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Resumenes

RESUMEN

En esta tesis se han prentendido ampliar los conocimientos sobre los mecanismos
que permiten la adaptacién de los cultivos celulares de Nicotiana tabacum BY-2 al
estrés abidtico, concretamente estrés salino. En dichas condiciones, la adaptacién a
nivel subcelular implica modificaciones ultrastructurales que permiten a las celulas
crecer. Para la identificacion de los factores que influyen en la adaptacioén celular al
estrés salino y las modificaciones que se producen en la célula, se han utilizado
técnicas de microcopia electrénica y Optica. Por otra parte, se han estudiado nuevos
mecanismos de captacion y acumulacion subcelular de sodio mediante el andlisis del
trafico de membranas (endocitosis). Para este estudio se han utilizado técnicas in vivo
mediante microscopia de laser confocal. Estos estudios han sido completados con la
utilizacion de técnicas de transcriptomica, protedmica e iondmica, que nos permiten
identificar qué factores moleculares son los que pueden estar regulando la adaptacién
a altas concentraciones salinas. Asi mismo, debido a que las giberelinas estan
implicadas en el proceso de elongacion y crecimiento celular, y estudios recientes han
relacionado el papel de las mismas con la tolerancia de plantas a salinidad, hemos
estudiado la influencia de estas hormonas en la adaptacién de las células vegetales a
dicho estrés. Con este fin, se ha realizado un estudio sobre la alteracién en el
metabolismo de las GAs en condiciones salinas y como afecta esta alteracion a la
adaptacion de dichas células a estas condiciones de estrés. Por otra parte, hemos
fijado nuestra atencién en los cambios producidos en la estructura de la pared celular
en el proceso de adaptaciobn a salinidad. En este estudio se han analizado
principalmente las extensinas y proteinas ricas en arabinogalactanos (AGPs) mediante
su identificacion y distribucién a nivel subcelular, utilizando anticuerpos especificos

contra epitopos de estos compuestos.

El desarrollo de estos objetivos se ha llevado a cabo mediante técnicas
bioguimicas, celulares y de biologia molecular que nos han permitido obtener una
vision mas integrada de los mecanismos implicados en la adaptacion de las células al
estrés salino mediante la regulacion hormonal de los cambios en la estructura y

composicion de la pared celular.
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Resumenes

SUMMARY

The aim of this thesis is to enhance our knowledge about the mechanisms of the
cell line Nicotiana tabacum BY-2 to the stress conditions, in particular, to high salinity
stress. Under these conditions, the adaptation at the subcellular level implies
ultrastructural modifications that allow the cells to grow. To identify the factors that may
affect this adaptation process to the salinity stress and the possible modifications that
may take place in the cell, electronic and light microscopy has been implemented.
Additionally, potential new mechanims for subcellular uptake and accumulation of
sodium have been investigated by analysing membranes vesicle trafficking
(endocytosis). In this work, laser confocal in vivo techniques have been applied.
Transcriptomic, proteomic and ionomic tools have been successfully used to
complement these studies. Since gibberellins (GAs) are involved in the growth and
elongation of plant cells, and recent studies show evidence of the association between
GAs and plant tolerance to salinity conditions, the influence of GAs on the plant cells
adaptation to salinity stress has also been investigated. This study has also examined,
the putative changes in the GAs metabolism under the salinity stress conditions and
how these changes may affect the plant cells adaptation. We are also look at the
structural changes that may occur in the cell wall during the adaptation process to the
salinity conditions, since this may play a major role in the control of the cell size. For
this purpose, we have analyzed extensins and arabinogalactan-proteins (AGPs) by
identifying their presence and distribution at the subcellular level using specific

antibodies raised against epitopes of these molecules.

To carry out all these objectives, several biochemical, cellular and molecular tools
have been implemented to obtain an integrated view of the possible mechanisms that
underlie the structural and compositional changes that occur during the adaptation
process of plant cells to salinity stress and, of the regulation and effects of hormones

on those changes.
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Introduccién

|. INTRODUCCION.

1. Salinidad.

1.1. Estrés en plantas.

El término “estrés” quedod perfectamente definido en el ambito de la Fisica por la
Teoria de la Elasticidad como la fuerza ejercida por unidad de area (Cauchy, 1821).
Sin embargo, en el campo de la Biologia diferentes autores han aportado humerosas
definiciones con el objeto de aplicar esta terminologia a los sistemas biolégicos
(Kranner, 2010). En este sentido, el concepto original de estrés en organismos vivos
fue introducido por el endocrindlogo Hans Selye (1936, 1956), quien afirmé que “todos
los agentes pueden actuar como estresantes” y que “existen tanto respuestas
especificas como inespecificas para cada tipo de agente estresante”. Mas
recientemente, Levitt (1980) definid6 el término como “cualquier factor ambiental
potencialmente desfavorable para el desarrollo de un organismo vivo” vy
posteriormente, el ecofisiélogo vegetal Larcher (1987) describid el estrés en sistemas
vegetales como “un estado en el que las crecientes demandas hechas a una planta
conducen a una desestabilizacion de funciones, seguida por la normalizacién y por
una resistencia mejorada” al tiempo que indicaba que “si los limites de la tolerancia
son excedidos y se sobrepasa la capacidad adaptativa, el resultado puede ser el dafio
permanente o incluso la muerte”. Lichtenthaler (1996, 1998) indic6 que el estrés en los
vegetales es “cualquier condicion desfavorable para su crecimiento y desarrollo”,
subrayando que en la mayor parte de los casos “las plantas pueden recuperarse
cuando desaparecen los agentes estresantes”. Con todo, se puede considerar que una
planta se encuentra bajo estrés cuando estd sometida a unas condiciones diferentes
de las 6ptimas para la vida, lo que provoca una serie de cambios y respuestas a todos
los niveles funcionales. La sensibilidad a un estrés concreto esta determinada por el
umbral de tolerancia de la planta al mismo. Este umbral depende tanto de la especie
vegetal y su estado de desarrollo, como del tipo de agente estresante y la dosis
aplicada (Lichtenthaler, 1996).

En general, podemos clasificar los tipos de estrés como bibticos y abibticos
(Azcon-Bieto y Talon, 2008), aunque también resulta comdn su clasificacion en
naturales y antropogénicos (Lichtenthaler, 1996). Los estreses bibticos son causados

por la acciébn de organismos vivos como animales, plantas (fenOmenos de
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competencia y alelopatia), microorganismos (bacterias, hongos y elulares) y otros
agentes fitopatdgenos (virus y viroides). En cuanto a los estreses abidticos, éstos
pueden dividirse en fisicos y quimicos. Entre los factores fisicos se pueden mencionar
el estrés hidrico (déficit o exceso de agua), el térmico (calor, frio, congelacion), la
salinidad (en su componente osmotico) y la radiacién (altas intensidades de luz visible
y UV). Entre los factores quimicos destacan los metales pesados, los plaguicidas, la
salinidad (en su componente i6nico) y la deficiencia de elementos minerales. Cabe
destacar que el estrés abidtico constituye la principal causa de dafios a cultivos,
siendo la salinidad el tipo mas extendido (Mahajan y Tujeta, 2005; Parida y Das,
2005). Cabe destacar que los factores estresantes raramente se dan en la naturaleza
de forma aislada, sino que suele ser una combinacién de varios los que actian sobre
la planta, por ejemplo en el caso de la combinacion de estrés por elevadas
temperaturas, falta de agua y alta irradiacion que se produce en periodos secos,

soleados y calurosos durante el verano (Lichtenthaler, 1996).

1.2. Salinidad y agricultura.

Las sales constituyen un elemento comun del suelo, resultando muchas de ellas
nutrientes esenciales para las plantas (Carillo y col., 2011). Sin embargo, elevadas
concentraciones salinas en el suelo causan en las plantas importantes alteraciones a
nivel fisioldgico y bioquimico afectando a su desarrollo. Estas modificaciones se
traducen en una importante disminucién del rendimiento en la mayoria de los cultivos,
gue se ve reflejado en una menor produccién de fruto. Por lo expuesto anteriormente,
la salinidad est4 considerada en la actualidad como uno de los principales factores

limitantes de la produccion vegetal.

Gran parte de las areas afectadas por salinidad se han originado por causas
naturales. La salinizacién natural o primaria suele darse en zonas aridas o semiaridas
donde, por factores naturales a lo largo del tiempo, se han acumulado sales solubles
en suelos y aguas subterraneas. Esta salinizacién conlleva una falta de fertilidad del
suelo y, por tanto, una menor productividad del mismo (Dajic, 2006). Sin embargo,
existe otro tipo de salinizaciébn provocada por la actividad humana que se conoce
como salinizacion secundaria. La salinizacion secundaria es propia de zonas de
regadio y deriva principalmente de un uso inadecuado de las aguas de riego y de su
mala calidad, lo que conduce a un incremento paulatino en la concentracién de iones
salinos en el suelo que acaba afectando a la agricultura (Bressler y Hoffman, 1986;

Serrano, 1996; Tujeta, 2007). Este proceso conduce cada afio al deterioro de
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aproximadamente 2 millones de hectareas de suelos (Tujeta, 2007) y se agudiza
especialmente en franjas costeras, donde la sobreexplotacion de acuiferos produce
una salinizacién paulatina del suelo por intrusibn de agua de mar. A parte de las
citadas anteriormente, otras actividades humanas que contribuyen a incrementar la
salinizacion secundaria son la deforestacion de zonas semiéridas y el uso inadecuado
de fertilizantes (Pessarakli y Szabolcs, 1994; Dajic, 2006).

Cabe destacar que alrededor de 800 millones de hectareas de suelos en todo el
mundo se encuentran afectadas por salinidad, lo que representa aproximadamente el
6% de la superficie del planeta (Munns, 2005; Munns y Tester, 2008). Asi mismo, se
estima que la superficie destinada a agricultura que se encuentra bajo riego representa
solamente el 17% del total pero tiene una productividad al menos dos veces mayor y
genera un tercio de los alimentos que se consumen a nivel mundial (Hillel, 2000). Si
tenemos en cuenta que de los actuales 230 millones de hectareas de la superficie bajo
riego 45 millones de hectareas (20%) estan afectadas por la salinidad (Cuartero y col.,
2008; Pitman y Lauchli, 2002), que la mayoria de las especies cultivadas son glicofitas
y, por tanto, incapaces de desarrollarse a concentraciones de 50 mM de NaCl o
superiores (Tujeta, 2007) y que se prevé una poblacion mundial de 9300 millones de
habitantes en 2050 que hara necesario un incremento de la produccion global de
alimentos en torno al 50% en los préximos 40 afios (Flowers, 2004), el aumento de la
tolerancia a la salinidad de los cultivos resulta un objetivo prioritario si se quiere
asegurar el suministro de alimentos en las proximas décadas. Por otra parte, estos
hechos implicarian no solamente sobreexplotar las tierras ya cultivadas sino buscar
nuevas areas donde llevar a cabo la actividad agricola, teniendo que dirigir nuestra
mirada hacia las zonas aridas y semiaridas en las que es frecuente una alta salinidad
de los suelos y en las que los factores climaticos determinan la necesidad de
irrigacion. En este sentido, un mayor conocimiento de los mecanismos fisioldgicos,
bioquimicos y moleculares que median en los procesos de adaptacion a salinidad en
plantas permitird desarrollar estrategias de resistencia en aquellas variedades de
especial interés agronémico con el objetivo de mejorar su productividad y hacer frente

a las necesidades alimenticias de la poblacién mundial.
1.3. Efecto de la salinidad sobre las plantas.
La salinidad puede ocasionar en las plantas una amplia variedad de efectos entre

los que cabe destacar reduccion del turgor, deficiencia nutricional, desorganizacion de

membranas, alteracion de determinadas actividades enzimaticas, produccion de
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radicales libres y disminucién de la tasas fotosintética y de division celular (Hasegawa
y col., 2000; Munns, 2002; Zhu, 2007). La consecuencia general es la reduccién en el
crecimiento y desarrollo de la planta como resultado de la accion combinada de varios
factores (Greenway y Munns, 1980; Serrano, 1996; Hasegawa y col., 2000; Munns,
2002; Zhu, 2002; Tester y Davenport, 2003; Munns, 2005; Tujeta, 2007; Munns y
Tester, 2008; Shabala y Cuin, 2008):

1. La salinidad produce un efecto osmético que causa disminucién en la capacidad
de la planta para absorber agua. Esto se traduce en un cambio en las necesidades
energéticas de la planta, que se ve en la necesidad de realizar un ajuste osmotico
con el fin de poder obtener el agua necesaria para sobrevivir.

2. La salinidad puede generar toxicidad idnica, asociada normalmente a la
absorcion excesiva de iones Na* y CI', produciéndose dafios a nivel subcelular.

3. El exceso de iones Na® y CI' conduce a una menor absorcion de nutrientes
minerales y a una alteracion en la distribuciéon de iones esenciales como el K* o el
Ca?*, lo que deriva en desequilibrio nutricional.

4. Por ultimo, la salinidad conlleva procesos de estrés oxidativo derivados de la

generacién de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (ROS y RNS).

Para comprender como las plantas se ven afectadas por la salinidad y como son
capaces de tolerarla es necesario saber si su crecimiento esta siendo limitado por el
efecto osmotico de la sal en el suelo o por el efecto téxico de la sal dentro de la planta.
Un andlisis sencillo de la respuesta de una planta frente al estrés salino refleja que
existen dos fases claramente diferenciadas: una respuesta rapida al incremento en la
presion osmotica del medio externo (fase osmoética) y una respuesta lenta debida a la
acumulacion de Na* en las hojas (fase iénica) (Figura 1) (Munns y Tester, 2008). En la
fase osmdética, que comienza inmediatamente después de que la concentracién de
iones salinos alrededor de las raices aumente hasta un nivel umbral, se reduce la
capacidad de la planta para absorber agua y la tasa de crecimiento vegetal cae
significativamente provocando, a largo plazo, una reduccion del crecimiento de la parte
aérea y, en menor medida, de las raices (Munns, 2002; Zhu, 2002; Tester y
Davenport, 2003; Tujeta, 2007). La segunda fase, ionica, resulta del efecto toxico
provocado por la acumulacién de iones, particularmente Na*, en la hojas adultas
(Munns, 2002). Esta situacidbn conduce a una senescencia prematura resultando
finalmente en la muerte de las hojas. El dafio se produce como consecuencia de las
elevadas concentraciones de sales acumuladas en el citoplasma celular, con la

subsiguiente inactivacién de enzimas (Amtmann y Sanders, 1999; Mahajan y Tujeta,
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2005), o en las paredes celulares, lo que deriva finalmente en deshidratacion celular
(Flowers y col., 1991). A bajas concentraciones de NaCl, el componente osmético del
estrés salino ejerce un efecto sobre la tasa de crecimiento mayor que el provocado por
el estrés ionico. Sin embargo, a elevadas concentraciones de NaCl el efecto i6nico

domina sobre el osmético (Munns y Tester, 2008).

( a ) Incremento en la tolerancia ( b) Incremento en la tolerancia ( C) Incremento en la tolerancia
al estrés osmético al estrés idénico a ambos tipos de estrés
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Figura 1. Efecto del estrés salino sobre la tasa de crecimiento en plantas. Pueden darse
dos tipos de respuesta: una rapida debida al incremento en la presién osmatica externa (fase
osmoética) y otra lenta como consecuencia de la acumulacion de Na® en las hojas (fase i6nica).
La linea solida verde representa el cambio en la tasa de crecimiento tras la adicion de NaCl. (a)
La linea discontinua verde representa la respuesta hipotética de una planta con incremento en
la tolerancia al componente osmético del estrés salino. (b) La linea discontinua roja representa
la respuesta de una planta con incremento en la tolerancia al componente i6nico del estrés
salino. (c) La linea discontinua verde y roja representa la respuesta de una planta con

incremento en la tolerancia a ambos componentes del estrés salino (Munns y Tester, 2008).

1.4. Tolerancia a la salinidad en plantas.

La tolerancia a la salinidad puede definirse como la capacidad de las plantas para
crecer y completar su ciclo de vida desarrollandose en un sustrato que contiene
elevadas concentraciones de sales solubles (Parida, 2005). Tradicionalmente, las
plantas han sido clasificadas en tres grandes grupos en base a su tolerancia a la

salinidad (Greenway y Munns, 1980):

1. “Haldfitas”. Son plantas muy tolerantes a la salinidad, capaces de completar su
ciclo de vida en ambientes con elevadas concentraciones salinas en el suelo (200-
500 mM de NacCl).
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2. “Haldfitas-glicofitas”. Este grupo lo forman plantas haléfitas menos tolerantes que
las incluidas en el apartado anterior (100-200 mM de NaCl) y glicéfitas tolerantes
capaces de desarrollar su ciclo de vida en suelos con concentraciones salinas
cercanas a 100 mM de NacCl.

3. “Glicdfitas”. Se trata de plantas muy sensibles, fuertemente afectadas a niveles de
50 mM de NacCl.

Este amplio rango de tolerancia a la salinidad puede darse tanto entre grupos de
plantas taxondmicamente distintos como entre especies estrechamente relacionadas
(Tester y Davenport, 2003). En este sentido, la Figura 2 muestra las respuestas de
crecimiento de distintas especies de monocotiledéneas y dicotiledéneas frente a
diferentes concentraciones salinas (Munns y Tester, 2008). Entre los cereales
(monocotileddneas), el arroz es considerada la especies mas sensible, mientras que el
agropiro resulta el mas tolerante. Entre las dicotiledoneas, Arabidopsis thaliana resulta
mas sensible que el arroz pero el saltbush es muy tolerante. Estos datos ponen de
manifiesto que la variacibn en la tolerancia a la salinidad en especies de

dicotileddneas resulta mas amplia que en monocotileddneas.
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Figura 2. Diversidad en la tolerancia a salinidad de diferentes especies de plantas. La
diversidad en la tolerancia a salinidad se muestra como el porcentaje de variacion en peso
seco tras ser cultivadas durante tres semanas en presencia de diferentes concentraciones de
NaCl y relativa al crecimiento en ausencia de NaCl. Los datos corresponden a arroz (Oryza
sativa), trigo poulard o australiano (Triticum turgidum ssp durum), trigo harinero (Triticum
aestivum), cebada (Hordeum vulgare), agropiro alargado (Thinopyrum ponticum), Arabidopsis
(Arabidopsis thaliana), alfalfa (Medicago sativa) y river saltbush (Atriplex amnicola) (Munns y
Tester, 2008).
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Las estrategias adaptativas desarrolladas por las plantas para hacer frente a las
elevadas concentraciones salinas deben ir encaminadas tanto a restaurar y mantener
el equilibrio osmotico e ibnico como a hacer frente al estrés oxidativo. Ello requiere de
un sistema apropiado de percepcion y transduccion de la sefial en el que una serie de
moléculas deben regular la actividad de las proteinas efectoras implicadas en la
respuesta (Vinocur y Altman, 2005) (Figura 3).

Estrés osmoético

Salinidad Estrés ionico
Estrés oxidativo

Interrupcion del equilibric osmético y de la homeostasis iGnica
Daios en proteinas, membranas y acidos nucleicos

Osmosensores, homonas,
segundos mensajeros, MAP
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Antioxidantes ‘l’
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iones (acuaporinas,
transportadores de iones)

Osmoprotectores
(prolina, glicinabetaina) l

Restablecimiento de la homeostasis celular
Proteccion de proteinas, membranas y acidos nucleicos

!

Tolerancia o resistencia al estrés

Figura 3. Representacion esquematica de la complejidad en la respuesta de las plantas al
estrés salino. La salinidad induce estrés osmdtico, ionico y oxidativo que afectan al
crecimiento y desarrollo de la planta. Estos tres tipos de estrés son detectados por sistemas de
percepcion desencadenandose un proceso de sefializacion aguas abajo que activa los
mecanismos de respuesta a estrés mediante induccion de determinados genes. Esta respuesta
conduce finalmente al restablecimiento de la homeostasis celular, y en consecuencia, a la

tolerancia al estrés (modificado de Vinocur y Altman, 2005).
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1.4.1. Respuesta fisioldgica al estrés osmético inducido por salinidad.

El primer efecto provocado por la salinidad es la disminucién del potencial hidrico
de la solucion del suelo (efecto osmotico). Este efecto comienza en el momento en
gue la concentracién de sales en torno a las raices de la planta aumenta hasta un nivel
umbral que para la mayor parte de las plantas es de 40 mM de NacCl, pudiendo ser
incluso menor en el caso de plantas muy sensibles a salinidad como el arroz y
Arabidopsis (Munns, 2002; Zhu, 2002; Tester y Davenport, 2003; Tujeta, 2007). En
esta situacion, la capacidad de absorcién de agua y nutrientes minerales por parte de
las raices de la planta se ve seriamente afectada, produciéndose un efecto similar al
ocasionado por el estrés hidrico y provocando una reduccién de la expansion foliar y
pérdida de turgencia. Bajo estas condiciones, la planta se ve en la necesidad de
disminuir su potencial hidrico haciendo que sea inferior al reinante en la rizosfera para
mantener el volumen celular y la turgencia, proceso que recibe el nombre de
osmorregulacion o ajuste osmético. El ajuste osmoético implica, por una parte, la
absorcion y acumulacion de iones salinos procedentes del sustrato y, por otra, la
biosintesis de solutos organicos (Alarcén y col., 1993). La ventaja de estos ultimos es
gue, incluso a elevadas concentraciones, no resultan perjudiciales para el metabolismo
celular, razéon por la que se les ha denominado osmolitos o solutos compatibles

(Hasegawa y col., 2000; Huang y col., 2000).

Los solutos compatibles comprenden una amplia gama de compuestos entre los
gue destacan los &cidos organicos y los monosacaridos, principalmente fructosa y
glucosa, aunque existen otros muchos a los que a bajas concentraciones también se
les ha asignado el papel de osmolitos: alcoholes (glicerol e inositoles metilados),
azucares complejos (trehalosa, rafinosa y fructanos), polioles, aminoacidos (prolina) y
compuestos de amonio cuaternario (glicinabetaina y alaninabetaina) (Nuccio y col.,
1999). En la mayoria de las glicéfitas, los azucares son los principales solutos
compatibles que intervienen en el ajuste osmoético (Greenway y Munns, 1980) y
aunque su sintesis permite a la planta sobrevivir, al requerir energia ésta se produce a
expensas del crecimiento de la misma. Si bien estos compuestos intervienen en el
mantenimiento de la presion de turgor, también podrian actuar como osmoprotectores,
razon por la que se les han asignado funciones tanto en la proteccion de la integridad
de membranas como frente a los dafios derivados del estrés oxidativo (Mansour, 1998;
Rhodes y col., 2002). Asi, plantas de tabaco transgénicas que sobreexpresaron el gen
TPS1 (trehalosa-6-fosfato sintasa) de levaduras mostraron un menor dafio oxidativo en

condiciones de estrés salino (Romero y col., 2002).
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1.4.1.1. Papel de la prolina en el estrés salino.

Posiblemente, el compuesto osmoético mas estudiado en la bibliografia relacionada
con el estrés salino sea la prolina, aminoacido esencial que forma parte de la
respuesta a diversos tipos de estrés bidtico y abidtico (Szabados y col., 2011). En
plantas superiores, la prolina es sintetizada principalmente a partir de glutamato, el
cual se reduce a glutamato semialdehido (GSA) por accién de la enzima pirrolin-5-
carboxilato sintetasa (P5CS). Posteriormente, el GSA se convierte, de forma
espontanea, en pirrolin-5-carboxilato (P5C) que vuelve a ser a ser reducido por la
enzima P5C reductasa generando prolina. En cuanto al catabolismo de la prolina, éste
tiene lugar a nivel mitocondrial. La prolina es transformada en P5C via la enzima
prolina deshidrogenasa o prolina oxidasa y, posteriormente, el P5C es convertido en

glutamato mediante la enzima P5C deshidrogenasa (Szabados y Savouré, 2010).

Se han descrito mdltiples funciones protectoras para la prolina bajo diversas
condiciones de estrés. Durante muchos afios se ha pensado que la prolina podria
actuar como un osmolito neutro, protegiendo las estructuras celulares y estabilizando a
los enzimas (Delauney y Verma, 1993; Sharma y Dubey, 2005). Asi mismo, se ha
propuesto que desarrollaria un papel importante como antioxidante, como molécula
sefializadora e incluso como fuente de energia en el proceso de recuperacion posterior
al estrés (Szabados y col., 2011). Por otra parte, en los Ultimos afios, se ha descrito la
presencia del “ciclo de la prolina” en plantas, identificado anteriormente en levaduras y
mamiferos. Este ciclo consiste en que el P5C producido por la actividad de la prolina
deshidrogenasa mitocondrial puede seguir la via catabdlica, o bien, puede ser
transportado de nuevo al citosol para sintetizar prolina. La prolina deshidrogenasa es
una enzima de la membrana mitocondrial interna que tiene un grupo FAD capaz de
oxidarse o reducirse y, por tanto, de transferir electrones a la cadena de transporte
electréonico mitocondrial. La intensificacibn de este ciclo puede dar lugar a un
incremento del flujo de electrones generando ROS al usar el O, como aceptor
electrénico final (Miller y col., 2009). Este ciclo, que en principio pudiera parecer ftil,
puede ser utilizado en humanos para inducir muerte celular programada en células
cancerosas mediante un sistema de sefializacion celular que da lugar a apoptosis (Liu
y col., 2006).
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1.4.2. Respuesta fisiolégica al estrés i6nico y nutricional inducido por

salinidad.

Seguin Munns (2002), el Na* comienza a inhibir la mayoria de los enzimas a una
concentracion superior a 100 mM. Esta inhibicion tiene lugar tanto de forma directa al
enlazarse el Na* a los sitios de inhibicion como, de forma indirecta, por desplazar al K*
de los lugares de activacibn enziméticos (Serrano, 1996). En ambos casos, la
competitividad entre K* y Na* parece ser critica y, por consiguiente, la relacion K*/Na*
citosolica resulta un factor mas determiante para evaluar la toxicidad del Na* que su
propia concentracion citosélica per se (Amtmann y Sanders, 1999; Glenn y col., 1999;
Cuin y col., 2003). En este sentido, los recientes progresos en genética molecular y
electrofisiologia de plantas sugieren que la homeostasis del K" y el Na* resulta un
mecanismo clave en la tolerancia al estrés salino y constituye un proceso complejo y
coordinado que conlleva al mantenimiento en el citoplasma de una alta relacion K*/Na*
(Tester y Davenport, 2003; Apse y Blumwald, 2007; Shabala y Cuin, 2008).

Por tanto, la acumulacion de iones salinos (Na* y CI) en el citosol provoca un
estrés ibnico en la planta, alterando la homeostasis no solamente de estos iones sino
también de K* y Ca* (Hasegawa y col., 2000; Rodriguez-Navarro, 2000) y generando,
en Ultima instancia, desequilibrio nutricional (Silberbush y Ben-Asher, 2001). Es por
esto, que la supervivencia y desarrollo de la planta dependeran de su capacidad para
restablecer la homeostasis i6nica después de la imposicion del estrés, lo que implica
adaptar el metabolismo con el fin de mantener las condiciones homeostaticas que le
permitan reanudar el crecimiento y completar el ciclo vegetativo (Munns y Tester,
2008). Los mecanismos mediante los que la planta trata de hacer frente a la toxicidad

ibnica generada por los iones salinos son:

1. Exclusién. Tiene lugar mayoritariamente a nivel radicular y consiste en reducir la
absorcion de los iones salinos y en su eflujo desde el citoplasma al medio externo.

2. Compartimentacion. Este mecanismo esta basado en la acumulacién de los iones
salinos en determinados compartimentos celulares, mayoritariamente vacuolas,
evitando su toxicidad en el citoplasma. Ademas, contribuye de forma significativa al
ajuste osmatico.

3. Excrecién. Radica en la eliminacion de iones salinos a través de glandulas
especializadas.

4. Suculencia. Consiste en evitar la toxicidad de los iones salinos mediante su

dilucion.
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La importancia de cada uno de los mecanismos expuestos anteriormente
dependerd de diversos factores entre los que podemos destacar la especie vegetal, el
tiempo de exposicion a la situacion de estrés, la concentracion salina y las condiciones

ambientales.

1.4.2.1. Exclusién de Na+.

Se trata de un mecanismo muy eficiente para prevenir la translocacion y
acumulacién de sales en las partes superiores de la planta. Est4 basado en la baja
permeabilidad a los iones salinos en la raiz, ain en presencia de elevadas
concentraciones de NaCl (Munns y col., 1983), y en el eflujo de Na® del citoplasma al
medio externo via membrana plasmatica por un antiporte Na*/H" impulsado por una
H*-ATPasa de membrana (Sze y col., 1999; Horie y Schroeder, 2004).

1.4.2.2. Regulacion celular de Na+y su compartimentacién vacuolar.

Segun Blumwald y col. (2000a), existe una correlacion importante entre la
compartimentacion iénica y la tolerancia a salinidad en las plantas haléfitas y las
glicofitas tolerantes. Asi pues, en condiciones salinas la compartimentacion vacuolar
de Na' permite tanto un ajuste osmético eficaz como la retirada de iones tdxicos del
citosol. Se trata de un proceso dependiente de energia y requiere de la actividad de
transportadores especificos, localizados en el tonoplasto, que desempefian un papel
relevante en la regulacion de la homeostasis i6nica (Apse y col., 1999; Dietz y col.,
2001; Apse y Blumwald, 2002; Zhu, 2003).

Resultan numerosos los estudios llevados a cabo con el objeto de identificar los
transportadores y canales i6nicos que regulan el movimiento neto de Na* a través de
las membranas celulares (Amtmann y Sanders, 1999; Schachtman y Liu, 1999;
Blumwald, 2000b; Serrano, 2002). Wu y col. (1996) identificaron varios mututantes de
Arabidopsis thaliana hipersensibles a Na' y Li* e incapaces de crecer a bajas
concentraciones de K' a los que denominaron SOS (Salt Overlay Sensitive). Dichos

autores indicaron que estos mutantes definen tres loci SOS: SOS1, SOS2 y SOS3.

1. SOS1. La proteina que codifica SOS1 esta localizada principalmente en la
membrana plasméatica (Shi y col.,, 2002) y se corresponde con un antiportador
Na'/H" (Brett y col., 2005). Pertenece a la subfamilia NhaP, dentro de la familia de

proteinas CPAL (Pardo y col., 2006), y desempefia el papel mas relevante en la
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tolerancia a salinidad en el reino vegetal. En comparacién con plantas mutantes
S0S2 y SOS3, los mutantes SOS1 son ain mas sensibles a Na* y Li".

2. SOS2. Este gen codifica una proteina quinasa serina/treonina (Halfter y col., 2000)
implicada en la regulacion de proteinas de transporte ionico como SOS1. SOS2
interacciona fisicamente con SOS3 formando parte de la misma ruta reguladora
(Liu y col., 2000). Por otra parte, se ha encontrado relaciéon tanto entre el gen
SOS2 vy la sefializacion mediada por ROS como entre el mismo gen y la respuesta
al ABA (Ohta y col.,, 2003). Asi mismo, también se ha identificado el papel
importante que SOS2 desempefia en procesos de desarrollo y floracion.

3. S0S3. El gen SOS3 codifica una proteina de unién a Ca®* que pertenece a la
familia de proteinas de tipo EF-hand. En Arabidopsis, la expresion de SOS3 es
especifica de raices, no mostrando variaciones tras la aplicacion de un estrés
salino (Quan y col., 2007). Sin embargo, en tomate, donde también se ha descrito
su expresién en raices, muestra una disminucion en presencia de elevadas

concentraciones salinas (Huertas, 2011).

Segun el modelo propuesto en la ruta de sefializacion SOS (Salt Overly Sensitive)
(Figura 4) para la regulacién de la homeostasis idnica, en condiciones de estrés salino
los iones Na” entrarian a la célula a través del transportador de membrana plasmatica
HKT1, pudiendo ser translocados fuera de la misma o a la vacuola por la accion del
antiportador Na*/H" de membrana plasmaética SOS1 o de los antiportadores vacuolares
NHX1 y NHX2, que ademas parecen contribuir a secuestrar K* en la vacuola (Pardo y
col., 2006). Este antiporte estaria impulsado por un gradiente electroquimico de H*
generado por las bombas de membrana plasmatica (H*-ATPasa) y de tonoplasto (H*-
ATPasa y H'-pirofosfatasa). Parece ser que el Ca*? desempefia un papel clave en la
regulacion de la homeostasis ionica aumentando su concentracién citosélica
inmediatamente después de la imposicion del estrés, proceso mediado por el acido
abcisico (ABA) (Knight y col., 1997). En este sentido, un aporte exégeno de Ca?*
reduce el efecto téxico del NaCl, presumiblemente facilitando una mayor relacién
K*/Na" (Liu y Zhu, 1997) y potenciando la sefial de transduccion del estrés, lo que

conduce a una adaptacién a la salinidad (Sanders y col., 1999).
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Figura 4. Regulacion de la homeostasis i6nica por la ruta de sefializacion SOS (Salt
Overly Sensitive) durante el proceso de adaptacion a estrés salino. El transportador de
membrana plasmatica HKT1 y los antiportadores Na'/H" de membrana plasmatica SOS1 y
vacuolar NHX1 desempefian un papel clave en la respuesta al estrés idnico regulando la

homeostasis celular. (Turkan y Demiral, 2009).

A pesar de lo descrito con anterioridad, recientemente se ha cuestionado el papel
real de los antiporteadores NHX en la acumulacion de Na* en la vacuola. Leidi y col.
(2010) y més recientemente Barragan y col. (2012) han demostrado en Arabidopsis
thaliana que tanto AtNHX1 como AtNHX2 estan implicados en la acumulacion de K,
regulando de esta forma el turgor celular, pero no en el aumento de la capacidad de
acumulacion de Na* en la vacuola. En vista de estos resultados, se abre de nuevo la
cuestiéon acerca de cudles son los principales mecanismos de transporte de Na*a la
vacuola. Otros candidatos posibles propuestos como transportadores de Na*
vacuolares son las proteinas CHX y KEA, sin embargo, su capacidad transportadora
no ha sido demostrada (Pardo y col., 2006). Otro grupo importante de transportadores
de membrana implicados en procesos de estrés abidtico, principalmente estrés salino,
son los canales no selectivos de cationes (NSCCs). La caracteristica general de estos

transportadores es que catalizan el flujo pasivo de cationes a través de la membrana
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plasmética (Demidchik y Tester, 2002; Demidchik y Maathuis, 2007). En los dltimos
afos se ha observado que participan en un amplio niumero de respuestas al estrés
tales como crecimiento y desarrollo, absorcion de nutrientes y sefalizacion. En el caso
del estrés salino, se induce un sistema concertado de NSCCs. Asi, a nivel radicular,
durante los primeros momentos en que se produce el estrés salino tiene lugar una
rapida entrada de Na" mediada por canales no selectivos de cationes independientes
de voltaje (VI-NSCC). Al mismo tiempo, se genera un incremento en los niveles
celulares de 3’, 5’-guanosina mofosfato ciclica (cGMP), posiblemente via un sensor de
turgor de membrana, que es un receptor quinasa que activaria a la guanil ciclasa. Este
cGMP producido tendria doble funcion, por un lado inhibiria los canales VI-NSCCs
reduciendo la entrada de Na® y, por otro, activaria los canales activados por
nucleétidos ciclicos (CNGC) introduciendo Ca?* en el citoplasma y desencadenando la
ruta de sefalizacibn mediada por este catiébn que, entre otras funciones, induciria la
produccién de ROS por accion de las NADPH oxidasas de membrana plasmatica
(Demidchik y Maathuis, 2007).

Asi mismo, en los Ultimos afios diferentes autores han propuesto que los procesos
de endocitosis también podrian participar en la tolerancia al estrés salino (Mimura y
col., 2003; Mazel y col., 2004; Leshem y col., 2006; Hamaiji y col., 2009). Mazel y col.
(2004) obtuvieron plantas transgénicas de Arabidopsis tolerantes a estrés salino que
sobreexpresaban el gen AtRab7. Estas plantas mostraron un incremento en el trafico
de vesiculas desde la membrana plasmética hacia las vacuolas, que se correlacioné
con un aumento en la concentracion de Na" en las mismas. Ademas, Leshem y col.
(2006) observaron que la expresion de las proteinas de la familia VAMP7C,
perteneciente al grupo de proteinas v-SNARE que participan en el ultimo paso de
fusion de la vesicula endocitica con el tonoplasto, estaba fuertemente regulada en

raices de plantas de Arabidopsis sometidas a condiciones de estrés salino.

Por otra parte, parece ser que no solamente las vacuolas actiGan como
acumuladoras de Na'. En este sentido, Kanai y col. (2007) han propuesto un posible
papel de los granulos de almidén como lugar de almacenamiento de este ion. Segln
estos autores, los granulos de almidén competirian con la vacuola al secuestrar Na®,
reduciendo de esta forma los niveles del mismo en el citoplasma y atenuando su

efecto toxico para el metabolismo celular.
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1.4.2.3. Excrecion de sales.

Se trata de un mecanismo asociado al desarrollo de estructuras especiales
denominadas “glandulas de la sal’ que se encuentran distribuidas en la epidermis de
las hojas (Pennewiss y col., 1997). Estas glandulas resultan comunes a muchas
plantas haléfitas de distintos géneros y secretan sales de forma activa a la superficie
de la hoja a través de la cuticula, donde pueden ser arrastradas por el agua de lluvia.
Dschida y col. (1992) describieron en Avicennia germinans la excrecion de sales por
las glandulas como un proceso dependiente de la energia generada por la actividad de
la bomba H*-ATPasa de membrana plasmatica.

Los productos de secrecidon de las glandulas salinas contienen gran cantidad de
elementos minerales entre los que destacan los cationes Na*, K*, Ca* y Mg*™ y los
aniones CI', SO4?2, PO,2 y CO5? (Ziegler y Liittge, 1967; Hogarth, 1999). En algunos
casos aparecen compuestos organicos como azlcares, aminoacidos y aminas, lo que
indica la posibilidad de que se produzcan pérdidas de compuestos procedentes del
protoplasma como consecuencia de una alteracion de las membranas celulares

durante el proceso de excrecién (Ziegler y Littge, 1967).

1.4.2.4. Suculencia.

La suculencia es caracteristica de muchas plantas haléfitas (Crawford, 1989) y
representa una forma eficaz de mitigar los efectos osméticos y toxicos de los iones
mediante dilucién. Las principales alteraciones morfo-anatdmicas que se producen en
plantas suculentas son: aumento del volumen celular (principalmente en células del
parénquima esponjoso), aumento del grosor de las hojas y disminucion de la densidad

estomatica (Rilke y Reimann, 1996; Smekens y Vantienderen, 2001).

1.4.3. Respuesta fisioldgica al estrés oxidativo inducido por salinidad.

La generacion de ROS constituye un proceso natural y continuo derivado del
metabolismo energético en organismos aerobios basado en reacciones de oxidacion-
reduccion (Mano, 2002). En las plantas, las ROS son productos habituales de las
reacciones de fotosintesis, fotorespiracion, B-oxidacion de los &acidos grasos y del
transporte electronico mitocondrial. No obstante, a pesar del importante papel
fisiolégico que desempefian, las ROS pueden resultar especies quimicas altamente

reactivas y con elevado poder oxidante capaces de provocar dafios severos sobre
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macromoléculas esenciales de las células ocasionando peroxidacion lipidica,
desnaturalizacién proteica y diversos tipos de alteraciones en los acidos nucleicos
(Halliwell y Gutteridge, 1989). Es por esto que los organismos aerobios, necesitados
del oxigeno para vivir, se han visto obligados a desarrollar defensas antioxidantes
(Halliwell, 1999).

Cuando las plantas se encuentran sometidas a condiciones de estrés puede
producirse un desequilibrio entre la produccién de ROS y la actividad de los sistemas
antioxidantes como consecuencia de la alteracion de la cadena de transporte
electrénico mitocondrial, resultando finalmente en estrés oxidativo (Parida, 2005). En
estas circunstancias, plantas con elevados niveles de antioxidantes presentan mayor
resistencia al dafio oxidativo (Wise y Naylor, 1987; Spychalla y Desborough, 1990),
existiendo una correlacién entre los niveles de antioxidantes y la tolerancia a salinidad
(Olmos y col., 1994; Hernandez y col., 1995; Hernandez y col., 2000; Benavides y col.,
2000; Lee y col.,, 2001b; Mittova y col., 2002; Mittova y col., 2003). De entre los
diversos marcadores que indican el grado de dafio oxidativo sufrido por las plantas
destaca el malondialdehido (MDA), subproducto de la peroxidacion lipidica en las
membranas biolégicas (Wong y col., 1987), resultando el aumento en su concentracion

indicativo de estrés oxidativo (Hossain y col., 2009).
1.4.3.1. Formacion de ROS.

En condiciones normales, las ROS (radical superdxido (O,7), peroxido de
hidrogeno (H,O,) y radical libre hidroxilo (OH)) se producen como resultado del
metabolismo celular durante el proceso completo de reduccion del oxigeno molecular
(0,) hasta agua (Figura 5). Es por esto que la toxicidad del oxigeno, para los
organismos aerobios, es debida principalmente a su forma excitada (el oxigeno

singlete, '%,) y a los productos de su reduccion (Fridovich, 1986).

e e +2H" e +H" e +H"

! ! !

o, —» 0,7 —» H,0;, —» OH —— H);0

!

H,O

Figura 5. Etapas de lareducciéon completa del oxigeno molecular (O,) hasta agua.
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1.4.3.2. Papel fisiologico de las ROS en los sistemas vegetales.

Las ROS no deben ser consideradas solamente como agentes toxicos producidos
por el metabolismo aerobio. Numerosos trabajos ponen de manifiesto su importancia
como agentes reguladores y de sefializacion (Apel y Hirt, 2004; Mittler y col., 2004;
Foyer y Noctor, 2005). En este sentido, las ROS estan implicadas en la regulacién de
las respuestas de defensa y muerte celular (Desikan y col., 1998), gravitropismo (Joo y
col., 2001), apertura estomatica (Kwak y col., 2003; McAinsh y col., 1996; Murata y
col., 2001; Pei y col., 2000; Zhang y col., 2001a; Zhang y col., 2001b; Zhang y col.,
2001c), crecimiento polar y expansion celular (Coelho y col., 2002; Foreman y col.,
2003; Gapper y Dolan, 2006) y crecimiento de los pelos radiculares (Foreman y col.,
2003). Asi mismo, en condiciones de estrés abibtico las ROS regulan la expresion de
genes (Pei y col., 2000; Pastori y Foyer, 2002; Mittler y col., 2004; Shin y Schachtman,
2004) y la actividad de canales idnicos (Foreman y col., 2003). Del mismo modo,
participan en respuestas defensivas frente a la infecciébn por patdégenos en plantas
como el melocotonero y albaricoquero (Diaz-Vivancos y col.,, 2006), el guisante
(Srivastava y Dwivedi, 1998; Diaz-Vivancos y col., 2008) o el rosal y la judia verde
(Bolwell y col., 1998).

1.4.3.3. Sistemas antioxidantes.

Para protegerse de los efectos toxicos que producen las ROS, las células deben
desarrollar mecanismos que permitan mantenerlas en unos niveles que resulten
compatibles con el metabolismo celular incrementando la actividad y/o la expresion de
los sistemas enzimaticos antioxidantes asi como la sintesis y regeneracion de sus
metabolitos redox (De Gara y col., 2003; Torres y col., 2006; Torres, 2010). Los
principales sistemas enziméticos antioxidantes presentes en plantas son catalasa
(CAT), superéxido dismutasa (SOD), peroxidasa (POX), ascorbato peroxidasa (APX),
glutation reductasa (GR), dehidroascorbato reductasa (DHAR) y
monodehidroascorbato reductasa (MDHAR), mientras que el glutation (GSH), el
ascorbato (ASC), el a-tocoferol y el B-caroteno constituyen sus metabolitos redox. Las
SODs son componentes esenciales de los sistemas de proteccion oxidativa de la
mayor parte de las plantas y catalizan la dismutacion de dos radicales superéxido en
oxigeno y peroxido de hidrogeno. El peroxido de hidrégeno generado puede ser

eliminado posteriormente por las CATs y las APXs (Figura 6).
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SOD 2° +2H" — 0O, + H,0O,

CAT 2H202 —_—) 02 + 2H20

APX R(OH),+ HLO, — & RO, + 2H,0
(ASC como donador de e-)

Figura 6. Eliminacién de las ROS por parte de los principales sistemas enziméticos

antioxidantes presentes en plantas.

1.4.3.4. Sefializacion celular mediada por ROS.

Tradicionalmente se ha denominado como “estrés oxidativo” a la situacion
originada por el desequilibrio entre la produccion de ROS y la capacidad de un sistema
biolégico para eliminarlas y reparar los dafios producidos. Este término, con ciertas
connotaciones negativas, implica un proceso perjudicial cuando en realidad
numerosos trabajos ponen de manifiesto que el incremento en los niveles de ROS,
principalmente O, y H,0O,, parece ser un componente esencial en el repertorio de
sefales que utilizan las plantas para realizar ajustes en la expresion génica y la
estructura celular en respuesta a sefiales ambientales y del desarrollo (Foyer y Noctor,
2005). En este sentido, desviaciones en el estado redox normal en los cloroplastos y
las mitocondrias pueden ser detectadas y transmitidas al ndcleo a través de cascadas
de sefializacion retrégrada (Suzuki y col., 2012). Dado que el aumento en los niveles
de H,O, en la mitocondria y los cloroplastos se relaciona con cambios en el
transcriptoma nuclear (Pesaresi y col., 2006), se ha sugerido que las ROS constituirian
las moléculas sefial entre organelas y nucleo (Apel y Hirt, 2004). Los mecanismos de
sefalizacion retrégrada permiten la comunicacion del estado funcional y de desarrollo
desde las organelas al ndcleo, haciendo que este Ultimo module las sefales
anterégradas y regule el metabolismo celular de forma acorde a las necesidades
puntuales. Estas sefales permiten la expresion coordinada de los genomas nuclear,
cloroplastico y mitocondrial dirigiendo cambios adaptativos en respuesta a
fluctuaciones o variaciones drasticas en las condiciones ambientales que provocan

situaciones de estrés celular (Woodson y Chory, 2008) (Figura 7).
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Estimulos ambientales

Senalizacion . Senalizacion
retrégrada Ny retrograda

Sefalizacion Senalizacion

4N anterégrada anterégrada

Mitocondria Cloroplasto

Figura 7. Sefializacion retégrada y anterégrada mediada por ROS. Los estimulos
ambientales afectan a la expresibn de genes nucleares codificantes para proteinas de
organelas. Este proceso afecta, a su vez, la funcién y expresion de genes cloroplasticos y
mitocondriales a través de las vias de sefializacion anterdgrada. Cloroplastos y mitocondrias
son capaces de detectar desviaciones en su estado redox normal, comunicando al nucleo,
mediante las vias de sefializacion retrograda, su estatus funcional y determinando la expresion

y regulacion de genes nucleares (Adaptado de Woodson y Chory, 2008).

1.5. Muerte celular programada y estrés salino.

La muerte celular programada (PCD) es un proceso celular fundamental
conservado evolutivamente en células eucariotas de diferente origen que constituye
una parte integral del desarrollo vegetal y de las respuestas tanto a patégenos como a
diferentes tipos de estrés abidtico, incluyendo el salino (Affenzeller y col., 2009;
Shabala, 2009; van Doorn y col., 2011). Asi mismo, esta implicada, entre otros, en
procesos tales como la diferenciacion del floema, la formacion de los elementos
traqueales y del aerénquima y la senescencia foliar (Huh y col.,, 2002). Las
caracteristicas tipicas de la PCD incluyen la fragmentacion del DNA en secciones
discretas de entorno a 180 pares de bases (laddering DNA), condensacion y
contraccién del citoplasma, liberacion de citocromo c¢ de las mitocondrias, incremento
en la concentracion de Ca®" citosélico y aumento en la actividad de las enzimas

degradadoras de la familia de las caspasas (Danon y col., 2000; Krishnamurthy y col.,
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2000; Wood, 2001; Hoeberichts y Woltering, 2002). La clasificacion de la PCD en
plantas est4 basada en criterios morfolégicos de forma que se pueden establecer dos

clases de PCD: muerte celular vacuolar y necrosis (van Doorn y col., 2011).

Segun el modelo propuesto por Shabala y col., 2006, bajo condiciones de estrés
salino se produce una fuerte despolarizacion de la membrana plasmatica como
consecuencia de la entrada de Na®, lo que favorece la salida de K*. Si asumimos que
en tejidos vegetales las proteasas de la familia de las caspasas estan reguladas de
igual manera que en tejidos animales, donde su actividad se incrementa por bajas
concentraciones citosolicas de K* (Hughes y Cidlowski, 1999), la entrada de Na' al

citosol activaria estas proteasas desencadenando la muerte celular (Figura 8).

Figura 8. Modelo propuesto para la ruta de sefalizacion idnica durante la PCD en
plantas. NSCC: canal de cationes no selectivo; KOR: canal activado por la despolarizacion de

la membrana plasmatica; PCD: muerte celular programada; ROS: especies reactivas del
oxigeno (Shabala, 2009).
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1.6. Las dmicas y su importancia en el estudio de la salinidad.

Los avances logrados tanto en el campo de la biologia como en el de la
bioinformatica han permitido dar un nuevo enfoque, desde un punto de vista global, al
estudio del conjunto de procesos biolégicos que tienen lugar en plantas sometidas a
condiciones de estrés salino. Este concepto de globalizacion se ve reflejado en el
desarrollo de lo que se ha denominado como “ciencias 6omicas”. El concepto de
ciencias 6micas recoge aquellas disciplinas como la gendémica, la transcriptomica, la
protedmica y la metabolémica que se basan en el andlisis de un gran volumen de

datos, por lo que hacen uso de la bioinformética en la interpretacion de los mismos.

Actualmente, tanto la transcriptémica como la protedmica pueden considerarse
como herramientas indispensables en el estudio de la salinidad, habiendo
proporcionado una informacion muy valiosa, pues permiten tener una vision global e
integrada de la respuesta celular al estrés. Sin embargo, uno de los problemas que
pueden surgir al intentar integrar los resultados de transcriptomica y protedmica es que
los niveles de expresion de ARNm de ciertos genes no se correspondan con los de las
proteinas correspondientes. Esto es debido, principalmente, a las modificaciones post-
transcripcionales y post-transduccionales que tienen lugar desde el momento en que
se activa un gen hasta que se sintetiza la proteina funcional para la que codifica (Gygi
y col., 2000; Sobhanian y col., 2011; Zhang y col., 2012). Por tanto, resulta esencial
estudiar la respuesta a salinidad a nivel proteico. En este sentido, el analisis del
proteoma, definido como el conjunto de proteinas producido por un genoma en
particular (van Wijk, 2001), esta considerado como la aproximacién mas directa para

definir la funcion de los genes en un organismo (Sha Valli Khan y col., 2007).

Numerosos trabajos basados en el analisis masivo del nivel de expresion de miles
de genes por microarrays ponen de manifiesto cambios producidos en el transcriptoma
de plantas tras someterlas a tratamientos salinos (Kawasaki y col., 2001; Kreps y col.,
2002; Ozturk y col., 2002; Seki y col., 2002; Sreenivasulu y col., 2004; Taji y col.,
2004; Chao y col., 2005; Walia y col., 2005; Sreenivasulu y col., 2007). Una lista
detallada de los genes identificados por andlisis de microarrays de ADNc inducidos por
elevadas concentraciones salinas se encuentra disponible en
http://pfgweb.gsc.riken.go.jp. Los productos de estos genes de respuesta a estrés
salino se clasifican en dos grandes categorias (Sha Valli Khan y col., 2007). El primer
grupo incluye proteinas funcionales entre las que podemos destacar proteinas de

choque térmico (Heat Shock Proteins (HSPs)), proteinas LEA (Late Embriogenesis
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Abundant) implicadas en la reparacién y proteccion de dafos, transportadores de
membrana, proteinas relacionadas con la sintesis de osmoprotectores, con la sintesis
de hormonas como ABA y etileno, con la senescencia, con el metabolismo de
carbohidratos y proteinas de union a ARN. El segundo grupo esta formado por
proteinas reguladoras, principalmente factores implicados en la regulacién de la sefal
de transduccién y la expresion génica, entre las que se encuentran diversas quinasas

y fosfatasas, fosfolipasas C y D y proteinas de unién a calmodulina y Ca*",

1.7. Cultivos celulares como herramienta en investigacién.

1.7.1. Perspectiva historica.

El cultivo aséptico in vitro de tejidos y células vegetales bajo parametros fisicos y
quimicos definidos constituye una herramienta muy Util tanto en investigacién basica
como aplicada llegando a convertirse, hoy en dia, en el dogma central de la
Biotecnologia Vegetal. Sin embargo, mientras que durante los ultimos 20 afios los
progresos en tecnologia de cultivos de tejidos y células vegetales han sido nhumerosos,
los origenes de las técnicas que posibilitaron su establecimiento se remontan al siglo
XIX.

Gottlieb Haberlandt fue, probablemente, la primera persona que tomé la iniciativa
en este campo al intentar obtener, en 1865, evidencias experimentales de la
totipotencia celular cultivando tejidos y células de diferentes especies vegetales en
soluciones nutritivas con la esperanza de regenerar plantas completas (Haberlandt,
1902; Krikorian y Berquam, 1969; Fowler, 1985; Vasil, 2008). A pesar de no obtener
éxito, los resultados de sus experimentos aportaron indicios acerca de la potencialidad
que la célula vegetal posee, introduciendo el concepto de “totipotencia vegetal’
(implicito en la Teoria Celular propuesta por Schleiden (1838) y Schwann (1939)) e
indicando que la técnica de cultivo de tejidos y células vegetales en soluciones
nutritivas aportaba un novedoso enfoque experimental que permitiria abordar
cuestiones basicas en Fisiologia Vegetal. En la década de 1930 dos grandes
descubrimientos repercutieron de manera fundamental sobre el desarrollo de la
técnica de cultivo de tejidos y células vegetales al posibilitar una mejora sustancial de
los medios nutritivos: la identificacion del &cido indol-3-acético (AlA), auxina
mayoritaria en la naturaleza, y la de ciertas vitaminas del complejo B, entre ellas la
tiamina, como reguladores naturales del crecimiento vegetal (Vasil, 2008). En este

sentido, las aportaciones de Philip White, Roger Gautheret y Pierre Nobécourt
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resultaron cruciales al demostrar con sus experimentos la posibilidad de cultivar
células vegetales in vitro de forma indefinida, por lo que estos tres investigadores son
considerados como los pioneros de las técnicas de cultivo de tejidos y células
vegetales (Street, 1977; Bhojwani y Razdan, 1983). La década de 1960 estuvo
marcada por dos hechos clave en el desarrollo de la Biotecnologia Vegetal. El primero,
la formulacion de una nueva solucion nutritiva quimicamente definida por Toshio
Murashige y Folke Skoog en 1962, el medio MS, que posibilitaba un crecimiento
vigoroso de los tejidos y células vegetales en cultivo. Hoy dia, este medio se ha
convertido en el mas utilizado para el cultivo de tejidos y células vegetales resultando
la publicacion que lo describe (Murashige y Skoog, 1962) una de las mas citadas en
Biologia Vegetal. El segundo, ya predicho por Haberlandt, la posibilidad de regenerar
plantas completas a partir de cultivos celulares y tejidos. En este sentido, Vasil y
Hildebrandt (19652, 1965b, 1967) fueron capaces de regenerar una planta completa de
tabaco a partir una Unica célula demostrando la totipotencia de las células vegetales:
cualquier célula vegetal contiene una copia integra del material genético de la planta a
la que pertenece sin importar su funciéon o posicion en ella y, por tanto, tiene el

potencial para regenerar una nueva planta completa (Ferl y Paul, 2000).

Llegados a este punto, los investigadores disponian de una base de conocimiento
bien afianzada y de las herramientas necesarias que posibilitaban el establecimiento
de cultivos celulares procedentes de fragmentos de tejidos u organos de plantas
superiores de forma relativamente sencilla. A pesar de que muchas de las lineas
celulares establecidas no resultaron de interés, una tomo relevancia desde sus inicios
dadas las caracteristicas Unicas que mostraba (elevada tasa de crecimiento, gran
homogeneidad en el cultivo y altos niveles de sincronizacion (Geelen e Inzé, 2001;
Nagata y col., 20042; Nagata y col., 2004b; Kumagai-Sano y col., 2006)) y que hacian
de ella la candidata perfecta para profundizar en el conocimiento basico de la biologia
celular y molecular de las células vegetales: la linea celular celular BY-2 (Nicotiana
tabacum L. cv. Bright Yellow 2). Esta linea celular se establecié en 1972 gracias al
trabajo del Profesor Kato (Kato y col., 1972) a partir de callos inducidos en plantulas de
Nicotiana tabacum L. cv. Bright Yellow 2 en el Central Research Institute of the Japan
Tobacco and Salt Public Corporation de Japon. Desde entonces, tanto el nimero de
laboratorios en los que se trabaja con estas células como el de publicaciones en las
gue se han utilizado ha aumentado de forma progresiva (Nagata y col.,, 2004b),
habiendo sido consideradas como las células HeLa de los sistemas vegetales (Nagata
y col., 1992).
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Los cultivos celulares BY-2 constituyen, hoy dia, un sistema modelo en
investigacion basica de células vegetales habiendo relegado a un segundo plano, por
ejemplo, a los de Arabidopsis en estudios relacionados con el crecimiento, la
estructura y el ciclo celular (Geelen e Inzé, 2001; Nagata y col., 2004?). Asi mismo,
han sido utilizados tanto para estudios de estrés por metales pesados y contaminantes
como el cadmio, niquel y cobre (Piqueras y col.,, 1999; Olmos y col.,, 2003;
Raeymaekers y col., 2003; Garnier y col., 2006; Gratao y col., 2008) como para el
estudio de la respuesta de las células vegetales frente a la salinidad (Bueno y col.,
1998; Lamport y col., 2006; Hoque y col., 2007%; Hoque y col., 2007b; Banu y col.,
2009). En la década de los 90, los primeros trabajos de seleccién de lineas celulares
tolerantes a salinidad se realizaron con cultivos celulares de Nicotiana tabacum cv.
Wisconsin 38 (Binzel y col., 1985; Binzel y col., 1987; Binzel y col., 1988; Singhy col.,
1985; Zhu y col., 1993; McCann y col., 1994). A diferencia de los cultivos celulares BY-
2, estas lineas muestran un crecimiento mas lento (aproximadamente 5 semanas entre
cada subcultivo) y tienen bajos niveles de sincronizacién celular. Estos trabajos
pusieron de manifiesto que las principales modificaciones que tienen lugar en células
adaptadas a altas concentraciones salinas son disminucion de la expansién celular,
compartimentacion vacuolar de Na*, incremento en los niveles celulares de azlicares
solubles y aminoacidos libres (principalmente prolina), alteraciones en la arquitectura
de la pared celular con modificacion en la localizacion de pectinas, pérdida de
proteinas ricas en arabinogalactanos (AGPs) de la membrana plasmatica y aumento
en el nivel de expresion de determinadas proteinas. Posteriormente, en nuestro grupo
de investigacion se han realizado estudios de adaptacion a elevadas concentraciones
salinas utilizando tanto lineas celulares de Pisum sativum como callos de Citrus elul.
Estos trabajos confirmaron la reduccion del tamafio celular, la disminucién del ratio
volumen vacuolar/volumen citoplasmético y la alteracion de los organulos tanto en
morfologia como en nimero como efectos derivados del tratamiento salino (Piqueras y
col., 1994; Olmos y Hellin, 19962, Olmos y Hellin, 1996b; Olmos y Hellin, 1997).
Recientemente, Ferreira y col. (2008) observaron resultados similares en callos de
Citrus sp. Igualmente, con estas lineas celulares de guisante y limonero se demostr6
la importancia de los sistemas antioxidantes en el proceso de adaptacion a elevadas
concentraciones salinas (Olmos y col., 1994; Pigueras y col., 1996). Asi mismo, Wang
y col. (2010) trabajando con cultivos celulares de Thellungiella halophila sometidos a
300 mM de NaCl evidenciaron cambios ultraestructurales tanto en mitocondrias como
en el aparato de Golgi junto a retraccion de la membrana plasmatica, condensacion
nuclear y liberacion de citocromo c, lo que segun estos autores resultdé en muerte

celular programada (PCD).
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Con todo, los cultivos celulares, y més concretamente los BY-2, se muestran como
una herramienta muy Util para profundizar en el conocimiento de los mecanismos

fisiologicos y moleculares implicados en los procesos de adaptacion a salinidad.

1.7.2. Establecimiento de un cultivo celular vegetal.

El procedimiento general para establecer un cultivo celular vegetal consiste en
inocular un medio de cultivo gelificado con un fragmento de tejido u 6rgano vegetal,
denominado explanto. De esta forma, el explanto se incuba bajo condiciones
ambientales de luz, temperatura y humedad controladas que junto con las
nutricionales conducen su desarrollo hacia la formacion de una masa amorfa de
células en continua division, denominada callo, perdiendo la estructura y organizacion
tisular que mantenian en el tejido original durante el proceso conocido como
desdiferenciacion celular (Wagley y col., 1987). Los callos obtenidos mediante este
procedimiento pueden subcultivarse en medio fresco para su mantenimiento y
propagacion, inducir su diferenciacion para formar 6rganos (organogénesis) y
embriones (embriogénesis) o bien pasarse a medio de cultivo liquido con el objeto de
obtener células en suspensién que formaran un cultivo celular. Debemos resaltar la
importancia que tienen en los cultivos de callos los niveles de sustancias reguladoras
del crecimiento, principalmente auxinas y citoquininas, adicionados al medio de cultivo.
Un ratio auxinas/citoquininas alto promueve el desarrollo de raices adventicias
mientras que ratios bajos posibilitan el desarrollo de la parte aérea. Ratios intermedios
resultan adecuados para mantener un crecimiento continuo del callo sin que tenga

lugar diferenciacion.

En términos generales, los callos pertenecen a una de estas dos categorias:
compactos o friables. En los callos compactos las células se encuentran densamente
agregadas mientras que en los friables permanecen débilmente asociadas pudiendo
disgregarse facilmente. Los callos friables son los idéneos para formar suspensiones
celulares ya que al inocular un fragmento en un matraz con medio de cultivo liquido se
liberan células aisladas. Estas suspensiones celulares deben permanecer en agitacion
orbital para garantizar un aporte equitativo de los nutrientes y del oxigeno a todas las
células en suspension, pudiendo mantenerse de forma relativamente sencilla en

matraces coénicos al subcultivarlas periddicamente en medio fresco.
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Al representar cualquiera de los parametros de crecimiento con los que se trabaja
habitualmente en cultivos celulares (numero de células, peso fresco, peso seco,
volumen de empaquetamiento celular o crecimiento relativo) frente al tiempo
transcurrido tras el inicio de un subcultivo se obtiene un grafico similar al que aparece
en la Figura 9. Cabe destacar la existencia de cinco fases de crecimiento claramente
diferenciadas que en su conjunto constituyen un “ciclo de cultivo”. La primera de ellas
recibe el nombre de “fase lag” o de “latencia” y se caracteriza por constituir una fase
de adaptacion de las células al nuevo medio fresco. A continuacion tiene lugar un
rapido incremento de la masa celular que incluye una “fase de crecimiento
exponencial” seguida de una “fase de crecimiento lineal’. A medida que los nutrientes
del medio se agotan y aumenta la concentraciéon de metabolitos téxicos liberados por
las propias células, éstas dejan de dividirse y el cultivo entra en una “fase de
deceleracion progresiva” hasta que la masa celular permanece practicamente
invariable, dando lugar a la “fase estacionaria”. Generalmente y para simplificar, los
autores consideran tres fases: latencia, exponencial (que incluye las fases

exponencial, lineal y de deceleracién progresiva) y estacionaria.

Namero de células / PF/PS / VEC/ CR

mm s Exponencial

Tiempo (dias)

Figura 9. Curva de crecimiento modelo de un cultivo celular vegetal referida a diferentes
parametros de crecimiento en funcién del tiempo transcurrido tras el inicio del cultivo.
Las distintas fases de crecimiento a lo largo del ciclo de cultivo aparecen representadas. PF:
peso fresco; PS: peso seco; VEC: volumen de empaquetamiento celular; CR: crecimiento
relativo (modificado de Street, 1977).
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Tanto la duracion de cada una de estas fases como la masa celular alcanzada al
final del ciclo de cultivo son funcion de cada linea celular y de las condiciones de
cultivo en el laboratorio. Del mismo modo, el nimero de células que forman el inéculo
inicial del subcultivo puede afectar de forma evidente a la duracion de cada una de las
fases. En este sentido, un grado de dilucion excesivamente elevado tendrd como
resultado una fase lag mas dilatada y un desplazamiento en el tiempo del ciclo de
cultivo. Por el contrario, un indculo inicial con un nimero excesivo de células implicaria
una reduccién en el tiempo que tarda el cultivo en alcanzar la fase estacionaria. Por
tanto, el volumen de inéculo en cada subcultivo debe ser determinado de forma
empirica para cada linea celular y en cada laboratorio con el fin de obtener ciclos de
cultivo estables. La metodologia general para mantener los cultivos celulares se basa
en realizar el subcultivo a medio fresco cuando éstos se encuentran en fase
estacionaria. Sin embargo, en funcién del tipo de cultivo y del tratamiento a que se
encuentre sometido, dicha fase puede dilatarse mas o menos en el tiempo, pudiendo
resultar la viabilidad celular seriamente comprometida. De esta forma, un control
exhaustivo de la viabilidad celular utilizando un colorante vital como Evans Blue (Banu
y col., 2009) resulta crucial para asegurar un correcto mantenimiento de la linea celular

objeto de estudio.
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2. Giberelinas.

Las hormonas giberelinas (GAs) actian como reguladores endégenos en multitud
de procesos relacionados con el crecimiento y desarrollo de las plantas como
germinacion de semillas, floraciéon y elongacion de tallo. La identificacion de mutantes
deficientes en su sintesis, que presentan fenotipo enano, floracion tardia y
germinacion defectuosa, ha permitido caracterizar, en los ultimos afios, la casi

totalidad de genes implicados en su sefalizacion.

2.1. Estructura.

Las GAs constituyen un amplio grupo de &cidos diterpenos tetraciclicos naturales
cuya estructura basica esta constituida por un anillo de ent-giberelano (Fig. 10). Se
encuentran presentes mayoritariamente en plantas superiores, aunque también
pueden encontrarse en ciertas especies de bacterias endofiticas, hongos y algunas
plantas inferiores, resultando su funcion incierta en estos organismos (Hedden, 2012;
Hedden y Thomas, 2012). Actualmente, se han identificado 136 GAs diferentes a las
que se les ha asignado un namero (GA4, ,, 3, ...n) SegUn el orden cronolégico de su
descubrimiento  (http://www.plant-hormones.info/gibberellins.htm)  (MacMillan vy
Takahashi, 1968; Hedden, 2012; Hedden y Thomas, 2012).

Figura 10. Estructura quimica del ent-giberelano.

Las GAs fueron identificadas por primera vez en 1935 en el hongo Gibberella
fujikuroi, actualmente reclasificado como Fusarium fujikuroi, cuando fitopatlogos
japoneses estudiaban una enfermedad del arroz (Oryza sativa) conocida como
“bakanae” (planta tonta o loca) que causa crecimiento excesivo en los tallos y brotes.
Sin embargo, no fue hasta mediados de los afios 50, tras la aplicacion de extractos

purificados de acido giberélico (GAs;) a mutantes enanos de maiz y guisante que
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hicieron recuperar el fenotipo wild type, cuando se propuso a las GAs como
reguladores del crecimiento vegetal al promover la expansion y division celular. Su
presencia en las plantas se confirmo, posteriormente, en 1958 tras la identificacion de
GA; en semillas en desarrollo de frijol corredor (Phaseolus coccineus) (Hedden, 2012).

2.2. Actividad bioldgica.

De todas las giberelinas descritas actualmente, solamente unas pocas tienen
actividad biologica per se en plantas superiores, mientras que las GAs restantes son
compuestos precursores o de degradacion de las GAs activas y normalmente se
encuentran presentes a concentraciones superiores que las propias formas activas
(Kobayashi y col., 2000, Hedden y Thomas, 2012). Las concentraciones de GAs
activas en plantas superiores oscilan entre valores de ng g™ a pg g™ de peso fresco
(Hedden, 2012).

Las GAs se clasifican en dos grupos en base al nimero de atomos de carbono
presentes en el esqueleto de ent-giberelano: las GAs con 19 atomos de carbono (GAs
Ci9) Y las GAs con 20 atomos de carbono (GAs Cy). Las GAs Cyg son las mas activas
cuando se aplican de forma exdgena, tal es el caso de GA;, GA4, GAz y GA; (Figura
11). GA; y GA, son las giberelinas activas que se encuentran en la mayoria de
especies de plantas superiores, aunque en funcion de la especie, una resulta
mayoritaria sobre la otra. En Arabidopsis thaliana y algunos miembros de la familia
Cucurbitaceae GA,; es mayoritaria (Yamaguchi, 2008) mientras que GA; es
predominante en tabaco (Jordan y col., 1995; Vidal y col., 2001) y guisante (Ross y
col., 1992). GAz y GA; se han encontrado en un nimero reducido de plantas por lo que
su funcibn como hormona vegetal endégena no puede generalizarse a todos los
vegetales. Respecto a las GAs C,, éstas no poseen actividad bioldgica per se a
menos que sean metabolizadas a GAs Cyo 3B-hidroxiladas. La B-hidroxilacién en la
posicion C-3 del ent-giberelano de las GAs C,y determina la existencia de actividad
biolégica mientras que la B-hidroxilacién en el C-2 provoca la pérdida de actividad
biolégica (Talén, 2000). Este sistema constituye, por tanto, una pieza clave en la

regulacion del metabolismo de GAs activas en las plantas (Ross y col., 1995).
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Figura 11. Estructura quimica de las GAs hioactivas mayoritarias en plantas superiores.

2.3. Biosintesis.

El descubrimiento de la ruta biosintética de las GAs no fue posible hasta que se
desarrollaron métodos de deteccion extremadamente sensibles. Esta ruta ha sido
determinada en semillas y tejidos de varias especies de plantas superiores y se divide
en las siguientes etapas (Figura 12):

Sintesis de ent-kaureno a partir de geranilgeranildifosfato en los plastos.

La primera etapa en la biosintesis de GAs son reacciones de ciclacién que
convierten el geranilgeranildifosfato (GGPP) en ent-kaureno. Estas reacciones estan
catalizadas por ciclasas que se localizan en los platos. La sintesis se inicia con la
ciclaciéon del GGDP, proceso que tiene lugar en dos pasos. El primer paso consiste en
la formaciéon de ent-copalil difosfato (CDP), proceso catalizado por la enzima ent-
copalil difosfato sintasa (CPS), y en el segundo paso se obtiene como producto final
ent-kaureno por la accion de la enzima ent-kaureno sintasa (KS). En Arabidopsis, tanto
CPS como KS estan codificadas por un tnico gen cuya pérdida de funcion resulta en
fenotipos caracterizados por enanismo, infertilidad y semillas no viables (Koornneef y
van der Veen, 1980).
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Figura 12. Vias principales del metabolismo de GAs en plantas superiores. Los grupos
funcionales introducidos o modificados en cada etapa se muestran sobre la estructura quimica
de la GA correspondiente del mismo color en que se representa la enzima que cataliza dicha
reaccion. Las enzimas implicadas en las reacciones son: ent-copalildifosfato sintasa (CPS),
ent-kaureno sintasa (KS), ent-kaureno oxidasa (KO), ent-kaurendico oxidasa (KAO), GA 3-
oxidasa (GA3o0x), GA 20-oxidasas (GA200x), GA 13-hidroxilasa (GA13o0x) y GA 2-oxidasa
(GA20x) (Yamaguchi, 2008).
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Conversion de ent-kaureno a GA,-aldehido en el reticulo endoplasmaético.

La segunda etapa esta catalizada por monooxigenasas del tipo citocromo P450
(ent-kaurenoico oxidasa (KAO) y ent-kaureno oxidasa (KO)) y se desarrolla en el
reticulo endoplasmatico. El el ent-kaureno obtenido en la etapa anterior es oxidado por
las dos enzimas citadas anteriormente, dando lugar a la formacion de GA;;,
considerada como el precursor comun a todas las giberelinas en plantas. KAO esta
codificada en arroz por un unico gen (Sakamoto y col., 2004) y Arabidopsis tiene dos
copias redundantes (Helliwell y col., 2001). Mutaciones en KAO muestran ser la causa
de fenotipos enanos severos (Helliwell y col., 2001; Davidson y col., 2003; Sakamoto y
col., 2004; Fambrini y col., 2011). En el caso de KO, en Arabidopsis esta codificada
por un Gnico gen mientras que en arroz hay cinco (Sakamoto y col., 2004). Mutaciones
en uno de los cinco genes que codifican KO en arroz, concretamente OsKO2, causan

deficiencias severas en GAs y un fenotipo enano (Sakamoto y col., 2004).

Sintesis de GAs de 19 y 20 &tomos de carbono a partir de GA; en el citoplasma

celular.

Por dltimo, la tercera etapa esta catalizada, en su mayor parte, por dioxigenasas
dependientes de 2-oxoglutarato y Fe®* (GA 20-oxidasas (GA200x) y GA 3-oxidasas
(GA30x)) que sintetizan GAs Cy y Cyg a partir de GA;,. A diferencia de lo que sucede
con los enzimas de las etapas anteriores, las dioxigenasas estan codificadas por
familias multigénicas en todas las especies vegetales estudiadas. En Arabidopsis hay
cinco enzimas GA200x y cuatro en arroz, ademas estas especies presentan cuatro y
dos genes GA3ox respectivamente (Plackett y col., 2012). Los miembros de estas
familias génicas varian considerablemente en sus patrones de expresion, lo que
podria estar relacionado con el hecho de que la ruta de biosintesis de GAs esté
regulada mayoritariamente por la actividad de las dioxigenasas (Hedden y Thomas,
2012).

La ruta metabdlica posterior a la GA;, puede variar segun la especie, e incluso

puede ser diferente entre tejidos de una misma planta. Las dos rutas principales son:

Ruta de la hidroxilacion temprana en el C-13. La GA;; es oxidada en su C-13 por
accion de la enzima GA 13-hidroxilasa (GA130x, una monooxigenasa P450)
transformandose en GAs;, el primer miembro de la ruta de sintesis de la 13-

hidroxilacién, ruta predominante en la mayoria de especies. Posteriormente, el C-20
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de la GAs; sufre dos oxidaciones consecutivas catalizadas por GA20ox generando
GA4 y GAyg sucesivamente. A continuacion se elimina el C-20 de GAy, sintetizandose
GA>, que es la primera GA Cy de esta ruta. La incorporacion de un grupo hidroxilo en
la posicion 3B de GA, produce finalmente GA;, compuesto con actividad biolégica.
Este ultimo paso es catalizado por el enzima GA3ox. Una via alternativa de esta ruta
de sintesis puede dar lugar a otra GA con actividad biolégica, la GAs, formada a partir
de GAy via el intermediario GAs por accion de GA3ox (Gallego Giraldo, 2008; Spray y
col., 1996; Appleford y col., 2006).

Ruta de la no hidroxilacion temprana en el C-13. El C-20 de GA;, se oxida dos
veces dando origen a GAss Y GA,,. La posterior descarboxilacion o eliminacion del C-
20 de GA,4 da origen a GAy, considerada como la primera GA C,y de esta ruta. Estos
dos pasos estan catalizados por el enzima GA200x. Posteriormente, la incorporacion
de un grupo hidroxilo en la posicién 3 de GAg por accion de la enzima GA3ox produce

GA,, compuesto con actividad biologica (Gallego Giraldo, 2008).

2.4. Desactivacion.

Para una planta resulta esencial el ser capaz de regular con precisién su contenido
en GAsy, a su vez, poder modificarlo rapidamente en respuesta a cambios producidos
en su entorno. Al igual que otras hormonas vegetales, las GAs pueden ser
desactivadas, lo que permite a la planta regular su homeostasis facilitando una rapida

reduccion en su concentracion cuando es necesario (Hedden y Thomas, 2012).

De entre todos los mecanismos de desactivacion identificados, la 2f3-hidroxilacion,
catalizada por las GA 2oxidasas (GA20xs), resulta el mas comun (Figura 13). Las
GAZ2o0xs pueden actuar bien sobre las GAs C,4 bioactivas o bien sobre sus precursores
inmediatos inactivos, las GAs C,, perdiendo su actividad biol6gica de forma
irreversible. Este proceso de desactivacion tanto de GAs activas como de precursores
constituye un mecanismo relevante en la regulacion de los niveles de GAs en plantas
(Ross y col., 1995). De esta forma, GAg, GA4, GAx Y GA; pueden transformarse en los
productos inactivos GAs;, GAzs, GAz9 Y GAg respectivamente (Figura 20). Las GAs 23-
hidroxiladas pueden ser oxidadas nuevamente para formar los catabolitos GAs;, GAzs,
GAy Yy GAg (Talon, 2000). Otro mecanismo de desactivacion existente, mediado
también por GA20xs, es el capaz de catalizar la 2B3-hidroxilacion en las GAs C,y GA1, Y

GAsz, origindndose los productos inactivos GA;;p y GAg; respectivamente. La
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desactivacién de estos precursores también puede reducir el flujo de biosinteisis de

GAs activas (Schomburg y col., 2003).

Existen otros dos mecanismos enziméticos para la desactivacion de GAs, la
epoxidacién y la formacion de metil ésteres. En este sentido, tanto las GAs
epoxidasas, que catalizan la 16a,17-epoxidacién, como las GAs metiltransferasas
(GAMTSs), que catalizan la metilacién del grupo carboxilo C-7 generando ésteres
metilados de GAs, pueden realizar una funcion catabdlica dentro de la homeostasis de
GAs durante el desarrollo de las plantas (Yamaguchi, 2008; Hedden, 2012).
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Figura 13. Mecanismos enzimaticos de desactivacién de GAs bioactivas o de conversion
de sus precursores a formas inactivas. Los mecanismos representados son la 2[3-
hidroxilaciéon y posterior oxidacion a GA-catabolitos (flechas rojas), la epoxidacién (flechas

verdes) y la formacién de ésteres metilados de GAs (flechas azules) (Hedden, 2012).

2.5. Regulacién de laruta de biosintesis.

Los niveles de GAs activas en plantas superiores estan regulados por las propias
GAs mediante mecanismos de retroalimentacion positiva, en el caso de los genes
catabolicos (GA 2-oxidasa), y negativa, en el caso de los genes de biosintesis (GA 20-
oxidasa y GA 3-oxidasa), de forma que la homeostasis se mantiene a través de las
dioxigenasas dependientes de 2-oxoglutarato (GA200x, GA3ox y GA20x) (Figura 14)
(Yamaguchi, 2008). En este sentido, la expresion de los genes GA200x1 y GA3ox1 en

mutantes deficientes en GAs de plantas de Arabidopsis se encuentra fuertemente
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activada, mientras que tras la aplicacion de GAs exdgenas estos genes se inhiben,
activAndose GA2ox1y GA20x2 (Phillips y col., 1995; Thomas y col., 1999).

GA 20-oxidasa GA 3-oxidas

GA12/53 — GA9/20 — GA4/1 — GID1 —l Respuestaa
GAs

GA 2-oxidasa €—

v v
GA51/29 GA34/8

Figura 14. Modelo representativo de la regulaciéon de la ruta de biosintesis de GAs. La
regulacion tiene lugar por retroalimentacion negativa de los genes de biosintesis (GA 20-
oxidasa y GA 3-oxidasa) y por retroalimentacién positiva de los genes que regulan el
catabolismo (GA 2-oxidasa) de GAs (Adaptado de Yamaguchi y Kamiya, 2000).

2.6. Ruta de sefalizacion.

Si bien la ruta de sintesis de GAs resulta ampliamente conocida, no sucede lo
mismo con la ruta de sefalizacién. Sin embargo, la reciente identificacion del receptor
soluble de GAs ha permitido profundizar en el conocimiento de los mecanismos

implicados en la percepcion y transduccién de la sefial.

Receptor de GAs: receptor soluble GID1.

El receptor de GAs se identific por la mutacién gidl (gibberellin-insensitive dwarfl)
encontrada en el andlisis de un mutante de arroz que le conferia a la planta un
fenotipo enano insensible a GAs. Esta mutacion fue considerada como una proteina

soluble a la que se denominé GID1 (Ueguchi-Tanaka y col., 2005). GID1 presenta
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similitudes con las proteinas que pertenecen a la familia de las lipasas sensibles a
hormonas (Hormone-Sensitive Lipase, HSL), incluyendo los motivos HSL conservados
HGG y GXSXG (Osterlund, 2001). A diferencia de lo que sucede con los mutantes
enanos deficientes en GAs, el fenotipo del mutante gidl no puede revertirse por
aplicacion exdgena de las mismas. Arroz y otras monocotiledéneas presentan un Unico
gen GID1, mientras que en Arabidopsis y diversas dicotiledéneas la proteina GID1
esta codificada por tres genes con funciones parcialmente redundantes. Estudios in
vitro muestran que la proteina GID1 se une con gran afinidad a GAs bioactivas pero no
lo hace con las formas precursoras de estas hormonas (Fleet, 2011).

Proteinas DELLA.

Las proteinas DELLA actian como represores en la ruta de sefializacion de GAs.
Estas proteinas se acumulan en el nlcleo, donde bloquean la expresion de los genes
regulados por GAs y son desestabilizadas por las mismas (Pysh y col., 1999;
Silverstone y col., 2001; Zentella y col., 2007; Hou y col., 2008). Su estructura presenta
dos dominios, el dominio funcional del extremo C-terminal denominado GRAS vy el
dominio regulador del extremo N-terminal denominado DELLA por la secuencia de
aminoacidos conservados Asp-Glu-Leu-Leu-Ala (Peng y col., 1997; Silverstone y col.,
1998; Pysh y col., 1999; Itoh y col., 2002; Thomas y col., 2005; Amber y col., 2012)
(Figura 15). Se han encontrado genes homaélogos en otras especies vegetales como
trigo, tomate y maiz. En todas estas especies, la proteina tiene un elevado grado de
conservacion, lo que podria indicar que posee una funcién y regulacion comuin en
todas ellas. Mutantes nulos de estos genes (sIrl, rga-24, gai) presentan caracteristicas
propias de plantas tratadas con GAs en exceso, es decir, un fenotipo alargado y
floracion temprana. En Arabidopsis, la familia DELLA esta compuesta por cinco
miembros (GAI, RGA, RGL1, RGL2 y RGL3) con funciones solapantes pero distintas,
mientras que en arroz ha sido identificado solamente uno (SLR1). La identidad
molecular de los genes que codifican para proteinas DELLA se identificd a través de la
caracterizaciéon del mutante gai-1 de Arabidopsis. La proteina codificada por este
mutante presenta una delecién de 17 aminoacidos en el dominio DELLA implicado en
la unién al receptor GID1, lo que genera un fenotipo enano idéntico al de los mutantes
deficientes en GAs, produciéndose una acumulacion de la proteina DELLA mutante y
resultando los niveles enddégenos de GAs superiores a los presentes en plantas
silvestres (Peng y col., 1997; Dill y col., 2001; Richards y col., 2001; Itoh y col., 2002;

Silverstone y col., 2007; Asano y col., 2009). Fenotipos similares han sido detectados
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tras mutaciones en las regions PFYRE y SAW del dominio funcional que forma

interacciones secundarias con GID1 (Hirano y col., 2010).

Dominio regulador DELLA Dominio funcional GRAS
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Figura 15. Representacion de la estructura de las proteinas DELLA. En la imagen se

DELLA
TVHYNP

=

ilustran los dominios y subdominios implicados en la unién a GID1 (purpura), la diana de union

(azul), la localizacién nuclear (gris) y la union a SLY1/GID2 (verde) (Amber y col., 2012).

Modelo de interacciéon entre GAs, receptor y proteinas DELLA.

El modelo propuesto actualmente para la ruta de sefalizacion de GAs implica que
en ausencia de GAs, las proteinas DELLA actian como reguladores negativos de la
transcripcién de los genes de respuesta a GAs, inhibiendo el crecimiento y desarrollo
de la planta (Figura 16). En presencia de GAs, la funcién de las proteinas DELLA es
inhibida. Por tanto, podemos decir que las GAs inhiben al inhibidor transcripcional
DELLA. Este modelo esta basado originalmente en la recuperacion del fenotipo enano
en plantas deficientes en GAs, tras la adicion de GAs exdgenas, que esta asociada
con la desaparicion de las proteinas DELLA (Silverstone y col., 2001; Itoh y col., 2002).
En arroz, el receptor de GAs, GID1, se une a la molécula de GA activa formando un
complejo que interacciona de forma especifica con la proteina DELLA, SLR1. El
dominio regulador DELLA de SLR1 y la regién conservada HSL de GID1 resultan
esenciales para la interaccién entre ambos. El complejo formado por GID1-GA-SLR1
resulta diana del complejo enziméatico SCF-E3 ubiquitin ligasa, facilitindose la
degradacion de SLR1 por el proteosoma 26S (Daviere y col., 2008; Murase y col.,
2008; Shimada y col., 2008; Lumba y col., 2010; Ariizumi y col., 2011). Una vez
degradada la proteina DELLA SLR1, se activa la transcripcion de los genes de
respuesta a GAs involucrados en diferentes procesos del desarrollo de la planta. En
Arabidopsis, las proteinas DELLA son degradadas via un complejo de ubiquitinacion

SCF®"Y! cuya proteina F-box esta codificada por el gen SLY1 (McGinnis y col., 2003).
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Figura 16. Modelo para la ruta de sefializacion de GAs en arroz. A bajas concentraciones
de GAs endogenas SLR1 (DELLA) reprime la respuesta a GAs. Elevadas concentraciones de
GAs posibilitan la union entre el receptor soluble GID1 y GAs. Sin embargo, esta unién resulta
inestable y ambos elementos pueden disociarse facilmente a no ser que el complejo GID1-GA
interaccione especificamente con SLR1 (DELLA) a través de la regién conservada HSL de
GID1 y los subdominios DELLA y TVHYNP del dominio regulador DELLA de SLR1. Este

complejo formado por GID1-GA-SLR1 resulta altamente estable, constituyendo la diana del

GID2

complejo enzimatico SCF ubiquitin ligasa que poliubiquitina SLR1, facilitando su

degradacion via proteosoma 26S y permitiendo la expresion de los genes de respuesta a GAs
(Ueguchi-Tanaka y col., 2007).

2.7. Inhibidores de la sintesis.

Actualmente se conocen cuatro grupos de inhibidores de la sintesis de GAs: (1)
compuestos tipo “onio”, (2) compuestos con un heterociclo nitrogenado en su
estructura, (3) andalogos estructurales al 2-oxoglutarato y (4) 16,17-dihidro-GAs
(Rademacher, 2000). Los componentes de cada uno de estos grupos inhiben la
sintesis de GAs en diferentes etapas de su ruta metabodlica (Figura 17). Estos
inhibidores han sido ampliamente utilizados tanto en laboratorios, para manipular los
contenidos enddgenos de GAs e investigar acerca de su funcién, como en agricultura,
donde son utilizados para (1) acortar la longitud de los brotes y la altura de la planta

con objeto de reducir el desarrollo vegetativo favoreciendo, de esta forma, el

38



Introduccién

reproductivo, (2) disminuir las labores de poda y (3) mejorar el aspecto de plantas

ornamentales (Rodriguez y Nicolas, 2004).

GGDP
X"‘*-,i AMO-1618
S~ Chlomequat-Cl
ent-CDP - Mepiquat-Cl

* - Chlorphonium-Cl

eni-kaureno

Ancymidol
Flurprimidol
Paclobutrazol
Uniconazole-P

Prohexadiona-Ca
Trinexapacethyl
Daminozida

Exo-16,17-
dihidro-GA;-13-
acetato

Figura 17. Esquema simplificado de la ruta de biosintesis de GAs y nivel al que actdan
cada uno de los cuatro grupos de inhibidores. A) Compuestos tipo onio (Amo-1618,
Chlormequat-Cl, Mepiquat-Cl y Chlorphonium-Cl); b) Compuestos con un heterociclo
nitrogenado en su estructura (Ancymidol, Flurprimidol, Paclobutrazol y Uniconazole-P); c)
Anélogos estructurales al 2-oxoglutarato (Prohexadiona-Ca, Trinexapacethyl y Daminozida); d)
16,17-dihidro-GAs (Exo0-16,17-dihidro-GAs-13-acetato) (Rademacher, 2000).

39



Introduccion

Compuestos tipo “onio”. Se trata de compuestos que presentan en su estructura un
grupo amonio, fosfonio o sulfonio cargado positivamente (Figura 18). Estos
compuestos bloquean la sintesis de GAs en pasos previos a la formacion de ent-
kaureno, inhibiendo a los enzimas CPS y KS. A pesar de su baja eficiencia, son
utilizados por su bajo coste y alta solubilidad en agua. Entre los mas representativos,
con un grupo amonio cuaternario en su estructura, destacan AMO-1618, chlormequat-
Cl y mepiquat-Cl. Otros representantes de este grupo como chlorphonium-Cl o BTS
44584 presentan en su estructura un grupo fosfonio y sulfonio respectivamente.

Ccl-

~
Z+
e

Figura 18. Estructura quimica de los representantes del grupo de los compuestos tipo
“onio”. I. Chlormequat-Cl ((2-chloroethyl)-trimethyl-ammonium chloride); Il. Mepiquat-Cl (1,1-
dimethylpiperidinium chloride) (Rademacher, 2000).

Compuestos con un heterociclo nitrogenado en su estructura. A este grupo
pertenecen compuestos con importante interés comercial en agricultura como las
pirimidinas ancymidol y flurprimidol, paclobutrazol, y uniconazole-P (Figura 19). Actdan
como inhibidores de la monooxigenasa KO, que cataliza las diferentes etapas

oxidativas que transforman ent-kaureno en acido ent-kaurenoico.
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Figura 19. Estructura quimica de los representantes del grupo de los compuestos con un
heterociclo nitrogenado en su estructura. I. Ancymidol (a-cyclopropil-(p-methoxyphenyl)-5-
pyrimidinemethanol); 1l.  Flurprimidol  (a-(1-methylethyl)-[p-4-(trifluoromethoxy)phenyl]-5-
pyrimidinemethanol); 1ll. Uniconazole-P (€-(RS)-1-(4-chlorophenyl)-4,4-dimethyl-2-(1H-1,2,4-
triazol-1-yl)pent-1-en-3-ol); IV. Paclobutrazol ((2RS, 3RS)-1-(4-chlorophenyl)-4.4-dimethyl-2-
(1H-1,2,4-triazol-1-yl)pentan-3-ol) (Rademacher, 2000).

Andélogos estructurales al 2-oxoglutarato. Este amplio grupo de inhibidores
comprende a las acilciclohexanodionas, entre las que destacan prohexadiona-calcio
(Phd) y trinexapacethyl. Phd ha mostrado ser un regulador del crecimiento muy util en
el cultivo de arboles frutales dada su nula toxicidad para la salud humana y los efectos
provocados tras su aplicacién a los cultivos (Winkler, 1997; Evans y Regusci., 1999;
Basek y Rademacher, 2000). En este sentido, Phd reduce el crecimiento longitudinal
de los brotes, induce la formacion de yemas florales, favorece el cuajado del fruto y
disminuye la posibilidad de infeccién por Erwinia amylovora y otros patégenos
relacionados (Bangerth, 1997; Unrath, 1999; Costa y col., 2001; Bazzi y col., 2003;
Roemmelt y col., 2003). Otro compuesto que pertenece a este grupo de inhibidores es
daminozida, aunque se encuentra en desuso en agricultura debido a su toxicidad
(Figura 20). La aplicacién de este tipo de inhibidores muestra una reduccion en el
crecimiento de las plantas tratadas, que generalmente va acompafiada por bajos
niveles de GA; pero elevadas concentraciones de GA,, y otros precursores. Asi
mismo, la inhibiciébn del crecimiento puede revertirse Unicamente por aplicacién
exogena de GAs activas per se. Estas observaciones ponen de manifiesto que las

acilcicohexanodionas bloquean las Ultimas etapas de la ruta de sintesis de GAs
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evitando la transformacion de los precursores inmediatos en GAs bioactivas debido a
su similitud estructural con el 2-oxoglutarato, coenzima de las dioxigenasas GA3ox y
GA20x.
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Figura 20. Estructura quimica de los representantes del grupo de los analogos
estructurales al 2-oxoglutarato. I. Prohexadiona-Ca (Calcium 3-oxi-do-4-propionyl-5-0x0-3-
cyclohexenecarboxylate); Il. Trinexapacethyl (Ethyl-(3-oxido-4-cyclopropionyl-5-oxo)); |lI.
Daminozida (Succinic acid 2,2-dimethyl hydrazide); IV. Acido 2-oxoglutarico (Rademacher,
2000).

16,17-dihidro-GAs. Representan el grupo de inhibidores de la ruta de sintesis de GAs
descubierto mas recientemente. Estos compuestos, la mayor parte derivados de GAs,
inhiben la hidroxilacion en posicién 3, por lo que su modo de accion resulta similar al
de las acilciclohexanodionas (Figura 21).

Figura 21. Estructura quimica de las 16,17-dihidro-GAs. |. Ex0-16,17-dihidro-GAs-13-
acetato (Rademacher, 2000).
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2.8. Efectos fisiolégicos producidos por las giberelinas.

Las GAs endobgenas producen una gran variedad de respuestas durante el
desarrollo de la planta. Estas respuestas afectan tanto a la regulacién del crecimiento
vegetativo como al desarrollo reproductivo. Las GAs resultan determinantes en el
control de la elongacion del tallo, expansion de las hojas, crecimiento de la raiz,
formacion de tricomas y desarrollo de flores y frutos. Ademds, sustituyen los
requerimientos de luz o frio que precisan muchas semillas para germinar y, en los
cereales, regulan la hidrdlisis de las sustancias de reserva en las semillas (Azcon-
Bieto y Talon, 2000; Sponsel y Hedden, 2004; Thomas y col., 2005).

Las GAs controlan el crecimiento y la elongacidn del tallo.

Los mutantes que presentan modificaciones en la sintesis de GAs o que son
sensibles a la accién de las mismas muestran alteraciones evidentes en la altura
normal de la especie. En la mayoria de los mutantes encontrados, los niveles elevados
de GAs suelen estar asociados con plantas altas, mientras que niveles bajos
corresponden a plantas enanas comparadas con su genotipo silvestre (Gallego
Giraldo, 2008). En principio, estas mutaciones pueden afectar a la sintesis de GAs
activas, al proceso de desactivacion o al mecanismo de transduccién de sefales
(Azcén-Bieto y Talon, 2000). Los mutantes deficientes en GAs presentan un fenotipo

enano, recuperando su altura normal al adicionarles GAs de forma exdgena.

Las GAs inducen la elongacion del tallo mediante la division y la expansion celular
(de Lucas y col., 2008). En este sentido, las GAs provocan la division celular al acortar
las diferentes fases del ciclo celular e inducir la sintesis de ADN a las células que se
encuentran en fase G1, entrando de esta forma en la fase S. Asi mismo, promueven la
elongacién celular al incrementar la plasticidad de la pared y aumentar el contenido de
glucosa vy fructosa. La acumulacién de estas hexosas provoca una disminucion del
potencial hidrico celular haciendo que el agua entre en la célula a una mayor velocidad

y produciendo su expansion (Phillips y Huttly, 1994).

Las GAs estan implicadas en la germinacion de semillas.

La germinacion de semillas es un proceso regulado hormonalmente habiéndose
demostrado, en numerosas especies, que la presencia de GAs es necesaria para que

tenga lugar. En este sentido, existen mutantes de Arabidosis y tomate deficientes en
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GAs que no germinan a menos que sean tratados con GAs de forma exdgena
(Koornneef y van der Veen, 1980). En cereales, la movilizacién de reservas de las
semillas esta mediada por GAs producidas en el embridn. Esta movilizacion mantiene
el crecimiento de la plantula hasta que es fotosintéticamente activa (Finkelstein y col.,
2008).

Las GAs estan implicadas en el crecimiento de la raiz.

Las raices de mutantes que tienen afectada la sintesis de GAs presentan
modificaciones en su estructura y longitud. Mutantes deficientes en GAs presentan
raices mas cortas, como en el caso del mutante gal-3 de Arabidopsis en el que la
longitud de la raiz recupera su fenotipo normal al ser tratado con GAs de forma
exogena (Fu y Harbedrd, 2003). Ubeda-Tomas y col. (2008) demostraron, en mutantes
de Arabidposis, que la respuesta a GAs mediada por las proteinas DELLA controla el

crecimiento de la raiz regulando la elongacion de las células de la endodermis.

Efecto de las GAs en la formacion de flores y frutos.

Las GAs pueden sustituir las condiciones necesarias de dias frios o largos para
que se induzca la floracibn en numerosas especies. Por tanto, podemos indicar que
las GAs constituyen un componente importante en la inducciéon de la floracién en
algunas especies pero no en todas. Sin embargo, las GAs si son necesarias para el
desarrollo normal de las flores en todas las plantas superiores. Mutantes deficientes en
GAs como gal-3, muestran un fenotipo defectuoso de la flor presentando estambres y
pétalos cortos, lo que impide la formacién del fruto (Figura 22) (Plackett y col., 2011).

Silvestre gal-3
(Col-0) (Col-0)

Figura 22. Efecto en el fenotipo de la flor debido a la deficiencia de GAs en el mutante

gal-3 comparado con el silvestre (Plackett y col., 2011).
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2.9. Implicacion de las GAs en la respuesta al estrés salino.

A nivel fisioldgico, una de las respuestas de las plantas frente a la exposicion a
elevadas concentraciones salinas es la reduccion en la tasa de crecimiento
(Yamaguchi, 2008). Dado que las GAs participan en diversos procesos relacionados
con el desarrollo vegetal, resulta interesante estudiar su implicacion en la respuesta al
estrés salino. Trabajos recientes ponen de manifiesto el papel de las GAs en relacion a
la tolerancia de las plantas sometidas a elevadas concentraciones salinas. Magome y
col. (2004) observaron que plantas transgénicas de Arabidopsis en las que se
sobreexpresaba el gen DDF1 (Dwarf and Delayed Flowering 1), mutantes enanos con
bajos niveles de GA,; (ddfl), mostraron mayores tasas de supervivencia en
condiciones de estrés salino. Ademas, la aplicacion exégena de GAs hacia reducir su
tolerancia a salinidad. Segun estos autores y a la vista de los resultados, niveles
reducidos de GAs contribuyen a favorecer la tolerancia a salinidad. En este sentido,
Achard y col. 2006 mostraron que plantas de Arabidopsis sometidas a estrés salino
presentaron niveles inferiores de GAs bioactivas, aportando la idea de que la salinidad
hace disminuir la tasa de crecimiento de las plantas al modular el metabolismo de GAs
mediante las proteinas DELLA. Estos autores indicaron en su trabajo que la
disminucién en la tasa de crecimiento promovida por las proteinas DELLA resulta
ventajosa en situaciones de estrés salino ya que permite redireccionar los recursos de
que disponen las plantas para favorecer aquellos mecanismos que permiten su
supervivencia en tales condiciones, dotando a la planta de una respuesta de

crecimiento flexible en funcién de la variabilidad ambiental.

Recientemente, Magome y col. (2008) indicaron que en plantas de Arabidopsis el
gen AtGA20x7, quien codifica para una GA2ox que desactiva especificamente GAs
C,o, resulta ser una diana del producto génico de DDF1, un factor de transcripcion
AP2, sugiriendo que la salinidad hace disminuir los niveles de GAs bioactivas en la
planta al promover la desactivacion de las mismas. Estos autores proponen un modelo
de respuesta adaptativa a salinidad en plantas de Arabidopsis segun el cual cuando
las plantas se exponen a elevadas concentraciones salinas se induce fuertemente la
expresion del gen DDF1 a través de una cascada de sefalizacion (Figura 23). Bajo
estas condiciones, el producto génico de DDF1 promueve la transcripcion de
AtGA20x7 sintetizandose GA20x7 que junto a otras GA2oxs contribuyen a reducir los
niveles de GAs endogenas en la planta, resultando en acumulacién de proteinas
DELLA e inhibiendo el crecimiento vegetal, lo que a su vez promueve la tolerancia al

estrés salino. Por otra parte, DDF1 también regula de forma directa la sobreexpresion
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de numerosos genes de respuesta a estrés, entre los que destacan RD29A vy
COR15A, cuyos productos génicos contribuyen a aumentar la tolerancia a salinidad.
La expresion del gen NtGA2ox también se encuentra inducida en plantas de tabaco
bajo condiciones de elevada salinidad (Cong y col., 2008), lo que sugiere que la
regulacion de los genes de las GA2oxs en condiciones de estrés salino parece ser un
mecanismo extendido entre numerosas especies vegetales (Magome y col., 2008). Por
otra parte, analisis de microarrays de ADN de plantas de Arabidopsis sometidas a
radiacion UV-B mostraron sobreexpresion de los genes que codifican para GA20x2 y
GA20x8 (Ulm y col., 2004). Estos resultados indican que la regulacion negativa de
GAs mediada por la actividad de GA2oxs desempefia un papel importante durante los

procesos de adaptacion a diferentes tipos de estrés abidtico en plantas.

l

v \
Otras GA20xs Activacion de genes

derespuesta a
AIGA20x7 estrés (RD29A, COR15A)

GA20x7

v
— \l, GAs bioactivas

v
Acumulacién de proteinas DELLA

Crecimiento

v

[ Tolerancia a salinidad ]

Figura 23. Modelo de respuesta adaptativa a elevadas concentraciones salinas en
plantas. Tras la imposicién de un estrés salino se induce fuertemente la expresion del gen
DDF1, cuyo producto génico, un factor de transcripcion AP2, promueve la transcripcion del gen
AtGA20x7 que codifica para GA20x7. Esta enzima cataboliza las GAs bioactivas con lo que se
produce una acumulacién de las proteinas DELLA, promoviendo un retardo en el crecimiento

vegetativo (Magome y col., 2008).
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2.10. Relacién entre las proteinas DELLA, &cido abscisico y etileno en la

respuesta al estrés salino.

El estrés salino induce dos rutas de sefializacion adicionales a la de GAs, la del
acido abcisico (ABA) y la del etileno, convergiendo ambas a nivel de las proteinas
DELLA (Achard y col., 2006). Segun los resultados de estos autores, la proteina de
fusibn GFP-RGA se acumula en plantas tratadas con ABA, sin embargo, no sucede lo
mismo en los mutantes abil-1 (insensibles a ABA). Asi mismo, en estos mutantes no
se inhibe el crecimiento en respuesta a sal, lo que indica que la ruta de sefializaciéon de
ABA dependiente de ABI1 es necesaria para que tenga lugar esta respuesta. Por otra
parte, los mutantes DELLA son relativamente resistentes al efecto inhibidor causado
por ABA. Estos datos indican que la inhibicién del crecimiento en condiciones de alta
salinidad esta mediada, al menos en parte, por una ruta dependiente de ABA que
potencia el efecto inhibidor de las DELLA estabilizando dichas proteinas (Achard y
col., 2006; Achard y Genschik, 2009).

La salinidad también activa tanto la sintesis de etileno como la expresion de genes
regulados por esta hormona. La expresién de estos genes no esta alterada en los
mutantes gal-3 (mutantes deficientes en GAs) y gai (mutante DELLA relativamente
resistente a los efectos de GAs) al tiempo que las plantas tratadas con etileno son mas
tolerantes a la sal. Los mutantes ctrl, con una respuesta constitutiva a etileno, son
mucho mas resistentes a condiciones de estrés salino y la mutacion de los genes RGA
y GAI suprime este fenotipo, lo que demostraria que el etileno promueve una mayor
tolerancia a salinidad al incrementar la funcion de las proteinas DELLA (Achard y col.,
2006).

Estos resultados indican que tanto la ruta de sefializacion de ABA como la de
etileno inhiben el crecimiento de la planta modulando la actividad de los represores
DELLA. Dado que estas rutas también estan implicadas en la respuesta a diferentes
tipos de estrés bidtico y abidtico, es probable que la inhibicién por las proteinas DELLA
constituya un mecanismo general utilizado por las plantas para adecuar su crecimiento

a las condiciones ambientales.
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3. Pared celular vegetal.

Una de las caracteristicas mas notables de las células vegetales es la presencia
externa a la membrana plasmética de una estructura rigida, compleja y fibrosa
denominada pared celular o matriz extracelular, cuyas propiedades resultan
fundamentales para determinar la forma y el volumen celular. La pared celular,
ademas de posibilitar el desarrollo de una alta presion de turgencia, participa en
numerosos procesos celulares entre los que podemos destacar la adhesion,
sefializacién, reconocimiento, crecimiento, diferenciacion, defensa frente a patégenos,
transporte intercelular y almacenamiento de reservas (Cosgrove, 1997; Nagata y col.,
2004a).

Las paredes celulares se clasifican en dos tipos: primarias y secundarias. Las
paredes primarias las forman células en crecimiento y se considera que se encuentran
poco especializadas en cuanto a su estructura y composicion. Los cultivos celulares
BY-2 constituyen una herramienta muy Util para su estudio ya que estas células en
suspension solamente desarrollan pared celular primaria (Nagata y col.,, 20042). En
relacibn a las paredes secundarias, éstas se sintetizan, junto a la membrana
plasmética, una vez ha cesado el crecimiento celular y se relacionan con células
altamente especializadas como los elementos de los vasos, las traqueidas
(componentes del xilema) y las esclereidas (componentes del esclerénquima).
Normalmente, las paredes celulares suelen estar atravesadas por pequefios canales,
denominados plasmodesmos, que conectan células vecinas facilitando el transporte
intercelular de moléculas de diferente naturaleza. Asi mismo, las paredes de células
adyacentes se encuentran unidas por una estructura intercelular amorfa de naturaleza

diferente a la pared celular que recibe el nombre de lamina media.

3.1. Arquitectura de la pared celular vegetal primaria.

Las paredes celulares vegetales muestran una amplia variedad en composicion
tanto entre diferentes especies como entre tipos celulares e incluso en un mismo tipo
celular a lo largo de su diferenciacién (Derbyshire y col., 2007; Freshour y col., 1996;
Pelletier y col., 2010; Roppolo y col., 2011). A pesar de esta diversidad, todas las
paredes celulares vegetales primarias muestran una arquitectura comdn basada en la
rigidez de las microfibrillas de celulosa embebidas en una matriz de hemicelulosa,

pectina y proteinas estructurales (Cosgrove, 2005) (Figura 24).
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Figura 24. Esquema de los principales componentes estructurales de la pared celular
primaria y su posible ordenamiento. Las microfibrillas de celulosa estan cubiertas por
hemicelulosas que se entrecruzan para mantenerlas unidas entre si. Las pectinas forman un
gel que actia a modo de matriz de interconexion, interaccionando probablemente con las

proteinas estructurales (Brett y Waldron, 1996).

La celulosa esta formada por cadenas lineales de (1—4)-B-D-glucopiranosa.
Debido a la configuracion espacial alternante de los enlaces glucosidicos que unen los
residuos de glucopiranosa adyacentes, se considera que la unidad de repeticion en la
celulosa es la celobiosa, un disacarido (1—4)-B-D-glucopiranosa. Estas cadenas
pueden asociarse entre si a través de uniones no covalentes, como puentes de
hidrégeno e interacciones hidrofébicas, dando lugar a la formacién de microfibrillas. En
relacion a la organizacion de las microfibrillas, los modelos actuales sugieren que
tienen una estructura formada por dominios altamente cristalinos unidos a regiones
menos organizadas denominadas amorfas (Figura 25). Las microfibrillas de celulosa
poseen una alta resistencia a los esfuerzos de tension, son insolubles, quimicamente

estables y relativamente resistentes al ataque enzimatico (Cosgrove, 1997).
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Figura 25. Modelo estructural de una microfibrilla de celulosa. La microfibrilla presenta
dominios altamente cristalinos entremezclados con otros menos organizados denominados

amorfos. (Taiz y Zeiger, 2006).

Las hemicelulosas comprenden un grupo heterogéneo de polisacaridos flexibles
gue se unen a la superficie de las microfibrillas de celulosa, a través de puentes de
hidrégeno, formando entramados que las mantienen juntas en una red cohesiva. La
hemicelulosa mas abundante en la pared celular primaria de las dicotiledoneas es el
xiloglucano, constituido por un polimero lineal de (1—4)-B-D-glucopiranosa con
cadenas laterales cortas que contienen xilosa y, frecuentemente, galactosa y una

fucosa terminal (Mc Neil y col., 1984; Fry, 1989) (Figura 26). Los xiloglucanos no
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solamente se unen a la superficie de las microfibrillas de celulosa sino que también
pueden quedar atrapados dentro de las mismas, bien durante su sintesis o bien a
través de un enlace covalente mediado por una reaccion de transglicosilacion (Pauly y
col., 1999; Hrmova y col., 2007).
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Figura 26. Estructura del xiloglucano. Los xiloglucanos estan formados por un esqueleto de
(1—4)-B-D-glucopiranosa (Glc) con ramificaciones de B-D-xilosa unida en (1—6) (Carpita y

McCann, 2000).

En cuanto a las pectinas, éstas forman una fase gelatinosa en la que se encuentra
embebida la red celulosa-hemicelulosa, evitando su agregacion y colapso. Al igual que
las hemicelulosas, constituyen un grupo heterogéneo de polisacéaridos ramificados y
altamente hidratados que contienen numerosos residuos de acido D-galacturénico.
Los polisacéaridos de las pectinas se clasifican en tres clases: acido homogalacturénico
(HGA), ramnogalacturonano | (RGI) y ramnogalacturonano Il (RGIl) (Carpita y
McCann, 2000). McCann y col. (1994) utilizando cultivos celulares de tabaco
adaptados a 428 mM de NaCl observaron una importante modificacién en el contenido
de pectinas de la pared celular. El andlisis mediante anticuerpos monoclonales contra
diferentes epitopos de pectinas (JIM5 y JIM7) mostro alteraciones en la distribucion de

las mismas en las células adaptadas a NacCl.
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En relacién a las proteinas estructurales de la pared celular, éstas se clasifican de
acuerdo a su composicion predominante de aminoacidos. Asi, por ejemplo, podemos
destacar las proteinas ricas en hidroxiprolina (HRGPS) y las proteinas ricas en glicina
(GRPs). Dentro de la categoria formada por las HRGPs se pueden diferenciar las
proteinas ricas en prolina (PRPs), las proteinas ricas en arabinogalactanos (AGPSs) y
las extensinas (EXTs) (Showalter, 1993; Ellis y col., 2010; Tan y col., 2012). En esta
memaria nos centraremos en el estudio de las AGPs y las EXTs.

3.2. Proteinas ricas en arabinogalactanos (AGPs).

Las AGPs constituyen una familia de macromoléculas ampliamente distribuida
tanto en plantas terrestres como acuaticas (e incluso algas) con una complejidad
estructural solamente superada por los polifenoles y las pectinas (Ellis y col., 2010).
Estas proteinas parecen desempefiar un rol esencial en numerosos procesos de
crecimiento y desarrollo vegetal entre los que podemos destacar la expansion y
division celular, el desarrollo reproductivo, la embriogénesis somatica, la diferenciacion
del xilema, respuestas a estrés abidtico y la participacion en rutas de sefializacion
hormonal (McCabe y col., 1997; Seifert y Roberts, 2007; Ellis y col., 2010; Tan y col.,
2012). Las AGPs se han localizado en la pared celular, en la cara externa de la
membrana plasmatica, en las vacuolas, en espacios intercelulares y en el medio de
cultivo de suspensiones celulares, donde son secretadas de forma activa

(Rumyantseva, 2005; Lamport y col., 2006; Ellis y col., 2010).

3.2.1. Estructuray funcion.

Las AGPs normalmente presentan pesos moleculares que oscilan entre 60 y 300
kD (Nothnagel, 1997). Estan constituidas por un ndcleo central de naturaleza proteica
(1-10% del peso molecular) del que parten cadenas laterales de polisacaridos
(arabinogalactanos Tipo Il) y oligosacaridos (residuos de arabinosa) (90-99% del peso
molecular) (Rumyantseva, 2005). En funcion del tipo de aminoacidos que formen la
parte proteica, las AGPs se clasifican en clasicas y no clasicas (Nothnagel, 1997). El
dominio proteico de las AGPs clasicas contiene como amino&cidos mayoritarios
Hyp/Pro, Ala, Ser, Thr y Gly. La composicion de aminoacidos de las AGPs no clasicas
varia considerablemente, habiendo sido descritas AGPs pobres en Hyp, pobres en
Ala, ricas en His y ricas en Asp (Rumyantseva, 2005). Las AGPs clasicas se
encuentran unidas, por el extremo C-terminal del dominio proteico, a una molécula de

glicosilfosfatidilinositol (GPI) que constitutye un dominio transmembrana hidrofébico
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que mantiene unida la AGP a la cara externa de la membrana plasmatica
(Rumyantseva, 2005; Tan y col., 2012). Este anclaje GPI consiste en un oligosacéarido
formado por acetilglucosamina y residuos de manosa (pudiendo ser sustituida por f3-
galactosa) unidos via etanolamina fosfato al extremo C-terminal de la proteina
(Rumyantseva, 2005). La molécula de acetilglucosamina se une a través de inositol
con una fosfoceramida, formada por fitoesfingosina y acido tetracosanoico
(Rumyantseva, 2005) (Figura 27). En las AGPs no clésicas resulta poco probable, en
base a estudios de secuencias de ADN, que presenten un anclaje tipo GPI a la
membrana plasmatica (Rumyantseva, 2005). Los polisacaridos y oligosacaridos se
encuentran unidos al dominio proteico a través del oxigeno de los residuos de Hyp
mediante enlaces O-glicosidicos. En aquellas AGPs no clasicas que carecen de Hyp,

parecen ser los residuos de Ser y Thr los que se encuentran glicosilados

(Rumyantseva, 2005).
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Figura 27. Modelo hipotético de la estructura de una molécula de AGP. Las unidades de
polisacarido (arabinogalactanos Tipo Il) y los arabinooligosacaridos se encuentran unidos al
dominio proteico a través del oxigeno de los residuos de Hyp. El extremo carboxilo terminal del
dominio proteico del AGP esta modificado por la unién al anclaje GPI, formado por
etanolamina, un oligosacéarido de unién y un lipido que se inserta en la membrana plasmatica.
Se muestran en el esquema los lugares especificos de accién de fosfolipasa C (PLC) y
fosfolipasa D (PLD) (Rumyantseva, 2005).
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Los estudios de la funcién biolégica de las AGPs han demostrado su implicacion en
la expansion celular, el crecimiento, la diferenciacion y la secrecion. Asi mismo, dada
su naturaleza molecular de tipo anfifilica, resultan un candidato idoneo como
mediadores entre la pared celular, la membrana plasmatica y el citoplasma, pudiendo
actuar como sefiales solubles o bien como moduladores y co-receptores de
morfogenos (Seifert y Roberts, 2007). Sardar y col. (2006) propusieron un modelo
segun el cual las AGPs interaccionan con el citoesquelo mediante un grupo de
proteinas de membrana que ligarian los microtubulos y filamentos de actina a las
moléculas GPI de las AGPs. De esta forma, la alteracion de la distribucién de AGPs en
la membrana plasmatica mediante la aplicacién de reactivos B-Yariv da lugar a la
desorganizacion de los microtibulos corticales e induce la muerte celular (Gao y
Showalter, 1999; Nguema-Ona y col., 2007).

3.2.2. Herramientas para su estudio.

Las dos herramientas mas utilizadas en el estudio de las AGPs han sido los

reactivos de Yariv y los anticuerpos monoclonales.

Reactivos de Yariv. Una caracteristica distintiva de las AGPs es su capacidad para
reaccionar con fenilglucésidos sintetizados quimicamente, conocidos como reactivos
de Yariv. Los compuestos denominados reactivos de Yariv presentan la estructura
quimica genérica 1,3,5-tri-(glycosyloxyphenylazo)-2,4,5-trinydroxybenzeno (Yariv,
1962) (Figura 28). Estos reactivos pueden usarse tanto para tefiir AGPs de un color
pardo-rojizo como para unirlas y precipitarlas con el objeto de purificar o cuantificar.
Los tres azucares terminales de estos compuestos resultan criticos para la union al
AGP. La presencia de azucares como (B-D-galactosil); y (8-D-glucosil); permiten la
unién entre el reactivo de Yariv y moléculas de AGPs. Sin embargo, (a-D-galactosil)s,
(a-D-glucosil); y (B-D-manosil); no unen AGPs, por lo que estas formas son utilizadas

como controles negativos.
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Figura 28. Representaciéon de la estructura quimica del reactivo B-D-galactosil de Yariv.
Otras formas quimicas del reactivo de Yariv son a-D-galactosil, 8-D-glucosil, 8-D-manosil y a-D-
glucosil (Showalter, 2001).

El mecanismo de interaccion entre las moléculas de AGPs y los reactivos B-Yariv
no esta claro. No existe consenso en si es el carbohidrato o la parte proteica del AGP
quien interacciona con el reactivo de (3-Yariv, pero se piensa que el AGP no se une a
B-glicosidos individuales sino mas bien a agregados del reactivo B-Yariv (Nothnagel,
1997; Seifert y Roberts, 2007).

Anticuerpos monoclonales. Se ha desarrollado un gran namero de anticuerpos
monoclonales contra diferentes epitopos de AGPs gque han servido como herramienta
tanto para su localizaciéon subcellular como para su cuantificacion e identificacién
(Samaj y col., 1999; Samaj y col., 2000). La Tabla 1 muestra algunos de los mas

utilizados y los epitopos que reconocen (Showalter, 2001).
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Tabla 1. Anticuerpos monoclonales para AGPs. GIcA, acido glucuronico; GalA, acido

galacturénico.

Anticuerpo Epitopo
LM2 B-D-GIcA
JiM4 B-D-GIcA-(1—3)-a-D-GalA-(1—2)-L-Rha
JiIM8 Carbohidratos
JiM13 B-D-GIcA-(1—3)-a-D-GalA-(1—2)-L-Rha
JiM14 Carbohidratos
JIM15 B-D-GIcA
CCRC-M7 arabinésido (1—6)-B-D-galactano

3.2.3. AGPs y salinidad.

El primer trabajo en que se estudio el posible papel desempefiado por las AGPs en
la tolerancia a salinidad en plantas se realiz6 con cultivos celulares de tabaco W-38
(Zhu y col.,, 1993). En este estudio se observdé que la salinidad hizo disminuir
drasticamente el contenido de AGPs en la membrana plasmatica asi como en el medio
de cultivo. Lamport y col. (2006), utilizando cultivos celulares BY-2 adaptados a
salinidad, obtuvieron resultados similares para la membrana plasmatica, sin embargo,
encontraron un incremento de hasta 6 veces en los niveles de AGPs del medio de
cultivo, resultados que confirmaron en suspensiones elulares de tomate y
Arabidopsis thaliana. Estos autores propusieron que las AGPs clasicas podrian actuar
modificando las propiedades plasticas de las pectinas, lo que explicaria el hecho
observado de que los reactivos B-Yariv inhiben la expansion celular mediante el
entrecruzamiento de mondémeros de AGPs. Asi mismo, Immerzeel y col. (2006)
observaron en cultivos celulares de zanahoria interconexiones de naturaleza covalente
entre AGPs y pectinas, resultados que confirman una clara interaccion entre ambos
tipos de proteinas en la regulacién de las propiedades fisicas y quimicas de las
paredes celulares. Recientemente, Ouyang y col. (2007) demostraron mediante la
utilizacion de técnicas de microarray e hibridacion substractiva en plantas de tomate

sometidas a estrés salino que varios genes de AGPs se encontraban fuertemente
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regulados. Por otra parte, entre los mutantes SOS aislados sensibles a sal (Wu y col.,
1996), SOS5 ha sido identificado como perteneciente a una subclase de AGPs
denominada fasciclinas similares a AGPs (FLAs) (Shi y col., 2003). La funcion
biol6gica de esta familia es muy variada, pero en este caso parecen estar implicadas

en la regulacion de la expansion celular.

3.3. Extensinas (EXTs).

Las EXTs constituyen un elemento minoritario de la pared celular vegetal
(McQueen-Mason y Cosgrove, 1995). Han sido identificadas en monocotiledéneas,
dicotiledéneas, helechos y musgos (Lee y col., 2001a), habiendo sido relacionadas
con procesos de desarrollo en los que ocurre un relajamiento de la pared celular tales
como la maduracion de frutos, la formacién del xilema, la germinacién de semillas y la
penetracion del tubo polinico a través del estigma (Cosgrove, 2000; Rayle y Cleland,
1992). En la actualidad, el concepto de las EXTs como reguladores endbégenos clave
en los procesos de expansion celular esta claramente establecido por cuatro lineas de
investigacion (Cosgrove, 2000). En primer lugar, las EXTs inducen relajacion de la
tensién en la pared celular de una forma dependiente del pH, proceso que se
denomina crecimiento acido, no habiéndose encontrado otras proteinas con actividad
similar. En segundo lugar, la aplicacion de EXTs a células vivas promueve su
elongacién. En tercer lugar, los genes que codifican para EXTs se expresan en el
momento oportuno y en el lugar adecuado para regular el control del crecimiento. Por
altimo, la inhibicién de la expresion de los genes que codifican para EXTs hace inhibir
el crecimiento celular. Estas proteinas presentan una masa molecular promedio de 25
a 28 kDa (McQueen-Mason y col., 1992), estando organizadas en una estructura
modular de dos dominios, catalitico y de wuni6on, y un péptido sefal de
aproximadamente 20 aminoacidos en la regiébn amino terminal (Cosgrove, 2000). Su
secuencia de aminoacidos resulta altamente repetitiva, conteniendo el motivo Ser-Pro-
Pro-Pro-Pro (Yoshiba y col., 2001). Las EXTs no tienen actividad hidrolitica
(glucosidasa), por lo que es probable que los enlaces que rompen sean no covalentes
(Cho y Kende, 1997). De hecho, se ha sugerido que las EXTs rompen los puentes de
hidrégeno que se encuentran entre los filamentos de celulosa o entre la celulosa y
otros polisacaridos mediante un mecanismo no enzimatico representado en la Figura
29 (McQueen-Mason y Cosgrove, 1995; Cosgrove, 2000; Wei y col., 2010; Wolf y col.,
2012). Segun esta hipotesis, el movimiento de la EXTs estaria restringido a una

difusion lateral a lo largo de la superficie de las microfibrillas de celulosa lo que
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posibilitaria debilitar localmente su fijacion a la matriz facilitando la relajacion de la

tension.
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Figura 29. Modelo de accion de las extensinas. Las extensinas (representadas en color azul)
pueden debilitar la union entre las microfibrillas de celulosa al interferir entre éstas y las
hemicelulosas (representadas en color rojo y amarillo) (a) o bien entre las propias
hemicelulosas (b). La accion de las extensinas resulta en un desplazamiento de los polimeros
(c), estableciéndose nuevos puntos de unién con la consiguiente relajaciéon de la pared celular
(Cosgrove, 2000).

En relacion al papel que desempefian las EXTs en los procesos de adaptacion a
diferentes tipos de estrés, y concretamente al estrés salino, la bibliografia resulta muy
escasa. Sabba y col. (1999) utilizaron cultivos celulares BY-2 crecidos en presencia de
un inhibidor de la sintesis de celulosa para caracterizar, desde el punto de vista
estructural e inmunoquimico, los cambios producidos en la pared celular. Estos
autores determinaron que fueron complejos formados por pectinas-extensinas los que
suplieron a las microfibrillas de celulosa para conservar la integridad de la pared
celular. Por otra parte, Yoshiba y col. (2001) sometieron plantas de Arabidopsis
thaliana a diferentes tipos de estrés, entre ellos hidrico (aplicando tratamientos de
deshidratacion-rehidratacion) y salino (cultivo hidroponico a 250 mM de NaCl),
determinando posteriormente la expresion diferencial de cuatro genes que codificaban
para extensinas (AtExt2, 3, 4 y 5) mediante andlisis por Northern blot. La
deshidratacion de las plantas indujo la inhibicién de los genes objeto de estudio, sin
embargo, su posterior rehidratacion se tradujo en un incremento de sus transcritos. En
el caso de la aplicacion del tratamiento salino, solamente uno de los genes inhibid su
expresion (AtExt2). Segun estos autores, los resultados indican que las extensinas

codificadas por los cuatro genes estudiados desempefian un papel relevante en la
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regulacién del crecimiento celular inmediatamente después de que desaparezcan las
condiciones estresantes a las que se encuentra sometida una planta. Asi mismo, las
extensinas deben estar implicadas en algin mecanismo de remodelacién celular
destinado a minimizar los efectos nocivos provocados por elevadas concentraciones
salinas.
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II. OBJETIVOS.

A la vista de lo expuesto en la introduccién, el objetivo general de esta memoria es
profundizar en el conocimiento de los mecanismos implicados en los procesos de
adaptacion celular a condiciones de estrés salino. Para ello, hemos utilizado como
sistema modelo cultivos celulares de tabaco BY-2 (Nicotiana tabacum L. cv. Bright
Yellow 2), estableciendo como objetivos especificos los siguientes:

1. Estudiar diferentes mecanismos fisiolégicos, bioquimicos y celulares de

adaptacion al estrés salino.

1.1. Establecer una linea celular BY-2 viable, crecida en medio de cultivo liquido con
258 mM de NacCl a partir de una linea BY-2 control.

1.2. Determinar las curvas de crecimiento de ambas lineas celulares y caracterizar
diferentes parametros (viabilidad celular, volumen celular e indice mitético).

1.3. Localizar el Na* a nivel subcelular en la linea adaptada a salinidad mediante
técnicas de microscopia de laser confocal.

1.4. Estudiar la ultraestructura celular en ambas lineas mediante el uso de microscopia
electrénica de transmision.

1.5. Analizar el contenido mineral y los solutos organicos en ambas lineas celulares.
1.6. Estudiar las modificaciones producidas en el proteoma y transcriptoma como
consecuencia del proceso de adaptacion a elevadas concentraciones salinas.

1.7. Estudiar la interaccion entre el metabolismo de la prolina y el ABA en las células
adaptadas a salinidad.

1.8. Estudiar la funcion desempefiada por la mitocondria y las ROS en el proceso de
adaptacion a salinidad.

1.9. Estudiar las modificaciones producidas en el sistema de endomembranas, reticulo

endoplasmatico y aparato de Golgi durante el proceso de adaptacion a salinidad.

2. Estudiar el papel que desempefian las giberelinas (GAs) en el proceso de

adaptacion a salinidad.

2.1. Analizar el patron de GAs presentes en ambas lineas celulares por

espectrometria de masas.
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2.2. Estudiar tanto el comportamiento de los cultivos celulares al ser tratados con
diferentes concentraciones de GAs y un inhibidor de su ruta biosintética como
las modificaciones estructurales a las que pudieran dar origen.

2.3. Analizar la expresion de los genes de sintesis y degradacion de GAs y comprobar
si se encuentra regulada de forma diferencial en las células adaptadas a
salinidad respecto al control.

2.4. Estudiar el papel de las proteinas DELLA en el proceso de adaptacion a salinidad.

3. Estudiar la implicacion de las proteinas ricas en arabinogalactanos (AGPs) y
extensinas (EXTs) en el proceso de adaptacién a salinidad.

3.1. Localizar y cuantificar a nivel subcelular diferentes epitopos de AGPs y EXTs en
ambas lineas celulares utilizando técnicas de inmunolocalizacion mediante el uso
de anticuerpos monoclonales.

3.2. Estudiar el efecto producido por el reactivo de Yariv tras ser aplicado a los cultivos

celulares.
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lIl. MATERIAL Y METODOS.

1. Material vegetal.

Para el desarrollo de los experimentos se utilizaron dos lineas de cultivos celulares
de tabaco (Nicotiana tabacum L., 1753) cv. Bright Yellow 2 (BY-2): una linea celular
silvestre y otra transformada con la proteina GFP unida a la sefial de retencién en el
reticulo endoplasmético HDEL. La linea celular transformada con GFP fue obtenida en
el laboratorio de la doctora Ikuko Hara-Nishimura (Mitsuhashi y col., 2000) y se utilizé
exclusivamente para estudios in vivo de la estructura del reticulo endoplasmatico
mediante microscopia de laser confocal. Ambas lineas celulares se cultivaron tanto en
ausencia (lineas celulares control) como en presencia de 258 mM de NaCl (lineas
celulares adaptadas). Los cultivos celulares adaptados a 258 mM de NaCl se
obtuvieron por adaptacién progresiva a diferentes concentraciones salinas en el medio
de cultivo (86,2 mM (5 g/L), 172,4 mM (10 g/L) y finalmente 258 mM (15 g/L) de NaCl)
dado que al someter directamente un cultivo celular BY-2 a una concentracion de 258
mM de NaCl la viabilidad celular cae drasticamente hasta valores préximos a cero tras
24 horas (Figura 30a). Por tanto, el proceso de adaptacion a elevadas concentraciones
salinas representado en la Figura 30b resulta necesario para conseguir una linea
celular estable. Este proceso de adaptacion, que se prolong6é durante 5-6 meses,
permitid obtener suspensiones celulares que describian ciclos de cultivo estables y en

las que no se formaban agregados celulares.

Las condiciones de cultivo fueron las descritas por Nagata y Kumagai (1999). Se
utilizé medio de cultivo MS (Murashige y Skogg, 1962) (Duchefa Biochemie) segun la
composicion detallada en la Tabla 2 a una concentracién de 4,4 g L™ suplementado
con 0,2 g L* de KH,PO,, 1 mg L™de tiamina, 30 g L™ de sacarosa, 0,2 mg L* de
acido 2,4-diclorofenoxiacético, 0,2 g L* de MES y 0,1 g L™ de mio-inositol. El pH se
ajusto, previo a la esterilizacion en autoclave (121°C durante 20 minutos), a 5,8 con
KOH 1M.

La periodicidad de cada subcultivo asi como el volumen de suspension celular

transferido fueron diferentes en funcién de la linea celular:
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e Los cultivos celulares crecidos en condiciones control y 86,2 mM de NaCl se
subcultivaron cada 7 dias. El volumen transferido fue de 6 mL a 100 mL de medio
fresco.

e Los cultivos celulares crecidos en 172,4 y 258 mM de NaCl se subcultivaron cada
14 dias. El volumen transferido fue de 12 mL a 100 mL de medio fresco.

En todos los casos, los cultivos celulares se crecieron en matraces Erlenmeyer de

250 mL y permanecieron en incubadores con agitacion orbital (120 rpm) a 26°C en

oscuridad.

258 mM NaCl

24 horas

99,67% células no viables

BY-2 172,4 mM NaCl

BY-2 86,2 mM NaCl BY-2 258 mM NaCl

Figura 30. Proceso de adaptacion in vitro a salinidad. (a) Cultivo directo de células control a
medio con elevadas concentraciones salinas. Ls barras de escala representan 100 pum. (b)
Proceso de adaptacién progresiva a 258 mM de NacCl.
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Tabla 2. Composicion (macro y micronutrientes) del medio de cultivo Murashige y
Skoog.

Compuesto mg L™

Macronutrientes

NH,NO; 1650,00
cacCl, 332,02
MgSO. 180,54
KH,PO, 170,00
KNO; 1900,00

Micronutrientes

FeNaEDTA 36,70
MnSO,-H,0 16,90
ZnS0,-7H,0 8,60
H.BO; 6,20
Kl 0,83
Na,MoO, 2H,0 0,25
CoCl,-6H,0 0,025
CuS0,-5H,0 0,025

2. Parametros de crecimiento.

2.1. Curvas de crecimiento.

La curva de crecimiento de la linea celular control se elabor6 cuantificando el peso
fresco, a intervalos diarios durante un periodo de 9 dias, de las células contenidas en
25 mL de medio de cultivo de un total de tres réplicas. Para ello, las muestras se
filtraron a través de papel Whatman N°1 en un sistema de vacio formado por un
matraz Kitasato acoplado a un embudo Blchner. Estos datos permitieron determinar el

crecimiento relativo (CR) como:

CR = ((peso fresco gian — peso fresco gia o) / peso fresco giao)
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La metodologia empleada para realizar la curva de crecimiento de la linea celular
adaptada fue la descrita anteriormente con la salvedad de que las muestras se
tomaron cada 2 dias durante un periodo de 16 dias.

2.2. Viabilidad celular.

La viabilidad celular se calculé como el porcentaje de células viables de un total de
900 (Ricardo y Phelan, 2008). Para ello, las células se tifieron in vivo durante 5
minutos a temperatura ambiente con el colorante Evans Blue a una concentracion de
0,5 mg/mL y posteriormente se realizaron tres lavados con medio de cultivo fresco
para retirar su exceso. El colorante Evans Blue (Sigma-Aldrich) se caracteriza por ser
un colorante vital que no es capaz de penetrar a través de membranas
semipermeables intactas, por lo que solamente tifie las células muertas. La
cuantificacién de la viabilidad se llevé a cabo en un microscopio Leica LMR en campo
claro y las imagenes fueron captadas con una camara digital Leica DC 500 con la

version 1.20 del software Leica IM 1000 Image Manager.

2.3. indice mitético.

El indice mitético se calculé como el porcentaje de células que se encontraban en
cualquiera de las fases de mitosis (profase, metafase, anafase o telofase) de un total
de 900 (Kumagai-Sano y col., 2006). Las células se tifieron in vivo durante 5 minutos a
temperatura ambiente con 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Sigma-Aldrich), colorante
fluorescente utilizado para la tincion nuclear, a una concentracion de 5 ug/mL previa
aplicacion de triton X-100 1% (v/v). Para la observacion se utilizé un microscopio Leica
DMRB equipado con una lampara de fluorescencia ebg 100 y una camara digital Leica
DC 500 con la version 1.20 del software Leica IM 1000 Image Manager.

2.4. Volumen celular.

El volumen celular se calculé utilizando la metodologia propuesta por Binzel y col.,
(1988) a partir de una ecuacion que relaciona el area y el perimetro celular: v=8.5A%°P"
2, Para ello se calcularon, a partir de imagenes obtenidas con un microscopio Leica
DMRB utilizando una optica Normaski (contraste interferencial diferencial (CID)), los
perimetros y las areas de un total de 100 células utilizando el software SigmaScan Pro
5. En las im&genes tomadas con CID se observa la muestra en relieve, lo que permite

tomar medidas precisas sin necesidad de preparacion alguna.
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3. Determinacion del contenido mineral.

El andlisis del contenido mineral se realizé tanto en el material vegetal como en el

medio de cultivo.

3.1. Cationes.

Las suspensiones celulares se filtraron en un sistema de vacio tal y como se
describe en la seccion 2.1. Una vez separado el medio de cultivo de la masa celular se
procedié al lavado de las células en 100 mL de agua bidestilada utilizando el mismo
sistema de vacio. Posteriormente, se coloco el material vegetal en una estufa a 60°C
durante un minimo de 48 horas. La determinacion de cationes en el material vegetal se
realizé a partir de 100 mg de material seco y molido, posteriormente digerido en una
mezcla de HNO3:H,O, (4:1 viv) en un Ultraclave-Microondas Millestone a 220°C
durante 20 minutos y finalmente pasado por filtros de 0,45 pm (Sartorius Stedim
Minisart RC15). La determinacion de cationes en el medio de cultivo se realizd
directamente a partir del medio obtenido al recoger las células con el sistema de vacio,
gque posteriormente se paso por filtros de 0,45 uym. La determinacion final del contenido
en Na', K*, Ca®* y Mg?" se llevo a cabo, a partir de los filtrados, en el Servicio de
lonémica del CEBAS-CSIC mediante espectrometria de emisién Optica de plasma
acoplado inductivamente (ICP-OES, Iris Intrepid Il, Termo Electrén Corporation,
EE.UU.) (Hernandez y col., 2010).

3.2. Aniones.

La determinacién de aniones en el material vegetal se realizé a partir de 50 mg de
muestra seca y molida obtenida tal y como se describe en la seccion 3.1. A los 50 mg
de muestra se le afiadieron 12 mL de agua bidestilada y se mantuvo en agitaciéon
durante 24 horas. Posteriormente, se centrifugd a 27.000 x g durante 20 minutos y el
sobrenadante se pasoé por filtros de 0,45 um. La determinacion de aniones en el medio
de cultivo se realiz6 directamente a partir del medio obtenido al recoger las células con
el sistema de vacio, que posteriormente se pasé por filtros de 0,45 pum. La
concentracion de CI, SO,>, PO,* y NO; se determind, a partir de los filtrados
obtenidos, en el Servicio de londmica del CEBAS-CSIC mediante cromatografia idnica

(850 Professional IC, Metrohm, Herisau, Suiza) (Hernandez y col., 2010).
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4. Determinacién de solutos organicos.

4.1. Azucares solubles.

La determinacion del contenido en glucosa, frutosa, sacarosa y mio-inositol en el
material vegetal se realiz6 mediante un equipo de cromatografia liquida de alta
resolucion HPLC 10A (Shimadzu, Japdn) equipado con una bomba, un inyector
automatico, un horno y un detector de indice de refraccién. Un gramo de peso fresco
de material vegetal, previamente lavado con agua bidestilada, se homogeneiz6 a 4°C
en 1 mL de agua bidestilada utilizando un lka T25 ULTRA TURRAX Digital a maxima
velocidad durante 30 segundos. El homogenado se centrifugd a 3.000 x g durante 15
minutos a 4°C. El sobrenadante se centrifug6 de nuevo a 8.000 x g durante 10 minutos
a 4°C. Por ultimo, el nuevo sobrenadante se pas0, de forma consecutiva, por dos tipos
de filtros: (1) Whatman Syringe Filters PVDF de 0.22 ym y (2) Mini Speed SPE
Octadecyl C18/18%. EIl extracto obtenido fue el utilizado en la determinacién de
azucares totales. Como patrones se utilizaron concentraciones conocidas de glucosa,
fructosa, sacarosa y mio-inositol (2,5, 5, 7,5, 10, 12,5 y 15 mM). Los distintos azlcares
solubles se separaron en una columna de intercambio i6nico ICE Coregel 87H3
(Transgenomic) utilizando como fase moévil H,SO, 0,1 N. ElI é&rea de los
cromatogramas se integro y cuantifico utilizando el software de analisis DataAnalysis
LC/MSD Trap Version 3.2 (Bruker Daltonik, GmbH, Alemania). Las condiciones de
trabajo del HPLC fueron las siguientes:

Fase movil H,SO, 0,1 N
Flujo (mL min™) 0,4
Presion de la bomba (psi) 0,745
Temperatura de la columna (°C) 37
Volumen de inyeccion (ul) 20
Tiempo del cromatégrama (min) 30
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4.2. Aminoéacidos.

Para la determinacion de aminoacidos se homogeneizé en frio 1 g de peso fresco
de material vegetal, previamente lavado con agua bidestilada, en 5 mL de etanol al
80% utilizando un Ika T25 ULTRA TURRAX Digital a velocidad méaxima durante 30
segundos. El extracto se mantuvo en agitacion a 4°C durante 12 horas y
posteriormente se centrifugé a 11.000 x g durante 20 minutos a 4°C. El sobrenadante
se evapor0 a sequedad en bafio a 30°C y se resuspendid en 200 pL de agua
bidestilada. Por ultimo, se paso la muestra por filtros Millex-GP (Millipore) de 0,22 ym y
se centrifug6 a 23.000 x g durante 30 minutos a 4°C. Los sobrenadantes obtenidos se
analizaron mediante cromatografia liquida de alta resolucién/espectrometria de masas
en un equipo Agilent 1100 Series (Agilent Technologies, Santa Clara, California,
EE.UU.) equipado con un muestreador automatico termostatizado con una bomba
capilar conectada a una trampa idnica Agilent lon Trap XCT Plus Mass Spectrometer
(Agilent Technologies, Santa Clara, California, EE.UU.) utilizando un sistema de
electrospray (ESI). Como patrones se utilizaron concentraciones conocidas de cada
aminoacido (10, 25, 50, 75 y 100 uM).

5. Determinacion de proteinas.

El material vegetal se homogeneiz6 en un mortero a 4°C con un tampon de
extraccion que contenia 0,5% PVP (p/v), 0,1 mM PMSF, 0,1 mM EDTA, 0,2% triton X-
100 (v/v) y tampon fosfato potasico (TPK) 50 mM pH 7,8 (ajustando el pH del fosfato
de potasio dibéasico (K;HPO,) con el monobasico (KH,PQO,)), en una relacién 1/2 (p/v).
El homogenado se centrifug6 a 12.000 x g durante 10 minutos a 4°C y el sobrenadante
obtenido se purificé en columnas Sephadex NAP G-25 (GE Healthcare) equilibradas

con el tampdn de extraccion.

La concentracién de proteinas se determind por el método de Bradford (1976)
mediante una curva de calibrado utilizando diluciones seriadas de albumina de suero
bovino (BSA) junto con el reactivo Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, California, EE.UU.) diluido 1/5 en agua bidestilada, en una
proporcion 1/100 (v/v). Transcurridos 10 minutos en oscuridad, se midio la densidad
Optica a 595 nm frente a un blanco de reactivo diluido y se elaboré una recta de
calibracion representando los valores de absorbancia a 595 nm en ordenadas y la

concentracion de proteinas (mg mL™) en abcisas. La concentracion de proteinas de las
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muestras se calculd por extrapolacion de su valor de absorbancia a 595 nm en dicha

recta patron.

6. Determinacion de compuestos relacionados con el estrés oxidativo.

6.1. Peroxidacién lipidica (formacioén de malondialdehido).

La peroxidacién de lipidos se estimd segun Cakmak y Horst (1991) determinando
la concentracion de malondialdehido (MDA). EI MDA es un subproducto de la
peroxidacion lipidica que en condiciones de bajo pH y alta temperatura reacciona con
el acido tiobarbitdrico (TBA) dando lugar al producto MDA-TBA que es detectable por

espectrofotometria.

Para la obtencion de los diferentes extractos celulares, el material vegetal se
homogenizé en frio con ayuda de un mortero en acido tricloroacético (TCA) al 0,1% en
una relacion 1/5 (p/v). El extracto resultante se centrifugé a 10.000 x g durante 5
minutos. Posteriormente, a 1 mL del sobrenadante se le afadié la mezcla de reaccién
(4cido tiobarbitdrico (TBA) 0,5% en TCA al 20%) y se incub6 a 90°C durante 20
minutos. Pasado este tiempo, la reaccién se detuvo colocando los tubos en un bafio
de hielo. Se centrifugd a 10.000 x g durante 5 minutos y se midi6 la absorbancia de los
sobrenadantes a 532 y 600 nm. La cantidad de MDA-TBA se calcul6 a partir del valor
de absorbancia dado por la diferencia entre los valores obtenidos a 532 y 600 nm vy el

coeficiente de extincién molar 155 mM™* cm™.

6.2. Determinacién de H,0.,.

El H,O, se determind mediante el método de oxidaciéon ferrosa en naranja de
xilenol (OFX) (Cheeseman, 2006). El material vegetal se homogeneiz6 en frio con
ayuda de un mortero en tampon de extraccion (TPK 0,1 M pH 6,4 con KCN 5 mM) a
una proporcién 1/1 (p/v) en el caso de las muestras de la linea celular control y 1/2
(p/v) para las muestras de la linea celular adaptada. Para la elaboracién de la recta de
calibrado se prepararon diluciones de concentraciones conocidas de H,O, (100, 50,
25,125, 6,25y 3,125 uM). Posteriormente, se centrifugaron las muestras a 10.000 x g
durante 10 minutos, se tomaron 75 pL del sobrenadante y de cada una de las
diluciones de la curva patron y se mezclaron con 925 uL del reactivo de reaccion
(H2S0O,4 25 mM + 1% etanol, (NH4),Fe(S0O,),-6H,O 250 uM, xylenol orange 100 uM y

sorbitol 100 pM en agua bidestilada) incubando a temperatura ambiente y en
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oscuridad durante 45 minutos. A continuacion, se midié la densidad optica a 560 nm y
se elabord la curva patrén representando los valores de absorbancia a 560 nm en
ordenadas y la concentracién de H,O, en abcisas. La concentraciéon de H,O, de las
muestras problema se calcul6 por extrapolacion de su valor de absorbancia en dicha
curva patron.

7. Técnicas de microscopia.

7.1. Microscopia de laser confocal.

La Tabla 3 recoge el listado de fluor6foros utilizados con indicaciones precisas de
su afinidad, longitudes de onda de excitacion (Agy) Y emision (Agm), concentraciones de
ensayo Yy tiempos de incubacién. Todas las muestras celulares se tomaron en fase de
crecimiento exponencial y se incubaron, en agitacion orbital (120 rpm) a 26°C y
oscuridad, con el fluor6foro adecuado en funciébn del objeto de estudio.
Posteriormente, las muestras se montaron sobre portaobjetos sellados. Para su
observacion se utilizé el objetivo 63x de aceite de inmersidon de un microscopio de
laser confocal Leica TCS SP2. Las reconstrucciones tridimensionales se realizaron a
partir de secciones de 0,1 um en el eje Z utilizando el software propio del microscopio

de laser confocal.
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Tabla 3. Fluoréforos utilizados en los estudios realizados con microscopia de laser
confocal. Tipos de laser empleados en la excitacion de los fluoréforos: UV (405 nm), Argdn
(488 nm) y Helio-Ne6n (633 nm).

- Tiempo de
; . Aexo/Ae Concentracién incubacién Casa
Fluoréforo Afinidad N de ensayo ' ?min)l comercial
(nm)
Membranas 488/62 En funcion .
FM4-64 biolégicas 5-665 16 uM del ensayo Invitrogen
ER-Tracker .
Blue-White Retlculq . 405/44 2 UM 20 Invitrogen
endoplasmatico  0-460
DPX
CoroNa- Na* 488/52 10 uM 45 Invitrogen
Green 0
Asante
Natrium Na" 488/54 10 uM 45 TEFLabs
Green-1 0
488/51 Sigma-
DCFH-DA ROS 0-530 25 uM 30 Aldrich
Mito Tracker : . 633/65 .
Deep Red 633 Mitocondrias 5.675 0,5 uM 30 Invitrogen
Monocloro Glutation / 405/50
bimane vacuolas 5-530 100 uM 30 Fluka
. - . 488/51 Sigma-
Dehidroetidio 0, 5.535 10 uM 30 Aldrich
Indicardor de 488/ Seguir las
TUNEL instrucciones 60 Roche
PCD 515 del fabricante
565
, Sigma-
DAPI Nucleo 34%/48 14 uM 10 Aldrich
TO-PRO-3 . 633/65 .
iodide Nucleo 0-670 1uM 20 Invitrogen
CaspACE
FITC-VAD- Caspasas 633/65 10 uM 30 Invitrogen
EMK 0-670
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7.2. Microscopia electrénica de transmision.

7.2.1. Inclusién de muestras en resina SPURR.

Las muestras se embebieron en agarosa de baja temperatura de gelificacion
(Sigma-Aldrich) al 2% (v/v). Una vez gelificada la agarosa, se cortaron pequefas
secciones y se procesaron segun el siguiente protocolo:

e Fijacion. Las muestras se fijjaron en una solucion de glutaraldehido 2% vy
paraformaldehido 2% en tampon fosfato sodico (TPNa) 0,1 M pH 7,2 (ajustando el
pH del fosfato de sodio dibasico (Na,HPO,) con el monobésico (NaH,PO,)) durante
2 horas y media a 4°C.

e Lavados. Tras la fijacion quimica, se realizaron 3 lavados de 15 minutos cada uno
en TPNa 0,1 M pH 7,2.

e Postfijacion. La postfijacion se realiz6 en tetroxido de osmio al 1% en TPNa 0,1 M
pH 7,2 durante 2 horas a 4°C en oscuridad.

e Lavados. Se retird la solucion de tetréxido de osmio realizando otros 3 lavados con
TPNa 0,1 M pH 7,2 donde permanecieron las muestras durante 12 horas para su
posterior deshidratacion.

e Deshidratacion. La deshidratacion se realiz6 utilizando concentraciones crecientes
de etanol (15%, 35%, 50%, 70%, 96% y 100%), permaneciendo las muestras en
cada una de ellas durante 30 minutos.

e Inclusién. Para incluir las muestras se aplico el siguiente procedimiento a 4°C:

o Se aplicé 6xido de propileno 100% en dos etapas de 30 minutos cada una.
o Posteriormente se sustituyo el 6xido de propileno por resina Spurr (Spurr,
1969) de forma gradual (75:25, 50:50 y 25:75) en pasos de 30 minutos.

o A continuacién, las muestras permanecieron durante 12 horas en resina
Spurr 100%.

e Solidificacion. Las muestras se colocaron en capsulas de gelatina a las que se

adicion6 resina Spurr 100% y se colocaron en estufa a 70°C durante 24 horas

hasta la polimerizacion total de la resina.

Una vez obtenidos los bloques, se tallaron y se realizaron cortes ultrafinos (70-80
nm) con un ultramicrotomo Leica Ultracut UCT que se montaron sobre rejillas de cobre
y se contrastaron con acetato de uranilo y citrato de plomo. Para la observacion se

utilizé un microscopio electronico Philips Tecnai 12 y las imagenes se captaron con
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una camara CCD SIS Mega View lll. Los estudios morfométricos se realizaron

utilizando el software Visualizacion Philips Mega View llI.

7.2.2. Inclusién de muestras en resina LR White.

Las muestras se embebieron en agarosa tal y como se detalla en la seccién 7.2.1.

Una vez gelificada la agarosa, se cortaron pequefias secciones que se procesaron

segun el siguiente protocolo:

Fijacion. Las muestras se fijaron en una solucién con glutaraldehido 0,5% Yy
paraformaldehido 2% en TPNa 0,1 M pH 7,2 durante 3 horas y media a 4°C.
Lavados. Tras la fijjaciébn quimica, se realizaron 3 lavados de 15 minutos cada uno
en TPNa 0,1 M pH 7,2.
Deshidratacion. Se realizé utilizando concentraciones crecientes de etanol (15%,
35%, 50%, 70%, 96% y 100%), permaneciendo las muestras en cada una de ellas
durante 30 minutos.
Inclusién. Para incluir las muestras se aplic6 el siguiente procedimiento a 4°C:

o 25% resina:75% etanol durante 60 minutos.

o 50% resina:50% etanol durante 60 minutos.

o 75% resina:25% etanol durante 60 minutos.

o 100% resina durante 12 horas.
Solidificacion. Las muestras se colocaron en cépsulas de gelatina a las que se
adicion6 nuevamente resina 100% y se mantuvieron en estufa a 52°C durante 24

horas en ausencia de oxigeno hasta la correcta polimerizacion de la resina.

Sobre los bloques, una vez solidificados, se cortaron secciones ultrafinas (70-80

nm) con un ultramicrotomo Leica Ultracut UCT y se montaron en rejillas de niquel

cubiertas con formvar. Para los estudios de inmunolocalizacion e inmunomarcaje se

utilizaron rejillas no contrastadas con el fin de poder observar nitidamente las

particulas de oro durante la cuantificacion en un microscopio electrénico Philips Tecnai

12. Ciertas rejillas se tifieron, procediendo tal y como se describe en la secciéon 7.2.1,

para la captacién de imagenes con una camara CCD SIS Mega View lll.

7.3. Microscopia Optica (MO).

Sobre los bloques de resina citados en la seccion 7.2.1. se realizaron cortes

semifinos (0.5 pum) utilizando un ultramicrotomo Leica Ultracut UCT. Estos cortes se
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montaron sobre portaobjetos, se tifieron con una disolucion de azul de toluidina al
0,5% y se tomaron imagenes con un microscopio Leica LMR en campo claro equipado
con una camara digital Leica DC 500.

8. Muerte celular programada (PCD). Ensayos TUNEL y caspasas.

La presencia o no de PCD en las lineas celulares se determiné utilizando el kit
comercial TUNEL (In Situ Cell Death Detection Kit, Roche) para marcar posibles
fragmentos de ADN generados durante el proceso de muerte celular y el fluor6foro
CaspACE FITC-VAD-FMK In situ Marker (Promega) como marcador de la actividad
caspasa. Tras los tratamientos de las muestras, las observaciones se realizaron con
un microscopio de laser confocal Leica TCS SP2 tal y como se refleja en la seccidon
7.1.

Para aplicar el kit TUNEL se procedi6 de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
Las muestras se fijaron con 2% paraformaldehido en PBS durante 60 minutos a 15°C,
se permeabilizaron con 1% triton X-100 vy finalmente se incubaron en la mezcla de
reaccibon TUNEL (formada por una solucién enzimatica (transferasa terminal de
deoxinucleétidos (TdT)) 10x y una solucibn marcadora (coctel de nucleétidos
marcados con fluoresceina)) 1x durante 60 minutos a 37°C en oscuridad.
Paralelamente se prepararon un control positivo y un control negativo. Para el control
positivo se trataron las muestras previamente con DNasa | (Roche) mientras que para
el control negativo no se incorpord a la mezcla de reaccion la solucion enzimética. Por

Gltimo, se realizé una tinciéon nuclear con 0,1% TO-PRO-3 iodide.

9. Ensayos inmunocitoquimicos.

Las observaciones de los ensayos descritos en las secciones 9.1., 9.2. y 9.3. se
realizaron con un microscopio electrénico Philips Tecnai 12 y las imagenes se
captaron con una camara CCD SIS Mega View lll. Tanto las medidas morfométricas
como la cuantificaciéon de las particulas de oro se realizaron utilizando el software
Visualizacion Philips Mega View lll. Para la cuantificacién se contaron las particulas de
oro de un minimo de treinta campos diferentes que comprendian al menos diez células

representativas.
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9.1. Inmunolocalizacion de AGPs y extensinas.

Para la inmunolocalizacion de AGPs y extensinas se aplicd, sobre las rejillas de

niquel citadas en la seccion 7.2.2., el siguiente protocolo donde todos los pasos se

realizaron a temperatura ambiente:

Bloqueo. Para bloquear los posibles sitios de unién inespecificos del anticuerpo
primario las rejillas se incubaron en PBS (TPK 10 mM pH 7,4 + 150 mM NacCl) +
5% BSA durante 30 minutos.

Anticuerpo monoclonal primario. Los anticuerpos utilizados para AGPs fueron
JIM4, JIM13, JIM15 y LM2 mientras que para extensinas se emplearon JIM11,
JIM12, JIM19 y JIM20. Las rejillas se incubaron con el anticuerpo primario deseado
diluido 1:10 (v/v) (JIM15) o 1:5 (v/v) (LM2. JIM4, JIM11, JIM12, JIM13, JIM19 y
JIM20) en PBS + 5% BSA durante 3 horas. Se utilizé un control negativo en el que
se omitié el anticuerpo primario.

Lavado. Las rejillas se lavaron en PBS 3 veces durante 5 minutos cada lavado.
Anticuerpo secundario. Las rejillas se incubaron con el anticuerpo secundario
(Goat anti-Rat marcado con particulas de oro de 15 nm (British BioCell
International)) diluido 1:25 (v/v) en PBS + 1% BSA durante 3 horas.

Lavado. Las rejillas se lavaron con PBS en 2 ocasiones y con agua bidestilada 5

veces durante 5 minutos cada unay se dejaron secar a temperatura ambiente.

9.2. Inmunolocalizaciéon de acido abscisico.

La inmunolocalizacién de &cido abcisico (ABA) se realizé aplicando el protocolo

descrito en la seccion 9.1. con ligeras modificaciones:

76

Anticuerpo monoclonal primario. Se utiliz6 anti-ABA a una dilucién 1:50 (v/v) en
PBS + 5% BSA durante 3 horas.

Anticuerpo secundario. Las rejillas se incubaron con el anticuerpo Goat anti-Rabbit
marcado con particulas de oro de 10 nm (British BioCell International) diluido 1:50
(v/v) en PBS + 1% BSA durante 3 horas.
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9.3. Inmunolocalizacion de glutation.

Para la inmunolocalizacion de glutation el protocolo aplicado fue el descrito en la
seccion 9.1. con ligeras modificaciones:

e Anticuerpo monoclonal primario. Se utiliz6 anti-glutation a una dilucion 1:50 (v/v) en
PBS + 1% BSA + 1% Goat Serum durante 2 horas.

e Anticuerpo secundario. Se utilizé6 Goat anti-Rabbit marcado con particulas de oro
de 10 nm (British BioCell International) diluido 1:50 (v/v) en PBS + 1% BSA durante

1 hora y media.

9.4. Inmuno-dot AGPs.

Para estos ensayos se tomaron muestras del medio de cultivo en cada una de las
fases de crecimiento. Las muestras se pasaron por filtros Millex-GP (Millipore) de 0,22
um y se almacenaron a -80°C. Se utiliz6 una membrana de nitrocelulosa Protran
Membrane 0,45 pum (Sigma-Aldrich) sobre la que se marcaron cuadriculas de 0,5 x 0,5
cm y se recorté al tamafio adecuado segun las necesidades de cada ensayo. En cada
cuadricula de la membrana se cargé un volumen de 1 pL, siendo el volumen de
muestra en ese L proporcional al peso fresco de la masa celular para cada linea y
cada fase crecimiento, y se dej6 secar durante 1 hora a temperatura ambiente. A
continuacién, se bloquearon todos los posibles sitios de unién inespecificos del
anticuerpo primario incubando las membranas en PBS con leche en polvo desnatada
(Millipore) al 3% (MP/PBS) durante 1 hora. Transcurrido este tiempo, las membranas
se incubaron con el anticuerpo monoclonal primario deseado para cada ensayo diluido
1:10 (v/v) en MP/PBS durante 1 hora y media. Una vez finalizado el tiempo de
incubacioén, se lavaron las membranas en PBS y se incubaron con el anticuerpo
secundario (anti-rat IgG conjugado con peroxidasa de rdbano picante (HRP), Sigma-
Aldrich) diluido 1:1000 en MP/PBS durante 1 hora y media. Se lavaron las membranas
en PBS y por dltimo se determind la unién del anticuerpo primario a la membrana de
nitrocelulosa mediante la incubacién con un sustrato enzimatico (Tris-acetato 50 mM
pH 5,0 + diaminobenzidina (1:1) (v/p) + 6% H,0,) durante 10 segundos. La reaccién

enzimatica se par6 lavando las membranas en agua bidestilada.
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10. Tratamientos con reactivo B-D-glucosil Yariv.

Los cultivos celulares permanecieron en agitacion orbital (120 rpm) a 26°C en
oscuridad con 100 uM del reactivo B-D-glucosil Yariv (Biosupplies, Australia) durante
24 horas. Pasado este tiempo, se tomaron muestras de 1 mL que se lavaron tres
veces con medio de cultivo fresco para retirar el reactivo y proceder a su observacion.
Para realizar estudios de ultraestructura e inmunolocalizacion las muestras se trataron

tal y como se detalla en las secciones 7.2.1., 7.2.2. y 9.1.

11. Tratamientos con giberelinas (GAq, GA,,, GA; GA;) y prohexadiona-calcio
(Phd).

Los cultivos celulares se trataron con 1uM GAg 1uM GAy, 0.1uM GA, 0.1 uM GA;
(Olchemin Ltd.) y 50 uM prohexadiona (Phd) (Sigma-Aldrich) durante todo el ciclo de
cultivo. Transcurridos 7 y 14 dias para la linea celular control y adaptada
respectivamente, se procedié a tomar el peso fresco de la masa celular y se captaron
imagenes con un microscopio Leica LMR en campo claro equipado con una camara

digital Leica DC 500 con la version 1.20 del software Leica IM 1000 Image Manager.

12. Cuantificacion de giberelinas.

Se tomaron muestras de ambas lineas celulares en fase de crecimiento
exponencial utilizando el sistema de vacio descrito en la seccién 2.1., se conservaron
a -80°C y posteriormente fueron liofilizadas. Se analiz6 el patrébn de GAs presentes en

ambas lineas celulares por espectrometria de gases-masas.
12.1. Extraccion.

El protocolo utilizado para la extraccion de GAs fue el descrito por Croker y col.
(1994) con modificaciones. Mediante este protocolo las GAs son separadas en
diferentes fracciones por HPLC y cuantificadas mediante la técnica de gases masas,

tal y como se describe a continuacion.

e 0,5 g de células liofilizadas se resuspendieron en 100 mL de metanol 80% con un
Ilka T25 ULTRA TURRAX Digital a velocidad maxima durante 30 segundos.
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A los homogenados se adicionaron estandares internos (GAs marcadas con ?H,. y
®H,) a las concentraciones que se detallan en la Tabla 4 y se mantuvieron en
agitacion a 4°C y oscuridad durante 12 horas.
Las muestras se filtraron con vacio, afiadiendo CH3OH 100% en exceso para
arrastrar la maxima cantidad posible de GAs que pudieran quedar retenidas en el
filtro. El filtrado se recogi6é en un matraz y se evaporo6 en un rotavapor a 40°C.
Una vez evaporado el metanol, se adicionaron 5 mL de agua MilliQ pH 8,0
arrastrando la maxima cantidad posible de muesra y posteriormente se ajusto el
pH entre 7,8-8,0 con KOH.
Las muestras se cargaron en columnas QAE Sephadex A-25 (Pharmacia) de
intercambio aniénico previamente lavadas con agua MilliQ pH 8,0. y se colocaron
sobre Sep-Pak C18 (Waters) previamente activados, arrastrando la muestra desde
la columna al Sep-Pak mediante acido formico 0,2 M.
Una vez que contenidas las muesrtas en el Sep-Pak y previo a eluirlas, se
limpiaron los restos de acido férmico mediante agua pH 3,0.
Para eluir las GAs se afadieron 2X2,5 mL de metanol 100%. El volumen recogido
se transfirid a un tubo y se evaporé utilizando una centrifuga de vacio.
Para comprobar si se habian producido pérdidas durante el proceso de extraccion,
se midi6 con un contador de centelleo la concentracién de *H-GAs (los 4pul de
muestra necesarios fueron tomados del volumen resuspendido del paso siguiente).
4pl muestra*® + 500 pl CH;OH 100% + 2,5 ml Ultima Gold
A continuacién se metilaron las muestras. Para ello, se resuspendieron en 200 pl
de metanol 100%, se anadieron 10 gotas del derivatizante “ethereal
diazomethane” y se secaron con N,. Este proceso se repiti6 en una segunda
ocasion para asegurar una correcta metilacion de todas las muestras.
Una vez metiladas, las muestras se adicion6 1 mL de acetato de etilo (EtOAc)
agitando el tubo hasta que las muestras estuvieron bien resuspendidas.
Posteriormente se adicion6 1 mL de agua bidestilada y se agité fuertemente. Tras
formarse dos fases claramente diferenciadas se procedié a recuperar la fase no
acuosa que se depositd en otro tubo. Al tubo en que se encontraba la fase acuosa
se adicion6 de nuevo 1 mL de EtOAc, se agité y se recupero6 la fase no acuosa.
Este proceso se repitié en una tercera ocasion.
Las fases no acuosas recuperadas se pasaron por una columna de intercambio
ionico Varian Bond Elut NH2 SP-NH, previamente activadas con EtOAc 100% vy el

filtrado se llevo a sequedad en una centrifuga de vacio.
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Las muestras se resuspendieron en una mezcla de 50 uL de metanol 100% con
250 pL de agua bidestilada y se inyectaron en un HPLC con una columna C18 de
fase reversa (4,9 mm x 250 mm). Posteriormente, se eluyeron empleando un
gradiente lineal con incrementos (19% a 100% CH3;OH) durante 40 minutos y un
flujo de 1 mL min™.

Las fracciones se recogieron, con un colector automatico, en tubos en volimenes
de 1 mL y se agruparon en funcion de los tiempos de retencion en que aparecen
las diferentes GAs. Posteriormente, se llevaron a sequedad en un rotavapor a
40°C.

Las muestras se resuspendieron en 50 ul de metanol 100%, se agitaron y
traspasaron a viales de cristal de 2 mL. Este paso se repiti6 dos veces para
asegurarse de la recuperacion total de las muestras. Posteriormente, las muestras
se llevaron a sequedad.

Una vez evaporadas las muestras, se afiadieron 10 yL de MSTFA (para
transformarlas en TMSI) y se dejaron durante 30 minutos a 90°C.

Por ultimo, y justo antes de inyectar la muestra en el GC-MS/MS, se afadieron 20
puL de EtOAc seco.

Tabla 4. Concentracion de estandares internos marcados con deuterio [?H] y tritio [*H].

Estandar interno GAs marcadas Concentracion

[°H,] GAs GA1, GA3z, GA4, GAg, GAg, GAy,, GAss, 400 pg
GAlQi GAZO! GA241 GAZQ! GA341 GA44IGA53

[*H,]GAs GA;, GA4, GAg, GAy 50000 dpm

12.2. Condiciones del GC-MS/MS.

Una vez purificadas las muestras por el protocolo descrito anteriormente, las GAs

se cuantificaron por triplicado mediante la técnica de cromatografia de gases acoplada

a espectrometria de masas (GC-MS) utilizando un cromatégrafo de gases Trace GC

junto con un espectrometro de masas MAT95XP (ThermoElectron,
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http://www.thermo.com). La temperatura del inyector del cromatdgrafo de gases se fijo

a 250°C. Las muestras se inyectaron en una columna capilar (30 cm x 0,25 mm x 0,25
um, Thermo Electron Corporation) mantenida a 50°C. La valvula de purga-separacion
se abri6 2 minutos después y la temperatura se incrementé hasta 200°C a una
velocidad de 20°C min™ y a continuacién a 4°C min™ hasta 300°C. El efluente de la
columna se inyecté de manera acoplada al espectrometro de masas mediante una
fuente de tipo impacto electrénico (EI) que operaba a una temperatura de 220°C y a
una energia de 70 eV. Los espectros de masas se adquirieron a una velocidad de un
espectro por segundo en modo SIM (Selective lon Monitoring), expresando el
resultado en relacion m/z en el rango 41-650 m/z y en el intervalo de tiempo de O-
37.50 minutos. La concentracion de GAs en las muestras se determiné mediante la
cuantificacién del area de los picos de los iones correspondientes a las mismas GAs.
Estas GAs se detectaron con referencia a las areas de los picos de los iones de las
diferentes GAs marcadas con deuterio, que se utilizaron para las curvas de calibracion
y fueron introducidas en las muestras como estandares internos al comienzo de la

extraccion.

13. Identificacion de proteinas DELLA por western-blot.

13.1. Extraccioén de proteinas.

Las muestras se homogeneizaron a 4°C en un mortero con tampon de extraccion
gue contenia 4% SDS, 25 mM Tris pH 8,8 y 2,5% glicina en una proporcion 1/2 (p/v).
El homogenado se centrifugd a 12.000 x g durante 10 minutos a temperatura
ambiente, se dej6 5 minutos a 95°C y se enfri6 en hielo para desnaturalizar las
proteinas. La concentracion de proteinas se determind por el método de Bradford

(1976) segun el protocolo descrito en la seccion 5.

13.2. Electroforesis de las muestras.

La electroforesis para muestras con proteinas en condiciones desnaturalizantes se
realizo en una fuente eléctrica XCell SureLock® Mini-Cell (Invitrogen, EE.UU.) siguiendo
las indicaciones del fabricante y a temperatura ambiente. Las muestras se cargaron en
geles comerciales NUPAGE Novex 4-12% Bis-Tris 10 mm (Invitrogen, EE.UU.). El
tampon de electroforesis utilizado fue 1XNuPage SDS running buffer (Invitrogen,
EE.UU.). Las muestras fueron diluidas en una relacién 1:4 con el tampon de carga y,

una vez cargadas en el gel, se sometieron a una diferencia de potencial eléctrico de
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200 V durante unos 30 minutos, comprobando siempre que el frente del colorante
habia alcanzado el extremo inferior del gel. Como patron de masa molecular se utilizé
Precision Plus ProteinTM WesternC Standars (Bio-Rad, California) con los siguientes
pesos moleculares: 10 KDa, 15 KDa, 20 KDa, 25 KDa, 37 KDa, 50 KDa, 75 KDa, 100
KDa, 150 KDa y 250 KDa.

13.3. Western-blot.

La transferencia a la membrana se llevd a cabo mediante el sistema de
transferencia iBlot dry Blotting System (Invitrogen, EE.UU.). Las proteinas,
previamente separadas mediante electroforesis, fueron transferidas a la membrana de
nitrocelulosa mediante el kit iBlot gel transfer stacks nitrocellulose-regular (Invitrogen,
EE.UU.) siguiendo las indicaciones del fabricante. Una vez realizada la transferencia,
la membrana se introdujo en una solucion de bloqueo (5% (p/v) leche en polvo
desnatada + 0,1% Tween 20 en solucién de lavado PBS (10XPBS: 0,1 M tampoén
fosfato pH 7,4, 1,5 M NaCl, 30 mM KCI)). La membrana se mantuvo en esta solucién
de bloqueo durante 1 hora y en agitacion, cambiando dicha solucién cada 20 minutos.
Una vez transcurrido el tiempo, se realizaron 3 lavados de 15 minutos cada uno con

tampén PBS + 0,05% Tween 20 y en agitacion.

Tras retirar la solucién de bloqueo, la membrana se incub6 durante 1 hora a
temperatura ambiente y agitacion suave con el anticuerpo primario Durl8 (anti Rat,
dilucion 1/5000 en PBS + 0,05% Tween 20). Una vez retirado el anticuerpo, la
membrana se lavé de nuevo con tampén PBS, realizando 3 lavados de 15 minutos

cada uno y en agitacion.

Por ultimo, la membrana se incub6 a temperatura ambiente y agitacion suave con
el anticuerpo secundario (HRP-antirat IgG, dilucion 1/5000 en PBS) durante 1 hora.
Tras retirar la solucién con el anticuerpo secundario, la membrana se lavé tal y como

se indica en el parrafo anterior.

Para la visualizacion de la proteina se utilizé el kit SuperSignal West Dura Extend
duration (Thermo Scientific). La solucion del sustrato quimioluminiscente se repartié de
forma uniforme sobre la membrana y se incub6 durante 5 minutos, envuelta en un film
de plastico. Transcurrido este tiempo, la membrana se revel6 en una camara oscura
mediante autoradiografia (Kodak). El film que contenia la membrana se puso en

contacto con la autoradiografia durante 30-60 segundos dentro del cassette y, pasado
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este tiempo, se reveld con el liquido revelador y fijador de Kodak. Las proteinas unidas
a los anticuerpos mencionados anteriormente quedaron marcadas en este proceso de

revelado.

14. Analisis proteémico.

El analisis protedmico se realiz6 siguiendo los protocolos descritos previamente en
nuestro laboratorio (FernAndez-Garcia y col., 2011) y en colaboracién con el Grupo de
Protebmica y Gendmica Funcional de Plantas de la Universidad de Alicante.

14.1. Extraccién de proteinas.

Las muestras se homogeneizaron a 4°C en un potter con tampoén de extraccion
(250 mM sacarosa, 50 mM HEPES, 10 mM EDTA, 10 mM Na,OsS,, 10 mM acido
ascorbico, 100 mM PMSF, 5% glicerol (v/v), 1% PVPP (p/v) y 10x de un coctel
inhibidor de proteasas Complete Mini (Roche)) pH 7,5 en una proporcion 1:2 (p/v). El
homogenado se centrifugd a 30.000 x g durante 90 minutos a 4°C. Se separaron los
precipitados de los sobrenadantes y a éstos ultimos se les afiadié el mismo volumen
de fenol saturado con Tris-HCI pH 7,5 y se incubaron en hielo con agitacion suave
durante 30 minutos. A continuacion, se centrifugé a 10.000 x g durante 10 minutos a
4°C y se elimin6 la fase acuosa. A la fase fendlica se afiadié el mismo volumen de
buffer de lavado de fenol (100 mM Tris, 20 mM KCI, 10 mM EDTA y 0,4%
mercaptoetanol (v/v)) pH 8,0 y se centrifugd en 4 ocasiones a 10.000 x g durante 10
minutos a 4°C eliminando la fase acuosa en cada uno de los lavados. Posteriormente,
se precipitaron las proteinas adicionando acetato de amonio 0,1 M en metanol. Estas
mezclas se almacenaron a -20°C durante 24 horas. Transcurrido este tiempo, se
centrifugd a 10.000 x g durante 10 minutos a 4°C, se elimind el sobrenadante y se
realizé otro lavado con acetato de amonio 0,1M en metanol. Se adicioné acetona al
80% (v/v) previamente enfriada, se disgreg6 el precipitado y se incubd a -20°C durante
15 minutos. Se centrifugé a 10.000 x g durante 10 minutos a 4°C y se eliminé el
sobrenadante dejando secar el exceso de acetona en el precipitado. Por ultimo, se
resuspendieron los precipitados de proteina en 200 pL de tampoén de rehidratacion (7
M urea, 2 M tiourea, 30 mM Tris-HCI y 4% CHAPS (p/v)) pH 9,0. Las impurezas que
podrian interferir con la electroforesis bidimensional (2D) se eliminaron utilizando el kit
2D Clean Up (GE Healthcare) y la concentracion de proteina se determind mediante el
kit RC DC Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, California, EE.UU.) de acuerdo a las

instrucciones de los fabricantes.
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14.2. Marcaje de proteinas.

Las muestras se marcaron con tres tipos de fluorocromos derivados de la cianina
con diferentes espectros de excitacion y emision (Cy2 (488/520 nm), Cy3 (532/580
nm) y Cy5 (633/670 nm) (CyDye™ DIGE Dyes, GE Healthcare)) segun las
instrucciones del fabricante en condiciones de marcaje minimo (400 pmol de
fluorocromo por cada 50 pg de proteina). La reaccion tuvo lugar durante 30 minutos en
oscuridad y se par6 adicionando 1 pL de 10 mM lisina. El marcaje con Cy2 se realiz

como patrén interno a una mezcla de proteinas a partes iguales de cada muestra.

14.3. Electroforesis bidimensional diferencial en gel (2D-DIGE).

Para realizar la 2D-DIGE se mezclaron 20 pL de muestra (150 ug de proteina)
marcada con los fluorocromos Cy2, Cy3 y Cy5 con 60 pL de tampén (7 M Urea, 2 M
Thiourea, 30 mM Tris-HCI, 100 mM DTT y 1% IPG buffer (v/v)) y se incubé durante 10

minutos en hielo.

En la primera dimension, las proteinas se separaron mediante isoelectroenfoque
(IEF) en funcion de su carga eléctrica. Para ello, las muestras se ajustaron a un
volumen de 340 pL con un nuevo tampoén (7 M urea, 2 M thiourea, 30 mM Tris-HCI, 2%
CHAPS (p/v), 50 mM DTT, 0,5% IPG buffer (v/v) y 0,005% azul de bromofenol (p/v)) y
se aplicaron a tiras de isoelectroenfoque con gradiente lineal inmovilizado (IPG) de
4,0-7,0 (180 x 3 x 0,5 mm) (GE Healthcare). El IEF se realiz6 a 20°C en una unidad
IPGphor (GE Healthcare) sometiendo a las proteinas a una serie de voltajes diferentes
(300 V durante 3 horas, gradiente desde 300 hasta 1000 V en 6 horas, gradiente
desde 1000 hasta 8000 V en 3 horas y 8000 V durante 5 horas hasta alcanzar una
tension acumulada de 50 kVh) para favorecer la migracion hasta alcanzar su punto
isoeléctrico. Posteriormente, las tiras se equilibraron durante 30 minutos en tampén de
equilibrado (50 mM Tris-HCI pH 8,8, 6 M urea, 30% glicerol (v/v), 2% SDS (p/v) y 1%
DTT (p/v)) y se mantuvieron otros 30 minutos en el mismo tampdén suplementado con

1,25% de yodoacetamida (p/v).

En la segunda dimension, las proteinas se separaron en funcion de su masa
molecular en un gel SDS-PAGE al 12,5% de acrilamida (p/v) mediante una
electroforesis vertical en una cubeta Ettan Dalt Six (GE Healthcare). La separacion se
realizo en una primera etapa a 80 V, 10 mA/gel y 1 W/gel durante 1 hora, una segunda

etapa a 150 V, 18 mA/gel y 3 W/gel durante 12 horas y una tercera etapa a 500 V, 38
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mA/gel y 13 W/gel hasta que el frente de electroforesis alcanzé el extremo inferior del

gel.

14.4. Digitalizacion y andlisis de imagenes.

Los geles marcados con los fluorocromos Cy2, Cy3 y Cy5 fueron escaneados con
un equipo Typhoon 9410 (GE Healthcare). Las imagenes generadas se analizaron
utilizando el software Progenesis SameSpots v4.0 (Non-linear Dynamics, Newcastle,
Reino Unido).

14.5. Digestion enzimatica con tripsina.

Para la identificaciébn de proteinas con diferente expresiéon se procedid, en primer
lugar, a la tincién de los geles con CBB coloidal (Neuhoff y col., 1988). La recuperacién
de los puntos de interés se realiz6 de forma individualizada mediante un selector
manual (Gel Company, Tubingen, Alemania) de 1.5 mm de diametro y se lavaron con
25 mM de bicarbonato de amonio y agua para eliminar las impurezas del colorante y
del detergente SDS. A continuacién, se procedi6é a su reduccion con 60 mM DTT y a
su alquilaciéon con 100 mM de yodoacetamida. La digestion, en presencia de tripsina
porcina modificada (Promega, Madison, Wisconsin, EE.UU.), se realiz6 en placa de 96
pocillos a 37°C durante 6 horas en un robot digestor ProGest (Genomic Solutions,
Cambridgeshire, UK) de acuerdo a las instrucciones del fabricante para muestras
tefiidas con CBB con ligeras modificaciones (Martinez-Esteso y col., 2011) .Tras la
digestion, los péptidos resultantes se recuperaron en bicarbonato de amonio, se
trataron con 70% acetonitrilo y, en Ultima instancia, con 1% de &cido férmico. Por
ultimo, se secaron en una centrifuga de mesa a vacio Speed-Vac y se resuspendieron
en 10 pL de 0,1% de acido férmico. A partir de estos péptidos se procedié al analisis
por LC-MS/MS.

14.6. ldentificacién de proteinas por espectrometria de masas (LC-MS/MS).

Los andlisis se realizaron con un equipo Agilent 1100 Series nanoHPLC en linea
con un espectrometro de trampa de iones XCT plus (Agilent) equipado con una fuente
nano-ESI. Tras desalar y concentrar la muestra en una columna de enriquecimiento
Zorbax 300A-C18, la separacion de los péptidos se realizd utilizando un gradiente
lineal de 5-60% ACN en 0,1% de acido férmico (v/v). Los espectros de masas se

adquirieron en modo standard (26.000 m/z por segundo) y los espectros MS/MS en
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modo ultrascan (8.100 m/z por segundo). Una vez obtenidos los espectros de masas,
se utilizo el software Spectrum Mill Proteomics Workbench para identificar las
proteinas de interés haciendo uso de una base de datos no redundante (National
Center for Biotechnology Information, NCBI, www.ncbi.nlm.nih.gov).

15. Analisis de expresién génica por RT-PCR.

15.1. Extraccion y purificacion de ARN.

La extraccion y purificacion de ARN se realizé a partir 100 mg de material vegetal
congelado en nitr6geno liquido y conservado a -80°C utilizando los Kits RNeasy Plant
Mini y RNase-Free DNase Set (QIAGEN, Hilden, Alemania) procediendo de acuerdo a
las instrucciones de los fabricantes. La cuantificacion del ARN se realizdO con un

espectrofotdmetro Nanodrop ND-1000 (Nanodrop Technologies, Wilmington, EE.UU.).

15.2. Transcripcioén inversa.

La transcripcién inversa se realizé a partir de 1 pg de ARN total utilizando el Kit
Quantitect Reverse Transcription (QIAGEN, Hilden, Alemania) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Para la sintesis del ADNc, el ARN se incubd a 42°C
durante 15 minutos con el coctel de reaccion de retrotranscripcion que contenia
tampon 5x, una mezcla de dNTPs, Mg?* y retrotranscriptasa. Pasado este tiempo, se

inactivé la retrotranscriptasa incubando a 95°C durante 3 minutos.

15.3. PCR cuantitativa en tiempo real (RT-gPCR).

Se analizaron, mediante RT-gPCR, los niveles de expresion de los genes

representados en la Tabla 5. Como gen de referencia se utilizo el gen de la actina.

Las reacciones RT-gPCR se realizaron por triplicado en un equipo 7500 Real Time
PCR System (Applied Biosystems, California, EE.UU.) en placas de 96 pocillos a partir
de volumenes de 25 pL (10 pL del primer (concentracion final 100 nM), 12,5 uL de
Power SYBR Green PCR Master Mix (Appied Biosystems, California, EE.UU.) y 2,5 uL
de ADNCc (100 ng)).
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Tabla 5. Cebadores utilizados para la amplificacion mediante PCR y RT-qPCR.

Gen NuUmero de acceso Secuencias de los cebadores
R AVl
20x1 AB1252321 R GGGACAAGGGGRATAGTGAT
20x2 AB125233.1 R CGACCCAACCGGAATCS
DELLA SGN-U423273 F AATCCGCAAGACCCTTTTTC

R TTGAATCGTTTGCTCTGTGG

. F TACAACGAGCTTCGTGTTGC
Actina GQ339768.1 R ACAAGGAAAGGACAGCCTGA

F GAGAGGATTGGGTGGTTTGA
KCO6 SGN-U433395 R CCAATTCCCTTTGCTTTTCA

F CATCACCTTCTTCCTCCCCA
VAMP7C SGN-U437387 R AGATCCCCTCGCTACCAATG

F ACCGCTGTAATTCAGGTTGG
DAD2 SGN-U431797 R TCTGCATAAGCACGTTCTGG

. ; F CCTTCTGCTATGGCTTCTGC
CYbsil SGN-U426470 R GTCCCAAACTTGCGTTTGTT

. F GATGGCAGCTGCACTGTTTA
ATBI-1 0i|14719275|gb|AF390556.1]| R AAGTACTCTOTOOGOCTTGE

: F ATTCCAATTCCTTGCGACAG
ACS2 gi[297804|emb|X65982.1 R TGTTGGTTGGTGAAGGTCAA

F GCGTCTTCTTCAACGCCTAC
AOXIA SGN-U450830 R AGGAGCAGGAACGTTCTCAA

FTCCTGTTCTTGGTCATGCTG
PoCs2 SGN-U447290 R TTAAGACCTCCGGTTTGCAC

F CCAATTTGCTGTTGTGATGG
S0S2 SGN-U441685 R TGACATGCCATCCTGTGATT

F TGCGGTTTGTTGTGGAATAA
PLDa1 SGN-U445520 R TCGCATTTCAAAACACGAAC

El protocolo utilizado para la amplificacion consistia en una fase inicial a 95°C
durante 10 minutos, 40 ciclos constituidos por tres fases cada uno (95°C durante 15
segundos, 60°C durante 1 minuto y 72°C durante 30 segundos) y una fase de

elongacion final de 2 minutos a 72°C. Para verificar la ausencia de contaminaciéon se
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realizaron controles que solamente contenian la mezcla de reaccién y los cebadores,
cuya especificidad se comprobd mediante curvas de disociacion. Ademas, con el fin de
evaluar la eficiencia de los cebadores, se ensayaron diluciones seriadas de ADNCc.

Los productos de amplificacion fueron purificados con el kit MinElute PCR
Purification (QUIAGEN, Hilden, Alemania) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante y posteriormente secuenciados por Secugen S.L. (Sequencing and
Molecular Diagnostics). La identificacion de las secuencias de nucleotidos se realizé
utilizando el programa NCBI Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

Los niveles de expresion relativa de cada gen objeto de estudio se calcularon

-AACT
2

mediante el método (Livak y Schmittgen, 2001) utilizando como gen de

referencia la actina.

16. Analisis de la expresion génica por microarray.

Para analizar la expression génica se utilizé un chip de Affymetrix disefiado por
Edwards y col., (2010) en Nicotiana tabacum (Affymetrix tobacco expression
microarray (ATCToba)) depositado en el Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC,
ref. N782243).

16.1. Extraccion y purificacion de ARN.

La extraccion y purificacion de ARN se realiz6 tal y como se indica en la seccién
15.1. a partir de ocho muestras biolégicas independientes, cuatro de la linea celular
control y otras cuatro de la adaptada, todas ellas tomadas en fase de crecimiento
exponencial.

16.2. Andlisis de las muestras.

El ARN purificado se envié al NASC donde se realiz6 el analisis por microarray

previa sintesis del ARNc, hibridacion, lavado, tefiido y escaneado de las muestras.

16.3. Anédlisis estadistico.

El andlisis estadistico se realizd, en primera instancia, utilizando el test paramétrico

de la t de Student (p-value). Posteriormente, se aplico el analisis de Benjamini-
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Hochberg mediante el software Partek Express para reducir la tasa de falsos positivos
(FDR) por debajo de 0,01. Solamente se tuvieron en consideracion aquellos genes que
mostraron un incremento diferencial de su expresion superior a 2 veces y que pasaron
la FDR.

16.4. Analisis ontoldgico de los genes.

El analisis ontoldgico de los genes (Gene Ontology, términos GO) expresado de
forma diferencial se realiz6, mediante el software Blast2GO, eligiendo una
categorizacion basada en su funcién bioldgica y su localizacién celular. La eleccién del
software Blast2GO es debida al hecho de trabajar con un microarray por encargo, por
lo que la base de términos GO de tabaco no se encuentra disponible en Affymetrix y
no se puede realizar el analisis directamente con el software Parted Express. Es por
esto que se procedib6 a anotar de nuevo todas las secuencias con Blast2GO y

posteriormente se realizé el analisis ontolégico.

Asi mismo, el estudio ontol6gico se realizd, utilizando el software online Mapman
(http://mapman.mpimp-golm.mpg.de/general/ora/ora.shtml) y la base de datos TAIR
9.0, mediante el analisis con cédigos BIN anotados para Arabidopsis. Los datos se
analizaron estadisticamente mediante el test Benjamini-Hochberg para reducir FDR
por debajo de 0,05.

16.5. Depdsito de datos.

Tanto los datos del microarray como los resultados obtenidos fueron depositados
en las bases de datos Gene Expression Omnibus (GEO) (ref. GSE42562) y
NASCArrays (ref. NASCARRAYS-675).
17. Anédlisis estadistico.

El andlisis estadistico se llevd a cabo aplicando los métodos estandarizados que

ofrece el software IBM SPSS Statistics 19 (SPSS Inc., Chicago, lllinois, EE.UU.)
utilizando el analisis de varianza (ANOVA) y el test de Tukey (P<0,05).
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IV. RESULTADOS.

1. Mecanismos fisioldgicos de adaptacion a salinidad.

1.1. Parametros de crecimiento.

1.1.1. Curvas de crecimiento.

La Figura 31 muestra las curvas de crecimiento en base al crecimiento relativo, al
peso fresco y al peso seco de las dos lineas celulares objeto de estudio. Debemos
destacar, en primer lugar, el marcado efecto inhibidor provocado por la salinidad sobre
el peso fresco, reduciéndose éste entorno a un 73% al final del ciclo de cultivo en la
linea celular adaptada respecto al control. Este efecto inhibidor, sin embargo, no tiene
lugar sobre el peso seco, alcanzando ambas lineas celulares valores similares para

este parametro en su punto maximo de crecimiento.

Para la linea celular control, el ciclo de cultivo se completa en 7 dias reflejando el
crecimiento relativo una tipica curva sigmoidea con tres fases de crecimiento
claramente diferenciadas: (1) una fase de latencia que corresponde a los dos primeros
dias tras el inicio del cultivo, (2) una fase de crecimiento exponencial entre los dias
tercero y séptimo y, por ultimo, (3) una fase estacionaria en la que no se producen
variaciones significativas de peso fresco pero si de peso seco. Atendiendo a la curva
de crecimiento relativo de la linea celular adaptada con respecto al control, podemos
observar que se desplaza en el tiempo, completando el ciclo de cultivo al decimocuarto
dia y diferenciandose: (1) una fase de latencia mas prolongada que comprende los
seis primeros dias de cultivo, (2) una fase de crecimiento exponencial, entre el sexto y
el decimocuarto dia de cultivo, no tan marcada como en la linea control y (3) una fase
estacionaria inexistente dada la rapida caida en los valores tanto de peso fresco como

de peso seco.
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Figura 31. Curvas de crecimiento. Los graficos muestran las curvas de crecimiento en base

al crecimiento relativo, el peso fresco y el peso seco de las lineas celulares control y adaptada.
Los datos representan los valores medios * error estandar, n=5.

1.1.2. Viabilidad celular.

La viabilidad celular muestra un comportamiento diferente para ambas lineas a lo
largo del ciclo de cultivo (Figura 32a). Mientras que para la linea celular control la
viabilidad se mantiene estable con valores préximos al 100% durante todo el ciclo de
cultivo, para la linea celular adaptada los valores oscilan entre el 70 y el 85%
produciéndose una caida drastica una vez finalizada la fase de -crecimiento
exponencial. Este hecho explicaria la inexistencia de una fase estacionaria claramente

diferenciada en la linea celular adaptada, al contrario de lo que sucede en la linea
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control. La figura 32b muestra imagenes de células de ambas lineas tefiidas con

Evans Blue en las que se puede observar células viables y no viables (aquellas en las

gue no ha penetrado y si ha penetrado el colorante respectivamente).
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(A)
Control Adaptada
120
7~ 8-g| —e— Viabiidad
100 —._._._—o—o———o-—“7'-’._.__-o YT =R
/

. 80 &
S /
o /
S 60 /
/
> o=

40 /

/o/
2 & —e— Viabilidad
—53— CR
L
Ol ==, T T T
0 2 4 6 8
Dias

(B)

Figura 32. Viabilidad celular. (a) Evolucion de la viabilidad celular a lo largo del ciclo de

cultivo para las lineas control y adaptada. Los valores representan la media de 900 células

diferentes. (b) Iméagenes de microscopia Optica de campo claro mostrando células de ambas
lineas tefiidas con Evans Blue.
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1.1.3. indice mitético.

La tincion nuclear con DAPI posibilita la observacion de las distintas fases de
mitosis (profase, metafase, anafase y telofase) y la cuantificacion del indice mitético
(Figura 33). Las células en interfase se reconocen por presentar el ADN disperso y un
nucléolo patente (en ocasiones las células BY-2 pueden presentar mas de un
nucléolo). Por el contrario, las células que se encuentran en fase de mitosis presentan
los cromosomas condensados. En las células que se encuentran en profase la
membrana nuclear desaparece y los cromosomas comienzan a condensarse. En
metafase, los cromosomas se disponen en el eje ecuatorial celular. Durante la anafase
el material genético se separa desplazandose a los polos opuestos de la célula. En
telofase el ADN comienza a dispersarse y se organiza la membrana nuclear.
Finalmente las dos células hermanas entran en fase G1 organizandose el nucléolo y

produciéndose la citocinesis (Figura 33b).

En relacién al seguimiento del indice mitético (IM) a lo largo del ciclo de cultivo, la
Figura 33a pone de manifiesto la existencia de una tendencia comuin en el
comportamiento de este parametro de crecimiento para las dos lineas celulares objeto
de estudio. Al inicio del ciclo de cultivo se produce un rapido incremento en el IM hasta
tomar valores maximos entorno al 8%. Este rapido incremento es seguido de un
descenso gradual durante la fase de crecimiento exponencial hasta alcanzar los
valores iniciales al final del ciclo de cultivo. Sin embargo, y a pesar de esta tendencia
comun, cabe destacar que durante la fase de crecimiento exponencial los valores del
IM son mayores para la linea celular control respecto a la adaptada. Tomando como
referencia los dias 4 y 11 de ambas lineas celulares respectivamente, momento en
gque se encuentran en plena fase de crecimiento exponencial, los valores del IM para la
linea celular control respecto a la adaptada resultaron muy superiores (6% frente a un
1,5%).
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Figura 33. indice mitético. (a) Evolucion del indice mitético a lo largo del ciclo de cultivo para
las lineas celulares control y adaptada. Los valores representan la media de 900 células
diferentes. (b) Imagenes de microscopia de fluorescencia mostrando las diferentes fases de
mitosis en células de las lineas objeto de estudio.
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1.1.4. Volumen celular.

La Figura 34 muestra las diferencias en volumen celular y contenido en agua entre
las lineas control y adaptada a lo largo del ciclo de cultivo. Estos resultados ponen de
manifiesto que la disminucion en el volumen celular resulta un factor determinante en
el proceso de adaptacion a salinidad en cultivos celulares BY-2. En este sentido, el
volumen medio durante el ciclo de cultivo de las células control es de 35117,25 +
8502,99 um?® frente a las 14480,25 + 4541,66 um® de las adaptadas a salinidad. Por
otra parte, cabe destacar que el valor minimo para el volumen celular en la linea
control es de 23374,00 pm?®, mientras que para la linea adaptada el valor méaximo es
de 22951,00 um?®. En cuanto al comportamiento de este parametro de crecimiento a lo
largo del ciclo de cultivo, cabe destacar que no resulta comin para ambas lineas
celulares. En el caso de la linea control, existe una tendencia muy marcada hacia la
disminucion del volumen celular durante la fase de latencia, cuando las células se
encuentran mas activas mitdticamente, para aumentar posteriormente de forma
progresiva durante la fase de crecimiento exponencial hasta alcanzar los valores
iniciales al final del ciclo de cultivo. En cuanto a la evolucién del volumen celular en la
linea adaptada, cabe destacar que resulta similar al control, dandose los menores

valores a mitad de la fase de crecimiento exponencial.

Respecto al contenido en agua de la masa celular en ambas lineas, cabe sefalar
que si bien no experimenta grandes variaciones a lo largo del ciclo de cultivo los
valores son ligeramente superiores en la linea control que en la linea adaptada. Por
otra parte, el contenido en agua describe, en la linea control, un comportamiento
paralelo al del volumen celular. En fase de latencia, con las células dividiéndose
activamente y el volumen celular reduciéndose, el contenido en agua cae
progresivamente hasta tomar los valores menores a mitad de la fase de crecimiento
exponencial, momento a partir del cual comienza a aumentar al tiempo que lo hace el
volumen celular. En el caso de la linea adaptada, el contenido en agua parece

permanecer estable a lo largo de todo el ciclo de cultivo.
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Figura 34. Volumen celular. (a) Evolucién del volumen celular y el contenido en agua a lo
largo del ciclo de cultivo para las lineas control y adaptada. Los valores representan la media
de 900 células diferentes. (b) Imagenes de microscopia Optica CID mostrando células de
ambas lineas en fase de crecimiento exponencial. (a) y (¢c) muestran células control, (b) y (d)

células adaptadas.

97



Resultados

1.2. Contenido iénico.

Las figuras 35 y 36 muestran la concentracién de elementos minerales en la masa
celular y en el medio de cultivo (mg gps'1 y mg L™ respectivamente) de las lineas objeto
de estudio. En la masa celular de la linea adaptada las concentraciones de Na*, CI,
Ca®* y SO,” experimentan incrementos significativos en las diferentes fases del ciclo
de cultivo con respecto al control, sin embargo, en el caso de K*, NO5, PO,*y Mg*,
sus concentraciones caen de forma significativa. Estas variaciones en la concentracion
de los elementos minerales no siempre se corresponden con la evoluciéon de los
mismos en el medio de cultivo correspondiente. A continuacion, trataremos de forma
individualizada el Na*, CI, K' y Ca?*, ya que resultan los méas relevantes para

restablecer el equilibrio i6nico en condiciones de estrés salino.

En relacion al Na®, para las células control se trata de un ion cuyas
concentraciones permanecen estables a lo largo del ciclo de cultivo, sin embargo, en
las células adaptadas se puede observar claramente su acumulacién a medida que
aumenta la masa celular. La determinacion de Na* en el medio de cultivo muestra la
ausencia de este elemento mineral en el medio control mientras que en el medio salino
los valores en la fase de latencia se corresponden aproximadamente a 15g/L de NacCl
y aumentan de forma leve, aunque significativamente, en fase exponencial y

estacionaria.

En cuanto al CI', su concentracion experimenta diferencias significativas entre la
masa celular de ambas lineas en cada una de las diferentes fases de crecimiento. En
fase de latencia los valores en la linea adaptada disminuyen con respecto al control,
sin embargo, en fase estacionaria y principalmente en fase exponencial su
concentracion aumenta considerablemente. En el medio de cultivo control las
concentraciones de este cation permanecen estables, con valores muy bajos durante
todo el ciclo de cultivo. Los valores para el medio de cultivo salino se corresponden
aproximadamente a 15 g/L de NaCl y sus ligeras variaciones en cada una de las fases

de crecimiento parecen no correlacionarse con las de la masa celular.

En el caso del K', la tendencia en la masa celular de la linea control es la
acumulacioén a lo largo del ciclo de cultivo, lo que se correlaciona con su disminucion
progresiva en el medio de cultivo. Si atendemos a la linea celular adaptada, resultan
llamativos los valores tan bajos que se dan en la masa celular en cada una de las tres

fases de crecimiento, lo que hace que la concentracién de este elemento mineral en el
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medio de cultivo salino permanezca estable durante el ciclo con ligeras modificaciones

significativas en la fase exponencial.

El Ca®* es otro de los elementos minerales cuya concentracion en la masa celular
de ambas lineas muestra un incremento a lo largo del ciclo de cultivo, con valores
significativamente superiores en la linea adaptada respecto al control en cada una de
las fases de crecimiento. Esta observacién se correlaciona con la disminuciéon en su
concentracion en el medio de cultivo control en la fase de latencia, no sucediendo lo

mismo en el medio salino.
1.3. Contenido en azucares solubles.

La Figura 37 muestra las concentraciones de sacarosa, glucosa, fructosa y
mioinositol (mmoles g,i*) para las lineas celulares control y adaptada en cada una de
las fases del ciclo de cultivo. De estos cuatro azlcares, los mayoritarios en ambas
lineas celulares son glucosa y fructosa. Las concentraciones de estos Ultimos en
ambas lineas describen un comportamiento similar, con picos maximos en la fase
exponencial, salvo en el caso de la fructosa para la linea adaptada. Sacarosa y
mioinositol resultan minoritarios, mostrando concentraciones bajas, que en el caso del
mioinositol resultan incluso no detectadas en la fase exponencial para la linea control y
en la fase estacionaria para la linea adaptada con la metodologia empleada. Si
atendemos a las variaciones en la concentracion de azlcares entre ambas lineas
celulares, resulta evidente que tanto glucosa como fructosa parecen ser los que
contribuyen en mayor medida al ajuste osmotico en condiciones de salinidad en
cultivos celulares BY-2. En el caso de la glucosa, su concentracion aumenta de forma
significativa en las fases de latencia y exponencial, con lo que la concentraciéon de este
azucar a lo largo del ciclo de cultivo permanece practicamente estable con niveles muy
superiores respecto a los que se dan en la linea control. En cuanto a la fructosa, el
aumento en fase de latencia y estacionaria también resulta significativo, pero sin
embargo, su concentracion cae en fase exponencial. Por otra parte, tanto las
concentraciones de sacarosa como las de mioinositol parecen caer, de forma
significativa, en la linea adaptada con respecto al control, salvo en los casos de la fase

estacionaria para la sacarosa y la fase exponencial para el mioinositol.
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Figura 35. Elementos minerales en la masa celular. Los graficos muestran la concentracion
de elementos minerales (mg gps'l) en la masa celular de las lineas celulares control y adaptada
en las diferentes fases del ciclo de cultivo. Los datos representan los valores medios + error
estandar, n=5. Letras diferentes representan diferencias significativas segun el Test de Tukey
(p<0,05).
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Figura 36. Elementos minerales en el medio de cultivo. Los graficos muestran la
concentracion de elementos minerales (mg L'l) en el medio de cultivo de las lineas celulares
control y adaptada en las diferentes fases del ciclo de cultivo. Los datos representan los valores
medios * error estandar, n=5. Letras diferentes representan diferencias significativas segun el
Test de Tukey (p<0,05).
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Figura 37. Azlcares solubles en la masa celular. Los graficos muestran la concentraciéon de
azlcares solubles (mmoles gp{l) en la masa celular de las lineas control y adaptada en las
diferentes fases del ciclo de cultivo. Los datos representan los valores medios * error estandar,

n=5. Letras diferentes representan diferencias significativas segun el Test de Tukey (p<0,05).
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1.4. Contenido en aminoacidos.

La Tabla 6 muestra las concentraciones de aminoacidos (pmol gpf‘l) en las lineas
celulares control y adaptada en las diferentes fases del ciclo de cultivo. Los
aminodcidos que experimentan incrementos estadisticamente significativos en su
concentracion en cada una de las fases del ciclo de cultivo en condiciones de salinidad
son: Pro, Asn, Asp, Lys/GIn, Arg y Trp. De entre todos ellos, Pro y Asn son los que
experimentan mayores incrementos, seguidos por Arg y Trp. Resulta llamativo que en
el caso de Pro y Trp sus concentraciones no fueran detectadas en ninguna de las
fases del ciclo de cultivo en la linea celular control para pasar posteriormente, en
condiciones de estrés salino, a tomar valores tan elevados en la linea adaptada,
principalmente Pro. No en vano, la bibliografia apunta a la prolina como uno de los
principales osmolitos compatibles sintetizados por las plantas para hacer frente al
estrés osmoético ocasionado por las elevadas concentraciones salinas. Los
aminoacidos cuya concentracion disminuye de forma significativa en las distintas fases
de crecimiento tras el tratamiento salino son Gly, Ala y Ser. Otros aminoacidos, como

Cys, Glu y Cistina, no experimentan variaciones significativas en su concentracion.
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Tabla 6. Concentracion de aminoacidos en la masa celular. La tabla muestra la concentracion de aminacidos (umol gpf'l) en la masa celular de las lineas
control y adaptada en las diferentes fases del ciclo de cultivo. Los datos representan los valores medios + error estandar, n=5. Las medias dentro de cada fila

con letras diferentes representan diferencias significativas segin el Test de Tukey (p<0,05). Determinados aminoacidos fueron detectados pero no se

pudieron cuantificar (n.c.) debido a que su concentracion se encontraba por debajo de los limites de la curva establecida.

Control Adaptada
Latencia Exponencial Estacionaria Latencia Exponencial Estacionaria
Aminoacidos

Gly 19,82 +1,11b 33,69 £ 3,04a 14,99 + 0,44bc 6,64 £ 0,37d 11,22 £ 0,94cd 6,24 +£0,39d
Ala n.c. 139,37 + 18,03a 138,25 + 21,97a n.c. 80,14 + 11,65b 76,83 = 3,58b
Ser 3,17 £ 0,26b 2,71 £ 0,80b 10,84 £ 0,15a 2,94 £ 0,25b n.c. n.c.
Pro n.c. n.c. n.c. 65,74 + 0,82c 100,63 + 1,43b 107,58 + 1,86a
Val 61,95 + 1,50d 144,33 + 7,22ab 130,73 + 3,02b 85,66 + 2,23c 151,01 + 3,87a 130,73 + 3,02b
Thr 1,41 £0,22¢c 7,02 £0,37b 10,80 + 0,69a 11,47 £+ 0,45a 6,44 +0,51b n.c.
Cys 206,01 + 4,64a 111,94 £ 6,22b 34,03 +1,50c 213,24 + 1,80a 115,69 + 5,81b 44,26 +1,93c
lle/Leu 125,33 + 2,88d 302,30 + 4,89 396,89 + 18,78a 369,01 + 15,442 289,14 £ 5,17b 209,82 + 8,33c
Asn 96,46 + 4,13c 74,04 £ 1,96d 25,93 + 1,48f 179,98 + 2,89a 120,34 + 1,06b 42,69 +1,73e
Asp 7,36 £0,41b 4,15+ 0,11c n.c. 17,87 £ 1,00a 9,49 £0,41b 2,53 +0,01cd
Lys/GIn 10,59 £ 0,27cd 6,05 + 0,26d 18,02 £ 0,76b 27,75+ 1,13a 20,06 £ 1,49b 11,78 £1,29¢c
Glu n.c. n.c. n.c. 1,04 £ 0,20a n.c. n.c.
Met 2,74 +£0,18c 3,63 £ 0,36bc 5,37 £ 0,55a 3,31+0,21c 6,22 + 0,38a 5,17 + 0,45ab
His n.c. n.c. n.c. 0,82 +0,17a 0,75 + 0,25a n.c.
Phe n.c. n.c. n.c. 5,92 + 0,35a 2,01 +0,33b n.c.
Arg 11,23 £ 0,48e 18,47 £ 1,23de 21,54 +1,22d 69,13 + 2,09¢c 83,84 +2,88b 95,32+ 3,12a
Tyr n.c. n.c. n.c. 2,02 +0,32a n.c. n.c.
Trp n.c. n.c. n.c. 38,87 +£1,19a 28,27 £1,29b 21,77 £ 1,95c
Cistina 90,42 £ 6,24a 96,09 £ 3,45a 96,67 + 7,40a 59,00 + 3,04b 85,25 + 2,69a 86,99 + 3,85a
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1.5. Anélisis protedmico.

El andlisis proteomico de muestras de ambas lineas celulares en fase de
crecimiento exponencial, mediante electroforesis bidimensional diferencial en gel (2D-
DIGE), permitio detectar un total de 1931 spots. La Tabla 7 refleja el nimero de
proteinas que mostraron incrementos diferenciales en su expresion por encima de 2,

3,5, 5y 8 veces.

Tabla 7. Numero de proteinas expresadas de forma diferencial en la linea celular

adaptada respecto al control. En todos los casos FDR< 0,01.

: Numero de N° de proteinas N° de proteinas
Cambio . S
proteinas sobreexpresadas inhibidas
=2 351 183 168
23,5 107 56 51
25 54 31 23
28 16 9 7

Se seleccionaron aquellas proteinas de la linea celular adaptada con incrementos
diferenciales en su expresion superiores a 3,5. La seleccion de los spots se muestra
en la Figura 38 y los analisis estadisticos complementarios en la Figura 39. De entre
las proteinas seleccionadas, 9 spots no pudieron ser analizados por su baja
concentracion y 51 spots no mostraron homologias con las bases de datos utilizadas.
Finalmente, 47 proteinas fueron identificadas por las bases de datos (Tabla 8). La
chaperona HSP90-3 (GI:260100692) se encontr6 en 4 spots diferentes, la chaperona
HSP90-1 (GI:350535174) en 3 spots, el factor de homeostasis de cobre en 2 spots
(GI:13605758) y la fosfoglucomutasa citosélica (GI:40233152) se localizé en otros 2
spots diferentes. Asi mismo, la enzima metionina sintasa también fue localizada en 3
spots diferentes (GI:8439545, GI:257676155, GI:115361539), aunque en este caso

parecen corresponder a distintas isoformas.
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Figura 38. 2D-DIGE obtenido a partir de muestras de las lineas celulares control y
adaptadada en fase de crecimiento exponencial. (a) Gel en el que se muestran los puntos
identificados, un total de 1931. Los seleccionados corresponden a proteinas que mostraron
expresion difrencial por encima de 3,5, un total de 107 (el color rojo corresponde a proteinas de
la linea celular control; el color verde corresponde a proteinas de la linea celular adaptada). (b)
Ejemplo de imagen de fluorescencia del gel tefiido con los fluorocromos Cy2, Cy3 y Cy5

utilizando un equipo Typhoon 9410.
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Figura 39. Andlisis estadisticos complementarios al 2D-DIGE para las proteinas que
mostraron una expresion diferencial por encima de 3,5. (a) Perfiles de expresién
estandarizados agrupados en dos clusters. (b) Dendograma elaborado con Progenesis
SameSpots v4.0 mostrando el agrupamiento jerarquico de los puntos. (c) Andlisis de fuerza.
Indica el nUmero de repeticiones necesarias para lograr una fuerza del 80%, lo que representa
el umbral para aceptar el cambio significativo en la expresion de las proteinas. FDR<0,00632
(0-1 puntos). (d) Analisis de componentes principales (ACP) de los diferentes grupos
experimentales. EI componente principal 1 explica por si mismo el 95,26% de la variabilidad de
los puntos seleccionados. Los componenetes 2 y 3 explican el 1,71% y el 1,27%

respectivamente.
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Tabla 8. Proteinas identificadas que mostraron incrementos diferenciales en su expresion por encima de 3,5 en células de la linea adaptada en

fase de crecimiento exponencial. Las proteinas aparecen clasificadas de acuerdo a su funcion biolégica.

. . Ndmero de
Punto Cambio ANOVA Similitud proteica Namero de pl Organismo Resultados péptidos Clasificacion
(pValue) acceso Gl correspondiente : funcional
emparejados
593 8,5 1,64E-05 Chaperona molecular HSP90-3 260100692 4,80 N. benthamiana 128,3 9 Grupo 6
594 79 0,0003423 Heat shock protein 81-2 332009329 4,81 A. thaliana 30,2 2 Grupo 6
697 3,7 0,0073694 Delta-1-pirrolin-5-carboxilato sintetasa 302701824 5,72 N. tabacum 33,5 2 Grupo 1
718 -4,6 0,0041518 Protefna 14-3-3 c-2 219911726 4,67 N. tabacum 38,8 2 Grupo 10
738 4,1 0,0029963 Transcetolasa plastidial 194396261 5,78 N. tabacum 48,4 2 Grupo 2
752 -3,9 2,65E-05 Metionina sintasa 8439545 6,36 N. suaveolens 237,3 13 Grupo 1
753 -5,9 0,0007190 Metionina sintasa 257676155 6,48 S. tuberosum 49,4 3 Grupo 1
766 -6,8 6,04E-05 Chaperona molecular HSP90-3 260100692 5,25 N. benthamiana 53 4 Grupo 6
767 -21,8 4,11E-05 Chaperona molecular HSP90-3 260100692 5,17 N. benthamiana 119,2 8 Grupo 6
768 -14,4 1,56E-05 Chaperona molecular HSP90-3 260100692 5,21 N. benthamiana 98,3 8 Grupo 6
801 6,4 0,0001213 Chaperona molecular HSP90-1 350535174 6,62 S. lycopersicum 54,2 3 Grupo 6
809 4,2 0,0024432 Metionina sintasa 115361539 6,70 N. suaveolens 155 6 Grupo 1
904 3,8 0,0016822 2-hydroxiacil-CoA liasa 356500972 6,17 G. max 31,4 2 Grupo 1
915 5,6 0,0001455 Fosfoglucomutasa citisélica 40233152 6,52 P. tomentosa 58,8 4 Grupo 2
923 -5,3 0,0002777 Heat shock protein 90 371940442 5,15 U. pertusa 28,9 2 Grupo 6
924 58 0,0092721 Fosfoglucomutasa citosélica 40233152 6,41 P. tomentosa 62,4 4 Grupo 2
1048 -3,6 0,0012147 6-fosfofructokinasa 222855504 6,16 P. trichocarpa 62,8 4 Grupo 2
1073 -4,4 0,0059769 Cadena de tubulina g-1 356528292 4,78 G. max 21,8 2 Grupo 9
1123 -6,3 1,79E-05 Alcohol deshidrogenasa 2 113379 6,58 S.tuberosum 1116 7 Grupo 2
1322 -5,0 1,82E-05 Supuesta ATP sulfurilasa 2 118487298 6,49 P. trichocarpa 22,4 2 Grupo 1
1419 4,2 0,0033124 Glutamato deshidrogenasa B 15222633 6,72 N.plumbaginifola 63 4 Grupo 1
1458 4,9 0,0006273 a-1,4-glucano sintasa 1 300162942 5,80 S. moellendorffii 84 5 Grupo 9
1680 11,1 0,00035236 Supuesta dihidrodipicolinato reductasa 224117678 5,37 P. trichocarpa 126 3 Grupo 1
1822 -4,3 0,0003375 Supuesta 3-B-hidroxiesteroide deshidrogenasa 255642211 5,58 G .max 56,6 3 Grupo 1
1869 6,3 0,00517745 GTP-proteina de union nuclear Ran-B1 1172836 6,53 N. tabacum 64 3 Grupo 8
2041 -6,4 0,0001580 Dehidroascorbato reductasa 28192427 6,93 N. tabacum 150,8 8 Grupo 11
2103 -6,7 0,0008928 Proteina ribosomal 40S SA 356559157 4,47 G .max 29,4 2 Grupo 5
2105 14,0 2,03E-05 Heat shock protein citosélica Clase Il 17.5 255630889 6,07 G .max 21,1 1 Grupo 6
2179 52 0,0003148 Factor de homeostasis de cobre 13605758 4,60 A. thaliana 60,4 2 Grupo 11
2182 8,1 0,0001172 BTF3 121551087 6,54 C. annuum 51 3 Grupo 4
2236 -5,4 0,0001722 Heat shock protein citosélica Clase | 3A 300827454 5,44 N. tabacum 32,5 2 Grupo 6
2240 6,3 0,0039961 Ribonucleasa UK114-like 356567350 6,37 G .max 25,7 2 Grupo 10
2269 -4,5 0,0005352 Proteina ribosomal 40S S12 224032317 5,60 Z mayss 21,8 2 Grupo 5
2286 -6,9 5,79E-05 Supuesta ACD_ScHSP26 255630889 6,74 G.max 22,6 1 Grupo 6
2306 -7,4 1,46E-05 Heat shock protein 1 Clase Il 259123935 6,04 Prunus salicina 34,5 2 Grupo 6
2387 4,9 7,29E-05 Proteina de union a ARN rica en glicina 187373099 4,97 N. tabacum 42,3 3 Grupo 4
2596 -4,5 0,0057432 Chaperona molecular HSP90-1 350535174 4,38 S. lycopersicum 59,2 4 Grupo 6
2610 9,3 0,0002671 Heat shock protein 355519208 4,79 Medicago truncatula 97,6 6 Grupo 6
2612 55 0,0005767 Chaperona molecular HSP90-1 350535174 4,77 N. benthamiana 52,5 3 Grupo 6
2631 -6,2 0,0002099 Supuesta Heat shock protein 307108390 4,97 Chlorella variabilis 28 2 Grupo 6
2638 -14,9 2,19E-07 Heat shock protein 355519208 5,14 Medicago truncatula 71 5 Grupo 6
2642 -4,8 0,0025194 Heat shock protein 90-2 81074298 5,09 Solanum tuberosum 75,5 5 Grupo 6
2739 -5,0 0,0027350 Proteina de unién a GTP 7643796 6,81 C. annuum 173,5 11 Grupo 12
3061 -4,1 0,0009086 Cisteina sintasa 295421001 5,74 N. tabacum 89,2 6 Grupo 1
3127 -4,0 0,0014351 Factor de homeostasis de cobre 13605758 4,53 A. thaliana 36,4 2 Grupo 11
3133 5,6 0,0001609 Supuesta Proteina de Ensamblaje de Nucleosoma (NAP) 326503006 4,33 Hordeum vulgare subsp. vulgare 26 2 Grupo 3
3152 7,9 0,000837 Supuesta chaperonina tipo GroEL 222837676 5,16 P. trichocarpa 30,2 2 Grupo 6
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Una vez identificadas, las proteinas se clasificaron en diferentes grupos
funcionales siguiendo la clasificacién propuesta por Duby y col. (2010) para el
proteoma de las células de tabaco BY2. En este sentido, la Figura 40 muestra las
diferentes categorias de la clasificacion funcional con indicacién del porcentaje de
proteinas identificadas que corresponden a cada grupo. El mas abundante fue el
Grupo 6 (Almacenamiento y direccionamiento de proteinas), representando el 38,30%
del total de las proteinas identificadas. Dentro de este grupo se encuentran las
chaperonas, implicadas en el plegamiento de otras proteinas, a las que pertenecieron
todas las proteinas identificadas. El siguiente grupo en abundacia fue le Grupo 1
(Metabolismo de aminoé&cidos, azufre y lipidos), con un 21,28% del total. Finalmente,
el tercer grupo mas representado fue el Grupo 2 (Mecanismos energéticos celulares),
con un 10,64% del total.

Grupo 10.  Grupo 11. Defensa  Grupo 12. Clasificacion
Transduccion (6,38%) incierta (2,13%) Grupo 1. Metabolismo
de la sefial (4,25%) de aminoacidos, azufre
y lipidos (21,28%)

Grupo 9. Estructura
celular (4,25%)

Grupo 8. Trafico
intracelular (2,13%)

Grupo 7.
Transportadores

nismos
celulares
%)

Grypo 3. Crecimiento y
division celular (2,13%)

Grupo 5. Sintesis

Grupo 6. Alimacenaje y i o s
direccionamiento de proteica (4,25%) Grupo 141—2?’:(\?)0 nipeion
proteinas (38,30%) '

Figura 40. Clasificacion funcional de las proteinas identificadas segun Duby y col. (2010).
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En cuanto a los niveles de expresion, la chaperona HSP90-3 fue la que presento
una mayor inhibicion (-21,8 veces). Sin embargo, tal y como se ha comentado
anteriormente, esta proteina estaba presente en 4 spots, mostrando inhibicion en 3 de
ellos y estando inducida (8,5 veces) en el restante. Estas variaciones pueden ser
debidas a modificaciones post-transduccionales que modifican la estructura de la
proteina. El spot correspondiente a HSP90-3 que muestra una induccion positiva (spot
593) presenta una variacion aproximada en el gel 2D-DIGE de 0,4 unidades en el pl
con respecto a los otros 3 spots restantes (spots 766, 767, 768), hecho que podria ser
explicado por las alteraciones post-transduccionales citadas con anterioridad. La
proteina que mostr6 mayor induccion (14 veces) fue otra chaperona de bajo peso
molecular, la HSP citosélica CIl 17,5 (spot 2105). Asi mismo, la proteina NAP1 (spot
3133) se encontraba inducida (5,6 veces) y aunque en la Tabla 8 esta clasificada
dentro del Grupo 3, recientemente se ha comprobado que actla como una chaperona
de histonas regulando el plegamiento del nucleosoma. Otra proteina inducida de forma
significativa (3,7 veces) fue la Delta-1-pirrolin-5-carboxilato sintetasa, enzima clave en

la sintesis de prolina.

Por dltimo, se analizaron los grupos segun su funcién biolégica mediante su
clasificacion por términos GO utilizando el software Blast2GO. En la Figura 41 se
muestra la diferente abundancia de los términos GO. En este andlisis, no se ha
diferenciado entre proteinas sobreexpresadas o inhibidas, sino que se ha analizado su
variacion absoluta. Tal y como muestra el grafico, el grupo mas abundante se
corresponde con el de respuesta a estrés, donde se encuentran incluidas las
chaperonas. Asi mismo, el segundo grupo en abundacia corresponde a proteinas de
respuesta a estimulos abibticos, como el estrés salino. Los siguientes grupos mas

abundantes corresponden a procesos metabdlicos y de biosintesis.
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Respuesta a estrés — |
Respuesta a estimulos abidticos — [

Metabolismo de proteinas — |

Procesos biosintéticos

Desarrollo floral

Procesos celulares — [

Transduccion de la sefial

Organizacion celular —

Procesos catabolicos —

Metabolitos y precursores energéticos —

Metabolismo de carbohidratos —

Respuesta a estimulos externos —
Transporte —

Homeostasis celular —

Fotosintesis —

Respuesta a estimulos bidticos
Respuesta a estimulos endégenos —
Desarrollo multicelular —

Procesos metabdlicos secundarios —
Procesos metabdlicos —

Términos GO

I I I
0 10 20 30 40

Numero de secuencias

Figura 41. Clasificacién funcional de las proteinas identificadas en base a los términos
GO.

1.6. Analisis transcriptomico.

El andlisis transcriptomico ha permitido conocer los cambios inducidos por el estrés
salino en la expresién de genes. En este sentido, la Tabla 9 refleja el nUmero de genes
de la linea celular adaptada en fase de crecimiento exponencial que mostraron
variaciones significativas en su expresion por encima de 2, 4, 6, 8 y 10 veces con
respecto al control. Asi mismo, la Tabla 10 muestra una seleccion de genes
expresados de forma diferencial en la fase de crecimiento citada anteriormente y
agrupados segun una clasificacion funcional en la que se diferencian las siguientes
categorias: metabolismo de prolina, transporte de Na®, transporte de K*, metabolismo
y sefalizaciébn de ABA, reticulo endoplasmatico y endocitosis, proteinas nucleares y
division celular, chaperonas, transporte electronico mitocondrial, enzimas
antioxidantes, proteinas de transferencia de lipidos, metabolismo del etileno,
metabolismo de giberelinas, sintesis de tocoferol, ribosomas y sintesis de proteinas,
proteosoma, proteasas, proteinas ricas en prolina, modificacién de la pared celular,
ruta de las pentosas fosfato, glicolisis y otros. Debido al gran nUmero de genes que
mostraron una variacion significativa en su expresion, se ha incluido un archivo Excel
adicional (ver CD adjunto) con todos los que experimentaron un cambio superior a 2
veces con FDR<0,01 y p<0,05.
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Tabla 9. Numero de genes expresados de forma diferencial en la linea celular adaptada

respecto al control. En todos los casos FDR<0,01 y p<0,05.

cambio MERS™ comammpresatos  hiane.
22 7182 3688 3494
24 2285 1209 1076
26 1422 754 668
28 1056 567 489
210 843 451 392

Dado que Affymetrix no dispone comercialmente de este microarray, las
anotaciones de los genes han sido realizadas por los autores del mismo (Edwards y
col.,, 2010). Sin embargo, estas anotaciones no se encuentran disponibles en un
formato compatible con los programas utilizados habitualmente para el andlisis
bioinformatico de microarrays. Por ello, para realizar un estudio comprensivo de los
resultados obtenidos, los datos fueron analizados siguiendo dos aproximaciones

diferentes.

En primer lugar, se utilizé el software Blast2GO (Ashburner y col., 2000), volviendo
a anotar las 7182 secuencias que correspondian a genes que experimentaron
variaciones significativas superiores a 2 veces y obteniendo los términos GO mas
abundantes para estas anotaciones. De estas 7182 secuencias se pudieron anotar un
total de 3538. En la Figura 42 se muestran los 20 términos GO mas abundantes
presentes en el total, suma de los genes inducidos e inhibidos. En este analisis, el
grupo mas abundante en todos los casos fue el de los genes implicados en procesos
de 6xido-reduccidn, tal es el caso de los que codifican para proteinas de la cadena de
transporte electronico mitocondrial. Asi mismo, los genes pertenecientes al grupo de
respuesta al estrés salino se encuentran entre los mas numerosos en todos los casos,
resultando este grupo ligeramente superior en la familia de genes inducidos. Por otra
parte, abundan los términos GO correspondientes a respuesta a otros tipos de estrés
como el provocado por frio o calor, el hidrico y el oxidativo. Entre los términos GO
también fueron abundantes las secuencias que codifican para proteinas implicadas en
el plegamiento proteico, caso de las chaperonas. Entre las familias de genes que

mostraron una mayor variacion entre induccién e inhibicion se encuentra el grupo de
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respuesta al ABA. Asi, el nUmero de genes de este grupo en los que se indujo su

expresion fue de 42 frente a los 24 en que se inhibid.

En segundo lugar, se utiliz6 el software Mapman, en el que la ontologia génica es
jerarquica y se basa en agrupaciones denominadas “BIN”. Cada BIN engloba los
términos que hacen referencia a funciones biolégicas similares pudiéndose dividir en
subBINs, que corresponden a subcategorias funcionales, permitiendo visualizar la
expresion génica en un contexto biolégico. En comparacion con la ontologia génica
GO, con la organizacién funcional agrupada en BINs se minimiza la redundancia entre
categorias funcionales. Dado que en este software no se encuentran disponibles las
anotaciones para tabaco, se utlizaron las asignadas para Arabidopsis thaliana y
posteriormente se compararon con las de tabaco. En la Tabla 11 se muestran los
términos BIN mas abundantes con significacién estadistica del total, tanto inducidos
como inhibidos. Cabe destacar entre los diferentes grupos establecidos las familias de
genes implicados en el transporte electrénico mitocondrial, en la respuesta al estrés,

en la sintesis de proteinas y aminoacidos y en el ciclo celular.

Ademas, el software Mapman permite la ilustracién de los resultados obtenidos en
el andlisis de microarrays mediante diagramas y rutas metabdlicas que facilitan la
deteccién de cambios en los niveles transcripcionales de los genes. En este sentido,
en la Figura 43A estan representadas las diferentes familias de factores de
transcripcion y su expresion diferencial. Asi mismo, el grafico de la Figura 43B,
obtenido utilizando los datos disponibles en Edwards y col. (2010), muestra el nUmero
de genes expresados de forma diferencial en cada familia de factores de transcripcion
con respecto al total identificados en el microarray. En este analisis se han incluido 27
familias de factores de transcripcion presentes en el microarray, representando un total
de 495 posibles factores de transcripcion. De entre ellos, 94 mostraron una expresion
diferencial (>2 veces), lo que representa aproximadamente un 19% del total. Asi
mismo, 8 familias mostraron una expresion diferencial superior al doble de la media
total de los genes (16.4%). De entre ellas cabe destacar la familia WRKY (33.3%), que
mayoritariamente mostraba una induccion positiva, la familia AUX-IAA (43.5%) y la
familia GRAS (36.4%). Por otra parte, la Figura 44 muestra los cambios producidos en

los niveles de transcritos asociados con el metabolismo.
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Tabla 10. Expresién diferencial de genes seleccionados del microarray en células de la linea adaptada en fase de crecimiento exponencial. Todos
los genes mostrados, excepto los marcados en rojo, mostraron diferencias con significacion estadistica utilizando el test de Benjamini y Hochberg (1995) con
un FDR<0,01.

Clasificacion  Id. Array ~ Ref-A. Blast2GO Ref. Gen p-value  Cambio
funcional thaliana SGN

Metabolismo de prolina

C3817_at AT3G55610 gamma-glutamyl phosphate SGN-U447290 P5CS2 (DELTA 1-PYRROLINE-5-CARBOXYLATE SYNTHASE 2) 1,26E-08 8,07892
reductase

EB440509_at AT2G39800 pyrroline-5-carboxylate synthetase SGN-U447290 P5CS1 (DELTA1-PYRROLINE-5-CARBOXYLATE SYNTHASE 1) 0,00048475 1,86578
C11383_at AT5G14800 pyrroline-5-carboxylate reductase SGN-U422436 P5CR (PYRROLINE-5- CARBOXYLATE (P5C) REDUCTASE) 9,28E-07 5,37668
C4952_at AT3G30775 proline dehydrogenase SGN-U449552 ERD5 (EARLY RESPONSIVE TO DEHYDRATION 5) 0,00450591 2,69325
C8100_at AT5G62530 delta-1-pyrroline-5-carboxylate SGN-U433904 1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase 5,83E-07 1,90897

dehydrogenase
Transporte de Na*

EB682772_at AT2G01980 Na+/H+ antiporter SGN-U499822 SOS1 (SALT OVERLY SENSITIVE 1) 0,0005669 -1,47057
C2677_at AT5G35410 serine-threonine kinase SGN-U441685 SOS2 (SALT OVERLY SENSITIVE 2) 1,98E-06 -5,72734
C4738_at AT5G24270 calcineurin b SGN-U434427 SOS3 (SALT OVERLY SENSITIVE 3) 0,00021688 -2,41498
C8278_at AT5G37850 pyridoxal kinase SGN-U438097 SOS4 (SALT OVERLY SENSITIVE 4) 0,00089988 -1,65721
C3678_at AT5G17170 enhl (enhancer of s0s3-1) metal ion SGN-U437049 ENH1 (ENHANCER OF SOS3-1) 2,52E-05 1,98079

binding

DWO000549_at AT5G27150 Na+/H+ antiporter SGN-U491387 NHX1 (NA+/H+ EXCHANGER) 0,0705848 -1,18556
C7843_at AT3G05030 Na+/H+ antiporter SGN-U441002 NHX2 (sodium proton exchanger 2) 0,471581 1,05396

BP129124 at AT3G06370 Na+/H+ antiporter SGN-U441003 NHX4 (sodium proton exchanger 4) 0,101167 -1,08431
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Transporte de K™

C9232_at AT3G02850
C4029_at ATAG18160
C4741_at ATAG13420
C2376_s_at AT5G15410

Metabolismo y sefializacién de ABA

C2333_at AT5G67030
C6658_at AT1G67080
EB426342_at  AT3G14440
TTO7_EO8_at  AT4G19170
EB441275 _at  AT4G19230
TT39_L01_s.a  AT5G45340
t
C9060_at AT3G19270
DV158832_at  AT3G24650
C4593_at AT3G15730
DW004558_s_  AT3G11410
at
C4006_s_at AT2G04240

cation channel family protein

outward rectifying potassium channel

high-affinity potassium transporter

dndl

zeaxanthin epoxidase
protein
carotenoid oxygenase
9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase

cytochrome p450

cytochrome p450

cytochrome p450

protein

phospholipase d

protein phosphatase 2c

XERICO; protein binding / zinc ion
binding

SGN-U434766

SGN-U433395

SGN-U435135

SGN-U427910

SGN-U441280

SGN-U428291

SGN-U441491

SGN-U427346

SGN-U425886

SGN-U425886

SGN-U434198

SGN-U478733

SGN-U445520

SGN-U426170

SGN-U423950

SKOR (stelar K+ outward rectifier) (NtORK1)

KCO6 (CA2+ ACTIVATED OUTWARD RECTIFYING K+
CHANNEL 6)

HAKS (High affinity K+ transporter 5)

DND1 (DEFENSE NO DEATH 1) (CNGC2)

ABAL (ABA DEFICIENT 1)
ABA4 (ABSCISIC ACID (ABA)-DEFICIENT 4)
NCED3 (NINE-CIS-EPOXYCAROTENOID DIOXYGENASE3)
NCED4 (NINE-CIS-EPOXYCAROTENOID DIOXYGENASE 4)

CYP707AL1 (cytochrome P450, family 707, subfamily A,
polypeptide 1)

CYP707A3 (cytochrome P450, family 707, subfamily A,
polypeptide 3)

CYP707A4 (cytochrome P450, family 707, subfamily A,
polypeptide 4)

ABI3 (ABA INSENSITIVE 3)
PLDa1 (PHOSPHOLIPASE D ALPHA 1)

AHG3/ATPP2CA (Arabidopsis thaliana PROTEIN PHOSPHATASE
2CA) PP2CA

Encodes a small protein with an N-terminal trans-membrane
domain and a RING-H2 z

2,44E-06

5,24E-08

8,46E-07

3,09E-06

0,00022904
3,90E-07
0,0015794
6,10E-05

0,00238478

0,00844215

0,0004086

0,00087443
4,21E-09

6,28E-06

3,58E-07

4,6096

-11,717

-3,40999

-3,49313

-2,31032
-7,17323
2,09994
2,11568

4,83665

3,59833

4,58296

3,90467
205,338

3,39144

5,53441
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Reticulo endoplasmético y endocitosis

C10939_at
C9316_at
C1856_at
C2497_at
C9076_at

C2399_at

C6769_at

TT33_G02_at

AT2G35520

AT5G47120

AT3G43810

AT5G61790

AT5G28540

AT4G32150

AT1G73030

AT3G07100

Proteinas nucleares y divisién celular

C1587_at

C11485_s_at

C3191_x_at
C8992_x_at

EB441629_s_a
t

EB443147_at
C8084_at
C875_at
Chaperonas

C5958_at

AT4G04770

AT3G25150

AT1G27970

AT5G67260

AT4G34160

AT2G31270

AT1G52740

AT1G06760

AT1G55490

defender against cell death 1
bax inhibitor
calmodulin
calreticulin
heat shock protein 70

synaptobrevin-like protein

chromatin modifying protein 1b

sec24-like copii protein

assembly protein

nuclear transport factor 2family
protein rna recognition motif-
containing protein

nuclear transport factor 2
d-type cyclin

d-type cyclin

histone h2a

histone hl

chaperonin

SGN-U431797

SGN-U471655

SGN-U448766

SGN-U437621

SGN-U429298

SGN-U437387

SGN-U430603

SGN-U437019

SGN-U434596

SGN-U382290

SGN-U426595

SGN-U450437

SGN-U426470

SGN-U435375

SGN-U436544

SGN-U427196

SGN-U422529

DAD2 (DEFENDER AGAINST CELL DEATH 2)
ATBI-1 (Arabidopsis BAX INHIBITOR 1)
CAM7 (CALMODULIN 7)
calnexin 1 (CNX1)
BIP1
VAMP7C (VESICLE-ASSOCIATED MEMBRANE PROTEIN 7C)
family VAMP711
VPS46.2

Sec24a

NAP1 (NUCLEOSOME ASSEMBLY PROTEIN 1)

NTF2(nuclear transport factor 2 family protein rna recognition
motif-containing protein)

NTF2B (NUCLEAR TRANSPORT FACTOR 2B)
CYCD3;2 (CYCLIN D3;2)

CYCD3;1 (CYCLIN D3;1)

CDT1A (Arabidopsis HOMOLOG OF YEAST CDT1 A)
HTA9

histone H1, putative

CPN60B(CHAPERONIN 60 BETA)

7,49E-09
3,65E-06
2,93E-08
7,33E-09
1,60E-07

1,07E-09

4,01E-10

1,08E-07

2,21E-05

3,11E-07

1,10E-08
8,69E-07

1,41E-08

8,33E-12
2,00E-10

5,38E-11

7,54E-10

40,6699
-9,03195
-16,6266
84,7566
-15,9348

109,4

35,3203

-3,39634

5,81606

37,0646

5,45008
-8,82476

-25,9861

-12,5986

132,191

106,945

50,1489




LTT

C4018_at AT1G79930
C5950_at AT3G46230
C5973_s_at AT1G53540
C529_at AT1G07400
C5962_at AT4G10250
C9391_at AT1G74310
C5967_at AT4G10250
C2074_at AT4G27670
EB430306_s_a AT5G52640
t
C5985_at AT5G12020
C5590_at AT5G52640
Transporte electrénico mitocondrial
C5203_at AT3G22370
TT33_011_at AT3G54110
EB425384_at AT3G54110
C8049_at AT5G08690
C3462_at ATMG01080
EB680679_s_a  ATMG00480
t
DV999552 s AT5G13440
at
C10949_x_at AT4G29480

heat shock protein

heat shock protein
heat shock protein

atp-dependent-binding subunit

chloroplast small heat shock protein

heat shock protein 90

heat shock protein

heat shock protein 90

alternative oxidase
protein
uncoupling protein 2

atp synthase beta subunit

atpase subunit 8

ubiquinol-cytochrome c iron-sulfur
subunit

mitochondrial atp synthase g subunit
family protein

SGN-U447184

SGN-U426339

SGN-U426340

SGN-U439469

SGN-U426955

SGN-U428526

SGN-U424245

SGN-U425782

SGN-U433517

SGN-U443581

SGN-U433516

SGN-U450832

SGN-U429759

SGN-U426641

SGN-U435383

SGN-U463946

SGN-U444239

SGN-U471849

SGN-U445669

HSP91 (Heat shock protein 91)

HSP17.4 (Arabidopsis thaliana heat shock protein 17.4)
HSP17.6C-CI(17.6 kDa class | small heat shock protein)
HSP17.8-Cl 17.8 kDa class | heat shock protein)
HSP22.0 (Arabidopsis thaliana heat shock protein 22.0)
HSP101 (HEAT SHOCK PROTEIN 101)
HSP22.0 (Arabidopsis thaliana heat shock protein 22.0)
HSP21 (HEAT SHOCK PROTEIN 21)

HSP81-1 (HEAT SHOCK PROTEIN 81-1)

HSP17.6ll (17.6 KDA CLASS Il HEAT SHOCK PROTEIN)

HSP81-1 (HEAT SHOCK PROTEIN 81-1)

AOX1A (alternative oxidase 1A)
PUMP1
PUMP1
ATP synthase (2
subunit 9 of mitochondrial FO-ATPase

Encodes subunit 8 of the mitochondrial F(O) ATP synthase
complex.

ubiquinol-cytochrome C reductase iron-sulfur subunit

mitochondrial ATP synthase g subunit family protein

1,37E-08

9,54E-05
0,0001992
0,0004745
0,00824173
0,00012284
0,00034252
0,00035691

4,13E-06

7,96E-07

4,70E-08

2,43E-07
1,16E-06
1,45E-05
5,46E-09
0,00017676

0,00017676

9,80E-07

7,56E-07

75,8052
43,4424
11,1955
2,69173
2,9914
-2,20104
-3,50558
-4,91037

-7,93316

-36,4258

-50,709

65,1819
3,96719
2,6096
-118,651
-3,13998

-3,13998

-2,97169

-2,64332




81T

C11679_at

EB677735_s_a
t

EB443828_at

C626_at

C7030_at

TT34_M22_at

BP532810_at

C10932_at

EB441447_at

Enzimas antioxidantes
C5583_x_at
C10948_at
C4216_at

BP134085_s_a
t

C4286_x_at
C3130_at
X76293_at
C4787_s at

C2104 _at

ATMGO00665

AT5G13430

AT1G51650

AT2G33040

AT1G15120

AT5G47030

AT5G11770

AT4G29480

AT1G51650

AT1G07890

AT3G09640

AT5G16710

AT2G28190

AT4G25100

AT3G10920

AT3G54660

AT4G11600

AT3G63080

nadh dehydrogenase subunit 5

ubiquinol-cytochrome c iron-sulfur
subunit

epsilon subunit of mitochondrial f1-
atpase

atp synthase gamma subunit

ubiquinol-cytochrome c reductase
complex

atp synthase delta mitochondrial
precursor

nadh dehydrogenase subunit b

mitochondrial atp synthase g subunit
family protein

epsilon subunit of mitochondrial f1-
atpase

ascorbate peroxidase
ascorbate peroxidase
stringent starvation protein a

ole e 5 olive pollen allergen

superoxide dismutase
superoxide dismutase
glutathione reductase
glutathione peroxidase

glutathione peroxidase

SGN-U429692

SGN-U424683

SGN-U441090

SGN-U441024

SGN-U446632

SGN-U464993

SGN-U447201

SGN-U434390

SGN-U441092

SGN-U444420

SGN-U448855

SGN-U450320

SGN-U424966

SGN-U450943

SGN-U434928

SGN-U455693

SGN-U430528

SGN-U423253

Mitochondrial NADH dehydrogenase subunit 5

ubiquinol-cytochrome C reductase iron-sulfur subunit

ATP synthase epsilon chain

ATP synthase gamma chain

ubiquinol-cytochrome C reductase complex 7.8 kDa protein

ATP synthase delta’ chain

NADH-ubiquinone oxidoreductase 20 kDa

mitochondrial ATP synthase g subunit family protein

ATP synthase epsilon chain

APX1 (ASCORBATE PEROXIDASE 1)
APX2 (ASCORBATE PEROXIDASE 2)
DHAR3 (DEHYDROASCORBATE REDUCTASE 1)

CSD2 (COPPER/ZINC SUPEROXIDE DISMUTASE 2)

FSD1 (FE SUPEROXIDE DISMUTASE 1)
MSD1 (MANGANESE SUPEROXIDE DISMUTASE 1)
GR (GLUTATHIONE REDUCTASE)

GPX6 (GLUTATHIONE PEROXIDASE 6)

GPX5 (GLUTATHIONE PEROXIDASE 5)

0,00243824

7,97E-07

3,45E-08

1,98E-07

4,70E-08

2,17E-06

3,18E-09

1,36E-10

2,98E-09

1,82E-07
0,0001898
3,99E-07

0,0200494

1,10E-06
2,38E-09
1,79E-06
8,78E-08

6,88E-08

-2,5957

-2,46825

-2,41485

-2,40031

-2,37567

2,04

32,5989

85,4994

240,628

11,9405
-4,48645
3,4268

-3,50593

5,28791
2,11764
4,08528
5,57447

5,4105




6TT

C10021_at

DV157630_at
EB446486_at
C5990_at

C4440_at

BQ843105_s_

at

C8921_at

M29274_at

C2821_at

C1802_at
C5988_at

C7504_at

AT5G64120

AT4G25980

AT2G18980

AT2G29420

AT3G09270

AT1G78380

AT1G78340

AT1G17180

AT1G74590

AT3G51030

AT5G06290

AT1G55020

Proteinas de transferencia de lipidos

C768_at

CV020004_s_
at

C6500_at

C3786_s_at

Metabolismo de etileno

X65982_at

AT2G38540

AT3G18280

AT2G38540

AT5G59320

AT1G01480

peroxidase

peroxidase

peroxidase

glutathione s-transferase

glutathione s-transferase

glutathione s-transferase

glutathione s-transferase

glutathione s-transferase

thioredoxin
thioredoxin peroxidase

lipoxygenase

lipid transfer protein

lipid transfer protein

lipid transfer protein

lipid transfer protein

1-aminocyclopropane-1-carboxylate
synthase

SGN-U448876

SGN-U450505

SGN-U437861

SGN-U439372

SGN-U445393

SGN-U465596

SGN-U426103

SGN-U426103

SGN-U424265

SGN-U442431

SGN-U435356

SGN-U422305

SGN-U434638

SGN-U421492

SGN-U434642

SGN-U430728

SGN-U504335

peroxidase, encodes a cell wall bound peroxidase that is induced
by hypo-osmolarity

cationic peroxidase
peroxidase, putative
GSTU7 (GLUTATHIONE S-TRANSFERASE 25)

GSTUS8 (Arabidopsis thaliana Glutathione S-transferase (class tau)
8)

GSTU19 (GLUTATHIONE TRANSFERASE 8)

GSTU22 (Arabidopsis thaliana Glutathione S-transferase (class
tau) 22)

GSTU25 (Arabidopsis thaliana Glutathione S-transferase (class
tau) 25)

GSTU10 (Arabidopsis thaliana Glutathione S-transferase (class
tau) 10)

TRX1 (Arabidopsis thaliana thioredoxin H-type 1)
2-cys peroxiredoxin , chloroplast, putative

LOX1 (Lipoxygenase 1)

LP1 (nonspecific lipid transfer protein 1) (NtLPT1)

lipid transfer protein (LTP) family protein (NtLPT2)

LP1 (nonspecific lipid transfer protein 1) (NtLPT3)

LTP3 (LIPID TRANSFER PROTEIN 3) (NtLPT4)

ACS2 (1-Amino-cyclopropane-1-carboxylate synthase 2)

1,67E-09

2,40E-06
3,91E-08
1,48E-08

9,96E-10

3,85E-09

1,53E-06

1,54E-07

1,70E-06

2,69E-08

1,20E-10

2,16E-08

3,00E-09

5,78E-08

3,60E-09

2,11E-07

7,58E-06

18,2753

-6,21559
-17,6759
-7,04214

19,6127

40,6717

23,1847

52,3907

-6,50216

3,89524
-60,2872

6,1245

54,1205

-16,8105

175,264

41,9011

33,0984




0ct

AF393206_x_a
t

C6045_x_at

C6412_s_at

D63331_at
AF022727_at
C10404_at
C9283_at
C9284_x_at

C7316_at

Metabolismo de GAs
AB170036_at
BP129423_at
AB170034_at
AB170035_at
C3556_at

EB439761_at

Sintesis de tocoferol

EB428150_at

C5734_at

AT4G11280

AT1G05010

AT1G05010

AT5G22300

AT1G66340

AT5G03280

AT3G20770

AT3G20770

AT3G04580

AT1G05160

AT2G32440

AT4G02780

AT1G79460

AT2G01570

AT3G05120

AT1G06570

AT3G63410

1-aminocyclopropane-1-carboxylate
synthase

1-aminocyclopropane-1-carboxylate
oxidase

1-aminocyclopropane-1-carboxylate
oxidase

nitrilase
ethylene receptor
ethylene signaling protein
ethylene-insensitive3
ethylene-insensitive3

ethylene receptor

dwarf3
ent-kaurenoic acid oxidase
ent-copalyl diphosphate synthase
ent-kaurene synthase 1
gai-like protein 1

gid1-like gibberellin receptor

4-hydroxyphenylpyruvate
dioxygenase

msbq methyltransferase 2

SGN-U429900

SGN-U444970

SGN-U447674

SGN-U430193

SGN-U429893

SGN-U451654

SGN-U422008

SGN-U453944

SGN-U437095

SGN-U482443

SGN-U452890

SGN-U437478

SGN-U496834

SGN-U423273

SGN-U445954

SGN-U457735

SGN-U421828

ACS6 (1-AMINOCYCLOPROPANE-1-CARBOXYLIC ACID (ACC)
SYNTHASE 6)

EFE (ETHYLENE FORMING ENZYME)

EFE (ETHYLENE FORMING ENZYME)

NIT4 (NITRILASE 4)

ETR1 (ETHYLENE RESPONSE 1)
EIN2 (ETHYLENE INSENSITIVE 2)
EIN3 (ETHYLENE-INSENSITIVE3) (eil4)
EIN3(ETHYLENE-INSENSITIVE3) (eil2)

EIN4 (ETHYLENE INSENSITIVE 4)

KAO1 (ENT-KAURENOIC ACID HYDROXYLASE 1) CYP88A3
KAO2 (ENT-KAURENOIC ACID HYDROXYLASE 2)
GAL (GA REQUIRING 1)

GA2 (GA REQUIRING 2)

RGAL (REPRESSOR OF GA1-3 1)

GID1A (GA INSENSITIVE DWARF1A)

PDS1 (PHYTOENE DESATURATION 1)

APG1 (ALBINO OR PALE GREEN MUTANT 1)

6,61E-05

2,44E-05

1,15E-05

2,24E-09
0,00600346
1,69E-05
1,32E-06
1,70E-07

1,18E-05

1,13E-06
0,00061473
0,0593484
0,0360941
3,29E-06

3,45E-06

4,24E-05

6,78E-08

-2,1007

3,05101

2,75775

40,5163
1,40449
-1,53408
6,03442
-3,93399

-2,13921

-3,41018
-2,36107
-1,11126
1,15367
-3,99256

-5,89863

2,81205

3,0307




Tt

C2955_at

Ribosomas y sintesis de proteinas
C8649_at
C6232_at
C2926_at
C8310_at

C8688_s_at
C2790_at
C1031_at

C2790_x_at
C1471_at
C8513_at
C8363_at
C6440_at

EB450494_at

DWO001898_at

EB678030_at

Proteosoma
C4757_at
C2861_at

DWO000495_at

AT1G64970

AT5G56670

AT5G09510

AT3G53870

AT2G09990

AT3G11510

AT3G13580

AT5G39740

AT3G13580

AT3G10950

AT3G05560

AT4G31985

AT4G39280

AT5G11900

AT1G13950

AT3G13882

AT4G27960

AT1G64230

AT3G57870

gamma-tocopherol
methyltransferase

40s ribosomal protein s30
ribosomal protein s15
ribosomal protein s3
40s ribosomal protein
40s ribosomal protein s14
60s ribosomal protein |7
ribosomal protein 15
60s ribosomal protein 17
60s ribosomal protein I37a
ribosomal protein 122
ribosomal protein 139
phenylalanyl-trnaalpha subunit
density-regulated protein

eukaryotic translation initiation factor
5a

structural constituent of ribosome

ubiquitin-conjugating enzyme
ubiquitin-conjugating enzyme

ubiquitin-conjugating enzyme

SGN-U445233

SGN-U428918

SGN-U432323

SGN-U445202

SGN-U447692

SGN-U446469

SGN-U446255

SGN-U446255

SGN-U449672

SGN-U449148

SGN-U448537

SGN-U440093

SGN-U426087

SGN-U466152

SGN-U466399

SGN-U438604

SGN-U444954

SGN-U446566

SGN-U422935

G-TMT (GAMMA-TOCOPHEROL METHYLTRANSFERASE)

40S ribosomal protein S30 (RPS30C)
40S ribosomal protein S15 (RPS15D)
40S ribosomal protein S3 (RPS3B)
40S ribosomal protein S16 (RPS16A)
40S ribosomal protein S14 (RPS14B)
60S ribosomal protein L7 (RPL7D)
60S ribosomal protein L5 (RPL5B)
60S ribosomal protein L7 (RPL7D)
60S ribosomal protein L37a (RPL37aB)
60S ribosomal protein L22-2 (RPL22B)
60S ribosomal protein L39 (RPL39C)
phenylalanyl-tRNA synthetase, putative
eukaryotic translation initiation factor SUI1

EIF-5A (eukaryotic translation initiation factor 5A-1)

structural constituent of ribosome

UBC9 (UBIQUITIN CONJUGATING ENZYME 9)
UBC28

AHUS5 (SUMO CONJUGATION ENZYME 1)

8,39E-07

4,61E-10
3,49E-09
7,76E-08
9,71E-09
4,85E-12
4,27E-12
1,34E-09
1,49E-08
3,03E-12
2,28E-09
3,45E-09
3,06E-06
2,99E-09

1,81E-06

1,13E-07

8,56E-07
8,81E-09

3,61E-07

5,35833

441,825
199,553
125,59
-206,342
-376,779
835,436
646,049
595,358
-172,78
-295,935
-406,559
28,1792
48,4046

-6,14592

27,8287

-32,4291
31,4973

-42,1489




[44"

C9815_at

C4117_x_at
DWO000068_at
EB683455_at
DV161261_at

C2786_s_at
EB434846_at

C4526_at

Proteasas
EB446669_at
C8113_s_at

C7408_at

DV158352_at
TT34_BO1_at
C5490_at
C10762_at
C3431_at
C5463_at

C61_at

Proteinas ricas en prolina

C3546_s_at

AT3G52560

AT4G02890

AT5G14420

AT1G57820

AT5G02920

AT1G53750

AT5G20000

AT4G29040

AT4G34980

AT1G17860

AT1G02560

AT1G25510

AT5G04250

AT1G02305

AT5G47550

AT5G67360

AT1G02305

AT1G17860

AT4G12730

ubiquitin-conjugating enzyme e2
variant 2

polyubiquitin
protein

transcription factor

protein

proteasome-activating nucleotidase

proteasome26s1

subtilisin-like protease
kunitz trypsin inhibitor

atp-dependent clp protease
proteolytic subunit

aspartyl protease

cathepsin b
cysteine proteinase inhibitor
subtilase family protein
cathepsin b

kunitz trypsin inhibitor

pollen surface protein

SGN-U447767

SGN-U446041

SGN-U421646

SGN-U433536

SGN-U460315

SGN-U421159

SGN-U426872

SGN-U421750

SGN-U437292

SGN-U442065

SGN-U425428

SGN-U437829

SGN-U444093

SGN-U440550

SGN-U424947

SGN-U440550

SGN-U428923

SGN-U451793

UEV1D-4 (MMS ZWEI HOMOLOGE 4, UBIQUITIN E2 VARIANT
1D-4)

UBQ14 (ubiquitin 14)
RGLG2 (RING DOMAIN LIGASE?2)
ORTH2 (VARIANT IN METHYLATION 1)
ubiquitin-protein ligase
RPT1A (regulatory particle triple-A 1A)
RPT-A 6A (REGULATORY PARTICLE TRIPLE-A 6A)

RPT2A (REGULATORY PARTICLE AAA-ATPASE 2A)

SLP2 (subtilisin-like serine protease 2)
trypsin and protease inhibitor family protein

CLPP5 (NUCLEAR ENCODED CLP PROTEASE 1)

aspartyl protease family protein
OTU-like cysteine protease family protein
cathepsin B-like cysteine protease
cysteine protease inhibitor, putative
ARA12
cathepsin B-like cysteine protease, putative

trypsin and protease inhibitor family protein

FLA2

4,27E-09

1,89E-10
1,29E-08
1,11E-08
3,68E-07
1,35E-08
3,27E-10

1,12E-12

1,38E-07
9,38E-06

2,62E-08

1,72E-05
3,46E-06
6,19E-05
9,27E-08
4,44E-08
1,89E-07

1,20E-07

5,62E-07

12,4766

-144,647
36,8705
-17,8741
5,81873
113,41
-219,658

202,975

32,06
27,5021

24,7125

6,67454
3,17651
-3,13354
-4,7367

-12,0064
-12,1032

-13,8195

-8,0373




(XA

C5736_s_at

C6841_at
EB445395_at
C3844_at
C2154 s_at
C3094_at

EB425239_at

AF154654_at

Modificacion de la pared celular

ABO052557_at

C9357_at

BP535220_x_a
t

BP136388_at
BP527930_at
C3034_at
C3209_s_at
TTO03_A03_at
AJ250431_at
EB448478_at

C3442_at

AT5G06390

AT3G61640

AT2G39050

AT2G18910

AT5G07020

AT2G34700

AT5G54855

AT1G21310

AT3G21760

AT2G43840

AT1G05680

AT1G11545

AT2G36870

AT5G13870

AT1G68560

AT3G13750

AT2G16730

AT3G53190

AT1G11580

agp20 (arabinogalactan protein 20)

stress responsive protein

120 kda pistil extensin-like protein

pollen Ole e 1 allergen and extensin
family protein

ATEXT3 (EXTENSIN 3)

UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl
transferase family protein

UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl
transferase family protein

glycosyltransferase

xyloglucan endo-transglycosylase
protein
protein
beta-galactosidase
beta-galactosidase
pectate lyase

pectinesterase

SGN-U444640

SGN-U450698

SGN-U441868

SGN-U438881

SGN-U428474

SGN-U431892

SGN-U431274

SGN-U449143

SGN-U445853

SGN-U425123

SGN-U425121

SGN-U504098

SGN-U437822

SGN-U436435

SGN-U450224

SGN-U470055

SGN-U450527

SGN-U422606

SGN-U449827

FLA17 (FASCICLIN-LIKE ARABINOGALACTAN PROTEIN 17
PRECURSOR)

AGP20 (ARABINOGALACTAN PROTEIN 20)
hydroxyproline-rich glycoprotein family protein
hydroxyproline-rich glycoprotein family protein
proline-rich family protein
pollen Ole e 1 allergen and extensin family protein

pollen ole e 1 allergen and extensin family

extensin precursor

UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl transferase family protein

UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl transferase family protein

UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl transferase family protein

xyloglucan:xyloglucosyl transferase, putative
xyloglucan:xyloglucosyl transferase, putative
EXGT-A4 (ENDOXYLOGLUCAN TRANSFERASE A4)
ATXYL1/XYL1 (ALPHA-XYLOSIDASE 1)
BGAL1 (BETA GALACTOSIDASE 1)
BGAL13 (beta-galactosidase 13)
pectate lyase family protein

ATPMEPCRA

1,84E-06

3,89E-06
7,64E-07
1,72E-07
8,31E-07
9,49E-10

8,96E-06

3,21E-06

2,80E-10

9,12E-09

1,01E-05

9,57E-06
2,15E-08
3,46E-10
3,01E-10
7,36E-09
2,20E-07
3,95E-09

2,16E-06

-2,81563

-2,80927
4,70168
-3,19148
-3,26474
10,8728

-2,08263

-5,75513

243,925

36,5728

26,4809

6,69301
-39,4245
-15,8348
86,7753
10,4114
-10,6734
-23,6911

10,8297




el

DWO000176_at
C4785_s_at
AW351426_at
EB433828_at
C5190_at
EB447049_at
C4435_at
DVv158222_at

DV157927_at

Ruta de las pentosas fosfato

C10394_at

EB427996_at

C6558_at

Glicolisis
BP530355_at

AY553220_s_a
t

AY553215_at

BP534874_at

C2678_at

C2941_at

AT3G49220

AT4G12390

AT1G11580

AT3G49220

AT4G25810

AT1G32170

AT4G14130

AT5G66460

AT5G66460

AT1G17650

AT1G13700

AT5G35790

AT5G20830

AT1G50460

AT1G47840

AT5G22510

AT1G23190

AT2G36460

pectinesterase
pectinesterase inhibitor

pectinesterase
pectinesterase

protein

protein

protein

(1-4)-beta-mannan endohydrolase

protein

2-hydroxy-3-oxopropionate
reductase

6-phosphogluconolactonase

glucose-6-phosphate 1-
dehydrogenase

sucrose synthase

hexokinase

hexokinase

beta-fructofuranosidase

phosphoglucomutase

fructose-bisphosphate aldolase

SGN-U422804

SGN-U443364

SGN-U442095

SGN-U422803

SGN-U445147

SGN-U446982

SGN-U436433

SGN-U451574

SGN-U491613

SGN-U430971

SGN-U440966

SGN-U433249

SGN-U447896

SGN-U430721

SGN-U446274

SGN-U427289

SGN-U422676

SGN-U421409

pectinesterase family protein
PME1
ATPMEPCRA

pectinesterase family protein
XTR6 (XYLOGLUCAN ENDOTRANSGLYCOSYLASE 6)
XTR4 (XYLOGLUCAN ENDOTRANSGLYCOSYLASE 4)
XTR7 (XYLOGLUCAN ENDOTRANSGLYCOSYLASE 7)

(1-4)-beta-mannan endohydrolase, putative

(1-4)-beta-mannan endohydrolase, putative

phosphogluconate dehydrogenase (decarboxylating)

glucosamine/galactosamine-6-phosphate isomerase family protein

G6PD1 (GLUCOSE-6-PHOSPHATE DEHYDROGENASE 1)

SUS1 (SUCROSE SYNTHASE 1)

hexokinase, putative

hexokinase, putative

beta-fructofuranosidase, putative

phosphoglucomutase, cytoplasmic, putative

fructose-bisphosphate aldolase, putative

3,11E-07
0,00010233
0,00076732
1,82E-05
1,26E-05
0,00010573
1,46E-05
1,31E-08

7,97E-06

1,24E-07

3,46E-07

1,94E-08

3,61E-05

1,21E-07

2,19E-08

1,01E-07

1,56E-07

5,20E-10

8,5913
-2,0586
-2,90383
-4,83089
3,30924
-5,82658
-5,94457
9,09605

-8,3505

4,435

4,2131

3,73666

5,26195

3,38023

7,72573

3,02618

5,89651

-271,522
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C3879_at
C8839_at
C6923_at

AY219426_at
C9150_at

EB445883_at

C6252_s_at

DW002824_s_
at

C6407_s_at

DWO001613_s_
at

C6223_at
C4692_at
DV159051_at

EB680476_at

C2345_at
C2671_s_at

C6551_at

EB439644_s_a
t

TT27_L19 at

EB678890_at

AT3G14940

AT5G08570

AT5G17380

AT5G54960

AT1G77120

AT4G17260

AT3G48000

AT1G74920

AT1G54100

AT1G23800

AT4G17090

AT3G46970

AT5G17530

AT4G04040

AT2G21330

AT2G01140

AT1G16300

AT1G79530

AT5G52920

AT5G36880

phosphoenolpyruvate carboxylase
pyruvate kinase
acetolactate synthase
pyruvate decarboxylase
alcohol dehydrogenase
I-lactate dehydrogenase
aldehyde dehydrogenase

aldehyde dehydrogenase

aldehyde dehydrogenase

aldehyde dehydrogenase

beta-amylase
glycogen phosphorylase
phosphoglucomutase

diphosphate--fructose-6-phosphate
1-phosphotransferase

fructose-bisphosphate aldolase
fructose-bisphosphate aldolase

glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

pyruvate kinase

acetyl-coenzyme a synthetase

SGN-U430297

SGN-U446332

SGN-U422974

SGN-U448814

SGN-U449302

SGN-U423294

SGN-U449123

SGN-U454657

SGN-U421784

SGN-U446111

SGN-U445085

SGN-U425485

SGN-U478418

SGN-U422884

SGN-U446105

SGN-U447573

SGN-U446007

SGN-U444311

SGN-U449380

SGN-U423723

ATPPC3 (PHOSPHOENOLPYRUVATE CARBOXYLASE 3)
pyruvate kinase, putative
pyruvate decarboxylase family protein
PDC2 (PYRUVATE DECARBOXYLASE-2)
ADH1 (ALCOHOL DEHYDROGENASE 1)
L-lactate dehydrogenase, putative
ALDH2B4 (ALDEHYDE DEHYDROGENASE 2)

ALDH10A8 (Aldehyde dehydrogenase 10A8)

ALDH7B4 (ALDEHYDE DEHYDROGENASE 7B4)

ALDH2B7 (Aldehyde dehydrogenase 2B7)

CT-BMY (BETA-AMYLASE 3, BETA-AMYLASE 8)
ATPHS2/PHS2 (ALPHA-GLUCAN PHOSPHORYLASE 2)
phosphoglucosamine mutase family protein

MEES51 (maternal effect embryo arrest 51)

fructose-bisphosphate aldolase, putative
fructose-bisphosphate aldolase, putative

GAPCP-2

GAPCP-1

PKP-BETA1/PKP1/PKP2 (PLASTIDIC PYRUVATE KINASE 1)

acetyl-CoA synthetase, putative

2,13E-06
1,27E-07
6,10E-09
3,47E-06
1,27E-07
4,25E-05
6,49E-08

3,23E-11

6,18E-07

1,50E-07

6,91E-05

8,39E-10

1,11E-06

0,00105803

1,34E-06
3,90E-08

1,08E-07

0,00015604

3,16E-09

5,41E-07

-2,85473
-2,26779
-3,59408
-3,29451
-9,21134
2,84367
42,8729

-3,81159

2,99833

4,00209

3,87561
8,77254
2,09124

2,03869

5,85819
4,75113

5,25469

6,04278

-66,688

-2,45721
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Otros

C3961_at

C5170_at
C9247_at
C4732_s_at
C11286_at

C168_at

C5662_at

C2365_at
C2266_s_at
EB445574_at
C5616_s_at

C9330_at

AT3G03780

AT5G18170

AT5G07440

AT3G61440

AT1G72330

AT5G50200

AT5G04140

AT5G10170

AT1G15950

AT4G36220

AT4G26850

AT1G76490

5-

methyltetrahydropteroyltriglutamate--

homocysteine methyltransferase
glutamate dehydrogenase
glutamate dehydrogenase
cysteine synthase a
alanine aminotransferase

component of high affinity nitrate
transporter

ferredoxin-dependent glutamate
synthase

inositol-3-phosphate synthase
Cinnamoyl reductase
flavonoid 3-hydroxylase
protein

3-hydroxy-3-methylglutaryl-
coenzyme a reductase

SGN-U445262

SGN-U451581

SGN-U451585

SGN-U450771

SGN-U425923

SGN-U434801

SGN-U450050

SGN-U442695

SGN-U505555

SGN-U423163

SGN-U448376

AtMS2 (Arabidopsis thaliana methionine synthase 2)

GDH1 (GLUTAMATE DEHYDROGENASE 1)
GDH2 (GLUTAMATE DEHYDROGENASE 2)
ATCYSC1 (BETA-SUBSTITUTED ALA SYNTHASE 3;1)
ALAAT2 (ALANINE AMINOTRANSFERASE 2)

WR3 (WOUND-RESPONSIVE 3)

GLS1/GLU1/GLUS (FERREDOXIN-DEPENDENT GLUTAMATE
SYNTHASE 1)

inositol-3-phosphate synthase, putative
CCR1 (CINNAMOYL COA REDUCTASE 1)
FAH1 (FERULATE-5-HYDROXYLASE 1)
VTC2 (VITAMIN C DEFECTIVE 2)

HMG1 (3-HYDROXY-3-METHYLGLUTARYL COA REDUCTASE)

1,13E-08

3,83E-07
7,13E-07
6,83E-08
1,06E-09

1,96E-05

1,01E-06

9,71E-09

1,05E-06
0,00018913

6,36E-07

9,67E-08

-110,505

2,1905
4,1054
-2,47494
35,0747

7,10149

-4,2607-

2,59

7,75289

2,70547

33,5484




Resultados

Términos GO

Términos GO

Términos GO

Procesos de 6xido-reduccion
Regulacion de la transcripcion
Respuesta al ion cadmio
Fosforilacion de proteinas
Traduccion de proteinas
Respuesta a estrés salino
Transporte transmembrana
Proteolisis

Procesos metabdlicos
Plegamiento de proteinas
Respuesta al frio

Respuesta a estimulos mediados por ABA
Metabolismo de carbohidratos
Desarrollo embrionario en semillas
Fosforilacién

Metilacion

Respuesta a estrés

Respuesta al déficit hidrico
Respuesta al calor

Respuesta a dafios fisicos

Procesos de oxido-reduccion
Regulacion de la transcripcion
Respuesta al ion cadmio
Traduccion de proteinas
Respuesta a estrés salino
Transporte transmembrana
Fosforilacion de proteinas
Proteolisis

Procesos metabolicos

Respuesta a frio

Respuesta a estimulos producidos por ABA
Plegamiento de proteinas
Metabolismo de carbohidratos
Metilacion

Respuestas de defensa
Respuesta a dafios fisicos
Desarrollo embrionario en semillas
Respuesta a estrés

Respuesta a estrés oxidativo
Sefalizacién mediada por auxinas
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Figura 42. Clasificacion funcional de los genes identificados en base a los términos GO.
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Resultados

Tabla 11. Clasificacion funcional de los genes identificados en base a los términos BIN

mas representados. FDR<0,05.

BIN Clasificacion BIN Found Background fo’\:JOr:d p-value
genes genes
Fermentation 10 12 3147 2,13E-05
Mitochondrial electron transport / ATP synthesis 42 78 3115 7,71E-09
9.5 Mitochondrial electron transport / ATP synthesis. 7 7 3150 4,01E-05
Cytochrome c reductase
9.9 Mitochondrial electron transport / ATP synthesis. 9 12 3148 0,000239394
F1-ATPase
10 Cell wall 71 194 3086 3,81E-05
10.1 Cell wall. Precursor synthesis 15 30 3142 0,001751744
10.7 Cell wall. Modification 15 31 3142 0,002425198
11 Lipid metabolism 79 213 3078 9,08E-06
11.1 Lipid metabolism. FA synthesis and FA elongation 22 51 3135 0,002376376
11.6 Lipid metabolism. Lipid transfer proteins 7 9 3150 0,000910727
13 Amino acid metabolism 66 169 3091 6,18E-06
13.1 Amino acid metabolism. Synthesis 41 110 3116 0,001415996
13.1.3 Amino acid metabolism. Synthesis. Aspartate 16 29 3141 0,000236598
family
13.1.3.4 Amino acid metabolism. Synthesis. Aspartate 9 14 3148 0,001361316
family. Methionine
13.2 Amino acid metabolism. Degradation 23 54 3134 0,001939085
16 Secondary metabolism 60 169 3097 0,000477832
16.2 Secondary metabolism. Phenylpropanoids 19 39 3138 0,000886926
16.2.1 Secondary metabolism. Phenylpropanoids. Lignin 14 24 3143 0,000266533
biosynthesis
17.3.1.1 Hormone metabolism. Brassinosteroid. Synthesis- 6 7 3151 0,000951803
degradation. BRs
20 Stress 109 334 3048 0,000142628
20.2 Stress. Abiotic 74 212 3083 0,00016265
20.2.1 Stress. Abiotic. Heat 38 102 3119 0,002097742
26 Misc 190 544 2967 9,25E-10
26.1 Misc. Cytochrome P450 34 71 3123 7,55E-06
26.9 Misc. Glutathione S transferases 12 19 3145 0,0002644
27 RNA 308 1101 2849 0,000423455
27.3 RNA. Regulation of transcription 229 796 2928 0,000478364
28.1.3 DNA. Synthesis/chromatin structure. Histone 13 22 3144 0,000372615
29 Protein 508 1604 2649 2,22E-15
29.2 Protein. Synthesis 126 326 3031 7,75E-10
29.2.1 Protein. Synthesis. Ribosomal protein 95 233 3062 4,77E-09
29.2.1.2 Protein. Synthesis. Ribosomal protein. Eukaryotic 61 142 3096 3,93E-07
29.2.1.2.1 Protein. Synthesis. Ribosomal Protein. Eukaryotic. 21 47 3136 0,001526095
40S subunit
29.2.1.2.2 Protein. Synthesis. Ribosomal Protein. Eukaryotic. 40 95 3117 7,63E-05
60S subunit
29.4 Protein. Postranslational modification 114 306 3043 5,56E-08
29.4.1 Protein. Postranslational modification. Kinase 26 55 3131 0,000158694
29.5 Protein. Degradation 194 677 2963 0,001819006
31.3 Cell. Cycle 26 63 3131 0,001633339
31.3.1 Cell. Cycle. Peptidylprolyl isomerase 12 22 3145 0,001649436
34 Transport 147 455 3010 1,43E-05
35 Not assigned 867 2952 2290 1,36E-16
35.2 Not assigned. Unknown 596 1948 2561 1,08E-14
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Figura 43. Expresion diferencial de las familias de factores de transcripcién. (A)
Visualizacién mediante el software Mapman. En color azul se encuentran representados los
genes inducidos y en color rojo los inhibidos (a mayor valor de induccién/inhibicion mas intenso
es el color). (B) Numero de genes expresados de forma diferencial en cada familia con

respecto al total identificados en el microarray.
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Figura 44. Visualizacion, mediante el software Mapman, de los cambios en los niveles de transcritos asociados con el metabolismo. Todos los
genes que mostraron cambios significativos aparecen representados en el esquema. En color azul se encuentran representados los genes inducidos y en

color rojo los inhibidos (a mayor valor de induccién/inhibicion mas intenso es el color).



Resultados

1.7. Niveles de expresién de diferentes genes identificados en el microarray.

Dada la importancia en los procesos de adaptacion a salinidad de algunos de los
genes identificados en el microarray, se estudiaron sus niveles de expresion mediante
RT-PCR (Figura 45). El andlisis revel6 la sobreexpresion en las células adaptadas de
los genes VAMP7C, DAD2, ACS2, AOX1A, P5CS2 y PLDa1. De entre los genes
estudiados, tres de ellos mostraron inhibicion en condiciones de estrés salino: KCOB,
CYD3;1 y SOS2. Cabe destacar que a excepciéon de un Unico gen, ATBI-1, el resto
mostraron el mismo comportamiento en su expresion al analizarlos tanto por

microarray como por RT-PCR.
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Figura 45. Niveles de expresién de diferentes genes identificados en el microarray e

implicados en los procesos de adaptacion a salinidad.
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Resultados

1.8. Localizacién subcelular in vivo de Na+.

Para la localizacion subcelular de Na* se utilizaron los fluor6foros CoroNa-Green y
Asante Natrium Green-1. En estos ensayos también se utiliz6 FM4-64 como marcador
de endocitosis, incubando las muestras con el fluor6foro en pulsos cortos de 5
minutos. Por otro lado, solamente se tomaron como vdlidas las observaciones
realizadas en aquellas células en las que FM4-64 marcaba Unica y exclusivamente la
membrana plasmética, desestimando los resultados observados en células
completamente tefiidas por el fluor6foro, indicativo de alteraciones graves en la
permeabilidad de la membrana plasmética por lo que estas células fueron

consideradas como no viables.

Los resultados mostrados en las Figuras 46 y 47 ponen de manifiesto la gran
acumulacion de Na* en las vacuolas de las células adaptadas, reflejada como valores
de intensidad de emisién de los fluoréforos CoroNa-Green y Natrium Green-1,
respecto a las células control, en las que practicamente no se recoge sefial. Por tanto,
podemos afirmar que la compartimentalizacion de Na* en las vacuolas de las células
BY-2 constituye un mecanismo relevante durante los procesos de adaptacion a
salinidad. Para cuantificar los valores de intensidad en la sefial de emision del
fluor6foro CoroNa-Green tanto en citoplasma como en vacuola se utilizd una
herramienta facilitada por el software propio del microscopio de laser confocal que
permite al usuario seleccionar diferentes regiones de interés (ROI). Asi, en la figura 48
se muestra una célula adaptada sobre la que se seleccionaron 8 ROI (4 en el
citoplasma y 4 en las vacuolas) para cuantificar los valores de intensidad. Estos
resultados muestran, de forma evidente, los elevados valores de intensidad

alcanzados en las vacuolas con respecto al citoplasma.

Asi mismo, resulta de especial interés la colocalizacion en la sefial de emision
tanto de CoroNa-Green como de Asante Natrium Green-1 con FM4-64 en lo que
parecen ser vesiculas de endocitosis proximas a la membrana plasmatica (Figura 46j,
Figura 47i y Figura 49). Estos resultados podrian estar confirmando la participacion de

los mecanismos de endocitosis en la tolerancia al estrés salino.
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Figura 46. Localizacion subcelular de Na* in vivo con CoroNa-Green. Las imagenes (a-c)
muestran células control, (d-k) corresponden a células adaptadas. Todas las muestras se
tomaron en fase de crecimiento exponencial y se incubaron con CoroNa-Green (verde-
imagenes a, d y g) y FM4-64 (rojo-imagen j). Las iméagenes (b, e, h y k) corresponden a las
mismas células observadas con la técnica Normansky. En (j) se muestra un detalle de la
colocalizacién en la sefial de emisién entre CoroNa-Green y FM4-64. Las flechas marcan

posibles vesiculas de Na'. C: citoplasma; N: nticleo; V: vacuola.
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Figura 47. Localizacion subcelular de Na' in vivo con Asante Natrium Green-1. Las
imagenes (a, d, g y j) muestran células control, (b, c, e, f, h, i, k y I) corresponden a células
adaptadas. Las imagenes (j, k y I) corresponden a las mismas células observadas con la
técnica Normansky. Todas las muestras se tomaron en fase de crecimiento exponencial y se
incubaron con Asante Natrium Green-1 (verde-imagenes a, b y ¢) y FM4-64 (rojo-imagenes d, e
y f). Las imagenes (g, h e i) corresponden a la superposicion de ambos fluoréforos. En (i) se
muestra un detalle de la colocalizacion en la sefial de emision entre Asante Natrium Green-1y
FM4-64. V: vacuola.
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Figura 48. Cuantificacién de los valores de intensidad del fluoréforo CoroNa-Green en
células adaptadas. La cuantificacién se realiz6 seleccionando 8 regiones de interés (ROI)

tanto en vacuola como en citoplasma.
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Figura 49. Colocalizacion in vivo de las sefiales de emision de los fluor6foros Asante
Natrium Green-1 y FM4-64 en células adaptadas. Las muestras se tomaron en fase de
crecimiento exponencial y se incubaron con Asante Natrium Green-1 (verde-imagen a) y FM4-
64 (rojo-imagen b). En (c) se muestra la superposicién de ambos fluoréforos. La imagen (d)
muestra las mismas células observadas con la técnica de Normansky. En (b) se muestra un
detalle de la colocalizacion en la sefial de emision entre Asante Natrium Green-1 y FM4-64
(flecha). N: nucleo.
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1.9. ROS.

1.9.1. Niveles de H,O, y malondialdehido.

Tanto los niveles de H,O, como los de peroxidaciéon lipidica, medida como el
contenido en MDA, resultan superiores en la linea celular adaptada respecto a la
control, estableciéndose diferencias significativas en cada una de las fases de
crecimiento salvo en el caso de la fase estacionaria para el H,O, (Figura 50). Por otra
parte, mientras que para la concentracion de H,O, se produce, en ambas lineas
celulares, un méximo al inicio del cultivo cayendo posteriormente de forma gradual, en
el caso de la peroxidacion lipidica los valores permanecen estables, con ligeras

modificaciones, a lo largo de todo el ciclo de cultivo.
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Figura 50. Niveles de H,O, y peroxidacion lipidica. Los graficos muestran los niveles de
H,0, (umol g'l PF) y peroxidacion lipidica, medida como el contenido en MDA (umol g'l PF), en
las lineas celulares control y adaptada en las diferentes fases del ciclo de cultivo. Los datos
representan los valores medios + error estdndar, n=5. Letras diferentes indican diferencias

significativas segun el Test de Tukey (p<0,05).
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1.9.2. Localizacion subcelular in vivo de ROS.

La localizaciéon subcelular de ROS se realizé utilizando el fluoré6foro DCFH-DA. Asi
mismo, el uso de FM4-64 a tiempos cortos (5 minutos) resulto de gran utilidad como
indicador de la viabilidad celular. La Figura 51 muestra la clara diferencia que se
establece entre la intensidad de sefal del fluoré6foro DCFH-DA en las células control
respecto a las células adaptadas. Estas ROS tienen localizacion citoplasmatica en
ambas lineas celulares siendo mucho mayor el marcaje en las células adaptadas.

—_ —
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Figura 51. Localizacién subcelular in vivo de ROS. Las imagenes (a-c) corresponden a
células control, (d-i) muestran células adaptadas. Todas las muestras se tomaron en fase de
crecimiento exponencial y se incubaron con DCFH-DA (verde-imagenes a, b y g) y FM4-64
(rojo-imagenes b, d y e). Las imagenes (c, f e i) corresponden a la superposicion de ambos
fluoréforos. En (e y h) las flechas indican células no viables tefiidas completamente con FM4-
64.
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1.9.3. Colocalizacién in vivo de ROS y mitocondrias.

Para determinar si las mitocondrias estaban participando de forma activa en la
produccion de ROS se incubaron muestras de ambas lineas celulares en fase de
crecimiento exponencial con DCFH-DA y Mito Tracker Deep Red 633. En la Figura 52
se muestran imagenes de células control (A) y adaptadas ((B) y (C)) tefiidas con
DCFH-DA (a) y Mito Tracker Deep Red 633 (b), asi como las imagenes superpuestas
de ambos fluoréforos (c) y la imagen en CID (c). Adjunto a cada grupo de imagenes
aparece un grafico que muestra la cuantificacion de los valores de intensidad para
ambos fluoréforos a lo largo de un segmento lineal trazado a una célula de la muestra.
La linea verde representa los valores de intensidad para el fluoréforo DCFH-DA. La
linea roja indica los valores de intensidad del fluor6foro Mito Tracker Deep Red 633,
por tanto, la presencia de una mitocondria se muestra como un pico. En este sentido,
resulta evidente la elevada produccién de ROS en las células adaptadas respecto al
control, presentando la linea base para la intensidad de DCFH-DA, en la zona que
corresponde al citoplasma, valores muy superiores respecto al control. Asi mismo,

destaca la gran produccion de ROS en las mitocondrias de las células adaptadas.

1.10. Estructura celular.

1.10.1. Localizacién subcelular in vivo de vacuolas y mitocondrias.

La localizacion subcelular in vivo de vacuolas y mitocondrias se realizé utilizando
los fluor6foros monoclorobimane y Mito Tracker Deep Red 633 respectivamente. Las
muestras de ambas lineas celulares, en fase de crecimiento exponencial, se incubaron
simultdneamente con ambos compuestos. Las Figuras 53 y 54 muestran imagenes de
microscopia confocal en las que podemos observar la gran abundancia de
mitocondrias en las células adaptadas respecto al control, resultando interesante su
gran acumulacién entorno al nucleo. Asi mismo, se aprecia una alteracién en el
sistema vacuolar tras el proceso de adaptacion a salinidad, de forma que en las
células adaptadas las vacuolas son mas pequefias y numerosas que en las control,

donde ocupan practicamente la totalidad del volumen celular.
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Figura 52. Colocalizacién in vivo de ROS y mitocondrias. Las imagenes muestran células BY-2 control (A) y adaptadas ((B) y (C)) en fase de crecimiento

exponencial incubadas con DCFH-DA (verde-imagenes a) y Mito Tracker Deep Red 633 (rojo-imagenes b). Las imagenes (c) corresponden a la

superposicion de ambos fluoréforos. En (d) se muestran las mismas células observadas con la técnica Normansky. Los graficos adjuntos a cada imagen

muestran los valores de intensidad de ambos fluoréforos en mitocondria y citoplasma de las muestras.
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Figura 53. Localizacion subcelular in vivo de vacuolas y mitocondrias. Las imagenes (a-d)
corresponden a células control, (e-h) muestran células adaptadas. Todas las muestras se
tomaron en fase de crecimiento exponencial y se incubaron con monoclorobimane (verde-
imagenes a y e) y Mito Tracker Deep Red 633 (rojo-imagenes b y f). Las imagenes (c y g)
corresponden a la superposicién de ambos fluoréforos. En (d y h) se muestran las mismas

células observadas con la técnica de Normansky.
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Figura 54. Localizacién subcelular in vivo de vacuolas y mitocondrias. Las imagenes
corresponden a células adaptadas. Las muestras se tomaron en fase de crecimiento
exponencial y se incubaron con monoclorobimane (verde-imagen a) y Mito Tracker Deep Red
633 (rojo-imagen b). La imagen (c) corresponde a la superposicién de ambos fluoréforos. En

(d) se muestran las mismas células observadas con la técnica de Normansky.

1.10.2. Localizacién subcelular in vivo del reticulo endoplasmatico.

Para el estudio de las alteraciones producidas en la estructura del reticulo
endoplasmético (RE) como consecuencia del proceso de adaptacion a salinidad se
utilizaron tanto la linea celular silvestre como la transformada con GFP. En ambos
casos se recurrio a la microscopia de laser confocal. Las muestras de la linea celular
silvestre se incubaron con ER-Tracker Blue-White DPX. La Figura 55 muestra células
control y adaptadas de la linea celular silvestre en la que podemos observar como el
complejo entramado de membranas formado por el RE se encuentra mucho mas
desarrollado en las células adaptadas respecto al control. Dado que el software del

microscopio de laser confocal facilita una herramienta para realizar reconstrucciones

141



Resultados

tridimensionales, se hizo uso de la misma para crear imagenes volumétricas de la red
formada por el RE en células de ambas lineas. Las imagenes 55e y 55f muestran
reconstrucciones 3D de células control y adaptadas respectivamente. Estas imagenes
confirman los resultados previos, mostrando el RE de las células adaptadas una

estructura formada por saculos individuales de forma mas o menos esférica.

11.9pym

Figura 55. Localizacion subcelular in vivo del reticulo endoplasmético en células de la
linea silvestre. Las imagenes (a), (b) y (e) muestran células control, (c), (d) y (f) células
adpatadas. Las muestras se tomaron en fase de crecimiento exponencial y se incubaron con
ER-Tracker Blue-White DPX (azul-imagenes a, c, e y f). Las imagenes (b y d) corresponden a
las mismas células observadas con la técnica de Normansky. En (e y f) se muestran
reconstrucciones tridimensionales del reticulo endoplasmético de células control y adaptadas

respectivamente.
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Para obtener informacion adicional al respecto, se procedié a la observacion de la
linea celular transformada con GFP. En este sentido, Las células control mostraron
una distribucion tipica del RE. En seccion transversal se puede observar la
fluorescencia de la GFP en el citoplasma periférico, en los filamentos citoplasmaticos y
en la envoltura nuclear (Figura 56a). Sin embargo, en las células adaptadas se
observo la fluorescencia en el citoplasma en forma de estructuras discretas circulares
(Figura 56b). Asi mismo, también se realizaron reconstrucciones tridimensionales de la

red formada por el reticulo endoplasmético (Figura 56e, f y videos en el CD adjunto).

1737 ym

Figura 56. Localizacion subcelular in vivo del reticulo endoplasmético en células de la
linea transformada con GFP. Las imagenes (a), (c) y () muestran células control, (b), (d) y (f)
células adpatadas. En (a y b) se muestra la emision de GFP. Las imagenes (c y d)
corresponden a las células observadas con la técnica de Normansky. Las imagenes (e y f)
corresponden a reconstrucciones 3D del reticulo endoplasmético de células control y

adaptadas respectivamente. Las muestras se tomaron en fase de crecimiento exponencial.
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Adicionalmente, y para confirmar la viabilidad de estas células en las que se
apreciaban alteraciones en la estructura del RE, se realizaron observaciones en
muestras tefiidas con FM4-64. Estos ensayos confirmaron los resultados anteriores
(Figura 57).

10.53 ym
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Figura 57. Localizacion subcelular in vivo del reticulo endoplasmatico en células
adaptadas de la linea transformada con GFP. Las imagenes (a, c y e) y (b, d y f)
corresponden a dos células adaptadas diferentes. Las muestras se tomaron en fase de
crecimiento exponencial y se incubaron con FM4-64 (rojo-imagenes c y d). Las imagenes (ay

b) corresponden a la emisién de GFP. En (e y f) se muestra la superposicién de GFP y FM4-64.
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1.10.3. Morfologia celular.

Para estudiar la morfologia celular se analizaron secciones semifinas de muestras
tomadas en cada uno de los puntos de la curva de crecimiento de ambas lineas
celulares. Las Unicas diferencias apreciables entre las diferentes fases de cultivo de
cada linea celular fue la mayor o menor presencia de células en divisién y, por
consiguiente, las variaciones en volumen celular. En este sentido, en las fases de
latencia y exponencial abundaran las células activas mientras que en la fase de
latencia resultaran mayoritarias las células quiescentes. En la Figura 58 se muestran
imagenes de secciones semifinas correspondientes a células control (a y b) y
adaptadas (c y d).

Las células control se caracterizan, en las primeras fases del ciclo de cultivo, por
presentar una intensa actividad mitética, formando rosarios de células a medida que
se suceden las divisiones (Figura 58a), Estas células se caracterizan por la presencia
de vacuolas grandes y un nucleo en posicion central rodeado de citoplasma. Una vez
alcanzada la fase de crecimiento exponencial, las células evolucionan hacia formas
quiescentes, adoptando una forma alargada y desarrollandose una gran vacuola que

desplaza al nlcleo y al citoplasma hacia la periferia celular (Figura 58b).

Respecto a las células adaptadas, éstas se agrupan formando clusters a medida
gue se producen las divisiones mitéticas. Los clusters pueden estar formados por
células jovenes en desarrollo, de forma esférica y abundante citoplasma (Figura 58c),
0 bien por células que van evolucionando de forma progresiva hacia diferentes
estadios, mostrando morfologia irregular, alteraciones en el sistema vacuolar e indicios
de muerte celular en el estado mas avanzado (Figura58d). Conviene destacar la
presencia de diferentes estadios celulares en los cultivos adaptados a salinidad, ya

gue resultara de gran ayuda al analizar las imagenes de microscopia electrénica.
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Figura 58. Secciones semifinas de células control y adaptadas. Las imagenes (a) y (b)
muestran células control en fase de crecimiento exponencial y estacionaria respectivamente,
(c) y (d) corresponden a células adaptadas en fase de crecimiento exponencial. La flecha en (b)
indica un nadcleo en division mitdtica. En (d) se marca una célula que muestra signos evidentes

de muerte celular.

1.10.4. Ultraestructura celular.

1.10.4.1. Células control.

La ultraestructura general de las células de la linea control (Figura 59) refleja la
presencia de citoplasma periférico y abundante entorno a un ndcleo eucromatinico que
puede presentar 1 o 2 nucleolos, raramente 3, Asi mismo, tal y como se comento
anteriormente, las vacuolas aumentan progresivamente de tamafio a medida que el
cultivo celular entra en fase estacionaria. En este sentido, las imagenes (a) y (b)
representan células activas, en fase de crecimiento exponencial, que podran derivar a
células quiescentes como las mostradas en las imagenes (e) y (f).
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Figura 59. Ultraestructura de células de la linea control. Las imagenes (a), (b) y (c)
representan células activas, En (c) puede observarse un nicleo en division mitotica. (d)
muestra una célula que van derivando a forma quiescente. Las células de las imagenes (e) y (f)
corresponden a formas completamente quiescentes. Obsérvese el progresivo aumento de

volumen vacuolar. N: nlcleo; V: vacuola.
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En relacion a la morfologia nuclear, la Figura 60 muestra que se trata de nucleos
eucromatinicos, regulares, rodeados por abundante citoplasma y con un nucléolo

esférico en el que pueden distinguirse vacuolas nucleolares (Figuras 60b y c).

Figura 60. Ultraestructura de nucleos en células de la linea control. En las imagenes (b) y
(c) pueden observarse vacuolas nucleolares. Ci: citoplasma; N: ndcleo; Nu: nucléolo; V:

vacuola. En
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En el citoplasma resultan abundantes tanto las mitocondrias, pequefias y con
diametros que no superan las 0,5 pm (Figuras 61c y d), como los amiloplastos,
generalmente con 1 o 2 granulos de almidén (Figuras 61e y f). El aparato de Golgi, por
el contrario, no resulta tan facilmente observable, estando formado por el apilamiento
de 4 a 5 cisternas (Figuras 61c y d). Asi mismo, pudo observarse un perfil tipico de la
red de reticulo endoplasmatico .

Figura 61. Ultraestructura de mitocondrias, amiloplastos y aparato de Golgi en células de

la linea control. Am: amiloplasto; Ci: citoplasma; G: aparato de Golgi; M: mitocondria; N:

nacleo; Pc: pared celular; V: vacuola.
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1.10.4.2. Células adaptadas.

El analisis de la ultrastructura de las células adaptadas reflejo la presencia de
distintos tipos celulares. Esto nos llevé a proponer que lo observado corresponde a
diferentes fases por las que pasan las células adaptadas a salinidad. De esta forma,
se han establecido 3 fases celulares en funcion de las diferencias ultrastructurales
(Fases I, Il y 1), considerando que lo observado es una evolucion desde la Fase |
hasta el colapso y muerte celular (Figura 62).

Muerte “§

celular :

Ciclo celular

Colapso celular Fasell

Fase 111 Fase 111

Figura 62. Esquema representativo de la evolucién celular en condiciones

salinas.

Cabe destacar que la ultraestructura general de las células adaptadas, en relacion
al control, refleja células mas pequefias y con abundante citoplasma. En Fase | (Figura
63a y b) las células se caracterizan por presentar una ultraestructura similiar al control
salvo por el mayor desarrollo del citoplasma y la el aumento del nUmero de vacuolas.
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Las células que se encuentran en Fase Il (Figura 63c y d) muestran un nucleo
ligeramente heterocromatinico y un gran desarrollo de vesiculas en el citoplasma. En
Fase lll (Figura 63e y f) las vacuolas aumentan considerablemente de tamafio, los
ndcleos se hacen totalmente heterocromatinicos e irregulares, se incrementa el
numero de vesiculas en el citoplasma y la pared celular se hace méas gruesa e

irregular.

Figura 63. Ultraestructura de células de la linea adaptada. Las imagenes muestran la

evolucién celular a lo largo de las tres fases definidas (Fase I: ay b; Fase ll: cy d; Fase ll: e y
f). N: nucleo; V: vacuola.
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En cuanto a la morfologia nuclear, tal y como se cité anteriormente, las células en
Fase | muestran un nucleo regular, eucromatinico, con un unico nucléolo en el que no
se aprecian vacuolas nucleolares y rodeado por abundante citoplasma (Figura 64a).
En el nucleo en Fase Il comienza a aumentar la heterocromatina (Figura 64b y c). En
Fase lIl el nicleo es totalmente heterocromatinico e irregular, resultando de especial

interés las dilataciones observadas en la membrana nuclear (Figuras 64d, e y f).

Figura 64. Ultraestructura de nacleos en células de la linea adaptada. En las imagenes se

muestra la evolucion del nicleo a lo largo de las tres fases definidas (Fase I: a; Fase Il: b y c;

Fase lll: d, e y f). Ci: citoplasma; Mn: membrana nuclear; N: ndcleo; Nu: nucléolo.
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El aparato de Golgi es uno de los organulos que experimentaron mayores
alteraciones en las células adaptadas. En este sentido, la Figura 65 muestra la
evolucion de este organulo a lo largo de los tres estadios celulares. En Fase | el
aparato de Golgi muestra idéntica ultraestructura que en las células control (Figura
65a). En Fase Il comienzan a dilatarse los extremos de las cisternas (Figura 65b, c y
d), proceso que se acentla en Fase Il al tiempo que tiene lugar una mayor produccion
de vesiculas (Figura 65e y f)

Figura 65. Ultraestructura del aparato de Golgi en células de la linea adaptada. En las
iméagenes se muestra la evolucidn del aparato de Golgi a lo largo de las tres fases definidas
(Fase I: a; Fase Il: b, c y d; Fase lll: e y f). En (f) pueden observarse dos aparatos de Golgi
enfrentados con una gran acumulacion de vesiculas. Ci: citoplasma; G: aparato de Golgi; M:

mitocondria; N: nlcleo; Pc: pared celular; Re: reticulo endoplasmético; V: vacuola.
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La Figura 66 muestra las modificaciones ultraestructurales experimentadas por el
reticulo endoplasmatico en las células adaptadas en las diferentes fases establecidas.
Asi, en la Figura 66a pueden observarse alineaciones paralelas de reticulo
endoplasmatico con ribosomas sin alteraciones aparentes, lo que corresponderia a
una célula adaptada en Fase I. En Fase Il (Figura 66b, c y d) y lll (Figura 66e y f) se
produce una gran dilatacion de este organulo celular pudiendo diferenciarse por la

presencia de ribosomas en su membrana.

0,5 um

Figura 66. Ultraestructura del reticulo endoplasmaético en células de la linea adaptada. En
las imagenes se muestra la evolucion del reticulo endoplasmatico a lo largo de las tres fases
definidas (Fase I: a; Fase Il: b, c y d; Fase Ill: e y f). En (f) se muestra la presencia de
ribosomas en la membrana del reticulo. Ci: citoplasma; M: mitocondria; Pc: pared celular; Pt:

plastidio; Re: reticulo endoplasmatico; V: vacuola.
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En relacion a las mitocondrias y amiloplastos, en la Figura 67 se muestra su
ultraestructura en las diferentes fases descritas. En ambos casos los organulos se
dilatan y se hacen menos electrodensos a medida que las células entran en Fase Il y
lll, aunque debemos resaltar que, a tenor de lo mostrado en la Figura 67c, parece ser

que los amiloplastos se degradan antes que las mitocondrias.

Figura 67. Ultraestructura de mitocondrias y amiloplastos en céluas de la linea adaptada.
En las imagenes se muestra la evolucion de las mitocondrias y los plastidios a lo largo de las
tres fases definidas (Fase |: ay b; Fase Il: c y d; Fase lll: e y f). Ci: citoplasma; M: mitocondria;

Pc: pared celular; Pt: plastidio; Re: reticulo endoplasmatico; V: vacuola.
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La Figura 68 muestra las graves alteraciones experimentadas por la pared celular.
En Fase | (Figura 68a) las células muestran una pared celular externa regular y bien
desarrollada, algo mas electrodensa cuando es compartida por dos células. La entrada
en Fase Il y Il implica la pérdida de la estructura, pasando a ser irregular y
desarrollando profundas invaginaciones que penetran en el citoplasma (Figura 68e).

Figura 68. Ultraestructura de la pared celular en células de la linea adaptada. En las

imagenes se muestran las alteraciones experimentadas en la pared celular a lo largo de las
tres fases definidas (Fase I: a; Fase Il: b y c; Fase lll: d, e y f). Am: amiloplasto; Ci: citoplasma,;

G: aparato de Golgi; M: mitocondria; Pc: pared celular; V: vacuola.
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Las vesiculas también experimentan un incremento en ndmero en funcion de la
fase en que se encuentre la célula adaptada, llegando a ocupar gran parte del
citoplasma en células en Fase Il (Figura 69f). Asi mismo, resulta de especial interés la

presencia de cuerpos multivesiculares préximos a las paredes en las células en Fase |,
(Figura 69a y b).

Figura 69. Ultraestructura de vesiculas en células de la linea adaptada. En las imagenes
se muestran las vesiculas a lo largo de las tres fases definidas (Fase I: a; Fase Il: b y c; Fase
Ill: d, e y f). Am: amiloplasto; Ci: citoplasma; MVB: cuerpo multivesicular; N: nicleo; Pc: pared

celular; V: vacuola; Vs: vesicula.
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1.11. Marcadores de muerte celular.

1.11.1. TUNEL.

Para determinar si el estrés salino estaba induciendo PCD en los cultivos celulares
se realizé un ensayo con el kit comecial TUNEL. Las muestras también fueron tratadas
con TO-PRO-3 iodide como marcador nuclear con el fin de poder colocalizar ambos
fluoréforos en caso de presencia de fragmentos de ADN generados durante el proceso
de PCD. Tal y como refleja la Figura 70, ni los cultivos celulares control ni los
adaptados dieron positivo en dicho ensayo. Para comprobar la correcta utilizacion del
kit se introdujeron un control positivo y otro negativo. Tal y como era de esperar, en el
control positivo casi la totalidad de las células se tifieron con el fluoréforo TUNEL

mientras que en el control negativo no se capté emision alguna de fluorescencia.

1.11.2. Actividad caspasa.

La deteccion de la actividad caspasa en los cultivos celulares se realizé utilizando
el fluoréforo CaspACE FITC-VAD-FMK. El recuento de células que dieron positivo en
ambas lineas celulares puso de manifiesto la mayor actividad de este grupo de
enzimas en los cultivos celulares adaptados a salinidad con porcentajes 10 veces
superiores respecto al control (Figura 71).

1.12. Inmunolocalizacién de ABA y glutation.

La presencia de ABA en el citoplasma y glutation en las mitocondrias de las células
control y adaptadas se determind mediante inmunolocalizacion y posterior
cuantificacion del nimero de particulas de oro por um?®. Tanto para el caso del ABA
como para el del glutatién se establecen diferencias significativas entre ambas lineas
celulares. Los valores de ABA resultan muy superiores en las células adaptadas
mientras que los de glutation son mayores en las mitocondrias control (Figuras 72 y
73).
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Figura 70. Deteccidon de muerte celular programada. Las muestras se tomaron en fase de
crecimiento exponencial y se incubaron con el kit comercial TUNEL (verde) y TO-PRO-3 iodide
(rojo). Las imagenes (a-d) muestran células de la linea control, (e-f) células de la linea
adaptada, (i-l) control positivo-TUNEL, (ll-o) control negativo-TUNEL. La primera columna
muestra el canal del TUNEL, la segunda el del TO-PRO-3 iodide, la tercera las imagenes en

CID y la cuarta la superposicion de los canales TUNEL y TO-PRO-3 iodide.
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Figura 71. Deteccion de la actividad caspasa. Las imagenes corresponden a células control
(a, c y e) y adaptadas (b, d y f) en fase de crecimiento exponencial. En (a y b) se muestra la
fluorescencia de la fluoresceina. Las imagenes (c y d) corresponden a las células observadas
con la técnica de Normansky. En (e y f) se muestra la superposicion de las imagenes

anteriores. El grafico adjunto muestra el porcentaje de células de un total de 900 que dieron
positivo para el ensayo.
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Figura 72. Inmunolocalizacién de ABA. Las imagenes corresponden a células control (a, b) y
adaptadas (c, d) en fase de crecimiento exponencial. El grafico adjunto muestra la
cuantificacion del niamero de particulas de oro por umz. Letras diferentes indican diferencias

significativas segun el Test de Tukey (p<0,05). Ci: citoplasma; Pc: pared celular; V: vacuola.
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Figura 73. Inmunolocalizacion de glutation. Las imagenes corresponden a células control (a,
b) y adaptadas (c, d) en fase de crecimiento exponencial. El grafico adjunto muestra la
cuantificacion del nimero de particulas de oro por pmz. Letras diferentes indican diferencias
significativas segun el Test de Tukey (p<0,05). Ci: citoplasma; M: mitocondria; Pc: pared

celular; V: vacuola.
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1.13. Recuperacion del fenotipo original en condiciones control.

Para comprobar si las modificaciones observadas en las células adaptadas podian revertir
al fenotipo original, éstas se sometieron a condiciones control (Figura 73a). El estudio de
dichas suspensiones celulares mediante microscopia Optica revel6 la recuperacién del fenotipo
celular original tras 3 subcultivos. Estas células aumentaron considerablemente su tamafio y
mostraron, al igual que las control, una gran vacuola central que desplazaba al citoplasma y
nucleo hacia la periferia celular. Asi mismo, los valores del peso fresco de la masa celular y la
viabilidad se reestablecieron, alcanzando los niveles propios de las suspensiones celulares
control (Figura 74b y c).

(a)

BY-2 medio control BY-2 medio 250 mM NaCl BY-2 medio control

Peso fresco (g/25 mL)
Viabilidad (%)

Control Adaptada Recuperada Control Adaptada Recuperada

Figura 74. Recuperacién del fenotipo original de las células adaptadas al someterlas a
condiciones control. (a) Representacion esquematica del proceso de adaptacion a elevadas
concentraciones salinas y posterior recuperacion del fenotipo original en condiciones control.
(b) Peso fresco de los cultivos celulares. (c) Viabilidad celular. Letras diferentes indican
diferencias significativas segln el Test de Tukey (p<0,05).
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2. Giberelinas.

2.1. Efecto de la aplicacion de Phd y GAs sobre el crecimiento y la viabilidad

celular.

Los resultados de variacion en peso fresco tras el tratamiento de las lineas
celulares control y adaptada con GA,y, GAe, GA;, GA, y Phd se muestran en la Figura
75. Comentaremos, en primer lugar, que los tratamientos con diferentes GAs no
afectaron al peso fresco de la masa celular, salvo en el caso de la aplicacion de GA,
en la linea celular control y GA; en la adaptada, donde se incrementd levemente
aungque de manera significativa. En relacion a la aplicacion del inhibidor de la ruta de
sintesis de GAs, Phd, cabe destacar que hizo disminuir de forma significativa el peso
fresco en ambas lineas celulares, resultando mayor el efecto inhibidor en las células
adaptadas que en las control. Este efecto se pudo revertir totalmente en las células
control al adicionar de forma conjunta Phd y GAg 0 GA,. Sin embargo, a pesar de que
en el caso del tratamiento conjunto con Phd y GA,, 0 GA; el peso fresco de las células
control se incrementd significativamente respecto al tratamiento con Phd, no se
llegaron a recuperar los valores alcanzados por las células no sometidas a tratamiento
alguno. En el caso de la linea celular adaptada, la aplicacién conjunta de Phd y
diferentes GAs hizo recuperar el peso fresco de forma significativa pero sin llegar, en
ningun caso, a alcanzar los valores de las células adaptadas no sometidas a

tratamiento alguno.

Respecto a los valores de viabilidad (Figura 76), indicaremos que éstos no variaron
en la linea celular control tras la aplicacion de ninguno de los tratamientos. En cuanto
a la linea celular adaptada, el tratamiento con diferentes GAs no modifico la viabilidad.
Sin embargo, si cay6 de forma drastica por la aplicacion de Phd y, mas aun, con el
tratamiento combinado Phd+GA. Ademas, en este Ultimo caso, las células mostraron

graves alteraciones en su morfologia (Figura 76Bb).

Asi mismo, el volumen celular también experimentd variaciones en funcién del
tratamiento aplicado. En la linea control, GA; hizo aumentar el volumen celular a lo
largo de todo el ciclo de cultivo, mientras que el tratamiento con Phd y la aplicaciéon
conjunta de Phd+GA; parece que ralentizaron la caida en el volumen celular en fase
de crecimiento exponencial. En el caso de la linea adaptada, Phd hizo mantener los

valores de volumen celular muy bajos durante todo el ciclo de cultivo, mientras que el
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tratamiento combinado de Phd+GA; increment6 el volumen celular considerablemente

durante la fase de crecimiento exponencial, llegando a alcanzar valores similares a los
de la linea control.

Control Adaptada

Peso fresco (g/25 mL)

Figura 75. Peso fresco en fase estacionaria tras el tratamiento con diferentes GAs, Phd o
en combinacioén. Los cultivos celulares fueron tratados con GA (1uM GAy, 1uM GAg, 0.1 uM
GA;, 0.1yM GAy, 50uM Phd o en combinacion. Letras diferentes indican diferencias
significativas segun el Test de Tukey (p<0,05).
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(A)

(B)

Figura 76. Viabilidad celular en fase estacionaria tras el tratamiento con GA,, Phd o en
combinacién. Los cultivos celulares fueron tratados con 1uM GA,, 50uM Phd o en
combinacion. En (A) se muestran imagenes de las células control y en (B) de las adaptadas: (a)
control/adaptada, (b) control/adaptada+Phd, (c) control/adaptada+GA,, y (d)
control/adaptada+Phd+GA,q. Los valores de viabilidad mostrados en cada una de las imagenes

resultan representativos para los tratamientos con GA;, GAg y GA,.
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Figura 77. Evolucion del volumen celular a lo largo del ciclo de cultivo tras el tratamiento
con GA3z, Phd o en combinacidn. Los cultivos celulares fueron tratados con 1uM GA;, 50uM
Phd o en combinacion. En (A) se muestran el volumen celular para la linea control, en (B) la

linea adaptada. Los valores representan la media de 900 células diferentes.
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Para observar si los diferentes tratamientos producian alteraciones a nivel de la
estructura celular, se realizaron inclusiones en resina SPURR y se cortaron secciones
semifinas para su observacion al microscopio éptico. De las observaciones de las
secciones semifinas, solamente cabe destacar las alteraciones en la morfologia celular
de las muestras de la linea adaptada pertenecientes al tratamiento combinado de Phd
y GAs (Figura 78). En este sentido, las imagenes muestran el gran desarrollo de la
pared en las células adaptadas sometidas a este tratamiento y el gran desarrollo de
algunos tipos celulares.

Figura 78. Secciones semifinas de células adaptadas tratadas de forma combinada con

Phd y GAs. Las imagenes muestran células adaptadas en fase de crecimiento exponencial
tratadas con 50 uM de Phd durante todo el ciclo de cultivo. Las flechas indican tanto el gran

desarrollo de la pared celular.
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2.2. Cuantificacién de GAs.

Se analiz6 la concentracién de GAs presentes en muestras de las lineas celulares
control y adaptada en fase de crecimiento exponencial tratadas y sin tratar con Phd.
Los resultados mostrados en la Tabla 12 indican que las giberelinas bioactivas
detectadas con la metodologia aplicada fueron GA;, GA; y GA,. El resto de GAs
corresponden mayoritariamente a la ruta de sintesis de GA; y GA,. Entre ellas
podemas destacar dos GAs intermediarias de esta ruta (GAsz y GAjg) Yy el producto
catabolico de GA, (GAy), precursor inmediato de GA;. También se detectd GAs;,
producto catabdlico de GAg, el precursor inmediato de GA,.

Las GAs bioactivas GA; y GA; se detectaron en las lineas celulares control y
adaptada tanto tratadas con Phd como sin tratar. En el caso de GA4, no se detecto en
las células adaptadas sin tratar con Phd. GA; mostré las menores concentraciones, no
estableciéndose diferencias significativas entre los cuatro grupos de muestras. Las
concentraciones de GA; fueron el doble de las detectadas para GA; y tampoco se
establecieron diferencias significativas entre los diferentes grupos. Respecto a GA,,
cabe destacar los valores tan elevados detectados en las células control, que
representan las mayores concentraciones de GAs bioactivas detectadas en las
muestras, y que disminuyen de forma significativa tras el tratamiento con Phd. En la
linea celular adaptada no se detectaron niveles de GA,;, sin embargo, tras el
tratamiento con Phd los niveles de esta GA tomaron los valores de la linea celular

control tratada con Phd.

En relacion a los precursores inmediatos de GA; y GA; (GA, y GAg) cabe destacar
que no se detectaron en ninguna de las muestras analizadas. Si se detectaron, sin
embargo, los productos del catabolismo de GAz (GAz) y de GA; (GAs1). GAx no
mostré diferencias significativas entre los diferentes grupos de muestras mientras que
GAs; solamente se detecto en la linea celular adaptada, aumentando su concentracion
de forma significativa tras el tratamiento con Phd. Respecto a los intermediarios de las
rutas de sintesis de GA; y GA; (GAs; y GAyg) destacaremos que no se observaron
diferencias significativas en sus concentraciones entre las lineas celulares control y
adaptada. El tratamiento con Phd hizo disminuir las concentraciones de ambas hasta

el punto de no poder ser detectadas en el caso de GAsz.
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Tabla 12. Cuantificacion de GAs. Las concentraciones se muestran en ng g'1 de peso seco.
Los datos representan la media de 4 réplicas bioldgicas. n.d. representa niveles “no
detectados” con la metodologia utilizada. Las medias dentro de cada columna con letras
diferentes representan diferencias significativas segun el Test de Tukey (p<0,05). Los niveles
de GAg, GA3z4, GAy4, GAg, GA1s Y GAy4 no fueron detectados.

GA; GAg GA2g GAz GAs;3 GA, GAs; GA;

Control 0,247a  0,070b 0,070a n.d. 0,537a  0,850a n.d. 0,517a
Adaptada 0,247a  0,057b  0,073a n.d. 0,450a n.d. 0,310b 0,515a
Control+Phd 0,200a 0,100b  0,077a n.d. n.d. 0,523b n.d. 0,503a
Adaptada+Phd 0,205a 0,245a  0,070a n.d. n.d. 0,570b 0,690a 0,565a

2.3. Niveles de expresion de genes relacionados con la sintesis y degradacion de
GAs.

Una vez cuantificada la concentracién de GAs presentes en las lineas celulares
objeto de estudio, y en base a la informacién disponible en la bibliografia y las bases
de datos, se procedié al analisis del nivel de expresion de los principales genes
implicados en la sintesis (3ox1, 30x2, 200x1 y 200x2) y degradacion (2ox1, 20x2,
20x3, 20x4 y 20x5) de GAs, asi como del gen regulador de su transcripciéon (DELLA)
(Figura 79). Los genes 200x2, 30x2, 20x3, 20x4 y 20x5 no estaban expresados en
ninguna de las lineas celulares. Los resultados revelaron la expresion diferencial de
los genes 200x1, 3o0x1, 2o0x1 y 20x2 en cada una de las fases del ciclo de cultivo. En
este sentido, parece ser que el metabolismo de GAs se encuentra fuertemente
inducido en fase de latencia en las células adaptadas, resultando muy superiores los
niveles de expresion de los genes de biosintesis respecto a los de degradacion. Sin
embargo, en la fase exponencial la ruta de sintesis y degradacion estaba fuertemente
reprimida en las células adaptadas respecto al control. Asi mismo, el gen que codifica

para la proteina DELLA mostr6 un patron de expresion similar.
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Figura 79. Niveles de expresion de genes implicados en la ruta metabodlica de GAs. La

figura muestra los niveles de expresion de los genes de sintesis (3ox1 y 200x2) y catabolismo
(20x1 y 20x2) de la ruta metabdlica de GAs en cada una de las fases de crecimiento de la linea
celular adaptada con respecto al control. Asi mismo, se muestra el nivel de expresién del gen
regulador de la transcripcién de GAs, DELLA. Los resultados estan normalizados con el control

(valor 1).
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2.4. Western-blot.

La identificacion de proteinas DELLA en muestras de las células control y
adaptadas se realizO por western-blot utilizando el anticuerpo generado contra la
proteina RGA de Arabidopsis thaliana, uno de los cinco miembros que pertenecen a la
familia de proteinas DELLA en esta especie. La Figura 80 muestra el analisis por
western-blot tanto de la proteina RGA purificada de Arabidopsis thaliana como de las
muestras de los cultivos celulares objeto de estudio. Los resultados indican que, en
fase de crecimiento exponencial, el contenido en proteinas DELLA en las células
adaptadas a salinidad es mayor que en las células control.

RGA Purifificada Control Adaptada

A. thaliana

Figura 80. Analisis por western-blot de las proteinas DELLA. A la izquierda de la imagen se
muestra la deteccion de la proteina RGA purificada de Arabidopsis thaliana. A la derecha se
pueden observar muestras de células control y adaptadas en fase de crecimiento exponencial.
Para el reconocimiento de las proteinas se utilizd el anticuerpo generado contra la proteina
RGA (DUR18). .
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3. Pared celular.
3.1. Inmuno-dot AGPs y EXTs.

Esta técnica se utilizo para detectar, mediante la utilizacion de anticuerpos
monoclonales, las AGPs y EXTs liberadas al medio de cultivo por las células control y
adaptadas. En los resultados mostrados en la Figura 81, se puede observar que no
todos los anticuerpos utilizados reconocieron a su antigeno correspondiente. En este
sentido, los anticuerpos que dieron mejores resultados fueron JIM13, JIM15 y LM2
para AGPs y JIM11 y JIM20 para EXTs. Asi mismo, y para los anticuerpos citados
anteriormente, resultan evidentes los elevados niveles de antigeno detectados en el
medio de cultivo de las células adaptadas en cada una de las fases de crecimiento con
respecto al control, en el que apenas fueron detectados salvo para JIM13 y LM2 en

fase de crecimiento exponencial y JIM20 en fase de latencia.

AGPs Extensinas
A PN
4 N > Ve ™~ =
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Control Lag

258 mM NaCl Lag

Control Exp

258 mM NaCl Exp

Control Est

258 mM NaCl Est

Figura 81. Inmuno-dot de AGPs para las lineas celulares control y adaptada en cada una

de las fases del ciclo de cultivo. Lag: fase de latencia; Exp: fase exponencial; Est: fase

estacionaria.
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Con el objeto de comprobar si la liberacion de AGPs al medio de cultivo estaba
influenciada por el nivel de estrés salino, se repitieron los ensayos anteriores utilizando
los cultivos celulares adaptados a 86,2 y 172,4 mM de NacCl. Los resultados mostrados
en la Figura 82 ponen de manifiesto que, efectivamente, se trata de un proceso que
incrementa a medida que aumenta la concentracion de NaCl en el medio de cultivo.
Asi, los cultivos celulares crecidos en condiciones control son los que liberan una
menor cantidad de AGPs, practicamente nula, aumentando dicho proceso de forma
gradual en funcion del nivel de estrés salino. Por otra parte, la fase de crecimiento en
la que se encuentra el cultivo celular también resulta relevante. En este sentido, es en
las fases de crecimiento exponecial y estacionaria cuando se detectan los mayores
niveles de AGPs.

jim13
Im2
Con Neg

Control Lag
86,2 mM NaCl Lag
172,4 mM NaCl Lag
258 mM NaCl Lag

Control Exp
86,2 mM NaCl Exp
172,4 mM NaCl Exp

258 mM NaCl Exp
Control Est

86,2 mM NaCl Est
172,4 mM NaCl Est

258 mM NaCl Est

Figura 82. Inmuno-dot de AGPs para diferentes concentracines salinas en cada una de
las fases del ciclo de cultivo. Lag: fase de latencia; Exp: fase exponencial; Est: fase

estacionaria.
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Para comprobar si los mayores niveles de AGPs detectados en el medio de cultivo
de la linea celular adaptada eran debidos a una mayor tasa de liberacion respecto al
control se disefid un nuevo ensayo. Para ello, se recogié 1 gramo de peso fresco de
ambos cultivos celulares en fase de crecimiento exponencial y se resuspendié en el
mismo volumen de medio de cultivo fresco, manteniendo las suspensiones celulares
obtenidas en las condiciones habituales de crecimiento. A las 24 horas se recogieron
muestras de ambos medios de cultivo y se realizd el inmuno-dot. Los resultados
mostrados en la Figura 83 indican de forma clara que la liberacion de AGPs al medio
de cultivo es més intensa en la linea celular adaptada que en la control. Por otra parte,
la no deteccion de AGPs mediante el anticuerpo LM2, que si resultd efectivo en los
ensayos anteriores, indica que éstas se van acumulando en el medio a lo largo del
ciclo de cultivo, por lo que su degradacién no es inmediata y deben presentar una vida
media prolongada. Con todo, podemos indicar que la liberacion de AGPs al medio de
cultivo es un proceso dependiente del nivel de estrés salino que resulta en la
acumulacién de dichas proteinas estructurales de la pared celular en el medio de

cultivo.

JIM13
LM2
Con Neg

Control

Adaptada

Figura 83. AGPs liberadas al medio de cultivo en 24 horas. La imagen muestra la deteccién
mediante anticuerpos monoclonales (JIM13 y LM2) de las AGPs liberadas al medio de cultivo

durante un periodo de 24 horas por parte de células control y adaptadas.
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3.2. Cuantificacion de AGPs.

La presencia de AGPs en células control y adaptadas se determiné mediante la
inmunolocalizacién de cuatro epitopos (JIM4, JIM13, JIM15 y LM2) en muestras
tomadas en fase de crecimiento exponencial. JIM4 no dio resultados positivos. LM2
mostré un marcaje muy bajo, por ello nos centraremos en JIM13 y JIM15. Estos
anticuerpos marcaron en membrana plasmatica, tonoplasto y citoplasma, resultando
poco frecuente el marcaje en pared celular (Figuras 84, 85 y 86), normalmente
localizandose en la parte externa de la misma (Fig 84e).

Figura 84. Inmunolocalizacion de AGPs con el anticuerpo monoclonal JIM13. Las
imagenes corresponden a células control (a, b) y adaptadas (c, d, e y f) en fase de crecimiento
exponencial. En f se indica el marcaje en la pared externa. Ci: citoplasma; Pc: pared celular; V:

vacuola.
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Figura 85. Inmunolocalizacion de AGPs en endomembranas con el anticuerpo
monoclonal JIM13. Las imagenes corresponden a células control (a) y adaptadas (b, c y d) en
fase de crecimiento exponencial. En (b) se indican vesiculas marcadas con JIM13 préximas a
la pared celular. En (e) y (d) pueden observarse claramente dos aparatos de Golgi en cuya
region cis hay una gran acumulacién de vesiculas marcadas con JIM13 (flecha). Ci: citoplasma;

G: aparato de Golgi; M: mitocondria; Pc: pared celular; Re: reticulo endoplasmatico; V: vacuola.
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Figura 86. Inmunolocalizacion de AGPs con el anticuerpo monoclonal JIM15. Las
imagenes corresponden a células control (a, b y c) y adaptadas (d, e y f) en fase de crecimiento

exponencial. Ci: citoplasma; Pc: pared celular; V: vacuola.

La Tabla 13 recoge los datos del andlisis cuantitativo de las particulas de oro. La
distribucion de los epitopos JIM13 y JIM15 mostré diferencias significativas entre
ambas lineas celulares. Asi, el nimero de particulas de oro cuantificado en membrana
plasmatica, tonoplasto y citoplasma fue superior en las células control respecto a las
adaptadas. Sin embargo, al calcular el area media celular en la linea control y la
adaptada y multiplicarlo por el nimero de particulas de oro cuantificadas por pm? de
citoplasma en cada una, los valores para el epitopo JIM13 resultan superiores en las
células adaptadas, no sucediendo lo mismo con JIM15.
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Tabla 13. Analisis cuantitativo del marcaje con JIM13 y JIM15. Las muestras se tomaron en

fase de crecimiento exponencial. Letras diferentes en cada columna representan diferencias

significativas segun el Test de Tukey (p<0,05).

Namero de particulas de oro

Memb[qna Tonoplasto Citoplasma Total por
plasmatica (Um) (Um?) citoplasma
(um)
JIM13
Control 3,64 £0,41a 4,37 £ 0,40a 15,14 + 0,63a 1432,44
Adaptada 2,67 £0,19b 2,43 £0,14b 12,06 £0,87b 2098,56
JIM15
Control 2,63 +£0,24a 2,41 £ 0,16a 6,06 £ 0,44a 621,82
Adaptada 1,37 +£0,07b 1,39 + 0,06b 3,33+ 1,46b 579,45

3.3. Cuantificacion de EXTs.

La presencia de EXTs en células control y adaptadas se determiné mediante la

inmunolocalizaciéon de cuatro epitopos (JIM11, JIM12, JIM19 y JIM20) en muestras

tomadas en fase de crecimiento exponencial. JIM12, JIM19 y JIM20 no dieron

resultados positivos. El epitopo JIM11 se localizé en tonoplasto y citoplasma (Figura

87), mostrando diferencias significativas entre ambas lineas celulares. En este sentido,

las células adaptadas mostraron un ndmero ligeramente superior de particulas de oro

en tonoplasto, resultando llamativos los valores tan elevados cuantificados en el

citoplasma con respecto al control (Tabla 14). Asi mismo, el nimero total de particulas

por citoplasma fue muy superior en las células adaptadas.
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Figura 87. Inmunolocalizacién de extensinas con el anticuerpo monoclonal JIM11. Las
imagenes corresponden a células control (a, b y c) y adaptadas (d, e y f) en fase de crecimiento

exponencial. Ci: citoplasma; Pc: pared celular; V: vacuola.
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Tabla 14. Analisis cuantitativo del marcaje con JIM11. Las muestras se tomaron en fase de
crecimiento exponencial. Letras diferentes en cada columna representan diferencias

significativas segun el Test de Tukey (p<0,05). n.c. representa “no cuantificado”.

NUmero de particulas de oro

Membrana — 1qn,019st0  Citoplasma Pared Total por
plasmatica (um) (um?) celular citoplasma
(um) (um?)
JIM11
Control n.c. 0,05+ 0,02b 1,08 £ 0,10b 0,10 £ 0,08a 110,82
Adaptada n.c. 1,81+0,05a 15,32+0,45a 0,03 £0,03a 2665,83

3.4. Efecto del tratamiento con B-D-glucosil Yariv.

El tratamiento con 100 uM de B-D-glucosil Yariv durante 24 horas de las lineas
celulares control y adaptada produjo variaciones en la viabilidad celular. En este
sentido, el porcentaje de células viables descendié entorno a un 10% en la linea
control mientras que en la adaptada a salinidad no se observaron variaciones en este

pardmetro tras el tratamiento con el reactivo (Tabla 15).

Tabla 15. Viabilidad celular tras el tratamiento con B-D-glucosil Yariv. Las muestras de
ambas lineas celulares en fase de crecimiento exponencial se trataron con 100 uM de B-D-

glucosil Yariv durante 24 horas.

Control+ B-D- Adaptada+ B-D-
Control ) ) Adaptada ) )
glucosil Yariv glucosil Yariv
% células
_ 96,12 87,22 78,92 79,74
viables
% células no
3,88 12,78 21,08 20,26

viables

181



Resultados

Con el fin de determinar la causa del descenso en la viabilidad celular, las
muestras se sometieron a diversos estudios mediante microscopia 6ptica, confocal y
electronica. Las observaciones con el microscopio Optico revelaron la presencia de
estructuras de color pardo-rojizo distribuidas no uniformemente en la zona proxima a
la pared de las células control tratadas con B-D-glucosil Yariv. Las células adaptadas
tratadas con el reactivo no experiementaron alteraciones en su morfologia (Figura 88).

Yoo
()

Figura 88. Alteraciones en la morfologia celular tras el tratamiento con B-D-glucosil

Yariv. Las imégenes (a) y (c) corresponden a células control sin tratar y tratadas con S-D-
glucosil Yariv respectivamente, (b) y (d) muestran células adaptadas sin tratar y tratadas con (-
D-glucosil Yariv. En la imagen (c) se indica la presencia de estructuras de color pardo-rojizo en

la zona préxima a la pared celular.

Para comprobar si estas alteraciones se estaban produciendo a nivel de la
membrana plasmaética, se tifieron las muestras con FM4-64 y se observaron con el
microscopio de laser confocal. Las Figuras 89 y 90 muestran de forma evidente como
en la zona donde se localizan dichas estructuras pardo-rojizas se produce una
invaginacion de la membrana plasmatica, dejando tras de si lo que parecen ser nexos
de union con la membrana plasmatica. Sin embargo, las células adaptadas tratadas
con Yariv no mostraron la presencia de estas estructuras (Figura 89h).
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Figura 89. Alteraciones en la morfologia celular tras el tratamiento con B-D-glucosil Yariv. Las imagenes (a), (e) y (i) corresponden a células control,
(b), (f) y (j) muestran células control tratadas con 8-D-glucosil Yariv, (c), (g) y (k) céluas adaptadas y (d), (h) y (I) céluas adaptadas tratadas con B-D-glucosil
Yariv. Las muestras se incubaron con FM4-64 (rojo-imagenes e, f, g y h). Las imagenes (a, b, ¢ y d) corresponden a las mismas células observadas con la
técnica de Normansky. En (i, j, k y I) se muestra la superposicion de las imagenes anteriores. En el caso de las células tratadas con 8-D-glucosil Yariv, éste

se incubo durante 24 horas. En (b), (f) y (j) las flechas indican la presencia de alteraciones a nivel de la membrana plasmatica.
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16 ym

(d)

Figura 90. Alteraciones en la membrana plasmatica de células control tratadas con B-D-
glucosil Yariv. Las imagenes muestran células control tratadas durante 24 horas con el
reactivo y posteriormente incubadas con FM4-64 (rojo-imagenes a, d y e). En (b) se muestran
las mismas células observadas con la técnica de Normansky. La imagen (c) corresponde a la
superposicion de (a y b). Las imagenes (d) y (e) corresponden a los detalles de las zonas

marcadas en la imagen (a).

La ultraestructura de las células adaptadas tratadas con el reactivo de Yariv no
revelé alteraciones aparentes a nivel de la membrana plasmatica y la pared celular
(Figura 91). Sin embargo, en las células control se evidenciaron los resultados
obtenidos mediante microscopia de laser confocal. En este sentido, la Figura 92
muestra imagenes de la ultraestrucutura de células control tratadas con B-D-glucosil
Yariv en las que se pueden apreciar las alteraciones producidas a nivel de la
membrana plasmatica. Para confirmar si en estas zonas se producia una acumulacion
de AGPs debida al efecto provocado por el reactivo 8-D-glucosil Yariv, se procedié a
realizar una inmunolocalizacion con los anticuerpos monoclonales JIM13 y LM2

(Figura 93). Los anticuerpos marcaron una gran cantidad de AGPs en las zonas
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alteradas, que se apreciaban como zonas desestructuradas de la membrana
plasmatica. Esta estructuras que marcan los AGPs se correspondian con las
estructuras membranosas observadas mediante microscopia electronica de

transmision y laser confocal.

Figura 91. Ultraestructura de las células adaptadas tras el tratamiento con B-D-glucosil

Yariv. Ci: citoplasma; N: nucleo; Pc: pared celular; V: vacuola.

185



Resultados

Figura 92. Ultraestructura de las células control tras el tratamiento con B-D-glucosil

Yariv. Ci: citoplasma; N: nucleo; Nu: nucléolo; Pc: pared celular; V: vacuola.
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Figura 93. Inmunolocalizacién de AGPs con los anticuerpos monoclonales JIM13 y LM2.
Las imagenes muestran células adaptadas. (a, b, ¢ y d) corresponden a JIM13, (e y f) a LM2.

Ci: citoplasma; Pc: pared celular; V: vacuola.
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V. DISCUSION.

1. Mecanismos celulares de adaptacion al estrés salino en cultivos celulares de
tabaco BY-2.

La adaptacion a elevadas concentraciones salinas en cultivos celulares se obtiene
por seleccion en medio salino mediante un incremento progresivo de la concentracion
de sal (Rai y col., 2011). En nuestro caso, hemos obtenido una linea celular de tabaco
BY-2 estable adaptada a crecer en 258 mM de NaCl aplicando la metodologia
desarrollada para otras especies y variedades (Binzel y col., 1987; Olmos y col., 1994;
Piqueras y col., 1994; Lamport y col., 2006). El proceso de adaptaciéon en cultivos
celulares es complejo, habiéndose propuesto que las modificaciones que tienen lugar
a nivel celular pueden tener naturaleza epigenética, no siendo debidas a mutaciones
genéticas estables (Rai y col.,, 2011). En el caso de las células de tabaco BY-2
seleccionadas a 258 mM de NaCl, las modificaciones morfolégicas y de crecimiento
fueron restablecidas al ser crecidas de nuevo en un medio libre de NaCl, recuperando
la morfologia celular y el crecimiento propios de las células control en tan solo 3
subcultivos. Este hecho indica que las modificaciones observadas pueden ser, al

menos parcialmente, revertidas.

Las células de tabaco BY-2 adaptadas a altas concentraciones salinas muestran
un conjunto de modificaciones ultrastructurales, fisiol6gicas, bioquimicas y moleculares
que les permiten crecer bajo estas condiciones de estrés. En vista de los resultados
obtenidos, a continuaciéon describiremos los principales mecanismos celulares

implicados en este proceso de adaptacion.

La adaptacién a altas concentraciones salinas induce cambios en el crecimiento

y la estructura celular de las células de tabaco BY-2.

Al observar al microscopio Optico las células adaptadas lo primero que resulta
evidente es la reduccion del tamafio celular en comparacién con las células control. La
reduccion del tamafio celular es comun a la mayoria de los estudios realizados en
cultivos celulares adaptados a altas concentraciones salinas. Binzel y col., (1985), en
cultivos celulares de tabaco adaptados a 428mM de NaCl también evidenciaron una
importante reduccién en el tamafio celular. Asi mismo, Olmos y Hellin (1996a)
observaron que callos de Pisum sativum adaptados a 85 mM de NaCl mostraban un

menor tamafo celular. La variacion del tamafio celular se vi6 acompafiada por un
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incremento de la relacion citoplasma/vacuola, resultando frecuente el incremento del
nimero de pequefias vacuolas. Estos resultados estarian de acuerdo con los
observados en cultivos celulares de tabaco, Citrus limon y Pisum sativum (Piqueras y
col., 1994; Olmos y Hellin 1996a). Lo comentado anteriormente explicaria el hecho de
que los cultivos celulares de tabaco BY-2 adaptados a salinidad presenten un mayor
peso seco por gramo de peso fresco y una menor cantidad relativa de agua. Estas
modificaciones parecen estar relacionadas con la adaptacion a la mayor osmoticidad
del medio de cultivo. Asi, las células adaptadas tienden a acumular una mayor
cantidad de osmolitos para compensar la alta presion osmotica del medio salino
(Binzel y col., 1987; Olmos y Hellin, 1996b).

Las células de tabaco BY-2 adaptadas muestran una importante ralentizacion del
crecimiento que se relaciond con un descenso en el indice mitético. A diferencia de las
células control, las células adaptadas mostraron una importante induccion de la muerte
celular. El proceso de crecimiento en las células control viene regulado por la
disponibilidad de nutrientes en el medio de cultivo, resultando el fosfato un factor
limitante para la division celular (Sano y col., 1999). Asi, el fosfato se agota durante la
fase de crecimiento exponencial, induciendo la progresiva entrada en una fase
guiescente en la que se detiene la division celular, que volver4 a reanudarse al
transferir las células a un nuevo medio de cultivo o al adicionar dicho compuesto (Sano
y col.,, 1999). Las células adaptadas muestran un comportamiento similar, sin
embargo, al final de la fase de crecimiento exponencial la muerte celular se
incrementa. Nuestra hipétesis es que en el momento en que las células adaptadas
paran de dividirse y entran en fase G, 0 bien son capaces de volver a reanudar el
proceso de division, por ejemplo al ser subcultivadas de nuevo en medio fresco, o bien
permanecen en un estado quiescente que finalmente da lugar a un proceso de muerte
celular (Figura 94). Diversos autores han propuesto que la exposicion a altas
concentraciones salinas induciria la muerte celular programa, siguiendo un mecanismo
similar al que se induce en los animales (Affenzeller y col., 2009; Zuppini y col., 2010;
Wang y col., 2010). Wang y col. (2010) sometieron cultivos celulares de la hal6fita
Thellungiella halophila a 300 mM de NaCl y analizaron las modificaciones
ultrastructurales. Estos autores encontraron importantes similitudes a las observadas
por nosotros en las células adaptadas de tabaco BY-2. En este sentido, observaron
una importante dilatacion de las mitocondrias, gran acumulacion de pequefias
vacuolas y vesiculas en el citoplasma, asi como condensacion de la cromatina
nuclear. El proceso de muerte celular en vegetales es complejo y en muchos casos

parece seguir un mecanismo parecido al descrito en células animales, sin embargo
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presenta importantes diferencias (Van Doorn y col., 2011). Van Doorn y col. (2011)
han clasificado la muerte celular en dos grandes grupos: muerte vacuolar y necrosis
celular. Los rasgos ultrastructurales de nuestras células de tabaco BY-2 adaptadas a
salinidad parecen indicar que la muerte celular observada se origina principalmente
por un mecanismo de necrosis, aunque células presentan rasgos no descritos por
estos autores como por ejemplo las alteraciones en el aparato de Golgi y las
dilataciones del reticulo endoplasmatico y envoltura nuclear. Nuestra hipétesis se basa
en que en las células de tabaco BY-2 adaptadas a salinidad se produce una muerte
celular de tipo necrético donde la mitocondria y el sistema de endomembranas,
principalmente Golgi y reticulo endoplasmatico, estarian regulando el proceso. En los
siguientes apartados describiremos en mas profundidad cuales pueden ser estos
mecanismos celulares y moleculares que controlan el proceso de adaptacion o muerte

celular en las células de tabaco BY-2.

Control Adaptada

Figura 94. Evolucion comparativa del ciclo celular y lainduccidon de muerte celular en las

células control y adaptadas de tabaco BY-2.
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La adaptacion a altas concentraciones salinas produce importantes

modificaciones en el proteomay transcriptoma de las células de tabaco BY-2.

Las herramientas de genomica funcional tales como la transcriptomica, ionémica,
metabolémica y protedmica han sido ampliamente utilizadas en estudios relacionados
con el estrés abiodtico, entre ellos el estrés salino (Shelden y Roessner 2013). Sin
embargo, los trabajos que combinan estas aproximaciones resultan poco abundantes.
En nuestro estudio hemos realizado una aproximacion transcriptomica y proteémica,
analizando ademas el ionoma de las células. Cabe destacar, que la comparacion entre
los resultados obtenidos debe ser realizada teniendo en cuenta ciertos factores que

alteran una perfecta correlacién entre los mismos (Deyholos, 2010).

En relacién al sistema utilizado para el estudio protedmico, 2D-DIGE, nos permitio
observar un 35% mas de spots que por el método descrito previamente para el
proteoma de las células de tabaco BY-2 (Duby y col., 2010). Este mayor niamero de
spots observados se debe principalmente a que la técnica 2D-DIGE resulta mas
sensible que la tincion con azul de Coomasie utilizada por los autores citados
anteriormente. Ademas, la reproducibilidad de las muestras fue muy alta, lo que se
traduce en una mayor precision en los resultados. En cuanto al chip de microarray de
la compafia Affymetrix utilizado en nuestro estudio, fue disefiado por Edwards y col.
(2010) para realizar un estudio completo de los diferentes érganos y tejidos de tabaco.
El genoma de tabaco es muy grande comparado con el de otras especies vegetales,
aproximadamente 5 Gb, lo que ha hecho dificil su secuenciacion. Ademas, el tabaco
es una especie alelotetraploide (2n= 4x12=48) y su genoma esta formado por la
hibridacion interespecifica de dos genomas, Nicotiana sylvestris (genoma maternal) y
Nicotiana tomentosiformis (genoma parental). El andlisis de la respuesta al estrés
salino mediante mostré la alteracion (cambio >2 veces) del 18,2% de los spots
identificados mediante 2D-DIGE. Igualmente, se obtuvo un resultado muy parecido con
la transcriptémica, mostrando un cambio significativo superior a 2 veces del 16.6% de
los genes presentes en el microarray. Estos resultados son similares a los publicados

en otras especies (Zhou y col., 2007; Molina y col., 2011; Cheny col., 2012).

Recientemente, Zhang y col. (2012) han publicado una revision acerca de los
estudios de protedmica realizados bajo condiciones de estrés salino. En dicho trabajo,
que abarca a 34 especies diferentes, se describen 2171 proteinas que responden a
salinidad y que representan a 561 proteinas Unicas. Asi mismo, Aghaei y Komatsu

(2013) han revisado la respuesta del proteoma a condiciones salinas en 13 plantas
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pertenecientes a diferentes cultivos y 5 plantas medicinales con importancia
economica. Ambas revisiones coinciden en los grupos mayoritarios de proteinas y
rutas metabdlicas afectadas, asi como en las proteinas clave alteradas. Nuestros
resultados con las células de tabaco BY-2 adaptadas a salinidad coinciden con los
trabajos citados anteriormente en el tipo de proteinas expresadas de forma diferencial,
resultando la proteina 2-hidroxiacil-Coa liasa (spot 904), posible dihidrodipicolinato
reductasa (spot 1680), y la proteina de ensamblaje del nucleosoma (spot 3133)

exclusivas de nuestro estudio.

Posiblemente, lo mas destacado de nuestro trabajo de protedmica fue la
importante alteraciébn en los niveles de chaperonas en las células adaptadas,
representando el grupo mas abundante (aproximadamente un 40%) del total de
proteinas. Las chaperonas forman un amplio grupo de proteinas pertenecientes a
cinco grandes familias (Wang y col., 2004), constituyendo un elemento clave en el
mantenimiento de la homeostasis celular tanto en condiciones normales como
adversas. Su funcidbn estd enmarcada en el mantenimiento de un correcto
plegamiento, ensamblaje, translocacion y reparacion de proteinas. En condiciones de
estrés también participan en la estabilizacibn de proteinas y membranas y en el
replegado de aquellas proteinas que han resultado dafiadas (Wang y col., 2004). En la
Figura 95 se muestra un esquema general de la posible funcién de estas proteinas en
las células de tabaco BY-2 adaptadas a salinidad. La familia de proteinas mas
abundante en el proteoma de estas células fue la HSP90, cuyo substrato son las
proteinas implicadas en la traduccion de sefiales, tales como el receptor de hormonas
esteroides y las proteinas implicadas en la sefalizacion por quinasas. El papel
principal de las HSP90 es el plegamiento de proteinas pero también participan en el
control del ciclo celular y degradacion y tréfico de proteinas (Wang y col., 2004). Los
resultados del microarray corroboran los obtenidos mediante protedmica, mostrando
igualmente que el grupo de las chaperonas se encuentra entre los més alterados en
las células BY-2 adaptadas. Por tanto, la adaptacion de las células de tabaco BY-2 a
elevadas concentraciones salinas implica claramente un proceso de dafio en las
proteinas, que deben ser reparadas y/o eliminadas por las células para evitar la

muerte celular.
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Figura 95. Modelo de actuacion de diferentes chaperonas en las células BY-2 adaptadas
a salinidad.

El andlisis conjunto del microarray y de protedmica demuestra que los grupos de
genes y proteinas mas afectados por el estrés salino son los clasificados de forma
amplia como respuesta al estrés. La bibliografia refleja que en los diferentes trabajos
realizados con microarrays y protedmica una de las principales familias inducidas
corresponde a la de defensa y eliminaciéon de ROS (Zhang y col., 2012). En nuestro
estudio, hemos podido confirmar la acumulacion de ROS tanto en el citoplasma como
en las mitocondrias de las células adaptadas. Asi mismo, nuestros resultados de
proteémica muestran la disminucion de una dehidroascorbato reductasa (DHAR),
enzima implicada en el ciclo ascorbato-glutation y presente en diferentes
compartimentos celulares como el citosol, la mitocondria y los plastidios (Fernandez-
Garcia y col., 2009). Sin embargo, en el microarray se observa la induccién de una
DHAR. Esta enzima resullta muy importante, ya que permite regenerar el ascorbato y
mantener la homeostasis redox celular. Jiang y col. (2007) observaron mediante un
andlisis comparativo del proteoma de raices de Arabidopsis salinizadas una

disminucién en los niveles de la enzima monodehidroascorbato reductasa en las
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raices tratadas con sal. Esta enzima también forma parte del ciclo ascorbato-glutatién
y participa junto a la DHAR en el mantenimiento del pool de ascorbato. Estos
resultados sugieren que aunque la planta requierre ascorbato reducido para la
eliminacion de radicales libres, el equilibrio de los sistemas redox es el principal
regulador de la respuesta al estrés salino (Hernandez y col., 2010).

Otra proteina detectada en nuestro analisis fue la chaperona de cobre, presente en
dos spots diferentes (spots 2179 y 3127). Se considera que esta proteina es un
activador de las enzimas Cu, Zn-SODs que actuaria facilitandoles la disponibilidad del
cofactor. Huang y col. (2012) han demostrado que las chaperonas de cobre son
necesarias para la correcta activacion de las SODs. El spot 2179 de nuestro estudio
de prote6mica, que como hemos dicho anteriormente corresponde a una chaperona
de cobre, se encuentra inducido 5,2 veces, mientras que el otro spot que corresponde
a la otra chaperona de cobre, el 3127, estd inhibido 4,2 veces. Sin embargo, la
abundancia de la proteina es mucho mayor en el spot 2179, lo que parece indicar que
la proteina estaria inducida en las células adaptadas. El grupo mas abundante que
mostrdé en casi la mayoria de genes una induccién fueron las proteinas glutation-S-
transferasas (GSTs). Jiang y Deyholos (2006) observaron de forma parecida que al
menos 19 genes de GSTs se encontraban incrementados en raices de Arabidopsis
tratadas con NaCl. La familia de las GSTs es muy amplia, habiendo sido implicadas
estas proteinas en procesos como la detoxificacion de herbicidas y la reduccion de
hidroperdxidos orgénicos formados por el estrés oxidativo. Asi mismo, también estan
implicadas en las rutas de sefializacion celular y la regulaciéon de la muerte celular
inducida por radiacion UV (Dixon y col., 2002). Por tanto, es posible que en las células
BY-2 adaptadas a salinidad se produzca una induccion de la sintesis de GSTs como
respuesta al estrés oxidativo inducido por la alta acumulacion de peréxido de
hidrégeno, asi como para la detoxificacion de hidroperéxidos, tal y como relfleja la

acumulacion de MDA en las células adaptadas.

Los factores de transcripcién son claves para la regulacién de la expresion génica y
la respuesta al estrés, calculandose que aproximadamente el 7% del genoma codifica
para dichos factores de transcripcioén (Udvardi y col., 2007). Rushton y col. (2008) han
descrito en el genoma de tabaco la presencia de al menos 2513 factores de
transcripcion, de los cuales 772 estan representados en el microarray de tabaco. De
entre todos ellos, hemos destacado la familia de factores de transcripcion WRKY que
se encuentra entre las mas abundantes en plantas y esta implicada en la respuesta al

acido abscisico (Rushton y col., 2012). En este sentido, en los Ultimos afios se ha

195



Discusion

demostrado que entre las dianas de los WRKY se encuentran genes implicados en la
respuesta al ABA tales como ABF2, ABF4, ABI4, ABI5, MYB2, DREB1la, DREB2a,
RAB18, RD29A y COR47 (Rushton y col., 2012). En las células de tabaco BY-2
adaptadas a salinidad hemos observado que la familia WRKY se encuentra altamente
regulada, mostrando induccion de los factores de transcripcion WRKY6, WRKY?7,
WRKY11, WRKY17, WRKY22, WRKY23, WRKY32, WRKY33, WRKY40, WRKY70y la
inhibicion de WRKY3, WRKY4, WRKY20 y WRKY71. Estos factores de transcripcion
estarian mediando en la respuesta de adaptacion a salinidad de las células de tabaco
BY-2, posiblemente siguiendo el mecanismo descrito mas abajo (Figura 98).

En los Ultimos afios, el papel de las proteinas reguladoras del transporte ndcleo-
citoplasma en los mecanismos de sefalizacién celular, estdn cobrando gran
importancia. Asi, se ha comprobado que las proteinas del tipo Ran GTPasa estan
implicadas en el movimiento del ARN a través de la envoltura nuclear y parecen
participar en el ensamblaje de la membrana nuclear y la formacién del huso mitético
(Merkle, 2011). Nuestros resultados de protedmica muestran la acumulacién de una
proteina Ran nuclear con motivo de unién a GTP. Como hemos visto anteriormente,
los resultados de ultrastructura nos muestran que uno de los efectos provocados por la
salindad en ciertas células adaptadas (aquellas que se encuentran en fase Il y fase lll)
es la alteracion de la membrana nuclear, mostrando dilataciones del lumen de la
envoltura nuclear. Ademas, los datos del microarray muestran la inducciéon de un factor
nuclear de transporte (NTF2), proteina que esta implicada en el transporte de la
proteina Ran al ndcleo (Merkle, 2011). Recientemente, Zang y col. (2010) han
observado que una proteina de la familia Ran, OSRAN2, al ser sobreexpresada en
Arabidopsis indujo hipersensibilidad a la salinidad, ABA y estrés osmotico. Estos
autores observaron que las plantas transgénicas mostraban una mayor induccion del
gen AtNCED3 que las plantas silvestres al ser tratadas con NaCl, resultando la enzima
OsRANZ2 clave en la sintesis de ABA (ver mas adelante). Zang y col. sugieren que bajo
condiciones de estrés abidtico, el papel de la proteina OsRAN2 seria facilitar la
sefalizaciéon regulando la transferencia de proteinas especificas 0 ARN del citoplasma

al nucleo y/o del nicleo al citoplasma a través de la envoltura nuclear.
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La adaptacién a altas concentraciones salinas induce la compartimentacion de

Na'y el trafico de vesiculas en células de tabaco BY-2.

Los mecanismos de compartimentacion de Na' en la vacuola parecen ser
determinantes en los procesos de adaptacion a elevadas concentraciones salinas en
plantas y células de tipo glicéfitas, al evitar la toxicidad i6nica del Na* en el citoplasma
(Munns y Tester, 2008). Sin embargo, no resulta facil conocer la distribucion subcelular
de los diferentes cationes y aniones en células vivas. Las primeras aproximaciones
realistas de la distribucion subcelular de los elementos quimicos se obtuvo mediante
las técnicas de microanalisis de rayos X acopladas a microscopios electrénicos de
barrido y transmision en conjuncién con técnicas de criofijacién (ver revision de
McCully y col.,, 2010). Asi, entre los primeros autores, Stelzer y col. (1988)
demostraron que en raices de Hordeum vulgare sometidas a estrés salino el Na* se
acumulaba en las vacuolas. Por otro lado, los primeros estudios con cultivos celulares
de tabaco cv. Wisconsin adaptados a elevadas concentraciones salinas (428 mM de
NaCl), mostraron mediante microscopia de barrido y microanalisis de rayos X que la
vacuola principal de la célula adaptada acumulaba Na*, con un ratio 8 veces superior

en la vacuola que en el citoplasma (Binzel y col., 1988).

Mediante andlisis ibnico hemos observado que las células adaptadas de tabaco
BY-2 acumulan Na*. En cuanto a la localizacion subcelular de este catién, en nuestro
estudio hemos preferido utilizar técnicas in vivo dado que en los ultimos afios se han
desarrollado fluor6foros que se unen al Na® de forma especifica, pudiendo ser
observados mediante microscopia de laser confocal (Kanai y col., 2007; Park y col.,
2009; Oh y col., 2009; Hamaji y col., 2009; Gonzélez y col., 2012). En este sentido,
para conocer la distribucién subcelular de Na® hemos utilizado dos fluoréforos
diferentes, CoroNa Green y Asante Natrium Green, que se unen de forma especifica al
cation emitiendo fluorescencia de forma casi proporcional en funciébn de su
concentracion (Park y col., 2009). Ambos fluoréforos han dado resultados similares,
demostrando que las células adaptadas de tabaco presentanban concentraciones de
Na" inferiores en el citoplasma con respecto a la vacuola en cada una de las fases de
crecimiento, con un ratio medio de 6 veces superior en la vacuola que en el
citoplasma. Hamaji y col. (2009), utilizando el fluor6foro SBFI, observaron en cultivos
celulares de Arabidopsis expuestos a 75 mM de NaCl que las células acumulaban el
Na" principalmente en la vacuola. Por tanto, nuestros resultados parecen confirmar la
importancia de la compartimentacion de Na® en la vacuola como mecanismo de

tolerancia a salinidad.
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Los mecanismos fisiolégicos, bioquimicos y moleculares implicados en la tolerancia
a salinidad que controlan la captacién y compartimentacion de Na® han sido
ampliamente estudiados en la bibliografia (Bassil y col., 2012; Barragan y col., 2012).
Los antiporteadores Na*/H" vacuolares (NHX1 y NHX2) han sido considerados como
los principales responsables de la inclusion de Na* en la vacuola de plantas y células
salinizadas (Apse y col.,, 1999; Zhang y Blumwald., 2001). Sin embargo, nuestros
resultados del microarray, muestran que la expresion en las células adaptadas de los
dos posibles homélogos de los genes NHX1 y NHX2, no se encuentra alterada.
Ademas, hemos observado que los posibles homologos de los genes SOS,
encargados de la exclusion celular del Na* al apoplasto estan significativamente

reprimidos en las células adaptadas.

Recientemente, Leidi y col. (2010) y Barragan y col. (2012) han mostrado que los
transportadores vacuolares NHX1 y NHX2 de Arabidopsis thaliana actuarian
principalmente en la homeostasis del K™ entre la vacuola y el citoplasma, teniendo
poca influencia en el transporte de Na* a la vacuola en condiciones de estrés salino.
Asi, Leidi y col. (2010), utilizando técnicas de criofijacion y microanalisis de rayos X,
han demostrado que plantas de tomate que sobreexpresaban el gen AtNHX1 de
Arabidopsis mostraban un incremento de la proteina en la fraccion microsomal. Dichas
plantas al ser sometidas a estrés salino mostraron una mayor acumulaciéon de K* en la
vacuola, pero no se observaron alteraciones en la concentracion de Na" vacuolar.
Estos resultados han permitido que se postulen otros tipos de transportadores

vacuolares como posibles candidatos al transporte de Na* (Bassil y col., 2012).

Asi mismo, en los Ultimos afios se ha observado que el proceso de endocitosis y
tréfico de vesiculas entre la membrana plasmatica y la vacuola podrian desempefiar
un papel importante en la tolerancia a salinidad (Mazel y col., 2004; Leshem vy col.,
2006; Hamiji y col., 2009; Bassil y col., 2012). Nuestros resultados de localizacion de
Na" y vesiculas endociticas mediante el uso del fluoréforo FM4-64, demuestran una
evidente colocalizacion de ambos en las células adaptadas a salinidad. El origen de
las vesiculas marcadas con FM4-64 en pulsos cortos es considerado como endocitico,
tal y como ha sido demostrado anteriormente en cultivos celulares de BY-2 (Uemura y
col., 2004; van Gisbergen y col., 2008). Mazel y col. (2004) han observado que en
plantas que sobreexpresaban el gen AtRab7 de Arabidopsis, implicado en el tréfico de
vesiculas, se incrementaba la tolerancia a salinidad. El transcriptoma de las células de
tabaco BY-2 adaptadas a salinidad muestra la induccion de dos homadlogos de genes

implicados en el tréfico de vesiculas, VAMP7c y VSP46 (vacuolar sorting protein 46).
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VAMP7c pertenece a la familia de proteinas v-SNARE (vesicle-synaptobrevin-like) que
estan implicadas en el proceso de fusién de la vesicula con el tonoplasto (Uemura y
col., 2004). Leshem y col. (2006) obtuvieron plantas transgénicas en las que habian
suprimido la expresion del gen AtVAMP711 observando que resultaban mas tolerantes
al estrés salino, mostrando una importante acumulacion de vesiculas y ROS en el
citoplasma. En cuanto a la funcién de la proteina VSP46, Ibl y col. (2011) han
demostrado que esta asociada al complejo mayor ESCRT-IIl, implicado en la
formacion de los cuerpos multivesiculares. Por otro lado, hemos observado que las
células adaptadas inducen una fosfolipasa Da1 que, entre otras funciones celulares,
participa en la ruta endocitica facilitando la formacién de las vesiculas endosomales
(Donaldson y col., 2009).

Estos resultados estarian apoyados por las modificaciones ultrastructurales
observadas en las células de tabaco BY-2 adaptadas, que muestran un incremento
significativo del numero de vesiculas y cuerpos multivesiculares en el citoplasma. Por
tanto, nuestra hipotesis es que las células de tabaco BY-2 adaptadas a elevadas
concentraciones salinas tienen inducidos los sistemas endocitico y de trafico de
vesiculas, pudiendo transportar el Na* exterior directamente a las vacuolas y evitando,

de esta forma, el paso del Na* por el citoplasma.

El metabolismo de la prolinay el ABA estan implicados en la adaptaciéon a altas

concentraciones salinas en células de tabaco BY-2.

El acido abscisico (ABA) es una hormona vegetal que juega un papel crucial en la
sefializacién y adaptacion a diferentes estreses abitticos, principalmente hidrico y
salino (Cutler y col., 2012). La acumulacién de ABA en respuesta al estrés salino ha
sido ampliamente descrita en la bibliografia (Nagy y Galiba, 1995; Gémez-Cadenas y
col., 1998; Jia y col., 2002; Zérb y col., 2013). En este sentido, plantas sometidas a
condiciones de estrés salino e hidrico pueden llegar a acumular hasta 40 veces mas
ABA que los controles (Zeevaart y Creelman, 1988). Igualmente, se ha observado que
mutantes que presentaban alterada su biosintesis o percepcién resultaban mas
sensibles al estrés abibtico, mientras que plantas transgénicas con mayores niveles de
ABA eran més tolerantes que los cultivares de origen (luchi y col., 2001; Qin y
Zeevaart, 2002).

A nivel metabdlico, la concentracion de ABA celular viene determinada por la tasa

de biosintesis y catabolismo de la hormona (Nambara y Marion-Poll, 2005). Nuestros
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resultados muestran claramente una importante acumulacién de ABA en las células
adaptadas, aproximadamente 8 veces superior respecto al control. Barrero y col.
(2006) han propuesto que en Arabidopsis el gen NCED3 (9-cis-epoxicarotenoide
dioxigenasa 3) y en menor medida los genes AAO3 (abscisico aldehido oxidasa 3) y
ABAl (zeaxantina epoxidasa) estarian controlando la acumulacion de ABA en
condiciones de estrés salino. Estos autores han observado que el gen NCED3 se
encuentra altamente inducido por el estrés salino, tanto en el ecotipo silvestre como en
mutantes deficientes en ABA. Esto indica que dicho gen estaria controlado tanto por
una via dependiente como por otra independiente de ABA. En Nicotiana
plumbaginifolia se han identificado dos mutantes deficientes en ABA, Npaba2
homodlogo de ABAL en Arabidopsis y Npabal homélogo de ABA3 (MoCo sulfurasa).
Nuestros resultados de expresion en el microarray muestran una induccion del posible
gen homdlogo de NCED3 en tabaco, lo que estaria de acuerdo con la hipétesis de que
en las células adaptadas a salinidad este gen controlaria la acumulacion de ABA
observada. Sin embargo, el gen homoélogo de ABAl en tabaco se encontraba
significativamente reprimido en las células adaptadas. Esto podria indicar que el paso
inicial de sintesis mediado por ABAL no resulta crucial en la regulacion de los niveles
de ABA en las células adaptadas de tabaco. Los resultados estarian en consonancia
con los estudios realizados en plantas transgénicas de Nicotiana plumbaginifolia que
sobreexpresaban ABA1l y que no mostraron mayores niveles de ABA ni mayor
tolerancia al estrés hidrico (Borel y col., 2001). En la Figura 96 se muestran las
posibles rutas metabdlicas de biosintesis y catabolismo del ABA en las células
adaptadas de tabaco BY-2. La acumulacion de ABA a nivel celular en condiciones de
estrés abidtico induce una cascada de sefales que da lugar a la induccion de una
serie de factores de transcripcién que regulan la respuesta al estrés salino (Cutler y
col., 2012).

La prolina es posiblemente el aminoacido que experimenta mayores incrementos
bajo condiciones de estrés salino, resultando este hecho muy notable en el caso de los
cultivos celulares adaptados a salinidad. En este sentido, Binzel y col. (1987)
observaron que cultivos celulares de Nicotiana tabacum cv. Wisconsin 38 mostraron
una acumulacion 400 veces superior de prolina en las células adaptadas a salinidad.
Igualmente, Olmos y Hellin (1996a) evidenciaron la acumulacion aproximadamente 5
veces superior de prolina en callos de Pisum sativum cv Challis adaptados a 85 mM de
NaCl respecto al control. En nuestras células adaptadas de tabaco BY-2 hemos

obtenido resultados similares a los aportados por Binzel y col. (1987).
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Figura 96. Metabolismo del ABA en células BY-2 adaptadas a salinidad.

El metabolismo de la prolina esta regulado por su biosintesis y catabolismo. Se ha
propuesto que en condiciones de estrés la acumulacion de prolina estaria controlada
por la induccién de su sintesis y la represiéon de su catabolismo (Szabados y col.,
2011). Nuestros resultados muestran claramente una induccion de los genes de
sintesis de prolina, P5CS y P5CR. Asi mismo, los resultados de proteGmica
demuestran una alta acumulacién de una P5CS, que se correspondié con una alta
expresion de los genes P5CS2 y P5CS1. En cuanto a las enzimas del catabolismo,
hemos observado una significativa induccion de una posible ProDH (superior a 2
veces) y la induccién de una posible P5CDH (inferior a 2 veces). Estos resultados
muestran que la tasa de biosintesis parece ser mayor que la tasa de catabolismo, lo
que daria lugar a una acumulacion neta de prolina en las células adaptadas a
salinidad. Nuestra hip6tesis es que en las células BY-2 adaptadas se podria estar
activando el ciclo de la prolina (Figura 97). Asi, la ProDH produciria P5C que seria
principalmente transportado al citoplasma donde se utilizaria para generar de nuevo
prolina (Miller y col., 2009). Esta mayor actividad de la ProDH y una baja induccion de
la P5SCDH podrian proporcionar un exceso de electrones en la cadena de transporte
electrénico mitocondrial generando, en Ultima instancia, ROS en la mitocondria. Esto

podria explicar la mayor acumulacion de ROS observada en las mitocondrias de las
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células adaptadas. Servet y col. (2012) han propuesto que la oxidacion de la prolina
por la ProDH resultaria esencial en los procesos celulares en los que la produccion de
ROS regula la respuesta adaptativa, como en el caso de la adaptacion al estrés salino.
La acumulacién de ROS, si se produce en exceso, puede inducir tanto un estrés
oxidativo como dar lugar a una sefializacion celular. Si finalmente tiene lugar una
elevada acumulacion de ROS como consecuencia de la activacion del ciclo de la
prolina, se podria inducir una sefializacion de muerte celular, tal y como se ha
observado en animales y en ciertos tipos de células cancerigenas (Liu y col., 2006).
Esta hipotesis podria explicar la induccion de muerte celular observada en las células
adaptadas. Por tanto, bajo condiciones de estrés, la célula debe controlar la sintesis
de prolina y regular el ciclo de la prolina para evitar una excesiva acumulacién de ROS

en la mitocondria que pudiera derivar en muerte celular.
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Figura 97. Metabolismo y ciclo de la prolina en células BY-2 adaptadas a salinidad.

Strizhov y col. (1997) demostraron que el ABA es el principal regulador de la
acumulacién de prolina en condiciones de estrés salino al inducir de forma directa la

acumulacién del gen clave en la sintesis de prolina, P5CS. Asi, el mutante de
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Arabidopsis deficiente en ABA, Atabal, no mostraba induccion de la P5CS al ser

tratado con sal.

Por otro lado, hemos observado que en las células adaptadas de tabaco BY-2 se
produce la induccién de una fosfolipasa Dal (PLDal) que no estaba presente en las
células control. Se ha propuesto, que la actividad de la PLDal produce la acumulacion
de acido fosfatidico (PA), el cual se uniria a una PP2C (ABI1, HBA1 y AHG3 son
PP2Cs) que actua como un regulador negativo de la sefalizacion de ABA en el cierre
estomético y de otros procesos como el desarrollo embrionario (Zhang y col., 2004,
Nambara y Marion-Poll, 2005). La PP2C también esta controlada por la union del
receptor de ABA, PYR/PYL, y el ABA que se unirian a la PP2C, inhibiendo su accion
sobre la kinasa SnRK2 (Figura 98). Asi, Thiery y col. (2004) han propuesto que las
PLDs podrian ser reguladores negativos de la biosintesis de prolina en Arabidopsis en
condiciones salinas. Sin embargo, Ghars y col. (2012) han observado la respuesta
contraria de las PLDs en la especie haldéfita Thellungiella salsuginea. Segun estos
autores, la PLDal jugaria un papel clave como regulador positivo de la sintesis de
prolina bajo condiciones de alta salinidad. Este resultado estaria apoyado por las
observaciones de Pokotylo y col. (2012) gue han mostrado en Nicotiana tabacum que

las PLDs son activadas bajo condiciones de estrés salino.

En Arabidopsis thaliana, mutantes nulos de la PLDal eran mas sensibles al estrés
salino que el ecotipo silvestre (Bargmann y col., 2009). Por tanto, nuestros resultados
sugieren que la PLDal inducida en las células adaptadas de tabaco podria estar
implicada como un regulador positivo de la sintesis de prolina, que estaria mediado
por ABA.

En los ultimos afios, se ha visto que el ABA también esta implicado en los procesos
de remodelacion de la cromatina bajo condiciones de estrés salino (Sokol y col., 2007).
Por tanto, la remodelizacion del nucleosoma parece ser clave en los procesos
adaptativos en respuesta al estrés. Las proteinas de ensamblaje del nucleosoma
(NAPs) son chaperonas de histonas altamente conservadas. Nuestros resultados de
transcriptomica y protedmica muestran la alta acumulacién una proteina NAP en las
células de tabaco adaptadas a sal. Liu y col. (2009) han demostrado que la proteina
NAP1 reprime la respuesta a ABA, sugiriendo que NAP1 puede jugar un papel de
regulador negativo de la sefial de ABA en condiciones salinas. Esta hipétesis se ve
apoyada por el hecho de que el triple mutante de perdida de funcion de los tres genes

NAP1 presentes en Arabidopsis muestra una cierta hipersensibilidad al ABA. Ademas,
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la respuesta del mutante AtNAP1;3T, que tiene una forma truncada de la proteina
NAP1 faltando 34 amino&cidos de la zona reguladora de la parte C terminal, es
sensible a salinidad.
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Figura 98. Implicacién de la PLDa1 como regulador positivo en la sintesis de prolina en
células BY-2 adaptadas a salinidad (Cutler y col., 2012).

La produccién de ROS en la mitocondria puede actuar como modulador de la

adaptacion a elevadas concentraciones salinas en células de tabaco BY-2.

Las ROS son generadas frecuentemente cuando las plantas son sometidas a
estrés ambiental. Las ROS pueden actuar como una sefial celular activando
respuestas relacionadas con el estrés y/o causando dafio oxidativo en las células
(Foyer & Noctor, 2005; Hernandez y col., 2010). En nuestro modelo celular, las células
adaptadas de tabaco mostraron una importante acumulacion de H,O, y de MDA,
indicativo de que en estas células se esta produciendo un estrés oxidativo. El estudio
in vivo realizado en las células adaptadas demuestra que la mitocondria es un sitio
importante de produccién de ROS. Asi mismo, los resultados obtenidos in vivo

mediante marcaje de mitocondrias junto a los de microscopia electrénica muestran
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gue la mitocondrias de las células adaptadas estan afectadas en su tamafio y forma.
Como hemos visto anteriormente, la ultrastructura de ciertas mitocondrias de las
células de tabaco adaptadas a salinidad se encuentran dilatadas y el sistema de
membranas internas esta alterado. Estas alteraciones pueden estar modificando y
alterando la funcidon de las enzimas que forman parte de la cadena de transporte
electronico mitocondrial (CTEM). La CTEM implica a un numero importante de
complejos proteinicos que operan para producir ATP utilizando el gradiente
electroquimico a través de la membrana mitocondrial interna. Asi, se ha propuesto que
el estrés salino puede estar alterando la tasa con la que la CTEM acepta o produce
electrones (Jacoby y col., 2011). Nuestros resultados del microarray demuestran que
la CTEM se encuentra afectada en las células adaptadas de tabaco. La formacion de
dafios en el complejo proteinico de la CTEM implica un alto nivel de reduccién en
ciertos sitios de la misma, lo que puede generar la acumulacion de ROS en la
mitocondria. La oxidasa alternativa (AOX) ha sido considerada con un gen modelo en
la respuesta al estrés en la mitocondria y en los estudios de la sefializacién retrégrada
mitocondrial (Ho y col. 2008; Suzuki y col. 2012). La funcién de la AOX en la respuesta
al estrés radicaria en alterar el estatus energético de la célula. Van Aken y col. (2009)
observaron que las proteinas de las AOXs son inducidas por varios y diferentes
estreses. Se ha propuesto que la AOX podria prevenir la excesiva reduccién del pool
de ubiquinona, evitando la formacion de ROS (Moller, 2001). Sin embargo, la actividad
AOX esta correlacionada con una alta expresion de sus genes. Marti y col. (2011) han
observado que en largos periodos de salinizacion reducen la expresion génica de la
AOX, en cambio la proteina si se acumulé y mostré una buena correlacion con el
incremento de la capacidad de la ruta de la oxidasa alternativa, mientras que el
andlisis in vivo de la actividad de la ruta alternativa mostré que fue mantenida. Este
estudio revela la importancia de las modificaciones postranscripcionales vy
postranslacionales en la regulaciéon proteinica bajo condiciones de estrés salino.
Nuestros resultados de expresién génica de la AOX muestran que en las células
adaptadas sus genes estan inducidos, al igual que dos posibles miembros de la familia
de proteinas desacopladoras de la cadena de transporte electrénico mitocondrial, las
cuales se ha visto que pueden ser inducidas a través de diferentes mecanismos de
estrés, entre ellos su activacion por ROS (Trono y col., 2004). Estas proteinas actian
disipando directamente el potencial de membrana y se ha propuesto que cooperarian
con la AOX en la regulacion del estatus energético celular durante el estrés salino
(Borecky y col., 2006).
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Los niveles de ROS también son controlados en la mitocondria por los sistemas
antioxidantes (Hernandez y col., 2010). En la mitocondria se encuentran todas las
enzimas que forman parte del ciclo ascorbato-glutation (Jiménez y col., 1997).
Nuestros resultados de transcriptomica muestran la induccién y en algunos casos la
represion de un importante numero de enzimas antioxidantes como ascorbato
peroxidasas, glutation reductasas, superoxido dismutasas o glutation peroxidasas. Asi,
hemos observado la induccion de una ascorbato peroxidasa y una posible Mn-SOD,
isoenzimas que podrian estar localizadas en la mitocondria, aunque no lo podemos
confirmar. Otro componente importante de los sistemas antioxidantes son los
compuestos antioxidantes ascorbato y glutation, que han sido localizados en la
mitocondria (Jiménez y col., 1997; Zechmann y col., 2008; Fernandez-Garcia y col.,
2009; Zechmann y col., 2011). Estos compuestos, ascorbato y glutation, son los
principales antioxidantes a nivel celular que controlan el estado redox celular (Foyer y
Noctor, 2012). Aunque la sintesis de glutation tiene lugar en el citoplasma, este es
transportado a los diferentes organulos celulares. Sorprendentemente, el organulo con
mayor concentraciébn de glutation es la mitocondria (Zechmann y col., 2008;
Fernandez-Garcia y col., 2009). Esto hace suponer que el glutatibn desempefie un
papel importante en la mitocondria. El glutation puede actuar directamente como
compuesto reductor y participar en la eliminacién de ROS, reduciendo grupos cisteina
de las proteinas o bien formando parte del ciclo ascorbato-glutation. Por tanto, la
importante reduccion de la concentracion de glutation observada en las mitocondrias
de las células adaptadas podria estar afectando al estado redox de la misma,
alterando la eliminacién de ROS. Asi, se ha propuesto que la red de sefalizacion
ROS/estado redox de la mitocondria jugaria un papel importante en la adaptacion al
estrés abidtico (Noctor y col., 2007; Suziki y col., 2012). Por tanto, la acumulacion de
ROS en las mitocondrias de las células adaptadas podria actuar como una
sefializacién retrégrada al nacleo, afectando a la expresion génica de diferentes genes
implicados en el mantenimiento de la homeostasis celular, como serian las
alteraciones observadas en los sistemas antioxidantes, chaperonas, transportadores,
factores de transcripcion, etc. Ademas, la produccion de ROS puede actuar también
como sefalizacién para otros compartimentos celulares, como por ejemplo el reticulo
endoplasmético, afectando tanto a la glicosilacién y plegamiento de proteinas como a

la liberacion de Ca’" al citoplasma (Liu y col., 2011).
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El sistema de endomembranas, reticulo endoplasmatico y aparato de Golgi son

modificados en el proceso de adaptacion a salinidad en células de tabaco BY-2.

En los dltimos afios, se ha considerado que el reticulo endoplasmatico estaria
implicado en la respuesta al estrés salino via sefializaciéon ROS (Liu y col., 2011). Sin
embargo, este mecanismo ha sido poco estudiado. Por ello, hemos intentado conocer
cual es la participacion del reticulo endoplasmatico en la adaptacion al estrés salino en
las células de tabaco BY-2.

Como hemos visto anteriormente, la morfologia del reticulo endoplasmatico esta
muy alterada en las células adaptadas a salinidad. La proteina GFP dirigida al reticulo
endoplasmatico mostré que la estructura tridimensional del mismo se encontraba
alterada, observandose dilataciones del reticulo que parecian acumular dicha proteina.
Nakano y col. (2009) han descrito dos mutantes de Arabidopsis, ermol y ermo2, que
muestran una morfologia del reticulo endoplasmatico similar a la observada en las
células de tabaco adaptadas a salinidad. Estos mutantes estaban afectados en la
proteina GNOM-LIKEL1 (ermol) y en la proteina SEC24a (ermo2). En cuanto a la
proteina GNOM-LIKE1 no hemos encontrado ningin homdlogo en tabaco al analizar el
genoma secuenciado hasta ahora en la base de datos de Sol Genomics. Sin embargo,
para el gen SEC24a hemos encontrado un posible homdélogo, presente en el
microarray, cuya expresion estaba reprimida en las células adaptadas de tabaco. Todo
esto nos sugiere la pregunta de si las alteraciones morfolégicas observadas en el
reticulo endoplasmatico podrian ser reflejo también de una alteracion de su funcion.
Nakano y col. (2009) propusieron que las dilataciones del reticulo observadas en
ermol y ermo2 podrian acumular proteinas alteradas en el lumen. En el reticulo
endoplasmatico tiene lugar el transito de muchas proteinas, principalmente aquellas
que van a ser glicosiladas y van a entrar en la via secretora de la célula. Se ha
propuesto que las alteraciones en la N-glicosilacién de las proteinas pueden inducir su
degradacibn y mal plegamiento, acumulandose en el Ilumen del reticulo
endoplasmatico (Banerjee y col., 2007). Asi, nuestra hipétesis es que estas estructuras
dilatadas del reticulo endoplasmastico funcionarian como lugar de acumulacion celular
de proteinas que van a ser degradas. Por ello, es posible observar tanto células
adaptadas con un sistema de endomembranas muy parecido al normal, posiblemente
aquellas que estan todavia dividiéndose y creciendo de forma activa, como células en
las que se ha inhibido el crecimiento y entran en un estado quiescente acumulando

dafios en las proteinas que se van almacenando en el reticulo endoplasmatico.
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En los vegetales eucariotas, las alteraciones postranscripcionales son realizadas
por un complejo oligomérico (OST). Una parte de este complejo se ha visto que es
capaz de suprimir la muerte celular en una linea mutante de hamster (tsBN7), por lo
que ha sido llamado “defender against death 1” (DAD1) (Nakashima y col., 1993). En
los vegetales, el ortlogo del gen DAD ha sido encontrado en numerosas especies,
entre ellas el tabaco. Nuestra linea celular de tabaco adaptada a salinidad mostr6é una
alta induccion del posible homélogo a DAD2 de Arabidopsis. Curiosamente, las células
adaptadas de tabaco mostraron un numero significativo de células que entraban en
muerte celular. Para saber si las células entraban en muerte celular programada
realizamos un experimento mediante marcaje del posible ADN degradado utilizando la
técnica de TUNEL. Sin embargo, no observamos diferencias significativas entre las
células control y adaptadas. Posiblemente, la expresion del gen DAD podria estar
reduciendo la muerte celular en las células adaptadas, tal y como se ha observado en
cultivos celulares de Arabidopsis que sobreexpresan el gen DAD al ser
sobreexpuestos a radiacion UV (Danon y col., 2004). Por ello, se ha considerado al
gen DAD como un regulador negativo de la muerte celular inducida por el estrés en el
reticulo endoplasmatico (Cacas, 2010). Por tanto, esto nos hace suponer que la
muerte celular observada sea debida probablemente a un proceso de necrosis celular
(Van Doorn y col., 2011). Nuestra hipétesis es que las células adaptadas a salinidad
tienen un crecimiento mas lento que las controles debido posiblemente a una
reduccion de la division celular, tal y como demuestran un menor indice mitotico y una
menor expresion de los genes que codifican para proteinas implicadas en la divisién
celular, como son las CDKs y ciclinas. Estas células que han parado de dividirse
serian las que entrarian en muerte celular. Asi mismo, creemos que en estas células
se induciria la actividad de proteinas similares a caspasas, como muestran nuestros
resultados para el test de caspasas que coincide aproximadamente con el porcentaje
de células muertas observadas en los cultivos celulares de tabaco adaptados a

salinidad.

Nuestra hipétesis estaria de acuerdo con el modelo de muerte celular propuesto
por Demidchik y col., (2010) para explicar la muerte celular inducida por el estrés
salino. Segln este modelo, el estrés salino induciria un importante eflujo de K* al
apoplasto, el cual estaria mediado por una sefial de ROS. Esto estaria de acuerdo
tanto con el importante descenso de K* observado en las células adaptadas de tabaco
como con la acumulacién de ROS en la mitocondria y citoplasma de las mismas. Asi,
el descenso de K* en el citoplasma podria inducir la actividad de proteinas similares a

caspasas, gque se ha visto que son activadas por bajos niveles de este ion (Orloy y
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col., 1999), induciendo por tanto la muerte celular. En la Figura 99 se representa cOmo

seria el proceso en las células adaptadas a salinidad.

La acumulaciéon de ROS puede afectar al plegamiento de las proteinas, induciendo
su acumulacion en las células (Cerioti, 2011). La acumulaciéon de proteinas mal
plegadas en el reticulo endoplasmatico derivadas del efecto del estrés abibtico puede
estar induciendo una respuesta de estrés en el reticulo endoplasmatico (Liu y col.,
2011). Segun estos autores, el estrés salino estaria induciendo el “sistema de
degradacién asociada a RE” (en ingles, ER-associated degradation (ERAD)) que
eliminaria las proteinas mal plegadas. Ademés, el sistema ERAD induciria la
respuesta debida a la acumulacion de proteinas mal plegadas (en ingles, unfolded
protein response, UPR), la cual activaria la expresion de chaperonas del reticulo
endoplasmatico y componentes del sistema ERAD para ayudar al re-plegado y
eliminar la proteinas mal plegadas. Esta hipétesis estaria de acuerdo con la alta
expresion general observada de chaperonas de todas las familias en las células

adaptadas de tabaco.

Asi, la respuesta mas frecuentemente inducida por la UPR es la alta expresion de
chaperonas del reticulo endoplasmatico, tales como las chaperonas BiP y las
calnexinas. Las células adaptadas de tabaco mostraron una alta expresion de una
posible calnexina, sin embargo la expresion de una posible BiP estaba reprimida. Liu y
col. (2011) han mostrado que ambas chaperonas se encuentran fuertemente inducidas
por el estrés salino en plantas de Arabidopsis. Las proteinas BiP son chaperonas
localizadas en el lumen del reticulo endoplasmético y pertenecen a la familia de las
proteinas de choque térmico HS70. Esta familia de proteinas es expresada en
respuesta a multiples condiciones ambientales tales como frio, calor, salinidad, etc
(Wang y col., 2004).

El resultado final de un prolongado estrés y, por tanto, de una prolongada
respuesta de la UPR puede dar lugar a una inhibicién del crecimiento y muerte celular,
posiblemente a través de un efecto en la reduccion de la sintesis proteica. Las
calnexinas, conocidas como marcadores especificos de reticulo endoplasmatico, son
chaperonas unidas a membrana que participan en el plegamiento y control de calidad
de las glicoproteinas recién sintetizadas, tanto de membrana como solubles,
interaccionando con ellas (Brockmeier y Williams, 2006). Nouri y col. (2012) han
observado que la calnexina de la planta de soja es capaz de interaccionar con una

proteina de choque térmico HSC70, que resulta ser una proteina con una region de
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union al ATP y con capacidad ATPasa que le permite proporcionar energia a la
funcion chaperona de la calnexina. Ademas, estos autores observaron que los
contenidos de proteina de la calnexina eran drasticamente reducidos por diferentes
estreses, entre ellos la salinidad. Por tanto, el equilibrio celular entre la acumulacién de
proteinas mal plegadas y la capacidad de la célula para eliminarlas y/o replegarlas

permitird a la célula sobrevivir en ambientes extremos de salinidad.

Modelo celular de adaptacion al estrés por altas concentraciones salinas en

células de tabaco BY-2.

A modo de recopilacion final, hemos disefiado un modelo que integraria las

principales respuestas al estrés salino observadas en células adaptadas de tabaco
BY-2 (Figura 99).
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Figura 99. Modelo celular de adaptacién a salinidad en células BY-2.
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2. Papel de las giberelinas en la adaptacion al estrés salino en cultivos celulares
de tabaco BY-2.

En los Ultimos afios se ha demostrado que las GAs desempefian un papel
relevante en el proceso de respuesta al estrés salino (Achard y col., 2006; Magome y
col., 2008). Esta respuesta esta mediada principalmente por las proteinas DELLA, que
controlarian la expansioén celular reduciendo el crecimiento (Magome y col., 2008). Asi,
mutantes con bajos niveles de GAs mostraron una mayor tolerancia a la salinidad que
las plantas silvestres (Magome y col., 2008). Por tanto, nuestra hipotesis de trabajo fue
saber si las células de tabaco BY-2 adaptadas a salinidad mostraban menores niveles

de GAs y si éstas estaban implicadas en la tolerancia a salinidad.

Una cuestion previa que nos planteamos fue conocer si los cultivos celulares de
tabaco BY-2 poseen el metabolismo de sintesis y respuesta a las GAs. Estos cultivos
celulares han sido ampliamente utilizados con éxito en el estudio de la mayoria de las
hormonas vegetales tales como auxinas, citoquininas, ABA, 4cido salicilico, jasmonato
y brasinosteroides (Nagata, 2004a; Miyazawa Yy col., 2003). Asi mismo, también se han
utilizado en estudios sobre GAs, sin embargo los resultados obtenidos han sido, en
algunos casos, contradictorios. Los primeros trabajos realizados con otras especies
vegetales, como es el caso de cultivos celulares de Acer pseudoplatanus (Digby vy
Wareing, 1966), mostraron que dichos cultivos eran capaces de responder a la adicién
exogena de GAs, afectando a la division y tamafio celular. Fry y Street (1980)
estudiaron el efecto de la adiccion exdgena de GA; en el crecimiento de la masa
celular, observando que la respuesta a GAs dependia de la especie utilizada. Asi,
cultivos celulares de Spinacia sp y Rosa sp fueron sensibles a la adicion de GAs,
favoreciendo el crecimiento celular. Sin embargo, en especies como Vicia hajastana,
Daucus carota, Catharanthus roseus y Nicotiana tabacum no se observo incremento
alguno del crecimiento celular. Lance y col. (1976) observaron que la adicion exégena
de GA; en callos de Nicotiana tabacum inducia su crecimiento. Por otra parte, la
adicion de AMO-1618, inhibidor de la sintesis de GAs, reducia el crecimiento de dichos

callos.

Park y col. (1983) fueron los primeros en detectar y cuantificar por cromatografia
de gases la presencia de GAs bioactivas en cultivos celulares de tabaco BY-2.
Igualmente, Park y col. (1984) mostraron que la giberelina GA; se acumulaba
principalmente durante la fase de crecimiento exponencial. Song y col. (1991)

observaron que los cultivos celulares de tabaco BY-2 eran capaces de transformar
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GA1; en GAs;z al ser suministrado de forma exdgena. Sin embargo, la adicion externa
de GA, no produjo su conversion en GA;. Por tanto, estos autores concluyeron que la
ruta de sintesis temprana hasta GAs; se encontraba activada en los cultivos celulares
de tabaco BY-2, pero la ruta de la 13-hidroxilacién hasta la GA; parecia estar inhibida.
Por otro lado, Hussain y col. (2005) demostraron que los cultivos celulares de tabaco
BY-2 eran sensibles al mecanismo de sefializacion de GAs. Para ello, transformaron
células BY-2 con diferentes proteinas DELLA de Arabidopsis (RGL2) mutadas en las
zonas de regulacion. Mediante este sistema demostraron que las células BY-2 poseian
la maquinaria de respuesta y sefializacion de GAs mediada por las proteinas DELLA.

Los cultivos celulares de tabaco BY-2 adaptados a salinidad contienen una

menor cantidad de GAs bioactivas y son sensibles a prohexadiona.

Para probar que las células de tabaco BY-2 contenian GAs bioactivas y
presentaban su metabolismo de sintesis y degradacion activo, analizamos en primer
lugar el contenido de GAs mediante técnicas de extraccion y cuantificacién por gases-
masas. Nuestros resultados confirman la presencia de GAs bioactivas como GA; y
GA; en las células control y GA; en las adaptadas. Estudios realizados en diferentes
o6rganos de plantas de tabaco han mostrado que la forma de GAs bioactivas mas
abundante era GA; y en menor cantidad GA, (Vidal y col., 2001; Gallego Giraldo y col.,
2007). Vidal y col. (2001) mostraron que en plantas de tabaco la ruta temprana de la
13-hidroxilacion era la preferente, aunque cuando se sobreexpreso el gen de la 200x
de Citrus en tabaco se produjo un fenotipo muy elongado y la GA bioactiva principal
fue la GA,; (Vidal y col., 2001). Sin embargo, segun los resultados mostrados en la
Tabla 12, las células control presentaron 3 veces mas de GA, que de GA;. Esto nos
hace proponer que las células de tabaco BY-2 tienen inducida principalmente la ruta
de sintesis via 3B-hidroxilacion de la GA,, desviando la sintesis hacia GA,. Por tanto,
nuestros resultados estarian de acuerdo con la hipétesis de que la adaptacion a
elevadas concentraciones salinas requiere de una disminucién de los niveles de GAs
bioactivas. En la bibliografia, solamente hemos encontrado dos estudios que analicen
los niveles enddgenos de GAs bioactivas en condiciones de estrés salino (Magome y
col., 2008; Hamayun y col., 2010). Estos estudios muestran, en ambos casos, que los

niveles enddgenos de GAs realmente se reducen en condiciones de estrés salino.

En segundo lugar, decidimos utilizar la prohexadiona como inhibidor de la sintesis
de GAs (Rademacher, 2000) y determinar su efecto tanto sobre el crecimiento celular

como sobre el contenido de GAs en células control y adaptadas. Nuestros resultados
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mostraron que la prohexadiona hizo disminuir el crecimiento de las células BY-2
control, el cual era recuperado al afiadir de forma exdégena GAs bioactivas (GA; y GAy)
y sus respectivos precursores (GAz y GAy). La primera conclusion que obtuvimos fue
que la reduccion de crecimiento mediada por prohexadiona podia ser debida a un
descenso de GAs bioactivas, ya que dicho crecimiento se recuperaba al afiadir tanto
GA; como GA;. La cuantificacion de GAs mostr6 que la prohexadiona reducia de
forma significativa el contenido de GA, (aproximadamente un 40%) y el de GA; (un
20%), aunque en este Ultimo caso la variacion no resulto significativa. Estos resultados
estarian de acuerdo con los efectos descritos en otras especies, donde se observo
que la prohexadiona hacia disminuir de forma significativa los niveles de GAs
bioactivas, reduciendo el desarrollo de la planta (Brown y col., 1997; Ramirez y col.,
2005). Por otra parte, resulté interesante comprobar que el crecimiento celular también
se recuperaba tanto con GA,, como con GAg (precursores de GA; y GA;
respectivamente). Esto podria ser explicado por el hecho de que la prohexadiona no
inhibiera totalmente las enzimas 20oxidasa y 3oxidasa. Por tanto, al afiadir en exceso
los precursores GA,, Yy GAy, estos podrian ser transformados en las GAs bioactivas
recuperandose el crecimiento celular. En el caso de las células adaptadas, la
prohexadiona redujo de forma drastica el crecimiento celular, que se acompafié de una
disminucion en la viabilidad celular. Posiblemente, la prohexadiona esté reduciendo la
divisiéon celular permitiendo que un mayor numero de células entren en fase G,, que
como vimos en el capitulo anterior, facilitaria la induccién de la muerte celular. El
contenido de GA; no vario respecto a las células control, pero lo méas sorprendente fue
la aparicion de GA,; a niveles similares de las células control. Esto podria ser
explicado, al menos parcialmente, por el hecho de que la prohexadiona también inhibe
las 2oxidasas y, por tanto, facilitaria la aparicion de GA, en las células adaptadas, tal y
como se ha observado en otras especies vegetales (Hisamatsu y col., 2000). Ademas,
la adicion exégena de GAs no hizo recuperar el crecimiento y redujo drasticamente la
viabilidad celular. Por otra parte, el volumen celular se incrementé drasticamente en
fase exponencial en los cultivos tratados con prohexadiona en combinacién con GAs.
La posible explicacion seria que las células adaptadas al ser tratadas con
prohexadiona se hacian “hipersensibles” a GAs durante la fase exponencial, tendiendo

a alcanzar volumenes celulares similares e incluso mayores que las células control.
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La expresién de los genes de sintesis y degradacién de GAs esta regulada de

forma diferencial en las células de tabaco BY-2 adaptadas a salinidad.

Hemos estudiado la expresion de todos los genes implicados en los Ultimos pasos
de sintesis de GAs que han sido clonados hasta el momento, habiéndose observado
que tanto los genes implicados en la sintesis (NtGA200x1 y NtGA3ox1) como los
relacionados con la inactivacion (NtGA2ox1 y NtGA20x2) estan expresados en células
control y adaptadas. Como hemos descrito anteriormente, las células control acumulan
principalmente GA, Esto puede ser debido a que el Unico gen de Nt20oxidasal que
esta expresado en las células BY-2 sea una enzima que tenga mayor afinidad por la

GA1, que por la GA3, favoreciendo, por tanto, la ruta de sintesis de GA,.

Por otro lado, nuestros resultados muestran que en células control los niveles de
expresion de genes de sintesis y degradacion de GAs se encontraban inducidos
principalmente durante la fase exponencial de crecimiento. Por el contrario, en células
adaptadas estos niveles de expresion estan inducidos en la fase lag e inhibidos en la
fase exponencial. En el caso de Arabidopsis, la reduccién de los niveles de GAs en
condiciones de estrés salino parece estar controlada, principalmente, por la accién de
la AtGA20x7 (Magome y col., 2008). Sin embargo, en el caso de las células BY-2,
nuestra hipétesis es que en células adaptadas a salinidad se reducen los niveles
totales de GAs durante la fase de crecimiento exponencial por una inhibicién de toda la

ruta de sintesis.

Como hemos dicho anteriormente, en células control la sintesis de GAs se induce
durante la fase de crecimiento exponencial, lo que corresponderia con el momento en
gue las células inician el proceso de expansion celular, tal y como muestran nuestros
resultados de evolucién del volumen celular a lo largo del ciclo de cultivo. Esto
implicaria que, durante este proceso, la célula capta agua y cationes (principalmente
K* como muestran nuestros datos) del medio de cultivo para mantener el equilibrio
osmdético con el medio de cultivo (Dolan y Davies, 2004). Sin embargo, las células
adaptadas tendrian inhibida la sintesis de GAs durante la fase exponencial con el fin
de evitar una absorcion de agua que conllevaria una posible mayor entrada de Na* a
la célula, dado que es el cation mayoritario en el medio de cultivo. Igualmente, tal y
como hemos visto, las variaciones de volumen son menores en las células adaptadas
entre las fases exponencial y estacionaria. Por tanto, esto explicaria la menor
concentracion de GAs observada en las células adaptadas durante la fase de

crecimiento exponencial.
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Por altimo, nuestros resultados por western-blot de la proteina DELLA mostraron
gue durante la fase de crecimiento exponencial las células adaptadas contenian una
mayor concentracion de estas proteinas que las controles. Recientemente, Band y col.
(2012) han demostrado que durante el proceso de elongacion celular de raices de
Arabidopsis se produce una evolucion inversa de los niveles de proteina DELLA y la
expresion del gen que la codifica. Asi, cuando se reduce la concentracion de la
proteina DELLA se induce la expresion de su gen, lo que coincide con una
acumulacion en los niveles de GAs bioactivas. Nuestros resultados se ajustarian
perfectamente a este modelo, ya que en las células control se induce la expresion del
gen DELLA durante la fase de crecimiento exponencial mientras que la proteina es
menor. Por el contrario, en las células adaptadas la proteina DELLA se acumula en la
fase exponencial y se reduce la expresion de su gen. Este hecho es debido
posiblemente a que el mayor nivel de GAs en condiciones control induce la
destrucciéon de las proteinas DELLA mediante un proceso de ubiquitinacion
(Hauvermale y col., 2012; Daviére y Achard., 2013), induciendo por tanto la expansion
celular. Por el contrario, en las células adaptadas se produce una acumulacién de
proteinas DELLA, posiblemente debido a un reduccién de los niveles de GAs
bioactivas, principalmente GA,, que por tanto restringiria la expansion celular (Figura
100). Todo esto conllevaria que las células BY-2 de tabaco adaptadas a salinidad

muestren menor tamafio celular que las control.
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Figura 100. Modelo propuesto para la implicacién de las GAs en el proceso de

adaptacion a salinidad en células BY-2.
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Las proteinas DELLA pueden estar mediando la activacion del metabolismo del

acido abscisico en células de tabaco BY-2.

La interaccion entre las GAs y otras hormonas vegetales es bien conocida en la
bibliografia (Yamaguchi, 2008). En este sentido, las GAs presentan una interaccion
reciproca negativa con las citoquininas (Fleishon y col., 2011). Asi, se ha observado
que en Arabidopsis las GAs inhiben la sefializacién mediada por citoquininas (Maymon
y col., 2009). Por otro lado, también se ha observado que las GAs interaccionan con el
etileno regulando el desarrollo vegetal (Dugardeyn y col., 2008). De esta forma, al
contrario de lo que sucede con las GAs, el etileno inhibe en general la expansion
celular de las raices y tallos via proteinas DELLA (Smalle y col., 1997; Achard y col.,
2003). Igualmente, resulta bien conocida la accién del acido abscisico como
antagonista de las GAs, por ejemplo en la germinaciéon y desarrollo embrionario
(Yamaguchi, 2008). Zentella y col. (2007), al analizar la posibles dianas de las
proteinas DELLA observaron que entre los 14 genes que estan regulados de forma
diferencial uno se encontraba inducido, el gen XERICO. El gen XERICO codifica para
una proteina que pertenece a la familia RING de las proteinas zinc-finger (Ko y col.,
2006). Ko y col. (2006) observaron gue este gen estaba inducido por el estrés salino y
gue plantas que lo sobreexpresaban mostraban hipersensibilidad a la sal y al ABA
durante la germinacion. Ademas, observaron que al someter estas plantas a estrés
hidrico mostraban una rapida y mayor induccién del gen NCED3, que como hemos
dicho anteriormente es la enzima clave de la sintesis de ABA. En base a todos estos
datos, Zentella y col. (2007) han propuesto un modelo por el que la acumulacion de las
proteinas DELLA induciria la expresion del gen XERICO y este a su vez la biosintesis
de ABA (Figura 101). Por tanto, creemos que nuestros datos encajarian en dicho
modelo. Asi, la reduccién de GAs bioactivas en las células adaptadas permitiria la
acumulacion de la proteina DELLA, lo que a su vez induciria la expresion del gen
XERICO (en las células adaptadas se incrementa aproximadamente 5 veces)
activando el metabolismo de ABA vy, por tanto, produciendo la acumulacién de ABA en

las células adaptadas.
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v

Crecimiento inducido por GA

Figura 101. Modelo representativo de la interaccidon entre las rutas de sintesis de GAs y
ABA (Zentellay col., 2007).
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3. Papel de las AGPs y EXTs en la adaptacion a altas concentraciones salinas en

cultivos celulares de tabaco BY-2.

La mayoria de los estudios de cuantificacion y andlisis de AGPs han sido
realizados utilizando fraccionamiento celular y posterior cuantificacion con el reactivo
de Yariv (Lamport y col., 2006). Sin embargo, en nuestro estudio hemos utilizado para
la identificacion y cuantificacion de AGPs anticuerpos monoclonales obtenidos contra
diferentes epitopos de AGPs (Knox y col., 1989; Knox y col., 1995; Yates y col., 1996;
Smallwood y col., 1996). Para el estudio de su distribucion celular hemos realizado
técnicas de inmunomarcaje con dichos anticuerpos en secciones celulares. En cuanto
a su cuantificacion, hemos seguido un método semicuantitativo como es la técnica de

inmuno-dot.

En primer lugar, necesitabamos conocer cuales eran los diferentes anticuerpos
contra AGPs que reconocian las células y su medio de cultivo. En un trabajo previo en
anteras de tabaco se ensay0 la capacidad de reconocimiento de tres anticuerpos
diferentes contra AGPs, JIM13, LM2 y JIM4 (Qin y col., 2007). En este estudio se
observé que JIM4 no mostraba reactividad con las muestras de antera de tabaco,
mientras que LM2 mostré una reactividad media y JIM13 una reactividad alta. Estos
resultados estan de acuerdo con los obtenidos por nuestro grupo en los medios de
cultivo de tabaco y en las inmunolocalizaciones. Esto nos indica, que la presencia de
estos epitopos esta bastante conservada en los diferentes tejidos de tabaco. Ademas
de estos anticuerpos, también hemos incluido el anticuerpo JIM15, que mostré una

reactividad menor que JIM13, pero superior a LM2.

Las células de tabaco BY-2 adaptadas a salinidad acumulan AGPs en el medio
extracelular, posiblemente debido a un mayor recambio de AGPs de la

membrana plasmaética.

Zhu y col. (1993) fueron los primeros en mostrar que en el proceso de adaptacion
al estrés salino en cultivos celulares se producia una importante alteraciéon en la
distribucion y cantidad de AGPs producidos por las células tolerantes al estrés salino.
Estos autores observaron que los cultivos celulares adaptados a altas concentraciones
salinas (400 mM de NaCl) mostraban una drastica disminucion de los AGPs en
membrana plasmatica y en el medio de cultivo. Posteriormente, Lamport y col. (2006)
revisaron estos resultados utilizando cultivos celulares de tabaco BY-2 adaptados a

350 mM de NaCl. Estos autores confirmaron los resultados de Zhu y col. (1993),
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quienes indicaban que la membrana plasmatica de las células adaptadas a salinidad
presentaba un menor contenido de AGPs. Sin embargo, observaron que el medio de
cultivo de las células adaptadas acumulaban muchos mas AGPs que las células
control, contrariamente a lo descrito por Zhu y col. (1993). Segun estos autores, las
diferencias entre ambos estudios se deben a que Zhu y col. (1993) no tuvieron en
cuenta la masa total de peso fresco de las células control y adaptadas, ya que el
crecimiento es mucho menor en células adaptadas que en células control, siendo los
gramos de peso fresco por mL de medio de cultivo mucho mayor en las controles que
en las adaptadas. Estos resultados fueron similares en cultivos celulares de Dactylis
glomerata, Arabidopsis thaliana, Solanum lycopersicum y Acacia sp. (Lamport y col.,
2006; Zagorchev y col.,, 2008). En nuestro estudio, hemos podido confirmar que
también se produce una reduccion importante en la densidad de AGPs de membrana
plasmética. Lamport y col. (2006) propusieron que la menor presencia de AGPs en la
membrana plasmatica podria ser debida a un mayor recambio de los mismos. Asi,
estos autores observaron que las tasas de liberacion de AGPs al medio de cultivo eran
mas de 10 veces superiores en las células adaptadas que en las células control
(Lamport y Kieliszewski., 2005; Lamport y col., 2006). Por tanto, nuestros resultados
estarian de acuerdo con esta hipotesis ya que tal y como hemos visto las células
adaptadas excretaban mas AGPs que las células control en un periodo de 24 horas.
Segun estos autores, las AGPs en las células BY-2 pueden tener al menos dos
funciones diferentes. En primer lugar, es posible que estén actuando como un tampén
periplasmético, estabilizando la interfase membrana plasmatica-pared celular. En
segundo lugar, han propuesto que los AGPs tienen la capacidad de migrar a través de
la pared celular hacia el medio de cultivo, ayudando a modificar la plasticidad de la
pared celular y pudiendo incrementar la extensibilidad de la misma. Sin embargo,
surge una pregunta: ¢por qué las células adaptadas tienen un mayor flujo de AGPs al
medio de cultivo?. Segun estos autores la explicacion estaria en que durante el
proceso de crecimiento de la pared celular en los cultivos celulares BY-2 adaptados
debe haber otros factores que actlien sobre el proceso de expansion celular. Asi,
proponen que posiblemente los AGPs tendrian una funcién in muro sobre las pectinas,
reduciendo la formacién de geles de pectato y, por tanto, haciendo mas extensible a la
pared celular. Esto a su vez, aumentaria la porosidad de la pared celular facilitando la

salinidad de los AGPs al medio de cultivo.

Recientemente, Lamport y Varnai (2013) han propuesto una nueva funcion de las
AGPs. Segun esta hipétesis, los AGPs podrian actuar como acumuladores

apoplasticos de Ca**. Tal y como se ha comentado anteriormente, las moléculas de
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AGPs clasicas cubren la membrana plasmética, presentando una elevada glicosilacion
con abundantes grupos de acido glucurénico libres que pueden ligar &tomos de Ca®".
Estos autores han demostrado que una molécula tipica de AGP pude llegar a ligar
hasta 30 moléculas de Ca®*. El modelo propone que la liberacién de protones al
apoplasto mediada por la ATPasa de membrana plasmatica induciria un descenso
local del pH en el periplasma, donde se encuentran las AGPs, dando lugar a la
liberacion del Ca** ligado a las mismas. Este proceso generaria un pulso de Ca*,
entrando al citosol via transportadores de membrana plasmética. Finalmente, este
Ca?* citosolico seria de nuevo secuestrado por los AGPs presentes en las vesiculas de
exocitosis, que acabarian uniéndose a la membrana plasmética y restableciendo las
AGPs ligadas a Ca*". Dicho modelo, encajaria muy bien, por ejemplo, con el proceso

de crecimiento del tubo polinico.

Uno de los efectos tipicos de la salinidad descritos en la bibliografia es que el Na*
compite con el Ca®" ligado a membrana, pudiendo desplazarlo (Cramer y col., 1985).
Por otro lado, la adicién de Ca?*" al medio de cultivo de plantas que estan creciendo en
medio salino mejora el crecimiento (LaHaye y Epstein, 1965). Segun Lamport y Varnai
(2013), en condiciones salinas el cation Na* posiblemente podria estar desplazando al
Ca?" en la molécula de AGP vy, por tanto, afectando al crecimiento y expansién celular.
Esta hipotesis nos hace formularnos la siguiente cuestion, ¢podrian los AGPs ligar el
Na® y transportarlo via endocitosis hasta la vacuola?. Creemos que esta hipdtesis
estaria de acuerdo con las observaciones en las células adaptadas de tabaco que
presentaban vesiculas endociticas que contenian Na® y que posiblemente eran
transportadas hacia la vacuola. Por tanto, los AGPs podrian actuar ligando el Na* en

las vesiculas y dirigiéndolo al tonoplasto.

Las células de tabaco adaptadas a salinidad muestran una distribucion
diferencial de AGPs en el citoplasma y tonoplasto en comparacidon con las

células control.

Hemos podido comprobar que tanto en células control como en células adaptadas
el nivel de marcaje en la membrana plasmética era muy similar al observado en el
tonoplasto, siendo siempre menor en las células adaptadas. Samaj y col. (2000)
observaron que en muestras de Zea mays y Drosera capensis los anticuerpos JIM13 y
LM2 mostraban un marcaje positivo en el tonoplasto y la membrana plasmatica de las
células. Estos autores han propuesto que la presencia de AGPs en el tonoplasto

puede ser debida al transporte de vesiculas endociticas y cuerpos multivesiculares de

220



Discusion

la membrana plasmatica al tonoplasto. Creemos que esto explicaria que tanto la
membrana plasmatica como el tonoplasto tengan concentraciones similares de AGPs.
Debido a que las células adaptadas tenian méas desarrollado el sistema de
endomembranas, resulto mas facil estudiar la distribucion de AGPs en reticulo
endoplasmético y en el aparato de Golgi de las mismas. Samaj y col. (2000) también
observaron que los anticuerpos de AGPs marcaban tanto al reticulo endoplasmatico
como al aparato de Golgi. En las células adaptadas de tabaco hemos podido
comprobar que el anticuerpo JIM13 marcaba claramente las membranas del reticulo
endoplasmético situado en la cara cis del aparato de Golgi, observandose en algunos
casos claramente la formacién de vesiculas de la zona cis del Golgi marcadas con el
anticuerpo JIM13. El marcaje en las cisternas del Golgi fue menos abundante que el
de las vesiculas de la zona cis. Ilgualmente, también se observé marcaje en la zona de
la red de trans Golgi. EI marcaje siempre se observo ligado a las membranas. Esto
estaria de acuerdo con la ruta propuesta para el transito de los AGPs ligados a
membrana. Asi, el grupo de anclaje GPI, seria afiadido en el reticulo endoplasmatico
para continuar su transito en las vesiculas de la zona cis y finalmente ser modificadas

en el Golgi y ser transferidas a la red del trans Golgi (Schultz y col., 1998).

Una diferencia importante entre las células control y las adaptadas fue que estas
Ultimas presentaron una menor densidad de marcaje en el citoplasma. Esto seria
debido posiblemente a la mayor velocidad de excrecion de AGPs en las células
adaptadas, que haria disminuir mas rapidamente la densidad de AGPs en el

citoplasma.

El reactivo de Yariv induce la muerte celular en las células de tabaco BY-2

control pero no en las células adaptadas a salinidad.

El reactivo de Yariv, ademas de ser utilizado para purificar AGPs y para su
cuantificacién, también ha sido utilizado para conocer la funcién biol6gica de las
mismas. Con este fin, se utilizaron cultivos celulares a los que se adicionaron
diferentes concentraciones del reactivo de Yariv (Driouich y Baskin, 2008). El efecto
inhibidor del crecimiento vegetal del reactivo de Yariv fue observado por primera vez
en raices de Arabidopsis y suspensiones celulares de zanahoria (Willats y Knox,
1996). Por otra parte, Langan y Nothnagel (1997) observaron que el reactivo de Yariv
inducia la muerte celular en cultivos celulares de rosa, Nicotiana tabacum vy
Arabidopsis. Segun Gao y Showalter (1999), la muerte celular inducida por el reactivo

de Yariv en cultivos celulares de Arabidopsis era debido a una muerte celular
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programada. Igualmente, Baron-Maurer y col. (2010) observaron que en cultivos
celulares de Araucaria angustifolia tratados con el reactivo de Yariv se inducia la
muerte celular programada. Nuestros cultivos celulares de tabaco control mostraron
también una respuesta similar al ser afiadido el reactivo de Yariv ya que, después de
24 horas, observamos un incremento significativo de la muerte celular. Sin embargo, al
observar las células adaptadas, no se apreciaron variaciones en la viabilidad entre las
células adaptadas sin tratar y tratadas con Yariv. Esto se podria explicar, como hemos
visto anteriormente, por el hecho de que la membrana plasmatica de las células
adaptadas tenga una menor concentracion de AGPs y que la tasa de recambio de los
AGPs de la misma sea mayor en las células adaptadas. Una menor concentracion de
AGPs y una mayor tasa de recambio impedirian que el reactivo de Yariv aglutine un
namero suficiente de AGPs como para inducir un dafio a la membrana plasmatica. Por
tanto, creemos que este resultado es una prueba adicional de que la membrana

plasmética de las células adaptadas tiene una menor concentracion de AGPs ligados.

Sin embargo, la cuestibn mas interesante es saber cémo el reactivo de Yariv
induce la muerte celular (Driouich y Baskin, 2008). Las AGPs ligadas a membrana se
encuentran a su vez ligadas a los microfilamentos de actina y microtibulos que se
encuentran justo debajo de la cara interna de la membrana plasmatica. EI mecanismo
propuesto por Sardar y col. (2006) es que el reactivo de Yariv desestabilizaria la unién
con los microtubulos y filamentos al aglutinar a las moléculas de AGPs, induciendo
una cascada de sefiales que finalmente provocaria la muerte celular (Driouich y
Baskin, 2008).

Nuestros resultados parecen confirmar la hip6tesis de que el reactivo de Yariv
actuaria como aglutinante de los AGPs ligados a membrana plasmatica,
secuestrandolos en la parte exterior de la misma. En la Figura 102 se muestra el
posible modelo de actuacion del reactivo de Yariv sobre las AGPs de membrana
plasmética. Los resultados in vivo obtenidos con FM4-64 parecen indicar que en la
zona interna del Yariv aglutinado hay estructuras que parecen ser membranas,
posiblemente provenientes del plegamiento de la membrana plasmatica celular. Esto
vendria a ser confirmado por los resultados de ultrastructura que muestran claramente
estructuras membranosas en el engrosamiento provocado por el reactivo de Yariv.
Ademas, el anticuerpo JIM13 marc6 claramente dichas estructuras, demostrando la
presencia de AGPs. Por tanto, nuestra hipétesis es que el reactivo de Yariv estaria
secuestrando las AGPs de membrana, induciendo el plegamiento de la misma y

alterando su estructura.
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Figura 102. Modelo de actuacion del reactivo de Yariv sobre AGPs de membrana

plasmatica.

Las células de tabaco adaptadas a salinidad acumulan extensinas en el medio

extracelular.

A diferencia de las AGPs, la distribucion celular de las EXTs ha sido muy poco
estudiada en los cultivos celulares. Sin embargo, se considera que ambos tipos de
proteinas estructurales desempefian un papel crucial en la regulacién del crecimiento y
desarrollo vegetal (Velasquez y col.,, 2011; Wolf y col., 2012). Las extensinas son
definidas como glicoproteinas estructurales basicas y extracelulares ricas en
hidroxiprolina, alternando en la molécula motivos hidrofébicos e hidrofilicos, que llevan
frecuentemente residuos de tirosina, identificados como sitios potenciales para que se
produzca el cross-linking. Asi, su naturaleza quimica va a definir principalmente su
funcién biolégica. Como principal funcién biolégica se piensa que participan en el
ensamblaje de la pared celular. Mutantes de Arabidopsis en el gen de la extensina
AtEXT3 muestran importantes alteraciones en el ensamblaje de la pared celular
primaria, llegando a ser letal en caso de la pérdida total de dicho gen (Cannon y col.,
2008). La carga positiva de las extensinas permite que éstas puedan interaccionar con
las pectinas, modificando las propiedades de la pared celular al aumentar el nivel de

compactacion de la misma. Se ha propuesto que, en condiciones de estrés abidtico, la
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produccién de ROS apoplastico podria estar favoreciendo el cross-linking de las
extensinas y, por tanto, inhibiendo el crecimiento celular (Evered y col., 2007). El
analisis por inmuno-dot del medio de cultivo de las células control demostro la total
ausencia de extensinas en el mismo. Ademas, la inmunolocalizacion mostro
igualmente la ausencia de marcaje con JIM12, JIM19 y JIM20, y solamente con JIM11
se mostrd un bajo nivel de marcaje en el citoplasma. Esto estaria de acuerdo con el
estudio de Sabba y col. (1999) en el que se evidencié la ausencia de marcaje con
JIM20 en cultivos celulares de tabaco BY-2. Las células adaptadas de tabaco
mostraron una gran acumulacion de extensinas en el medio de cultivo, tal y como
revelaron los anticuerpos JIM11 y JIM20, sin embargo, el marcaje con los anticuerpos
JIM12 y JIM19, no fue positivo. Esto nos esta indicando la diferente naturaleza de las

extensinas del medio de cultivo.

A nivel subcelular, sorprendentemente so6lo el anticuerpo JIM11 mostré un
importante marcaje en el citoplasma. Ademas, contrario a lo que era de esperar, las
paredes celulares mostraron un bajisimo marcaje. Una posible explicacion es que el
epitopo de la extensina esté enmascarado por la unién a otros componentes de la
pared celular como las pectinas (Swords y Staehelin, 1993). Estos resultados hacen
pensar que principalmente las extensinas son excretadas al medio de cultivo. Esto
estaria de acuerdo con los resultados encontrados por Kawasaki (1989), quien
observd que los cultivos celulares de tabaco acumulaban extensinas en el medio de
cultivo. La excrecion de extensinas al medio de cultivo puede estar relacionada con el
hecho de que en planta se ha visto que tanto extensinas como pectinas abundan en la
lamina media que separa a las células vegetales (Qi y col., 1995; Swords y Staehelin,
1993). También se ha sugerido que las extensinas presentes en el apoplasto puedan
participar en la defensa celular ya que al ser excretadas al medio extracelular podrian

servir como aglutinantes contra el ataque por patégenos (Wolf y col., 2012).
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VI. CONCLUSIONES.

1. A partir de una linea control de cultivos celulares de Nicotiana tabacum BY-2 se
ha obtenido, por adaptacién progresiva, una linea celular adaptada a 258 mM de NacCl.
Las células de tabaco adaptadas a altas concentraciones salinas maostraron
importantes modificaciones en la estructura subcelular. En funcién de la fase de
crecimiento en la que se encontraban, estas células presentaban un tamafio de dos a

cuatro veces menor que las células crecidas en condiciones control.

2. Las células de tabaco adaptadas a altas concentraciones salinas maostraron
importantes diferencias ultraestructurales al ser comparadas con las células crecidas
en condiones control. Estas diferencias se debieron principalmente a las
modificaciones inducidas por la muerte celular observada en las células adaptadas.
Nuestra hipotesis se basa en el hecho de que cuando las células adaptadas entran en
fase Gy se puede inducir la muerte celular de tipo necrético, donde la alteracion de la
mitocondria y del sistema de endomembranas, principalmente el aparato de Golgi y el

reticulo endoplasmatico, estarian regulando dicho proceso.

3. El proceso de adaptaciéon a altas concentraciones salinas produce importantes
modificaciones en el proteoma y transcriptoma de las células de tabaco BY-2. Los
resultados obtenidos tanto en proteGmica como en transcriptomica coinciden con la
importancia en la alteracion de las chaperonas como mecanismos de mantenimiento
de la homeostasis celular. Otros grupos de genes y proteinas que se ven alterados en
las células adaptadas de tabaco BY-2 son los relacionados con la respuesta al estrés,
cadena de transporte electronico mitocondrial, defensa celular, factores de trascripcion
y WRKY.

4. La adaptaciéon a altas concentraciones salinas induce la compartimentacion de
Na’ y el trafico de vesiculas en células de tabaco BY-2. Estos resultados nos permiten
proponer la hipétesis de que en las células adaptadas el trafico de vesiculas que
contienen Na'y que se desplazan desde la membrana plasmatica hacia la vacuola

podria ser un mecanismo de evitacion de la toxicidad del Na* a nivel celular.

5. El metabolismo de la prolina y del ABA estan implicados en el proceso de
adaptacion a altas concentraciones salinas en células de tabaco BY-2. Nuestros
resultados muestran que la importante acumulacion de ABA en las células adaptadas

podria estar regulando de forma directa el metabolismo de la prolina.
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6. La produccion de ROS en la mitocondria puede actuar como modulador en el
proceso de adaptacion a altas concentraciones salinas en células de tabaco BY-2.
Nuestros resultados muestran que la mitocondria podria actuar en la sefalizacién
retrograda al ndcleo y posiblemente al reticulo endoplasmatico, controlando el proceso

de induccién de muerte celular.

7. El sistema de endomembranas, reticulo endoplasmatico y aparato de Golgi son
modificados en el proceso de adaptacion a salinidad en células de tabaco BY-2.
Mediante la utilizacion de células de tabaco BY-2 marcadas con GFP, dirigida al
reticulo endoplasmético, y adaptadas a salinidad hemos podido demostrar que se
produce una importante dilataciéon del lumen del reticulo endoplasmatico. Este
resultado fue confirmado por los estudios ultraestructurales. Posiblemente, en estas
dilataciones del reticulo endoplasmatico se podrian estar acumulando las proteinas
dafiadas por el estrés salino. Asi mismo, estas alteraciones producidas en el sistema

de endomembranas podrian estar actuando como sefial de la muerte celular.

8. Los cultivos celulares de tabaco BY-2 adaptados a salinidad contienen una
menor concentracion de giberelinas bioactivas y son sensibles a prohexadiona.
Nuestros resultados demuestran que en la fase de crecimiento exponencial en las
células adaptadas se encuentra inhibida la ruta de la 3B-hidroxilacién de la GA,. Asi
mismo, hemos demostrado que la prohexadiona puede ser considerada como un

inhibidor efectivo del metabolismo de las GAs en los cultivos celulares de tabaco BY-2.

9. La expresion de los genes de sintesis y degradacion de giberelinas esta
regulada de forma diferencial en las células de tabaco BY-2 adaptadas a salinidad. Por
otro lado, las proteinas DELLA parecen estar implicadas en el proceso de adaptacion
a salinidad. Nuestros resultados demuestran que durante la fase de crecimiento
exponencial en las células adaptadas se observé una importante disminucién en la
expresion de los genes relacionados con las sintesis de giberelinas. Este hecho se
correlacion6 con un incremento en la concentracion de las proteinas DELLA.
Igualmente, nuestros resultados sugieren que las proteinas DELLA podrian estar

activando el metabolismo del ABA.
10. Las células de tabaco BY-2 adaptadas a salinidad acumulan AGPs en el medio

extracelular, posiblemente debido a una mayor tasa de recambio en la membrana

plasmaética.
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11. Las células de tabaco BY-2 adaptadas a salinidad muestran una distribucion
diferencial de AGPs en el citoplasma, membrana plasmatica y tonoplasto en
comparacion con las células control. Nuestros resultados muestran que la reduccion
de AGPs en la membrana plasmética posiblemente pueda estar afectando a las
propiedades fisicas de la pared celular.

12. El reactivo de Yariv induce la muerte celular en las células de tabaco control,
pero no en las células adaptadas a salinidad. Nuestra hip6tesis se basa en que el
reactivo de Yariv aglutinaria las AGPs de membrana plasmatica, induciendo la
desorganizacion de la misma y produciendo la muerte celular. Sin embargo, este
proceso no tendria lugar en las células adaptadas debido a la baja densidad de AGPs

en la membrana plasmética.
13. Las células de tabaco BY-2 adaptadas a salinidad acumulan extensinas en el

medio extracelular, lo que podria estar relacionado con una respuesta de defensa
frente al estrés.
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