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Introducciéon y Objetivos

La salinidad constituye uno de los factorcs ambientales que mas negativamente incide en la
produccion agricola, limitando ¢l uso potencial de nuevas areas de cultivo en extensas zonas del
mundo. La obtencion de plantas tolcfantes a la sal representa una posible solucion a la problematica
de la salinidad. En este sentido. el estudio de las respuestas fisiologicas. bioquimicas y genéticas de
las plantas frente al estrés salino. constituve un gran objctivo de la agrobiologia que permitiria
identificar y scleccionar genotipos de variedades cultivadas tolerantes a altas concentraciones de
NaCl.

La mayoria de las especies cultivadas han desarrollado frente al estrés salino un estrategia
glicofita. que consiste en la exclusion de iones toxicos en combinacion con la sintesis de solutos
organicos solubles v osmoticamente activos. Asi, la capacidad de ajuste osmotico y el control de los
flujos i6nicos a través de las membranas plasmatica y vacuolar constituyen los mecanismos
fundamentales de tolerancia. por lo que la caracterizacion e identificacion bioquimica de los
procesos que regulan estas respuestas celulares pueden ser claves para el establecimiento de los

programas de mejora vegetal.

La compartimentacion celular de iones y solutos depende de la actividad de bombas
electrogénicas que regulan el pH intracelular v el transporte activo y facilitado de nutrientes a través
de la membrana plasmatica vy tonoplasto. Ademas. la membrana plasmatica constituye la primera
linea de entrada v de defensa de las células contra el estrés salino. Por ello, los cambios en los
componentes lipidicos v en las propiedades de la membrana plasmatica son claves para el
mantenimiento tanto de la homeostasia celular como de la actividad de los enzimas integradas en el

plasmalema.

Desde esta perspectiva, ¢l gje de esta investigacion se ha centrado en el estudio del efecto
del NaCl sobre: la composicion intracelular en solutos organicos ¢ inorganicos, la extrusion in vivo
de H', la actividad H'-ATPasa de plasmalema, los componentes lipidicos del plasmalema y las

propiedades de fluidez de esta membrana.

La utilizacion de cultivos celulares ofrece grandes ventajas a la hora de estudiar los
mecanismos de tolerancia al NaCl ya que permite realizar un estudio comparativo de lineas
celulares sensibles v adaptadas al NaCl. Por esta razon, la investigacion de los objetivos indicados

se llevo a cabo en callos de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) adaptados y no adaptados a
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diferentes concentraciones de NaCl lo que permitia diferenciar las respuestas resultantes del estrés,
de aquellas otras que podrian tener un valor adaptativo. En este sentido, el estudio los mecanismos
de adaptacion al cstrés salino en callos de tomate adaptados al NaCl y crecidos en presencia de
diferentes concentraciones de esta sal, puede coadyuvar a descifrar los mecanismos de tolerancia a

este factor y a identificar los marcadores biologicos de tolerancia.
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A. Aproximaciones al estudio de la problematica de la salinidad en el cultivo del tomate

La salinidad es uno de los factores ambientales que mas limita la productividad agricola, afectando
a mas del 40% de las areas de regadio y. especialmente, a las regiones mas deprimidas y a las mas
productivas del mundo, como son ¢l area mediterranca. California y el sur de Asia. La problematica de
la salinidad proviene fundamentalmente de los efectos acumulativos del uso continuado de aguas que
contienen sales disueltas, de la gran velocidad de evaporacién y baja capacidad de lixiviacion de sales
de algunos suclos (Downton, 1984, Wyn Jones y Gorham, 1986; Flowers y Yeo, 1988), del uso de
elevadas cantidades de fertilizantes en ciertas areas de cultivo y de la penetracion del agua del mar en
zonas costeras v marismas. Ademas. la gran demanda de agua de alta calidad, debida tanto al
incremento de la poblacion humana como al desarrollo industrial, conlleva el uso, cada vez mas
frecuente, de aguas de baja calidad en la agricultura, lo que agrava el problema de la salinidad tanto
desde el punto de vista ecoldgico como econdomico. Por todas estas razones, la salinidad de los suelos
y las aguas constituye una verdadera amenaza para la agricultura, puesto que la mayoria de las plantas
cultivadas. entre ellas el tomate, se afectan en mavor o menor medida por la salinidad. En los suelos
pueden acumularse diversos tipos de sales. como cloruros, sulfatos, carbonatos y bicarbonatos de Na',
K. Mg™ y Ca™, entre ellas. el NaCl es la de mayor impacto sobre el crecimiento y produccion de las

plantas cultivadas.

El cultivo de tomate ha adquirido gran importancia econdmica en todo el mundo, ocupando una
superficie de casi 3 millones de hectareas con una media anual de produccion superior a setenta
millones de toneladas. El tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) es una planta perenne que se
desarrolla bien en un amplio rango de latitudes, tipos de suelos, temperatura y sistemas de cultivo. Las
técnicas de cultivo de esta planta han experimentado cambios rapidos y notables durante las ultimas
cuatro décadas. La principal razon de estos cambios ha sido la existencia de factores limitantes para la
continuidad del cultivo intensivo en el suelo natural. entre ellos, la salinizacién del suelo que provoca
alteraciones generalizadas del metabolismo de esta planta. Dichas alteraciones se reflejan en un
sistema radical de menor desarrollo. hojas adultas abarquilladas, hojas jovenes pequefias, de color
verde mds intenso v enrolladas sobre si mismas, racimos con menor niimero de flores, frutos mas
pequeios v necrosis del sistema vascular. Debido al enorme coste econdmico que supone la resolucion
de la problematica de la salinidad en el cultivo de tomate desde un punto de vista tecnolégico, se hace
necesario la investigacion de los mecanismos biologicos que conduzcan a la obtencién de variedades
cultivadas mas tolerantes a la sal. Sin embargo. la dificultad para identificar caracteres relacionados
con la tolerancia a salinidad que sean facilmente medibles y que muestran escasa influencia por otros

factores ambicentales continua siendo uno de los principales impedimentos para obtener estas
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varicdades de tomate tolerantes a la salinidad (Cuartero-Zueco v col. 1993).

B. Seleccion de cultivos tolerantes a la salinidad

Desde hace unas décadas se sabe que la variacion genética intra e inter especifica puede ser
utilizada para desarrollar cultivos tolerantes a la sal (Epstein y Rains, 1987). En este sentido, una de
las posibles estrategias a seguir en la obtencién de cultivos tolerantes a la salinidad consistiria en
introducir en las especies sensibles genes de resistencia al NaCl (genes de halotolerancia) mediante
métodos clasicos de cruzamiento (Wyn Jones y Gorham, 1986: Epstein, y col., 1980; Tal, 1985;
Epstein y Rains. 1987). Asi. plantas cultivadas sensibles a la sal podrian ser cruzadas con variedades
silvestres tolerantes aunque, posteriormente, se requirieran nuUMerosos retrocruzamientos para obtener
conjuntamente las caracteristicas agronémicas de la especie cultivada y los genes de halotolerancia de
la silvestre. Sin embargo. esta estrategia no es generalmente aplicable debido a la propia complejidad
de las caracteristicas a seleccionar y a que no siempre existe en la naturaleza un genotipo silvestre
tolerante capaz de fertilizar al genotipo cultivado sensible.

Por ello. se ha hecho necesario el uso de criterios fisiologicos para la seleccidon de plantas
tolerantes al NaCl (Cuartero v col.. 1992). Las técnicas de cultivo de tejidos y células ofrecen un gran
numero de ventajas no encontradas en los procesos de seleccion convencional habitualmente utilizados
para incrementar la tolerancia de las plantas a ambientes salinos. Las ventajas potenciales de las
técnicas de cultivo in vitro para ¢l estudio y la seleccion de lineas tolerantes al NaCl incluyen: (a) la
caracterizacion. a nivel celular de marcadores fisioldgicos asociados con la tolerancia a la sal, (b) la
reduccion de interferencias en el proceso debido a la ausencia de la variabilidad que suponen los
tejidos diferenciados de las plantas, (¢) la posibilidad de obtener una gran variabilidad de genotipos
que pueden ser evaluados v seleccionados en el laboratorio, (d) la reducciéon en el tiempo entre
generaciones, (¢) la capacidad de manipular, de manera precisa, las condiciones ambientales y del
medio de cultivo (Epstein v Rains, 1987). Sin embargo, también existen dificultades para aplicar los
procedimientos del cultivo celular a la obtencion de plantas tolerantes a la sal, principalmente, debidas
a que ¢l caracter seleccionado a nivel celular tiene que expresarse a nivel de planta entera, una vez se
ha regenerado ¢sta. A pesar de que numerosas especies vegetales presentan alta capacidad de
regeneracion, no todas pueden ser regeneradas. A ello, hay que afiadir el efecto negativo de la duracion
del cultivo celular sobre la capacidad de regeneracion de plantas puesto que cuanto mas tiempo se
mantienen las células en cultivo mas dificil es regenerar plantas a partir de ellas (Stavarek y col.,
1980). Por otra parte. las plantas regeneradas deben incorporar el caracter genético deseado sin

incorporar caracteres adversos que podrian derivar del proceso de seleccion. Por todo ello, es
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necesario conocer las fimitaciones de la téenica de cultivo celular en la obtencién de plantas tolerantes
a la sal v aplicarla en las situaciones apropiadas (Meins. 1983).

Las técnicas de cultivo de tejidos vegetales han sido utilizadas con gran éxito en la obtencion
de lincas celulares adaptadas al NaCl a partir de cultivos celulares. Asi. se ha conseguido lineas
celulares adaptadas a diferentes concentraciones salinas en especies como Lycopersicon esculentum
Var. Saint Picrre (Bourgeais-Chaillou y Guerrier, 1992) Lycopersicon peruvianum (Hassan y Wilkins,
1988). Beta vulgaris (Le Dily y col., 1990. Blumwald y Poole, 1987), Citrus sp. (Ben-Hayyim y col.,
1989). Nicotiana tabacum (Ericson y Alfinito, 1984; Murata y col.. 1994), Pisum sativum (Olmos y
Hellin. 1996), Poncirus trifoliata (Bouharmont y Beloualy, 1992), Oryza sativa (Kavi Kishor, 1988;
Shirata v Takagishi. 1990). Beta vulgaris (Ramagopal y Carr, 1991). Medicago sativa (Winicov y col.,
1990) v Cymbopogon martinii (Patnaik y Debata. 1997).

La conversion de células sensibles en células adaptadas al NaCl es probablemente debida a
una transformacion epigencética puesto que €S un proceso de una duracion no explicable como
resultado de una mutacion. Esto implica que la informacién genética para el crecimiento en un
ambiente salino estd presente aunque no se expresa en las células sensibles a la sal, lo cual no es
sorprendente puesto que en las células eucariotas solo una pequena fraccion de fa informacion genética
se expresa de forma continuada (Lerner. 1983). Estas lineas celulares tolerantes al NaCl pueden ser de
gran avuda en ¢l conocimiento de los mecanismos fisiologicos implicados en la tolerancia a la sal en
plantas superiores. v en la regeneracion en algunos casos de plantas tolerantes a la sal. A partir de
cultivos celulares. se han obtenido plantas tolerantes a la salinidad de las siguientes especies:
Nicotiana sylvestris. N. tabacum. Capsicum annuum, Saccharum officinarum, Medicago sativum,
Oryza sativa. Coffea arabica. Datura inoxia, Citrus sinensis, C. aurantium, Crepis capillaris,
Hordeum vulgare. Lycopersicon esculentun; Colocasica esculenta; Medicago media y Cymbopogon
martinii (Rains v col.. 1980: Watad y col.. 1983; Papadopoulos y Rendig, 1983; Ram y Nabors, 1986;
Stavarck v Rains. 1984: Chaudhary y col., 1995: Patnaik y Debata, 1997).

Los mecanismos de tolerancia a la sal han sido estudiados en lineas celulares de numerosos
especies incluyendo alfalfa. tabaco. patata, tomate, Vigna radiata, Cympobogon, Citricos y arroz
(Shah. 1990; Chaudhary v col., 1997: Binzel y col.. 1987: Sabbah y Tal, 1990; Ben-Hayyim y Kochba,
1983: Kumar v Sharma. 1989; Patnaik y Debata, 1997 Kishor, 1988; Shah y col., 1990). En lineas
celulares de estas especies tolerantes v sensibles al NaCl se ha evidenciado la importancia de los
procesos de absorcion de iones. Asi, lineas celulares de Citrus tolerantes al NaCl sobreviven a
clevados niveles de salinidad evitando parcialmente el NaCl (Ben-Hayyim y Kochba, 1983). Pandey y
Ganapathy (1984) v Pack v col.. (1982) relacionaron la sensibilidad al NaCl de los callos de Cicer
arictinum y Brassica campestris con el exceso de Na” y CI'. No obstante, Binzel y col., (1987), Sabbah

v Tal (1990) v Pamaik v Dcebata (1997) indicaron que las células de tabaco, patata y Cymbopogon
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martinii adaptadas al NaCl acumulan mas Na' y CI' que las células no adaptadas. En resumen, los
estudios a nivel de cultivos cclulares con diferente grado de tolerancia a la sal indican que uno de los
factores mas importante en la tolerancia a la sal es ¢l equilibrio celular del contenido en Na" y K*
(Watad v col.. 1983: Croughan v col.. 1979: Ben-Hayyim y col., 1985; Rubio y col., 1995; Datta y
col.. 1996: Shanon vy Nobles. 1993).

La aplicacion de las téenicas de biologia molecular en la obtencion de plantas tolerantes al
estrés salino ofrece grandes posibilidades. pero también conlleva dificultades, ya que la tolerancia a la
salinidad en plantas esta regulada por numerosos procesos en los que intervienen genes muy diversos.
Ademas, la respucsta al estrés tiene lugar tanto a nivel celular como a nivel de organismo implicando,
por lo tanto, numerosos v diversos procesos genéticos (Epstein y Rains, 1987: Flowers y Yeo, 1995;
Hare y col.. 1996: Hare v col.. 1998).

A pesar de la amplia informacion disponibles, tras numerosas investigaciones de potenciales
marcadores bioldgicos de tolerancia a la salinidad, los programas de mejora desarrollados hasta hoy
han tenido un éxito limitado debido, por una parte, a la propia complejidad de las respuestas de
tolerancia al NaCl. controladas por una familia de multiples genes y, por otra, al escaso conocimiento
de los mecanismos biologicos responsables de la sensibilidad v tolerancia de las plantas a la salinidad.
Por todo ¢llo. ¢l éxito en la incorporacion de rasgos genéticos que confieran a las plantas tolerancia a
la salinidad mediante cruzamientos convencionales o, mas recientemente, mediante técnicas de
ingenicria genética, requiere un mejor conocimiento de los mecanismos fisiologicos, bioquimicos y
moleculares implicados en la tolerancia al estrés salino. En este sentido, el estudio de la respuesta de
las plantas en condiciones de estrés y adaptacidon al NaCl permitira conocer las vias metabolicas
implicadas en la tolerancia a la salinidad y los limites de su funcionamiento, herramientas
imprescindibles a la hora de seleccionar plantas tolerantes al NaCl (Hurkman, 1992; Bonhert y Jensen,

1996: Yeo, 1998)

C. Mecanismos de tolerancia a la salinidad

En plantas. el efecto negativo de la salinidad se atribuye a tres componentes: el déficit hidrico
provocado por la disminucion del potencial hidrico del medio externo, la toxicidad ionica provocada
por el exceso en la absorcion de iones Na” y/o CI y, finalmente, los desequilibrios nutricionales
causados por la interferencia del NaCl con la absorcion y transporte de nutrientes minerales. Para
superar estos cfcctos negativos. las plantas han desarrollado, tanto a nivel de organismo como a nivel
celular, diversos cstrategias de adaptacion al NaCl. Estas estrategias consisten en el desarrollo de los

mecanismos de ajuste osmotico v en la regulacion efectiva de los sistemas de transporte i0nico
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(Bartcls v Nclson. 1994: Murghia v col.. 1995: Serrano. 1996; Bonhert y Jensen, 1996; Bonhert y
Shen, 1998).

En plantas superiores. la contribucion respectiva de los componentes osmético € i6nico del
estrés salino sobre el desarrollo v crecimiento celular no esta muy clara. En general, el estrés salino
provoca un déficit hidrico inmediato frente al cual la planta responde con un ajuste osmoético. A mas
largo plazo, el efecto negativo del estrés salino se debe a la accion toxica de los iones Na” y CI.

En algunas plantas. como Clitrus sinensis (Baiuls y Primo-Millo, 1992) y soja (Abel, 1969), el
NaCl v KCI son igualmente toxicos mientras que €l NaNO; es menos toxico que los cloruros de Na o
K. lo que indica que ¢l componente toxico de la sal es fundamentalmente el CI'. Por lo contrario, en
tomate (Rush y Epstein. 1981a) y trigo (Gorham y col. 1990) el NaCl es mas toxico que el KCl,
indicando que. en este caso. que el componente toxico de la sal es el sodio. En suspensiones celulares
de tabaco. la adicion de concentraciones osmoticamente equivalentes de sorbitol y manitol, NaCl o
KCI provoca en todos los casos una inhibicion del crecimiento celular. No obstante, el efecto
inhibitorio provocado por ¢l cloruro de Na o K es superior al ejercido por sorbitol o manitol (LaRosa y
col. 1985). Ademias. en las suspenciones celulares de tabaco, el grado de toxicidad del KCl es superior
al del NaCl. lo cual podria deberse a una mayor capacidad de absorcion del CI' cuando se encuentra
como sal potasica que cuando se encuentra como sal sodica (Rush y Epstein, 1981a).

Ademas de los efectos osmoticos ¢ ionicos. el estrés salino puede inducir desequilibrios
nutricionales. entre ellos. deficiencias en la absorciéon de K™y Ca™ (Laiichli y col, 1994). Por otra
parte. la concentracién de nutrientes en los medios salinos condiciona el efecto toxico del NaCl. En
este sentido. es bien conocido que ¢l Ca™" reduce la absorcion de Na™ y CI” (Bafiuls y Primo-Millo,
1992) v restaura los niveles intracelulares de K', lo cual es probablemente consecuencia de
interacciones complejas entre estos cationes v sus sistemas de transporte (Epstein, 1998; Liu y Zhu,
1998).

C.1. Estrategia halofita.

El mecanismo de tolerancia a la sal de las plantas halofitas se basa en la acumulacion, dilucion y/o
extrusion de ioncs. Asi. las especies halofitas generan turgencia celular incrementando las
concentraciones internas de Na” y Cl' y sintetizando solutos organicos neutros que son acumulados en
el citoplasma donde contribuyen al mantenimiento de la presion osmotica. Ademas, algunas especies
halofitas han desarrollado modificaciones estructurales con valor adaptativo que contribuyen a superar
las altas concentraciones de iones como son las glandulas o vesiculas acumuladoras de sal en hojas y

el aumento del volumen de la hoja asociado a la suculencia que posibilita la dilucién de iones
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(Greenway v Munns. 1980).

C.2. Estrategia glicéfita

La estrategia glicofita sc basa fundamentalmente en mecanismos de exclusion de iones en
combinacién con sintesis de compuestos organicos solubles capaces de mantener las actividades
bioquimicas de la célula y de¢ contribuir al mantenimiento de la turgencia y €l volumen celular.
Algunas modificaciones estructurales como ¢l incremento en la extensibilidad de la pared celular y de
la permeabilidad de las raices al agua o el espesamiento de las hojas pueden también contribuir en la
tolerancia al NaCl de las plantas glicofitas (Greenway y Munns, 1980). La mayoria de las especies
cultivadas suelen adoptar una cstrategia glicofita. aunque existen especies cultivadas tolerantes al

NaCl que presentan rasgos halofiticos (Tal. 1984)

D. Clasificacién de las plantas en funcién de su tolerancia a la salinidad

Las plantas se pueden diferenciar segun su grado de supervivencia en medios salinos. Jennings
(1976) ha establecido una clasificacion ecoldgica de las plantas en la que define el limite de tolerancia
al estrés salino en base a la inhibicion del crecimiento de la planta tras un periodo de 1 a 6 meses
(Tabla 1.). De acuerdo con c¢llo. las halofitas se definen como plantas capaces de crecer en presencia
de hasta 500 mM NaCl (grupo I) mientras que las glicofitas se definen como plantas que no crecen en
suclos con alto contenido en NaCl (grupo ITT). Entre estos dos extremos existe una gran variedad de
plantas con diferentes niveles de tolerancia al estrés salino y que definen un grupo intermedio en esta

clasificacion (grupo I1).
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Tabla 1. Clasificacion de las plantas en basc a su grado de supervivencia en presencia de NaCl
(Jennings, 19706).

Grupos Limite de Ejemplos
supervivencia

Grupo L. Halofitas

Io. Crecimiento cstimulado en 700 mM NaCl Suaeda maritima, Atriplex nummularia.
presencia de 200-500 mM NaCl

I. Crecimiento inhibido cn presencia > 200 mM NaCl  Atriplex hastata, Spartina towsendii,
de NaCl Beta vulgaris

Grupo II. Halofitas y Glicofitas

Tolerantes 200 mM NaCl

I1,. Halofitas monocotiledoneas Festuca rubra, Puccinellia peisonis.
1. Glicofitas Gossypium, Hordeum.

Intermedias >100 mM NaCl  Lycopersicon.

Sensibles < 100 mM NaCl  Phaseolus, Glycine.

Grupo II1. Glicofitas

Muy sensibles <50 mM NaCl  Citrus sp., Aguacates.

E. Componente osmético del estrés salino

El componente osmotico del estrés salino no es especifico de éste sino que también aparece
con el estrés por sequia. va que resulta de la deshidratacion y pérdida de turgencia celular inducida por
los solutos externos. La turgencia es un factor esencial en el crecimiento celular y su pérdida conlleva
procesos destructivos irreparables en las proteinas y membranas celulares (Crowe, 1988). El
mantenimiento de la turgencia en las células vegetales expuestas a la sal se realiza mediante
mecanismos de sintesis v acumulacion de osmolitos compatibles con la actividad de los enzimas
intracclulares (Brown. 1990). Estos osmoreguladores son esencialmente polioles (glicerol, sorbitol,
manitol, pinitol). aziicares no reductores (fructano, trehalosa y sacarosa) y algunos aminoacidos y
derivados (prolina v betaina que también pueden actuar como osmoprotectores exogenos) (McCue y
Hanson, 1990: Bonhert v Jensen. 1996a. 1996b: Pilon-Smith y col., 1995; Serrano, 1996; Bonhert y
Shen, 1998; Hare v col.. 1998: Bouchereau y col., 1999).

La acciéon del NaCl sobre la acumulacion de solutos osmoticamente activos y no toxicos se
acompaiia de un incremento del influjo o una reduccion del eflujo de agua que permite la recuperacion

del turgor necesario para la expansion celular. Ademas. la acumulacién de altas concentraciones de
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solutos organicos cn ¢l citoplasma celular contribuve al balance osmotico entre citoplasma y vacuola,

dondc se produce una clevada acumulacion de iones. Aunque los osmoreguladores organicos pueden

estar presentes tanto cn ¢l citoplasma como en vacuola, las concentraciones citoplasmaticas de los

mismos son bastante mas elevadas que las vacuolares. puesto que en la vacuola los iones inorganicos

tambicn contribuven al ajuste osmotico (Mc Cue y Hanson. 1990).

Entre los diferentes osmoreguladores indicados. la prolina, es ¢l mas frecuentemente acumulado

en condiciones de cstrés osmotico. principalmente sequia y salinidad (Mc Cue'y Hanson, 1990;

Delauncy v Verma. 1993: Taylor, 1996: Petrusa y Winicov, 1997 Patnaik y Debata, 1997). El

papel de la prolina en la mejora de la tolerancia al estrés osmotico, se apoya en la existencia de

mutantes acumuladores de prolina obtenidos por mutagenesis quimica. variacion somaclonal o

ingenieria genética. en los que se¢ observa una mavor tolerancia al estrés salino. Aunque la

capacidad dc sobrevivir a un déficit hidrico o estrés salino se ha correlacionado con el

incremento de los niveles celulares de prolina. en algunos casos la acumulacion o la sintesis de

este osmoregulador se inicia cuando el dafio celular es evidente. lo que indica que la sintesis de

prolina no siempre constituye un marcador de tolerancia (Perez-Alfocea, 1994b; Cano y col.,

1996: Liu v Zhu. 1997: Root v Shaw. 1998).. Asi, no esta claro que las especies tolerantes a la

salinidad acumulen mas prolina que las sensibles. Por ¢jemplo, en condiciones de estrés por 200

mM NaCl. la especic de tomate tolerante a la sal. Lycopersicon peruvianiim, acumula en sus
hojas la mitad de prolina pero ¢l doble de iones cloro que la especie sensible, Lycopersicon

esculentum (Tal v col. 1979) v ¢l mutante sosl de Arabidopsis thaliana, deficiente en

transportador de K'. v por tanto sensible al NaCl acumula mas prolina que el genotipo silvestre

en condiciones de estrés salino (Liu y Zhu, 1997)
En plantas. el control de la sintesis de prolina es bastante complejo puesto que existen dos vias

biosintéticas que pueden ser reguladas a nivel de las actividades enzimaticas 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 0 a partir de glutamato via pirrolina-3-carboxilato (Fig 1). Sin embargo, unicamente

la via pirrolina-3-carboxilato se activa en condiciones de estrés por salinidad y deficiencia en

nitrogeno (Delauney v Verma. 1993). Las dos primeras etapas de la via pirrolina-5-carboxilato estan

catalizadas en plantas. animales y bacterias por una enzima bifuncional con actividades glutamato 5-

quinasa ¥y glutamato-3-semialdehido deshidrogenasa. Este enzima bifuncional se denomina 1-

pirrolina-3-carboxilato sintasa (P5CS) v su expresion en plantas esta inducida por el estrés salino y
osmotico (Hu v col. 1992: Yoshiba y col. 1995: Zhang y col., 1995; Liu y Zhy, 1997).

Recientemente. Kavi-Kishor v col. (1995) han indicado que la sobreexpresion de P5CS en plantas de

tabaco transgénicas conlleva un incremento en la concentracion de prolina que determinan una mayor

productividad de cstas plantas en condiciones de déficit hidrico.

()
[
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Glutamina Glutamato
ATP
ADP
NADPH
NADP*
Glutamato-5-aldehido
Pirrolina-S-carboxilato
NADPH H;O0,
NADP" 0.
Prolina

Figura 1: Ciclo metabélico de la prolina en la via pirrolina-5-carboxilato. Las etapas son las
siguientes: 1. glutamato 5-Kinasa (EC 2.7.2.11); 2, glutamato-3-semialdehido deshidrogenasa
(EC 1.2.1.41); 3. formacion de un ciclo espontanco; 4, 1-pirroline-3-carboxilato reductasa (EC
1.5.1.2); 5, prolina oxidasa (probablemente EC 1.5.9938). 6. 1-pirroline-5-carboxilato
deshidrogenasa (EC 1.5.1.12). (tomada de Serrano. 1996)
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No obstante. los mecanismos a través de los cuales clevadas concentraciones citoplasmaticas de
prolina influencian las relaciones hidricas de la planta no son todavia evidentes (Blum y col., 1996).
Delauney vy Verma. (1993) sugicren que la acumulacion de la prolina en condiciones de estrés puede
ser debida a una regulacién del enzima glutamato 5-Kinase en los tejidos estresados. Aunque la 1-
pirrolina-3-carboxilato reductasa e¢s también inducible por el estrés osmético (Williamson y Slocum,
1992). altos niveles de expresion de cste enzima no incrementan significativamente la concentracion
de prolina en plantas transgénicas. indicando ello que la reduccion de la pirrollina-5-carboxilato no es
el paso limitante en la produccion de la prolina (Szoke v col.. 1992).

La adicion al medio de reaccion de 10 mM prolina provoca la inhibicion in vitro del enzima
P5CS sin embargo en hojas de plantas sometidas a estrés hidrico se han detectado concentraciones
superiores a 150 mM (Delauney v Verma. 1993). Recientemente, se ha demostrado un incremento en
la concentracion de prolina en ¢l floema de alfalfa en condiciones de estrés hidrico (Girousse y col.,
1996) sugiriendo ello un incremento del transporte de prolina a diferentes tejidos de la planta en
condiciones de estrés. Del mismo modo. en Arabidopsis. se ha identificado siete genes de permeasas
de aminodcidos (Frommer v col.. 1993: Kwart y col.. 1993; Fischer y col., 1995; Rentsch y col., 1996;
Taylor. 1996) capaces de transportar prolina aunque ninguno de ellos parece codificar para un
transportador especifico. En condiciones de estrés hidrico, s¢ incrementa en plantas de Arabidopsis la
expresion del gen ProT2 que codifica un transportador de prolina siendo la induccion de ProT2 por
estrés hidrico posterior a la del gen P5CS. lo que implica que la biosintesis de prolina y su transporte
estan regulados de manera coordinada durante el déficit hidrico.

Puesto que la acumulacion de prolina es comun a varias situaciones de estrés (salinidad, estrés
hidrico. bajas temperaturas. deficicncia mineral, acidez de suclo...etc.) debe existir alguna sefial comun
que dispare el mecanismo de su biosintesis bajo diferentes condiciones de estrés. En este sentido,
Goring (1981) ha indicado que la disminucion del pH citoplasmatico puede ser la sefial que induzca la
sintests de este osmoregulador.

En plantas. la prolina ademas dc un soluto compatible puede constituir una fuente nitrogenada
o una reserva de ATP utilizable durante la recuperacion del estrés. En este sentido, la oxidacion de la
prolina al 1-pirroline-3- carboxilato por ¢l enzima prolina deshidrogenasa ubicada en la membrana
interna de la mitocondria, permite el acoplamiento entre la degradacion de prolina y la formacion de
ATP (Elthon y Stewart. 1981). Esta via de degradacion de prolina en mitocondria puede ser reprimida
por las mismas condiciones que inducen su biosintesis en el citoplasma, ya que se ha observado, por
una parte. que la actividad prolina deshidrogenasa esta disminuida en mitocondrias aisladas de plantas
sometidas a déficit hidrico (Rayapati v Stewart, 1991) y, por otra, que la expresion del gen ERDS que
codifica para prolina deshidrogenasa se induce después de rehidratar las plantas sometidas a estrés

hidrico.
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La betaina constituve otro de los osmoreguladores organicos que también se acumulan en
algunas plantas cn condiciones de estrés osmotico (Hares v Cress 1997). Su biosintesis se realiza en el
estroma cloroplastidico a partir de colina ¢ involucra dos ctapas enzimaticas catalizadas por colina
monooxigenasa v betaina-aldehido deshidrogenasa (Mc Cue y Hanson. 1990), esta altima inducible
por ¢strés osmotico (Weretilnyk y Hanson. 1990).

La glicina betaina ¢s otro osmoregulador que conficre tolerancia a la salinidad (Grumet y
Hanson. 1986; Rhodes y col.. 1989; Mc Cue y Hanson, 1990). A este respecto, se ha evidenciado que
lincas isogénicas de ccbada o maiz que difieren en su capacidad acumuladora de glicina-betaina,
presentan distintas capacidades de ajuste osmoético en condiciones de salinidad (Weretilnyk y Hanson,

1989, Arakawa v col.. 1990: Hasegawa v col.. 1993).

La sacarosa v/o los azucares reductores son los principales solutos organicos involucrados en
el ajuste osmético en numerosas cspecics glicofitas sometidas a estrés salino o osmdtico (Hare y col,,
1998: Gao v col.. 1998: Drenan v col.. 1993: Keller y Ludlow. 1993; Pilon-Smith y col., 1995: Ishitani
y col.. 1996: Olmos y Hellin. 1996: Garcia y col., 1997; Karakas y col., 1997; Pelleschi y col., 1997;
Iyer y Caplan. 1998). A parte del papel en ¢l ajuste osmético. la acumulacién de azicares solubles en
respuesta a la sal puede resultar en una disminucion del estrés oxidativo causado por la salinidad
puesto que algunos de estos solutos pueden neutralizar los radicales hidréxilo (Hare y col., 1998).

Ademas de la acumulacion de compuestos especificos. ¢l estrés hidrico o salino se acompafian
de modificacioncs en ¢l reparto del fotosintato (Geigenberger v col, 1997; Drennan y col, 1993; Keller
y Ludlow, 1993: Lyer v Caplan. 1998: Gao y col.. 1998) que pueden contribuir al mantenimiento del
turgor celular (Pilon-Smith y col., 1995). Concretamente, ¢l almidon plastidial representa una reserva
de azicares que puede ser rapidamente convertido a sacarosa en condiciones de estrés (Quick y col.,
1992; Zrenner v Stitt. 1991: Geigenberger y col., 1997). Por otra parte, el estrés osmotico o salino
favorecen la sintesis de sacarosa a través de una activacion de sacarosa fosfato sintasa (SPS; EC
2.3.1.14)). enzima que cataliza la formacion de sacarosa-6-P a partir de UDP-glucosa y fructosa-6-P,
mediante una fosforilacion reversible del enzima (Toroser v Huber, 1997). La acumulacion de
sacarosa en respuesta al estrés salino puede también ser atribuida uha disminucion de la degradacion
de este disacarido resultante de una menor actividad invertasa acida (EC 3.2.1.26.). Se ha descrito una
correlacion positiva entre ta acumulacion de sacarosa en hojas de plantas sometidas a estrés salino, el
incremento de la actividad SPS y la disminucion de la actividad invertasa acida (Gao y Lips; 1998;
Huber y Huber. 1992: Hammond y col.. 1994: Huber. 1989; Geigenberger y col., 1997) lo cual
limitaria ¢l uso de la sacarosa como reserva energética, pudiendo ello limitar el crecimiento celular.

Ademas de su posible papel osmorcegulador los azacares pueden jugar otras funciones

[8%]
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reguladoras ¢n plantas cstresadas (Hare v col.. 1998). Asi. los azucares pueden sintetizarse en
condiciones d¢ ostrés en respucsta al incremento en la demanda de carbohidratos facilmente
metabolizables capaces de mantener ¢l estado energético de la planta estresada (Bianchi y col., 1991).

El contenido en aziicarcs es un parametro indicativo del balance entre el carbono asimilado y
el utilizado en la formacion de esqueletos carbonados y representa una seiial critica para los ajustes de
este balance frente a alteraciones por factores ambientales o programas de desarrollo endogenos. Los
aziicares no solamente sosticnen ¢l crecimicnto de la planta sino también afectan los sistemas sensores
que regulan la expresion de una variedad de genes involucrados en la fotosintesis, respiracion, sintesis
v degradacién de almidéon v sacarosa y metabolismo nitrogenado (Koch, 1996). A pesar de que la
acumulacion de azicares (Ingram v Bartels. 1996) y los cambios en la distribucion de carbohidratos
han sido considerados desde hace mucho tiempo importantes determinantes de la tolerancia al estres
osmético. la implicacién de estas moléculas en los procesos de sefializacion del estrés ain no esta bien
establecida. Existen evidencias que implican la fosforilacion de hexosas por hexoquinasa mas que los
niveles de hexosa fosfato en si como ¢l mas importante mediador sensor de azucares (Koch, 1996;
Jang v col.. 1997 Smeckens v Rock. 1997). Durante el estrés, la reaccion irreversible de la
hexoquinasa puede ser un importante indicador de si los hexosas son consumidos via respiracion o
acumulados posiblemente para finales osmoticos. Plantas superiores contienen un espectro de
actividades hexoquinasas con diferentes specificidades para los sustratos glucosa, fructosa y mannosa.
Dichos enzimas también difieren en la localizacion subcelular y en la regulacion de su expresion por el
desarrollo o tejidos (Kruger. 1997). El papel fisiologico preciso de los miembros de la familias de los
genes de la hexoquinasa no son todavia conocidos.

Los fructanos son moléculas de polifructosa producidos por numerosas plantas y bacterias
como forma de reserva de carbohidratos (Nelson y Smith, 1986; Hendry, 1987, 1993). En plantas, la
sintesis de fructano a partir de sacarosa involucra al menos dos enzimas. La primera cataliza la
produccién del trisacarido Gle-Fru-Fru, que puede ser extendido con residuos de fructosa en una
reaccion dependiente de una o mas enzimas (Pollock y Cairns, 1991). En plantas, los fructanos estan
constituidos por 10 a 200 unidades de fructosa dependiendo de la especie y las condiciones
ambientales (Pontis v del Campillo. 1983). Los fructanos son compuestos solubles lo que se acumulan
en vacuola en cantidades que pueden legar a ser mucho mas elevadas que la del almidon plastidico
(Brocklebank y Hendry. 1989). Por ello. estos polimeros pueden jugar un papel importante en el ajuste
osmético en condiciones de estrés (Bicleski. 1993: Hendry, 1993). La introduccién en tabaco de un
gen bacteriano que codifica para fructosiltransferasa, enzima responsable de la sintesis de fructano a
partir de sacarosa. incrementa el contenido en azicares, el crecimiento de las plantas y el rendimiento
en peso fresco v seco tras un estrés por PEG (Pilon-smith y col., 1995). En estas plantas, Tras el

fraccionamicnto de cada molécula de sacarosa. la molécula de fructosa resultante contribuye a la
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polimerizacion de fructano catalizada por fructosiltransferasa. mientras que la de glucosa es disponible

para la respiracion.

La acumulacién de polioles. de cadena simple como manitol y sorbitol (Bieleski, 1982) y de
polioles ciclicos conmo mio-inositol v sus derivados metilados (Loewus vy Dickinson, 1982; Smart y
Flores, 1997: Sheveleva v col., 1997). esta también correlacionada con la tolerancia a la salinidad y la
sequia en numerosas especies. en las que se ha observado que el estrés salino produce un incremento
en la concentracion de estos compuestos (Everard y col., 1994; Bonhert y Jensen, 1996; Bonhert y

Shen, 1998).

F. Regulacién de los flujos iénicos a través las membranas celulares

En plantas. la composicién ionica intracelular se caracteriza por la existencia de altas
concentraciones de K™ v Mg™ v bajas concentraciones de Na™, CI, H' y Ca”". El medio externo, por el
contrario, puede presentar altas concentraciones de Na’, CI', H', Ca* y bajas concentraciones de K'y
Mg™ (Serrano v Villalba. 1993). Puesto que los altos niveles apoplasticos de iones Na' y CI
generados por el estrés salino alteran el equilibrio i6nico, es vital para la planta restablecer la
homeostasia 16nica que permite ¢l desarrollo de las funciones celulares mediante un control del flujo
i6nico neto a traveés de las membranas celulares (Niu y col.. 1993).

En condiciones fisiologicas. la concentraciones citoplasmaticas son de 100 a 200 mM de K, 1
a 10 mM de Na” v CI' v 0.1 a 0.2 mM de Ca®™ (Niu y col., 1995). Los sistemas enzimaticos de las
células eucariotas son funcionales en un rango de concentraciones idnicas bastante restringido: de 0.1
202 M de K ¢ inferiores a 50 mM de Na’ vy CI'. La toxicidad ionica provocada por el estrés salino
resulta tanto de la asimilacion de Na' v CI' como del incremento en la concentracion i6nica
intracelular que resulta de la pérdida de agua. Concentraciones de NaCl superiores a 0.3-0.5 M inhiben
la mayvoria d¢ los enzimas va que perturban el balance entre las fuerzas hidrofébicas y electrostaticas
que manticnen la estructura de las proteinas tanto solubles como de membrana (Wyn Jones y Pollard,
19%3). Ademas algunos sistemas enzimaticos pueden ser especialmente sensibles a concentraciones
relativamente bajas de Na' o CI de forma que la regulacion de su actividad en presencia de estos iones
puede ser determinante de la sensibilidad al estrés salino. En este sentido, los procesos de transporte a
nivel del plasmalema v tonoplasto son de crucial importancia en la tolerancia a la salinidad

El agua. iones v solutos de pequeiio tamafio atraviesan las membranas celulares a favor de
gradiente por procesos de difusion. a una velocidad dependiente de su coeficiente de permeabilidad en

la bicapa lipidica. Pucsto que los iones v solutos de mayor tamaio no atraviesan ficilmente la bicapa
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lipidica. ¢l flujo de los mismos a través de la membrana plasmatica y tonoplasto sc¢ produce a través de
sistemas dc transportc.

Los sistemas de¢ transportc quc permiten ¢l flujo de iones se clasifican en bombas,
transportadores v canales (Sussman v Harper. 1989). El transporte facilitado de iones y solutos a
través de las membranas celulares puede ser un proceso pasivo a favor de gradiente mediado por
canales (uniportadores) o bien un proceso activo en contra de gradiente de concentracion o potencial
cléctrico dependiente del aporte de encrgia metabolica. Las bombas (H'-ATPasa, H'-PPasa,
UDPasa...ctc) utilizan directamente la encrgia metabdlica (ATP, PPi. UDP. etc) para el transporte
vectorial de un ion, mientras que los transportadores acoplan el transporte de un soluto en contra de su
gradiente electroquimico al flujo de otro soluto a favor de su gradiente electroquimico en el mismo
sentido (simporte) o en sentido contrario (antiporte) (Niu y col., 1995; Rausch y col., 1996)

En plantas. el transporte activo de la mayoria de los iones a través las membranas celulares es
acoplado al gradiente clectroquimico (Apu') generado por el gradiente de pH (ApH) y el potencial de
membrana (Awy). La fuerza motriz. que resulta de la conversion de la energia quimica (Awy') en
diferencia de potencial eléctrico (mV). es Ap = Apy /F = Ay - 59 ApH (a 25 °C), donde F es la
constante de Faraday (Sze, 1983). Asi. el flujo de iones mediado por transportadores esta acoplado a

un descenso del flujo de H™ (Niu v col., 1993).

G. Transporte activo primario

De acuerdo con la teoria de Mitchell (1961), en plantas superiores, el transporte activo
primario se lleva a cabo fundamentalmente mediante la actuacion de H'-ATPasas y/o H'-PPasas, las
cuales acoplan la energia libre dc la hidrolisis de ATP y/o PPi. respectivamente, al transporte
electrogénico de H™ desde el citoplasma hacia el exterior celular, a través del plasmalema, o hacia la
vacuola, a través del tonoplasto. creando una diferencia de potencial eléctrico entre el citoplasma y el
medio externo (-120 mV) y entre la vacuola v ¢l medio externo (-90 mV) y una diferencia de pH entre
el citoplasma (pH proximo a la neutralidad) v la vacuola (pH acido). Dichos transportadores primarios
o bombas contribuven a la formacion del gradiente ¢lectroquimico transmembranario y a la regulacion
del pH citoplasmatico necesario para impulsar numerosos procesos de transporte de iones como Na'y

CI' y de solutos no idnicos como aminoacidos y azucares.
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4
G.1. H'-ATPasa de plasmalema

G.1.1. Primeros estudios.

La existencia dec una ATPasa bombeadora de protones €n la membrana plasmatica de las

células vegetales se puso en manifiesto en los afos sctenta. mediante experimentos electrofisiologicos

realizados en diversos laboratorios. Destacan los trabajos de Marré (1979) que demostro que la adicion

de fusicocina. un terpenoide producido por el hongo patogeno Fusicoccits amygdalus. a secciones de
6rganos  vegetales  provocaba simultancamente la  acidificacion del medio externo 'y la
hiperpolarizacion de las células. Sus resultados sugiricron que la fitotoxina activaba una bomba
electrogénica que expulsaba protones hacia el medio extracelular y cuyo funcionamiento dependia del

metabolismo energético. lo que hacia pensar que se trataba probablemente de una ATPasa. Sin
embargo. en tejidos intactos no s¢ pudo demostrar de forma concluyente que la bomba de protones
fuese una ATPasa. puesto que no se podia excluir la implicacion de otros sistemas de expulsion de
protones, por ejemplo. enzimas de oxido reduccion asociadas a la membrana plasmatica. Fue la
purificacion y reconstitucion en liposomas del enzima ATPasa de la membrana plasmatica de hongos

y plantas lo que permitio su caracterizacion enzimolégica y demostré que dicha enzima opera en tubo

de ensayo como una potente bomba clectrogénica de protones (Serrano y Villalba, 1993).

G.1.2. Estructura, funcionamiento y propiedades cinéticas

El origen de las H'-ATPasas de plasmalema de plantas podria encontrase en una bomba de H'
presente en células primitivas. en las que la existencia de un enzima capaz de expulsar protones al
exterior supondria una ventaja evolutiva. ya que contrarrestaria la disminucién del pH intracelular

resultante de los acidos generados en ¢l metabolismo anacrobio (Serrano y Villalba, 1993).

La H'-ATPasa de la membrana plasmatica (EC.3.6.1.35) pertenece a la familia de las (E-P)-
ATPasas que poseen una unica subunidad catalitica, forman un intermediario fosforilado (E-P, con
enlace aspartilfosfato) v son sensibles a vanadato (Serrano, 1988, 1989, 1990; Serrano y Villalba,
1993: Moller y col.. 1996).

La proteina H'-ATPasa aislada v purificada de preparaciones de plasmalema de diversos
origencs vegetales. se presenta como un dimero de tamaiio molecular entorno a 200 KDa (Briskin y
col.. 1985) en que cada mondémero de 100 KDa representaria la unidad minima que acopla la hidrolisis

de ATP al transporte de H™ (Briskin. 1990:Rauch v col.. 1996).

)
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El gen que codifica para fa H -ATPasa de plasmalema fue inicialmente secuenciado en
levadura por Scrrano v col.. (1986) v en Arabidopsis thaliana por Pardo y Serrano (1989). En trabajos
posteriores s¢ han sccuenciado genes de este enzima cn diferentes origenes vegetales (Ewing y
Bennet. 1994: Palmgren v Axclsen, 1998). Asi. en plantas, el enzima H'-ATPasa de plasmalema esta
codificada por una familia multigénica de aproximadamente 10 genes (Harper y col., 1990, 1994;
Pérez v col.. 1992: Ewing v Bennet. 1994). Sin embargo. todos los genes que codifican para la H'-
ATPasa. identificados a nivel de ¢cDNA en las diferentes especies. pueden ser clasificados en 2
subfamilias segin la identidad de sus sccuencias. La diversidad entre las dos subfamilias que
representan los genes mas altamente expresados parece reflejar la evolucion de las especies comunes

de monocotiledoncas v dicotiledoneas (Moriau v col.. 1993)

La informacion disponible sobre la cstructura de la proteina H'-ATPasa se basa, por una parte,
en la sccuencia de aminoacidos deducida de la secuencia de nucleotidos de los genes correspondientes
v, por otra, en la localizacion. dentro de la sccuencia de aminoacidos, de regiones hidrofébicas
transmembranarias con configuracion alfa-hélice (Boutry y col.. 1989; Harper y col., 1989, 1990;
Pardo v Serrano. 1989a v b: Ewings v col.. 1990: Serrano v Villalba, 1993). Serrano (1989) y Briskins
(1990) han propucsto la existencia de un total de 6 regiones (I-VI, figura 2.) altamente conservadas en
¢l peptido de 100 KDa. El dominio N-terminal ¢s un bucle de alfa-hélices variable en longitud y
secuencia orientado hacia ¢l citoplasma celular v sin actividad catalitica. aunque de gran importancia
en relacion a los cambios conformacionales implicados en el funcionamiento del enzima. El dominio
C-terminal. también orientado hacia ¢l citoplasma celular. y variable en longitud secuencia, esta
implicado en la regulacion de la actividad catalitica del enzima (Susman y Harper, 1989; Palmgren y
col.. 1991). Los dos dominios citoplasmaticos centrales contienen los sitios activos del enzima: el
mavor de ellos. con actividad quinasa. conticne el sitio de union de ATP (regiones III, IV, V, V) y
sintetiza el intermediario fosforilado aspartil fosfato (region II) y el menor (region I), con actividad
fosfatasa, esta implicado ¢n la hidrolisis del intermediario fosforilado y en los cambios de
conformaciones necesarios para dicha hidrolisis. Finalmente. ¢l enzima presenta un canal para H' que
atraviesa la membrana v que puede estar formado por cuatro o seis alfa-hélices (Serrano y Villalba,
1993).

El acoplamicnto encrgético entre la hidrolisis de ATP vy el transporte de iones se apoya en la
diversidad de conformaciones que ofrcce la H'-ATPasa: enzima defosforilada-deprotonada (E),
defosforilada-protonada (H™.E). fosforilada protonada (H".E-P) y fosforilada deprotonada (E-P)
(Figura 3.). La cnzima defosforilada une protones con gran afinidad en el lado citoplasmatico de la
membrana. micntras que la enzima fosforilada los une con baja afinidad en el lado externo, siendo a la

vez la forma que libera los protonces.
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6. MODELOD ESTRUCTURAL DE LA ATPasa DE PROTONES. La cadeza lineal
compuesta por 920:950 amino4cidos (esquema inferior) se pliega eun 188 membranas
celulares y configura una estructura muy compfeja. El modelo arriba esbozadc
destaca los domiinios funcionales (fosfatasa, Kinasa, inhibidor y transmembrana) ¥
motives de amincacidos esenciales (I a VI) que han persistido a Jo jarge de la evo-
tucion, identificados por Francisco Pertillo ¥ Ramén Sefrano, uno de los autores.
E] dominio inhibidor es o] cxtremo carbexilico, que bloquez dc forma regalable el
centro activo. Se supone que el dominio kinasz cataliza la formacién dol interme-

diario fosforilads; al domicio fosfatasa le corresponde catalizar 1a hidré&lisis de dicho
intermediario. Sc¢ trata, sin embargo, de atribucicnes de funciones mis 0 Mmenos
nipotéticas, perque ios cawbios coaformacionales del ciclo catalitico complican el

anAlisis de-las mutaciones.
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¢ induce ¢! bombeo de protoncs que se toman avidamente de la

brana vy s¢ liberan en la cara externa de la misma. La hidrolisis de ATP

s del ciclo catalitico, fosforilacion e hidrolisis,

otonada y deprotonada, respectivamente (Figura 3.).

¢ interaccionar con ATP a menos que tome un proton del lado

onformacion (H".E). Esta conformacion tiene actividad quinasica, €8
¢ ATP a un residuo de aspartato del propio

enzima. Una vez fosforilado ¢l enzima por ATP, la conformacion (H"E-P) requiere la liberacion de H'

al medio externo para poder concluir su ciclo (Serrano 'y Villalba, 1993).

La actividad de hidrolisis de ATP es dependiente de Mg, lo que indica que el verdadero

sustrato del enzima no es ¢l ATP sino ¢l complejo Mg-ATP, presentando asimismo una fuerte

especificidad por ¢l ATP como compuesto fosforilado. El enzima aislado y purificado muestra una

cinética simple de tipo Michaelis-Menten respecto al Mg-ATP (Briskin, 1990) con una K., para este
0.2 v 1.4 mM. siendo la estequiometria de la reaccion de 1 H transportado

sustrato que oscila entre
vidad H -ATPasa de plasmalema esta alrededor de 6.6,

por ATP hidrolizado. El pH optimo para la acti

aunque in vivo ¢l intervalo de pH al que el ¢nzima tiene una actividad optima puede ser mucho mas

amplio (Sze. 1983).
La H'-ATPasa de plasmalema sc estimula fu

1983) y. aunque su actividad no s¢ ve alterada

ertemente por cationes segun la siguiente

secuencia K'>Rb >Na>Cs">Li" (Sze. por aniones, los
aniones permeantes Cl Br v NO5 estimulan la formacion del gradiente de pH (Vara 'y Serrano,
1982). probablemente por su capacidad para disipar el gradiente cléctrico. La estimulacion por K" de
la actividad H™-ATPasa. y ¢l acoplamicnto de esta actividad enzimatica al transporte de K™ a través del

plasmalema (Briskin. 1990). podria exphicarse ¢n base a una activacion directa de! transporte de K

por la H'-ATPasa. o a un efecto del cation sobre ¢l funcionamiento del enzima (Grouzis y col., 1990).

H'-ATPasa podria funcionar como und H'/K -ATPasa (Sze,

Inicialmente s¢ propuso que la
1ales (Briskin. 1990). En este sentido,

1983) de forma similar a la Na™/ K*-ATPasa de las células anin

Thibaut v col. (1986) v Bicntait v Liittge (1988) han demostrado en raices que la acidificacion del
medio por la actividad H-ATPasa depende del tercambio H'/K'. el cual ha sido también puesto de
manificsto por Braun v col. (1986) v Hassidim ¥ col. (1990) en vesiculas de membrana plasmatica de
Atriplex. Sin embargo. ¢n estudios posteriores se ha observado que la extrusion de H' al medio externo
pucde realizarse ei ausencia de K indicando que la H- ATPasa de plasmalema transporta unicamente
H' v que el transporte de K' ¢s catalizado por un sistema diferente impulsado por el potencial de

membrana generado por la extrusion de H' (Shasan y Schroeder, 1992).

¥
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Figura.4. Mecanismo de acoplamicnto energético entre la hidrolisis de ATP vy el transporte de
protones. Este mecanismo consiste c¢n un ciclo de reaccion con cuatro compuestos
intermediarios claves con difcrentes propicdades cataliticas y de transporte de H" (Serrano y

Villalba, 1993).
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Por otra partc. la cstimulacion por K de la actividad H' -ATPasa de plasmalema podria deberse a un
efecto de este cation sobre la veloaidad de transicion entre las distintas conformaciones del enzima,
incrementando la actividad H'-ATPasa sin implicar un transporte acoplado y simultaneo de K"
(Briskin, 1990). Otra posibilidad seria que ¢l transporte de K™ provocara la disipacion del potencial de
membrana creado por la extrusion activa de H'. lo que estimularia el bombeo de H y la hidrolisis de
ATP. Asi. Vara y Scrrano (1982) demuestran que la adicion conjunta de K" y valinomicina, ionéforo
especifico de este cation. estimula la velocidad de bombeo de H' ¢ incrementa el gradiente de pH.
Finalmente, el K™ podria también estimular la actividad H™-ATPasa de plasmalema por disminucién de
la repulsion electrostatica entre ¢l complejo Mg-ATP v las cargas negativas de la superficie de la
membrana (Gibrat v col.. 1990: Grouzis v col.. 1990). por inactivacion de enzimas quinasas que
podrian actuar sobre la H'-ATPasa (Scalla y col.. 1983: Schaller y Sussman. 1988), o bien mediante

modificacion de las interacciones lipido-proteinas (Palmgren v col.. 1988, 1990: Cooke y col., 1994).

La H'-ATPasa de plasmalema es sensible a ciertos inhibidores. entre ellos, vanadato (Bowman
v Slavman. 1979: Gallagher v Leonard. 1982: Lew v Spanswick, 1984). DCCD (Randall y Sze, 1986;
Solioz. 1984). DES (Balke v Hodges. 1977. Rasi-Caldogno y col.. 1985, Vara y Serrano, 1982),
eritrosina B (Cocucci. 1986). sales de Cu™™ v mercuriales (Kartz y Sussman, 1987) pero insensible a
anioén nitrato, bafilomicina v DIDS. inhibidores de la H'-ATPasa vacuolar, a azida y oligomicina,
potentes inhibidores de la ATP sintasa mitocondrial (Balke y Hodges, 1977, De Michelis y col., 1984).
La inhibiciéon por DCCD v DES se establece a nivel de los canales o lugares de paso de H', mientras
que la inhibicion por vanadato se cstablece a nivel de la formacion del intermediario fosforilado que

puede anclarse al enzima en los sitios de union de ATP (Briskin, 1990: Gallagher y Leonard, 1982).

G.1.3. Funciones fisiologicas del enzima H'-ATPasa de plasmalema en plantas

Las evidencias experimentales a cerca de las funciones fisiologicas del enzima H'-ATPasa de
membrana plasmatica en plantas sc¢ basan en los estudios de Ia actividad bombeadora de H' in vivo asi
como en la extrapolacion de los estudios bioquimicos llevados a cabo in vitro (Serrano, 1989). La
importancia de la H-ATPasa de plasmalema en todas cstas funciones solo podra dilucidarse cuando se
disponga de un importante nimero de mutantes de la proteina H'-ATPasa vegetal capaces de
expresarse en un sistema adecuado. En este contexto, Villalba v col. (1992) han conseguido expresar
la H-ATPasa dec Arabidopsis thaliana en levadura, permitiendo asi la identificacion de residuos

minoacidicos de interés funcional mediante mutagénesis dirigida.

Asi, se ha indicado la participacion del enzima H'-ATPasa en diversas funciones esenciales de

-
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las plantas. como crecimiento celular. carga v descarga de sacarosa en los vasos del floema, transporte
de malato en plantas CAM, desencadenamiento de la germinacion de esporas de hongos y semillas de
plantas. crecimicnto polar de células v organos. movimientos de los estomas, acumulacion de
moléculas organicas por parte del embrion, secrecion de proteinas, procesos mitoticos, gravitropismo,
respuestas mediadas por la luz y mantenimiento del potencial de membrana (Sussman, 1994; Michelet
v Boutry, 1995: Palmgren, 1998).

La H'-ATPasa de la membrana plasmatica es también responsable de la acidificacion de la
interfase suclo/raiz (rizosfera) que conlleva la movilizacién de nutrientes minerales en las
proximidades de las raices. altera la capacidad tampon del suelo y modifica la actividad de algunos
microorganismos del suclo (Lin. 1984; Rémheld v col.. 1984; Serrano 1989; Spanswick 1981; Sze
1985). De aqui que el enzima H'-ATPasa de membrana plasmatica juegue un papel importante en el
transporte secundario de iones v metabolitos v en la regulacion del pH intracelular (Raven y Smith,
1979: Gout v col.. 1992).

Otras funciones fisiologicas propuestas para este enzima se han basado en la investigacion de
los efectos provocados por reguladores del crecimiento como auxinas sobre la capacidad extructora de
H" por diferentes tejidos vegetales. La teoria del crecimiento acido propuesta por Hager (1971) en base
a la correlacion entre la elongacion celular v la extrusion de protones tras la activacion por auxina del
enzima H'-ATPasa de la membrana plasmatica. Los protones bombeados por este enzima actuarian
sobre la pared de polisacaridos que confina a las células permitiendo asi la elongacion celular. La
activacion de la H'-ATPasa suministraria ademds la energia para el transporte activo de potasio y

azucares necesario para ¢l crecimiento (Serrano 1993).

G.1.4. Regulacién del enzima de la H-ATPasa de membrana plasmatica

En plantas. la actividad H-ATPasa de¢ plasmalema parece estar regulada por una gran
variedad de factores como luz. turgor celular. hormonas, fitotoxinas y agentes bidticos y abiéticos, lo
cual ¢s probablemente consccuencia de los numerosos papeles de este ¢nzima en la fisiologia de la
planta. La regulacion del cnzima H'-ATPasa en diferentes tejidos celulares sometidos a una gran
variedad de condiciones ambicntales ¢s explicable si sc tiene en cuenta que este enzima esta
codificado por una familia de genes. concretamente, mas de 7 genes en tomate (Ewing y Bennett,
1994) v 10 en Arabidopsis ihaliana (Harper v col.. 1994) v que, ademas. las isoformas del enzima
difieren en sus propicdades cincticas.

La regulacion transcripcional de los genes que codifican para H'-ATPasa responde a la

distribucion especifica de este enzima en los tejidos. La mayoria de los genes que codifican para H'-

v
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ATPasa sc expresan. aunque a niveles diferentes. en casi la totalidad de los organos de las plantas
(Haper y col.. 1990: Pérez v col.. 1992 Moriau v col.. 1993: Ewing y Bennett, 1994) con excepcion de
fos genes AHAY (Houlne v Boutry. 1994) v AHALO (Harper y col.. 1994) de A. thaliana, que se
expresan exclusivamente en anteras v semillas en germinacion, respectivamente. Ademas, la proteina
H -ATPasa no esta uniformemente distribuida a lo largo de la planta. de forma que su acumulacion en
algunas células de la planta puede ofre¢cer informacion sobre la especializacion de estas células en
ciertas funciones fisiologicas especificas. En  raices. se¢ ha demostrado mediante técnicas
inmunocitoquimicas que la H'-ATPasa ¢s abundante en la cofia y la epidermis (incluyendo los pelos
radicales) y que csta presente en todos los tipos celulares de la estela, especialmente en las células
acompaiiantes del floema (Parets-Soler v col.. 1990: Samuels y col.. 1992: Stenz v col.. 1993).

Estudios de expresion de los genes AHAI v pmal corroboran la presencia del enzima H'-
ATPasa en tejidos de floema vy cpidermis de la raiz. respectivamente, (Dewitt y col., 1991; Michelet y
col.. 1994). Los resultados descritos tanto por los estudios inmunoldgicos como por los estudios de
expresion, confirman la funcion fisiologica de la H'-ATPasa presente en el epidermis de la raiz en la
absorcion de nutrientes minerales v de la existente en las células de floema en el transporte y la carga
v/o descarga de solutos. Ademas. la expresion de la H -ATPasa en la cofia de la raiz correlaciona el
flujo de H™ v la hipcerpolarizacion producida durante las respuestas gravitropicas. En tallo y hojas,
experimentos de inmunodeteecion muestran que la H'-ATPasa esta presente a altos niveles en estomas
v células de floema (Parets-Soler y col.. 1990; Villalba y col.. 1991), especialmente en células de
transferencia (Bouche-Pillon v col.. 1994). Los estudios de expresion de los genes de H'-ATPasa,
AHA3 y pmal confirman y extienden estos resultados mostrando que AHA3 sc expresa en tejidos de
floema (Dewitt v col., 1991) v que pmal se expresa en los estomas (Michelet y col, 1994).

En los 6rganos de reproduccion. la H'-ATPasa ha sido detectada inmunologicamente en las
células de los meristemos florales. anteras. parenquima sepal y mesocarpo del ovario (Parets-Soler y
col.. 1993). Ademas de expresarse en los tejidos de tloema, AHA3 se expresa en polen y en semillas en
germinacion (Dewitt v col.. 1991) mientras que pmal sc expresa en tapetum, grano de polen, y tubo
polinico, estilo v semillas en desarrollo (Michelet y col.. 1994) y AHAY9 se expresa mayoritariamente
en los tejidos del tegumento que rodean al embrion (Harper y col., 1994). Todos estos tejidos estan
implicados en procesos de absorcion y secrecion de diferentes sustancias, para lo que se requiere una

elevada actividad H'-ATPasa.

La expresion de los genes que codifican para H'-ATPasa esta sometida a una continua
regulacion durante ¢l desarrollo la planta. AHA3 se expresa Gnicamente en tejidos de floema pero solo
en el estado completamente diferenciado de la planta (Dewitt y col., 1991), mientras que pmal

tambicn se expresa en el floema pero unicamente en cl fruto. Ademds, las condiciones ambientales
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tambicn son determinantes en la expresion de cstos genes. Por cjemplo. en condiciones fisiologicas, la
expresion del gen pmal en los estomas no es siempre detectable en plantas desarrolladas en suelo sin
embargo incrementa fuertemente cuando las plantulas se¢ hacen crecer en cultivos hidroponicos o
cuando las hojas de plantas crecidas en suclo se sumergen durante algunas horas en solucion nutritiva
o en agua (Michelet v col., 1994).

Algunos genes que codifican para H-ATPasa pueden regularse por factores ambientales y de
desarrollo lo que implica que la expresion de estos genes esta sujeta a la puesta en marcha de
mecanismos de transduccion de sefiales (Serrano. 1989). Por ¢jemplo. la salinidad parece inducir
cambios rapidos en ¢l metabolismo de los fosfoinositidos en Dunaliella (Einspahr y col., 1988;
Einsparhr v Thompson. 1990) v en células de zanahoria (Cho v col.. 1993) ¢ incrementa la actividad
del Ca™ citosolico en protoplastos de raiz de maiz (Lynch v col., 1989). Todo ello sugiere que el NaCl
puede afectar la homeostasis del Ca™ citosélico provocando la induccion de las respuestas posteriores
de la planta a la salinidad (Rengel 1992: Liu y Zhy. 1997).

La regulacion de la H'-ATPasa por sciiales ambientales puede ser transcripcional (induccion
de la expresion génica) o bien postraduccional (cambios en la actividad del enzima) (Palmgren, 1991).
No obstante. la rapidez de la respuesta enzimatica frente a estos estreses sugiere que la regulacion es
principalmente postraduccional (Serrano, 1989). Sin embargo, la existencia de una familia
multigénica. sugiere que las difercntes isoformas pueden expresarse de manera diferencial en
determinadas condiciones ambientales (Sussman. 1994; Luo y col., 1999).

También la regulacion postranscripcional parece afectar a la expresion de algunos isoenzimas
H -ATPasa. En realidad. numerosos genes de H-ATPasa producen RNA mensajero bastante poco
frecuentes (Pérez v col.. 1992). En el caso de pmal de N. Plumbaginifolia, se ha demostrado que estas
bajas tasas se transcripcion influven en la traduccion (Michelet v col.. 1994), lo que podria resultar en

una rapida modulacion de la sintesis de la H'-ATPasa por cjemplo en respuesta a seflales ambientales.

En relacion a la regulacion postraduccional se sabe que una de las sefiales que mas influye la actividad
H'-ATPasa ¢s la auxina. hormona que incrementa el flujo de membranas desde el reticulo
endoplasmatico a la membrana plasmatica. probablemente a través de a una aceleracion de los
procesos de exocitosis. Este efecto de la auxina sobre la actividad H'-ATPasa podria explicarse en
base a la presencia del enzima en vesiculas secretoras y/o una limitacion del transporte del enzima al
plasmalema por la velocidad de formacion de las vesiculas. Ademas de sus efectos en la cantidad de
H'-ATPasa. la auxina pucede también afectar la actividad H-ATPasa. En efecto, la auxina incrementa
la diferencia del potencial transmembranario (Barbier-Brygoo y col., 1989) y la actividad bombeadora

de protones in vitro en vesiculas microsomales (Santoni y col.. 1993).
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Finalmente. la  actividad H -ATPasa dc  plasmalema de  plantas  puede regularse
postraduccionalmente por una modificacion del enzima. Se sabe que la H'-ATPasa de plantas al igual
que la de Saccharomyces. cerevisiae v Newrospora crassa presenta una region autoinhibitoria C-
terminal (Palmgren y col.. 1991). La climinacion de los 12 ultimos aminoacidos del extremo C-
terminal de la H'-ATPasa de plasmalema de S. cerevisiae, resulta en un incremento de la Vmax del
enzima y en una tendencia a la neutralidad de los valores de pH 6ptimo del enzima. Resultados
similares se han observado en plantas cuando ¢l extremo carboxilo de la H'-ATPasa de plasmalema
fue tratado con proteasas como tripsina o quimostripsina (Palmgren y col, 1991) o cuando se
eliminaron los tltimos 31 aminoacidos del extremoé C-terminal (Regenberg y col., 1995). En el enzima
de S, cerevisiae. 1a region C-terminal también interviene en la regulacion del crecimiento por glucosa
provocando un incremento considerable en la actividad del enzima H'-ATPasa, posiblemente como
resultado de una ruptura de interacciones entre diferentes dominios del enzima tras la fosforilacion de
uno o. posiblemente. dos residuos de la region C-terminal (Eraso v Portillo, 1994). Esta modulacion
por defosforilacion es posible debido a la existencia de una proteina quinasa dependiente de
calmodulina v asociada a la membrana capaz de fosforilar las H'-ATPasas de plasmalema de
levaduras v plantas (Shimazaki v col.. 1992: Sussman. 1994 Lino y col.. 1998).

La estimulacion de la extrusion H™ in vivo por fusicocina (Johansson y col., 1993) puede
deberse a una accion de csta titotoxina estabilizando la asociacion entre el dominio C-terminal de la
H'-ATPasa v las proteinas 14-3-3 (Jahn y col.. 1997: Oecking v col., 1997) que en células eucariotas
actiian como receptores de la fusicocina (Aitken. 1996). Asi, parece ser que la fusicocina se une a un
sitio creado por un complcjo entre ¢l dominio C-terminal de la H'-ATPasa de plasmalema y la
proteina 14-3-3 lo que da lugar a una activacion del enzima (Baunsgaard y col., 1998). Puesto que las
proteinas 14-3-3 normalmente sc unen Gnicamente a una secuencia de motivos que incluyen la serina
fosforilada (Muslim v col.. 1996: Yaffe v col.. 1997) ¢s posible que la accion de la fusicocina imita el
cfecto de la proteina quinasa que media la fosforilacion de un residuo serina en el dominio C-terminal
del enzima H'-ATPasa de plantas (Palmgren v Axelsen. 1998)

La composicion de la membrana en fosfolipidos y esteroles asi como las propiedades de
fluidez que conficren dichos lipidos a esta estructura puedcn influenciar la actividad de proteinas de
membrana entre ellas la actividad H' -ATPasa de plasmalema (Cooke y Burden, 1990; Palmgren,
1991: Cooke v col.. 1994). Es conocido que un entorno fosfolipidico especifico es requerido para una
actividad ATPasa 6ptima. Los fosfolipidos dcidos activan las H'-ATPasa de membrana plasmatica en
plantas superiores (Memon y col.. 1989) v hongos (Scarborough, 1977). Entre estos fosfolipidos, los
poliinositides representan los tnicos fosfolipidos acidos que pueden metabolizarse de manera rapida y
reversible en la membrana plasmatica (Memon y col.. 1989). Ello, unido a los cambios rapidos que

provocan auxina (Ettlinger v Lehle. 1988) fuz (Mcmon y Boss, 1990) o NaCl (Shinozaki y
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‘unaguchi-Shinozaki_ 1996: gmolenska-Sym Y Kacperska. 1996) en el metabolismo  del
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Los e¢studios llcvados a cabo ¢n este sentido mucestran una gran controversia. Asi, el estrés
salino no afecta la actividad. ¢l contenido o fa expresion del enzima H'-ATPasa de plasmalema en
raices de girasol (Roldan y col.. 1991) ni la actividad v contenido del ¢nzima en células de Pisum
sativim (Olmos y Hellin, 1997). mientras que inhibe la H'-ATPasa en raices de tomate y girasol
(Gronwald v col.. 1990: Ballestcros y col.. 1998) ¢ incrementa la actividad H'-ATPasa de la
membrana plasmatica en halofitas como Atriplex numnudaria (Braun v col., 19806) y Salicornia
higelovii Torr. (Ayala y col.. 1996).

La actividad extructora de H' asociada al ¢nzima H'-ATPasa de la membrana plasmatica
incrementa en respuesta al tratamiento por NaCl c¢n células de tabaco v raices de A. nummularia
(Braun v col.. 1986 Watad v col.. 1991). Esta regulacion puede ser mediada. al menos en parte, por
una mavor expresion del gen (Niu v col.. 1993a. 1993b: Perez-Prat y col.. 1994), tal como indica el
incremento en los niveles de mRNA de H -ATPasa de plasmalema de células de tabaco y Atriplex
nummularia tratadas con NaCl (Niu v col.. 1993a). La acumulacién de mRNA de H'-ATPasa sélo
ocurre durante la adaptacion al NaCl de forma que una vez que se alcanza la adaptacion se detectan
niveles de mRNA similares en las células crecidas en ausencia de sal y en las adaptadas a la sal (Niu y
col., 1993b: Percz-Prat y col., 1994). El cfecto del NaCl incrementando la expresion del gen y la
actividad H-ATPasa de membrana plasmatica s¢ han correlacionado positivamente con la tolerancia a
la sal. En este sentido, las plantas halofitas exhiben mavores niveles de transcripcion y/o actividad H'-
ATPasa que las plantas no-tolerantes (Braun v col.. 1986: Niu v col., 1993a, 1993b, Perez-Prat y col,,
1994) vy existen plantas glicéfitas como tomate (Lycopersicon esculentum. Mill. cv. Large Cherry red.)
en que la exposicion al NaCl induce una acumulacion de mRNA de H'-ATPasa en raices y hojas en
respuesta al NaCl (Binzel. 1993).

Desafortunadamente. los estudios de extrusion de protones in vivo en paralelo con
determinaciones de la hidrolisis de ATP in vitro en el mismo sistema experimental son relativamente
escasos. En relacion con esto. la actividad H'-ATPasa de plasmalema. ensavada in vivo como eflujo de
protoncs, parece incrementar durante la adaptacion osmotica de cultivos celulares de zanahoria

(Reuveni y col., 1987) v tabaco (Watad v col.. 19806).
G.2. H'-ATPasa de tonoplasto

La H'-ATPasa de tonoplasto pertencce la familia de V-ATPasas que reagrupa gran parte de las
ATPasas de membranas de organulos de células cucariotas incluyendo lisosomas, endosomas y

Aparato de Golgi (Nelson. 1992). La V-ATPasa posce una estructura de cabeza y pedinculo (Getz y

Klein. 1993). Las diferentes subunidades del enzima sc organizan en un complejo integral embebido

41



Revision Bibliografica

cn la membrana v que forma ¢l canal de H™ (Vo). v un complejo periférico (V1) (Gogarten y Taiz,
1992). El Complcjo Vo csta compucsto por 4 subunidades: una de ellas es un proteolipido de 16 KDa
v las otras tres son subunidades de 32. 13 v 12 KDa. El complejo VI esta compuesto por 6
subunidades de 70. 60. 44, 42,36 v 29 KDa. La composicion en subunidades difiere seglin la especie
vegetal (Sze y col.. 19920 Littge ¥ col.. 1995). Mcdiante técnicas de filtracion en gel se ha
determinado que ¢l tamaiio funcional de la H'-ATPasa de tonoplasto se encuentra entre 200-600 KDa,
por lo que una o mas de las subunidadcs mencionadas deben encontrarse en mas de una copia en cada
molécula funcional (Randall v Sze. 1986: Rea y Sanders. 1987). El polipeptido de 70 KDa es el centro
catalitico del enzima (Bowman y col.. 1986: Randall v Sze. 1986; Narasimhan y col., 1991; Low y
col.. 1994). mientras que ¢l de 60 KDa presenta una doble funcién catalitica y reguladora (Manolson 'y
col. 1985: Low v col.. 1994). La subunidad de¢ 16 KDa esta incluida en la bicapa lipidica
caracterizandose por su alta hidrofobicidad que permite constituir el canal de transporte de H' (Low y
col.. 1994). En contraposicion con cllo. las subunidades de 70 y de 60 KDa estan situadas en la
periferia de la membrana. pudiendo ser separadas de la misma mediante agentes caotropicos (Rea y
Sanders, 1987).

Se ha propuesto que ¢l funcionamiento de la H'-ATPasa vacuolar implica una organizacion en
dos dominios funcionales (Tu v col.. 1990: Tu v col.. 1987). El centro catalitico (dominio 1)
intervendria en la hidrolisis de Mg-ATP vy transmitiria la energia liberada en esa hidrolisis al centro
transportador de H' (dominio 11). lo que implicaria cambios conformacionales inducidos en el dominio

II que harian posible ¢l transporte vectorial de H™ en el tonoplasto.

La insensibilidad al vanadato (Sze. 1985) demuestra que este tipo de ATPasa, a diferencia de
la ATPasa de plasmalema. no forma un intermediario fosforilado durante la catalisis. Por otra parte,
azida y oligomicina. inhibidores de las F-ATPasas (presentes en la membrana de eubacterias y en la
membrana interna de mitocondrias v cloroplastos), no tienen ningun efecto sobre este enzima.

El NO; v DIDS son inhibidores relativamente especificos de este tipo de H'-ATPasa: el NO;
acttia como inhibidor tanto de la formacion del gradiente de pH como la actividad hidrolitica de la H'-
ATPasa (Sze 1983): micntras que ¢l DIDS actia mediante interacciones con los lugares especificos de
union para el anion iChurchill v Sze. 1984, Wang v Sze. 19853: Brauer y col., 1997). La H"-ATPasa de
tonoplasto también ¢s inhibida por DCCD. potente inhibidor de todos los tipos de H'-ATPasas a nivel
de sus respectivos canales de H'. por lo que en este caso s¢ presume su unién al polipeptido de 16
KDa (Randall v Sze, 1986, Wang v Sze. 1985) Finalmente. El inhibidor mas especifico de la H'-

ATPasa vacuolar conocido hasta hoy es la Bafilomicina, un antibiotico que inhibe la ATPasa de

tonoplasto en un rango nanomolar (Bowman y col.. 1988)
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La H -ATPasa vacuolar es inscnsible a los cationes v sensible a los aniones, que la estimulan
scgun la sccuencia siguiente: CI Br‘<|’<HCO;'<SO42' (Sze. 1985). El CI' ¢s ¢l anion mas efectivo en
la cstimulacion dc la ATPasa dcbido a que. al ser un anion permeante. disipa el potencial de
membrana v estimula la formacion del gradiente de pH.

La H'-ATPasa dc tonoplasto presenta una K, para ¢l ATP entre 0.1 y 0.2 mM (Churchill y
Sze, 1983: O'Ncil y col.. 1983). muestra una estequiometria de 2 H' transportados por ATP

hidrolizado y un pH éptimo comprendido entre 7.5 y 8.5.

El papel fisiolégico de la H'-ATPasa de tonoplasto es. fundamentalmente, la acumulacién de
jones v metabolitos en ¢l compartimento vacuolar. proceso que se lieva a cabo aprovechando el
gradiente de H' creado por la actuacion de este enzima. De hecho, los iones y metabolitos no son
simplcmente depositados en la vacuola. sino que mas bien estan sometidos a un intercambio continuo
con los componentes citoplasmaticos. Esta funcion homeostatica se pone de manifiesto en la
regulacion del pH citoplasmatico. ajuste osmatico. acumulacion y movilizacion de dcidos organicos y

control de las concentraciones de iones Ca™ y PO, en ¢l citoplasma (Boller y Wiemken, 1986).

El efecto de la salinidad sobre ¢l enzima H -ATPasa d¢ tonoplasto ha sido estudiado en
numerosas plantas. La actividad de cste enzima sc incrementa en Mesembryanthemum crystallinum
expuesto al NaCl (Bremberger v Liittge. 1992: Ratajczak y col.. 1994) v raices de Cebada (Matsumoto
y Chung, 1988). tomate (Sanche-aguavo v col.. 1991) v Vigna radiata (Nakamura y col., 1992), asi
como en células de tabaco adaptadas al NaCl (Reuveni y col.. 1990) mientras que la actividad H'-
ATPasa de tonoplasto de células de zanahoria no se afecta por la sal (Colombo y Cerana, 1993). En
algunos casos. ¢l cultivo de las plantas en presencia de NaCl incrementa el transporte de H'
dependiente de ATP a nivel de tonoplasto sin embargo estos incrementos no se acompailan de cambios
en la actividad fosfohidrolitica del enzima H -ATPasa de tonoplasto (Dupont, 1992; Ballesteros y col.
1996). El NaC! incrementa los niveles de mRNA de la subunidad catalitica 70 KDa de la H'-ATPasa
de tonoplasto en células de tabaco (Narasimhan. [991) v en hojas de tomate (Lycopersicon

esculentum. Mill. cv. Large Cherry red.) (Binzel, 1995) mientras que en raices de tomate los niveles de

mRNA de la subunidad de 70 KDa no se¢ modifican como qeﬂscc:ﬁmfc“‘;'f del estrés_ 21113110 (‘B\ujzel
: NI
1995).

G.3. H'-Pirofosfatasa de tonoplasto

La H'-PPasa ¢s capaz de utilizar la energia producida por la hidrélisis de PPi para el transporte
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clectrogénico de H' hacia cl interior vacuolar (Rea v Poolc. 1993). Las primeras evidencias de esta
actividad enzimatica datan de 1975, cuando Karlsson (1975) detecto una actividad PPasa estimulable
por K' en membranas microsomales de raices v cotiledones de remolacha azucarera. Posteriormente,
Walker y Leigh (Walker v Leigh, 1981a. b) y Wagner v Mulrcady (1983), demostraron la asociacion
de esta PPasa con el tonoplasto cn raices de remolacha v pétalos de tulipan, respectivamente.
Numerosos trabajos posteriores  determinaron  que  las caracteristicas  de este enzima eran
completamente distintas a las de la H'-ATPasa. sobre todo ¢n cuanto a la respuesta a efectores ¢
inhibidores.

El enzima H™-PPasa ha sido identificado en diferentes tejidos vegetales, en los que se localiza,

ademas de cn vacuola. en diversos sistemas endomembranarios como reticulo endoplasmatico y
Aparato de Golgi (Chanson y Pilct. 1988: Vicente v Vale. 1991: Oberbeck y col., 1994).En todos los
casos ¢l enzima csta constituido por un solo tipo de polipéptido de aproximadamente 80 KDa
(Chanson y Pilet. 1989: Rea y col.. 1992). La existencia de 2 isoformas de H'-PPasa en Beta vulgaris
(Kim y col.. 1994b) sugicre la posibilidad de que el enzima esté codificada por una familia
multigénica si bien en Arabidopsis thaliana (Sarafian y col.. 1992) y cebada (Tanaka y col., 1993)
existen evidencias de un unico gen que codifica para este enzima.

La estimulacion de la H'-PPasa por K (Karlson, 1975: Wagner y Mulready 1983; Walker y
Leigh. 1981) pucde deberse a que la union del cation al enzima cause un cambio conformacional en la
forma inactiva dando lugar a la forma activa (Wang v col.. 1986). Davies y col., (1992) y Leigh y col,,
(1994) sugieren que la H'-PPasa podria catalizar ¢l K'/H" cotransporte hacia la vacuola. La actividad
H'-PPasa es también dependiente de Mg que ha sido propuesto como un activador del enzima
(Johannes vy Felle. 1989: Marquardt y Liittge. 1987; Walker v Leigh, 1981; Wang y col., 1986), no
sustituible por otro cation divalente (Chanson y Pilet, 1988). Ademas del K"y Mg”', el enzima es
estimulado por otros cationes (Marquardt v Littge. 1987 Rea y Pool, 1985; Walker y Leigh, 1981,
Wang v col.. 1986) e inhibida por Na" v Li". que probablemente compiten con K' por el lugar de
activacion. Por otra partc. los aniones tienen poco efecto en csta actividad enzimatica (Johannes y
Felle. 1990; Wang v col.. 1986).

La actividad H'-PPasa presenta una cinctica tipicamente hiperbélica respecto a la
concentracion de PPi con una K, aparcnte para ¢l PPi de 5-30 pM con una estequiometria de 2 H
transportados por PPi hidrolizado (Chanson y Pilat. 1988: Johannes y Felle, 1990; Marquardt y Liittge,
1987: Pope y Leigh. 1987: Rea v Poole. 1985: Wang y col.. 1986; White y col., 1990).

El pH optimo de funcionamiento de este enzima en membranas microsomales de raices de
maiz (Chanson v Pilat. 1988) ¢s dc 7.0 a 8.0, s1 bien ¢en Kalanchoe ¢l pH éptimo oscila entre 8.0y 9.0
(Marquardt v Littge. 1987). v en dpices de guisante se sitta aproximadamente en 6.5 (Macri y

Vianclo, 1987)
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En cuanto al cfecto de los inhibidores (Chanson v Pilat. 1988) vanadato, oligomicina v
molibdato no inducen cambios ¢n la actividad PPasa micntras que DIDS y DCCD inhiben en mayor o
menor medida, en dependencia del tejido. Asi. en células de Nifella y vesiculas de tonoplasto de raices
de avena. la H'-PPasa presenta baja sensibilidad al DCCD mientras que en vesiculas de tonoplasto
procedentes de raices de maiz v colcoptilos de maiz y guisante existe mayor sensibilidad del enzima a
este inhibidor. Ademas fluoruro ¢ imidodifosfato son potentes inhibidores de la H'-PPasa (Wang y
col.. 1986: Chanson v Pilat. 1988: Pugliarello v col.. 1991: Hoffma-Thoma y Willenbrick, 1993; Zhen
v col.. 1994).

El enzima H'-PPasa es mas activa. o mas abundante, en ¢l apice de la raiz que en el resto de
los tejidos radiculares (Chanson v Pilet. 1987). sugiriendo esto un posible papel de este enzima en la
regulacion de los procesos de crecimiento de la planta (Palmgren y Sommarin, 1989; Pilet, 1982).
Segun White v col. (1990). aunque cste enzima puede actuar conjuntamente con la H'-ATPasa de
tonoplasto. la actividad H -PPasa scria implicada en mantener la fuerza protéon-motriz a través del
tonoplasto cuando la actividad H'-ATPasa ¢n esta membrana este disminuida por la baja
disponibilidad de ATP.

En cuanto al efecto de la sal sobre el enzima pirofosfatasa de tonoplasto, el NaCl induce un
incremento de la actividad H™-PPasa en vesiculas de tonoplasto de raices de girasol (Ballesteros y col.,
1996) v en microsomas de células de Acer psendoplatanus y de Daucus carota adaptadas al NaCl
(Zingarelli y col.. 1994: Colombo v Cercana. 1993). mientras que provoca una inhibicion de esta

actividad en vesiculas de tonoplasto de raices de Vigna radiata (Nakamura y col., 1992).

H. Procesos de transporte secundarios

La existencia de altas concentraciones de NaCl en ¢l medio que rodea la célula vegetal,
determina ¢l establecimicnto de un gradiente electroquimico de Na" entre el interior y exterior celular
que conlleva la entrada de este cation en la célula vegetal. Pero ademas, la existencia de Na* en el
medio externo interficre con los procesos de absorcion de K" (Niu y col., 1993). En plantas, las raices
utilizan dos sistemas para la absorcion de K™: uno de alta atinidad con K., para el K* de 10-30 uM, que
permite la asimilacion de K™ a bajas concentraciones del cation y no se inhibe por Na® (Rains y
Epstein. 1967). v otro de baja afinidad implicado en la absorcion del cation a altas concentraciones
externas (rango mM) (Smart v col.. 1996). El sistema de alta afinidad es un transportador activo,
posiblemente un simporte K/H" (Schachtman y Schroeder, 1994) que se induce por bajas
concentraciones de K v se inhibe por clevadas concentraciones de este cation (Fernando y col, 1992),

micntras que ¢l sistema de baja afinidad es un canal de K' (Maathuis y Sanders, 1993).
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La entrada de sodio a la planta s¢ produce probablemente a través del sistema de asimilacion

de K~ dc baja afinidad (Rains v Epstein. 1967). Sin cmbargo. canales de K clonados. probablemente

de baja afinidad al K'. son muv selectivos frente al Na~ (Schachtman v Schroeder. 1994). Asi, es

posible que existen otros canales de K' que son menos selectivos entre el K™y Na™. Recientemente,

Rubio y col.. (1995) ¥ Ding v Zhu (1997) indicaron que ¢l transportador de K* de alta afinidad

contribuye probablemente cn la entrada de Na' al interior cclular y que funciona como un simporte

K~-Na'. Schachtman y col (1991) han sugerido que la asimilacion de Na” puede producirse a traves de

canales de cationes. En este sentido. la exposicion a altas concentraciones externas de NaCl

incrementa la probabilidad de apertura de canales de cationes en raices de trigo y células de tabaco,

sermitiendo asi el influjo de Na' (Gassmann v Shroeder. 1994: Tyerman v col.. 1997). La re ulacion
I ] \ A ) g

de cualquier proceso que reduzea la probabilidad de apertura de dichos canales de cationes afectaria

tanto a la entrada de sodio como a la pérdida de K hacia ¢l exterior celular, lo que posiblemente

representaria un mecanismo de adaptacion al estrés por NaCl (Amtmann y col., 1997: Robert y Tester,
1997: Davenport v col.. 1997).

Los flujos de Na~ a través de las membranas celulares, se producen no solo a través de los

sistemas de absorcion de K*. sino que ademds existen sistemas para el transporte activo de Na” a

través las membranas plasmatica v vacuolar. los cuales son esenciales en la regulacion de la absorcion

vla compartimentacion vacuolar de Na”. Estudios fisiologicos ¥ bioquimicos avalan la existencia en el

plasmalema v ¢l tonoplasto de sistemas de antiporte Na'/H inducibles por NaCl (Dupont, 1992,

Kicgle v Bisson. 1996: Rauch v col.. 1996: Ballesteros y col..
ofitas en respuesta al incremento en la

1997). La induccion de la actividad

antiporte Na”/H" en membrana plasmatica ocurre ¢n plantas hal

concentracion de NaCl en ¢l medio externo (Katz y col. 1992: Hassidim y col, 1990) aunque existen

evidencias de existencia de un actividad antiporte Na*/H™ en membrana plasmatica en raices de tomate

(Wilson v Shanon. 1993} y trigo (Allen v col.. 1995). mientras que en plantas glicofitas es el antiporte

Na'/H' de tonoplasto ¢l que se induce por NaCl (Dupont. 1992: Ballesteros y col . 1997; Rauch y col.,

1996). permitiendo con ello la regulacion de los niveles citosolicos de Na™ y el ajuste osmotico
requerido para cl mantenimiento de la turgencia celular.

El conocimiento de los procesos de absorcion y compartimentacion intracelular de Cl es

relativamente escaso (Binzel v col. 1988). La diferencia de potencial que se establece a través de la

membrana plasmatica cuando se alcanza vy mantiene la homeostasia ionica constituye una barrera

termodinamica para ¢l influjo de CI'. incluso a concentraciones externas relativamente altas. Cuando la

entrada de Na” depolariza el potencial de membrana. ¢l CI" puede ser asimilado pasivamente a través

de un canal anionico (Skerrett y Tyerman. 1994). Seguidamente. los movimientos de CI' desde el

citoplasma hacia la vacuola s¢ Hlevarian a cabo a través de canales (Plant y col, 1994) o de un antiporte

H /anion (Rea v Sanders. 1987) que transportarian activamente ¢l CI" a través del tonoplasto.
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El papel def Ca™ en Ia proteccion frente al cstrés por NaCl es muy complejo y todavia no esta
muy bicen definido aunque la homcostasia del Ca™ ¢s clave en la adaptacion a la salinidad. De forma
general, el aporte externo de Ca™ disminuve los efectos negativos del NaCl y preserva la selectividad
K'/ Na" (Zhong v Laiichli. 1994). favorecicendo ¢l transporte de K* (Laiichli, 1990) y reduciendo el
influjo de Na™ a través del sistema de absorcion de K™ de baja afinidad (Schroeder y col, 1994).
Ademas de paliar los efectos negativos de la salinidad, ¢l calcio interviene en los procesos de
transduccion de sciiales (Bush. 1993). entre cllas. la scial de estrés salino (Lynch y col, 1989). En este
sentido s¢ ha comprobado quc los niveles citosolicos de Ca™. habitualmente en el rango UM, pueden
experimentar pequenos incrementos en condiciones de estrés. Los incrementos inducidos por el estrés
en los niveles de Ca™ citoplasmatico deben ser transitorios, ya que el restablecimiento de la
homeostasia del Ca®™ citosolico “¢s un requisito para la adaptacion de la célula al estrés. Estas
variaciones en la concentracion de Ca™ citosolico libre. afectan la actividad de proteinas dependientes
de Ca™ y Ca’’-calmodulina. entre ellas. quinasas implicadas en la activacion-inactivacion de
numerosos sistemas enzimaticos. En relacion con ello. en mutantes de Arabidopsis se ha demostrado
que ¢l producto del gen SOS3 ¢s crucial en la via mediante la cual el calcio gjerce su papel protector
durante el estrés salino (Liu v Zhu, 1997). El analisis de la secuencia de aminoacidos codificada por el
gen SOS3 muestra una gran analogia entre ¢l producto de este gen y las proteinas que unen calcio,
concretamente. calcineurina de levadura v proteinas sensoras de Ca™ en neuronas que actuarian
estimulando fosfatasas o inhibiendo quinasas.

El incremento del contenido en Ca’ citoplasmatico puede ocurrir mediante un influjo desde el
apoplasto. a través de canales (Cosgrove v Hedrich. 1991) o bien mediante eflujo desde el tonoplasto y
otros organulos a través de canales regulados por inositol (1.4,5)-trifosfato (Alexander y col, 1990) en
respuesta a la activacion de protcinas G. Otros enzimas de transporte que regulan la concentracion de
Ca™ citoplasmatico son la Ca”"-ATPasa en la membrana plasmatica y endomembranas (Bush, 1995;

Ferrol y Bennet, 1996) v ¢l antiporte Ca™ /H™ de tonoplasto(Bush, 1995).

I. Regulacion del pH citoplasmatico

El pH regula la actividad de cnzimas claves en los procesos metabolicos celulares. En plantas,
el pH citoplasmatico s¢ manticne alrededor de 7.3, ¢l vacuolar en torno a 5.0 y el cloroplastidico
alcanza valores proximos a 4.0 cn los tilacoides v cercanos a 8.0 en el estroma (Raven, 1985;
Kurkdjian v Guern. 1989).

Las plantas sc enfrentan a perturbaciones del pH citoplasmatico asociadas al metabolismo, al

transporte de solutos. v a la respucsta a diversos factores ambicntales (anacrobiosis, transiciones luz-
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oscuridad. temperatura v pH externo). En cuanto al cfecto del estrés salino sobre ¢l pH citoplasmatico,
en suspensiones celulares de variedades silvestres v tolerantes al NaCl del género Clitrus, se ha
obscrvado que ¢l estrés salino no afecta al pH del citoplasma cclular (Ben Hayyim y Navon, 1985),
micntras que en células de Dunaliella la salinidad provoca una alcalinizacion del citoplasma (Kuchitsu
v col.. 1989) v en células de Nirellopsis obtusa provoca una acidificacion del mismo (Katsuhara y col ,
1989, 1997). A pesar de que ¢l pH citoplasmatico pucde atectarse por multiples factores éste se
manticne proximo a la ncutralidad v sélo presenta pequeiias variaciones en circunstancias fisiologicas
especiales. En la regulacion del pH citoplasmatico intervienen las enzimas del sistema pH-Stat
bioquimico y los mecanismos de regulacion del flujo de H' a través de las membranas celulares
(enzimas H'-ATPasa, H -PPasa v sistemas que transportan H' con otros iones y solutos) (Kurkdjian y

Guern. 1989: Romani v col.. 1998: Sakano v col.. 1992. 1998).

Papel de la H-ATPasa de plasmalema. La ATPasa bombeadora de H" localizada en el
plasmalema de las células vegetales juega un papel importante en la regulacién del pH citoplasmatico
va que representa el sistema mas cficiente en ¢l bombeo de protones hacia el medio exterior (Marré y
Ballarin-Denti, 1985; Serrano. 1984: Sze. 1984; Beffagna v Romani, 1991; 1994). La H"-ATPasa
presenta un pH optimo de 6.6 bastante menor que ¢l pH fisiologico del citoplasma celular,
generalmente, alrededor de 7.2-7.5. Asi. cuando los protones empiezan a acumularse en el citoplasma,
la actividad del enzima H -ATPasa incrementa, resultando en la expulsion del exceso de protones de
la célula. En cfecto. la hiperpolarizacion del plasmalema inducida por una carga dcida en el citoplasma
estimula la accion del enzima H-ATPasa (Bates v Goldsmith. 1983; Bertl y Felle, 1985; Frachisse y
col.. 1988: Marr¢ v col.. 1983): mientras que la depolarizacion provocada por una alcalinizacion del
citoplasma inhibe ¢l enzima H'-ATPasa (Fetle v Bertl, 1986: Kobayashi y col., 1982). Asi, este
enzima ademas de contribuir a la regulaciéon del pH citoplasmatico es también un sensor de la
concentracion de protones en ¢l citoplasma.

El hecho de que cambios en ¢l valor de pH citoplasmatico regulen la respuesta a numerosos
factores externos confiere al enzima H'-ATPasa de plasmalema un importante papel en los procesos
de transduccion de seiiales va que. como se ha indicado. este enzima constituye el principal
mecanismo de extrusion de H' por parte de la célula vegetal (Blatt y Armstrong, 1993 Kurkdjian y

Guern, 1989).

Produccion y consumo de acidos organicos. El sistema “pH stat bioquimico”, es un mecanismo de
control de pH citoplasmatico a través de la produccion y consumo de acidos organicos (Smith y
Raven. 1979: Davis. 1986). Numcrosas evidencias experimentales apoyan la importancia del balance

entre produccion v consumo de malato en fa regulacion del pH citoplasmatico en plantas (Edwards y
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col.. 1998 Robert v col.. 1992).

Cuando las cclulas vegetales se someten a tratamicntos que alcalinizan ¢l citoplasma se
estimula la sintests de malato de forma que se incrementa su contenido en las células (Hiatt, 1967,
Marré. 1979: Beffagna v Romani. 1994). Sin embargo. la relacion que puede existir in vivo entre
estimulacion de la sintesis de malato v alcalinizacion intracelular no esta cuantitativamente
caracterizada. Por ¢l contrario. s¢ dispone de¢ algunas informaciones sobre la relacion entre la
acidificacion del citosol v la sintesis de malato. Asi. cuando el citoplasma de las células de Acer
pseudoplatanus s¢ acidifica. la incorporacion de '*CO, en malato disminuye considerablemente
mientras que su consumo incrementa permitiendo asi la neutralizacion de mas del 55 % de los H'
totales generados lo que conlleva a la recuperacion parcial de la caida inicial del pH citoplasmatico
(Mathicu y col.. 1986). Dc Boer (1997) ha indicado que la acidificacion del citoplasma observada tras
la adicion de fusicocina al medio de incubacion de células de Lycopersicon peruvianum es
probablemente debida al estimulacton de la sintesis de malato.

En plantas supcriores. la absorcion de cationes inorganicos puede exceder la absorcion de
aniones siendo este exceso de cationes equilibrado mediante sintesis de dcidos organicos en el
citoplasma (Ultrich. 1941). El malato representa el acido organico mayoritariamente producido por la
c¢lula cuando ésta absorbe un exceso de cationes (Osmond. 1976). En este sentido, la salinidad induce
la acumulacion de malato en numerosas especies vegetales especialmente en las plantas capaces de
cambiar su estatus metabolico pasando del metabolismo C; al CAM cuando crecen en medios salinos
(Whittington v Smith. 1992: Brulfert v col.. 1986; Mathicu y col., 1986).

La produccion de malato a partir de azicares neutros libera 2 H por molécula de malato
(Whittington v Smith. 1992) v su biosintesis ¢n ¢l citoplasma celular involucra la accion del enzima
fosfoenolpiruvato carboxilasa v malato deshidrogenasa (Luttge. 1993) (Figura 4.). Este enzima esta
presente en bacterias. algas v plantas superiores v juega un papel fundamental en la fotosintesis, en el
reciclaje de los metabolitos intermediarios del ciclo de los acidos tricarboxilicos, en la regeneracion de
NADPH v en la captacion del CO- procedente de la respiracion (Andreo y col., 1987; Cushman y col.,
1989: Jiao v Chollet. 1991).

La fosfocnolpiruvato carboxilasa (PEPC: EC 4.1.1.31). enzima citosolica que cataliza la B-
carboxilacion irreversible del fosfoenolpiruvato a oxaloactetato en presencia de HCOs™ y Mg*, se
activa fuertementc in vitro a valores de pH situados en ¢l rango 6.8-8.0 lo que indica que ademas de un
papel fundamental en la fijacion del CO, atmosférico. esta enzima puede contribuir a la regulacion del
pH citoplasmatico (Kurkdjian v Guern. 1989: Leegood v Osmond, 1990; Lepiniec y col., 1994,
Outlaw. 1990: Chollet. 1996). Sin embargo. se desconoce e¢n que medida la actividad PEPC es
sensible a pequeiios cambios de pH y cual es su eficiencia contrarrestando las alcalinizaciones

citosolicas.
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El consumo de malato en ¢l citoplasma cclular implica al NADP enzima malico (NADP
Oxalacctato-decarboxilasa. EC 1.1.1.40). Este enzima ¢s una malato deshidrogenasa citoplasmatica
que ademas decarboxila ¢l acido malico. dando lugar a la formacion de piruvato, COz y NADPH. La
rcaccion requiere un cation divalente (Mg™. Mn™". Co™). estando su rango de pH optimo entre 8.0 y
8.4 (Ochoa. 1955). La actividad ¢l NADP- enzima malico jucga importante papel en el metabolismo
de plantas CAM v C,. va que permite la formacion de una reserva de esqueletos carbonados que
pucden scr utilizados en la produccion de energia en condiciones de estrés, reduciendo asi la
dependencia de la glicolisis para la produccion de energia. En las plantas CAM, el enzima malico
posibilita la existencia de un mecanismo de defensa frente a estreses ambientales y asi permite la
adaptacion a dichos estreses. In vitro. la actividad del enzima malico se afecta fuertemente por el pH,
incrementando cuando ¢! pH del medio de reaccion se sitia entre 7.6 v 6.5 (Davies y Patil, 1974;
Wedding v Black. 1983). También en vivo. el enzima malico es muy sensible a pequeiios cambios de
pH de forma que valores de pH citoplasmaticos superiores a 7.0 disminuyen claramente la actividad de
este enzima (Willeford v Wedding. 1987: Robert y col.. 1992: Edwards v col.. 1998).

El efecto de la salinidad sobre los enzimas PEPC v NADP-enzima malico se ha estudiado
principalmente en las plantas CAM (Cushman. 1990: Thomas y col.. 1992; Littge, 1993; Yen y col.,
1997). En estas plantas sc ha obscrvado que el NaCl induce la activacion transcripcional de ppel,
micmbro de la familia de genes de PEPC especifico del CAM, lo que conlleva un incremento del
mRNA vy actividad del enzima PEPC (Cushman y Bonhert.. 1996 Thomas y col., 1992; Li y Chollet,
1994). Ademas en especies de Clusia, la induccion del metabolismo CAM parece estar directamente
asociada al incremento en la actividad v/o cantidad del enzima PEPC en respuesta a la sequia (Borland
v col.. 1998) v ¢n Mesembryanthemum crystallinum L., la induccion del metabolismo CAM como
respucsta adaptativa a altas concentraciones de NaCl. va acompaiiada de un incremento de las
actividades PEPC v NADP-¢nzima malico (Holtum y Winter, 1982). La activacién de dichos enzimas
se observa tambicn cn respuesta al estrés salino en tallos de dos genotipos de Pennisetum (P.

Tyvphoides cv. Drod Zarzis v P. Mollissimum) tolerantes al NaCl (Bouraima y col., 1987).

J. Composicion lipidica y propiedades de las membranas celulares

Las membranas celulares son estructuras lipoprotéicas en las cuales las moléculas lipidicas
representan del 20 a 80 % de la masa de la membrana, en la que forman una bicapa que constituye una
barrera semipermeable. En ¢l modelo de membrana en Mosaico fluido propuesto por Singer y
Nicolson (1972). s¢ maximizan las intcracciones entre los diferentes componentes de la membrana,

lograndose estados de baja energia libre v consiguicndose. de csta forma, un equilibrio dindmico
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favorecedor de los movimicntos de moléeulas en ¢l plano de la bicapa. Este modelo no sélo continua
sicndo valido hoy c¢n dia. sino que la estructura cn mosaico fluido de la membrana es la que mejor
describe la funcionalidad dc los sistemas implicados en la transduccion energética y de seiiales en las
células. Asi mismo. la bicapa lipidica representa una matriz fluida y una barrera impermeable a los
iones que muestra grandes diferencias en el contenido v calidad de sus componentes (variacion de la
cabeza polar. carga. longitud ¢ insaturacion de las cadenas de acidos grasos de los fosfolipidos,
abundancia de esteroles). lo que justifica tunciones especificas para cada tipo de membrana.

En plantas. las molcculas fosfolipidicas son los constituyentes lipidicos mayoritarios de las
membranas celulares, predominando  entre  ¢llas la  fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y
fosfatidilinositol. El acido fosfatidico constituve el precursor de todos los fosfolipidos que integran las
membranas. aunque diferentes trabajos sugicren que este fosfolipido podria ser un constituyente
natural de las membranas celularcs (Mansour. 1994). Los fosfolipidos juegan multiples papeles en los
procesos celulares. Su funcion primaria es definir la permeabilidad de las membranas celulares y
formar la matrice que envuclve las proteinas membranarias implicadas en importantes funciones
celulares como transduccion de energia. transduccion de sciiales. transporte de solutos, replicacion del
DNA. .. ctc. Los fosfolipidos no juegan un papel directo en estos procesos pero es un participantes
activo que influyve en las propiedades de las proteinas asociadas a la membrana (Kasamo y Yamanishi,
1991: Merillon. 1993)v sirven como precursores de importantes componentes celulares (Dowhan,

1997).

En cuanto a los esteroles. ¢l sitosterol. estigmasterol v campesterol constituyen los esteroles
mas abundantes en plantas, mientras que ¢l colesterol es un componente minoritario (Hartmann y
Benveniste. 1987). Los esteroles tienc una funcion estructural en las membranas celulares de las
plantas. analoga a la que ¢jerce ¢l colesterol en las membranas de las células animales. Los esteroles
pueden encontrarse libres o esterificados estando la mayvoria de los esteroles libres localizados en la

membrana plasmatica (Dvas v Goad. 1993 ).

En plantas. a pesar de la proteccion que representa la pared celular. las células estan expuestas
a las fluctuacioncs del medio externo (iones. pH. hormonas, luz, temperatura, patogenos etc.).
Particularmente. en ¢l caso del estrés salino, ¢l NaCl desorganiza la membrana plasmatica y altera su
permeabilidad. lo que conlleva una pérdida de iones (Leopold y Wiling, 1984), alteracién de la
selectividad Na /K" (Cramer v col.. 1987a). inhibicién del transporte de fosfatos y nitratos (Maas y
col., 1979: Klobus v col.. 1988: Aslam y col.. 1984) y depolarizacién de la membrana (Katsuhara y
Tuzawa, 1987). Todo cllo pucde llevar a (a) interacciones clectrostaticas en la superficie de la

membrana. que afectan a las propicdades basicas como la diferencia de potencial v la permeabilidad

>l
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ionica (Chow v Barber. 1980: Thibaud v col.. 1984). (b) un desplazamiento por Na™ del Ca®* unido a
las membranas (Cramer v col.. 1983). lo que puede inducir cambios conformacionales de los
fosfolipidos de la bicapa que repercuten en la funcionalidad de esta estructura (Gregory y Ginsberg,
1984 Sakmann. 1986: Tilcock y col.. 1988). v que afectan a la actividad de enzimas de membrana
(Marmé, 1982: Chapman. 1984: Blowers v col.. 1987). (¢) una alteracion en la estructura de las
proteinas y lipidos (Criddlc v col.. 1989) que determinaria cambios en la relacion proteinas/lipidos de
membrana (Poljakoff-mavber. 1972.). en el patron protéico (Hurman y Tanaka, 1987; Belver y Travis,
1990) y en la composicion lipidica de las membranas (Kuiper. 1985).

Asi. ante condicioncs ambicntales adversas y. sobre todo. cuando estas persisten, ha de
lograrse que las repercusiones en el sistema cclular sean minimas, siendo en la membrana plasmatica
donde recaen los mecanismos de defensa contra estos agentes. Para ello, ademas de la induccion de
enzimas de membrana que permitan la defensa frente al estrés. la membrana plasmatica debe ser
capaz de adoptar cstrategias particulares consistentes en cambios en los componentes lipidicos, en el
grado de fluidez o ¢n las propicdades cléetricas de superficie. que permitan la respuesta celular
adecuada frente a los estimulos externos (Blum v Ebercon. 1981: Wolf v Steponkus, 1981; Chapman y
col., 1983: Vigh v col.. 1986: Navarri-izzo v col.. 1988: Leshem. 1990; Duxbury y col., 1991;
Mazllack 1989: Thompson v col.. 1989: Elenkov y col., 1996). El hecho de que las membranas
biologicas scan sclectivamente permeables a metabolitos polares se explica en base a la existencia de
sistemas de transporte formados por cstructuras protéicas presentes en la bicapa lipidica. No obstante,
los lipidos tambicn jucgan un papel importante en los procesos de transporte de iones vy solutos que se
establecen a nivel de las membranas. va que la composicion lipidica de las mismas determina sus
propiedades de permeabilidad v afecta a la actividad de las enzimas que se localizan en dicha
estructura. Diferentes trabajos indican que cambios en los fosfolipidos y esteroles libres de la
membrana plasmatica pueden contribuir a la tolerancia a la salinidad (Kuiper 1968, 1984b; Douglas
1985:Mansour v col.. 1994 Wu vy col.. 1998). Asi. mientras en algunas especies vegetales el estrés
salino incrementa ¢l contenido ¢n fosfolipidos (Ben Rais v col.. 1993; Erdei y col., 1980; Stuiver y
col., 1981; Chetal v col.. 1980): en otras la salinidad genera un aumento del contenido en esteroles y
un incremento de la razon esteroles/tostolipidos a nivel del plasmalema (Blits y Gallagher, 1990,
Pecler v col.. 1989). En Contraposicion con cllo. se¢ ha descrito que altas concentraciones salinas
también pueden inducir una disminucion del contenido lipidico total (Al-Hasan y col., 1987; Stefanov
y col., 1994).

Por otra parte, s¢ ha descrito que situaciones de estrés salino provocan una disminucién de la
poliinsaturacion dc los acidos grasos de los fosfolipidos de las membranas y, en consecuencia, una
disminucién de la permcabilidad de membrana que impediria la entrada masiva de iones Na'

(Mansour v col.. 1994: Pecler v col.. 1989).

‘N
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J.1. Fluidez y permeabilidad de la membrana plasméitica

El grado de fluidez de la membrana esta relacionado con-el orden estructural de la misma, es

decir. con su grado de cmpaquetamiento molecular. La fluidez de la membrana depende de la

naturaleza de la cabeza polar de los fosfolipidos. de la longitud ¢ insaturacion de los acidos grasos de

los mismos. del contenido v calidad en esteroles v de la razon molecular esteroles/fosfolipidos. Puesto

que la bicapa lipidica esta constituida por dominios heterogéncos de diferente composicion, la fluidez

depende igualmente de las proteinas intrinsecas de la membrana, de su carga 'y de la proporcion

lipido/proteina. No obstante. las medidas de fluidez aportan solo un valor medio v no representan el

grado de fluidez de dominios lipidicos particulares (Van Blitterswijk v col., 1981).

La bicapa lipidica presenta. en ausencia de estrés. un estado liquido cristalino, que puede

transformarse ¢n cstado gel rigido bajo condiciones de deshidratacion generadas por un estrés

osmotico (Crowe v col.. 1992).

La estabilidad de las biomembranas también depende del balance entre los lipidos formadores

de bicapa (fosfatidilcolina) v los que no forman bicapa (fosfatidiletanolamina) (Quinn, 1983;Cullis y

De Kruijff 1979: Gagné v col.. 1985). Adcmas. un alto contenido en colina en las cabezas polares de

los fosfolipidos ticnde a aumentar la fluidez de la membrana mientras que un alto contenido en

etanolamina determina membranas mas rigidas (Zull ¥ Hopfinger 1969: Singer, 1981). Asi, una

reduccion de la razon FC/FE puede suponer un enriquecimiento en dominios no formadores de bicapa,

v por lo tanto conducir a una membrana mas rigida (Quinn, 1984).

La longitud de la cadena ¥ ¢l grado de saturacion de los acidos grasos son dos parametros

determinantes de las propiedades fisicas de los lipidos de membrana. En este sentido, ¢l estrés salino

provoca un incremento en la proporcion de acidos grasos saturados en los fosfolipidos de membrana

aices de trigo (Harwood 1984: Mansour vy col.. 1994) y de Spartina patens (Wu'y col.,
liella salina (Pecler y col., 1989). Estos cambios en

plasmatica de r

1998), asi como ¢n suspensiones celulares de Duna

la composicion en dcidos grasos de fosfolipidos pucden inducir la formacion de una fase gel en la

membrana plasmatica (Senaratha v col.. 1984). causando una bicapa lipidica menos fluida y una

membrana menos permeable al NaCl (Kuiper. 1984Db).

Los csteroles libres son también efectivos ¢n fa regulacion de la estabilidad y permeabilidad a

los ioncs de las membranas. Aunque ¢l contenido en csteroles en la membrana plasmatica de raices de

cebada y de diferentes genotipos de Citrus no cambia significativamente en respuesta al estrés salino
(Brown y Dupont. 1989: Walker ¥ Douglas. 1984). numerosos investigaciones indican la existencia de

una correlacion positiva entre 1a tolerancia a la sal v ¢l contenido de esteroles libres (Mansour y col,
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1994). v ¢l aumento de la razon csteroles libres/fosfolipidos (Kuiper. 1985; Douglas y Sykes, 1985;

Blits y Gallagher. 1990). Ademas. ¢l nivel de esteroles libres ¢s mayor cn los cultivos resistentes a la

sal quc en los cultivos sensibles (Kuiper. 1968: 1984a. Douglas 1983).

Las protcinas son igualmente un componente fundamental de la membrana puesto que definen

una propiedad esencial de las mismas como es la asimetria estructural v funcional. En este sentido, las

proteinas integrales o periféricas. al ofrecer una orientacion fija. determinan la asimetria de la

membrana y condicionen la existencia de funciones distintas en sus superficies interna y externa. Del

amplio abanico de funciones de las protcinas de membrana destaca su implicacion en los procesos de

permeabilidad selectiva a iones o moléculas especificas que s¢ transportan a través de bombas,

transportadores 6 canales. Ademas. la respuesta de la cclula vegetal a sehales externas también

depende de proteinas receptoras que perciban las sefales a nivel de la membrana y la trasmitan al

interior celular (Sussman. 1994: De Boer. 1997). Del mismo modo. las proteinas gjercen efectos sobre

los lipidos de las membranas. que modulan a su vez a las proteinas. bien a nivel de su conformacion o

a nivel de su actividad (Sjostrand v Kreman. 1979:; Hoffman ¥ col.. 1980: Serrano y col., 1988;

Coccuci y Marre. 1984: Cooke v Burden. 1990). La salinidad podria afectar la actividad catalitica de

las enzimas como consccuencia de una alteracion de los componentes de la membrana (lipidos,

esteroles y proteinas) (Criddle v col.. 1989: Kuiper. 1985: Douglas v Sykes, 1985).

Numerosos trabajos indican que los lipidos de membrana intervienen en los procesos de

transduccion frente a estimulos  €xternos. incluvendo reguladores del crecimiento y factores

ambientales como luz. temperatura 0 salinidad. Asi. los lipidos de membrana son precursores de

moléculas importantes ¢n los procesos de transducion como son fosfoinositidos y acido jasmonico.

La hidrolisis de fosfatidilinositol 4 5-bifosfato mediante la accion del enzima fosfolipasa C

(PLC) genera dos segundos MENSa)eros. | 2-diacilglicerol v el inositol 1.4,5-trifosfato (IPs). El

primero activa la proteina quinasa C lo que indica su implicacion en la fosforilacion de proteinas

reguladoras y el scgundo intervicne en la regulacion de la concentracién intracelular del 1on calcio,

que juega un papel clave en ¢l acoplamiento estimulo-respuesta. El calcio es liberado al citoplasma

cuando el inositol trifosfato se unc a su receptor (Draver v Haastert, 1994) v a su vez inicia una cadena

de respucstas celulares (balance ionico. expresion génica, metabolismo de carbohidratos, mitosis,

seerecion) (Cosgrove v Hedrich. 1991:Ward v Schroeder. 1994: Neuhaus y col., 1993; Bowler y col.,

1994: Zorec v Tester.. 1992: Bush. 1993). La via dc los fosfoinositidos juega un papel muy importante

en la respuesta de las células vegetales a estimulos fisicos y quimicos como la luz, estrés hidrico,

choques osmoticos. clicitores fungicos. auxinas. citoquininas v poliaminas (Drobak, 1992, Drory y

col.. 1992)

En las cclulas vegetales. cl Ca™ v IP; son los posibles mensajeros secundarios en la respuesta
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al estrés hidrico (Coté. 1993). habiéndose cambios en los niveles de los lipidos precursores de IP3 y en
la actividad de los cnzimas implicados en el metabolismo de inositol fosfolipidos tras un estrés
hiperosmotico (Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 1997). Ademas, se ha observado una induccion de
los genes que codifican para la PLC en situaciones de estrés por sequia, salino y bajas temperaturas

(Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 1996: Smolenska-Sym y Kacperska, 1996)

Los acidos jasménico v metil jasmonico previenen la senescencia, actian como reguladores
del crecimiento v regulan la expresion génica. La acumulacion del dcido jasmonico y metil jasmonato
en plantas puede inducirse por heridas y elicitores. En plantas, el nivel del acido jasménico varia en
funcién de los tejidos. tipo de células, estadio de desarrollo y en respuesta a estimulos ambientales.
Ademas, los niveles en acido jasménico pueden elevarse de forma rapida y transitoria en funcién de
diferentes factores externos. como perturbaciones mecanicas (Czapski y Saniewski, 1992, Weiler y
col.. 1993) déficit hidrico (Creelman v Mullet. 1995, 1997).

La biosintesis de acido jasmonico se realiza a partir del acido linolénico que, por la accion del
enzima lipoxigenasa (linoleato:oxigeno oxireductasa. EC 1.13.11.12). ¢s convertido en acido 13-
hidroperoxilinolénico. sobre ¢l que actian los enzimas alleno oxido sintasa y alleno oxido ciclasa
resultando ello en la formacion de acido 12-oxo-fitodienoico. Tras una reaccion de reduccion y de tres
beta oxidacion se forma ¢l acido jasménico a partir del cual se puede formar acido metil jasmonico y
numerosos conjugados que pucden tener actividad bioldgica (Hamberg y Gardner. 1992).

En plantas. las membranas son una fuente rica de acido linolénico esterificado en glicolipidos
v fosfolipidos. por lo cual los incrementos del dcido jasmoénico pueden resultar de la activacion de
fosfolipasas que liberan ¢l acido linolénico esterificado en los fosfolipidos y glicolipidos de las
membranas celulares (Farmer v Rvan. 1992: Conconi v col.. 1996). permitiendo asi la actuacion del
enzima lipoxigenasa sobre ¢l acido graso liberado.

Las lipoxigenasas de plantas son enzimas extremadamente activas que catalizan la
degradacion dc los acidos grasos con estructura cic, cis. |.4-pentadien. La funcién bioquimica de los
hidroperoxidos producidos todavia no esta clara. aunque e¢s posible que en membranas, los
hidroperoxidos producidos por accion del enzima LOX modifican la fluidez y permeabilidad de la

membrana provocando disfunciones en la bicapa lipidica (Vick. 1993: Sicdow, 1991).






Plan de Trabajo

En funcién de los objetivos marcados en la introduccion, de los antecedentes bibliograficos
expuestos y la experiencia de nuestro grupo al respecto, se ha planteado el siguiente plan de trabajo,

encaminado a descifrar algunos mecanismos de tolerancia al NaCl a nivel celular.

1. La seleccion de lineas celulares de callos de tomate (Lycopersicon esculentum Mill)) sensibles y

adaptadas a diferentes concentraciones de NaCl.

2. Caracterizacion de dichos callos mediante un estudio del efecto del NaCl sobre, la composicion

celular en solutos organicos y inorganicos.

3. Estudio, a nivel de las lineas celulares seleccionadas. del efecto del NaCl sobre la capacidad de
extrusion de H' por células asi como sobre la actividad de las bombas primarias de las membranas
plasmatica y vacuolar (H'-ATPasa s v H -PPasa). enzimas claves en la regulacion de los flujos

16nicos a través las membranas celulares.

4. Determinacion de los cambios inducidos por la adaptacion al NaCl en las caracteristicas cinéticas

del enzima H -ATPasa y del transporte de H™ dependiente de ATP en plasmalema.

5. Estudio del efecto de la adaptacion al NaCl sobre la composiciéon lipidica y las propiedades de

fluidez de la membrana plasmatica.
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Material y Métodos

A. Material Vegetal

Los diferentes estudios llevados a cabo en esta Memoria se han realizado en callos

derivados de hipocotilo de plantulas de tomate (Lycopersicon esculentum. Mill, variedad Pera).

A.1. Germinacion de las semillas

Las semillas de tomate (Lycopersicon esculentum. Mill, variedad Pera), desinfectadas
superficialmente con solucion de lejia comercial al 50 % durante 20 minutos y lavadas tres veces
con agua destilada estéril durante 5, 10 y 15 minutos, fueron sembradas en tubos de ensayo de
25x130 mm conteniendo 25 ml de medio de germinacion (Tabla 1). previamente autoclavado a 120
°C durante 20 minutos. compuesto por las sales del medio de Murashigue y Skoog (1962), a las que
se adicion6é 20 g/l sacarosa y 7 g/l agar, ajustandose el pH a 5.5 con KOH. Tras mantener los
cultivos a 27 °C v en oscuridad durante 5 dias, hasta formacién de una radicula de 0.5 a 1.0 cm de
longitud, estos fueron iluminados (350 pmoles/m*/s. fotoperiodo de 16 horas) durante 7-9 dias hasta

la obtencion de las plantulas utilizadas para la induccion de la callogenesis.

A.2. Induccién de la callogénesis y multiplicaciéon de los callos

Los hipocotilos de las plantulas cultivadas in vitro fueron aislados y cortados asépticamente
en explantos de aproximadamente 1 cm de longitud y sometidos, posteriormente, a una seccion
longitudinal. Los explantos fueron transferidos asépticamente a frascos de cultivo conteniendo 50
ml de medio de iniciacion de la callogénesis, compuesto por los macro y microelementos del medio
Murashigue y Skoog (1962), las vitaminas Bs (Gamborg y col, 1986), asi como glicina, azicares,
antioxidantes. y hormonas a la concentracion indicada en la Tabla 1 ajustandose el pH a 6.0 con
KOH. Tras 6 semanas de crecimiento de los explantos en este medio, los callos formados fueron
transferidos, en condiciones de esterilidad, a frascos de cultivo conteniendo 50 ml de medio de
multiplicacién de igual composicion a la del medio de iniciacion, excepto en la concentracion de
quinetina. Tanto la formacién como la multiplicacion de los callos se llevaron a cabo en oscuridad y
a 27°C. Al final de la fase exponencial de crecimiento los callos eran transferidos a medios nuevos

de multiplicacion.
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Tabla I: Mcdios de cultivo utilizados para la germinacion de las semillas y para induccion de la

callogénesis.

Medio de Germinacion

Medio de iniciacién

‘ mg.l’! mg.l’
Componentes inorganicos
Macronutrientes
NH;NO; 1650 1650
KNO; 1900 1900
CaCly. 2 H-O 440 440
KH-PO, 170 170
Micronutrientes
KI 0.830 0.830
| H;BO; 6.200 6.200
| MnSO,. 4 H-0O 22.300 22.300
| ZnS0,. 7H-0 8.600 8.600
| Na-MoO,. 2 H,0 0.250 0.250
| CuS0,4. 3 H-0 0.025 0.025
CoCl. 6 H-0 0.025 0.025
FeSO,. 7 H-0 27.80 27.80
Na,. EDTA. 2 H,0 37.30 37.30
Componentes organicos
Vitaminas B;
| Acido nicotinico - 1
| Piridoxina - 1
| Tiamina - 10
| Aminoacidos
| Glicina - 2
Antioxidantes
Acido ascorbico - 500
Polivinil-pirrolidona - 500
Azucares
Myo-inositol - 100
Sacarosa 20.000 30.000
Hormonas
2.4-Diclorophenoxiacetico - 1.0
Quinetina - 0.1
Agar 7.000 10.000
pH 53 6.0
Ol
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A.3. Adaptacion de los callos al NaCl, estabilidad de la tolerancia a la sal y condiciones de

estrés por NaClL

A partir de los callos controles se obtuvieron lineas tolerantes al NaCl mediante sucesivos
subcultivos en medios de multiplicacion conteniendo 25, 50 6 100 mM NaCl. utihizandose para ello
callos en los Gltimos estadios de la fase exponencial de crecimiento lo que se corresponde a 5
semanas de cultivo de los callos en los medios correspondientes. Se considerd que las lineas
tolerantes quedaban establecidas cunado los callos alcanzaron un crecimiento estable en los medios
suplementados con sal, lo que se conseguia tras 3 subcultivos en dichos medios.

Para estudiar la estabilidad de la tolerancia al NaCl en ausencia de la presidn de seleccion
impuesta por la sal. los callos adaptados a 50 mM NaCl fueron desarrollados en medios de
multiplicacién desprovistos de NaCl durante 6 subcultivos v, posteriormente, fueron transferidos a

medios de cultivo conteniendo 30 mM NaCl durante un subcultivo.

Ademas. se obtuvieron callos estresados con diferentes concentraciones salinas, para lo cual los
callos control v adapatdos a 30 mM NaCl fueron incubados durante un subcultivo (20 dias

aproximadamente) en medios de multiplicacion suplementados con 25, 50 6 100 mM NaCl.

A.4. Determinacion del indice de crecimiento relativo y cuantificacion del diAmetro celular

El crecimiento de los callos de tomate fue analizado en funcion de los cambios de peso
fresco v peso seco a lo largo de 7 semanas. Se partio de 0.6 g tejido y se determin el peso fresco de
los callos cultivados en ausencia o en presencia de NaCl a intervalos de una semana durante 7
semanas consccutivas. Igualmente. se determind el peso seco tras incubar el material vegetal en una
estufa a 72°C durante 48 horas. El crecimiento se expresd como indice de crecimiento relativo

(ICR), definido como (Pf- P;) / Pj, donde P corresponde al peso final y Pj al peso inicial.

Para la medida del diametro celular se utilizo un microscopio Leyca conectado a un

ordenador provisto del programa QWIN. Estas determinaciones se realizaron en las células
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resultantes de la disgregacion de los callos durante 12 horas a una razon de 1/10 (p/v) en medio

liquido conteniendo la misma concentracion de NaCl que su medio solido de crecimiento.

B. Estudios a nivel del callo

B.1. Respiracion celular

Callos controles v adaptados a 50 mM NaCl fueron transferidos a tubos de vidrio
conteniendo medio de multiplicaciéon suplementado con 0 y 50 6 con 50 y 100 mM NaCl,
respectivamente. Tras una incubacion de 48 horas, los tubos fueron sellados y la respiracion fue
determinada midicndo el CO- presente en muestras de 30 pl liberado a intervalos de 30 minutos
durante las dos primeras horas. La determinacion del CO; se llevo a cabo por cromatografia de
gases (cromatografo Hewlett-Packard. modelo 3730 A) a 40 °C. utiizando una columna Poropak Q

de 2 m cquipada con un tubo catalizador de niquel capaz de convertir el CO, en metano.

B.2. Anilisis de solutos intracelulares

B.2.1. Determinacion de sodio, potasio, calcio y cloruro

La determinacion del contenido en Na*, K™y Ca® se ha realizado a partir del mineralizado,
obtenido por eliminacién del material organico con SO4H: y H;0,. Sobre 0.25 g de peso seco de
callos s¢ afiaden 3 ml de acido sulfurico concentrado y se calienta la mezcla en microondas a
presion atmosférica (Maxidigest MX 4350, Prolabo, potencia maxima de 800 W) al 50 % de
potencia durante 4 minutos. Tras enfriar, se¢ adicionan cuidadosamente 3 ml de H,0, y se incuba la
mezcla durante dos minutos antes de calentar durante 5 minutos al 80 % de potencia y
posteriormente al 90 % de potencia. Tras enfriar de nuevo, se lleva €l extracto a un volumen de 50
ml con agua demincralizada (Mingorance y col., 1999).

El contenido en Na' v K' se determiné por fotometria de llama de air-propano (fotémetro
Jenway Ltd. Mod. PFP7) v el contenido en calcio por espectrometria de absorcion atémica con
atomizacion de llama aire-acetileno (espectrometro Perkin-Elmer 1100B) en el homogenado

obtenido scgiin las condiciones estandar descritas en los manuales del espectrometro y el fotometro.
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El contenido en cloruro se llevo a cabo por valoracion potenciométrica de una suspension
de la mucstra de callos. utilizando una solucidn de nitrato de plata. (Afnor, 1985). Se parti6 de 0.15
g de peso seco de callos sobre el que se afiadieron 10 ml de H>O y, posteriormente, 5 ml de NOsH y
otros 40 ml d¢ H-O. Al homogenado resultante se ainadieron, gradualmente, voliimenes conocidos
de una solucion de NO3;Ag 0.1 N. Las diferencias de potencial provocadas por la precipitacion de
cloruro de plata sc detectaron en un potenciometro (clectrodos de plata-cloruro de plata y de
referencia). El punto de inflexion de la curva de valoracion marco el punto de equivalencia de la
valoracion. permitiendo identificar el volumen de NOs;Ag necesario para precipitar todo el cloruro
de la muestra. El contenido en cloruro de los callos fue expresado como mmoles. g peso seco de

callos.

B.2.2. Contenido en malato

El analisis del contenido intracelular en malato se realizo siguiendo el método propuesto
por Hohorst (1963). Para ello. 4 g de peso fresco de callos se homogenizaron en mortero con
nitrogeno liquido incubandose. posteriormente, en solucion de acido perclorico al 6 %, proporcion
1:4 (p/v). La suspension resultante fue homogenizada en potter-Elvejhem y centrifugada a 3000 g
durante10 minutos ajustandose el pH del sobrenadante obtenido a 3.5 con NaHCO; 2,5 M. Tras
eliminar por filtracion el perclorato sodico precipitado. el extracto se almacené a -20 °C hasta su
analisis.

El contenido en malato de los extractos fue determinado espectrofotometricamente a 340
nm. en funcion del incremento en absorbancia debido a la reduccion del NAD" exogeno acoplada a
la actividad malato deshidrogenasa (Figura 1). El medio de reaccién estuvo constituido por 0.36 M
hidrazina-0.9 M glicina, pH 9.5, 2.5 mM NAD" y 50 pl del extracto en un volumen total de 1 ml. La
reaccion se inicio por adicion de 10 pg de NAD malato deshidrogenasa y el contenido en malato se
expreso en mmoles. g de peso fresco, utilizando un coeficiente de extincion molar de 6.22 mM.

cm™
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Figura 1. Reaccién catalizada por ¢l enzima malato deshidrogenasa.

MDH

‘0,C-CH,-CO-COy
Acido oxaloacético

"‘O0C-CH,-CHOH-COO
Malato

NAD" NADH, H"

B.2.3. Contenido en aziicares solubles

La extraccion de aziicares solubles totales de los callos se llevo a cabo segiin el metodo de
Weinberg v col (1981) basado en la incubacion del material vegetal en una solucion de tolueno a
baja concentracion que permite la liberacion de componentes citoplasmaticos al medio externo. Se
incubd 1 g de peso fresco de callos en 25 ml de solucion acuosa de tolueno al 0.5 % durante 3
horas. a 25 °C. y en constante agitacion. El extracto obtenido fue filtrado a vacio a través de papel
Whatman N°1 v ¢l material no extraido fue incubado otras dos veces en tolueno durante 3 y 24
horas, respectivamente. Se unieron los extractos y el residuo seco, obtenido por evaporacion en
Rotavapor a 40 °C. se llevé a un volumen conocido de agua destilada, manteniéndose a -20 °C hasta
su analisis.

La cuantificacion del contenido en azicares solubles totales del extracto se realizo segiin
Fales (1951). Se afiadio 1 ml del extracto de tolueno adecuadamente diluido a 5 ml de una solucién
de 2 g antrona por litro de la mezcla acido sulfurico:agua (5:1, v/v). Las dos fases formadas se
mezclaron por inversion, incubandose a 100°C durante 10 min y determinandose el contenido de
aziicares espectrofotometricamente a 620 nm frente a una curva patron de glucosa de
concentraciones comprendidas entre 0 y 320 pg. ml”'. Los resultados fueron expresados en mg de

azucares por gramo de peso fresco.

B.3. Composicion y contenido lipidico

B.3.1. Extraccion de lipidos totales
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La extraccion de los lipidos totales de los callos de tomate se ha realizado segun el método
de Norberg y Liljenberg (1991). De acuerdo con ello, 2 g de callos homogenizados en mortero con
nitrégeno liquido fueron transferidos a tubos de vidrio con tapon a rosca ¢ incubados durante 4
minutos en 10 ml de isopropanol hirviente. El conjunto se homogenizd en Sorvall Omnimixer
durante un minuto a velocidad maxima. resultando un extracto al que se adicionaron por dos veces
3.5 ml de mezcla cloroformo:isopropanol (l:1. v/v), y posteriormente, 4 ml de cloroformo,
siguicndo a cada adicion una nucva homogenizacidon en las condiciones anteriores. El extracto
obtenido fue filtrado a vacio a través de papel Whatman N°l y concentrado a sequedad en
Rotavapor a 30 °C. El residuo resultante fue extraido con 6 ml de una mezcla de
cloroformo:metanol (2:1. v/v) v | ml de NaCl al 1 % centrifugandose el extracto a 3000 g durante 5
minutos v recogi¢ndose la fase inferior cloroférmica que contenia los lipidos totales y la fase
superior metanolico-acuosa que contenia los componentes celulares solubles en agua. La fase
cloroformica se¢ concentrd ¢en speed vaccum a 30 °C, disolviéndose el residuo lipidico en un
volumen conocido de mezcla benceno:etanol (4:1. v/v) que se conservé a -80 °C, en atmosfera de

nitrégeno, hasta su posterior utilizacion.

B.3.2. Anilisis de acidos grasos de lipidos totales

La determinacion de los acidos grasos de lipidos totales se realizo segin la técnica de
Mectcalfe v col. (1966), modificada por Lechevalier (1966). Se tomo6 una alicuota de la solucion de
lipidos totales, la cual. previa evaporacion en corriente de nitrogeno, fue saponificada en tubos pirex
con tapédn a rosca con 3 m! de una solucién al 2 % de NaOH en metanol, durante 30 minutos, a 80
°C. Postcriormente. se adicionaron 3 ml de una solucién al 14 % de trifluoruro de boro en metanol,
manteniéndose de nuevo los tubos 30 minutos a 80 °C. Enfriados los tubos, se extrajeron los ésteres
metilicos de los acidos grasos con 3 mi de pentano. cuantificandose los acidos grasos previa adicion
a la fase pentanica de un volumen conocido de una solucion metandlica del éster metilico del acido
heptadecanoico (utilizado como patron interno, al estar ausente en las muestras problema. Los
ésteres metilicos de los acidos grasos fueron separados, identificados y determinados por
cromatografia en fase gascosa utilizando una columna de 30 m semicapilar de vidrio (Supelco SP-
2330) v a una temperatura constante de 175 °C. La Cuantificacion se realizé por comparacién del

area de cada uno dc los picos correspondientes a los acidos problemas, con la proporcionada por el
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éster metilico del acido heptadecanoico.

B.3.3. Separacion de diferentes fosfolipidos

A partir del extracto de lipidos totales se separaron los fosfolipidos de las diferentes
categorias lipidicas por cromatografia en capa fina Una vez activada la placa de gel de silice
(silicagel G, Merk. 0.5 mm de espesor), durante 60 minutos a 100 °C, fue depositada una alicuota
del extracto de lipidos totales. en el origen de la placa bajo una corriente de nitrégeno. La
separacion se inicio con un primer desarrollo, hasta unos 15 cm, con una mezcla hexano: éter
etilico: acido férmico (80:20:1. viv:v). que hizo correr los lipidos neutros con el frente de la fase
movil. S¢ seco la placa. se eliminé ¢l disolvente bajo corriente de nitrégeno y se expuso el borde de
la paca. en donde se habia aplicado patron de diacilglicerol, a la accion de los vapores de yodo.
Localizada v marcada la banda de diacilglicerol. se procedio a un segundo desarrollo en mezcla de
cloroformo: metanol: H-O (63:25:4. viviv). que permitio ¢l desplazamiento de los diferentes lipidos
polares a lo largo de la placa de forma indirectamente proporcional a su polaridad. Cuando el
disolvente alcanzo la altura del patrén de diacilglicerol. se detuvo este segundo desarrollo y se seco
la placa bajo corriente de aire.

La visualizacion de cada una de las bandas que aparecieron en la placa se realizé mediante
revelado breve exposicion a vapores de yodo. los cuales se fijan de forma reversible en las cadenas
hidrocarbonadas de los lipidos, llevandose a cabo la identificacion de cada uno de los fosfolipidos

problema mediante ¢l desarrollo cromatografico frente a patrones.

B.3.4. Anilisis de Acidos grasos de fosfolipidos

Para determinar la composicion vy contenido de acidos grasos de las distintas categorias
fosfolipidicas, previamente separadas por cromatografia en capa fina, se rasparon con espatula las
bandas correspondientes a cada uno de los fosfolipidos v se Hevaron a tubos de vidrio calidad pirex
con tapén de rosca. Loa acidos grasos fueron metilados mediante adicion de 2.5 ml de una solucion
al 14 % de trifiuoruro de boro en metanol, calentandose a 85 °C durante 30 minutos. Tras enfriar los
tubos, s¢ adicionaron 5 ml de pentano y 1 ml de H»O y la mezcla se centrifugd a 3.000xg durante 5

minutos. Tras separar las fases acuosa y pentanica, los esters metilicos de los acidos grasos
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contenidos en la tase pentanica fucron identificados por cromatografia en fase gaseosa, utilizando
como patron interno cl éster metilico del acido heptadecanoico, segin la metodologia descrita en el

apartado B.3.2.

B.3.5. Cuantificacién del contenido de fosfolipidos

La dosificacion de los fosfolipidos purificados por cromatografia en capa fina se ha
realizado a partir del contenido en acidos grasos de cada una de dichas moléculas. Para ello, se ha
estimado que los acidos grasos representan ¢l 70 % de la masa de los fosfolipidos.
Alternativamente. la dosificacion se realizo determinando el contenido en fosforo en el extracto de

los lipidos totales.

B.3.6. Composicion y contenido de esteroles libres

Para determinar la composicion v contenido de esteroles libres a nivel de los lipidos totales,
un volumen conocido de dicho extracto lipidico fue evaporado a sequedad y, posteriormente, silado
a 60 °C durante una hora con 0.1 ml de una mezcla BSTFA:dimetilformamida (1:5 v/v). Los
derivados silados de los esteroles se determinaron por cromatografia gascosa (cromatografo
Hewlett-Packard. mod. 3730A) a temperatura constante de 275 °C, utilizandose una columna de
vidrio de 2 m rellena con fase estacionaria QV-17 sobre Chromosorb-W-AW-DMCS, 100-200
mesh. La identificacién de las distintas moléculas de esteroles se realizd por comparacion con
patrones externos de una mezcla de esteroles vegetales silada y analizada por cromatografia de
gases en las mismas condiciones que ¢l problema. La cuantificacion de los esteroles problema se
realizo por comparacién de las areas correspondientes con la de un patron de colestano adicionando

como patron interno a las muestras problemas.

B.4. Composicién y contenido en aminoacidos libres

Se partié de la fase superior metanolica-acuosa resultante de la extraccion de lipidos totales

descrita cn el apartado B.3.1.. la cual contiene los componentes celulares solubles. Dicha fase fue
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filtrada a través de una membrana de 0.45 pm de tamaio de poro (HATF MEF- Millipore)
tomandose 200 pl del filtrado que fucron llevados a sequedad en speed vacuum, a 30 °C. Al residuo
seco sc adiciond 25 pl de una solucion compuesta por 400 mM acetato sédico en una mezcla
TEA metanol: H-0 (1:2:2. v/v/v). Tras agitacion. ¢l disolvente se evaporé nuevamente a sequedad y
el residuo resultante se incubd en 25 pl de una solucién compuesta por metanol:H,O:TEA:PITC
(7:1:1:1. v/v/v/v) durante 10 minutos. a temperatura ambiente y con agitacion en vortex cada 3
minutos. La muestra se llevé de nuevo a sequedad en speed vaccum, a 30 °C y se almacené a =20 °C
hasta su analisis.

La determinacion de la composicion y contenido en aminoacidos libres de los callos se
llevo a cabo por HPLC frente a un patron externo constituido por una mezcla de 19 aminoacidos
(Sigma Chemical Co.) a una concentracion final de 100 pM en 0.1 M HCI, Para la calibracién del
sistema. se utilizaron 120 ul de la mezcla de patrones procesada simultineamente con los extractos
v en la que la concentracion final de cada aminoacido en la mezcla de patrones fue de 60 pM (06).
Tanto las muestras problema como la mezcla de patrones de aminoacidos fueron disueltas en 200 pl
de una solucion de fosfato sodico monohidrogeno al 7.1 % (p/v) ajustada a pH 7.4 con acido
fosforico al 10 % y acctonitrilo al 0.3 %. Para la separacion y cuantificacion de los aminoacidos por
HPLC (Varian. modelo ) se utilizo una columna LiChroCART de 250 x 46 mm (Merck), con fase
liChrospher. RP-18 de 5 pm. mantenida a temperatura de 40 °C. Como fase mévil se utilizé un
cluvente compuesto por 140 mM acetato sodico trihidratado, 0.54 mM EDTA en solucion acuosa de
TEA al 0.05 % v acctonitrilo al 0.6 %. ajustado a pH 6.3 (eluyente A), y un segundo cluyente
compuesto por 0.54 mM EDTA en acetonitrilo al 60 % (eluyente B). El programa de elucién
consisti6 en un gradiente de los dos eluyentes a un flujo medio de 1 ml. min”. (Tabla 2). La
deteccion se Hevd a cabo a una longitud de onda de 254 nm. Las concentraciones de cada uno de los
aminoéacidos presentes en la mezcla patron asi como sus tiempos de retencion permitieron, por
comparacion, la identificacion v la cuantificacion del contenido en aminodcidos de los extractos,

expresandose los resultados como mmoles de aminoacido por gramo de peso seco.
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Tabla 2: Gradiente de clucion v condiciones de flujo utilizadas para ¢l analisis por HPLC de
aminodcidos libres de callos de tomate.

Tiempo de desarrollo Eluyente A Eluyente B Flujo
(min) (%) (%) (ml. min™)
0.00 100 0 1.0
1.00 100 0 1.0
21.00 54 46 1.0
21.50 0 100 1.0
22.00 0 100 1.5
30.50 0 100 1.5
31.00 100 0 1.5
39.00 100 0 1.5
40.00 100 0 1.0

B.S. Contenido en proteinas totales

Para la extraccion de las proteinas totales, 2 g de callos fueron homogenizados en mortero
con nitrégeno liquido. Al material resulatante se adiciond tampén Tris-HCl 25 mM, pH 7.6
conteniendo 250 mM sacarosa. 3 mM EGTA-Tris, pH 7.6, 25 mM metabisulfito sddico, 2 mM
DTT. 1 mM PMSF v 0.2 % PVPP realizandose una nueva homogenizacion en Potter-Eveljhem. En
el extracto obtenido se determin6 el contenido en proteinas segun el método de Bradford (1979),

modificado por Gogstad v Krutnes (1982) utilizando una curva patron de BSA.

. ., .oy +
B.6. Determinacion de la extrusion de H
B.6.1. Fundamento del método de medida
La capacidad extructora de H™ por las células de callos de tomate se ha determinado
atilizando un sistema de regulacion continua y automatica de pH. marca Metrohm, constituido por

pH-metro (mod. E 632). multidosimat (mod. 653) ¢ impulsomat (mod. 614) (Rodriguez Rosales y

col.. 1989). asi como por un ¢cmbudo Buchner provisto de una placa porosa de vidrio fitrado en ¢l
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que se manticnen las célutas en suspension haciendo pasar a través la placa una corriente continua
de aire descarbonatado. La decarbonatacion del aire se consiguid por paso a través de una columna
de vidrio rellena de gel de silice que climina la humedad y tres columnas rellenas de cal sodada, con
indicador de saturacion. que climinan ¢l CO-. El sistema consta también de un baiio termostatizado
que permitc mantener constante la temperatura del medio de incubacion mediante la circulacion de
agua a través de la doble pared del embudo Buchner en el que eran incubadas las células. Ei
funcionamiento de este dispositivo se basa en la generacion de un impulso eléctrico derivado de la
disminucion de pH del medio de incubacion de las células. respecto al prefijado en el impulsomat,
el cual se transmite al multidosimat haciendo que este libere al medio de incubacion de las células
volumenes fijos de una solucion neutralizadora de KOH de concentracion conocida, de forma
proporcional a la frecuencia de los impulsos recibidos. El volumen de solucion adicionado, indicado
por ¢l multidosimat v reflejado en un registrador, es proporcional a la cantidad de H' extruidos por

las células al medio de incubacion (Davidian, 1984).

B.6.2. Medida de la extrusién de HT y evaluacién del registro

Callos de tomate desarrollados a diferentes concentraciones de NaCl durante uno o varios
subcultivos fucron disgregados e¢n medio de composicion idéntica al medio de multiplicacion pero
desprovisto de agar v suplementado con Mes 20 mM. pH 6.0. Tras 12 horas de incubacion a 27 °C y en
oscuridad, la suspension cclular resultante se filtré a través de papel Whatman N° 1, y las células se
lavaron varias veces con una solucion isoosmotica de sorbitol. A continuacion, 6 g de células se
incubaron en 20 ml de un medio de reaccion conteniendo 1.6 % sorbitol, 2 mM K;SO4 y 0.1 mM
CaS0, determinandose la capacidad extructora de H' de las células en funcion de la acidificacion del
medio de reaccion durante un periodo de 6 horas, pH prefijado a 6.8, 227 °C y en oscuridad.

A partir del registro de acidificacion en funcion del tiempo de medida obtenido se obtuvo la
primera derivada a intervalos de ticmpo constantes de 135 minutos en el intervalo de 2-6 horas, lo que
permitio determinar un valor medio de velocidad de tlujo de H" en peq H'. g peso fresco de células.
hora™.

Al abjeto de poder correlacionar la extrusion de H' a nivel de células con la actividad H'-
ATPasa de plasmalema. se utilizaron activadores ¢ inhibidores especificos del enzima. Como activador

se utilizo fusicoccina a una concentracion de 2 pM y. como inhibidor, DCCD a una concentracion de
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150 pM.

B.6.3.. Efecto de un estrés de corta duracion sobre la capacidad extructora de H'

Para cstudiar ¢l cfecto de un cstrés de corta duracion con diferentes sales (NaCl, KCl o
Na.S0.) o sorbitol sobre la capacidad extructora de los callos control y adaptados a 50 y 100 mM
NaCl. las cClulas obtenidas a partir de la disgregacion de dichos callos segin las condiciones
descritas en ¢l apartado G.2. fucron filtradas v, posteriormente, incubadas en 20 ml de un medio
compuesto por 1.6 % sorbitol. 2 mM K-S0, v 0.1 mM CaSO,. Después de 3 horas, se adicionaron
100 mM NaCl o KCL. 30 mM Na-SO, o 3.4 % de sorbitol al medio de incubaciéon, determinandose
los cambios en la extrusion de protones en funcion de la acidificacion del medio de reaccion, tal

como se describe ¢l apartado G.2.

B.7. Actividades fosfoenolpiruvato carboxilasa y enzima malico implicadas en la regulacion

del pH citoplasmatico

Para la determinacion de las actividades fosfoenolpiruvato carboxilasa y el enzima malico,
5 g de callos s¢ homogenizaron a 4 °C en mortero y, posteriormente, mediante dos pases sucesivos
en prensa de French a una presion de 1000 PSIG, utilizando 15 ml de medio compuesto por 100
mM Hepes-NaOH. pH 7.0, PVP-40 al 0.5 % (p/v). 5 mM MgCl, y 2 mM PMSF. El homogenado
fuc centrifugado a 10.000xg (Sorvall RC-3C, rotor SS-34), a 4 °C, durante 10 minutos,
almacenandose ¢l sobrenadante resultante a -20 °C hasta su utilizacion posterior.

La determinacion de las actividades enzimaticas se realizo segin la metodologia de Holtum
(1992) basada en ¢l seguimicento del cambio de absorbancia a 340 nm debido a la oxidacion de
NADH (fosfocnolpiruvato carboxilasa) 6 a la reduccion del NADP" (enzima malico). En el caso del
enzima PEPcarboxilasa se adicionaron 30 pg de proteina del extracto a 1 ml de medio de reaccion
compuesto por 50 mM Hepes-NaOH. pH 8.0, 3 mM MgCl,, 2 mM NaHCO;, 3 Ul NAD-malato
deshidrogenasa v 0.12 mM NADH. iniciandose la reaccion a 25 °C por adicién de 2 mM
fosfoenolpiruvato. La actividad del ¢nzima mdlico se llevo a cabo en las mismas condiciones,
incubando 20 pg de proteina del extracto en medio de reaccion compuesto por 50 mM Hepes-
NaOH, pH 6.5_ suplementado con 0.25 mM NADP y 6 mM MgCl,, iniciandose la reaccion por

adicion de 6 mM malato. Las actividades enzimaticas se expresaron en nmoles de NADH
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(fosfoenolpiruvato carboxilasa) o NADP' (cnzima malico) formados por mg proteina total y por

. ~ . . ., Nl 1
hora. utilizando un cocficicnte de extincion de 6.22 mM™ . cm'™.

C. Estudio a nivel de membranas

C.1. Obtencién de membranas microsomales

Basicamente. se utilizaron 10 g de callos que fueron homogenizados en mortero con 30 ml
de 25 mM Tris-HCL. pH 7.6. 250 mM sacarosa. 3 mM EGTA-Tris, pH 7.6. 2.5 mM metabisulfito
sodico. 2 mM MgSO4. 2 mM ATP. 10 % (v/v) glicerol. 0.2 % (p/v) BSA, 2 mM DTT; I mM PMSF
v 1 ¢ PVPP. El homogenado obtenido se paso dos veces por la prensa de French a una presion de
1000 PSIG v el extracto resultante fué centrifugado a 13.000xg, durante 10 minutos. El
sobrenadante se centrifugd a 100.000xg. durante 35 minutos (Ultracentrifuga Beckman, modelo
_rotor 60-Ti), obteniendose un sedimento correspondiente a la fraccién microsomal (Figura 2) que
fue resuspendido en tampon de conservacion compuesto por 2 mM BTP-Mes, pH7.0, 250 mM
sacarosa. 10 % glicerol. 0.2 % BSA. 2 mM DTT y 1 mM PMSF. congelado en nitrogeno liquido y
almacenado a -80 °C. Cuando las membranas microsomales fueron utilizadas para la purificacion de
plasmalema, los microsomas se resuspendieron en tampén de particién compuesto por 0.5 M
sacarosa, 5SmM KH.PO,, pH 7.8 y I mM PMSF. Todo ¢l proceso de aislamiento de membranas

microsomales se llevo a cabo a 4°C.

C.2. Purificaciéon de membrana plasmatica a partir de microsomas

La purificacion del plasmalema se llevo a cabo por el método de Larsson y col (1987)
consistente en un sistema de particion de doble fase acuosa. Dicho sistema permite la separacion de
los componentes de una mezcla por distribucion entre dos liquidos no-miscibles, generalmente
polimeros solubles en agua y diferentes estructuralmente, siendo los mas usuales el polietilen glicol
y el dextrano. El sistema de particion incluye sales v otros solutos que determinan su capacidad

tamponante y tonicidad.
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Callos de tomate

Homogenizacion en
mortero, a 4 °C

Extracto |

Homogenizacion en
prensa de French

Extracto 2

Centrifugacion 13.000 x g
10 min

Sedimento Sobrenadante

Utracentrifugacion 100.000 x g,
35 min

Microsomas Sobrenadante

(Almacenamiento en
tampon de conservacion
en nitrogeno liquido)

Figura 2. Obtcncion de membranas microsomales de callos de tomate.
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Dependiendo del tipo v concentracion de sal (LiCL KCL NaCl) se crea una diferencia de
potencial electrostatico muy baja (Albertsson. 1971a v b) aunque con gran influencia sobre el
rendimicnto de la separacion. La composicion del sistema de fases determina que la particion de las
macromoléculas pucde hacerse dependiente del peso molecular, de la carga neta, de la
configuracion molccular, de la hidrofobicidad y de la presencia de lugares especificos de union.
Ademas. el comportamiento de cualquicr material en un sistema de particion de fases esta
determinado por las propicdades fisicas dependientes de la naturaleza quimica de los polimeros.
Asi. las interacciones entre los polimeros y entre los polimeros y problema pueden ser puentes de
hidrogeno, interacciones de Van der Waals. fuerzas ionicas o interacciones hidrofobicas.

El sistema de particion de fases permite la purificacion de la membrana plasmatica
utilizando concentraciones variables de polimero (3.5-6.5 % de PEG y Dx). sales (KCI, NaCl) y
osmolitos (sacarosa. sorbitol) disucltos en un tampon de pH entre 7.5-8.0 (fosfato potasico, Tris-
maleato). Las vesiculas de plasmalema se separan en estos sistemas en la fase superior de polietilen
glicol, mientras que las membranas intracelulares se separan en la interfase o en la fase inferior de
dextrano. La alta latencia (70 a 95 %. dependiendo de las especies vegetales y del tejido) de la
actividad H'-ATPasa sensible a vanadato indica que las vesiculas de plasmalema obtenidas por este
método estan fucrtemente selladas v presentan orientacion “right-side out” (Larsson y col., 1934).

Para la purificacion de plasmalema de callos de tomate, ¢l sistema de particiéon de fases
utilizado estuvo constituido por una solucion acuosa conteniendo 5.6 % (p/p) de Dextrano T-500,
5.6 % (p/p) de polietilenglicol 3350, 0.5 M sacarosa, 5 mM KH:PO,. pH 7.8 y 5 mM NaCl. La
particion de fases se llevo a cabo en tubos de vidrio corex de 30 ml conteniendo 20 g de fases y 10-
I5 mg de proteina microsomal en 4 ml de tampén de particion. El conjunto se mezclo por inversion
y. posteriormente. se centrifugd a 3.000xg durante 5 minutos, a 4 °C. La fase superior(U,), recogida
con una pipeta pasteur. fue afladida a una nueva fase inferior (L) de un segundo tubo de particion,
una vez retirada su fase superior (Us). El conjunto fue nuevamente mezclado por inversion y
centrifugado, diluyéndose la fase superior Uy y la fase inferior Ly en 2y 5 volimenes,
respectivamente, de 2 mM BTP-Mes, pH 7.5, 250 mM sacarosa. | mM DTT y 0.1 mM PMSF que
fucron centrifugados a 150.000g (Ultracentrifuga Beckman, rotor 60-Ti) durante una hora, a 4°C. El
sedimento de cada fase fue resuspendido en el tampon de conservacion descrito anteriormente en el
apartado C. 1., congelado en nitrogeno liquido y almacenado a -80°C. La fase superior (Ul) contenia
fas vesiculas de plasmalema v la fase inferior (L1) vesiculas de membranas intracelulares (Figura

3).
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l Mezclar

Centrifugacion
3.000 g, Smin, 4 °C

<4+

U] -t U]
L L
. ./
l Mezclar l

!

Ui

Centrifugacion 3.000 g,

Recogida y dilucion con
tampon de lavado

5 min, 4 °C

Recogida de la fase superior 1 (Ul)
y dilucion con tampon de lavado

v

Centrifugacion 150.000 g,
1 h,4°C

Resuspencion de los sedimentos de membranas
y almacenamiento a —80 °C

Figura 3. Proceso de aislamiento de membranas enriquecidas en plasmalema a partir de
microsomas de callos por particion de fases en dextrano-polictilen glicol. ps, microsomas;
U. fase suncrior: L. fase inferior.
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C. 3. Actividades enzimiticas asociadas a las membranas celulares

C.3.1. Actividad H"-ATPasa

Se ha seguido basicamente el método de Hodges y Leonard (1974), basado en la
determinacion del Pi liberado por la hidrolisis de ATP (Ames 1966). La actividad enzimatica se
lievo a cabo en un volumen final de 300 ul de medio de reaccion (Tabla 3), iniciandose la reaccion
mediante adicién de 6 pg de proteina microsomal o 4 pg de proteina de la fraccion enriquecida en
membrana plasmatica. Tras 30 minutos de incubacion a 27°C. la reaccion fue detenida mediante la
adicion de 1 ml del reactivo de Ames compuesto por 1.66 % acido ascorbico (p/v) y 0.35 %
(NH,)sMo0,05; (P/V) en acido sulfurico 1 N y suplementado con 0.75 % SDS (p/v). Después de 30
minutos de incubacion a temperatura ambiente, la actividad enzimatica se determind
espectrofotometricamente a 820 nm (Espectrofotometro Shimadzu, modelo 160) frente a una curva
patron de KH,>PO,. expresandose los resultados en pumoles de Pi liberados por mg de proteina y por

hora.

Tabla 3: Medios de reaccion utilizados para la determinacion de diferentes actividades ATPasicas.

H'-ATPasa de

Plasmalema Tonoplasto Mitocondria

BTP-Mes (mM) 25 25 25
Na,MoO, (uM) 100 100 100
ATP-BTP (mM) 3 3 3
MgSQO, (mM) 3 3 3
Brij S8 (ug/ml) - 7.5 7.5
NaN; (mM) 2 2 -
KNO, (mM) 50 - 50
KCI (mM) 50

Ortovanadato (uM) - 250 250
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pH .63 8.0 8.0

Teniendo ¢n cuenta que. como consecuencia del proceso de extraccion, las membranas
aisladas podian cambiar su oricntacion respecto a la que poseen cen la célula, la actividad ATPasa
total fue determinada en presencia del Brij-38 a una concentracion de 7.5 pg. ml'. La diferencia
entre las actividades en presencia (actividad total) v ausencia (actividad basal) de Brij 58 se definio
la actividad latente v la latencia de las vesiculas como la actividad latente expresada en porcentaje
de la actividad total (Galticr v col. 1988). La determinacion de la actividad ATPasa en funcion de
inhibidores especificos de este enzima, permitio establecer la actividad de diferentes enzimas
ATPasas en ¢l conjunto de membranas microsomales asi como determinar el grado de purificacion

de la membrana plasmatica aislada por particion de fases.

.« . ~ .o 2+ .

La actividad ATPasa del plasmalema, se definié como la actividad Mg~ -ATPasa sensible

a vanadato ¢ insensible a molibdato. mtrato vy azida (Serrano, 1990) y se determiné, a pH 6.5, como
la diferencia de actividad en presencia v ausencia de 250 pM de Na; VO, en el medio de reaccion:

AVa = Actividad (+ KNO; + NaN;) — Actividad (+ KNO; + NaN; + Va)

La actividad ATPasa vacuolar, se definié como la actividad Mg*-ATPasa sensible a
nitrato ¢ inscnsible a molibdato. vanadato y azida (O Neil y col. 1983) y se determino, a pH 8.0,
como la diferencia de actividad en presencia de 50 mM KCl 6 100 mM KNO; en el medio de
reaccion: '

ANOj; = Actividad (+ KCI) - Actividad (+KNOj)
La actividad ATPasa asociada a la membrana mitocondrial, se definio como la
actividad Mg”"-ATPasa sensible a azida ¢ insensible a molibdato, vanadato, y nitrato (Galtier y col.

1988) v se determino. a pH 8.0. en presencia y ausencia de 2 mM Na;N en el medio de reaccion:

AN; = Actividad (+ KCI) — Actividad (+NaN3)

C.3.2. Actividad pirofosfatas:

La actividad pirofosfatasa (PPasa) se definié como la actividad de hidrolisis de pirofosfato

estimulada por K (Wang v col. 1986). Para su determinacion, las membranas se incubaron en
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ausencia y presencia de 100 mM KNO3 en un medio conteniendo 25 mM BTP-Mes pH 8.0, 100
#M Na,MoO,, 2 mM NaN,. 250 uM ortovanadato. I mM MgSO,, 300 uM PPi, y 7.5 pug Brij 58. La
actividad PPasa s¢ calculd como la diferencia de actividad enzimatica en presencia y ausencia de

100 mM KNO,.

C.3.3. Actividad UDPasa latente

La actividad UDPasa latente. utilizada como marcador de las membranas del Aparato de
Golgi (Green y col. 1983), se ensayo en un medio de reaccion conteniendo 30 mM BTP-Mes, pH
6.5.3 mM MnCl v 3 mM UDP. La actividad UDPasa latente se definio como la diferencia de

actividades en presencia v ausencia de 0.1 % Triton X-100.

C.3.4. Actividad NADH-citocromo ¢ reductasa insensible a antimicina A

Esta actividad enzimatica marcadora de membranas del reticulo endoplasmatico (Hodges y
Leonard. 1974). s¢ determing incubando 30 pg de proteina de membrana en 3 ml de un medio de
reaccion conteniendo 30 mM KH-PO, pH 7.5. 1.66 mM KCN, 30 uM citocromo ¢ oxidado y 1 pM
antimicina A. Tras 3 minutos de incubacion a 235 °C. se inicié la reaccion por adicion de 100 pM
NADH. midiéndosc espectrofotometricamente el incremento de absorbancia a 550 nm resultante de
la reduccion del citocromo ¢ exégeno. La utilizacion de un coeficiente de extincion molar de 18.5
mM™'. em™. permitié expresar la actividad enzimatica en pmoles de citocromo ¢ reducidos. mg”’ de

proteina. hora™.

C.3.5. Transporte de H* dependiente de ATP

La determinacion del transporte de protones dependiente de ATP se basé en la medida de la
velocidad inicial de extincion de la fluorescencia de la sonda ACMA capaz de unir protones en el
interior de las vesiculas al ser sensible a pequeiios cambios de pH y difundir facilmente a través de

las membranas celulares (Bennet v Spanwick. 1983). La extincion de fluorescencia del croméforo
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ACMA s¢ midio espectrofluorimetricamente (Fluorimetro Shimadzu, modelo RF 540, provisto de
un sistema de agitacion magndética v termostatizacion) a unas longitudes de ondas de excitacion y
emision de 415 nm y 485 nm. respectivamente.

Las membranas (130 pg de microsomas 6 30 pg de plasmalema) se incubaron 10 minutos,
en oscuridad y a 27°C. en | ml de un medio de reaccion compuesto por 50 mM BTP-Mes, pH6.5, 5
mM ATP. 100 mM KNO;. 250 mM sacarosa. | mM NaN;, | uM valinomicina y | uM ACMA,
iniciandose la reaccion por adicion de 5 mM MgSO, (Figura 4.). El transporte de H' asociado a la
ATPasa de plasmalema. se determind como la diferencia de extincion de la fluorescencia del
ACMA. apH 6.5, enausencia y prcscncid de 400 uM de vanadato.

A partir de los registros obtenidos se calcularon los parametros que definieron la actividad
bombeadora de H ¢n las vesiculas problema:

Velocidad inicial de extincion de fluorescencia (VQi). Define la pendiente inicial de la
extincion de fluorescencia v resulta del cociente entre la emision inicial de fluorescencia (Fo) en
unidades arbitrarias v el tiempo nccesario para la extincion total de fluorescencia (ti). VQi se
expresd como % Q. min™

Velocidad especifica de extincién de fluorescencia (VQs). Corresponde a la velocidad
inicial de extincion de fluorescencia expresada por mg de proteina (VQs = VQi/mg prot) y en esta
memoria s¢ expresa como % Q. min” . mg™' proteina.

Extincion maxima de fluorescencia (Qmax). Representa la proporcion de emision
extinguida (F) respecto a la emision inicial (Fo) de fluorescencia (Qmax = F/Fo) expresada en
porcentaje.

Razén H* extruidos/ATP hidrolizado. Representa un indice de la estequiometria de la
reaccion enzimatica catalizada por ¢l enzima H'-ATPasa y estimada como la razén de la velocidad
especifica de extincion de fluorescencia (AVa-VQs) v la actividad fosfohidrolitica del enzima (AVa-

ATPasa) sensibles a vanadato.
o ., ey . +
C.3.5.1. Estimacién de la permeabilidad pasiva a loes H" de las membranas
La permeabilidad pasiva de las membranas se estimo acoplando el transporte de protones
asociado a la H'-ATPasa de plasmalema a la actividad hexoquinasa que utiliza ¢l ATP para

catalizar la reaccion de la formacion de glucosa-P a partir de glucosa. De esta forma impide la

reaccion de hidrolisis del ATP necesario para llevar a cabo el bombeo de H' por la enzima ATPasa.
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a
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Figura 4. Esquema representativo de la extincion de fluorescencia del ACMA como consecuencia del
transporte de H' dependiente de ATP en vesiculas de membrana de callos de tomate.
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Para realizar esta determinacion. las vesiculas de membrana se incubaron en ¢l medio de reaccion
descrito anteriormente y una vez establecido ¢l gradiente de H™ creado por accion del enzima H'-
ATPasa de plasmalema, se¢ adicionaron 25 mM glucosa v 10 unidades/ml hexoquinasa. La
permeabilidad pasiva. representada por la capacidad de disipacién del gradiente de H' creado por la
H"-ATPasa. fuc expresada como velocidad inicial de recuperacién de la emision de fluorescencia
(VQr = Fo/ti‘mg prot. %. min”. mg") v como tiempo medio (t,,,. min) necesario para recuperar el
50 % dc la fluorescencia extinguida. Finalmente. para recuperar ¢l valor inicial de emision de
fluorcscencia, sc disipo ¢l gradiente de H con 10 mM NHiCl que actio como agente

permeabilizante de la membrana (Figura 4)).

[ , . +
C.4. Deteccién inmunolégica de Ia H'-ATPasa de plasmalema

La deteccion inmunologica de la H'-ATPasa de plasmalema se realizd mediante técnicas de
inmunoblotting con anticuerpos especificos producidos en conejo frente a una proteina de fusion
conteniendo ¢l extremo carboxilo terminal de la H'-ATPasa de plasmalema de Arabidopsis
thaliana. Tras la separacion de las proteinas microsomales por electroforesis en SDS-PAGE, estas
se¢ transfiricron a membrana de nitrocelulosa que se incub6 con el anticuerpo primario, revelandose

la reaccion antigeno-anticuerpo mediante anticuerpos secundarios ligados a fosfatasa alcalina.

C.4.1. Solubilizacion de las proteinas

Las protcinas microsomales 130 pg s¢ incubaron a 4 °C en 100 pl de TCA al 10 % durante 20 min.
Tras centrifugar a 12.000 r.p.m. durante 15 min (Sorvall Microspin 128), s¢ adiciond al sedimento
protéico resultante | ml de H-O destilada y se mantuvo en hiclo durante 25 minutos, con agitacion
cada 3 minutos. A continuacidn. s¢ centrifugo a 12.000 g durante 3 min y las proteinas precipitadas
se solubilizaron por incubacién a temperatura ambiente durante 40 minutos en 100 mM Tris-HCI,
pH 8.0, 1 % SDS. 2 % glicerol. 10 mM DTT. 0.00125 % azul de bromofenol, 4 mM PMSF y 100
ug. ml' de quimostatina. El material insoluble se¢ eliminé por centrifugacion a 12.000 r.p.m. durante

3 minutos.
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C.4.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE)

La separacion de las protcinas solubilizadas se llevéd a cabo en geles discontinuos de
poliacrilamida (Lacmmli. 1970) en un equipo Mini Protean I de Bio-Rad para geles de 1 mm de
espesor. utilizando como  gel de resolucion una solucion al 10 % de una mezcla de
acrilamida/bisacrilamida (30:0.8. p:p) y como gel de empaquetamiento una solucion al 4% de la

mezcla anterior de acrilamida/bisacrilamida (Tabla 3).

Tabla 3. Composicion de los geles de acrilamida utilizados para la separacion por SDS-PAGE de
las proteinas microsomales de callos de tomate.

Gel de Empaquetamiento Gel de Resolucion
Tris-HCl pH 8.8 - 375 mM
Tris-HCI pH 6.8 125 mM -
SDS (P/V) 0.1 % 0.1 %
Acrilamida/Bisacrilamida (30:08) 4% 10 %
Persulfato amoénico (P/V) 0.05 % 0.05 %
TEMED (V/V) 0.1% 0.05 %

En los geles de clectroforesis se cargaron 130 pg de las proteinas microsomales
solubilizadas v patrones de peso molecular conocido (High Molecular Weight Standards, Bio-Rad).
La scparacion s¢ realizd a 100 voltios y temperatura ambiente. utilizando como tampén de
clectroforesis 25 mM Tris. 192 mM glicina. v 0.1 % SDS (p/v). Cuando el frente de azul de
bromofenol se situé a | em del borde inferior del gel, se detuvo la electroforesis procediéndose,
posteriormente. a la tincién de los geles con azul de Coomassie 0 a su electrotransferencia a una
membrana de nitrocelulosa para llevar a cabo la inmunodeteccion de la H'-ATPasa de plasmalema

con anticuerpos especificos.

C.4.3. Tincion con Coomassie
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El revelado de las distintas bandas de proteinas scparadas en el gel de SDS-PAGE se realizo
por incubacion de los geles durante una hora con agitacion constante, en una solucién al 0.25 % de
azul Coomassic R-250 e¢n metanol. acido acético y agua (40:10:30, v/v/v). Tras sucesivos lavados
en una solucion de metanol. acido acético y agua (40:10:30, v/v/v) durante 4 horas, se hicieron

visibles las diferentes bandas de proteinas en los geles.

C.4.4. Electrotransferencia

Las proteinas fueron transteridas del gel de clectroforesis a una membrana de nitrocelulosa
de 0.45 pm de tamaio de poro (Bio-Rad) (Towbin v col., 1979). La transferencia se realizé en un
equipo de Mini Trans-blot™" de Bio-Rad. a un voltaje constante de 100 V, durante una hora, en frio
v utilizando un tampon constituido por 25 mM Tris. 192 mM glicina y 20 % metanol. A fin de
visualizar ¢l grado de transferencia v senalar las diferentes bandas de los patrones de peso
molecular, la membrana de nitrocelulosa fue tefiida con Ponceau S al 0.1%. (p/v) en 1 % (v/v) de

acido acético. previamente a la incubacion con anticuerpos anti H' -ATPasa.

C.4.5. Inmunodeteccion de 1a H'-ATPasa de plasmalema

Con ¢l objcto de bloquear las posibles reacciones inespecificas del anticuerpo, la membrana
de nitrocelulosa a la que habian sido transferidas las proteinas microsomales tras separacion en
SDS-PAGE fue incubada durante una hora a temperatura ambiente en 20 mM Tris-HCL, pH 7.6,
150 mM NaCl v 2 % (p/v) de leche en polvo desnatada que actiia como agente bloqueante. La
membrana de nitrocelulosa se incubé con una dilucion 1:500 del anticuerpo anti H'-ATPasa en el
tampén de bloquco descrito. Tras 15 horas de incubacion a 4 °C con agitacion, la membrana de
nitrocelulosa fue sometida a 3 lavados sucesivos de 5 minutos con el tampon de bloqueo al objeto
de climinar el anticucrpo no tijado al filtro de nitrocelulosa.

Para ¢l revelado de la reaccion antigeno-anticuerpo la membrana de nitrocelulosa se incubo
3 horas con una dilucion de 1:3000 del anticuerpo secundario ligado a la fosfatasa alcalina (anti IgG
de concjo, Promega) en ¢l tampon de bloqueo. Tras dos lavados de 5 minutos con el tampén de
bloqueo. para eliminar los restos del anticucrpo secundario, y un lavado rapido con 100 mM Tris-

HCL. pH 9.0. 100 mM NaCl y 5 mM MgCl.. se procedio al revelado de la reaccion de la fosfatasa
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alealina utilizando como sustratos cromogcénicos BCIP v NBT, incubando para ello la membrana de
nitrocclulosa en una solucién 100 mM Tris-HCIL. pH 9.0, 100 mM NaCl y 5 mM MgCl,
conteniendo 33 pg. ml™ de BCIP v 16.5 pg. ml”" de NBT. Finalmente. la reaccion de la fosfatasa

alcalina fuc detenida por lavado del filtro con agua destilada.

C.5. Analisis de los lipidos de la membrana plasmitica

C.5. 1. Extraccion de lipidos totales

La cxtracciéon de los lipidos totales a nivel de la fraccion de plasmalema purificada por
particion de fases (apartado C.2.) sc Hevd a cabo siguiendo la metodologia descrita por Vorbeck y
Martinetti (1963) con algunas modificaciones. Sobre 1 mg de proteinas de plasmalema se
adicionaron 4 ml dc isopropanol hirviente. manteniéndose durante 2 minutos a fin de inactivar las
fosfolipasas (Douce. 1964). Se homogenizo ¢l conjunto en Potter-Elvejhem y a continuacion se
afiadieron. sucesivamente. 2 ml de isopropanol. 3 ml de una mezcla de cloroformo: isopropanol
(1:1. v/v). dos veces. v 1.2 ml de cloroformo. siguiendo a cada adicion una homogenizacion similar
a la anterior. El homogenado fuc filtrado a través de papel Whatman N° 1 y evaporado a sequedad
en speed vaccum a 33 °C extravéndose el residuo lipidico resultante con 6 ml de cloroformo:
metanol (2:1. v/v). Seguidamente. se adiciond 1 ml de 1 % NaCl, centrifugandose el conjunto a
2.000 g durante 3 minutos. La fase inferior cloroférmica fue recogida y llevada a sequedad en speed
vaccum a 33 °C disolviéndosc ¢l residuo seco obtenido en una mezcla de bencéno: etanol (4:1, v/v),
que se conservo a -80 °C hasta su posterior utilizacion.

El analisis de los acidos grasos de lipidos totales de la membrana plasmatica se realizo por
cromatografia de gases segun la metodologia descrita en el apartado B.3.2. para el estudio de la
composicién en acidos grasos de lipidos totales de callos utilizando el éster metilico del acido

heptadecanoico como patrén interno.

C.5.2. Separacion de fosfolipidos

La separacion de las diferentes moléculas fosfolipidicas de la membrana plasmatica se

realizd a partir del extracto de lipidos totales por cromatografia en capa fina segin se indica en el
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apartado B.3.3. Las difcrentes bandas de lipidos separadas ¢n la capa fina fueron reveladas y
visualizadas mediante una breve exposicion a vapores de vodo y observacion a la luz ultra violeta.
La identificacion de cada uno de los fosfolipidos se llevo a cabo mediante el desarrollo

cromatografico de los lipidos problema frente a patrones.

C.5.3. Anilisis de acidos grasos de fosfolipidos

El analisis de acidos grasos de diferentes fosfolipidos de la membrana plasmatica se realizo
por cromatografia ¢n fasc gascosa como se describe en el apartado B.3.4. y B35,
El indice de doble enlace sc calculo como la suma siguiente:

IDE=1x (% 18:1) + 2 x (% 18:2) +3 x (Y 18:3) (Merillon y col., 1993)

C.5.4. Analisis de esteroles libres

La composicion v cuantificacion de los esteroles libres totales de las vesiculas de membrana
plasmatica. se¢ ha realizado a partir de una alicuota del extracto de lipidos totales de plasmalema

scgun se describe en ¢l apartado B.3.6. para el analisis de estas moléculas en callos.

C.6. Determinacion del grado de fluidez de la membrana plasmatica

La anistropia de fluorescencia permite obtener informacion sobre las propiedades de fluidez
de las membranas (Shinitzki v Barenhloz. 1978). Cuando una luz polarizada es dirigida hacia un
croméforo cuyo momento dipolar de cxcitacion esta alineado con el vector eléctrico de la luz de
excitacion, ¢l cromoforo absorbe preferencialmente esta luz. Puesto que los procesos de absorcion
son mucho mas rapidos que las rotaciones moleculares, ¢l uso de una luz polarizada crea una
poblacion de fluordforos cxcitados con una orientacion preferencial. Como la emision de un foton
por ¢l fluoréforo excitado requicre mas ticmpo que la absorcion, el fluoréforo podra reorientarse
antes de que tenga lugar la emision: definiéndosce la polarizacion de fluorescencia resultante como

anisotropia de tluorescencia en ¢l estado estacionario.
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ro = (Iv - Iy)/(Iv + 21)

Donde lv y Iy son las intensidades medidas en direccidn paralela y perpendicular al vector eléctrico
de la luz de excitacion,

En nuestro estudio. para determinar ¢l grado de fluidez de la membrana plasmatica de callos
de tomate se han utilizado dos sondas Fluorescentes: DPH y TMA-DPH. La primera es una sonda
de naturaleza hidrofobica con gran afinidad por las cadenas hidrocarbonadas de los acidos grasos de
los fosfolipidos, lo que permite obtener informacion sobre la movilidad de dichas cadenas. La
segunda, ademas de la region hidrofobica, posee un grupo hidrofilico (amonio cuaternario),
anclandose en la unién de la cabeza polar hidrofilica de los fosfolipidos con la region hidrofébica de
los acidos grasos. quedando la parte hidrotébica de la sonda alineada con dichos acidos grasos. Esta
sonda, permite obtener informacion sobre la fluidez de la superficie de la membrana (Lenz, 1989).

Para la determinacion de la polarizacion de la sonda DPH incluida en la membrana se
incubo40 pg de proteina de membrana en 1 ml de 50 mM NaHCO; pH 7.0 que contenia 6 pM DPH,
en condiciones de oscuridad vy agitacion durante 20 minutos a 27 °C. Las determinaciones con la
sonda TMA-DPH se realizaron de manera similar a la descrita para ¢l DPH, utilizando en ambos
casos un espectrofluorimetro (Shimadzu modelo RF540). provisto de dos polarizadores entre cada
uno de¢ los monocromadores v la mucstra. asi como de sistemas de agitacion magnética y
termostatizacion. Las medidas se han llevado a cabo a unas longitudes de onda de excitacion y

emision de 360 nm v 420 nm. respectivamente.
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A. Efecto del NaCl sobre el ccrecimiento de los callos, contenido en iones minerales y
acumulacién de solutos organicos

A.l. Crecimiento de los callos

El efecto de la salinidad sobre las plantas se manifiesta en primer lugar a nivel del
crecimicnto celular. Por ello, este componente fue uno de los primeros parametros estudios como
indice de tolerancia al NaCl. En este sentido. se transfiricron 0.6 g de callos controles y adaptados a
25,50 y 100 mM NaCl en fase exponencial de crecimiento a medios de multiplicacion conteniendo
diferentes concentraciones de NaCl. El crecimiento de dicho callos fue estudiado durante un tiempo
de 7 semanas determinandose ¢l indice de crecimiento relativo, pesos fresco y seco finales asi como
el contenido en materia seca (Figuras 1..2..3. v 4.: Tablas 1. v 2.).

Los callos controles v tratados con diferentes concentraciones de NaCl presentaban una
curva sigmoidea de crecimiento con las caracteristicas fases de retraso, una a dos semanas, fase
exponencial, 4 semanas. v fase estacionaria. El efecto del NaCl sobre el crecimiento de los callos
varié segun la concentracion del NaCl en ¢l medio de cultivo v la duracion del tratamiento salino
(Figuras 1.y 2.).

En relacion a los callos controles. la adaptacion al NaCl no produjé cambios significativos
ni en la duracidn de la fase inicial de retraso ni en el indice de crecimiento relativo de los callos
durante esta fase de crecimiento. Sin embargo. durante la fase exponencial de crecimiento los callos
adaptados a 25 v 50 mM NaCl muestran un incremento superior al 15 % en el indice de crecimiento
relativo respecto a los callos controles mientras que los callos adaptados a 100 mM NaCl muestran
una reduccion del 40 % en dicho parametro comparativamente a los callos controles (Figuras l.a.y
3.). Ademas, la adaptacion a 25 v 30 mM NaCl induj6 un incremento del 20 y 30 % en el peso seco,
respectivamente, en comparacion a los callos controles mientras que la adaptacion a 100 mM NaCl
disminuyé en un 8% el peso seco de los callos (Tabla 1.). En consecuencia, los callos adaptados a
25 v 50 mM NaCl no muestran diferencias significativas en el contenido en materia seca en relacion
al controles. mientras que los callos adaptados a 100 mM NaCl presentan mayor contenido en

materia seca que los callos controles (Tabla 1)

El desarrollo de los callos controles durante 7 semanas en medios con 25 mM NaCl no
provoco cambios en ¢l indice de crecimiento relativo. mientras que medios con 50 y 100 mM de
NaCl provocaron una disminucion en dicho parametro de un 26 y un 39 %, respectivamente

(Figuras 1.b. y 3.). Por otra parte. ¢l crecimiento de los callos controles durante 7 semanas en
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presencia de 30 v 100 mM NaCl provoca una disminucion del peso fresco de los callos. que en el
caso de los callos crecidos en 100 mM NaCl sc manifestd también en un importante descenso de un
35 % del peso seco de los mismos (Tabla 1.). El desarrollo de los callos controles durante un
subcultivo en medios conteniendo 25 mM de NaCl no altera ¢l contenido hidrico de los callos;
micntras que ¢l tratamiento con 30 6 100 mM NaCl reduce significativamente dicho contenido

(Tabla 1.).

Tabla 1. Peso fresco. peso seco v contenido en materia seca de callos de tomate desarrollados
durante 7 semanas en medios de cultivo conteniendo diferentes concentraciones de NaCl. Los
resultados son media de 4 experimentos independientes, representando letras diferentes en la misma
columna valores significativamente diferentes segin el andlisis multifactorial de la varianza de
Duncan. P=93% v

Tratamientos Peso fresco Peso seco Contenido en
(¢) (mg) materia seca
(% PS/PF)
Callos controles 36.69 1100.7° 3.00°

Adaptados a:

25 mM NaCl 42 40° 1314.5" 3.10°
50 mM NaCl 42.57° 1436.1° 3.42°
100 mM NaCl 2187 1010 8¢ 4.62°

Controles desarrollados
durante un subcultivo en:

25 mM NaCl 36.70° 11047 3.01

50 mM NaCl 27.06¢ 1085.1° . 40I°

100 mM NaCl 14.83¢ 7117 4.80¢
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Figura 1. Indice de crecimiento refativo (ICR) de callos de tomate (a) callos controles y
adaptados a distintas concentraciones de NaCl. (b) callos controles desarrollados
durante un subcultivo en medios conteniendo  distintas concentraciones de NaCl. Los
resultados son media de 4 cxperimentos independientes que no difieren en mas de un 10

% del valor medio.
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Figura 2. Callos controles y adaptados a diferentes concentraciones de NaCl en fase exponencial de
crecimiento (4 semanas) de cultivo. A, Callos controles; B, Callos adaptados a 25 mM NaCl; C,
Callos adaptados a 50 mM NaCl; D, Callo adaptado a 100 mM NaCl
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Figura 3. Callos controles desarrollados durante un subcultivo en ausencia de NaCl y en presencia
de diferentes concentraciones de NaCl. A, sin NaCl; B, 25 mM NaCl; C, 50 mM NaCl; D, 100 mM
NaCl)
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Para cstudiar ¢l grado de cstabilidad de las propicdades adaptativas de los callos de tomate
adaptados al NaCl (50 mM ) sc rcalizaron dos tipos dc aproximaciones. Por una parte, los callos
adaptados a 50 mM NaCl fucron transferidos a medios de cultivo suplementados con 100 mM NaCl
durante un subcultivo v. por otra parte. los callos adaptados a 50 mM NaCl se deadaptaron mediante
6 subcultivo sucesivas cn medios desprovistos de NaCl y posteriormente, se  transfiricron
nucvamente a medios suplementados con 50 mM NaCl durante un subcultivo. El desarrollo de los
callos adaptados a 30 mM NaCl en presencia de 100 mM NaCl durante un subcultivo no produjo
cambios significativos en ¢l indice de crecimiento relativo, peso fresco y contenido en materia seca
(Figura 4. Tabla 2.). La deadaptacion indujo solo un pequeiio descenso en el peso fresco y seco de
los callos. y el cultivo de los callos deadaptados en presencia de 50 mM NaCl durante un subcultivo

finicamente provoco un leve incremento en ¢l contenido en materia seca (Tabla 2.).

Tabla 1. b. Peso fresco. peso seco v contenido en materia seca de callos de tomate adaptados a 50
mM NaCl v. posteriormente. cultivados en presencia de distintas concentraciones de NaCl durante
uno o varios subcultivos Tras 7 scmanas de cultivo. Los resultados son media de 4 experimentos
independientes. representando letras iguales en la misma columna valores homogéneos segun el
analisis multifactorial de la varianza de Duncan. P=95%

Tratamientos salinos Peso fresco Peso seco Contenido en materia
_________ (¢) (mg) seca (% PS/PF)

Callo adaptado a 50 mM
NaCl transferido a:

medio conteniendo 50 mM
NaCl durante un subcultivo 42 37" 1436.1° 3.42°

medio control durante 6
subcultivos 40.42" 1319.9° 3.26°

medio control durante 6
subcultivos y posteriormente,
a medio conteniendo 50 mM

NaCl durante un subcultivo 39.30 1419.9° 3.61°

medio conteniendo 100 mM

NaCl durante un subcultivo 44 81" 1451.9* 3.24*
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Figura 4. Callos adaptados a 50 mM NaCl mantenidos durante un subcultivo en medios
conteniendo 50 mM NaCl (A) 6 100 mM de NaCl (B).
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A.2. Diametro celular

La adaptacion de los callos a 30 mM NaCl no provoco cambios en el diametro celular
respecto al valor detectado en células de callos controles. Sin embargo. la adaptacion de los callos a

100 mM NaCl indujo una reduccién superior al 25 % cn dl diametro celular de los callos (Tabla 3).

Tabla 3. Diametro medio de células de callos controles y adaptados a 50 y 100 mM NaCl. Los
resultados, expresados en pum. son media de 6 medidas independientes. Letras iguales en la misma
columna. representan grupos homogéneos segun el analisis multifactonal de la varianza de Duncan,

P=95%.

Tratamientos Diametro celular

Callos controles 30

Callos adaptados :
50 mM NaCl 28
100 mM NaCl 22°

A.3. Actividad respiratoria

En relacion a los callos controles. los callos adaptados a 50 mM NaCl mostraron un

incremento en la tasa respiratoria. La transferencia y mantenimiento durante 48 horas de los callos

controles a medios conteniendo 100 mM NaCl provocod una disminucion de la respiracion celular no

observandose diferencias significativas en ¢l caso de callos adaptados a 50 mM NaCl (Tabla 4.).

Tabla 4. Respiracion cclular de callos controles v adaptados a 50 mM NaCl, y después de

y : -1
estresados durante 48 horas con 100 mM NaCl. Los resultados. expresados en pg CO, liberado.g
3 experimentos independicntes. Letras iguales en la misma

_y .
peso frescohora™. son media de 3
columna. representan grupos homogéncos segun ¢l analisis multifactorial de la varianza de Duncan,

P=903%.
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Tratamientos Respiraciéon
(g CO» g 7'.)

Callos controles 24761
+ 100 mM NaCl 168.8"
Callos adaptados a 50 mM NaCl 290.7 ¢
+ 100 mM NaCl 2643 °¢

A.4. Composicién y contenido en iones inorginicos

La Figura 5. a. muestra ¢l contenido celular en CI'. K. Na” y Ca™ de callos de tomate
control v adaptados a 25. 30 v 100 mM NaCl. El contenido de CI' y Na™ en los callos adaptados al
NaCl es muy supcrior al de los callos controles incrementindose proporcionalmente a la
concentracion de sal en ¢ medio de cultivo. Por ¢l contrario, el contenido de K* y Ca® es
sensiblemente inferior en los callos adaptados. En consecuencia, la razon K'/Na’ es
significativamente menor en los callos adaptados a 25, 50 ¥ 100 mM NaCl que en los callos
controles (Tabla 3.).

Los resultados obtenidos indican también que el contenido celular de Na™ y CI en los callos
controles aumentd tras  un subcultivo en presencia de diferentes concentraciones salinas, siendo
dicho incremento proporcional a la concentracion de NaCl en el medio de cultivo. Por otra parte, el
contenido en ioncs K v Ca™ no s¢ vio afectado significativamente tras mantener los callos
controles durante un subcultivo en 25 mM NaCl, mientras que se redujo considerablemente en 50 y
100 mM NaCl (Figura 5.b.). Dcl mismo modo. la aplicacion de NaCl durante un subcultivo a los
callos controles indujo una mayor acumulacion de Na™ v CI que en los callos adaptados al NaCl, lo

que determina una mavor razon K'/Na’ en los callos adaptados (Tabla 5.)
El desarrollo de los callos adaptados a 30 mM NaCl durante un subcultivo en presencia de

100 mM NaCl. no afectd al contenido de K™ v Ca”'. observandose un pequeiio incremento en el

contenido de Na™ v CI (Figura 6.).
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(a)

-1
mmoles.g” PS
N

~ Adaptados 100 mM NaCl
Adaptados S0 mM NaCl
Adaptados 25 mM NaCl

Control

(b)

mmoles.g™ PS

Figura 5. Contenido en iones Na'. K”, Ca®"y CI' de callos de tomate. (a) callos controles
y adaptados a distintas concentraciones de NaCl, (b) callos control desarrollados durante
un subcultivo en medios con 25 (0-25). 50 (0-50) 6100 (0-100) mM NaCl. Los

~

-1 . .
resultados. expresados en mmoles. g de peso seco. son media de 3 experimentos
independientes que no difieren en mas de un 10 % del valor medio.
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Figura 6. Contenido en iones Na™. K. Ca™. y CI' de callos adaptados a 50 mM NaCl (50)
o de cstos callos desarrollados durante un subcultivo en presencia de 100 mM NaCl (50-
100). Los resultados, expresados en mmoles. g-1 de peso seco, son media de 3
experimentos independientes que no difieren en mas de un 10 % del valor medio.
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Tabla 5. Razén K'/Na™ ¢n callos controles v adaptados a 25. 50 vy 100 mM NaCl y en callos
controles y adaptados a 30 mM NaCl transferidos durante un subcultivo a medios con diferentes
concentraciones salinas. Los resultados son media de 3 experimentos independientes. Letras iguales
representan valores homogéneos seglin ¢l analisis multifactorial de la varianza de Duncan, P= 95%.

Tratamientos K'/Na*

Callos controles 8.38°

Callos adaptados:

25 mM NaCl 1.26"
50 mM NaCl 0.76°
100 mM NaCl 0 544

Callos controles mantenidos un
subcultivo en:

25 mM NaCl 1.05°
50 mM NaCl 0.62'
100 mM NaCl 0.49¢
Callos adaptados 50 mM NaCl 0.71°

mantenido un subcultivo en 100
mM NaCl

Para dcterminar los cambios provocados por un estrés salino de corta duracion sobre el
contenido idnico celular. se analizo el contenido en iones Na', K', CI'y Ca® en los callos controles
y adaptados a 30 v 100 mM NaCl disgregados en medio liquido de composicion idéntica al medio
de multiplicacion del callo durante 12 horas a 27 °C y en oscuridad, y posteriormente filtrados e
incubados durante una hora en 100 mM NaCl (apartado B.6.3. de Material y Métodos). Se observo,
un fuerte incremento en la concentraciéon celular de Na™ y CI', sobre todo, en los callos controles,
mientras que el estrés de una hora con 100 mM NaCl redujo de forma generalizada el contenido en

K" v Ca™". sobre todo. en los callos adaptados a 100 mM NaCl (Tabla 6.).

Tabla 6. Cambios inducidos en la concentracion celular de Na”™, CI, K* y Ca®* de callos controles y
adaptados a 530 v 100 mM NaCl tras una hora en 100 mM NaCl. Los resultados, expresados como
porcentaje de la concentracion de iones en condiciones de estrés respecto a los valores basales, son
media de 3 experimentos independientes que difieren en mas de un 15 %,
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Resultados
L o s e o
T
Condiciones Basales (mmoles. g') 0.41 0.16 1.40 0.11
+ estrés con 100 mM NaCl (%) 229 547 114 85
Adaptados a 50 mM NaCl
Condiciones Basales (mmoles. g') 1.58 1.33 1.17 0.097
+ estrés con 100 mM NaCl (%) 124 190 82 g1
Adaptados a 100 mM NaCl
Condiciones Basaesl (mmoles. g”') 2.19 2.14 117 0.085

+ estrés con 100 mM NaCl (%) 143 139 49 81

A. 5. Componentes organicos solubles

El contenido intracclular de malato ¢n los callos controles y adaptados a 25, 50 y 100 mM
NaCl se muestra en la Figura 7. En comparacion a los callos controles. la adaptacion a 25, 50 y 100
mM NaCl indujo una disminucton del contenido en malato.

Cuando los callos controles fueron cultivados en presencia de 25 mM NaCl durante un
subcultivo no se vid afectado ¢l contenido intracelular de malato, mientras que el desarrollo en
medios suplementados con 50 6 100 mM NaCl redujo significativamente dicho contenido en los
callos. Por otra parte. la transferencia durante un subcultivo de los callos adaptados a 50 mM NaCl
a medios conteniendo 100 mM NaCl no cambi6 significativamente la concentracion intracelular de

malato (Figura 8.).

La detcrminacion del contenido intracelular en azicares libres totales de los callos controles
y adaptados a distintas concentraciones de NaCl mostrado en la Figura 9., indica una acumulacién
de estos tras la adaptacion a la sal. En contraposicion, ¢l contenido intracelular en azucares libres de
los callos controles o adaptados a 30 mM NaCl no se afecta tras un subcultivo en medios con 25, 50

0 100 mM NaCl (Figura 10.).
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Figura 7. Contenido en malato de callos de tomate controles y adaptados a 25, 50 y 100

-1 .
mM NaCl. Los resultados, expresados en mmoles. g~ de peso seco, son media de 3

experimentos independientes que no difieren en mas de un 10 % del valor medio.
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Figura 8. Contenido en malato de callos control y adaptados a 50 mM NaCl, tras ser
transferidos durante un subcultivo a medios con diferentes concentraciones de NaCl.

Los resultados. expresados en mmoles. g de peso seco, son media de 3 experimentos
independientes que no dificren en mas de un 10 % del valor medio. 0, callos controles;
0-23. callos controles mantenidos en 25 mM NaCl; 0-30, callos controles mantenidos
en 350 mM NaCl; 0-100. callos controles mantenidos en 100 mM NaCl; 50, callos
adaptados a 50 mM NaCl v 50-100, callos adaptados a 50 mM NaCl transferidos a 100
mM NaCl.
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Figura 9. Contenmido en azicares libres totales de callos de tomate controles v adaptados a

25.50 v 100 mM NaCl. Los resultados. expresados en mg. g de peso seco, son media de 3

experimentos independientes que no dificren en mas de un 10 % del valor medio.
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Figura 10. Contenido en azucares libres totales de callos de tomate control y adaptados a 50
mM NaCl mantenidos durante un subcultivo en presencia de diferentes concentraciones de
NaCl. Los resultados, expresados en mg. g-1 de peso seco, son media de 3 experimentos
independicntes que no difieren en mas de un 10 % del valor medio. 0, callos controles; 0-25,
callos controles crecidos en 25 mM NaCl: 0-30, callos controles crecidos en 50 mM NaCl; 0
100, callos controles crecidos en 100 mM NaCl; 50, callos adaptados a 50 mM NaCl y 50-

100, callos adaptados a 50 mM NaCl transferidos a 100 mM NaCl.



Resultados

En cuanto a los cambios ¢n la composicion v contenido en aminoacidos libres de callos de
tomate. cn respucsta a condiciones de adaptacion o de mantenimiento durante un subcultivo en
medios diferenciales de NaCl. los resultados indicados en la Tabla 7. y Figuras 11., 12., 13,y 14.
muestran los siguicntes diferencias: un incremento del contenido en cisteina+cistina, lisina, prolina,
valina, isoleucina. leucina y fenilalanina v una reduccion en acido aspartico, acido glutamico,
asparragina. serina. arginina. mctionina. glutamina v tirosina en callos adaptados a 25 ¢ 50 mM
NaCl. respecto a los callos controles; un aumento del contenido en cisteina+cistina, prolina,
treonina. alanina. valina. isoleucina y leucina y una disminucion del contenido en acido aspartico,
acido glutimico. asparragina. arginina. serina, metionina, glutamina, tirosina y fenilalanina en callos

adaptados a 100 mM NaCl respecto a los callos controles (Figura 11,y 12.).

Por otra parte, ¢l desarrollo dc los callos controles en medios suplementados con NaCl durante un
subcultivo no provocd cambios ¢n ¢l contenido total de aminodcidos. aunque tras un subcultivo en
medios conteniendo 25 mM NaCl se detectd un incremento en el contenido en cisteina+tcistina,
lisina. valina v fenilalanina v una disminucion en ¢l contenido en acido aspartico, acido glutamico,
serina, metionina v alanina. Un aumento del contenido en cisteinatcistina, lisina, prolina, valina,
isoleucina v fenilalanina v una disminucién de acidos aspartico v glutamico, asparragina, serina,
arginina, metionina, glutamina. alanina v tirosina en medios conteniendo 50 mM NaCl y un
aumento muy significativo en ¢l contenido de cisteina+cistina, lisina, valina, alanina, isoleucina,
leucina v. sobre todo, de prolina. asi como una disminucion del contenido en glutamina, tirosina,
fenilalanina, acido aspartico. acido glutamico. asparragina, serina, arginina y metionina, tras un

subcultivo en medios con 100 mM NaCl (Figuras 13. v 14.).
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Figura 11. Composicion v contenido en aminodcidos libres minoritarios de callos de
tomate controles y adaptados a distintas concentraciones de NaCl. Los resultados,

-1 . . . .
expresados en mmoles. g de peso seco, son media de 3 experimentos independientes

que no difieren en mas de un 10 % del valor medio.
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Figura 12. Composicién v contenido en aminoacidos libres mayoritarios de callos de
tomate control y adaptados a distintas concentraciones de NaCl. Los resultados,
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Figura 13. Composicion v contenido en aminoacidos libres minoritarios de callos de
tomate controles v. posteriormente. mantenidos durante un subcultivo en presencia de

" : -1
diferentes concentraciones de NaCl. Los resultados, expresados en mmoles. g de peso
seco. son media de 3 experimentos independientes que no difieren en mas de un 10 % del

valor medio.
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Figura 14. Composicion v contenido en aminodcidos libres mayoritarios de callos de
tomate controles v, posteriormente, mantenidos durante un subcultivo en presencia de

: . -1
diferentes concentraciones de NaCl. Los resultados, expresados en mmoles. g de peso
sceo, son media de 3 experimentos independientes que no difieren en mas de un 10 % del

valor medio.
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Resultados

Tabla 7. Contenido ¢n aminoacidos libres totales de callos de tomate control v adaptados a distintas
concentraciones de NaCl v de callos controles. posteriormente transferidos durante un subcultivo a
medios diferenciales de NaCl. Los resultados. expresados en mmoles. g, de peso seco, son media

de 3 experimentos independicntes.

Tratamientos aminoacidos
minoritarios

aminoacidos
mayoritarios

aminoacidos totales

Callos controles 20411

Callos adaptados a:

25 mM NaCl 88 14"
50 mM NaCl 36.92°
100 mM NaCl 33.43"

Callos controles crecidos
durante un subcultivo en:

25 mM NaCl 149 38"
50 mM NaCl 143.37¢
100 mM NaCl 133.32¢

1364.00°
1367.38"
1328.26"

1436.60°

145214’
1424 30"
1384.13°

1498.97
144726
1382.64"

A.6. Contenido en proteina a nivel de callo y microsomas

La concentracion en proteinas de callos controles v adaptados al NaCl v posteriormente

crecidos durante un subcultivo en medios con distintas concentraciones de NaCl, asi como de los

microsomas aislados de dichos callos es similar (Tabla §.).

Tabla 8. Contenido en proteina total ¢n ¢l callo y a nivel de microsomas de callos controles y
adaptados al NaCl, asi como dc¢ cstos callos desarroflados durante un subcultivo en presencia de
distintas concentraciones de NaCl. Los resultados. expresados como mg. g de peso seco de callo,
son media +DE de 4 experimentos independientes.
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Resultados
Tratamientos Proteina Total Proteina microsomal
mg. g’ PS mg. ¢! PS
Callos controles 138.05 £29.15 11.01+£3.56
Adaptados a:
25 mM NaCl 140.58 £21.34 11.06+2.74
50 mM NaCl 135.18 +21.05 11.1842.13
100 mM NaCl 134 51 +13.54 11.8942.16

Controles crecidos durante un
subcultivo en:

25 mM NaCl 133.33 42325 11.3842.63
50 mM NaCl 137.49 +14 89 11.99+2.28
100 mM NaCl 136.65 +17.70 10.60+5.45
Adaptados a 50 mM NaCl 136.09 £20.92 11.24 £1.83

crecidos durante un subcultivo
en 100 mM NacCl

A.7. Cambios en la composicion y contenido en lipidos.

En la Tabla 9. s¢ muestra los valores correspondientes a la composicion y contenido en
lipidos totales de callos adaptados a 30 y 100 mM NaCl. asi como a callos controles mantenidos en
presencia de 30 6 100 mM NaCl durante un subcultivo. La adaptacion de los callos a 50 mM NaCl
v ¢l desarrollo de los callos controles en presencia de 50 6 100 mM NaCl durante un subcultivo no
afcctaron significativamente al contenido en lipidos totales, mientras que la adaptacién a 100 mM
NaCl provocéd un incremento de dicho contenido. Por otra parte. el porcentaje de fosfolipidos de los
callos controles aumento sensiblemente tras la adaptacion a 50 y 100 mM NacCl. asi como después
de un subcultivo de los callos controles en medios suplementados con 30 6 100 mM NaCl. En todas
las condiciones de NaCl utilizadas. ¢l contenido en esteroles libres totales de los callos no cambio
significativamente: sin cembargo. ¢l porcentaje de estos compon‘cntcs respecto a los lipidos totales,

fue supertor en los callos adaptados a 100 mM NaCl (29 %) respecto a los callos controles (10 %).
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Resultados

En consceuencia. la razon esteroles libres/fosfolipidos es menor en los callos adaptados al NaCl que
en los callos controles. no detectandose cambios significativos en dicha razon cuando los callos

controles fueron desarrollados en medios con 30 6 100 mM NaCl durante un subcultivo (Tabla 9.).

Tabla 9. Lipidos totales. fosfolipidos v csteroles libres de callos controles, adaptados a 50 y 100
mM NaCl v dc callos controles desarrollados durante un subcultivo en presencia de 50 y 100 mM
NaCl. Los resultados. expresados como pg. mg de proteina v % respecto a lipidos totales, son
media £DE de 3 experimentos independientes.

Tratamientos Lipidos totales Fosforo lipidico Esteroles libres Esteroles
pg. mg’ prot. pg.mg” prot. % peo mg’ prot. %  Hosfolipidos

8897 £13.70 23.08 +4.22 2594 938 +1.14 10.34 041
Callos controles
C“i’gifg’;‘gtq“gl"s 107.68 48.01  46.60+4.73 43.27 842+1.52  7.82 0.18
~ ¢ ~ < 1 O 17 T X b 2 5
....... 100mMNaCl 231503304 474341565 2048 8302080 257 017
Callos controles
crecidos durante
un subcultivo en:
50 mM NaCl 98 .50 i8.2()v 22294274 2263 10661210 10.82 048
100 mM NaCl 99 10 +5.44 31174982 3145 11.13+1.58 11.23 0.36

La composicion cn acidos grasos de lipidos totales es comin en callos controles y
adaptados al NaCl. siendo los dcidos palmitico v linoléico los acidos grasos mayoritarios en todos
los tratamientos (Tablas 10. v 11.). La adaptacion de los callos de tomate a 25 y 50 mM de NaCl no
indujo cambios significativos c¢n ¢l contenido de acidos grasos de lipidos totales. mientras que la
adaptacién a 100 mM NaCl provocd un notable incremento de estos componentes acidicos (Tabla
10.). Por otra parte. ¢l crecimiento de los callos controles durante un subcultivo en medios
diferenciales de NaCl no provocod cambios a nivel de la composicion y del contenido en acidos

grasos de lipidos totales. incluso cuando se hicieron crecer en 100 mM NaCl (Tabla 11).
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Tabla 10. Composicion v contenido en acidos grasos de lipidos totales de callos controles v adaptados a 23, 50 v 100 mM NaCl. Los
resultados, expresados en pg. mg” de proteinas y en mg. g de peso seco, son media £DE de tres experimentos independientes.

Acdo Controles 25 mM NaCl 50 mM NaCl 100 mM NaCl

araso ng. mg’ mg. g' PS % pg. mg' prot. mg. g' PS Yo pg. mg’ mg.g' PS % pug. mg’ prot. mg. g PS %o
prot. prot.

16:0 213354332 298049 31.18 2631 +6.04 3732085 3478 2568 +1.77 347202 3440 47502097 6.39%0.13 29.28

18:0 31534094 044013 456 3.98 +0.34 (0.36+0.05 322 3274106 044401 438 5731044 0.77+0.06 333

18:1 3804203 0.80x028 839 5.74 £0.43 0.81£0.06  7.33 5920091 0.80+£0.1 793 13.71 £0.49 1.8440.07 843

18:2  33.03%1.49 43564021 47.78 34934346  491£0.77 4382 4624068 468+0.1 4638 8223+0.76 11.06x0.10 30.70

18:3 374 £1.60  0.79£0.22 831 4.94 +0.52 0.69+0.07 648 589+1.19 080x0.2 789 12.92+0.10 1.74£0.01 796

Total . 69.28 +9.59 9.56+1.32 76.11 £12.80 10.70£1.80 75.38 £5.61 10.19+0.76 162.09 +2.76  21.80+0.37
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Tabla 11. Composicion v contenido en acidos grasos de lipidos totalces de callos controles desarrollados durante un subcultivo en presencia
- = , - , R .

de 23, 50 6 100 mM NaCl. Los resultados, expresados en pg. mg' de proteinas v en mg. g de peso seco, son media *DE de tres

experimentos independientes.

Acido Controles 25 mM NaCl 50 mM NaCl 100 mM NaCl
graso pg. mg’ mg. g PS %o pg.mg'  mg. g'PS % g. mg’ mg.g' PS % pg.mg'  mg. g'PS %
prot. prot. prot. prot.

16:0 21554124 298+049  31.18 23854026 3.18£0.04 33.83 22374247 3.084034 3246 2251%1.30 3.08+0.18 32.24
18:0 3054140 0444013 436 2604052 0.350.07 3.69 2891061 040+0.08 419 2912071 0.3310.10 343
18:1 5804284  0.80+0.28 839 488041 0.63+0.06 692 439x037 0.60+0.05 637 4422003 0.66+0.05 686
18:2 33.03 4036 4.36+0.21  47.79 34.06£0.36 4.34+0.15 4830 33954038 4.6740.05 49.25 34.15£057 4.64£0.08 4351
18:3 5744234 0.794022 831 3284249 0.70+0.27 749 336+1.91 0741026 777 539%1.19 0.83x0.16 892
Total 69.28 +8.18  9.56+1.32 70.68 +2.05 9.42+0.27 68.95 £5.74 9.48+0.79 69.37 +3.81 9.56+0.52
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Resultados

La adaptacion de los callos de tomate a 50 6 100 mM NaCl no provocd cambios en los
porcentajes  de  acidos  grasos  de  los  fosfolipidos  purificados  (fosfatidilcolina y
fosfatidilctanolamina), aunque incremento significativamente ¢l contenido de dichos acidos grasos
(Tabla 12.). En funcion del contenido ¢n acidos grasos v del analisis del contenido en fosforo
lipidico total (Tabla 13.), ¢s observable un mayor contenmido en fosfolipidos en los callos adaptados
a 50 y 100 mM NaCl que en los control, sin embargo, ¢l desarrollo de callos controles durante un
subcultivo en presencia de 30 6 100 mM NaCl no indujo cambios en ¢l contenido en fésforo

lipidico.

Tabla 13. Contenido en fosforo a nivel de lipidos totales de callos controles v adaptados a 50 y 100
mM NaCl, asi como de callos controles crecidos durante un subcultivo en presencia de 50 y 100
mM NaCl. Los resultados. expresados en pg. mg' de proteina total y mg. g de peso seco son
media £DE de tres experimentos independientes.

Tratamientos Contenido en Pi
pe. mg” prot. mg. g PS
Callos controles 23.08 +4.22 3.28 +0.58
Adaptados a:
S0 mM NaCl 46.60 +4.73 6.30 +0.64
100 mM NaCl 47.43 +15.65 6.38 +0.76

Control desarroliados durante
un subculitivo en:

50 mM NaCl 22294274 3.06x0.37
100 mM NaCl 29.74 1982 4 0620.34

En los callos adaptados a 50 mM NaCl ¢l contenido en fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina fue
supcrior al dc los callos controles: mientras que en callos adaptados a 100 mM NaCl, tnicamente el
contenido en fosfatidilcolina aumento respecto a los callos controles. Ello dio lugar un incremento

de la razon FC/FE en los callos adaptados a 100 mM respecto a los controles (Tabla 12.).



Tabla 12. Composicion v contenido en acidos grasos de fosfatidilcolina (FC) v fosfatidiletanolamina (FE) de callos controles y adaptados a
50 v 100 mM NaCl. Los resultados, expresados en pg. mg”' de proteinas v en mg. g de peso seco, son media £DE de tres experimentos
independientes.

Acidos grasos Controles SOmM NaCl J00mM NaCl
ng. mg mg. g PS Yo ug. mg mg. g PS Yo pg. mg’ mg. g PS %o
prot. prot prot.
Fosfatidilcolina
16:0 3984087 055012 4373 5004104 080014 4200 6084074  082%0.10 4250
18:0 (.66 +0.43 0.10 £0.06 7.33 0.73£0.44 0.10 £0.06 320 94 +0.37 0.13 +0.03 6.60
18:1 0.40 £0.14 0.05 +£0.02 458 0.67 £0.07 0.09 £0.01 4.78 0.75 037 0.10 £0.05 3.23
18:2 3354072 0.49 £0.10 40.80 6.46 £1 .41 0.87 +0.19 43.97 6.31 £1.26 085 +0.17 44 .06
18:3 0.12 £0.07 0.02 £0.01 1.35 0.29+0.22 0.04 £0.03 2.05 0.23 £0.07 0.03 £0.01 1.60
Total 12.44 £3.21 1.72 £0.44 20.07 +4.54 2.71 £0.61 20.44 +4.04 2.76 £0.54
Fosfatidiletanolamina
16:0 423 £1.32 0.58 £0.21 40.75 693 £1.85 094 £0.25 38.24 4.00£1.11 0.34 £0.13 36.23
18:0 0.63 £0.14 0.09 £0.02 6.10 1.14 £0.22  0.15 £0.03 6.30 0.72 £0.30 0.10 £0.04 6.49
18:1 0.21 £0.07 0.03 £0.01 2.00 0.27 £0.15  0.04 £0.02 1.350 0.23 20.22 0.03 £0.03 2.10
18:2 457 +1.09 0.63 x0.15 43.97 855+0.18 1.16+0.16 4713 5.29 £1.04 0.71 £0.14 47.99
18:3 0.74 £0.14 0.10 £0.02 7.17 1.23 £0.37  0.17 £0.05 6.81 0.79 £0.22 0.11 £0.03 7.17
Total 14.84 +4.24 2.05 +0.59 2590 £5.39  3.50 +0.73 15.75 +4.14 2.12 H0.56
FC/FE 0.84 0.77 3
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Resultados

La composicion v ¢l contenido en esteroles libres de los callos adaptados al NaCl y tras
desarrollados c¢stos  callos  controles  durante un  subcultivo en presencia de  diferentes
concentraciones de NaCl sc muestra ¢n las Tablas 4. y 15. En todos los tratamientos, el
estigmasterol v. sobre todo. ¢l B-sitosterol fucron las especies moleculares mayoritarias mientras
que el colesterol. brassicasterol v campesterol tueron detectados en pequeiias cantidades. La
adaptacion de los callos a 30 v 100 mM NaCl vy el desarrollo de los callos controles en presencia de
50 6 100 mM NaCl durante un subcultivo, no provocaron cambios significativos ni en la
composicion ni en ¢l contenido de estas moléculas. lo que se tradujoé en una constancia de la razon

estigmasterol/p-sitostcrol.

B. Actividad extructora de H" por las células de callos desarrollados en medios diferenciales

de NaCl

La actividad extructora de H' por células obtenidas tras la disgregacion de callos controles y
adaptados al NaCl se¢ muestra en la Figura 15 v la Tabla 16. La adaptacion de los callos de tomate a
25 v 50 mM NaCl indujo un notable incremento de dicha actividad mientras que, por el contrario, la

adaptacion a 100 mM NaCl inhibié claramente la capacidad bombeadora de H',

Tabla 16. Velocidad media de extrusion de protones por células de callos de tomate controles y
adaptados a 25, 530 v 100 mM NaCl: Efecto de la fusicocina y DCCD. Los resultados son media de
tres experimentos independientes. Letras iguales en la misma fila, representan grupos homogéneos
segun ¢l analisis multifactorial de la varianza de Duncan, P= 95%. N D. no detectado

Medio de reaccion  Callos controles Adaptados a 25  Adaptados aS0  Adaptados a
mM NaCl mM NaCl 100 mM NaCl

yeq H'. ¢' PF, hora”

Basal 0.54" 0.95° 0.97° 0.35°

+ 2 uM Fusicocina 1.08" 1.70° 1.80° 0.80°

+150 uM DCCD ND. ND. ND. ND.
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Tabla 14. Composicién v contenido en esteroles hibres de callos controles v adaptados a 50 v 100 mM NaCl. Los resultados. expresados ¢n
pg. mg’ proteinas v en pg. ¢! de peso seco, son media +DE de tres experimentos independientes. N.D: no detectado.

Esteroles libres Controles 50 mM NaCl 1000mMNaCl
pg. mg’ pg. g' PS Y  ug.mg’ prot. ng.g' PS %  pg. mg’ prot. ng. g PS Yo

........................................................................... L0t e
Colesterol (.14 £0.02 19,534 £3.33 1.51 0.19 £0.06 25.72 £8.78 2.26 0.18 £0.01 2435 221 220
Brassicasterol (.28 £0.03 38.83 £6.66 3.00 0.34 =0.04 45,64 £5.83 401 031 40.03 42 .85 +4.30 375
Campesterol N.D. N.D N.D 0.44 +0.11 3941 £14.63 5.22 0.35 £0.03 4710 £6.25 422
Estigmasterol 2384016 32853042226 2338  2.170.24 293.63 £32.18 25.80 2.04 £0.20 27499 £26.87 24061
[3-Sitosterol 6572091 90743 +125.68 70.11 5.28 £1.07 71370 £144 42 6271 5.41 2049 727.87 £68.11  63.22
Contenido total 9.38 +1.14 1294.33 £157.94 8.42 +1.52  1138.09 +205.86 8.30 £0.75  1116.02 £107.82
estigmasterol/B-sitosterol 0.36 0.41 0.38




Tabla 15. Composicion v contenido cn csteroles libres de callos controles desarrollados durante un subcultivo en presencia de 50 6 100 mM
NaCl. Los resultados. expresados en pg. mg” proteinas v en pg. ¢ de peso seco. son media £DE de tres experimentos independientes. N.D:
no detectado

Esteroles libres - Controles 50 mM NaCl 100 mM NaCl
pug. mg’ pg. ¢ PS %o ng. mg’ pg.g' PS Yo pg. mg” pe. g' PS Yo
prot. prot. prot.

Colesterol 0.14 £0.02 19.54 +333 151 0.1820.02 24.63 £2.49 1.68 0.15 £0.02 2022%2.16 1.33
Brassicasterol 0.28 £0.03 38.83 £6.66 3.00  0.22£0.04 30.24 £4.98 206 0392005 53.0246.49 349
Campesterol N.D. N.D N.D 048 £0.07 66.55 £9.96 434 0.300.08 41.31£10.82 2.72
Estigmasterol 23840.16 3283042226 2538 230025  315.72£3485 2153 234 £0.13 320.01£17.32 21.03
B-Sitosterol 6.572091 90745 +123.68 70.11 748172 1029.17+236.49 70.19 795 +131 1085.76x179.69 7142
Contenido total 9.38 £1.14 1294.33 £157.94 10.66 £2.10 1466.32 +288.77 11.13£1.58  1520.31+216.5
estigmasterol/B-sitosterol 0.36 0.31 0.21

-----------“6----------[



Resultados

—&— (Callos controles

—&— Callos adaptados a
25 mM NaCl

—&— Callos adaptados a
50 mM Na(Cl

—a— Callos adaptados a
100 mM NaCl

0 2 4 6 8

Horas

Figura 15, Cinética de extrusion de H+ por células de callos de tomate controles y
adaptados a 25. 50 v 100 mM NaCl. Los resultados, expresados como flujo acumulativo
de protones por gramo de peso fresco, son media de 6 experimentos independientes que no
dificren en mas de un 10 % del valor medio.

—o— (allos controles

—o— Callos controles
cultivados en 25
mM NaCl

—&— Callos controles
cultivados en 50
mM NaCl

—a— Callos controles
cultivados en 100
mM NacCl

peq H. ¢! PF

0 2 4 6 8

Horas

Figura 16. Cinética de extrusion de H™ por células de callos de tomate controles y,
posteriormente, transferidos durante un subcultivo a 25, 50 6 100 mM NaCl. Los
resultados, expresados como flujo acumulativo de protones por gramo de peso fresco, son
media de 6 experimentos independientes que no difieren en mas de un 10 % del valor
medio.
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Resultados

La adicion d¢ Fusicocina 2 uM (toxina fungica activadora del cnzima H'-ATPasa de
plasmalema) al medio de reaccion incrementd muy significativamente la extrusion de H' en las
c¢lulas de callos controles v adaptados a todas las concentraciones utilizadas de NaCl, en tanto que

en presencia de DCCD 150 M se inhibio totalmente dicha actividad (Tabla 16.).

Por otra parte. ¢l desarrollo de los callos controles durante un subcultivo en presencia de 25
mM NaCl no afecto la cinética de extrusion de H™ por las células respecto a los controles, mientras
que concentraciones de 30 o 100 mM NaCl inhibicron significativamente dicha actividad (Figura

16. y Tabla 17)).

Tabla 17. Vclocidad media de extrusion de protones por células de callos de controles y
posteriormente desarrollados durante un subcultivo ¢n de 25. 30 6 100 mM NaCl. Los resultados,
expresados como peq H'. g PF. h'. son media de tres experimentos independientes. Letras iguales
representan grupos homogéncos segiin el analisis multifactorial de la varnianza de Duncan, P= 95%.

Medio de reaccion Callos controles Callos controles desarrollados durante un subcultivo en

25 mM NaCl 50 mM NaCl 100 mM NaCl

Basal 0.54" 0.52 0.40° 0.30°

N

La adicion de 100 mM NaCl al medio basal de reaccion de la actividad extructora de H' tras 3
horas de incubacion de las células en dicho medio. provoco un incremento significativo de la extrusion
de H' durante 45-60 minutos. observandose. posteriormente. una ralentizacion de la velocidad de
acidificacion del medio por las células hasta volver a alcanzarse la tasa inicial de acidificacion. El
aumento de la actividad extructora de H' fue observable tanto en células de callos controles como
adaptados al NaCl. aunque ¢l incremento fue superior en células que procedian de callos controles y
adaptados a 100 mM NaCl que de adaptados a 30 mM de NaCl (Figuras 17. y 18. y Tabla 18.). En

todos los tratamicntos. la adicion de 2 pM fusicocina incrementd muy significativamente la actividad

extructorade H'.
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Figura 17. Efccto de la adicon de 100 mM NaCl 6 100 mM NaCl + 2 uM FC sobre la

extrusion de H™ por células de callos de tomate control y adaptados a 50 mM NaCl.
Los resultados. expresados como flujo acumulativo de protones por gramo de peso
fresco. son media de 6 experimentos independientes que no difieren en mas de un 10 %
del valor medio.
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—a— Basal
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Figura 18. Efccto de la adicion de 100 mM NaCl 6 100 mM NaCl + 2 uM FC sobre la extrusion de H™ por células de
callos adaptados a 100 mM NaCl. Los resultados, expresados como flujo acumulativo de protones por gramo de peso
fresco, son media de 6 experimentos independientes que no difieren en mas de un 10 % del valor medio.



Resultados

Los resultados mostrados cn la Tabla 18, indican que la induccion del incremento de la

-extrusion de H es de un orden similar por adicion de 100 mM NaCl. 100 mM KCI, 530 mM Na,SOy4 o

3.4 % sorbitol al medio de incubacion de las células de los callos controles.

Tabla 18. Efecto de la adicion de NaCl. KCL Na.SO.. v sorbitol al medio de reaccion sobre la
velocidad media de extrusion de protones por células de callos de tomate control y adaptados a 50y
100 mM NaCl. Los resultados. expresados en peq H'. ¢! PF. ', son media de tres experimentos
independientes. Letras iguales en la misma columna, representan grupos homogeneos segun el
analisis multifactorial de la varianza de Duncan. P= 93%. Los valores entre paréntesis representan
la proporcién de incremento de la capacidad bombeadora de protones respecto a las condiciones de
medida basales. ND: No determinado.

Medio de Reaccion Velocidad media de extrusién de H*
Control 50 mM NaCl 100 mM NaCl
Basal 0.54 0.97° 0.35°
+ 100 mM NaCl 101" (1.86) 1.40° (1.44) 0.65°(1.84)
+ 100 mM KCl 1.00" (1.83) .20 (1.24) 0.64° (1.84)
+50 mM Na,SO, 1.08" (2.00) ND ND
+ 3.4 % Sorbitol 0.97" (1.80) ND ND

., . + . . . .,
B.1. Produccién y consumo intracelular de H dependiente de reacciones de carboxilacién o

decarboxilacion

La absorcién y metabolismo de nutrientes por las plantas envuelve la produccion y consumo
de H™. tanto dentro de las células como en ¢l medio externo, existiendo evidencias experimentales
de una estrecha regulacion del pH intracelular. En general. en las reacciones metabolicas que
envuclven a los H' como rcactantes. las constantes de equilibrio aparente y parametros
relacionados. como cambio en la cnergia libre y potencial redox, muestran una dependencia del pH.
Dos ejemplos muy importantes en biologia son la hidréhsis de ATP y la oxidacion de NADH o
NADP. Entre los mecanismos para la regulacion del pH citoplasmatico, la propuesta hecha por
Davics (1973) de que ¢l pH del citoplasma puede ser controlado por regulacion de grupos

carboxilicos. relaciona este proceso con la actuacion de los enzimas fosfoenolpiruvato carboxilasa y
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cnzima malico. Asi. ante un cxeeso de produccion de OH (o consumo de H') aumenta el pH del
citoplasma lo suficiente para aumentar la actividad del primer enzima. lo que conduce a la
formacion v disociacion de acido malico. Contrariamente. la produccion de H” (o consumo de OH),
disminuye ¢l pH del citoplasma. inhibe la formacion de malato. y activa ¢l enzima malico con
formacion de piruvato. CO,y OH™.

Los resultados del cfecto de la sal sobre la actividad de estos enzimas se muestran en la
Tabla 19. En los callos controles. no se¢ detectaron variaciones significativas en dichas actividades,
respecto a los callos adaptados a 25 v 30 mM NaCl. mientras que los callos adaptados a 100 mM
NaCl mostraron un importantc incremento de las actividades fosfoenolpiruvato carboxilasa y

enzima malico.

Tabla. 19. Actividades fostocnolpiruvato carboxilasa (PEPC) y NADP-enzima malico (ME) en
callos de tomate controles v adaptados a la sal. asi como de estos callos desarrollados durante un
subcultivo en distintas concentraciones de NaCl. Los resultados. expresados como nmoles de
NADH oxidado (PEPC) o NADP reducido (ME). mg' de proteina. min", son media de 3
experimentos independientes. Letras iguales en la misma columna, representan grupos homogéneos
segun el analisis multifactorial de la varianza de Duncan. P= 93%,

Tratamiento Actividad PEPC Actividad ME
nmoles de NADH. mg”. nmoles de NADP. mg™. min
min”!
Callos controles 9.50° 19.97°

Callos adaptado:

25 mM NaCl 10.20° 18.67°
S50 mM NaCl 10.03° 19.57°
100 mM NaCl 17.68° 28.78°

Callos controles desarrollados
durante un subcultivo en:

25 mM NaCl 9 88" 20.12°

50 mM NaCl 10.08" 18.93°

100 mM Na(Cl 8.94" 19.02°
Callo adaptade 50 mM NaCl 9.89" 20.05°
desarrollado durante un

subcultivo en 100 mM NaCl
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Resultados

El desarrollo de los callos controles. durante un subcultivo. en medios suplementados con
25,506 100 mM NaCl. v de los callos adaptados a 50 mM NaCl ¢n medios suplementados con 100

mM NaCl. no indujo cambios significativos cn las actividades de cstos enzimas (Tabla 19.).

C. Estudios a nivel de membranas
C.1. Actividades H-ATPasa y H'-PPasa asociadas a la fraccion microsomal.

La fraccion microsomal definida como el conjunto de membranas celulares sedimentadas
tras centrifugar a 100.000 g el sobrenadante procedente de la centrifugacion del homogenado
celular a baja velocidad. csta constituida por vesiculas de plasmalema. tonoplasto, Aparto de Golgi
v reticulo endoplasmatico. Puesto que durante ¢l proceso de obtencion de la fraccion microsomal,
las vesiculas de membrana quc se obtienen pueden orientarse de forma natural o invertida, la
determinacion de la actividad total de los enzimas marcadores de dichas membranas requiere el uso
de un detergente (cn nuestro caso Brij 38). En general. la actividad basal corresponde a la actividad
determinada en ausencia de detergente: la actividad total a la obtenida en presencia de Brij 58; y la
actividad latente a la obtenida por difcrencia entre las actividades total y basal. La latencia de las

vesiculas se define como la actividad latente expresada en porcentaje de la actividad total

En la tabla 20. sc muestran las actividades de los enzimas H-ATPasa y H'-PPasa de
microsomas obtenidos a partir dc callos controles v adaptados a 25, 50 v 100 mM NaCl. En general,
las distintas fracciones microsomales presentaron altas actividades ATPasicas asociadas al
plasmalema (AVa-ATPasa) y. ¢n menor medida. al tonoplasto (ANO;-ATPasa) y mitocondria (AN;-
ATPasa). Las actividades H'-PPasa v H -ATPasa sensibles a vanadato, nitrato y azida no
experimentaron cambios notables tras la adaptacion de los callos a 25 y 50 mM NaCl; mientras que
la adaptacion a 100 mM NaCl provoco una reduccion de mas de un 20 % en la actividad AVa H'-

ATPasa v de mas de un 40% cn las actividades ANO; H-ATPasa y H'-PPasa.



Resultados

Tabla 20. Actividades H -ATPasa v H -PPasa de membranas microsomales aisladas de callos de

tomate controles v adaptados a 25, 50 v 100 mM NaCl. Los resultados. expresados en micromoles
. A . - . . . .

de Pi. mg™ proteina. h™. son media £DE dc tres experimentos independientes.

Actividades enzimaticas Callos Callos adaptados
controles

25mM NaCl 50 mM NaCl 100 mM NaCl

H'-ATPasa

Actividad basal (pH 6.5) 6.18+0.74 6.030.61 5.8940.82 4.5540.29
Actividad total (pH 6.5) 8.700.68 8.37+0.88 8.15+0.75 6.2740.33
Actividad AVa total (pH 6.5) 3514075 5.4020.93 5.0010.68 4.3540.19
Actividad Total (pH 8.0) 4.97 £1.03 512 2113 5.05 £1.21 3.66 +0.14
Actividad ANO; total (pH 8.0) 15040 42 2.09+0.94 1.50+0.63 0.87+0.11
Actividad AN; total (pH 8.0) 0.92+0.30 |.47+0.4 1.00+0.49 0.88+0.08
H'-PPasa

Actividad Total (pH 8.0) 1.3540.35 | .88+0.75 1.40+0.30 0.78+0.15

Las actividades H -ATPasa v H'-PPasa d¢ microsomas aislados de callos controles 'y,
posteriormente, desarrollados durante un subcultivo en 25, 50 6 100 mM NaCl se muestran en la
Tabla 20. El crecimiento de los callos controles en medio de cultivo conteniendo 25 mM NaCl no
indujo cambios significativos en las actividades AVa-ATPasa. ANO;-ATPasa, AN;-ATPasa y H'-
PPasa. Sin embargo. ¢l mantenimiento ¢ los callos controles durante un subcultivo en 50 y 100 mM
NaCl inhibio considerablemente las actividades AVa-ATPasa v ANO;-ATPasa, y no asi las
actividades AN;-ATPasa v H'-PPasa. Los resaltados indicados en la Tabla 21. también muestran
como el crecimicnto durante un subcultivo de los callos adaptados a 50 mM NaCl en 100 mM NaCl

no provocd cambios en ninguna de las actividades fosfohidroliticas determinadas.



Resultados

Tabla 21. Actividades H'-ATPasa v H'-PPasa asociadas a la fraccion microsomal de callos
controles v adaptados a 50 mM NaCl desarrollados durante un subcultivo en medios diferenciales
de NaCl. Los resultados. expresados en micromoles de Pi. mg' proteina. ' son media £DE de tres
experimentos independicntes. ' ‘

Actividades Callos Callos controles desarrollados Callos adaptados a 50
enzimaticas controles durante un subcultivo en mM NaCl desarrollados

durante un subcultivo en

25 mM 50 mM 100 mM S50 mM 100 mM

Na(Cl NaCl NaCl NaCl NaCl
H'-ATPasa
Actividad basal
(pH 6.5) 6.18+0.74 7.00+0.71 5.30x1.17  5.03%0.08 5.89+0.82 5.80+0.93

Actividad total
(pH 6.5) 8.70+0.68  9.77+0.93 7324037 7.00+0.15  8.15+£0.75  7.95+0.72

Actividad AVa

total (pH 6.5) 3. 6.50+1.00 4.6040.20 4.0630.56  5.00+0.68  4.90+0.57

i
I+
fant
—~
h

Actividad Total
(pH 8.0) 4.97+1.03 439+1.00 4.82+0.83  3.34+£033  35.05+]1.2] 5.12+1.25

Actividad ANOQO;
total (pH 8.0) 1.304032 1314029  1.15£0.17  1.00£0.13  1.50+0.63  1.6510.58

Actividad  AN;
total (pH 8.0) 0.9240.50  0.98+0.07 1.07+0.12 0.90+0.17 1.00x049  0.9840.53

H'-PPasa
Actividad Total 1354033 1.30+0.19 1.
(pH 8.0)

wn
w2
[y

0.21 1224022 1.40%0.30 1.42+0.32

Por otra parte. tanto los callos adaptados a 25, 50 y 100 mM NaCl como los callos controles
crecidos en presencia de dichas concentraciones salinas durante un subcultivo presentan valores
similares de latencia lo que indica que tras la extraccion de la fraccion microsomal de los callos
correspondientes a las distintos tratamientos, la proporcion de vesiculas de plasmalema con

orientacion natural o invertida ¢s del mismo orden (Tabla 22.).

-
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Resultados

Tabla 22. Latencia del enzima H'-ATPasa de plasmalema determinada a nivel de la fraccion
microsomal de¢ callos controles v adaptados a 25, 50 v 100 mM NaCl v, posteriormente,
desarrollados durante un subcultivo en medios suplementados con 25, 50 6 100 mM NaCl. Los
resultados, expresados en porcentaje de la actividad latente respecto a la actividad total a pH 6.5,
son media +DE de 3 experimentos independientes.

Tratamientos Latencia
%
Callos controles 28.96 £3.00

Adaptado a:

25 mM NaCl 2793 +2.85
S0 mM NaCl- 27.73 £2.32
100 mM NaCl 27.43 +2 .38
Controles desarrollados durante
un subcultivo en:
25 mM NaCl 2835 +2.43
50 mM NaCl 2739 £2.21
100 mM NaCl 28 14 +1.54
Adaptados a 50 mM NaCl 27.04 £2.68

desarrollados durante un
subcultivo en 100 mM NaCl

Para estudiar el cfecto de un estrés de corta duracion sobre las distintas actividades H'-
ATPasas asociadas a las membranas microsomales. los callos se disgregaron durante 12 horas en
medio liquido de composicion idéntica al medio de multiplicacion incubandose posteriormente
durante una hora c¢n sorbitol 1.6 %, 2 mM K,SO; v 0.1 mM CaSO, a pH 6.8 en las condiciones
descritas en Material v Mctodos (apartado B.6.3)). Tras la incubacion. se estresaron las células
obtenidas durante 15 minutos por adicion al medio de 100 mM NaCl y se aislaron las membranas
microsomales de estas células. determinandose las actividades H'-ATPasas.

Como pucde observarse en los resultados de la Tabla 23. el estrés por 100 mM NaCl no
provocd cambios significativos ¢n las actividades AVa-ATPasa. ANO;-ATPasa y AN3;-ATPasa asi
como H'-PPasa dc membranas microsomales de callos controles y adaptados a 50y 100 mM NaCl.
Ademas. la latencia del enzima H'-ATPasa de plasmalema medida a pH 6.5 fue similar para todos
los tratamicntos salinos. lo que indica que la proporcién relativa de las vesiculas de plasmalema con

oricntacion natural o invertida cra similar en todos los casos (Tabla 24.).
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Tabla 23. Efccto de un estrés de corta duracion (13 minutos) con 100 mM NaCl sobre diferentes
actividades H'-ATPasas v H -PPasa de membranas microsomales aisladas de callos controles y
adaptados 30 v 100 mM NaCl. Los resultados. expresados en micromoles de Pi. mg” proteina. h,
son media £DE de tres experimentos independicntes.

Actividades enzimaticas Callos controles Callos adaptados a Callos adaptados a
50 mM NaCl 100 mM NaCl

- NaCl + NaCl - NaCl + NaCl - NaCl + NaCl

H*-ATPasa

pH 6.5
Actividad basal 537 +0.80 4.82+0.72 5124093 523 +0.38 3.88 £0.81 3.33 £1.19
Actividad total 75364105 683 £1.02 7.08£1.02 7.22+1.12 545 +1.36 4.67 +1.81
Actividad AVa total 5.03 +0.63 482 +0.99 436+0.52 484 +0.66 3.97 +0.55 3571091
pH 8.0
Actividad Total 384 +0.83 3.92+0.77 3.79 £0.89 3.77 £0.85 2.65+0.24 2.62 +0.28
Actividad ANO; total | 37 +0.47 1702037 137 40.12 1.254046 0.79 £0.28 0.95 £0.48
Actividad AN; total 084 +021 0812031 091 £028 117033 080027 0.84 £0.10

H'-PPasa
Actividad Total a pH 8.0 1.23 £0.36 1.34+044 128 2048 1.50+0.65 0.71 £0.16 0.85 +0.36

Tabla 24. Latencia del enzima H'-ATPasa de plasmalema determinada a nivel de la fraccién
microsomal de callos controles v adaptados a 30 v 100 mM NaCl tras ser sometidos a un estrés de
15 minutos con 100 mM NaCl. Los resultados. expresados en porcentaje de la actividad latente a
pH 6.3 respecto a la actividad total. son media +DE de 3 experimentos independientes.

Tratamientos Latencia
Y%
Callos controles
- 28.96 £2.57
+ estrés con 100 mM NaCl 20.42 +2 83

Adaptados a 50 mM NaCl
- 27.68 £3.10
+ estrés con 100 mM NaCl 27.56 +3 03
Adaptados a 100 mM NaCl
- 28.81 £2.00
+ estrés con 100 mM NaCl 28.69 +2.31
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C.2. Transporte de H" dependiente de ATP en vesiculas microsomales

La mcedida cspectrotluorimetrica de extincion de fluorescencia de la sonda de pH ACMA,
sirvio de base para cstudiar ¢l transporte de H' dependiente de ATP en vesiculas microsomales

Respecto a los callos controles. la adaptacion de los callos a 25 v. sobre todo, 50 mM NaCl
indujé un incremento de la velocidad especifica de extincion de fluorescencia (VQs) y de la
extincion maxima de fluorescencia (Qmax). Por el contrario, en las vesiculas microsomales aisladas
de callos adaptados a 100 mM NaCl dichos parametros. relacionados con el transporte de H

dependiente de ATP. aparccen fuertemente inhibidas (Tabla 25.)).

Tabla 25. Transporte de H™ dependiente de ATP a nivel de vesiculas microsomales de callos

controles v adaptados a distintas concentraciones de NaCl. Los resultados, expresados como

velocidad  cspecitica de extincion de  fluorescencia (VQs) v como  extincion maxima de
~

fluorcscencia(Qmax). son media de 3 experimentos independientes. Letras iguales en la misma

columna representan grupos homogeéneos segun el analisis multifactorial de la varianza de Duncan,
P= 95‘%},

Tratamientos VQs Qmax
% Q. min”. mg”’ % Q. mg’
Callos controles 2498 ¢ 21.38°

Adaptados a:

25 mM NaCl 28.65° 24.57°
50 mM NaCl 34.80 ¢ 28.76 °
100 mM NaCl 13.12¢ 10.47 ¢

Para determinar si estos cambios en la actividad transportadora de H™ de vesiculas de
microsomas en funcion de los tratamientos salinos cran atribuibles al enzima H'-ATPasa de
plasmalema. se determind dicha actividad ¢n presencia de ortovanadato 400 uM en el medio de
rcaccion. Comparativamente con los callos controles, la actividad AVa-VQs de microsomas de
callos adaptados a 23 v 30 mM NaCl. s¢ estimulo significativamente. La estimulacion no fue debida

a cambios ¢n la orientacién de las vesiculas. puesto que la latencia del enzima H'-ATPasa de
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plasmalema fue similar ¢n los callos controles v adaptados al NaCl (Tabla 22.). Asimismo, la
actividad fosfohidrolitica del cnzima de plasmalema no mostré cambios con la adaptacion, por lo
que consecuentemente, la razon H' extruidos/ ATP hidrolizado por dicho enzima fue superior en los

callos adaptados a 25 v 30 mM NaCl (Tabla 26.).

Tabla 26. Actividad AVa-ATPasa basal. transporte de H dependiente de ATP sensible a vanadato
vy razéon H' extruidos/ ATP hidrolizado ¢n microsomas de callos controles v adaptados al NaCl. Los
resultados son media de 3 experimentos independientes. Letras iguales en la misma columna
representan grupos homogéncos segin ¢l andlisis multifactorial de la varianza de Duncan, P= 95%.

Tratamientos Hidrdlisis de ATP Transporte de H' H'/ATP
pmoles. me” ! % Q. min”'. mg”’
AVa Basal AVa-VQs
Callos controles 440" ., 10.21° 23°
Adaptados a:
25 mM NaCl 433" 13.10° 3.0°
50 mM NaCl 4.04° 15.07°¢ 38°
100 mM NaCl 338" 7.10¢ 2.1°

Por ¢l contrario. en los callos adaptados a 100 mM NaCl se observo una fuerte disminucion tanto de
la actividad AVa-ATPasa basal como ¢l bombeo de H asociado a la H'-ATPasa de plasmalema
(AVa-VQs). de lo que resulto una razon H™ extruidos/ATP hidrolizado del mismo orden en las

vesiculas de callos controles v adaptados a 100 mM NaCl (Tabla 26.).

Cuando los callos controles fucron transferidos durante un subcultivo a medios conteniendo
25 mM NaCl no se detectaron cambios notables en la actividad transportadora de H', mientras que
la transferencia a medios con 30 v. sobre todo. 100 mM NaCl inhibié la velocidad inicial de
extincion de fluorescencia v la extincion maxima. Ademas, tanto la actividad basal AVa H'-ATPasa
como, en mayor proporcion. la velocidad inicial de transporte de H' sensible a vanadato (AVa-VQs)
fueron inhibidas cuando los callos controles se transfiricron durante un subcultivo a 50 6 100 mM

NaCl (Tablas 27. v 28.).
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Tabla 27. Transporte d¢ H dependiente de ATP en vesiculas microsomales de callos de tomate
controles v adaptados a 30 mM NaCl desarrollados durante un subcultivo en medios suplementados
con diferentes concentraciones de NaCl. Los resultados son media de 3 experimentos
independientes. Letras iguales en la misma columna representan grupos homogéneos segin el

analisis multifactorial de la varianza de Duncan. P= 93%.

Tratamientos Transporte de H'
VQs Omax
e % Q. min”! mg’ % Q. mg'
Callos controles 2498 ¢ 21.38°
Controles desarrollados en:
25 mM NaCl 25.08° 20.28 ¢
50 mM NaCl 20.73° 17.64 "
100 mM NaCl 13.18°¢ 8.82°
Callos adaptados a 50 mM NaCl 34.80 ¢ 28.76 ¢
Adaptados a SO0 mM NaCl desarrollados 34.72¢ 28.73 ¢

en 100 mM NacCl

Por otra parte. la transterencia de los callos controles durante un subcultivo a 25 y 50 mM
NaCl no indujo cambios ¢n la razéon H™ extruidos/ATP hidrolizado, mientras que la transferencia a
100 mM NaCl provoco una reduccion significativa en dicha razon (Tabla 28.). En el caso de los
callos adaptados a 30 mM NaCl. ¢l mantenimiento en medios conteniendo 100 mM NaCl durante
un subcultivo no alterd ni la extrusion de H dependiente de ATP ni la actividad AVa H'-ATPasa

basal. ni. por tanto. la razon H'/ATP (Tabla 27. v 28.).

Las Tablas 29. v 30. mucstran los resultados correspondientes al efecto de un estrés salino
de corta duracion (100 mM NaCl durante 13 minutos) sobre la hidrolisis de ATP y actividad
transportadora dc H' de membranas microsomales aisladas de callos controles y adaptados al NaCl.
Las condiciones indicadas de estrés provoco un incremento en la velocidad inicial de transporte de
H' (VQs) a nivel de las vesiculas aisladas de callos controles v adaptados a 50 y 100 mM NaCl, no

observandose cambios ¢n la extincion maxima de fluorcscencia (Qmax).
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Tabla 28. Actividades AVa H -ATPasa basal. transporte de H™ dependiente de ATP sensible a
vanadato y razén H' extruidos/ ATP hidrolizado ¢n vesiculas microsomales de callos control y
adaptados a 50 mM NaCl crccidos durante un subcultivo cn medios suplementados con diferentes
concentracioncs de NaCl. Los resultados son media de 3 experimentos independientes. Letras
igualcs en la misma columna representan grupos homogéncos scgin cl analisis multifactorial de la

varianza de Duncan. P=93%.

Tratamientos Hidrolisis de ATP Transporte de H H'/ATP
; pmoles. mg! nt % Qmin” mg’!
| - AVa Basal AVa-VQs
| Callos controles 4.40° 1021° 23°
Controles desarrollados en:
25 mM NaCl 423° 9.72° 24°
50 mM NaCl 3.77° 8.29° 22°
100 mM NaCl 335°¢ 420° 1.3°
| Calles adaptados a 50 mM NaCl 4.04" 15.07¢ 38°
Adaptados a 50 mM NaCl desarrollados 394" 14.68 " 37°¢

en 100 mM NaCl

Tabla 29. Efecto de un estrés de corta duracion (13 minutos) por 100 mM NaCl sobre el transporte

de H™ dependiente de ATP en microsomas de callos controles v adaptados a 50 y 100 mM NaClL
| Los resultados son media de 3 experimentos independientes. Letras iguales en la misma columna
| representan grupos homogéneos segin ¢l analisis multifactorial de la varianza de Duncan, P=95%.

Tratamientos Transporte de H'
Qs Omax
rrrrrr % Q. min” mg’ % Q. mg!
Callos controles
- 2645° 16.69 °
Estrés por 100 mM NaCl 44.60 " 17.52°
Callos adaptados a 50 mM NaCl
- 32.27° 22.58°
Estrés por 100 mM NaCl 46.14 23.91°
Callos adaptados a 100 mM NaCl
- 10,93 ¢ 8.99 ¢
Estrés por 1000 mM NaCl 1530° 9.67°¢
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Dcl mismo modo. un estrés por 100 mM NaCl durante 15 minutos incrementé la velocidad inicial

- de transporte de H' dependiente de ATP sensible a vanadato (Tabla 30.) ¢l cual no era debido a un

cambio cn la oricntacion de las vesiculas va que la actividad AVa H'-ATPasa basal no se vio
afectada. En funcion de estos hechos. las condiciones de estrés aumentan la razon H' extruidos/ATP
hidrolizado s¢ incremento en los callos controles v en los adaptados a 50 v 100 mM NaCl (Tabla

30.).

Tabla 30. Efecto de un cstrés de corta duracion (135 minutos) por 100 mM NaCl sobre la actividades
AVa H'-ATPasa basal. transportc de H™ dependiente de ATP sensible a vanadato y razén H'
extruidos/ ATP hidrolizado en vesiculas de microsomas de callos controles y adaptados a 50 y 100
mM NaCl. Los resultados son media de 3 experimentos independientes. Letras iguales en la misma

columna representan grupos homogénceos scgtn ¢l analisis multifactorial de la varianza de Duncan,
P=93%,

Tratamientos Hidrolisis de ATP Transporte de H' H/ATP
umoles. mg™ ' % Q. min”'. mg’
AVa Basal AVa-VQs
Callos controles
- 291° 10.81° 3.7°
Estrés por 100 mM NaCl 2.77° 22.77° 82°
Callos adaptados a 50 mM NaCl
- 2.08° 18.53° 8.9°
Estrés por 100 mM NaCl 2.54° 27.98 ¢ 11.0¢
Callos adaptados a 100 mM
NaCl
- 2.40° 8.26° 34°
Estrés por 100 mM NaCl 223" 13.25" 59°

e M s s +
C.3. Deteccion inmunolégica de la H'-ATPasa de plasmalema

La deteccion immunolédgica del enzima H'-ATPasa de plasmalema, en las fracciones
microsomales aisladas en funcion de los tratamientos salinos. se realizo mediante técnicas de
inmunoblotting utilizando un anticucrpo policlonal especifico de conejo que contenia el extremo

carboxilo terminal del enzima H'-ATPasa de plasmalema de Arabidopsis thaliana. Tanto en
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microsomas de callos controles como de callos adaptados a 30 vy 100 mM NaCl, ¢l anticuerpo
utilizado reconocia una banda de. aproximadamente. 100 KDa. si bicn la intensidad de dicha banda
era menor ¢n los microsomas de callos adaptados a 100 mM NaCl que en fos de callos controles y

adaptados a 30 mM NaCl (Figura 19.).

C.4. Purificacion del plasmalema: particion de fases

La purificacion de plasmalema a partir de la fraccion microsomal se ha realizado mediante
particion en doble tasc polimero acuosa. El sistema de particion estuvo compuesto por 5.6 % (P/P)
dextrano T-300. 3.6 % (P/P) PEG 3330. 5 mM KH-PO, (pH 7.8). 0.5 M sacarosa y 5 mM NaCl. En
las fracciones obtenidas de las fases superior (Uy) ¢ inferior (L)) tras la particion de las membranas
microsomales se determinaron las actividades de diferentes enzimas marcadoras de las distintas
membranas celulares: H'-ATPasa sensible a vanadato (marcador de plasmalema), H'-ATPasa
sensible a nitrato (marcador de tonoplasto). H'-ATPasa scnsible a azida (marcador de mitocondria),
UDPasa latente (marcador de Aparato de Golgi) y NADH citocromo ¢ reductasa insensible a
Antimicina A (marcador del rcticulo endoplasmatico).

Es importante ¢l hecho de que con este sistema de particion se ha conseguido una fraccion
membranaria U, compucsta en mas del 80 % por plasmalema, en la que las actividades de los
enzimas marcadoras de mitocondrias y tonoplasto eran practicamente nulas y, muy bajas, las
marcadoras del Aparato de Golgi v reticulo endoplasmatico (Tabla 31.). Por otra parte, el
rendimicnto en proteinas de dicha fraccion enriquecida en plasmalema fue similar cuando se parti6
de callos controles v adaptados a 50 mM NaCl. representando aproximadamente 2.5 % de la
fraccion microsomal. mientras que en los callos adaptados a 100 mM NaCl ¢l rendimiento fue muy

supcrior alcanzando cast ¢l 4 % de la protcina microsomal (Tabla 32.).



C 50 100

110 —

Figura 19. Immunoblot mostrando la union de un anticuerpo anti H*-ATPasa de plasmalema a
proteinas microsomales de callos de tomate controles (C) y adaptados a 50 (50) y 100 mM NaCl
(100). En todos los casos se cargaron en los geles de electroforesis cantidades iguales de proteina
microsomal (150 pg). El peso molecular de alguna de las proteinas usadas como estandar se muestra
a la izquierda de la figura.
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Tabla 32. Actividades de cnzimas marcadores a nivel de microsomas v en las fascs superior ¢
inferior obtenidas tras someter a particion de fases las membranas microsomales de callos controles
v adaptados a 30 v 100 mM NaCl. Los resultados. expresados como pmoles. h'. mg proteina, son
media £DE de 6 experimentos independientes. N.D. no detectado.

Microsomas Particion de fases
Fase superior (Ul) Fase inferior (L1)

Callo control

Actividad H'-ATPasa total (pH 6.3) 8.70 +£0.68 17.87 £5.64 6.42 +2.77
Actividad AVa-ATPuasa 351 20.75 17.39 +4.73 4.23 £1.02
Actividad ANO -ATPusa - 1.50+0.42 N.D. 2.90 +0.23
Actividad AN;-ATPasa 0.92 £0.50 N.D. 1.0 £0.72

Actividad UDPasa latente 4 33 +0.43 1.88 +0.61 9254204
Actividad  NADH  citocromo ¢ 1081 +£3.29 1.92 £0.70 12.07 +2.18

reductasa insensible a antimicina A

Callos adaptados a 50 mM NaCl

Actividad H"-ATPasu total (pH 6.3) 8.15 +£0.75 18.67 £5.00 420 *1.75
Actividad AVa-ATPasa 5.00 £0.68 18.20 +4.32 3.50+1.28
Actividad ANO A TPasa 1.70 £0.63 N.D. 2.3220.23
Actividad AN-ATPasa 1.00 £0.49 N.D. 2.3240.23
Actividad UDPasa latente 5.05 +2.46 1.67 +£0.54 6.50 £0.57
Actividad ~ NADH  citocromo ¢ 12 08 +1.21 1.99 £0.66 14.24 +1.00

reductasa insensible a antimicina A

Callos adaptados a 100 mM NaCl

Actividad H'-ATPasa total (pH 6.3) 6.27 £0.63 12.73 £2.25 3.50£2.08
Actividad AVa-ATPasa 4.05 £0.49 11.28 £1.96 2.08 +2.24
Actividad ANO -ATPasa 0.87 +0.19 N.D. 0.95 +0.62
Actividad AN ;-ATPuasa 0.88+0.11 N.D. 204 051
Actividad UDPasa latente 334 +1.34 236 £1.05 11.84 +2.59
Actividad  NADH  citocromo ¢ 303 +0.92 0.6 £0.25 3.30 +0.15

reductasa insensible a antimicina A

w)
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Tabla 32. Contenido en proteina en la fase superior (Ul) de la particion en Dextrano/PEG de los
microsomas aislados de callos controles v adaptados a 350 y 100 mM NaCl. Los resultados,
expresados en pg. mg™' proteina microsomal, son media de 6 experimentos independientes. Letras

iguales representan grupos homogéneos scgun ¢l andlisis multifactorial de la varianza de Duncan,
P=95%.

Tratamientos Contenido en proteina
(ug. mg’')

Callos controles 27.34°
Adaptados a 50 mM NaCl 24.00°
Adaptados 100 mM NaCl 39.95°

C.4.1. Actividad H™-ATPasa

Respecto a los callos controles, la adaptacion a 50 mM NaCl no provoco cambios en la
actividad H-ATPasa sensible a vanadato. mientras que la adaptacion a 100 mM NaCl inhibié dicha
actividad en un 35 % (Tabla. 31.).

La actividad H'-ATPasa total en plasmalema de los callos de tomate se ha determinado
utilizando Brij 38 a una concentracion superior a 7.5 pg. mi™ (Figura 20.). El valor de la actividad
H™-ATPasa. en presencia v ausencia de este detergente, permitio determinar que el 90 % de las
vesiculas de plasmalema aisladas por particion de fases presentaban una orientacion natural (cara
citoplasmatica oricntada hacia ¢l interior de la vesicula aislada).

En cuanto al cfecto de los inhibidores sobre la H'-ATPasa de plasmalema, 400 pM de
ortovanadato sodico provoca la total inhibicion del enzima (Figura 21.). Los tratamientos salinos no
condicionaron ¢l cfecto de este inhibidor especifico sobre el enzima H'-ATPasa de plasmalema
(datos no mostrados).

En cuanto al efecto de la concentracion de sustrato (ATP) sobre la actividad del enzima, los
resultados mostrados ¢n la Figura 22. indican que la actividad de H'- ATPasa sensible a vanadato
presenta una curva de saturacion de tipo Michaclis-Menten. Los parAmetros cinéticos, constante de
afinidad del enzima por ¢l sustrato (Km) y actividad maxima (Vmax), determinandose por analisis
de regresion lincal. muestran cambios significativos entre los callos controles y adaptados al NaCl

(Figura 23. v Tabla 33)).
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Figura 20. Efecto del Brij 38 sobre la actividad H'-ATPasa de vesiculas de plasmalema
purificadas de callos controles. Los resultados. expresados en micromoles de Pi. mg'1 proteina

-1 . . . . . ,
h™, son media de 3 experimentos independientes que no difieren en mas de un 10 % del valor
medio.
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Figura 21. Efecto del ortovanadato sodico sobre la actividad H'-ATPasa de plasmalema de

. . -1 ; -1
callos controles. Los resultados. expresados en micromoles de Pi. mg ™. proteina h™ , son
media de 3 experimentos independientes que no difieren en mas de un 10 % del valor medio.
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Figura 22. Efecto dc la concentracion de ATP sobre la actividad H'-ATPasa de plasmalema de
callos de controlcs v adaptados a 50 y 100 mM NaCl. Los valores son media de 3 experimentos
independientes que no difieren en mas de un 10 % del valor medio.

0.9 - A
: e ¢ Control
0.8 - -
0.7 - e 50 mM NaCl
0.6 - R
. e ® a 100 mM NaCl
< 05 A
04 | L P Lineal (50 mM NaCl)
03 4 Y ° ae Lineal (Control)
02 g4 & ~ - - —Lineal (100 mM NaCl
o.lﬂﬁm-g'en ineal ( m aCl)
0 - -
0 2 4 6 8 10 12

/ATP (mM-1)

Figura 23. Representacion de Lineweaver-Burck derivada de la cinética de saturacion por
sustrato correspondicnte a la Figura 22. Los valores son media de 3 experimentos

. . . , . a1 4 -1
independientes que no difieren en mas de un 10 % del valor medio. V: umoles. mg™.h™.
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Tabla 33. Parametros cinéticos (Km aparente para el Mg-ATP y Vmax) del enzima H'-ATPasa de
plasmalema de callos controles vy adaptados a 30 y 100 mM NaCl. Los resultados son media de 3
experimentos independicntes. Letras iguales en la misma columna, representan grupos homogéneos
segun ¢l analisis multifactorial de la varianza de Duncan. P= 953%.

Tratamientos Ecuacion de Coeficiente de  Km Vimax
regresion correlacion (mM) (umoles Pi. mg".h™)
Callos controles v =0.0518x+0.0524 R*=0.99 0.988° 19.08*°
Adaptados a 50 mM v =0.0327x+00336  R*>=0.99 0.610° 18.65°
NaCl
Adaptados a 100 mM v = 0.0859x+0.0893 R*=0.99 0.960" 11.17°
NaCl

Los valores de Vimax. obtenidos a partir de la representacion de Lineweaver-Burck (Figura 23.), son
similares en los callos controles v adaptados a 50 mM NaCl, mostrando una fuerte inhibicion en
condiciones de 100 mM NaCl. El enzima H'-ATPasa de plasmalema mostré una mayor afinidad
por ¢l sustrato en condiciones de adaptacién a 50 mM NaCl, al presentar valores de Km de 0.61 mM
frente a 0.99 mM v 096 del enzima de los callos controles v adaptados a 100 mM NaCl,

respectivamente,

C.4.2. Transporte de H' dependiente de ATP

Como se ha indicado. el sistema de purificacion de plasmalema por particion de fases en
dextrano/PEG da lugar a la formacion de vesiculas con orientacién mayoritariamente natural (cara
citoplasmatica de la membrana plasmatica orientada hacia ¢l interior de la vesicula) y puesto que la
medida fluorimetrica del transporte de H' asociado al enzima H'-ATPasa solo es posible en
vesiculas “inside-out™, fue necesario la reorientacion de las vesiculas aisladas. Para ello, se utilizo
Brij 38 que induce la inversion de las vesiculas sin afectar a la permeabilidad de las mismas
(Johansson v col.. 1995). Tras ensavar cl transporte de H™ dependiente de ATP en presencia de
diferentes concentraciones de Brij 38, pudo observarse como concentraciones de Brij 58 entre 0.010

y 0,075 % de Brij 38 en ¢l medio de medida incrementaron la velocidad inicial de extincion de
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tfluorcscencia la cual se mantenia cstable a concentraciones superiores de dicho compuesto. De aqui
que las determinaciones del transporte de H™ en vesiculas de plasmalema se realizaran en presencia
de 0.075 % de Brij 538 (Figura 24.).

En relacion a las membranas de callos controles, la adaptacion a 50 y 100 mM NaCl
indujeron, respectivamente. un incremento v una inhibicién de la actividad transportadora de H'
(VQs y Qmax) en las vesiculas de plasmalema (Tabla 34.). En presencia de ortovanadato (600 pM),
el transporte de H™ dependiente de ATP se inhibié en un 80 % mientras que la bafilomicina (300

mM) y la azida (I mM) no ¢jercicron efecto alguno sobre dicha actividad (Tabla 34.).

Respecto a las vesiculas de plasmalema aisladas de callos controles, la actividad
transportadora de H™ dependicnte de ATP v sensible a vanadato de los callos adaptados a 50 mM
NaCl fue considerablemente superior. mientras que, por el contrario, en las vesiculas de los callos
adaptados a 100 mM NaCl dicha actividad se inhibid en casi un 50 % (Tabla 34.). En funcién de
estos resultados. la razon H™ transportados/ATP hidrolizado por el enzima H'-ATPasa sensible a

vanadato fue muy supernior en los callos adaptados a 50 mM NaCl (Tabla 33.).

Tabla 34. Transporte de H™ dependiente de ATP en vesiculas de plasmalema de callos controles y
adaptados a 50 v 100 mM NaCl. Los resultados son media de 4 experimentos independientes.
Letras iguales en la misma columna representan grupos homogéneos segun el analisis multifactorial
de la varianza de Duncan. P= 95%.

Tratamientos Qmax total VQs (%0. min”'. mg')
(%0. mg".) Total AVa ABafilomicina  ANj;
Callos controles 1787.3" 593.77" 429.18 - -
Adaptados a 50 mM NaCl 261819 1014.79 887.15 - -
Adaptados a 100 mM 949 8 407.07° 276.24° - -
NaCl
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Figura 24. Efccto del Brij 38 sobre el transporte de H™ dependiente de ATP en vesiculas de
plasmalema aisladas de callos de controles. Los resultados, expresados como velocidad inicial

o : . -1 . . .
de extincion de fluorescencia min~ . mg . proteina (VQs), son media de 3 experimentos
independientes que no difieren en mas de un 10 % del valor medio.
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Tabla 35. Actividad fosfohidrolitica v de transporte de H™ dependiente de ATP sensibles a vanadato
v razon H' extruidos/ ATP hidrolizado en vesiculas de plasmalema de callos controles y adaptados
a 50y 100 mM NaCl. Los resultados son media de 3 experimentos independientes. Letras iguales
en la misma columna representan grupos homogéncos scgin ¢l analisis multifactorial de la varianza
de Duncan. P=93%,

Tratamientos AVa H'-ATPasa AVa-VQs H'/ATP
umoles. mg” b, %Q. min”' mg’.
Callos control 17.39" 42918 " 24.70°
Adaptados a S0 mM NaCl 18.20° 887.15° 48.74"
Adaptados a 100 mM NaCl (128" 276.24 ¢ 24.50°

C.4.3. Transporte pasivo de protones

El grado de permeabilidad a los H™ de la membrana plasmatica de los callos control y
adaptados a 30 y 100 mM NaCl fue determinado midiendo el flujo pasivo de H" (Tabla 37.). Para
ello. una vez que el gradiente de H™ creado en las vesiculas de plasmalema por el enzima H'-
ATPasa alcanzo ¢l cquilibrio. se adicioné al medio de reaccion 3 unidades/ml de hexoquinasa y 25
mM glucosa para disipar el gradiente de H generado. La velocidad de disipacion (VQr) es

dependiente de la permeabilidad de las membranas a los H™.

Tabla 13. Transporte pasivo de protones en vesiculas de plasmalema de callos de tomate. Los
resultados, expresados como velocidad inicial de recuperacion de fluorescencia en %. min”. mg”
proteina (VQr) v como tiempo necesario para recuperar el 50 % del gradiente de H creado (T)),
son media de 3 experimentos independientes. Letras iguales en la misma columna, representan
grupos homogéncos scgin cl analisis multifactorial de la varianza de Duncan, P= 95%.

Tratamientos VQr (%0. min'. mg”) Ty (min.)

Callos control

1762.19° 34°
Adaptados a 50 mM NaCl 1844.26"° 32°
239.83 " 6°
Adaptados a 100 mM NaCl 123983 4.6
142



Resultados

Ninguno dc los paramctros utilizados (velocidad de disipacion del gradiente y tiempo
nceesario para recuperar ¢l 30 % del gradiente de H™ generado por la H'-ATPasa) se afectaron tras
adaptar los callos controles a 30 mM NaCl. micntras que la adaptacion a 100 mM NaCl provoco

una disminucion de ambos parametros.

C.4.5. Componentes lipidicos de plasmalema

Los acidos palmitico. estearico v oleico son los acidos grasos mayoritarios de los lipidos
totalcs de plasmalema. La adaptacion a la sal indujé un incremento en el contenido total de acidos
grasos. una importante reduccion del porcentaje de acido linoléico asi como de una disminucion del

indice de doble enlace respecto a las membranas de los callos controles (Tabla 38.).

Tabla 38. Composicion v contenido en acidos grasos de lipidos totales de plasmalema de callos
controles y adaptados a 30 mM NaCl. Los resultados. expresados en % de acidos grasos totales y en

-1 , . . . . .
pg. mg de proteina. son media de 2 experimentos independientes que no difieren en mas de un
10%.

. Callos control Adaptados a 50 mM NaCl
Acido graso a1 o -1 o
g, mg  prot. o peg. mg— prot. Yo

16:0 64.0 343 102.0 384
18:0 +18:1 91.5 49.0 139.5 52.6
18:2 279 14.9 11.4 43
18:3 34 1.8 12.5 4.7
Contenido Total 186.7 265.4

IDE 59.8 49.0

La Tabla 39. mucstra ¢l contenido de fosfolipidos totales y de diferentes moléculas

fosfolipidicas. asi como la razén FC/FE en plasmalema de callos controles y adaptados a 50 mM



Resultados

NaCl. La adaptacion a 50 mM NaCl indujo un incremento del contenido total en fosfolipidos, y de
cada uno de los fostolipidos identificados lo que no se tradujé en cambios importantes de la razén

FC/FE.

Tabla 39. Contenido en tosfatidilcolina (FC). acido fosfatidico (AF), fosfatidiletanolamina (FE) y
otros fosfolipidos dc¢ plasmalema de callos controles y adaptados a 50 mM NaCl. Los resultados,
expresados por pg. mg' proteina, son media *DE de dos experimentos independientes. Letras
iguales en la misma fila. representan grupos homogéneos segiin el analisis multifactorial de la
varianza de Duncan. P=95%.

Fosfolipido Callos control Adaptados 50 mM NaCl
% ug. mg” prot. % ug. mg” prot.

FC 19.8 274436 17.5 34.6 433
AF 19.0 26.3 +6.3 22.6 44.7+7.9
FE 25.0 34.5 6.0 26.1 515463
Otros 36.0 49.7£10.3 339 66.9 £13.1
Fosfolipidos totales [38.1° 197.6°
Razon FC/FE 0.8 0.7°

La composicién y el contenido en acidos grasos de fosfatidilcolina. fosfatidiletanolamina y
acido fosfatidico de plasmalema se muestra en la Tabla 40. La adaptacion de los callos a 50 mM
NaCl provocd cambios significativos en la composicion de acidos grasos de las tres moléculas
fostolipidicas analizadas. siendo los dcidos linoléico y sobre todo, palmitico los acidos grasos
mayoritarios tanto ¢n plasmalema de callos controles como adaptados.

La adaptacion al NaCl incremento el grado de saturaciéon de los acidos grasos, al mismo
tiempo que redujo el porcentaje de acido linoléico de acido fosfatidico y fosfatidiletanolamina

(Tabla 40.).
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Resultados

Tabla 40. Composicion y contenido cn acidos grasos de fosfatidilcolina (FC), acido fosfatidico
(AF) v fosfatidilctanolamina (FE) de plasmalema de callos controles v adaptados a 50 mM NaCl.
Los resultados. cxpresados en pg. mg' de proteina son media £DE de 2 experimentos
independientes. N.D. No detectado.

Acido graso Control 50 mM NaCl
pg. mg’ Yo ug. mg’! Yo
FC
16:0 132412 9.0 13.8 +1.0 57.1
18:0 1.0+0.3 3.3 29404 12.4
18:1 1.540.1 7.7 2.8+0.3 11.5
18:2 2.9+0.8 152 40403 16.6
18:3 0.5+0.1 2.6 0.7 +0.1 2.7
IDE 46.08 52.86
AF
16:0 112422 60.86 23.91 3.5 69.13
18:0 13403 7.1 1.0+0.4 12.0
18:1 1.240.6 6.3 1.040.2 11.5
18:2 44412 24.1 48412 16.6
18:3 03 +0.1 1.6 0.6 +0.2 2.7
IDE 59.21 35.72
FE
16:0 16.0+22 66.3 27.0428 75.1
18:0 18402 73 234053 6.5
18:1 1.5+0.2 6.0 221403 6.1
18:2 44416 18.3 34410 93
18:3 0.5+0.2 2.0 1.140.2 3.0
IDE 48.69 33.80

En plasmalema de callos controles v adaptados a 50 mM NaCl el B-sitosterol y el
estigmasterol fucron los esteroles libres mayoritarios. Comparativamente a las membranas de callos
controles. la adaptacion a 30 mM NaCl no indujo cambios significativos en el contenido de estas

moléculas (Tabla 41)).

En Ia Tabla 42. se muestra ¢l contenido de fosfolipidos y esteroles libres de la membrana
plasmatica de los callos controles v adaptados a 50 mM NaCl. El incremento significativo del
contenido en fosfolipidos en las membranas de callos adaptados a 50 mM NaCl sin cambios en la

tasa de esteroles hibres. se traduce en una disminucién de la razon esteroles libres/fosfolipidos.



Resultados

Tabla 41. Composicion v contenido cn esteroles libres de membrana plasmatica de callos controles
4 . -1 ‘

y adaptados a 50 mM NaCl. Los resultados. expresados en pg. mg— de proteina de plasmalema, son

media £DE de 2 experimentos independientes. N.D. No detectado

Esteroles Callos controles Adaptados a 50 mM NaCl
pg. mg’ prot. Yo pg. mg’ prot. Y
Colesterol 0.940.1 6.2 0.70.1 6.3
Campesterol 0.3%0.1 2.1 N.D. N.D.
Estigmasterol 4.0£1.0 28.1 3.340.3 28.5
-Sitosterol 9.0+1.6 63.6 7.7+2.8 65.2
Contenido total 141430 17440

Tabla 42. Contenido en fosfolipidos v esteroles libres de plasmalema de callos controles y
adaptados a 50 mM NaCl. Los resultados, expresados en pg. mg' de proteina, son media de 2
experimentos independientes. Letras iguales en la misma columna, representan grupos homogéneos
segun el analisis multifactorial de la varianza de Duncan. P= 95%.

Lipidos Fosfolipidos Esteroles libres  Esteroles/fosfolipidos
Callos control 138.06 ° 14.11° 0.10°
Adaptados a S0 mM NaCl 197.63° 11.75 0.06°

C.4.6. Cambios en las propiedades de fluidez de la membrana plasmatica

Los resultados de la Tabla 43. muestran ¢l cfecto de la adaptacion al NaCl sobre la
polarizacion de las sondas DPH v TMA-DPH, a nivel de las vesiculas de plasmalema. Se observa
una disminucidn en los valores de polarizacion de fluorescencia de la sonda DPH en las membranas
de callos adaptados a 30 mM NaCl. en relacion a los controles, mientras que los obtenidos
utilizando la sonda TMA-DPH fucron superiores en las membranas de los callos adaptados a 50

mM NaCl.
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| Tabla 43. Efccto dc la adaptacion del NaCl sobre la polarizacion de fluorescencia de las
membranas de plasmalema marcadas con las sondas DPH y TMA-DPH. Los resultados son media
de dos experimentos independicentes. Letras iguales en la misma columna representan grupos
homogéneos segun ¢l analisis multifactorial de la varianza de Duncan, P= 95%.

Tratamientos DPH TMA-DPH
Callos controles 0.2772° 02417
Adaptados a 50 mM NaCl 02716 0.2482°
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Las plantas glicofitas basan su tolerancia a la salinidad en la exclusiéon de iones en
combinacion con la sintesis de solutos organicos para su ajuste osmotico, manteniendo una alta
razon K'/Na” en el citoplasma celular. Por ello, en especies tolerantes, la capacidad para controlar
los flujos idnicos constituye un mecanismos de tolerancia, por lo que la caracterizaciéon e
identificacion bioquimica de los mecanismos que regulan esta respuesta celular pueden ser claves
en los programas de investigacion y mejora vegetal. En este sentido, puesto que la mayoria de las
especies cultivada de tomate presentan predominantemente una estrategia glicofita, el estudio de
aquellos procesos fisiologicos y bioquimicos en cultivos de tomate, regulados por las condiciones
de estrés o adaptacion al NaCl, puede coadyuvar a descifrar los mecanismos de tolerancia a este

factor.

El cultivo de lincas celulares tolerantes a la salinidad viene constituyendo una herramienta
de gran utilidad en el estudio de los mecanismos de tolerancia de las plantas a este factor ambiental.
En los ultimos aios, se ha llevado a cabo gran niimero de investigaciones para conseguir plantas
resistentes a la salinidad mediante seleccion in vitro de lineas celulares tolerantes a altas
concentraciones de NaCl. Ademas. las lineas celulares tolerantes a la salinidad han sido de gran
utilidad en el estudio de los mecanismos de defensa de las plantas frente al estrés salino. En nuestro
caso. hemos obtenido callos de tomate (Lycopersicon esculentum Mill. var Pera) adaptados a
diferentes concentraciones salinas que hemos utilizado como modelo experimental para profundizar

en los mecanismos implicados en la tolerancia al NaCl.

El analisis del crecimiento de los callos controles y adaptados a 25, 50 y 100 mM NaCl ha
revelado que la adaptacion a bajas concentraciones de sal (25 y 50 mM) no provoca inhibicion del
crecimiento sino que por el contrario, induce una clara estimulacion del mismo (Tabla 1. v Figuras
l.a. v 2)). La estimulaciéon del crecimiento a bajas concentraciones salinas se ha descrito en
diferentes tejidos (Woolly 1957 Taleisnik v Grunberg, 1994) y callos de tomate. Asi, callos de
Lycopersicon esculentum Var. Saint Pierre adaptados a 25 y 50 mM NaCl mostraron un incremento
del crecimiento hasta un 85 % (Bourgeais-Chaillou y Guerrier, 1992) y callos de Lycopersicon
peruvianum adaptados a concentraciones inferiores a 200 mM NaCl incrementaron su crecimiento
hasta un 60 % (Hassan y Wilkins, 1988). Este incrementd del crecimiento en condiciones de
adaptacion al NaCl se observa también a nivel de callos y células de otras variedades y especies
entre ellas Beta vulgaris (Le Dily v col.. 1990; Blumwald y Poole, 1987), tabaco (Ericson y
Alfinito. 1984. Murata v col.. 1994). Pisum sativum (Olmos,y Hellin, 1996). En general, la
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estimulacion del crecimiento por bajos niveles de salinidad ha sido interpretada como el resultado
de una mejora de las relaciones hidricas atribuible a la acumulacion de tones (Munns y col., 1983).
Sin embargo, en nucstras condiciones experimentales, ¢l contenido hidrico fue similar en los callos
control v en los adaptados a 25 v 50 mM NaCl. Ademas de mejorar las relaciones hidricas, bajas
concentraciones de Na' puede sustituir parcialmente al potasio en el metabolismo celular
provocando una estimulacion del crectmiento (Patnaik v Debata, 1997; Kumar y Sharma, 1989;
Besford. 1978a; Besford, 1978b:). En callos de tomate, se podria conseguir un efecto de este tipo a
concentraciones de 25 mM de NaCl que no afectan, en ningun caso, al crecimiento del callo.

En contraposicidn a este hecho, existen especies o variedades de especies en las que bajas
concentraciones de NaCl resultan inhibitorias del crecimiento a nivel de callos o suspensiones
celulares. Este es el caso de callos de Oryvza sativa L (Kavi Kishor, 1988). Citrus sinensis y Citrus
aurantium (Spiegel-roy v Ben-havyvim. 1985) adaptados a 30-50 mM de NaCl. En otros casos, la
inhibicion del crecimiento se observd a concentraciones superiores a 200 mM NaCl, por ejemplo,
en lincas de callos de Lycopersicon peruvianum adaptadas a 350 mM NaCl (Hassan y Wilkins,
1988), callos de L. esculentum cv. saint pierre adaptadas a 75 y 100 mM NaCl (Bourgeais-Chaillou
v col., 1987). callos de Poncirus trifoliata (Bouharmont y Beloualy, 1992), Beta vulgaris, (Le Dily
y col., 1990). Oryza sativa (Kavi Kishor. 1988) desarrollados a concentraciones de NaCl superiores
a 30 mM y callos de Cymbopogon martinii adaptados a concentraciones superiores a 100 mM NaCl.
(Patnaik y Debata. 1997).

en Nuestro caso, el crecimiento de los callos durante un subcultivo en 50 6 100 mM NaCl,
asi como la adaptacion de los callos a 100 mM NaCl provocd una inhibicion del crecimiento (Tabla
1. v Figuras 1.. 2. y 3.). En general. la reduccion del crecimiento es una de las primeras respuestas
de defensa que desarrollan las plantas bajo condiciones del estrés salino, dado que una menor
division y elongacion celular puede facilitar la acumulaciéon de solutos organicos y la
compartimentacion de los iones en la vacuola (Tal, 1984; Cheesman, 1988; Iraki y col., 1989). Los
resultados obtenidos a nivel de las medidas del diametro celular corroboran esta hipotesis puesto
que los callos adaptados a 50 mM NaCl muestran un crecimiento estimulado y no presentan
cambios significativos en su diametro celular respecto a los callos controles mientras que los callos
adaptados a 100 mM NaCl presentan un crecimiento inhibido y muestran un diametro celular menor
(Tabla 3.) lo que indica una clongacidon celular menor. Al igual que en callos de tomate, la
adaptacion de las células de tabaco al NaCl induce una disminucion del diametro celular (Chang y

col., 1996) que parece tener valor adaptativo.
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El crecimiento de los callos de tomate no se vio afectado tras un subcultivo en medios con
25 mM NaCl indicando que ¢l NaCl no es toxico a estos niveles (Tabla 1. y Figuras 1.b. y 3.).
Resultados similares fueron obtenidos en callos de L. esculentum. Mill. var Saint Pierre tratados
con 25 mM NaCl (Bourgeais-Chaillou v col.. 1987) mientras que una reduccion del crecimiento se
observa en callos derivados de hojas de las variedades Pera y Muchamiel de L. esculentum tratados
con 35 mM NaCl (Cano vy col., 1996) y en células de Citrus (Ben-Hayyim y col., 1987) a bajas

concentraciones de NaCl.

La reduccion del crecimiento de los callos control tratados con 50 mM NaCl durante un
subcultivo fue debida principalmente a una perdida del contenido en agua de dichos callos puesto
que el peso seco final al cabo de un subcultivo fue similar al de los callos control. La elevada
turgencia de los callos adapatdos a 50 mM NaCl respecto a los callos controles desarrollados
durante un subcultivo en presencia de 50 mM NaCl es indicativa de una acumulacion de soltuos que
permiten el ajuste osmotico (Binzel y col.. 1987). Por lo contrario, la reduccion de crecimiento de
los callos adaptados a 100 mM NaCl v de los callos control crecidos en presencia de 100 mM NaCl
durante un subcultivo fue debida a una menor division celular ya que ambos tratamientos salinos

provocaron una reduccion considerable de los pesos frescos v secos de los callos (Tabla 1.).

La inhibicion del crecimiento de tras un subcultivo en presencia de 50 6 100 mM NaCl fue
también indicada en suspensiones celulares de Medicago (Chaudhary y col., 1997), en suspensiones
celulares v callos de L. peruvianum (Hassan v Wilkins, 1988 Tal y col., 1978) tratados con
concentraciones superiroes a 100 mM NaCl, en callos de Pisum sativum (Olmos y Hellin, 1996)
tratados con 85.5 mM NaCl asi como en callos de las variedades Pera, Muchamiel y Saint pierre de
L. esculentum (Cano y col., 1996: Bourgeais-Chaillou y col., 1987) crecidos en presencia de
concentraciones de NaCl superiores a 30 mM NaCl. En contra posicion con estos resultados, el
crecimiento de callos de Lycopersicon penneli durante un subcultivo a concentraciones de hasta 175
mM NaCl induce una estimulacion de crecimiento (Cano y col., 1996) mientras que el tratamiento
de los callos de C'ymbopogon martinii durante un subcultivo con concentraciones de hasta 50 mM

NaCl no afectan significativamente el peso fresco y seco de los callos (Patnaik y Debata, 1997).

La transferencia de los callos de tomate adaptados a 50 mM NaCl a medios de cultivo
suplementados con 100 mM NaCl durante un subcultivo no afecté el indice de crecimiento relativo

de dichos callos micntras que ¢l desarrollo de los callos control en presencia de 100 mM NaCl



durante un subcultivo inhibié notablemente ¢l crecimiento. lo que sugicre que los callos adaptados a
50 mM NaCl han desarrollado mecanismos que les permiten afrontar altas concentraciones de NaCl
(Figura 4. v Tabla 2.). Para que ¢l caractere seleccionado pueda ser agriculturalmente Gtil, este debe
manifestarse estable incluso en ausencia de estrés (Kochba vy col.. 1982: Salgado-Garciglia y col.,
1985). En este trabajo. para corroborar la estabilidad del proceso adaptativo. los callos adaptados a
50 mM NaCl fueron retransferidos a medios conteniendo 50 mM NaCl tras 6 subcultivos en medios
desprovistos de NaCl. La deadaptacion de los callos y su posterior transferencia a medios
suplementados con 50 mM NaCl no afectdé al crecimiento de los mismos, lo que indica la
persistencia de las caracteristicas de tolerancia al NaCl inducido durante la adaptacion a 50 mM
NaCl. Resultados similares fucron obtenidos con callos de Cymbopogon martinii adaptados a 300
mM NaCl (Patnaik v Debata. 1997). v Lyvcopersicon peruvianum adapatdos a 350 mM NaCl
(Hassan v Wilkins. 1988).

Paralelamente a la estimulacion del crecimiento, los callos adaptados a 50 mM NaCl
mostraron un incremento de la tasa respiratoria que indicaria una mayor demanda de energia a fin
de mantener una clevada actividad metabolica. En contraste con ello, ¢l desarrollo de los callos
control en presencia de 100 mM NaCl durante un subcultivo indujo una reduccion de la tasa
respiratoria que sugiere una ralentizacion del metabolismo celular por el estrés salino. Sin embargo,
en los callos adaptados a 30 mM NaCl crecidos durante un subcultivo en presencia de 50 6 100 mM
NaCl los valores de respiracion fueron similares confirmando la tolerancia de los callos adaptados a

50 mM NaCl (Tabla 4.).

La regulacion de la composicidn idnica citoplasmatica es un proceso clave en la tolerancia a
la salinidad. En este sentido, se ha determinado en contenido intracelular de Na*, K*, Cl' y Ca™ en
los callos de tomate sometidos a diferentes tratamientos salinos. En Los callos de tomate adaptados
a 25. 50 y 100 mM NaCl, el contenido en de Na" y CI incrementa proporcionalmente a la
concentracion de NaCl en el medio de cultivo, mientras que el contenido en K muestra una
pequeiia reduccion, resultando el conjunto en una disminucion de la razon K'/Na" (Figura 5.a. y
Tabla 3.). El crecimiento de los callos control en presencia de diferentes concentraciones de NaCl
no modificé el contenido en K™ mientras que incrementd notablemente la concentracion intracelular
en Na" v Cl'. dando lugar a concentraciones en Na' y CI superiores a las observadas en los callos
adaptados a las mismas concentraciones salinas (Figura 5.b.) y, en consecuencia a una razén K'/Na"
inferior (Tabla 3.). El hecho que en los callos adaptados a 25, 50 y 100 mM NaCl presenten un

contenido menor en K™ Na” respecto a los callos control desarrollados durante un subcultivo en



presencia de estas concentraciones de NaCl indica que los efectos negativos en la fisiologia celular
de la centrada de iones Na en la célula (Jacobs y Hanson, 1985, Cramer y col., 1987b) y la
permeabilidad a los iones K hacia el exterior celular (Cramer v col.. 1983) en condiciones salinas
pueden ser aliviados en los callos adaptados al NaCl. al menos en parte. por una reduccién en la
permeabilidad a los iones K™ y Na” en la membrana plasmatica. (Murata v col., 1994). Todo ello
indica que un mejor control de la absorcién de Na” y/o una exclusion activa de Na* podrian ser unas

de las estrategias de¢ defensa adquiridas por los callos de tomate durante el proceso de adaptacion.

Por otra partc, los callos adaptados a 50 mM NaCl crecidos durante un subcultivo en
presencia de 100 mM NaCl muestran un ligero incremento del contenido en Na" y CI' sin cambios
significativos ¢n ¢l contenido en K' en comparacion con los callos adaptados a 50 mM NaCl
(Figura 6.). En todos los casos la cstrategia de adaptacion al NaCl consiste en una regulacion de la
concentracion intracelular de Na™ via un mejor control de la entrada y/6 exclusion del mismo.

La exclucion de Na” fuc tambien descrita en la lincas celulares tolerantes Medicago sativa y
Medicago media que presentan un menor contenido en Na™ en comparacion a las lineas sensibles
tras un estrés por NaCl (Shah, 1990; Chaudhary y col., 1997). Lineas celulares de Citrus tolerantes
al NaCl sobrevivicron a elevados niveles de salinidad evitando parcialmente el NaCl (Ben-Hayyim
y Kochba, 1983). Pandeyv v Ganapathy (1984) v Pack v col., (1982) relacionaron la sensibilidad al
NaCl de los callos de Cicer arietinum y Brassica campestris con el exceso de Na” y Cl'. Las células
de tabaco (Binzel v col.. 1987) v patata (Sabbah v Tal 1990) adaptadas al NaCl acumulan mas Na”
v CI' que las células no adaptadas v los callos de C'ymbopogon martinii tolerantes al NaCl muestran
un mayor contenido en Na” v K™ que las lineas sensibles (Patnaik y Debata, 1997).

Es conocido que el equilibrio celular del contenido en Na™ y K es un factor importante en
la tolerancia a la sal (Greenway y Muuns, 1980). En hierbas de foraje (Sudan grass), se ha
observado que la tolerancia a la sal esta asociada a la reduccion en la absorcion de Na'y Cl' y a la
entrada simultanea de iones esenciales como K* (Datta y col., 1996) (otro ejemplo de mayor K/Na).
De acuerdo con cllo. la tolerancia al NaCl estaria asociada a una mayor razén K'/Na™ en plantas
tolcrantes que en plantas sensibles. en condiciones de salinidad. Sin embargo en lineas de callos
tolerantes al NaCl de Vigna radiara (Kumar y Sharma. 1989) y Cymbopogon martinii (Patnaik y
Dcbata. 1997) altos niveles de Na” v bajos de K* son la caracteristica de las lineas celulares
adaptadas a la sal.

El hecho de que en callos adaptados a 50 mM NaCl la estimulacion del crecimiento se

~ . . . i1 .y +
acompaiia de los altos niveles de Na® puede ser explicable en base a la utilizacion de Na™ para



compensar la pérdida de iones K. puesto que ¢l Na™ puede sustituir el K™ en funciones inespecificas
(Kumar v Sharma. 1989) consiguicndo ademas un papel osmoregulador (Marsehner, 1971; Patnaik
y Dcbata, 1997). En los callos adaptados a 100 mM NaCl, ¢l contenido en K* no se modifica
respecto al detectado en callos adaptados a 50 mM NaCl. mientras que ¢l de Na” y CI” incrementa
considerablemente lo que parece indicar que la inhibicion del crecimiento observable en estos callos
parcce mas bien consccuencia del exceso de Na' v ClI' que de la perdida intracelular de K;
indicando ademds que se ha sobrepasado el umbral de concentracion intracelular de Na™ en el que
este 1on puede sustituir el K.

Los callos adaptados a 100 mM NaCl muestran y un contenido en Na® del 5.2 % de peso
seco mientras que los callos adaptados a 30 mM NaCl contienen un 3.71 % de peso seco de Na’
indicando asi que los limites de toxicidad de Na™ en los callos de tomate se encuentran en el
intervalo 4-5 % dc peso seco. En este sentido. Rush y Epstein (1981) indicaron que el contenido en
Na’ ¢n hojas de especies cultivadas de tomate empieza a ser toxico a partir de niveles de 5 % de
peso scco mientras que en las especies silvestre de Lycopersicon pueden contener hasta 20 % de
peso seco de Na~ en hojas.

El Ca™ es un factor importante en la tolerancia de las plantas a la salinidad (Epstein, 1998),
va que condiciona la permeabilidad de las membranas celulares al Na™ (Heyser y Nabors, 1981;
Bailuls v Primo-Millo. 1992) v ¢l mantenimiento del transporte de K* en presencia de Na™ (Zhong y
Laiichli. 1994: Liu v Zhu. 1998). Nuestros resultados muestran que tanto los callos adaptados a 50 y
100 mM NaCl como los callos control crecidos durante un subcultivo en presencia de 50 6 100 mM
NaCl presentan una leve reduccion del contenido en Ca™ con respecto a los callos control (Figura
5.). Esta disminucion fue similar en los callos adaptados v estresados indicando que el contenido en

Ca™ no alcanzo niveles criticos que podrian afectar la supervivencia celular.

En plantas glicofitas, junto en la regulacion del contenido i6nico, la sintesis de osmolitos
organicos es una de las principales estrategias de tolerancia a la salinidad (Bonhert y Jensen, 1996;
Hare v col., 1998). En este contexto. se¢ ha estudiado el efecto del NaCl sobre la composicion y
contenido en aminoacidos libres de los callos de tomate adaptados y no adaptados al NaCl. El
analisis de la composicion en aminoacidos libres de los callos de tomate muestra una gran
diversidad de repucstas en funcion de la concentracion del NaCl y la duracion del tratamiento
salino. De todos los cambios observados tanto a nivel del contenido como de la composicion en
aminoacidos libres totales. s¢ destaca la gran acumulacién de prolina intracelular en condiciones de

estrés por 100 mM NaCl v la reduccidn en la concentracion de dicho aminoacido tras el proceso de



adaptacion (Figuras 12, v 14)). La acumulacion de altos niveles de prolina en los callos control
tratados con 100 mM NaCl durante un subcultivo indica ¢l papel osmoregulador de este aminoacido
en los primeros estadios de estrés o que la prolina mas que un marcador de tolerancia es un reflejo
del daiio. El alto nivel de acumulacion endogena de prolina libre simultaneamente al incremento de
la salinidad del medio externo fue corroborado por numerosos trabajos en diferentes plantas
(Dclaunev v Verma. 1993: Kishor v col.. 1995; Petrusa y Winicov, 1997, Rout y Shaw, 1998).
Venckamp (1989) indica que la sintesis de prolina en condiciones de estrés hidrico también
contribuye al control del pH citoplasmatico. Asi, en ausencia de estrés el exceso de H' es
intercambiado por K™ mientras que en condiciones de salinidad, la sintesis de prolina a partir de
glutamato, que necesita 2 H'. podria representar un mecanismo adaptativo para reducir la acidez del
citoplasma celular (Belllinger v Larher. 1978: Venckamp, 1989).

El hecho que los callos adaptados a 100 mM NaCl muestren concentraciones de prolina mas
bajas que los callos crecidos durante un subcultivo en 100 mM NaCl no es contradictorio con un
papel positivo de la prolina en la tolerancia al NaCl. Probablemente durante el proceso de
adaptacion se han inducido otros mecanismos de tolerancia al NaCl en la célula (Delauney y
Verma, 1993). que pueden provocar a su vez la degradacion de prolina intracelular. En este sentido,
se ha sugerido que la prolina puede constituir la fuente mayoritaria de energia y nitréogeno durante la
fase de recuperacion post-estrés (Nash y col., 1982) en la que la prolina acumulada durante el estrés
proporciona la encrgia para el crecimicnto induciendo asi Ia tolerancia a la salinidad (Taylor, 1996).
Por otra parte. la disminucion de los niveles de prolina en los callos adaptados al NaCl sugiere que
este aminoacido no es un factor limitante de la tolerancia a la salinidad en tomate y que puede ser
un sintoma del dano inducido por ¢l estrés salino o hidrico (Chandler y Thorpe, 1987; Perez-
alfocea. 1994b). En este sentido. Cano y col. (1996) también indicaron que la acumulacién de
prolina en callos de diferentes cultivos de tomate fue relacionada con una inhibicién del crecimiento
de los callos. Ademas. un mutante sos| de Arabidopsis thaliana muy sensible al estrés por NaCl
acumula mas prolina que le tipo silvestre (Liu y Zhu, 1997). En plantas acuaticas, Hydrilla
verticillata, especie sensible. acumula mas prolina en respuesta a un tratamiento por 0.5 % NaCl
que las cspecies mas tolerantes Najas gramenia y N. indica (Rout y Shaw, 1998). Por el contrario,
s¢ ha obscrvado que células de tabaco adaptadas al NaCl acumulan prolina a través de un
incremento de su biosintesis (Rhodes v Handa, 1989.) y que lineas tolerantes de callos de
Cymbopogon martinii acumulan mas prolina que las sensibles en condiciones de estrés salino

(Patnaik y Debata. 1997).
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Los callos dc tomate adaptados a 25. 50 v 100 mM NaCl acumulan pequeilas cantidades de
prolina (Figuras 12.) v aunque la concentracion no es significativamente elevada para ejercer un
papel osmoregulador. es posible que si sca suficiente para ¢jercer un papel protector de los enzimas
v membranas celulares (Caplan v col., 1990).

El desarrotlo durante un subcultivo de los callos control en presencia de 50 mM NaCl no
provoco cambios significativos en la concentracion de prolina (Figuras 14.) lo que sugiere que la
acumulacion de prolina ¢s inducible solo cuando se alcanza un alto nivel de estrés salino y que este
nivel dependerd de la presencia o ausencia de otros mecanismos de proteccion en los tejidos (Shah y
col.. 1990).

Paralelamente a los cambios inducidos por el NaCl en la concentraciéon de prolina en los
callos de tomate. se detectd un alto contenido intracelular en valina, treonina, alanina, isoleucina y
leucina en los callos adaptados a 23, 50 v 100 mM NaCl (Figuras 12.). Dicha acumulacién podria
ser un indicador del papel osmoregulador de dichos aminoacidos en respuesta a la sal. No obstante,
la valina. isoleucina v leucina parecen ser marcadores de estrés a la sal de acuerdo con los
resultados obtenidos en callos de tres variedades de tomate con distintos grados de tolerancia al
NaCl (Cano y col. 1996).

Ademas, a excepcion de los callos control desarrollados durante un subcultivo en presencia
de 25 mM NaCl, la sal indujo una reduccion del contenido en glutamina que, por otra parte,
constituye el aminoacido mayoritario en los callos control (Figuras 12. y 14.). Posiblemente, este
menor contenido en glutamina s¢ deba a su utilizacion en la biosintesis de prolina y/o otros
aminoacidos. En este sentido. numerosos trabajos describen la glutamina como ¢l aminoacido
mavyoritario en numcrosas plantas asi como la reduccion de su contenido en condiciones de estrés
salino o hidrico (Rhodes v col., 1986; Olmos v Hellin, 1996)

Aunque la composicion en aminoacidos fue diferente en los callos control tratados durante
un subcultivo con NaCl v los adaptados a diferentes concentraciones salinas, el contenido total en
aminoacidos fue similar en todos los casos (Tabla 7.). En este sentido, mutantes de Nicotiana
plumbaginifolia. tolerantes al NaCl. KCl v PEG (Sumaryati y col., 1992) presentan el mismo
contenido en aminoacidos libres totales que los callos control, si bien los mutantes tolerantes al
NaCl acumulan 6 a 12 veces mas prolina que los controles. Por lo contrario, se ha descrito un
incremento del contenido en aminoacidos totales en presencia de NaCl. Asi, en condiciones de
estrés salino se ha observado una acumulacion de los aminoacidos totales en los callos de Pisum
sativim (Olmos v Hellin, 1996) v en callos de Lycopersicon esculentum Mill. cv. P-73 (Perez-

Alfocea v col., 1994b).
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Los azucarcs constituyen otro componente importante de la osmoregulacion en respuesta al
estrés salino. Por cllo. se ha cstudiado el efecto del NaCl sobre ¢l contenido en azucares solubles
totales de callos de tomate (Figuras 9. v 10.). Los callos adaptados a 25, 50 y 100 mM NacCl
acumulan azicares solubles totales mientras que los callos control crecidos durante un subcultivo en
presencia de 25, 50 6 100 mM al NaCl no muestran cambios significativos en su contenido en
azucarcs solubles. Ademas. ¢l desarrollo de los callos adaptados a 50 mM NaCl en presencia de 100
mM NaCl durante un subcultivo no afecto ¢l contenido ¢n azicares solubles de dichos callos. Estos
resultados indican que los azicares son los solutos organicos principalmente involucrados en el
ajuste osmdtico en los callos de tomate adaptados al NaCl. En este sentido, numerosas glicofitas
sometidas a estrés salino o osmético acumulan azicares (Greenway y Munns, 1980; Hasegawa y
col.. 1984: Jacomini v col.. 1988: Hare v col.. 1998; Gao v col., 1998) que ademas de intervenir en
el ajuste osmotico en respucsta a la sal pueden contribuir a paliar el estrés oxidativo generado por la
salinidad. neutralizando los radicales hidroxilo (Smirnoft vy Cumbes, 1989).

La acumulaciéon de azacares fue independiente del efecto de la sal sobre el crecimiento
puesto que los callos adaptados a 23 v 30 mM NaCl crecian mas que los controles mientras que ¢l
de los callos adaptados a 100 mM NaCl presentaron un crecimiento menor al de los callos
controles. El ajuste osmotico mediante acumulacidén de azucares solubles parece ser una de las
estrategias fundamentales de la tolerancia al NaCl en los callos de tomate adaptados al NaCl.

El coste cnergético del ajuste osmético con osmolitos organicos es bastante mas elevado
que ¢l requerido para una acumulacion de tones inorganicos lo que determinaria una gran demanda
para la sintesis de azucares en los callos adaptados al NaCl. Olmos y Hellin (1996) indica que la
inhibicion del crecimiento de callos de Pisum sativim adaptados a 85.5 mM NaCl es probablemente
debida a que la demanda en carbohidratos para ¢l ajuste osmoético compite con la demanda para el
crecimiento provocando asi una reduccion del mismo. Asi, la adaptacion a 100 mM NaCl podrai
afecta al crecimeinto celular mediante una elevada competicion entre la demanda en azucares para
el ajuste osmotico v ¢l crecimeinto celular. Sin embargo, esta hipotesis no explicaria el mayor

crecimeinto de los callos adapatdos a 25 v 50 mM NaCl.

El malato ¢s uno de los principales componentes organicos que intervienen en el ajuste
osmotico cn plantas supcriores sicndo ademas los enzimas que intervienen en la formacion de este
compuesto de crucial importancia en la regulacion del pH citoplasmatico (Kurkdjian y Guern,

1989). Por ello. sc¢ ha estudiado del efecto del NaCl sobre el contenido en malato en callos de
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tomate control. adaptados al NaCl y estresados con diferentes concentraciones salinas. Los
resultados muestran que los callos adaptados a 25. 50 v 100 mM NaCl asi como los callos control
crecidos durante un subcultivo en presencia de 50 ¢ 100 mM NaCl presentan una reduccion del
contenido en malato (Figuras 7. v 8.). El menor contenido en malato en los callos adaptados a 25y
30 mM NaCl puede deberse a la elevada actividad metabolica reflejada en un crecimiento y una tasa
respiratoria incrementados respecto a los callos control. En los callos adaptados a 100 mM NaCl y
los callos control crecidos en presencia de 50 6 100 mM NaCl presentan un crecimiento inhibido, la
reduccion de la concentracion intracelular en malato puede ser debida a su contribucion en el
mantenimiento del pH citoplasmatico. Puesto que ¢l pH intracelular puede ser alterado en
condiciones de estrés salino. la formacion de malato a través del sistema bioquimico pH stat puede
representar un mecanismo de tolerancia al estrés. En este sentido. mientras en Pisum sativum la
adaptacion de los callos a 85.5 mM NaCl provoca una reduccion del contenido en los acidos malico
v citrico (Olmos v Heltin. 1996). en Lycopersicon esculentum se detecto una acumulacion de acidos
organicos dcl ciclo tricarboxilicos (citrato, malato) (Bourgeais-Chaitlou v Guerrier, 1992; Santa-
Cruz v col., 1998) en respuesta a un estrés salino.

Las enzimas fosfoenolpiruvato carboxilasa v ¢l NADP enzima malico, implicadas en las
sintesis v consumo del malato. son particularmente sensibles al estrés salino, especialmente en
plantas CAM. Por ello. la actividad de estos enzimas. marcadores de la tolerancia a la salinidad en
plantas CAM, fue ensavada en callos de tomate controles adaptados al NaCl y crecidos en presencia
de NaCl durante un subcultivo (Tabla 19.). Unicamente los callos adaptados a 100 mM NaCl}
mostraron un incremento en las actividades PEPC v NADP-enzima malico, lo que indica que en los
callos de tomate la activacion de estos enzimas solo se produce como consecuencia de la adaptacion
a altas concentraciones salinas. Dicha estimulacion puede ser una estrategia de tolerancia al NaCl
que permita un mejor control del pH citoplasmatico a través de una regulacion rapida de la
acidificaciéon (PEPC) y alcalinizacion (NADP-¢nzima malico) del citoplasma celular (Holtum y
Winter, 1982). Por otra parte. los callos adaptados a 25 y 50 mM NaCl en los cuales no se
indujieron las actividades PEPC y NADP-enzima malico respecto a los callos control, la regulacion
del pH citoplasmatico se¢ ¢jerce principalmente a través de otro mecanismo en el que interviene
posiblemente bombas primarias de H' a nivel de la membrana plasmatica y/6 tonoplasto.

La estimulacién de los enzimas PEPC y NADP-enzima malico ha sido también detectada en
otras plantas en respuesta a la sal. En Mesembryanthemum crystallinum L., la induccion del
metabolismo CAM como respuesta adaptativa a altas concentraciones de NaCl, se manifiesta en un

incremento de las actividades PEPC v NADP-enzima malico (Holtum y Winter, 1982). La
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activacion de ambos enzimas sc observa también ¢n dos genotipos tolerantes de Pennisetum como
respucsta a un estrés por 25 0 75 mM NaCl (Bouraima v col., 1987). Un tratamiento por diferentes
concentraciones de NaCl de 3 especics de plantas acuaticas (Hydrilla verticillata, Najas indica, N.
gramenia) provoco un incremento de la actividad PEPC unicamente en Hydrilla verticillata, la

especies mas sensible (Rout v Shaw. 1998).

En plantas superiores. la asmmilacion y extrusion de los iones a través las membranas
celulares depende principalmente del gradiente electroquimico de H™ generado por la actuacion de
las bombas primarias H'-ATPasas v H-PPasa. Con ¢l objeto de determinar el papel de estas
bombas ¢n la adaptacién a la sal se ha estudiado ¢l efecto del NaCl sobre la extrusién de H' por
células de tomate. asi como ¢l efecto del NaCl sobre las actividades H'-ATPasa y H'-PPasa de
vesiculas de membranas aisladas de callos de tomate. A nivel de los callos adaptados a 25, 50 y 100
mM NaCl se observa un paralelismo entre el crecimiento celular v la actividad bombeadora de H',
de forma que concentraciones de NaCl que estimulan ¢l crecimiento incrementan la extrusion de
H', mientras que concentraciones de NaCl inhibitorias del crecimiento inducen una disminucion de
la capacidad extructora de H' (Figura 13.). La extrusion de H' detectada en células de tomate es
debida. en gran medida. a la actividad del enzima H'-ATPasa de la membrana plasmatica ya que se
estimula por fusicocina y s¢ inhibe por DCCD (Tabla 16.).

Las actividades H'-ATPasas v H -PPasa en vesiculas microsomales son similares en los
callos control v adaptados a 25 v 50 mM NaCl. El hecho de que la estimulacion de la extrusion de
H™ en callos adaptados a 25 v 30 mM de NaCl no se acompaiia de un incremento de en las
actividades H'-ATPasa a nivel de la membrana microsomal (Tabla 20.), sugiere que los posibles
cambios inducidos por ¢l NaCl sobre ¢l enzima H™-ATPasa no deben afectar a la hidrolisis de ATP,
sino mas bien al transporte de H asociado a este enzima. A diferencia de los callos adaptados a 25
y 50 mM NaCl. los adaptados a 100 mM NaCl. muestran una inhibicion de la extrusion de H' a
nivel celular que se corresponde a una inhibicion de la actividad H'-ATPasa asociada a la
membrana microsomal (Tabla 20.).

El estudio del transporte de H' dependiente de ATP a nivel de microsomas muestra que la
adaptacion de los callos de tomate a 23 v 50 mM NaCl induce un incremento de esta actividad
(Tablas 25.). Estos resultados confirman que la mayor actividad extructora de H' en células de
callos de tomate adaptados a 25 v 50 mM NaCl ¢s en gran parte debida a una estimulacién del
transporte de H™ dependiente de ATP a nivel de membrana microsomal. Del mismo modo, la

reduccion de la extrusion de H' por los callos adaptados a 100 mM NaCl se refleja en una



disminucion del transporte H' dependiente de ATP en vesiculas ¢en membranas microsomales de
dichos callos. La utilizacion de vanadato permitié concluir que tanto la extrusion de H' determinada
en los callos de tomate como la actividad transportadora de H' dependiente de ATP asociada a los
microsomas aislados de cstos callos estan asociados en gran medida a la H-ATPasa de la
membrana plasmatica. No obstante. el hecho de que la estimulacion de la actividad transportadora
de H™ scnsible a vanadato no se acompaiia de un incremento de la actividad AVa-H'-ATPasa
microsomal indica que la adaptacion de los callos al NaCl induce cambios en la estequiometria de la
reaccion catalizada por el enzima H™-ATPasa de plasmalema. Estos cambios, se reflejarian en una
mavor razon H' extruidos /ATP hidrolizado en los callos adaptados a 25 y 50 mM NaCl(Tabla 26.).
Contrariamente. en los callos adaptados a 100 mM NaCl, en los que induce una disminucion tanto
del transporte de H™ dependiente de ATP sensible a vanadato como de la actividad AVa-H'-
ATPasa. la estequiometria de la rcaccion enzimatica no se¢ modifica como consecuencia de la

adaptacion al NaCl (Tabla 26.).

Los resultados obtenidos ¢n callos control tratados con diferentes concentraciones de NaCl
durante un subcultivo muestran una vez mas el paralelismo entre el crecimiento de los callos de
tomate v las actividades bombeadoras de H' in vivo e in vitro. Asi, concentraciones del NaCl que
tras un subcultivo no afectan al crecimiento (25 mM) no inducen cambios significativos en la
extrusion de H™ in vivo mientras que concentraciones del NaCl inhibitorias del crecimiento después
de un subcultivo (30 v 100 mM) provocan una clara disminucion de la capacidad bombeadora de H
in vivo (Figura 16 v Tablas 17.).

Del mismo modo. los cambios inducidos en la actividad H'-ATPasa sensible a vanadato
(Tabla 21.) v del transporte de H" dependiente de ATP (Tabla 27) después de un subcultivo en
presencia de NaCl indican que concentraciones salinas que no afectan el desarrollo de los callos (25
mM NaCl) no inducen cambios significativos ni en las actividades H'-ATPasa y H'-PPasa ni en el
transporte de H" dependiente de ATP total v sensible a vanadato en las vesiculas microsomales. No
obstante. concentraciones de NaCl que inhiben el crecimiento (50 y 10 mM NaCl) inhiben las
actividades H'-ATPasa sensible a vanadato, nitrato y azida asi como del transporte de protones
dependiente de ATP asociado a las membranas microsomales. En el caso de un estrés severo (100
mM NaCl). la inhibicion del transporte de H dependiente de ATP fue muy acusada y supuso una

disminucion de la razon H' extruidos/ ATP hidrolizado respecto a los callos control (Tabla 28.).
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La adicion de 100 mM NaCl al medio de incubacion de las células de callos de tomate
provoca un incremento transitorio (45 min) de la extrusion de H' tanto en callos controles como en
los callos adaptados a 50 v 100 mM de NaCl (Figuras 17. v 18. v Tabla 18.). Este efecto también se
ha obscrvado en cultivos de células de Dunaliella tertiolecta en las que la adicion de 100 mM NaCl
al medio de incubacion indujo una acidificacion transitoria del medio externo durante mas de 2
horas (Kuchitsu v col.. 1989). En callos dc tomate la capacidad extructora de H' también se
incremento tras la adicion de 100 mM de KCL 50 mM de Na.SO, 6 3.4% de sorbitol. Todo ello
indica que la estimulacion por la sal del bombeo de H™ in vivo no es una respuesta especifica al
estrés por NaCl. va que sales de diferentes cationes (Na®, K') o aniénes (CI, SO47) ¢ incluso
estreses de tipo osmético (sorbitol) tienen el mismo efecto sobre ¢l bombeo de H" (Tabla 18.). Todo
cllo indica ademas que la primera respuesta de las células frente al estrés salino se debe al
componente osmético de dicho estrés que. como se ha demostrado en diferentes origenes vegetales,
tiende a despolarizar la membrana provocando cambios en ¢l metabolismo v en el pH intracelular,
capaces de inducir la acidificacion del medio externo (Kuchitsu v col., 1989).

El incremento de la capacidad bombeadora de H™ por células de tomate tras la adicion de
100 mM NaCl al medio de incubacion estuvo acompaiiado de un aumento del transporte de H'
dependiente de ATP total v sensible a vanadato sin cambios en las actividades de la H'-ATPasa y
H -PPasa a microsomalcs (Tablas 23.. 29. v 30.). Todo ¢llo indica que la acidificacion del medio
externo tras la adicion de 100 mM NaCl al medio de incubacion de las células es debida, al menos
en parte. a una activacion del transporte dc H™ dependiente de ATP en las membranas de los callos
de tomate y que esta activacion determina una mayor razén H' extruidos/ATP hidrolizado por el
enzima H'-ATPasa (Tabla 30.).

Existen multitudes de investigaciones en relacion al cfecto del estrés salino sobre los
enzimas H'-ATPasas d¢ plasmalema. tonoplasto y H'-PPasa de tonoplasto, las cuales parecen
indicar que el efecto del NaCl sobre estos enzimas depende del grado de tolerancia de las plantas y
de las condiciones experimentales utilizadas (concentracion del NaCl, duracion del estrés, estadio
fisiologico de la planta. etc.). A este respecto. la actividad H-ATPasa de plasmalema, determinada
en funcidén dc la hidrélisis de ATP v/o del transporte de protones asociado al enzima, se
incrementan en raices de especies halofitas como Atriplex nummularia (Braun y col., 1987) y
Salicornia bigelovii. Torr (Avala v col.. 1996) expuestas al NaCl asi como en callos de Spartina
paftens adaptados a altas concentraciones de NaCl (Wu v Scliskar, 1998) y en células de zanahoria
(Reuveni y col.. 1987) v tabaco (Watad v col.. 1986) adaptadas al NaCl mientras que no se afecta

en raices de maiz (Zidan v col.. 1990) v algodén (Hassidim y col., 1986) y se inhibe parcialmente
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cn raices de tomate. pepino. Plantago (Erder v col.. 1980; Bruggemann v Janiesch. 1989, Gronwald
v col.. 1990) v girasol (Roldan v col.. 1991: Ballesteros v col.. 1998) expuestas al NaCl.

En especies como Citrus. ¢l cfecto del estrés salino sobre la actividad H'-ATPasa  sensible
a vanadato de microsomas de raiz. depende del genotipo considerado (Douglas v Walker, 1984).

Con rclacion al cfecto del NaCl sobre la actividad ATPasa de tonoplasto, la adaptacion de
los callos de tomate a 100 mM NaCl y el desarrollo de los callos control en presencia de 50 6 100
mM NaCl indujé una inhibicion de esta actividad. Dicha inhibicion fue descrita también en raices
de girasol (Ballesteros y col.. 1996). en células de zanahoria (Colombo y Cercana. 1993) y raices de
plantulas de algodon (Hassidim v col.. 1986) no se han mostrado cambios en dicha actividad
ATPasa. Por el contrario. ¢n células adaptadas de tabaco (Reuveni y col., 1990) v en raices de
ccbada (Matsumoto v Chung. 1988). tomate (Sanchez-Aguayo y col., 1991) y vigna radiata
(Nakamura v col.. 1992). se ha observado un incremento de dicha actividad por el estrés salino.

La actividad pirofosfatasa de tonoplasto se incrementa en respuesta al NaCl como ocurre en
tonoplasto de raices de girasol expuestas a un estrés salino (Ballesteros y col., 1996) y en
microsomas de células de Acer pseudoplatanus (Zingarelli v col., 1994) y Daucus carota (Colombo
v Cercana. 1993) adaptadas al NaCl. v s¢ mhibe en vesiculas de tonoplasto de raices de Vigna

radiata (Nakamura v col.. 1992) crecidas en presencia de sal.

De acuerdo con estos hechos. los mecanismos que determinan el control de la absorcion
selectiva de 1ones a nivel del plasmalema y tonoplasto deben jugar un papel muy importante en la
tolerancia al estrés salino (Jeschke, 1984). En callos de tomate, la inhibicion simultanea del
crecimiento y de las actividades H'-ATPasa v H'-PPasa en microsomas por el NaCl, refleja el
efecto toxico de esta sal sobre las membranas. En este sentido, se ha descrito que el NaCl
desorganiza estas cstructuras v altera su permeabilidad 16nica (Chow y Barber. 1980; Thibaud y
col.. 1984). lo que conlleva la pérdida de iones a través de la membrana (Leopold y Wiling, 1984),
la alteracion de la selectividad Na'/K™ (Cramer v col., 1987a) v depolarizacion de la membrana
(Katsuhara y Tuzawa. 1987). El cstrés salino puede llevar a alteraciones de la estructura de las
proteinas y lipidos (Criddle v col.. 1989) tal como evidencian los cambios en el patron proteico
(Hurman y Tanaka. 1987: Belver v Travis. 1990), en la composicion lipidica de las membranas
(Kuiper. 1985) y en la relacion proteinas/lipidos de membrana (Poljakoff-mayber, 1972.) como
consccucncia de un estrés salino.

De acuerdo con lo anterior. la reduccion de la actividad H'-ATPasa v H'-PPasa, como

conscceuencia del estrés por NaCl. puede tener varias interpretaciones. El estrés salino podria reducir
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¢l niimero de molceulas de H'-ATPasa v H'-PPasa por unidad de superficie d¢ membrana,
dismunuir la relacion entre diclms enzimas v las restantes proteinas de membrana o afectar la
actividad catalitica de las enzimas como consecuencia de una alteracion de los componentes de
membrana (lipidos. esteroles v proteinas) (Criddle v col.. 1989; Kuiper. 1985; Douglas y Sykes,
1983).

La determinacion del contenido en proteina total de los callos de tomate demostréd que ni la
adaptacion ni el desarrollo de los callos control en 25, 30 6 100 mM NaCl durante un subcultivo
inducia cambios significativos a nivel del contenido en proteina total o proteina microsomal (Tabla
8.). Ademas. la deteccion inmunologica de la H'-ATPasa de la membrana plasmatica (Figura 19.)
muestra que la cantidad de cste enzima por mg de proteina microsomal no cambia
significativamente como consccucncia de la adaptacion a 50 mM NaCl lo que indica que dicha
adaptacion no provoca alteraciones en la sintesis de proteina H'-ATPasa. La comparacién de las
actividades fosfohidroliticas v transporte de H™ del enzima H'-ATPasa de callos control y adaptados
a 30 mM NaCl indica que la adaptacion a 30 mM NaCl induce cambios en la estequiometria de la
reaccion enzimaticas que va ha sido descrita anteriormente por otros autores en H'-ATPasa de
plantas v levadura (Dupont 1992: Venema v Palmgren, 1993). Sin embrago, los experimentos de
inmunoblotting revelan que la adaptacion a 100 mM NaCl induce una reduccién del nimero de
molc¢eulas H'-ATPasa por mg dc proteina de¢ membrana lo que explicaria la reduccion de la
actividad d¢ hidrélisis de ATP v del transporte de protones dependiente de ATP y una

estequiometria de la reaccion enzimatica similar en estos callos respecto a los controles.

Por otra partc. ¢l analisis de la composicion lipidica de los callos de tomate muestra que el
desarrollo de los callos control ¢n presencia de diferentes concentraciones de NaCl durante un
subcultivo no afecto la composicion lipidica de los mismos (Tablas 9., 11., 13. v 15.) mientras que
la adaptacion a 50 v 100 mM NaCl induce un incremento del contenido en fosfolipidos totales sin
cambios significativos en la composicion en acidos grasos de fosfolipidos y en el la composicion y
contenido en csteroles Tibres (Tablas 9., 10.. 12.. 13, y 14). El alto contenido en sitosterol (Mas del
60. 70 v 80%) cn los esteroles libres totales los callos control v adaptados a 50 y 100 mM NaCl,
respectivamente, concuerda con los resultados obtenidos por Brown y Dupont (1989) en fracciones
de membrana de raices de cebada. Sin embargo. en suspenciones celulares de Catharanthus roseus
v Amsonia elliptica ¢l esterol mavoritario es ¢l campesterol presente en una proporcion del 60 % en
los esteroles libres totales (Merillon v col.. 1993: Uomori vy col.. 1992). Ademas, la adaptacion a 50

mM NaCl incrementa ¢l contenido en FC y FE mientras que en los callos adaptados a 100 mM
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NaCl se obscrva un importante incremento en FC. Numcrosos trabajos. indican que cambios en la
razon FC/FE determinan cambios en la permeabilidad de las membranas celulares (Mansour, 1994).
Puesto que la cantidad de fosfolipidos retleja la cantidad de membranas. el mcremento en el
contenido en fosfolipidos totales observado en los callos adaptados a 50 y 100 mM NaCl puede
provenir de un aumento de las estructuras de membrana en condiciones de adaptacion a la sal.

El incremento en fostolipidos concuerda con los resultados descritos en hojas de plantas de
jojoba en respuesta al estrés salino (Ben Rais v col., 1993). en raices de diferentes especies halofitas
de Plantago (Erdei v col., 1980)._de Beta vulgaris (Stutver y col., 1981) y hojas de trigo (Chetal y
col.. 1980) . expuestas al NaCl. En contraposicion. en algunas especies la sal no induce cambios ni
en ¢l contenido en fosfolipidos ni en las diferentes moléculas fosfolipidicas (Zenoff y col., 1994) e
incluso se ha descrito una reduccion del contenido total en lipidos en las algas como Dunaliella
salina (Al-Hasan v col.. 1987) v Chondria tenuissima (Stefanov y col, 1994) a altas

concentraciones de NaCl.

Todos los resultados obtenidos en nuestro estudio tanto en callos adaptados como sometidos
a diferentes condiciones de estrés sugieren que en callos de tomate fa tolerancia a la salinidad puede
deberse. al menos en parte. a una regulacion efectiva del transporte de H asociado al enzima H'-
ATPasa de membrana plasmatica mediante un aumento de la razon extruidos/ATP hidrolizado. Esta
regulacion facilitaria ¢l transporte de 1ones v permitiria una osmoregulacion mas eficiente cuando
las células se exponen al NaCl lo que podria estar asociado a cambios en los lipidos de la membrana

plasmatica.

Con el objetivo de profundizar en que medida la regulacién del enzima H-ATPasa de la
membrana plasmatica v de las propiedades de esta membrana determinan la capacidad de
adaptacion de los callos de tomate al NaCl. se ha llevado a cabo el aislamiento de una fraccion
altamente cnriquecida ¢n membrana  plasmatica por particion de fases en dextrano y
polictileneglicol. Al igual que en microsomas. la actividad H'-ATPasa de la membrana plasmatica
dc los callos adaptados a 30 mM NaCl fue similar a la de los callos control mientras que el
transporte de H' asociado a dicho enzima cra mayor en los callos adaptados lo que provocaba en
estos callos un incremento de la razon H™ extruidos/ATP hidrolizado (Tabla 32, 35. y 36.). La
mejora del acoplamicento entre la actividad fosfohidrolitica v ¢l transporte de H' asociado a la H'-
ATPasa de plasmalema fuc también descrita en raices de girasol (Ballesteros y col., 1998) y para la

H'-ATPasa de levadura en respucesta a la glucosa (Venema y Palmgren, 1995).
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El analisis de fas curvas de actividad H -ATPasa de plasmalema frente a la concentracion
de sustrato de cste enzima pone de manificsto en los callos adaptados una mayor afinidad al ATP
(Figuras 22,y 23. v Tabla 34.). Por otra parte. dichos callos presentan una mayor velocidad maxima
de la actividad extructora de H' asociada a la H'-ATPasa de plasmalema respecto a la de los callos
control (Tablas 33. v 36.) lo que sugiere una utilizacion mas eficiente de la energia metabélica
como conscecuencia de la adaptacion a 30 mM NaCl. Por otra parte, en comparacion con los callos
control. los callos adaptados a 100 mM NaCl muestran una inhibicion de la actividad H'-ATPasa de
plasmalcma y del bombeo de H' asociado a este enzima. Dicha inhibicion se corresponde con una
reduccion de la velocidad maxima de hidrélisis de ATP. no afectandose la afinidad de dicho enzima
por el ATP (Figuras 22. v 23. v Tablas 34.. 33. v 36.).. Ello puede explicarse en base a una
reduccion del numero de moléeulas de enzima H™-ATPasa por mg de proteina de plasmalema en los
callos adaptados a 100 mM NaCl tal como indican los resultados de inmunoblotting (Figural9.).

El incremento de la afinidad al ATP por el enzima H'-ATPasa de plasmalema de callos
adaptados a 30 mM NaCl fue también observado en callos de la planta halofita Spartina patens
adaptados a 170 v 350 mM NaCl (Wu v Seliskar, 1998) mientras que en lineas celulares de la
glicofita Citrus sinensis sensibles v tolerantes al NaCl no hubo cambios en los valores de Vmax y
Km aparente para ¢l ATP en la ATPasa de plasmalema como respuesta al NaCl del medio de

cultivo (Ben-Havyim y Ran, 1990).

El analisis de la permeabilidad pasiva a los protones en vesiculas de membrana plasmatica
(Tabla 37.) indica que la elevada extrusion de H' en plasmalema aislado de callos adaptados a 50
mM NaCl no ¢s debida a un incremento del flujo pasivo de H a través la membrana plasmatica
puesto que los valores de permeabilidad pasiva fueron similares en los callos control y adaptados a
50 mM NaCl. Sin embargo. la adaptacion a 100 mM NaCl induce una reduccion de la
permeabilidad pasiva a los H™ ¢n la membrana plasmatica la cual podria constituir una estrategia de
defensa frente al estrés salino al limitar ¢l eflujo de H' y, en consecuencia, la entrada de Na'ala

célula.

La mayoria de las plantas responden a los estreses ambientales cambiando la composicion
lipidica de¢ las membranas celulares (Mazllack 1989: Thompson y col., 1989) habiéndose
demostrado que cambios en la composicion en fosfolipidos y esteroles pueden contribuir en la
tolerancia a la salinidad v sequia (Norberg v Lijenberg. 1991; Mansour y col., 1994). Ademas, los

componentes lipidicos de¢ las membranas regulan la actividad de los enzimas de membrana
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(Simmonds v col.. 1982). ¢ntre cllas la actividad H -ATPasa de plasmalema (Yamanishi y Kasamo,
1993: Chung v Matsumoto. 1989; Cooke v col.. 1994). Las interaccioncs lipidos-proteina estan
llevados a cabo mediante un contacto directo entre los acidos grasos, lipidos o dominios lipidicos y
la proticna. Mientras que cambtos ¢n la composicion de los groupos de la cabeza de lipidos puede
alterar las interacciones electrostatica entre los dominios cargados de la superficie de la proteina y
los groupos de la cabezas de lipidos. altcraciones en la region hidrocarbonada puede afectar el
volumen libre de las cadenas acyl de acidos grasos. Esta ultima puede influir la conformacion de la
proticna. la geometria y las interacciones entre las proteinas de membrana, la fase acuosa y la fase
liptdica (Israelachvili. 1985).

La membrana plasmatica parcce tener un papel critico en la tolerancia a la salinidad (Kuiper
1984a. Tal 1985). va que ciertos cambios cn la composicion v contenido en fosfolipidos y esteroles
de plasmalema contribuven a la tolerancia a la salinidad (Kuiper 1968, 1984b: Douglas 1983).

Nugstros resultados muestran que la adaptacion a 30 mM NaCl induce un incremento del
contenido en fosfolipidos totales de la membrana plasmatica, debido principalmente a un aumento
del contenido en FE y AF (Tablas 38.. 39. v 40.). En este sentido, se sabe que las cabezas de los
grupos polares de fosfolipidos pueden afectar la actividad de enzimas de membrana, en parte,
mediante la densidad de carga superficial (Kasamo v Yamanishi. 1991: Merilion. 1993). Ademas, la
estabilidad de las membranas también depende del balance entre los lipidos formadores y no-
formadores de bicapa (Quinn, 1983): Asi. mientras la FC tiende a formar una configuracion bicapa,
la FE tiende hacia una configuracion hexagonal (Cullis y De Kruift 1979, Gagné y col., 1985).
Ademas. un alto contenido en colina ¢n las cabezas polares de los fosfolipidos aumenta la fluidez de
la membrana mientras que un alto contenido en etanolamina tiene el efecto contrario (Zull y
Hopfinger 1969:; Singer. 1981). Puesto que la adaptacion de los callos de tomate a 50 mM NaCl
indujo un incremento del contenido en FE. el enriquecimiento resultante en dominios no formadores
de bicapa podria resultar en una membrana mas rigida (Quinn. 1984). Sin embargo, Numerosos
trabajos indican que la razéon FC/FE ¢s un factor determinante de la fluidez de las membranas
celulares (Mansour v col.. 1994). Dicha razon no presentd cambios significativos tras la adaptacion
al NaCl de los callos de tomate.

La longitud de la cadena y ¢l grado de saturacion de los acidos grasos constituye también
parametros determinantes de las propiedades de los lipidos de membranas. La composicion en
acidos grasos de FE v AF dc¢ la membrana plasmatica de los callos adaptados a 50 mM NaCl
muestra un incremento en la proporcion de acidos grasos saturados. especialmente 16:0, y en

consccuencia una reduccion del indice de doble enlace. Resultados similares han sido descritos en
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raices de trigo (Hanwood 1984 Mansour v col.. 1994) v Spartina patens (Wu y col., 1998), asi como
en suspensiones celulares de Dunaliella salina (Pecler v col.. 1989) expuestas al NaCl. Estos
cambios en la composicion en acidos grasos de fosfolipidos pueden alterar las propiedades de
fluidcz de la membrana (Rochester v col.. 1987) va que un incremento de los acidos grasos
saturados induce la formacion de una fasc gel ¢n la membrana (Senaratna y col., 1984) que conduce
a una bicapa lipidica menos fluida v menos permeable al NaCl (Kuiper, 1984b; Mansour y col,,
1994: Wu v col., 1998).

Los esteroles libres son efectivos en la regulacién de la estabilidad y permeabilidad de las
membranas a los iones. En callos de tomate. la adaptacion a 50 mM NaCl no afecto al contenido y
composicion en esteroles libres de la membrana plasmatica (Tabla 41.), lo que, unido al incremento
en fosfolipidos como consecuencia de la adaptacion, provocd una disminucion en la razon
esteroles/fosfolipidos (Tabla 42.). Sin embargo. basandose en ¢l mayor contenido en esteroles libres
en los cultivos resistentes a la sal que en los cultivos sensibles (Kuiper, 1968; 1984a, Douglas
1983). numerosos autores indican la existencia de una correlacion positiva entre la tolerancia a la
sal v ¢l aumento de la razén esteroles libres/fosfolipidos y/o el incremento en el contenido en
esteroles libres (Kuiper. 1985: Douglas v Svkes. 1985: Blits y Gallagher, 1990; Mansour y col,
1994). El B-sitosterol fue ¢l esterol libre mavoritario en la membrana plasmatica de los callos
control v adaptados a 50 mM NaCl. fo que concucrda con los resultados obtenidos en otras plantas
(Wu v col.. 1998).

Las medidas de fluidez de la membrana gencran informacion sobre la orientacion y tasa de
movimiento de las moléeulas lipidicas en la membrana. En callos de tomate hemos determinado el
grado de fluidez de la membrana plasmatica en base a la determinacion de los valores de
polarizacion de fluorescencia de las sondas DPH y TMA-DPH. Los altos valores de polarizacion de
la sonda TMA-DPH en la membrana plasmatica de los callos adaptados a 50 mM NaCl (Tabla 43.)
indican una disminucién de la fluidez de la membrana a nivel de la matriz que definen las cadenas
hidrocarbonadas de los acidos grasos de los fosfolipidos, lo que confirma la correlacion negativa
entre el grado de saturacion de los acidos grasos de fosfolipidos vy la fluidez de la membrana.

La utilizacion de la sonda DPH muestra que la adaptacion de los callos de tomate a 50 mM
NaCl induce una mavor fluidez de la matriz que definen las cabezas polares hidrofilicas de los
fosfolipidos de la membrana plasmatica (Tabla 43.). Esta mayor fluidez podria ser debida a una
menor razon csteroles/fosfolipidos en los callos adaptados a 50 mM NaCl. En este sentido,
numcrosos trabajos correlacionan ¢l incremento en la razon esteroles/fosfolipidos con la

disminucion de fluidez de la membrana plasmatica (Kleinhaus. 1979; Merillon, 1993).
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Varios autorcs indicaron que la actividad de las H'-ATPasas asociadas a las membranas
podria afectarse como consecuencia de alteraciones en la accesibilidad del sustrato, inducidas por
cambios en ¢l microambiente lipidico que rodea al enzima (Matsumoto v Chung, 1988; Sandstrom
y Cleland, 1989: Cooke v col., 1993: Cooke v col., 1994). Es bien conocido que los lipidos juegan
un importante papel en la regulacion de la funcionalidad de las proteinas integrales espceilamente la
H -ATPasa (Carruthcrs v Melchior. 1986; Briskin. 1990, Serrano, 1990). de forma que cambios en
las propicdades de la bicapa fostolipidica y en ¢l microambiente lipidico que rodea dichas proteinas
(lipidos anulares). afcctan las propiedades cineticas de muchos enzimas. La asociacidén protiena-
lipidos implica fosfolipidos v su cadenas acyvl (Sandermann, 1978) y esteroles (Grunwald, 1975) sin
embargo se desconoce el mecanimo a traves el cual los lipidos modulan la actividad H'-ATPasa.
existen dos teorias para explicar la regulacion de la actividad H™-ATPasa por lipidos.

(a) la hipotesis “Annulus™ (simmonds v col.. 1982) que se basa en una interaccidn directa
liptd-proticna.

(b) cambios en la composicion lipidica afecta la fluidez de la membrana que causa un
cambio conformacional del enzima v en consecuencia su actividad.

Los esterols al intercalarse entre las moleculas adyacentes de fosfolipdios interaccionana
con los acidos grasos provocando una dismunucion de la fluidez de la membrana. En el
plasmalema. incrementos en la ordenacion de las cadenas de acidos grasos disminuyen la fluidez de
la membrana v aumentan la energia de activacion de los enzimas integrales (Raison, 1980; Douglas
v Walker. 1984 v Kasamo v col.. 1992: Navarri-lzzo v col.. 1993). respuesta que ha sido atribuida a
alteraciones e¢n la conformacion de centros activos del enzima (Boldryev, 1981; Evans y col., 1992;
Cowan v col.. 1993). Asimismo. ¢l cfecto de los esteroles sobre la fluidez de la membrana
plasmatica podria ser e¢liminado por insaturacion de los acidos grasos de los fosfolipidos
(Kimelberg v Papahadjopoulos. 1974). lo que sugerio que le microambiente lipidico que regula la
actividad de estas proteinas de membrana debe ser relativamente saturado. Ademas, Merillon
(1993) indica que una reduccion de la razon esteroles/fosfolipidos induce una menor fluidez y/o
cambios ¢n la union directa de lipidos-proteinas provocando asi un incremento de las actividades de
los enzimas unidas a las membranas celulares.

Asi, los cambios ¢n la estequiometria de la reaccion catalizada por la H'-ATPasa de
plasmalema de los callos adaptados a 50 mM NaCl podrian explicarse en base a una mayor
saturacién de los acidos grasos de los fosfolipidos comunicando una menor fluidez a dicha
membrana lo que induciria. propablemente. cambios conformacionales responsables de un mayo

transporte de H™ por cada molecula de ATP hidrolizada.
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Finalemente, indicar que aunque se han alcanzado algunos de los objetivos propuestos en
este trabajo, sc han abierto interrogantes que scrian objeto de posteriores investigaciones dirigidas,
especialmente. al estudio de la posibilidad de existencia de un antiporte Na”/H' en el plasmalema de
los callos adaptados a 50 mM NaCl cuvo papel prinicpal consiste en la extrusion de Na* asi como al
estudid de los componentes bioquimicos v moleculares claves en la transduccion de sefiales de

estres.
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Conclusiones

Los resultados obtenidos en este trabajo nos han permitido legar a las siguientes

conclusiones:

1*. La scleccion mediante sucesivos subcultivos de callos controles en medios suplementados de

NaCl permitio el establecimiento de lineas celulares adaptadas a distintas concentraciones salina.

2*, El crecimiento estimulado, la estabilidad de las propicdades adaptativas y la tolerancia a un
estrés salino por 100 mM NaCl de los callos adaptados a 50 mM NaCl sugiere que dichos callos
representan un buen modelo para el estudio de los mecanismos de tolerancia a la salinidad de los

cultivos de tomate.

3*. Los resultados del contenido en componentes celulares organicos y inorganicos indican que la
acumulacién de azucares solubles v la exclusion de Na” son dos procesos determinantes en la
adaptacién de los callos de tomate al NaCl v que un incremento del contenido celular en prolina es

posiblemente un sintoma del dafio inducido por el estrés salino.

4", La extrusion de H™ in vivo por las células es parametro muy sensible al NaCl tal como demuestra
el paralelismo entre el crecimiento celular y la capacidad extructora de H™ de los callos controles
sometidos a condiciones de estrés o adaptacion a la sal siendo el componente osmotico el primer

intermediario del efecto negativo del estrés salino sobre las células.

5% La activacion de la extrusion de H' por las células de callos de tomate inducida por la adaptacién
a 25y 30 mM NaCl y por un estrés de corta duracion por 100 mM NaCl es mediada en gran parte

por una activacion del enzima H'-ATPasa de plasmalema.

6". La activacion de los enzimas del pH stat, PEPC y enzima malico en los callos adaptados a 100
mM NaCl sugiere que cuando la adaptacion a 100 mM NaCl induce una inhibicion del enzima H'-
ATPasa de plasmalema. el mantenimiento del pH citoplasmatico se lleva a cabo principalmente por

consumo y producidn de malato.

7". El estudio de la caracteristicas cinéticas v el contenido en el enzima H'-ATPasa de plasmalema
ha puesto de manificsto que la adaptacion a 100 mM NaCl provoca una reduccion del contenido en
moléculas de dicho enzima mientras que la adaptacion a 50 mM NaCl provoca una activacion del

enzima mediante una mavor afinidad al sustrato y estequiometria de la reaccion enzimatica.
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Conclusiones

8. La mayor afinidad al sustrato del enzima H'-ATPasa de plasmalema sugiere una mayor
eficiencia del enzima y una mayor disponibilidad de ATP para otros procesos metabolicos claves en

la supervivencia de las células adaptadas al NaCL

9°, El incremento del grado de saturacion de los acidos grasos de los fosfolipidos de la membrana
plasmatica de los callos adaptados a 50 mM NaCl sugiere un posible papel de la composicion
lipidica en los cambios en la estequiometria de la reaccion enzimdtica catalizada por la H'-ATPasa

de plasmalema.
10", Una menor fluidez de la membrana plasmatica determinada por una mayor grado de saturacion

de los acidos grasos podria tencr una importancia en la tolerancia al estrés salino, al limitar la

entrada de los iones Na™ v CI' v la perdida de agua v K.
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ACMA
ATP
ATPasa
BCIP
Brij 58
BSA
BSTFA
BTP
DCCD
DE
DES
DPH
DTT
Dx
EDTA
EGTA

Hepes-NaOH

IgG
KDa
Km
Mes
NADH
NADP
NBT
PEG
PPasa
PITC
PMSF
PVP-40
PVPP
SDS
TEA
TEMED
TMA-DPH
Tris
UDP
UDPasa
16:0
18:0
18:1
18:2
18:3

Abreviaturas

9-amino-6-chloro-2-methoxvacridine
Adcnosintrifosfato

Adenosintrifosfatasa

Cromogenicos 3-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato
polioxietilencetil cter

Albumina bovina
Bis-trimetilsilil-trifluoroacctamida
1,3-bis(tri¢hidroxilmetil-metilamino)propanol)
N.N-diciclohexilcarbodiimida

Desviacion estandar

Dietilstilbestrol

1,6-difenil-1.3.5 -hexatrieno

Ditiotitol

Dextrano

Acido dictildiaminotetracetico

Acido N.N. N N -tetraceticoetilenglicol-bis(,3-aminoetileter)
Acido N-2-hvdroxycthelpiperazine-N-2-cthanesulfic
inmunoglobulina G

Kilodalton

Constante de Michaelis-Menten

Acido 2. N-morfolin-¢tanolsulfonico
Nicotinamida adenin dinucleotido

Nicotinamida adenin dinucleotido fostato

Azul de nitrotetrazolium

polictilenglicol

pirofosfatasa

Fluoruro de fentlmetilsulfonilo
Polivintlpirrolidona 40
Polivinilpolipirrolidona
Dodecilsulfatosodico

Trictilamina
N.N.N".N'-tetrametiletilendiamida
[-(4-trimetilamoniotenil)6-fenil-1.3.5-hexatrieno
Trishidroximetil-amimmometano
Urnidin 3" -difosfato

Uridin 3 -difosfatasa

Acido paimitico

Acido estearico

Acido oleico

Acido hnoleico

Acido limolénico
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