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1. RESUMEN. 
 

La creciente salinidad en el suelo es un problema grave alrededor del mundo que 

compromete la integridad de los ecosistemas y la producción de alimentos. El 

exceso de sales en el suelo afecta a las plantas de dos formas, causando estrés 

osmótico al dificultar la toma de agua de las raíces, y estrés iónico debido a la 

acumulación de iones tóxicos en los tejidos. Para responder a ello, las plantas han 

evolucionado diferentes mecanismos que les permiten tolerar la salinidad, tales 

como el secuestro de iones en la vacuola, principalmente Na+ y Cl+. El transporte de 

Na+ a través de el tonoplasto se lleva a cabo por los intercambiadores Na+/H+ de la 

familia NHX, los cuales acoplan su actividad al transporte de H+ realizado por la H+-

ATPasa vacuolar (V-ATPasa). Estas bombas de protones son complejos 

multiproteícos, cuya actividad se controla a través de la regulación de su 

ensamblaje o mediante la regulación de su expresión génica y proteíca. Además se 

ha sugerido que una compleja red de proteínas podría interactuar con la V-ATPasa 

para regular su actividad en respuesta a cambios ambientales. Recientemente, en 

un trabajo realizado en el laboratorio con la halófita Mesembryanthenum 

crystallinum se demostró la asociación de las enzimas glicolíticas aldolasa y enolasa 

a la subunidad B de la V-ATPasa, así como su regulación positiva por sal. Además, 

se demostró que la aldolasa incrementa la actividad hidrolítica de la bomba de 

protones in vitro. Con el fin de determinar si éste mecanismo es exclusivo de las 

plantas tolerantes a la salinidad o si se encuentra extendido a todas las plantas, 

estudiamos a la aldolasa y a la enolasa presentes en el tonoplasto de Arabidopsis 

thaliana y, mediante el uso de las mutantes de aldolasa (Salk_080758) y de enolasa 

(los2), estudiamos su participación en la respuesta a estrés salino. Bajo tratamiento 

con NaCl, la mutante los2 muestra una mayor sensibilidad que plantas de tipo 

silvestre, así como menor abundancia de la enolasa presente en el tonoplasto, no 

así en extractos de proteína total. Lo que nos conduce a sugerir que la enolasa 

asociada al tonoplasto podría tener una función involucrada en la respuesta a estrés 

salino, distinta a la glicólisis. Mientras que la presencia de 8 posibles genes para la 

aldolasa complica el estudio de la enzima. 
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2. INTRODUCCIÓN 
 

En un sentido general, la degradación del suelo se entiende como el deterioro de la 

calidad del suelo o la pérdida parcial o completa de una o más de sus funciones. 

Ésta puede ser producto de procesos naturales o inducida por el hombre (UNEP, 

2002) y obedece a distintas causas. En los últimos 20 años degradación del suelo 

se ha incrementado en el mundo, trayendo consigo repercusiones agrícolas, 

sociales y económicas que comprometen la integridad de los ecosistemas y la 

calidad de vida de sus habitantes. Actualmente, el 24% del área cultivable mundial 

presenta cierto grado de degradación (Bai, et al. 2008).  

 

Entre las causas de degradación, la salinización se ha identificado como uno de los 

principales procesos que afectan el suelo. Alrededor del mundo, aproximadamente 

el 6% del área terrestre se encuentra afectada por sales; y se estima que un área de 

4 millones de Km2 presenta daños causados específicamente por altas 

concentraciones de cloruro de sodio (NaCl), una condición en la cual los iones de 

sodio (Na+) representan más del 15% de los cationes intercambiables (FAO, 2008). 
En México el 64% del territorio nacional presenta afectación por procesos 

degradativos del suelo y el 3.19%, equivalente a 64 mil Km2, presenta algún grado 

de salinidad (SEMARNAP, 1999) que puede repercutir sobre la productividad 

agrícola.  

 

2.1 Efecto de la salinidad en las plantas. 
La presencia de NaCl en el suelo tiene efectos nocivos en las plantas. Altas 

concentraciones de esta sal puede ocasionar estrés osmótico al dificultar la 

absorción de agua por las raíces y causar estrés iónico con la acumulación de los 

iones. La alteración en la absorción de agua provoca una disminución en el 

crecimiento e inhibe la división y la expansión celular, mientras que la acumulación 

de cloro (Cl-) y de Na+ produce toxicidad en los distintos tejidos y puede interferir 

con las vías metabólicas (Munns & Tester, 2008).   
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La absorción excesiva de Na+ y Cl- limita la asimilación, el transporte y la 

distribución de micronutrientes, especialmente de potasio (K+) y de calcio (Ca+), 

resultando en desbalances de iones intracelulares y en efectos negativos sobre 

enzimas y otras macromoléculas (Keutgen & Pawelzik, 2008). Dada la capacidad 

del Na+ para competir con el K+ por los sitios de unión esenciales para el 

funcionamiento de proteínas, altos niveles de Na+ o altas proporciones Na+/K+ 

pueden interrumpir varios procesos enzimáticos en el citosol (Tester & Davenport, 

2003). Un efecto secundario de la presencia de NaCl en los tejidos es el aumento 

de especies reactivas de oxígeno (ROS), lo que puede provocar daño en el 

fotosistema II, inhibir la síntesis de proteínas e interferir con el funcionamiento de 

enzimas como la fructosa-1,6-bisfosfatasa o la sedoheptulosa-1,7-bisfosfatasa 

mediante la oxidación del grupo tiol (Bartels & Sunkar,  2005). 

 

2.2 Mecanismos de tolerancia al sodio. 
Las distintas especies de plantas difieren en su capacidad para tolerar la salinidad, 

lo que se refleja en su crecimiento y en su habilidad para generar semillas bajo 

estas condiciones. Las plantas halófitas, la flora natural de suelos altamente salinos, 

presentan mayor capacidad para compartamentalizar las sales que aquellas plantas 

glicófitas, la flora de suelos no salinos, por lo que pueden tolerar mayores 

concentraciones de sal (Munns & Tester, 2008). En general, la respuesta a la 

salinidad es un proceso complejo que involucra numerosos cambios, tales como 

cambios en el crecimiento de la planta, incremento/reducción en la expresión de 

genes y proteínas, aumento en los niveles de ácido abscísico (ABA), acumulación 

de solutos compatibles y de proteínas protectoras, incremento en los niveles de 

antioxidantes y supresión de las vías metabólicas que consumen alta cantidad de 

energía (Bartels & Sunkar,  2005). 

 

Dado que el NaCl es la sal más soluble y común, no es sorprendente que las 

plantas hayan  desarrollado mecanismos adaptativos para regular su acumulación y 

expulsión. Entre dichos mecanismos se encuentra la habilidad para ajustar la 

osmolaridad celular, la exclusión de Na+ en las raíces y la tolerancia a sal en 
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distintos tejidos producto de la compartimentalización intracelular de los iones Na+ y 

Cl- (Munns & Tester, 2008). 

 

2.2.1 Compartamentalización de iones. 
Una manera de mantener bajas las concentraciones de Na+ en el citoplasma, es 

secuestrarlo dentro de vacuolas. En este proceso de compartimentalización el sodio 

entra a las células y es bombeado a la vacuola a través del tonoplasto antes de que 

las concentraciones en el citoplasma se incrementen (Tester & Davenport, 2003), lo 

que a su vez contribuye a la regulación osmótica permitiendo mantener la absorción 

de agua por las soluciones salinas (Lu, et al. 2004). 

La entrada de Na+ a la célula vegetal es un proceso pasivo: la diferencia en el 

potencial eléctrico negativo en la membrana plasmática y las bajas concentraciones 

de Na+ en el citoplasma favorecen el movimiento de Na+ hacia adentro de la célula. 

En contraste, la expulsión y la compartimentalización son procesos activos. Los 

antiportadores Na+/H+ median la compartimentalización en la vacuola y la expulsión 

del sodio de la célula; dos procesos claves en la desintoxicación y la regulación 

osmótica que son necesarios para tolerar el estrés salino (Blumwald, et al. 2000). 

 

2.2.2 Antiportadores Na+/H+. 
Los intercambiadores Na+/H+ son proteínas de membrana que participan en la 

regulación del pH y del sodio dentro de la célula. Estas proteínas se encuentran 

presentes en los distintos reinos biológicos, y llevan a cabo el intercambio de Na+ 

por H+ a través de las membranas (Shi & Zhu, 2002). En los mamíferos, los 

intercambiadores Na+/H+ de la familia NHE están implicados en varios procesos 

fisiológicos importantes, incluyendo la regulación del volumen celular, el control del 

pH intracelular y la homeostasis de Na+. La presencia de genes homólogos a la 

familia NHE ha sido identificada en diferentes especies tales como Escherichia coli 

(NhaA y NhaB), Schizosaccharomyces pombe (sod2), Saccharomyces cerevisiae 

(NHX1 y NHA2), Caenorhabditis elegans, Drosophyla melanogaster, Xenopus laevis 

y Arabidopsis thaliana (NHX) (Putney, et. al. 2002).  
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Los genes homólogos de la familia NHX, identificados por primera vez en la 

levadura S. cerevisiae, corresponden a intercambiadores Na+/H+ que desempeñan 

un  papel primordial en la compartimentalización de sodio. Mediante estudios con la 

proteína ScNhx1 se determinó su localización en el compartimento 

endosomal/prevacuolar  y se estableció su participación en el secuestro intracelular 

de sodio, dependiente de pH (Nass, et al. 1997). Con la posterior complementación 

de la levadura mutante nhx con el gen NHX1 de A. thaliana, se demostró la función 

de este transportador en plantas (Gaxiola, et. al.1999). 

 

Hasta la fecha, se ha estudiado la presencia y la función de las proteínas NHX en 

numerosas especies vegetales como Oryza sativa (Fukuda, et al. 2004), Solanum 

lycopersicu (Rodriguez-Rosales, et al. 2008) e Ipomea tricolor (Yoshida, et al. 2005). 

Donde se ha demostrado que los intercambiadores NHX de plantas tienen 

funciones relacionadas con el transporte de Na+ y K+, con la homeostasis iónica y 

con la regulación del pH. La disponibilidad de las secuencias génicas, ha permitido 

detectar la presencia de varios genes NHX en algunas plantas: 6 genes para Zea 

mays, 7 para Oryza sativa, 1 gen para Pinus taeda y  5 para Solanum lycopersicum 

(Rodriguez-Rosales, et al. 2009). 

 

En Arabidopsis thaliana, se han identificado 8 genes pertenecientes a la familia NHX 

por homología en su secuencia, de los cuales se han caracterizado 7 en detalle 

(ARAMENON 6.1 http://aramemnon.botanik.uni-koeln.de/index.ep). Dentro de este 

grupo, los intercambiadores de Na+/H+ de la membrana plasmática y del tonoplasto, 

codificados por los genes SOS1/AtNHX7 y AtNHX1 respectivamente, participan en 

el transporte de sodio (Shi, et al. 2000; Nass, et al. 1997) y son regulados por estrés 

salino (Zhu, 2003). Para que se lleve a cabo el transporte mediado por los 

intercambiadores Na+/H+, se requiere acoplar su actividad con los gradientes 

electroquímicos generados por las bombas de protones de las membranas 

plasmáticas (H+-ATPasa) y del tonoplasto (H+-ATPasa, H+-PPiasa). Los protones 

transportados a través del dichas membranas, permiten la movilización del Na+ 

hacia dentro de la vacuola o hacia afuera de la célula (Apse, et al. 2003). 
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2.2.3 Las H+-ATPasas vacuolares. 
A diferencia de las células animales, las células vegetales carecen de Na+-ATPasas, 

por lo que dependen de H+-ATPasas para crear la fuerza-protón motriz que provee 

la energía para el transporte de los iones y metabolitos. Así, las células vegetales 

utilizan transporte activo primario mediado por H+-ATPasas y transporte secundario 

mediado por canales y co-transportadores para transportar los iones a través de sus 

membranas y garantizar la homeostasis (Zhu, 2003). Las H+-ATPasas vacuolares 

(V-ATPasas) son una familia de bombas de protones que acoplan la hidrólisis del 

ATP para transportar protones fuera del citosol. Están presentes en las 

endomembranas de las células eucarióticas, en el retículo endoplasmático, en el 

aparato de Golgi, en vesículas y en el tonoplasto; y son esenciales para el 

funcionamiento normal de diversos compartimentos internos. Las V-ATPasas 

consisten de dos macro dominios: el V1 que corresponde al sector catalítico 

compuesto de proteínas periféricas, y V0, correspondiente al sector transmembranal 

compuesto de proteínas integrales de membrana y por proteínas periféricas, que 

translocan los protones a través de la bicapa lipídica (Fig. 1).  

 

El sector V1 se compone de 8 subunidades diferentes (A, B, C, D, E, F, G, H), 

mientras que V0 está compuesto por 6 subunidades distintas (a, d, e, c, c', c'') 

algunas de las cuales se presentan en varias copias génicas (Lu, et al. 2004). En el 

dominio V1, las subunidades A y B, presentes en tres copias génicas cada una, 

forman la cabeza catalítica donde se lleva a cabo la hidrólisis del ATP. Mediante 

distintos estudios como la modificación química de aminoácidos y la mutagénesis 

dirigida realizada en la proteína, se ha determinado que la subunidad A constituye el 

principal sitio de unión al ATP (Zhang, et al. 1995). La subunidad B, por otro lado, ha 

sido implicada en la regulación de la V-ATPasa. Se ha propuesto que la presencia 

de un dominio no-catalítico en esta subunidad podría competir por la unión al ATP y 

modular la actividad de la bomba de protones (Vasylieva, et al. 2000). Así mismo, la 

existencia de isoformas de la subunidad B y su expresión diferencial en mamíferos, 

aportan evidencia a dicha función regulatoria (Brown, et al. 2009). 
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El resto de las subunidades de la V-ATPasa se encuentran distribuidas en dos tipos 

de tallos: el tallo periférico, cuya función es prevenir la rotación de la cabeza 

catalítica durante la hidrólisis del ATP y el tallo central, que une a los sectores V0 y 

V1 y sirve como rotor que acopla la energía liberada por la hidrólisis del ATP al anillo 

de rotación compuesto por las proteínas hidrofóbicas del sector V0 (Fig. 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El sector V0 es la región de la V-ATPasa donde se lleva a cabo el transporte de 

protones. Cada una de sus subunidades están presentes en una sola copia génica, 

a excepción de la subunidad c que se encuentra en varias (de 4 a 5 copias 

dependiendo de la especie). En particular, las subunidades c, c' y c'' corresponden a 
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proteínas altamente hidrofóbicas que se encuentran formando un anillo. Cada una 

de ellas contiene un residuo de glutamina (Glu), el cual es protonado 

reversiblemente durante el transporte de protones (Forgac, 2007). 

 

2.2.4 Regulación de la V-ATPasa. 
La V-ATPasa se encuentra finamente regulada, su estructura heteromultimérica así 

como su distribución en distintas membranas permiten el control de su actividad a 

distintos niveles. La disociación reversible de los sectores V1 y V0, por ejemplo, 

constituye un método eficiente para controlar la actividad de la bomba de protones 

sin afectar el potencial de membrana. Así mismo, la redistribución de la V-ATPasa 

en las diferentes endomembranas permite dirigir la actividad de la bomba a las 

regiones donde es necesaria (Forgac, 2007). El control en la expresión de la V-

ATPasa en respuesta a demandas celulares específicas se logra mediante la 

regulación génica de algunas de sus subunidades o a través de modificaciones 

post-transcripcionales como la poliadenilación del mensajero  (Merzendorfer, et al. 

1997). Bajo variaciones a corto plazo, la bomba de protones se regula 

bioquímicamente por pH o por la concentración de iones, por la presencia de  

ATP/ADP o de Pi y por procesos de oxidación/reducción (Klychnikov, et al. 2007) o 

de fosforilación (Liu, et al. 2004). Bajo estrés salino, la actividad de la V-ATPasa se 

regula por Na+ (Binzel & Ratajczak, 2002). La exposición a NaCl aumenta la 

transcripción de los genes de algunas subunidades de la V-ATPasa (Narasimhan, et 

al. 1991; Tsiantis, et al. 1996), e incrementa la abundancia de la V-ATPasa presente 

en el tonoplasto a nivel de proteína (Ratajczak, et al. 1994). Así mismo, la 

exposición a NaCl  incrementa la actividad hidrolítica (Vera-Estrella, et al. 1999) y el 

bombeo de protones de la V-ATPasa (Barkla, et al.1995). 

 

Recientemente se han identificado varias proteínas asociadas a las subunidades de 

la V-ATPasa en levadura (Seol, et al. 2001; Smardon, et al. 2002; Lu, et al. 2004) y 

en células de mamífero (Chen, et al. 2004; Vitavska, et al. 2005), lo que apunta a 

que la regulación de la bomba de protones puede involucrar una red de 

interacciones proteína-proteína que podrían permitir a la V-ATPasa percibir el 
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estado de la célula y regular su funcionamiento de acuerdo a condiciones 

particulares (Forgac, 2007).  

 

En células de levadura, el acoplamiento de los sectores V1 y V0 está mediado por la 

disponibilidad de glucosa; en ausencia de ella, la V-ATPasa permanece 

desarticulada. Cuando los niveles de glucosa aumentan, el complejo proteico RAVE 

(Regulator of the ATPasa of Vacuolar and Endosomal membranes) se une al sector 

V1 con alta afinidad, mediando el reensamblaje de la ATPasa vacuolar (Smardon, et 

al. 2002).  

 

En plantas, la vía SOS (Salt Overly Sensitive) desempeña un papel central en la 

coordinación de las actividades de los sistemas transportadores de sodio. Ésta, se 

compone de tres proteínas: SOS1/NHX7, SOS2/CIPK24 y SOS3/CBL4. La proteína 

SOS1 es un intercambiador de Na+/H+ de la membrana plasmática, cuya expresión 

aumenta bajo estrés salino. Posee de 10 a 12 dominios transmembranales y una 

cadena citoplásmica de más de 700 aminoácidos sobre la que actúa la cinasa 

SOS2 para activar el transportador (Shi, et al. 2000). SOS3 es una proteína tipo 

calcineurina-β (CBL), capaz de percibir los cambios intracelulares de calcio 

generados por estrés salino (Ishitani, et al. 2000). Una vez activada mediante su 

unión a Ca2+ , la proteína SOS3 forma un complejo con la proteína SOS2,  una 

cinasa de proteínas que fosforila serinas y treoninas, con un dominio regulador C-

terminal y un dominio catalítico N-terminal (Halfter, et al. 2000). Durante condiciones 

de estrés salino, el complejo SOS2-SOS3 se asocia con la membrana plasmática y 

la proteína SOS2 fosforila a SOS1, activando su capacidad transportadora. 

Recientemente se ha demostrado que la cinasa de proteínas SOS2 interactúa con 

varias subunidades del sector V0 de la V-ATPasa, regulando su actividad (Batelli, et 

al. 2007) y se ha propuesto a la proteína intercambiadora Na+/H+ SOS1/NHX7 como 

un sensor de sodio (Fig. 2) (Zhu, 2003). 
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2.3 La glicólisis. 
La glicólisis es una vía central en el metabolismo de diversos organismos como 

plantas, animales y microorganismos, en ella una molécula de glucosa es 

degradada mediante una serie de reacciones enzimáticas para generar dos 

moléculas de piruvato. Durante las 10 reacciones secuenciales de la glicólisis, cada 

una llevada a cabo por una enzima distinta, parte de la energía liberada de la 

glucosa es almacenada en forma de ATP y NADH, los cuales constituyen moléculas 
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básicas para el funcionamiento celular (Lehninger, et al. 2004). En plantas 

superiores, la vía de la glicólisis se lleva a cabo en distintos compartimentos 

celulares (Gottieb, 1982). Lo que permite una amplia plasticidad de esta vía 

metabólica (Plaxton, 1996) (Fig. 3). 

 

Se ha reportado que en especies halófitas expuestas a sal, la abundancia de las 

enzimas glicolíticas se incrementa a nivel de mensajero o de proteína (Suzuki, et al. 

2005; Cushman, et al. 2007; Sobhanian, et al. 2010), lo que sugiere que la 

regulación de la glicólisis podría estar involucrada en la respuesta y tolerancia a la 

salinidad. Recientemente se han identificado a las enzimas glicolíticas aldolasa y 

enolasa asociadas el tonoplasto de la halófita Mesembryanthemum crystallinum y 

se ha determinado que bajo estrés salino estas enzimas se regulan positivamente 

(Barkla, et. al. 2009). 

 

2.3.1 Enzimas glicolíticas: la Aldolasa. 
La aldolasa (Fructosa-1,6-bifosfato aldolasa) es una enzima altamente conservada,  

responsable de la ruptura de la fructosa-1,6-bifosfato en gliceraldeído-3-fosfato y 

dihidroxiacetona fosfato durante la glicólisis (Fig. 3) y de la reacción inversa en la 

gluconeogénesis y en el ciclo de Calvin (Lehninger, et al. 2004). Se han identificado 

dos tipos de aldolasas: Las aldolasas de clase I corresponden a proteínas 

tetraméricas de ~160 kD, presentes en animales, plantas superiores, helechos, 

musgos y algunas algas. Estas proteínas se caracterizan por llevar a cabo la 

reacción arriba descrita mediante la asociación del grupo amino de la lisina (Lys), 

presente en el sitio catalítico de la enzima, con el carbono 2 de la fructosa-1,6-

bifosfato. En contraste, las aldolasas de clase II son proteínas diméricas de 

aproximadamente 80 kD, que se encuentran en organismos tales como bacterias, 

cianobacterias y hongos, y que para llevar a cabo la reacción utilizan un catión 

divalente (Zn2+ o Fe2+) como electrófilo en el ciclo catalítico (Rutter, 1964; Marsh & 

Lebherz, 1992). Dadas las diferencias estructurales y funcionales, se considera que 

ambas clases de aldolasas evolucionaron independientemente (Rutter, 1964; 

Flechner, et al.  1999). 
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En Arabidopsis thaliana se ha identificado por homología de secuencia a 8 genes 

que  posiblemente codifican para aldolasas  de  tipo I (Fig.4 A). Estos genes se 

encuentran distribuidos en distintos cromosomas (www.arabidopsis.org) y dado que  

algunos de ellos poseen péptidos de tránsito para mitocondria y cloroplasto en su 

secuencia, las proteínas resultantes podrían estar localizadas en diferentes 

compartimentos celulares (TargetP 1.1, www.cbs.dtu.dk/services/). A la fecha, se ha 

confirmado experimentalmente que el producto del gen At4g26520 corresponde a 

una aldolasa citosólica (Herbette, et al. 2006); mientras que el producto del gen 

At2g36460 es una aldolasa mitcondrial (Geigé, et al. 2003). 

 

La presencia de la enzima aldolasa en distintos compartimentos subcelulares no es 

extraño, pues se ha documentado que en plantas superiores la vía de glicólisis está 

presente en el citoplasma y en los plástidos (Gottieb, 1982), donde se ha detectado 

la presencia de isoenzimas (Lebherz, et al. 1984; Anderson & Levin, 1970) 

codificadas por genes nucleares distintos (Plaxton, 1996). Evidencia de esto es la 

presencia de aldolasas citosólicas (ALD C), así como de aldolasas plástidicas (ALD 

P) en distintas especies vegetales como Pisum sativum (Anderson, et al. 2005), 

Oryza sativa (Tsutsumi, et al. 1994), Nicotiana paniculata (Yamada, et al. 2000) y 

Spinacia oleracea (Lebherz, et al. 1984). Debido a que las isoformas difieren en 

carga, composición de aminoácidos, estructura en el dominio C-terminal y tamaño, 

es posible distinguirlas mediante métodos inmunológicos (Lebherz, et al. 1984). 

 

2.3.2 Enzimas glicolíticas: la Enolasa. 
La enolasa (2-fosfo-D-gliceratro hidrolasa) es una enzima integral de la glicólisis, 

responsable  de la interconversión de 2-fosfoglicerato a fosfenolpiruvato mediante la 

remoción reversible de una molécula de agua (Lenhinger, et al. 2004) (Fig. 3). En 

vertebrados superiores se han descrito tres isoenzimas con especificidad celular (α, 

β, γ), codificadas por los genes ENO1 y ENO2 (Fletcher, et al. 1976), mismos que se 

han identificado en levaduras (McAllister & Holland, 1982). En plantas el número de 

genes de enolasa para cada especie es variable y, al igual que para la aldolasa, se 

ha documentado la presencia de isoenzimas.  
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En Zea maiz se han identificado dos genes (pENO1 y pENO2) altamente 

homólogos entre sí (80%), así como cuatro proteínas (ENO1, ENO2, ANP45A, 

ANP45B) cuya actividad parece estar regulada bajo estrés ambiental (Lal, et al. 

1998). En Ricinus communis se ha localizado solamente un gen de enolasa 

(Blakeley, et al. 1994), y se ha reportado la presencia de isoenzimas en plástidos y 

en el citoplasma con distinta actividad durante el desarrollo (Miernyk & Dennis, 

1992). No obstante, no es claro si se trata de genes distintos o de modificaciones 

postraduccionales del mismo polipéptido. Para Mesembryanthemum crystallinum 

también se ha reportado un gen y se ha demostrado que la actividad de la enzima 

está regulada por condiciones de estrés (Forsthoefel, et al. 1995).  
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En A. thaliana existen 3 genes que codifican para la enolasa (www.arabidopsis.org), 

no obstante solamente se han caracterizado dos de ellos (Fig.4 B): el producto del 

gen At2g36530 corresponde con una enolasa funcional (Lee, et al. 2002), mientras 

que el gen At1g74030 códifica para una enolasa localizada en cloroplasto 

(Prabhakar, et al. 2009).  
 
2.4. Las enzimas glicolíticas como proteínas con funciones alternativas 
(Moonlighting proteins). 
La capacidad que presentan algunas proteínas para desempeñar funciones 

alternativas ha sido estudiada por más de veinte años, cuando se descubrió que el 

cristalino ocular de mamíferos, aves y reptiles, está constituido por enzimas 

citosólicas (Wistow & Piatigorsky, 1987). A partir de ello, se ha documentando 

extensamente la diversidad funcional que pueden tener algunas proteínas en 

distintos organismos (Tabla 1) y se ha especulado acerca del origen evolutivo de 

esta propiedad compartida por gran cantidad de proteínas como enzimas, 

receptores, canales y factores de transcripción (Jeffery, 1999). Muchas enzimas 

evolucionaron sitios de unión a proteínas, independientes de su sitio catalítico, 

mientras que otras parecen haber sido reclutadas para realizar una nueva función 

en los nuevos tipos celulares u órganos. Mientras que en el primer caso, el 

surgimiento de las nuevas funciones parece ser producto de mutaciones fortuitas en 

las grandes regiones que rodean al sitio catalítico de una enzima, en el segundo 

caso probablemente se hizo uso de las propiedades físicas o estructurales de la 

proteína (Jeffery, 2004). En ambos escenarios, la evolución dio lugar a proteínas 

con una función completamente distinta a la que desempeñaban, por lo que se han 

agrupado en un grupo aparte al de las proteínas bifuncionales y multifuncionales 

(Moore, 2004). Además de su función en la glicólisis, algunas de las enzimas que 

participan en esta vía pueden cumplir funciones alternas (Plaxton, 1996). En los 

últimos años se ha documentado la participación de varias de ellas en otros 

procesos celulares: la hexocinasa (HXK2) ha sido localizada en el núcleo de S. 

cereviceae, donde interactúa con el represor transcripcional Mig1 para regular la 

expresión de genes relacionados con el metabolismo de la glucosa (Ahuatzi, et al. 
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2004; 2007). En plantas se ha identificado como un sensor de glucosa involucrado 

en la expresión de genes durante el desarrollo y en respuesta a estrés (Rolland, et 

al. 2002; Moore, et al. 2003). Así mismo, se ha determinado la asociación de la HXK 

con la subunidad B de la V-ATPasa y con la subunidad reguladora del proteosoma 

19S (RPT5B) (Cho, et al. 2006). En la levadura Pichia pastoris la fosfofructocinbasa 

(PFK1) participa en la microautofagia de peroxisomas y se ha demostrado que su 

actividad catalítica no es necesaria para dicha función (Yuan, et al. 1997). También 

se ha documentado que la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) posee 

actividad de uracil-DNA glicosilasa, la cual media la reparación del  DNA (Meyer-

Siegler, et al. 1991) y se ha identificado como un mediador general de muerte 

celular (Sawa, et al. 1997). 

 

Para la aldolasa existe evidencia de que la enzima participa en el ensamblaje de la 

membrana nuclear (Nakagawa, et al. 2003) y se ha propuesto que distintas 

isoenzimas pueden tener una función relacionada con la expresión de genes en el 

núcleo (Ronai, 1993). En Medicago sativa (alfalfa) se ha identificado a la aldolasa 

citosólica de clase 1 como una proteína asociada a dominios MADS, los cuales 

constituyen   secuencias  de  unión  al  DNA  conservadas  en  distintos  factores  de 

transcripción   (Páez-Valencia,  et  al.  2008).  En  mamífero,  por  otra  parte,  se  ha 

determinado la asociación de la aldolasa con la membrana de eritrocitos 

(Campanella, et al. 2005), donde se ha identificado su asociación con la proteína 

Banda 3, el polipéptido más abundante de la membrana de los eritrocitos (Huber, et 

al. 1996), así como con el citoesqueleto en tejido muscular (Pagliaro & Taylor, 1988). 

Y en levadura se ha determinado su interacción con la V-ATPasa (Lu, et al. 2007). 

 

Por otra parte, se ha demostrado que la enolasa participa en la fusión de vacuolas 

homeotípicas, es decir del mismo tipo, y en la regulación del transporte de proteínas 

hacia la vacuola (Decker & Wickner, 2006). En Escherichia coli se encuentra 

asociada al complejo de degradosoma de RNA en donde parece tener una función 

reguladora en respuesta a estrés (Morita, et al. 2004) y se le ha asociado a la 

tolerancia térmica al funcionar como proteína de choque térmico (Iida & Yahara,  
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1985). En plantas, la enolasa se regula positivamente en respuesta a salinidad 

(Forsthoefel, et al. 1995), sequía (Riccardi, et al. 1998) y anaerobiosis (Lal, et al. 

1998), y se ha identificado como un gen esencial para la adaptación a frío en A. 

thaliana (Lee, et al. 2002). 
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3. ANTECEDENTES 
 

Con el fin de identificar proteínas del tonoplasto involucradas en el transporte de 

sodio a la vacuola, recientemente en el laboratorio se realizó un estudio de 

proteómica cuantitativa en la halófita Mesembryanthemum crystallinum. Mediante 

electroforesis en dos dimensiones (2D-PAGE) se separaron las proteínas de la 

fracción altamente pura de tonoplasto de plantas expuestas y no a sal, obtenida por 

Electroforesis Zonal de Flujo Libre (EZFL), y a través del marcaje diferencial en gel 

(DIGE) se determinaron las proteínas cuya abundancia se modificó bajo exposición 

a NaCl. Después de análizar los geles utilizando el software Decyder 6.5, se 

determinaron diferencias entre los geles, donde cada proteína corresponde a un 

punto. Dichas diferencias fueron analizadas estadísticamente, considerándose 

solamente significativo el incremento o reducción de la abundancia de la proteína 

cuando esta fuera de 1.5 veces. De esta manera se identificaron 8 puntos que 

cumplían con los requisitos establecidos, incrementando todos ellos su abundancia.  

Mediante espectrometría de masas (MS) se identificaron seis de ellos, los cuales 

correspondieron con las subunidades B y d de la V-ATPasa, así como con las 

enzimas glicolíticas aldolasa y enolasa. La interacción de las enzimas aldolasa y 

enolasa con la subunidad B de la V-ATPasa fue confirmada a través de ensayos de 

inmunoprecipitación (Barkla, et al. 2009). 

 

Estudios posteriores realizados en el laboratorio, permitieron determinar la  

participación in vitro de la aldolasa en la regulación de la V-ATPasa en respuesta a 

salinidad. Dichos ensayos se realizaron  tanto en la halófita M. crystallinum como en 

la glicófita Ananas comosus (Barkla, et al. 2009),  lo que constituye  un indicio de la 

participación de las enzimas glicolíticas en la respuesta a salinidad no es exclusiva 

de plantas halófitas. 

 

La interacción de enzimas glicolíticas con el tonoplasto de distintas especies 

vegetales había sido observada previamente en estudios proteómicos, pero al ser 

considerada como una contaminación sin función en el tonoplasto, no se profundizó 
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en su estudio. La HXK, por ejemplo, fue identificada en la vacuola de A. thaliana 

pero se excluyó del estudio al ser considerada como una contaminación proveniente 

de la vía secretora (Carter, et al. 2004). De igual manera, en un estudio proteómico 

para identifiar proteínas vacuolares fosforiladas en cebada (Hordeum vulgare) las 

enzimas glicóliticas GPDH y aldolasa fueron descartadas (Endler, et al. 2009). 

 

Otros estudios en levadura reportan la asociación de la aldolasa y de la enolasa a la 

vacuola y proponen para ellas funciones alternativas a la glicólisis. Se ha 

demostrado que la aldolasa interactúa directamente con las subunidades a, B y E 

de la V-ATPasa y que la enzima regula el ensamblaje y actividad de la bomba de 

protones. La mutación en el gen de la aldolasa provoca la incapacidad de las 

levaduras para crecer a pH 7.5, condición que refleja la disociación de los sectores 

V1 y V0 de la V-ATPasa (Lu, et al. 2004). Ya que esto no ocurre al interrumpir el gen 

de la glucosa-6-fosfato isomerasa, una enzima de la glicólisis que cataliza un paso 

anterior al de la aldolasa, nos permite sugerir que el efecto observado no es simple 

consecuencia de la disrupción de la glicólisis. Además de esto, se ha demostrado 

que la unión de la aldolsa a la V-ATPasa es independiente de su actividad catalítica 

y se propone como el sensor de glucosa que permite la asociación de los dominios 

de la bomba de protones (Lu, et al. 2007). Por otro lado, Decker y Wickner (2006) 

demostraron que la enolasa está asociada a la vacuola de S. cerevisiae y proponen 

que la enzima podría regular el tráfico de la V-ATPasa hacia ella.  
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4. JUSTIFICACIÓN 
 

La creciente salinización del suelo es un grave problema al que se enfrenta la 

agricultura. Éste no solamente repercute en la producción agrícola mundial, sino 

que también tiene un efecto directo en la calidad del suelo y en la integridad de los 

ecosistemas.  Entre los procesos de tolerancia a la salinidad presentes en las 

células vegetales, la compartimentalización de los iones de sodio constituye un 

aspecto importante y, al ser un proceso en el cual las sales son secuestradas, 

impacta en la capacidad de las plantas para evitar el daño celular causado por iones 

tóxicos y por tanto en su capacidad para sobrevivir, germinar y establecerse, en 

condiciones de estrés salino. La vacuola es el principal orgánelo involucrado en la 

compartamentalización, sin embargo, las distintas proteínas y los mecanismos 

involucrados en su funcionamiento y en su regulación no han sido completamente 

elucidados.  

 

Por ello, su estudio nos ofrece la posibilidad de generar conocimiento referente a la 

capacidad de tolerancia y de adaptación a sal en las plantas, incluyendo aquellas de 

importancia alimenticia. Conocimiento que posteriormente podría ser de utilidad 

para seleccionar cultivos tolerantes, crear organismos transgénicos resistentes a la 

salinidad e incluso proponer estrategias de fitoremediación para los suelos 

afectados. 

 

Recientemente se identificó la presencia de las enzimas glicolíticas aldolasa y 

enolasa asociadas al tonoplasto de la halófita M. crystallinum y se demostró que la 

abundancia de dichas proteínas en esta membrana es regulada por sal. Aunque se 

han propuesto distintas funciones en las que pueden estar involucradas, se 

desconoce aún el papel específico que desempeñan en las plantas. Debido a ello, 

es importante realizar estudios que nos permitan conocer la función que realizan 

dichas enzimas en la respuesta de las plantas a estrés salino, procurando así tener 

un conocimiento integral del proceso de compartamentalización y de la participación 

de nuevos componentes en ello. 
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5. HIPÓTESIS 
 

 Las enzimas aldolasa y enolasa participan en la regulación de la V-ATPasa y 

en el funcionamiento de la vacuola en la respuesta a sal en Arabidopsis 

thaliana, por lo que las mutantes de A. thaliana en los genes que codifican 

dichas enzimas serán más susceptibles a salinidad. 

 
 
6. OBJETIVO GENERAL 
 

 Caracterizar la participación de las enzimas glicolíticas aldolasa y enolasa 

asociadas al tonoplasto en la regulación de la respuesta a salinidad en 

plantas de A. thaliana. 

 

 

7. OBJETIVOS PARTÍCULARES 
 

 Determinar la asociación de las enzimas aldolasa y enolasa con el tonoplasto 

de A. thaliana mediante ensayos de inmunolocalización. 

 Obtener mutantes homocigóticas de aldolasa y de enolasa en A. thaliana. 

 Determinar el fenotipo, a nivel macro y microscópico, de las plantas 

mutantes. 

 Determinar la susceptibilidad al estrés salino de plantas mutantes. 

 Caracterizar morfológicamente la vacuola de plantas mutantes y plantas de 

tipo silvestre, expuestas y no expuestas a NaCl. 

 Determinar la actividad hidrolítica y de transporte de H+ de la V-ATPasa de A. 

thaliana en plantas mutantes y de tipo silvestre, expuestas y no expuestas a 

NaCl. 
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8. MATERIAL Y MÉTODOS 
 
8.1 Material vegetal y condiciones de crecimiento.  
Las semillas de la línea mutante para la aldolasa, Salk_080758, con inserción de T-

DNA en el gen At4g26530 de la aldolasa se obtuvieron del Laboratorio de Análisis 

Genómicos del Instituto Salk (Alonso, et al. 2003). Mientras que las semillas de la 

mutante en el gen de la enolasa  At2g36530 (los2) se obtuvieron directamente del 

grupo del Dr. Jian Kang Zhu, de la Universidad de California, Riverside (Lee, et al. 

2002). 

 

Las plantas de A. thaliana ecotipo Columbia (Col-0) se crecieron en medio MS 

completo (Murashige & Skoog, 1962), adicionado con vitaminas B5, 3% de 

sacarosa y 0.8% de agar. Para la línea Salk se adicionaron 25 mg/L de kanamicina 

(Weigel & Glazebrook, 2006). Las semillas de A. thaliana se esterilizaron 

previamente exponiéndolas a etanol al 100% por 1 min, se lavaron dos veces con 

agua estéril y se transfirieron a una solución con 15% cloro y 0.05% Tween20 por 15 

min. Se realizaron cuatro lavados con agua estéril y las semillas se distribuyeron en 

medio MS en cajas Petri  (colocando no más de 50 semillas por caja), las cuales se 

colocaron en un cuarto de cultivo a 25°C y con fotoperiodo de 16h luz/8h oscuridad. 

A las 2 semanas de edad, las plantas se transplantaron a charolas de germinación 

con tierra Metro-Mix 510® o a charolas para hidroponía de 20L con la solución 

nutritiva de Hoagland (Hoagland y Arnon, 1938) pH 7, diluida a la mitad de su 

concentración (Vera-Estrella, et al. 1999; 2005; Barkla, et al. 2002), y se 

mantuvieron en condiciones de invernadero (17 a 28°C) con luz y fotoperiodo 

natural.  Las plantas mantenidas en charolas de germinación se regaron con agua 

de la llave cada tercer día (siempre y cuando no estuvieran en tratamiento) y una 

vez por semana con la solución nutritiva Hoagland pH 7, diluida a la mitad de su 

concentración. El medio hidropónico fue cambiado 2 veces al mes. A las 8-10 

semanas después de la germinación, se dio inicio al tratamiento con 75 mM de 

NaCl por 4 días. 
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Las plantas de la línea mutante los2 no se desarrollan normalmente en condiciones 

de hidroponía por lo que fueron crecidas en charolas de germinación con tierra 

Metro-Mix 510®. En este caso, las plantas de la línea mutante y de la línea tipo 

silvestre Col-0 de 10 semanas de edad se expusieron al tratamiento con sal 

mediante la inmersión de las charolas en 75mM de NaCl. La base de las charolas 

se perforó previamente y, para dar inicio al tratamiento, se colocaron dentro de 

contenedores con la solución salina, permitiendo que el suelo se humedeciera con 

ella. La tierra de las charolas se mantuvo húmeda con la solución salina durante 4 

días, evitándose el exceso de agua que pudiera inducir una condición de anoxia en 

las plantas. Al cabo de 4 días de exposición a NaCl se realizaron los experimentos. 

 

8.2 Extracción de DNA. 
El DNA genómico se obtuvo utilizando el kit de extracción Phytopure de GE 

Healthcare (www6.gelifesciences.com/aptrix/upp01077.nsf/Content/sample_preparation~p 

roduct_selection_category~genomic_dna_purification~nucleon_phytopure?OpenDocument

&moduleid=39983). Se utilizó 0.1g de tejido fresco, el cual se molió en un mortero 

estéril con nitrógeno líquido hasta obtener un polvo fino. El tejido pulverizado se 

transfirió a un tubo eppendorf de 1.5 mL al que se añadieron 600 µL del reactivo 1 

que contiene el detergente lauril sulfato sódico (SDS) y Hidroximetil  aminometano 

(Tris). En este mismo paso se añadieron 20 µg/mL de RNAasa y se dejó incubar por 

30 min a 37°C. Para continuar la lisis celular se agregaron 200 µL del reactivo 2 que 

contiene NaCl y se incubaron a 65°C durante 10 min con agitaciones regulares 

seguidas de 20 min de reposo en hielo. Posteriormente, las muestras se incubaron 

por 10 min con agitación constante a temperatura ambiente y se centrifugaron a 

1500 x g por 10 min en una microcentrífuga BioFuge pico® (Sorvall, México). Se 

colectó el sobrenadante y el DNA se precipitó con un volumen igual de isopropanol. 

Se realizó otra centrifugación en la misma centrífuga, a 4000 x g durante 5 min para 

concentrar el ADN. La pastilla se lavó con etanol frío al 70%, se secaron las 

muestras a temperatura ambiente por 10 min y se resuspendieron en 20 µL de agua 

estéril MilliQ.  
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Como alternativa al kit, se utilizó el protocolo descrito por Dellaporta y colaboradores 

(1983), con algunas modificaciones. De 0.5 a 2.0 g de tejido fresco de A. thaliana se 

molió en mortero con nitrógeno líquido. El polvo obtenido se transfirió a tubos 

eppendorf con 250 mL de la solución amortiguadora de extracción que contiene 50 

mM de Tris pH 8, 10 mM de EDTA pH 8, 100 mM de cloruro de sodio, SDS al 1% 

(peso/volumen) y 10 mM de β-mercaptoetanol (agregado inmediatamente antes de 

usar). El tejido se homogeneizó con un pistilo estéril y se colocó a 65°C por 10 min 

con agitación cada 2 min. Posteriormente se agregaron 65 µL de acetato de potasio 

(KOAc) 5 M a cada muestra, los tubos se invirtieron 5 veces y se transfirieron a hielo 

por 5 min. Se llevaron a cabo dos centrifugaciones a 16,000 x g y en ambas se 

tomó el sobrenadante para eliminar el tejido. Se agregó un paso de limpieza con un 

volumen igual al de la muestra de fenol-cloroformo, se centrifugó a 16,000 x g por 5 

min y nuevamente se tomó el sobrenadante. Se agregaron 320 µL de isopropanol y 

30 µL de acetato de sodio (NaOAc) 3 M, pH 4.5, los tubos se invirtieron 5 veces 

para mezclar las soluciones y  se colocaron a -20°C durante 10 min. Pasado ese 

tiempo, las muestras se centrifugaron a 16,000 x g por 10 min, se desechó el 

sobrenadante y se lavó la pastilla con etanol al 70%. Las muestras se dejaron secar 

a temperatura ambiente y se resuspendieron en agua MilliQ estéril. La 

concentración de ADN obtenida se cuantificó utilizando el espectrofotómetro 

NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, México). 

 

8.3 Amplificación del ADN mediante la Reacción en Cadena de la Polimerasa 
(PCR).  
Para amplificar los genes de interés, se prepararon reacciones para PCR de 20 µL y 

50 µL. En el tubo de reacción se colocó la solución amortiguadora para PCR con 50 

mM de KCl-, 0.2 mM de la mezcla de dNTP's 

(www.fermentas.com/catalog/nucleotides/dntpset.htm),  0.2 mM de cada uno de los 

oligonucleótidos, 0.25 µM de Taq Polimerasa 

(www.fermentas.com/catalog/modifyingenzymes/taqdnapolymeraserecomb.htm), 1.5 mM 

de MgCl y 50-100 ng del templado de ADN. Las muestras se colocaron en un 

termociclador PTC 200 de MJ Research con el siguiente protocolo de temperaturas: 
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2 min a 95°C en un ciclo inicial para desnaturalizar el ADN, 40 ciclos alternando 

temperaturas de 95°C por 1 min, 50-65°C por 30 s, 72°C por 1 min y una elongación 

final a 72°C por 10 min. Los productos de PCR obtenidos fueron visualizados 

mediante electroforesis horizontal utilizando una cámara Gel XL ultra de Labnet, en 

gel de agarosa al  0.8% (peso/volumen) en TAE 0.5X, a 50 V por 45 min o a 100 V 

por 20 min según el tamaño del producto esperado. 
 

8.4 Selección de plantas de la línea Salk_080758, con inserción de T-DNA en el 
gen At4g26530.  
Las semillas provenientes de plantas identificadas por PCR como heterocigóticas 

para la inserción de T-DNA se sembraron en medio MS con kanamicina (25mg/L). A 

los 7-10 días después de la siembra, las plántulas se observaron bajo el 

estereoscopio y se contabilizaron las semillas cuya pigmentación y raíz se 

desarrollaron normalmente. Con estos datos se estimó la proporción de 

heterocigóticas y homocigóticas en la población. Las plantas que se desarrollaron 

normalmente, sin efectos de la kanamicina, se transfirieron a charolas con tierra 

para obtener sus semillas y se repitió el proceso de selección hasta obtener 

porcentajes de germinación y de desarrollo normal cercanos al 100%.  
 
8.5 Confirmación de la mutación en la línea los2. 
A partir del DNA de plántulas de 3 semanas y mediante PCR, utilizando los oligos 

diseñados específicamente para la mutante, se amplificó un fragmento de 645 pb en 

el cual se encuentra la mutación de interés. La calidad del producto de PCR se 

verificó por electroforesis en un gel de agarosa al 0.8%, 20 min a 100V, se purificó y 

se cuantificó. Se envió la muestra (100 ng) a la Unidad de Síntesis y Secuenciación 

de DNA del Instituto de Biotecnología (UNAM), empleando el primer derecho (RP) 

para su secuenciación. 
 
8.6 Aislamiento de tonoplasto de hojas de A. thaliana utilizando un gradiente 
discontinuo de sacarosa. 
El aislamiento de membranas se llevó a cabo utilizando un gradiente discontinuo de 
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sacarosa, de acuerdo con la metodología descrita por Barkla y colaboradores 

(1995). Pasados los 4 días de exposición a 75mM de NaCl, se obtuvo la parte aérea 

de las plantas (30 g peso fresco) y se colocó en 300 mL de solución de 

homogeneización fría, manteniendo una relación de 1-2 gramos de tejido por 10 mL 

de medio. La solución de homogeneización contiene: 400 mM de manitol, 10% 

(peso/volumen) de glicerol, 30mM de Tris, 0.5% (peso/volumen) de albúmina de 

suero bovino (BSA), 5 mM de ácido tetra-acético del etilenglicol (EGTA), 0.5 mM de 

hidroxibutilanisol (BHT), 0.25 mM de dibucaina, 5 mM de MgSO4. Se ajusta el pH a 

8.0 con H2SO4 e inmediatamente antes de usar se agregan 5% (peso/volumen) de 

polivinilpirrolidona 10  (PVP-10), 5% (peso/volumen) de PVP insoluble, 1 mM de 

floruro de fenilmetanosulfonil (PMSF), 2 mM de ditiotreitol (DTT), 1mM de 

benzamidina y 26 mM de K-metabisulfito. La homogenización del tejido se llevó a 

cabo en una licuadora comercial marca Waring con 5 pulsos de 20 segundos cada 

uno y  20 segundos entre cada pulso. El homogeneizado se filtró en 4 capas de 

gasa y se centrifugó a 10,000 x g a 4°C durante 20 min, utilizando el rotor Beckman 

JA-20 y la centrífuga JS-HS de la misma marca. Se tomó el sobrenadante y se 

centrifugó a 100,000 x g por 50 min a 4°C utilizando el rotor Beckman Ti45 y la 

ultracentrífuga Beckman Optima® L-80. Se desechó el sobrenadante y se 

resuspendió la pastilla en 10 mL de medio de suspensión utilizando el 

homogenizador de tejidos Potter-Elvehjem con pistilo de teflón. El medio de 

suspensión contiene 400 mM de manitol, 10% (peso/volumen) de glicerol, 1.8 mM 

de Tris/Mes pH 8.0 y 1.3 mM de DTT. La suspensión microsomal se colocó sobre 

gradientes discontinuos de sacarosa, los cuales consistieron en 9 mL de sacarosa al 

22% (peso/volumen), 9 mL de sacarosa al 32% (peso/volumen) y 9 mL de sacarosa 

al 38% (peso/volumen), todos disueltos en solución de suspensión. Se centrifugaron 

las muestras a 100,000 x g por 2 horas a 4°C utilizando el rotor SW28 y la 

ultracentrífuga previamente descrita. Las membranas que corresponden al 

tonoplasto, contenidas en la interfase 0/22% de sacarosa, se colectaron. Se 

diluyeron en solución de suspensión y se precipitaron a 80,000 x g por 1 hora a 4°C 

empleando el rotor Beckman Ti60 y la ultracentrífuga L-80. Se recuperó la pastilla, 

se resuspendió en 200 µL de la solución de suspensión y se dividió la muestra en 
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alícuotas de 50 µL, se congelaron en nitrógeno líquido y se guardaron a -80°C. 

 
8.7 Extracción de proteína total de hojas de A. thaliana. 
La parte aérea de plantas de 8-10 semanas de edad de A. thaliana se colocó en 

nitrógeno líquido y se maceró en un mortero hasta obtener un polvo fino. La muestra 

se transfirió a un tubo cónico de 15 mL con la solución amortiguadora de extracción 

en una proporción 1:1 y se dejó incubar por 10 min en hielo. La solución 

amortiguadora de extracción contiene 250mM de manitol, 10% (peso/volumen) de 

glicerol, 10mM de Tris/Mes pH 8.0, 1mM de EDTA, 5mM de DTT, 1mM de 

benzamidina, 1mM de PMSF y 5% (peso/volumen) de PVP insoluble. Pasados los 

10 min, las muestras se mezclaron en el vortex por 1 min y se filtraron a través de 

dos capas de Miracloth. El filtrado se separó en alícuotas de 1mL, se congelaron en 

nitrógeno líquido y se guardaron a -80°C. 

 

8.8 Tratamiento caotrópico de tonoplasto. 
Con el fin de eliminar aquellas proteínas unidas débilmente a la membrana, las 

muestras de tonoplasto puro se trataron con una solución amortiguadora caotrópica. 

Se tomaron 200 µg de cada muestra y se incubaron 30 min a 4°C en la solución de 

suspensión descrita anteriormente, en presencia de 200 mM Na2CO3 pH 11, 

suplementado con 3mM de MgSO4 y 3 mM BTP-ATP. Pasado ese tiempo, las 

membranas se concentraron mediante centrifugación empleando el rotor Beckman 

Ti45 y la ultracentrifuga L-80 de la misma marca, a 100,000 x g por 50 min a 4°C. 

 
8.9 Cuantificación de la proteína. 
La proteína presente en las muestras de tonoplasto obtenidas se cuantificó 

mediante el método modificado de Bradford (1976). La proteína de membrana se 

solubilizó con 0.5% de Triton X-100 (v/v) por 5 min a temperatura ambiente. Pasado 

ese tiempo, se agregaron 800 µL de H2O milliQ para diluir el detergente y se 

añadieron 200 µL de colorante Bradford. Las muestras se incubaron por 5 minutos, 

se mezclaron empleando el vortex y se leyeron a 595 nm utilizando el 

espectrofotómetro de UV-visible 845x de Hewlett Packard y el software UV-visible 
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Chem Station de la misma marca. 

Para eliminar los lípidos en la muestra antes de la separación de las proteínas por 

SDS-PAGE, se transfirió el volumen necesario de proteína a un tubo eppendorf y se 

añadieron 1.5 mL de Etanol/Acetona (1:1) a -30°C. Las muestras se mantuvieron  a 

-30°C por 24 horas, según la metodología expuesta por Parry y colaboradores 

(1989). Las muestras se centrifugaron a 13,000g por 20 min a 4oC en un rotor 

F2404 de una centrífuga de mesa modelo GS-15R (Beckman). Las pastillas se 

secaron al aire por 5 min y se resuspendieron con solución amortiguadora de 

Laemmli (1970) (62.5 mM Tris/HCl, 2.5% (peso/volumen) de SDS, 5% 

(peso/volumen) de 2,β-mercaptoentanol y 0.001% (peso/volumen) de azul de 

bromofenol, en una relación 1µL por µg de proteína, para someterse a la 

electroforesis. 

 

8.10 SDS-PAGE y análisis tipo “western blot”. 
Previa a la colocación de la proteína en los geles, los tubos con las muestras de 

proteína se colocaron a baño maría a 60°C por 2 min. La electroforesis se llevó a 

cabo en mini gel de acrilamida a concentración final del 10%, compuesto por 30% 

de acrilamida/bisacrilamida, 1.5 M Tris/HCl pH8.0, SDS al 10%, N,N,N,N'-

tetrametilnediamina (TEMED) y persulfato de amonio al 10%, durante 45 min a 

200V (4°C) utilizando una cámara Mini Protean II de Bio-Rad. Se utilizaron 300 mL 

de solución amortiguadora de corrida (0.06 M Tris, 0.04 M glicina y 8mM de SDS) y 

se cargaron 12-20 µg de proteína por carril y 5 µg de marcador de peso molecular 

(Fermentas, México) en el primer carril de la izquierda de cada gel. Para algunos 

casos, la electroforesis fue realizada por duplicado, empleando un gel para 

corroborar que la cantidad de proteína cargada fuera la misma para todas las 

muestras. Para este fin, el gel de acrilamida obtenido fue teñido por 45 min con 

solución de tinción que contiene 0.025% de azul de Coomassie (peso/volumen), 

50% (v/v) de metanol y 7% (v/v) de ácido acético glacial. Posteriormente, el gel se 

transfirió a solución para desteñir, la cual consta de 40% de metanol y 7% de ácido 

acético glacial. Una vez que las bandas se observaron claramente, se retiró el gel y 

se escaneó utilizando el escáner Scan Jet 8250 de Hewlett Packard y el software 
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Fotografías e Imágenes HP versión 1.1 proporcionado por la misma compañía. 

Una vez concluida la electroforesis, se incubó el gel de acrilamida durante 10 min en 

solución amortiguadora de transferencia (0.02 M de Tris, 0.15 M de glicina y 20% de 

metanol) con agitación constante, para eliminar el exceso de SDS que podría 

reducir la eficiencia de la transferencia. Las proteínas se transfirieron a una 

membrana de nitrocelulosa (ECL plus, GE Lifesciences) utilizando la unidad de 

transferencia Mini Trans-Blot Cell de Bio-Rad y la misma solución de transferencia.  

La transferencia se realizó durante 75 min a 100 V a 4°C. Para corroborar que la 

cantidad de proteína colocada en cada carril haya sido la misma, la membrana fue 

teñida por 1 min con una solución que contiene 0.01% (peso/volumen) de colorante 

rojo de Ponceau y 5% (v/v) de ácido acético, se lavó con H2O estéril y se escaneó 

empleando el escáner y el software previamente descrito. 

 

8.10.1 Detección de proteína empleando anticuerpos específicos. 
La presencia y abundancia de las proteínas aldolasa y enolasa así como de las 

subunidades E, B y A de la V-ATPasa, se determinó empleando anticuerpos 

específicos policlonales contra cada una de ellas. Las membranas se incubaron por 

2-3 horas en solución para bloquear, la cual contiene solución amortiguadora Salina 

Tris (10mM Tris/HCl, 150mM NaCl y pH 7.5), 5% (peso/volumen) de leche 

descremada en polvo (Svelty, Nestlé) y 0.02% (peso(volumen) de azida de sodio 

para evitar su contaminación con bacterias. Posteriormente, las membranas se 

colocaron en 8 mL de la misma solución con el anticuerpo primario y se dejó incubar 

por 12 horas a temperatura ambiente, con agitación constante. Al día siguiente se 

llevaron a cabo tres lavados con 50 mL de solución amortiguadora Salina Tris 

(TBS), TBS con 0.02% (v/v) Tween-20 y TBS, durante 15 minutos cada una, con 

agitación constante y se colocó el segundo anticuerpo en solución para bloquear sin 

azida de sodio, ya que este inhibe la reacción enzimática de la peroxidasa de 

rábano.  Al cabo de 3 horas, se realizaron los tres lavados con TBS comentados 

anteriormente y los complejos antígeno-anticuerpo se detectaron utilizando el kit de 

quimioluminiscencia ECL (Enhanced ChemiLuminiscence) para detección de 

western blot de GE Healthcare 
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(www6.gelifesciences.com/aptrix/upp01077.nsf/Content/Products?OpenDocument&modulei

d=46853) de acuerdo con las indicaciones del fabricante y una placa de 

autoradiografía expuesta por 5-20 min. Para la aldolasa y la VHA-E se realizaron 

exposiciones por 5 minutos, 15 minutos para la enolasa y 20 minutos para la VHA-A 

y la VHA-B. 

 

8.10.2 Anticuerpos utilizados y concentraciones empleadas. 
Los anticuerpos policlonales generados en conejo contra la aldolasa 

(www.agrisera.com/en/artiklar/fructose-16-bisphosphate-aldolase-fba.html) y contra la 

VHA-E (www.agrisera.com/en/artiklar/-v-atpase-h-vacuolar-h-atpase-subunit-h.html) de A. 

thaliana, se emplearon a una dilución de 1:5000. El anticuerpo policlonal generado 

en cabra contra el C-terminal de la enolasa de humano (www.scbt.com/datasheet-

7455-enolase-c-19-antibody.html) se utilizó a una dilución de 1:1000 y para el caso de 

los anticuerpos contra la VHA-A y la VHA-B de Kalanchoe, ambos producidos en 

conejo (donado por el Dr. J.A.C, Smith, Universidad de Oxford) se empleo una dilución 

de 1:500. Para determinar la presencia de distintos organelos en las fracciones 

obtenidas mediante gradiente discontinuo de sacarosa se utilizaron los siguientes 

anticuerpos contra proteínas marcadoras: tonoplasto (VHA-E, subunidad E de la V-

ATPasa) a una dilución de 1:1000, cloroplasto (α-ATP beta, subunidad de la ATPasa 

de cloroplasto) a una dilución de 1:1000, golgi/RE (CRT1, calreticulina) a una 

dilución de 1:2000, mitocondria (VDAC, canal de aniones dependiente de voltaje de 

la membrana externa) a una dilución de 1:1000 y membrana plasmática (AHA2, 

H+ATPasa) a una dilución de 1:2000, todos generados en conejo. Los anticuerpos 

secundarios para detectar la fracción constante de la inmunoglobulina G (IgG) de 

conejo y/o de cabra, producidos en cabra y en conejo respectivamente, se utilizaron 

a una dilución de 1:3000. 

 

8.10.3 Análisis de abundancia de la proteína detectada con anticuerpos 
específicos. 
Para determinar la cantidad de proteína detectada por los anticuerpos específicos 

en los experimentos de western blot, las placas de autoradiografía obtenidas fueron 
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digitalizadas utilizando el escáner y el software para tratamiento de fotografías e 

imágenes previamente descritos. Las imágenes fueron analizadas 

semicuantitativamente por densitometría, utilizando el software ImageJ versión 

1.42q (http://rsb.info.nih.gov/ij). Se normalizaron los valores obtenidos con base al 

control (plantas de tipo silvestre no expuestas a sal) y se realizó el análisis 

estadístico empleando el software OriginPro 8 (www.originlab.com). 

 
8.11 Actividad hidrolítica de la V-ATPasa. 
La actividad hidrolítica de la V-ATPasa se midió en relación a la liberación de fosfato 

inorgánico (Pi) siguiendo el método de Ames (1966). La proteína de tonoplasto 

previamente aislado (15 µg/100 µl) se incubó a 37°C por 30 min en 300 µl de 

solución de ensayo, la cual contiene: 50 mM de KCl, 6 mM de MgS04, 30 mM de 

Tris-HCl pH 8.0 y 1 mM de molibdato de sodio como inhibidor de fosfatasas. Para 

evaluar el efecto de las enzimas glicolíticas aldolasa y enolasa sobre la estimulación 

de la actividad hidrolítica de la V-ATPasa, se añadieron 0.03 unidades de aldolasa 

purificada de Spinacia oleracea (Sigma, Aldrich # A9329)  y/o 0.04 unidades de 

enolasa de Saccharomyces cerevisiae (Sigma, Aldrich # E6126). La reacción fue 

detenida agregando 800 µl de solución de Ames (1 volumen de ácido ascórbico al 

10% y 6 volúmenes de molibdato de amonio al 0.42% en H2SO4), se incubó por 30 

min a temperatura ambiente y se midió la absorbencia a 820 nm. Se utilizó el 

espectrofotómetro de UV-visible y el software descrito en párrafos anteriores. 

 

8.12 Actividad enzimática de la enolasa.  
La actividad catalítica de la enolasa se determinó a través de la medición de la 

oxidación de NADH a NAD+ (Hüter, et. al. 1999), de acuerdo con las siguientes 

reacciones acopladas:  

 

 

 

 

 

2-fosfoglicerato + H2O  
     

enolasa Fosfenolpiruvato + H2O

Fosfenolpiruvato + ADP piruvato cinasa Piruvato + ATP

Piruvato + NADH lactato deshidrogenasa Lactato + NAD+
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El ensayo se llevó a cabo a 30°C en medio de reacción, el cual contiene 50mM de 

Tris-HCl pH 7.4, 0.2 mM de β-NADH (Sigma, # cat. N8129), 3.3 mM de MgCl2, 20 mM 

de KCl, 1.2 mM de ADP (Sigma, # cat. A2754) y 2mM de 2-fosfolglicerato. Se 

añadieron 30 µg de proteína total de tonoplasto y 3 unidades de lactato 

deshidrogenasa, 2.1 unidades de piruvato cinasa (Sigma, # cat. P0294) para iniciar la 

reacción. El ensayo se realizó en un volumen total de 1 mL. La disminución en la 

absorbencia se midió cada 5 s, durante 2 min a 340 nm, empleando el 

espectrofotómetro de UV-visible y el software previamente descritos. 

 

La conversión de absorbencia a unidades se llevó a cabo utilizando el coeficiente de 

extinción del NADH con la siguiente fórmula: 

 

 

 
 

 

Donde:  

U= 1 µmol de sustrato convertido. 

6.22= Coeficiente de extinción de β-NADH a 340 nm. 

1= volumen de reacción en mL. 

 

8.13 Mediciones de osmolaridad y de concentración de iones Na+ y K+. 
La parte aérea de plantas de tipo silvestre y de plantas mutantes los2, control y 

expuestas a 75 mM de NaCl se colocó en jeringas de 10 mL a las que se colocó 

previamente un filtro Whatman No. 1. El material se congeló a -30°C por 24 horas y 

la savia se obtuvo mediante centrifugación a 1500g por 15 min utilizando el rotor 

Beckman S4180 y la centrífuga GS-15R de la misma marca. La osmolaridad se 

determinó en un volumen de 30 µL, con el osmómetro crioscópico Osmomat 030 

(Gonotec, Alemania). La medición de Na+ y K+ se llevó a cabo mediante fotometría 

de flama empleando el flamómetro modelo 943 de Instrumentation Laboratory 

(Lexington, Massachusetts. EUA). 

 

Actividad específica de la enolasa 
(U/mg de proteína) =

∆ Abs 340 nm (min-1 mg-1)

(6.22)(1)
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8.14 Fijación del tejido y microscopía electrónica.  
Se realizaron cortes semifinos de la sección media de hojas de plantas de A. 

thaliana de tipo silvestre y mutantes los2, expuestas y no expuestas a 75mM de 

NaCl, y se prepararon para su observación por microscopía electrónica. Las 

muestras se fijaron en 0.1 M de paraformaldehido (PFA) al 4% en solución 

amortiguadora de cacodilato de sodio 0.2M, pH 7.4 por 1 h y post-fijadas en 

tetraoxido de osmio (OsO4) al 1% para dar contraste a la muestra. Después, el 

tejido se lavó tres veces en la solución de cacodilato durante 10 min y se colocó en 

una solución de sacarosa 0.2 M durante toda la noche a 4°C. Al día siguiente se 

repitieron los lavados y se realizó una serie de deshidrataciones con etanol (70-

100%). Las muestras fueron embebidas en resina Epon durante 24 h, se cortaron 

con cuchilla de vidrio, se tiñeron con azul de toluidina, se montaron en rejillas de 

cobre de 200 mesh cubiertas por formvar-carbón y se observaron en el microscopio 

electrónico Zeiss EM 900 a 80 kv (Carl Zeiss, Int.). Se tomaron las fotografías con la 

cámara CCD Dual vision 300W (Gaton, Inc.) acoplada al microscopio.  

 
8.15 Modelaje de la proteína enolasa. 
Las estructuras simuladas de la enolasa de tipo silvestre y mutante los2 de A. 

thaliana (gen At2g36530) se generaron mediante modelaje por homología con la 

estructura de la enolasa tipo 1 de humano  (PDB:3B97) empleando el software 

gratuito Modweb (http://modbase.compbio.ucsf.edu/ModWeb20-html/modweb.html). Se 

realizó un alineamiento múltiple (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) con 45 

secuencias depositadas en el PDB (Protein Data Bank) para confirmar la elegida 

por el programa como la de más alta homología y el modelo fue verificado utilizando 

el software Swiss-Model (Arnold, et al. 2006; Kiefer, et al. 2009; Peitsch, 1995). La 

visualización y manipulación de la imagen se llevó a cabo con el programa Swiss 

PdbViewer (Guex & Peitsch, 1997). No se realizó ningún procedimiento de 

minimización de energía o ajuste manual. 
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8.16 Medición de clorofila y carotenoides en hojas de A. thaliana. 
Los pigmentos fotosintéticos de plantas de tipo silvestre y mutantes los2, 

germinadas en medio MS con 75 mM de NaCl, se extrajeron y se cuantificaron 

mediante espectrofotometría siguiendo el protocolo descrito por Lichtenthaler 

(1987). Las hojas de plantas de 12 días de edad se machacaron en acetona al 80% 

utilizando un pistilo, las muestras se dejaron incubar en la oscuridad a 4ºC durante 

12 h y se centrifugaron utilizando la microcentrífuga BioFuge pico® (Sorvall, México) 

a 16,000 x g por 10 min. 1 mL de cada muestra se tomó para su medición utilizando 

el espectrofotómetro de UV-visible y el software previamente descritos. Se obtuvo el 

diagrama de absorbencia de 400 a 700 nm para determinar la posición de los picos. 

Se midió la absorbencia a 470 nm, 645 nm y 663 nm y las concentraciones de 

clorofila a, clorofila b, clorofila total y carotenoides se calcularon utilizando los 

siguientes coeficientes de extinción (Lichtenthaler, 1987; Lichtenthaler & 

Buschmann, 2001): 

 
Ca (µg/mL) = 12.25(A663.2) – 2.79(A646.8) 

Cb (µg/mL) = 21.50(A646.8) – 5.10(A663.2) 

Ctotal (µg/mL) = 18.71(A646.8) – 7.15(A663.2) 

C(x+c) (µg/mL) = (1000(A470) – 1.82(Cα) – 85.02(Cβ))/198 

Donde C es la concentración en µg/mL y A es la absorbencia a la longitud de onda indicada. 

 
8.17 Diseño de los oligonucleótidos y secuencias. 
Los oligonucleótidos para la línea Salk_080758 con inserción de T-DNA en el gen de 

aldolasa se diseñaron utilizando el programa para diseño de oligonucleótidos Salk 

T-DNA (http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html) y se confirmaron empleando el 

software SDSC Biology Workbench 3.2 (http://workbench.sdsc.edu/) y el programa 

OligoCalc (www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html). Mientras que los oligos 

diseñados para el gen de la enolasa se desarrollaron utilizando el programa Vector 

NTI 10.3.0 de Invitrogen (www.invitrogen.com/site/us/en/home/LINNEA-Online-

Guides/LINNEA-Communities/Vector-NTI-Community/Vector-NTI.html) y se confirmaron 

utilizando los programas Workbench 3.2  y OligoCalc (Tabla 2). 
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Tabla 2. Oligonucleótidos utilizados. 
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9.  RESULTADOS 
 
A partir del trabajo previo en el que se identificaron a las enzimas aldolasa y enolasa 

asociadas al tonoplasto de M. crystallinum, nos planteamos profundizar en el 

estudio de la función de dichas enzimas en la respuesta a NaCl. Puesto que no se 

cuenta con mutantes en M. crystallinum se buscó trabajar con el organismo modelo 

A. thaliana, para el cual existe una gran cantidad de mutantes disponibles. Además 

de la facilidad para trabajar con A. thaliana debido a la existencia de bancos de 

semillas y a la disponibilidad de su genoma completo, la especie nos ofrecía la 

posibilidad de confirmar la presencia de las enzimas aldolasa y enolasa en el 

tonoplasto de una especie glicófita. 

 

Ambas líneas mutantes, tanto para aldolasa como para la enolasa, fueron elegidas 

en base a los resultados obtenidos en el trabajo previo con el tonoplasto de M. 

crystallinum (Barkla, et al. 2009) (Tabla 3). Las secuencias de los péptidos cuya 

abundancia se modificaba bajo exposición a NaCl fueron alineados 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Coincidiendo la secuencia de los péptidos con los 

genes At4g26530 (que códifica para la aldolasa) y At2g36530 (que códifica para la 

enolasa),  para los que existen líneas mutantes. 

Tabla 3. Secuencia de péptidos obtenidos a partir del estudio proteómico realizado con el 
tonoplasto de la halófita M. crystallinum (Barkla, et al. 2009).  

Identificación de proteínas reguladas por NaCl en Mesembryantenum crystallinum 
Nombre del gen Nó. de peptidos identificados Secuencia  Función  

PGH1-Enolasa 3 K.VNQIGSVTESIEAVK.M Glicólisis, fusión  

  
K.NVNEIIGPALVGK.D vacuolar y tráfico. 

    R.AAVPSGASTGVYEALELR.D   
PGH1-Enolasa 2 K.VQIVGDDLLVTNPK.R Glicólisis, fusión  

    K.VNQIGSVTESIEAVK.M vacuolar y tráfico. 
ALF1- Fructosa 5 K.TAAGKPFVEVLK.E Glicólisis. 

bifosfato alddolasa 
 

R.FAGINVENVESNR.R 
 

  
K.VAPEVIAEYTVR.A 

 
  

K.GVVELAGTNGETTT 
 

  
QGLDGLGAR.C 

     K.YADELIANAAYIGTPGK.G   
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La presencia de 8 genes para la aldolasa y de 4 genes para la enolasa en A. 

thaliana, así como la existencia de una vía alterna de glicólisis en los plástidos de 

las plantas (Plaxton, et al. 1996) nos llevó a suponer que las mutantes serían 

viables a pesar de contener mutaciones en genes básicos para el metabolismo de la 

glucosa. 

 
9.1 Obtención de plantas de Arabidopsis thaliana homocigóticas para la 
inserción de T-DNA en el gen de la aldolasa At4g26530. 
Con el fin de caracterizar la función de la aldolasa en la respuesta y tolerancia a la 

salinidad en A. thaliana, se utilizó a la línea Salk_080758 ecotipo Columbia (Col-0) 

(Alonso, et al. 2003). Dicha línea contiene una inserción de T-DNA en el cuarto exón 

del gen de la aldolasa At4g26530 (Fig. 5), lo que afecta cualquiera de los dos 

productos generados por el procesamiento alternativo del gen.  El tamaño de los 

dos mensajeros (At4g26530.1 y At4g26530.2) resultantes del gen difieren en 38 pb 

aproximadamente. Sin embargo, dicha diferencia se refleja en el tamaño de las 

regiones no transcritas (UTR) y no en el tamaño de la proteína resultante. La cual 

tiene un tamaño de 358 aminoácidos para ambos casos (AceView, 

www.ncbi.nlm.nih.gov/IEB/Research/Acembly/index.html).  
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La línea Salk_080758 proveniente del Instituto Salk es una línea heterocigótica, 

cuyas semillas corresponden a la generación T2 o T3. Mediante PCR y utilizando los 

oligonucleótidos diseñados para reconocer los extremos del gen (RP, LP), así como 

para unirse al T-DNA (LBb1.3), se confirmó que la presencia y la heterocigosis del T-

DNA. Dado que se utilizaron tres oligonucleótidos, se esperaba obtener fragmentos 

de distintas longitudes a partir de la amplificación por PCR: para el caso de plantas 

de tipo silvestre, o sin inserción de T-DNA, se esperaba la amplificación de un solo 

fragmento de 989 pb, mientras que para las plantas con inserción en ambos alelos 

se esperaba generar un fragmento corto de 517 pb (Fig. 6A). Como se observa en 

la figura 6B, la presencia de ambos fragmentos (uno de 517 bp y uno de 989 bp) 

nos indican que el T-DNA se encuentra presente solamente en uno de los alelos; 

por lo que recurrimos al gen de selección de resistencia a kanamicina presente en 

las plantas transformadas para obtener plantas homocigóticas.  
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9.1.1 Selección de mutantes empleando kanamicina.  
Las plantas mutantes de Salk fueron transformadas por el T-DNA de Agrobacterium 

utilizando el vector pROK2 (O’Malley, et al. 2007), el cual cuenta con el gen 

reportero NPTII que confiere resistencia a kanamicina (Miki & McHugh 2003). 

Aunque se ha demostrado que después de varias generaciones el gen de 

resistencia al antibiótico se silencia, decidimos probar el método de selección con 

kanamicina (Van der Kop, et. al. 1999) con la línea Salk_080758 como primera 

aproximación para seleccionar a las plantas homocigóticas para la inserción de T-

DNA.  

 

La kanamicina es un antibiótico aminoglicósido capaz de unirse a la subunidad del 

ribosoma 30S del cloroplasto y de la mitocondria, impidiendo la traducción de las 

proteínas. Los efectos de este antibiótico en las plantas transformadas, y por tanto 

sensibles al antibiótico, se relacionan con un crecimiento deficiente de la raíz, así 

como con hojas etioladas y poco desarrolladas (Duan, et. al. 2009). A diferencia de 

las plantas no transformadas, las plantas de la línea Salk_080758 con resistencia la 

kanamicina muestran un fenotipo normal, con una raíz principal larga, raíces 

laterales bien desarrolladas y pigmentación normal (Fig. 7A). Después de tres 

generaciones de selección de esa línea, se obtuvieron plantas cuyos descendientes 

continuaban mostrando porcentajes de resistencia al antibiótico cercanos al 100% y 

desarrollo normal (Fig.7B).Para confirmar que las plantas que mostraron resistencia 

a kanamicina eran homocigóticas para la inserción se realizó un PCR, empleando 

los oligonucleótidos diseñados específicamente para el gen At4g26530. Debido a 

que previamente habíamos observado que la presencia de los oligonucleótidos LP, 

RP y LBb1.3 (Fig. 6) en la misma reacción de PCR podría amplificar 

preferentemente a uno de los fragmentos, se realizaron las reacciones por 

separado: en la primera reacción se colocaron los oligonucleótidos diseñados a los 

extremos del gen (RP y LP) con el fin de amplificar el gen completo, sin interrupción 

del T-DNA; mientras que en la segunda reacción se colocaron los oligonucleótidos 

RP y LBb1.3 para amplificar el fragmento pequeño generado por la presencia de T-

DNA. De esta forma, observamos únicamente la presencia del fragmento de 517 pb  
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en la mayoría de las plantas seleccionadas por su alto porcentaje de resistencia a 

kanamicina, lo que nos indica que son homocigóticas para la inserción (Fig. 8). 
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9.2 Obtención de líneas homócigas de A. thaliana con mutación en el gen 
At2g36530 que codifica para la enolasa. 
Para el caso de la enolasa se identificó a la mutante los2, la cual presenta una 

mutación puntual en el gen At2g36530. Dicha mutación se obtuvo mediante 

exposición a etil metano sulfonato (EMS), sustancia  que genera el cambio de 

guaninas por adeninas y que provocó la sustitución de la glicina 326 (cercana al sitio 

catalítico) por una serina en el gen Los2. La mutante los2 fue caracterizada como 

una mutante sensible al frío y se propuso que la enolasa está relacionada con dicha 

respuesta (Lee, et. al. 2002). No obstante, aunque el estrés por frío y el estrés 

salino producen baja disponibilidad de agua (Xiong, et al. 2002), los estudios 

preliminares realizados por Lee y colaboradores (2002) no relacionan a la mutante 

con el estrés salino.  
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En nuestro caso, resulta muy interesante estudiar a la mutante los2 en la respuesta 

a NaCl asociada particularmente al tonoplasto. Pues una mutación puntual 

solamente afectaría parte de la función de la proteína, permitiéndonos estudiar la 

función específica que desempeña en el tonoplasto durante estrés salino. 

 

Con la finalidad de confirmar que las semillas obtenidas correspondían a las de la 

mutante los2, se purificó y secuenció un fragmento de 645 pb del gen, región donde 

se encuentra el aminoácido 326. La secuencia obtenida (los2) fue alineada con la 

reportada para el gen At2g36530 en la base de datos de secuencias de nucleótidos 

del Instituto Europeo de Bioinformática (EMBL-EBI), con lo que se confirmó la 

sustitución de la guanina 2162 por alanina (Fig. 9). Y por tanto que las semillas son 

de plantas mutantes los2. Dado que en su estudio Lee y colaboradores (2002) 

realizaron el mapa génico de la mutante los2, sabemos que ésta no contiene otras 

mutaciones en su genoma. 
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9.3 Confirmación de la asociación de las enzimas aldolasa y enolasa con el 
tonoplasto de A. thaliana mediante ensayos tipo “western blot”. 
En trabajos anteriores realizados en el laboratorio (Barkla, et al. 2009) se identificó 

la presencia de las enzimas glicolíticas aldolasa y enolasa asociadas al tonoplasto 

de la planta halófita M. crystallinum, no obstante se desconocía si dicha presencia 

era exclusiva de la especie. La disponibilidad de un banco de semillas de mutantes 

para la mayoría de los genes de Arabidopsis, hace de esta especie un excelente 

candidato para el estudio funcional de las enzimas identificadas. Sin embargo, antes 

de utilizarla se tenía que confirmar la presencia de las proteínas de interés en el 

tonoplasto de A. thaliana.   

 

Con ese fin, se realizó un ensayo preliminar tipo western blot con las fracciones de 

tonoplasto de M. crystallinum de 6 semanas de edad y de A. thaliana (Col-0) de 8 

semanas de edad y se determinó la presencia de las enzimas glicolíticas aldolasa y 

enolasa, utilizando anticuerpos policlonales.  

 

Los resultados indican que al igual que en la especie halófita, las enzimas aldolasa 

y enolasa se encuentran asociadas al tonoplasto de A. thaliana (Fig. 10). Para 

garantizar que las muestras utilizadas para el wester blot correspondieran a 

proteínas de tonoplasto, se utilizó el anticuerpo contra la H+-pirofosfatasa vacuolar 

(AVP1). Sin embargo, puesto que el anticuerpo fue generado para reconocer la 

AVP1 de Arabidopsis, el reconocimiento en M. crystallinum es menor (Fig. 10-A). La 

proteína se cuantifico antes de ser colocada en el gel, y la membrana a la que se 

transfirieron las proteínas se tiñó con rojo de Ponceau para confirmar la igualdad de 

carga. Permitiéndonos así comparar diferencias en la abundancia de las proteínas 

entre las especies. Mientras que la abundancia de la aldolasa es similar para M. 

crystallinum y A. thaliana (Fig. 10 B), la abundancia de la enolasa en Arabidopsis es 

menor que en M. crystallinum (Fig. 10 C).  
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9.4 En extractos de tonoplasto obtenidos mediante gradiente discontinuo de 
sacarosa, no hay contaminación por Mitocondrias o Membrana Plasmática. 

Una vez que observamos la presencia de las enzimas aldolasa y enolasa asociadas 

al tonoplasto de A. thaliana en nuestro experimento preliminar, decidimos confirmar 

la pureza de nuestro extracto de proteínas de membrana antes de continuar con 

más estudios. 

 

En el trabajo previo con M. crystallinum (Barkla, et al. 2009) se utilizó la 

electroforesis zonal de flujo libre (EZFL) para obtener fracciones de tonoplasto 

altamente puras. Sin embargo, esta alternativa no es viable para A. thaliana debido 

a la poca biomasa que se obtiene en esta especie y a la dificultad para obtener 

grandes cantidades de proteínas microsomales, necesarias para la separación por 

EZFL. En este trabajo optamos entonces por emplear la técnica de separación por 

gradiente discontinúo de sacarosa para aislar la fracción de membranas de 

tonoplasto. Aunque la técnica tiene la desventaja de poder presentar contaminación 

por otras fracciones celulares, es una alternativa viable en los estudios con 

Arabidopsis. 

 

La pureza de las membranas obtenidas mediante gradientes discontinuos de 

sacarosa, se derminó a través de la presencia de diferentes proteínas específicas 

para los organelos y compartimentos celulares en un ensayo de tipo western blot,  

utilizando las siguientes proteínas marcadoras: subunidad E de la V-ATPasa para 

tonoplasto (VHA-E; Kluge, et al. 2004), subunidad de la ATPasa de cloroplasto (α-

ATP beta; Schmidt, et al. 2007) calreticulina para golgi/RE (CRT1; Nelson, et al. 

1997) canal de aniones dependiente de voltaje de la membrana externa de 

mitocondria (VDAC; Clausen, et al. 2004) y H+ATPasa de la membrana plasmática 

(AHA2; Villalba, et al. 1992). Los resultados de nuestros experimentos demuestran 

que en extractos de proteína de tonoplasto no hay presencia de las proteínas VDAC 

ó AHA3, lo que nos indica que en dicha fracción no tenemos contaminación por 

mitocondrias o por membrana plasmática. No obstante, encontramos presencia del 

marcador de cloroplasto (α-ATP beta) y del marcador de RE/Golgi (calreticulina), lo 
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que muestra que en la fracción aislada mediante gradiente discontinúo de sacarosa 

hay presencia de membranas de estos organelos (Fig. 11).  

 

 

 

 

Puesto que este trabajo es complementario al realizado en M.crystallinum, donde la 

asociación de las enzimas glicolíticas al tonoplasto fue comprobada en membranas 

de dicha fracción altamente puras, consideramos que la asociación de las enzimas 

aldolasa y enolsas al tonoplasto no es debida a la contaminación por otras 

membranas. 

 

9.5 La exposición a NaCl regula la abundancia de las enzimas glicolíticas 
aldolasa y enolasa asociadas al tonoplasto de A. thaliana. 
En distintas especies vegetales se ha documentado que el sodio regula la actividad 

de la V-ATPasa, así como la expresión a nivel de proteína de algunas sus 

subunidades (Kabala y Klobus 2008; Barkla, et al. 1995; Binzel y Ratajczak 2002; 

Vera-Estrella et al. 1999). Con el fin de conocer si el estrés salino afecta la 

abundancia de algunas subunidades de la V-ATPasa, así como de las enzimas 

glicolíticas aldolasa y enolasa en A. thaliana, plantas silvestres fueron expuestas a 

75 mM de NaCl por 4 días, y se determinó la abundancia de las proteínas en la 

fracción del tonoplasto a través de western blot. Se utilizaron anticuerpos 
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policlonales contra la aldolasa, la enolasa y contra las subunidades  B (VHA-B)  y E 

(VHA-E) de la V-ATPasa. Los resultados de nuestros experimentos demuestran que 

la abundancia en fracciones del tonoplasto de la aldolasa, la enolasa y de la VHA-B 

aumenta bajo tratamiento con sal, mientras que los niveles de la VHA-E no se 

alteran en respuesta a NaCl (Fig. 12), por lo que puede utilizarse como control de 

carga. 

 

 

 

 

9.6 Determinación de la fuerza de asociación de las enzimas glicolíticas al 
tonoplasto mediante tratamiento caotrópico. 

Los tratamientos caotrópicos desestabilizan las interacciones proteína-proteína y 

proteína-lípidos que median la asociación periférica a la membrana mediante 

disrupción de los enlaces de hidrógeno, de las fuerzas de Van der Waals y de los 

efectos hidrofóbicos, por lo que además permiten la determinación de la fuerza de 

unión (Hatefi y Hanstein, 1974). Estos compuestos se han utilizado exitosamente 

para remover proteínas periféricas de membranas, incluyendo algunas subunidades 

del sector V1 de la V-ATPasa de plantas y levaduras (Kane et al.1989; Ward et al. 

1992). 
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Con la finalidad de determinar que tan fuerte es la asociación de las proteínas 

aldolasa y enolasa a la membrana vacuolar de A. thaliana, las muestras de 

tonoplasto fueron tratadas con 200 mM Na2CO3  pH 11, al que se le agregaron 3mM 

de MgSO4 y 3 mM BTP-ATP, ya que se ha establecido que la adición de MgATP 

facilita la remoción de las subunidades del sector V1 de la V-ATPasa hacia la 

fracción soluble en la presencia de los agentes caotrópicos (Ward, et al.1992). 

Mediante western blot se determinó la abundancia de las proteínas en muestras 

tratadas con el caotrópico y muestras control sin tratamiento.  

 

Nuestros resultados revelan que la aldolasa permanece en las fracciones de 

tonoplasto aún después del tratamiento caotrópico en las membranas de plantas 

tratadas con NaCl y en las control, lo que apunta a que existe una fuerte asociación 

de esta proteína con el tonoplasto (Fig.13 A). Similar a lo observado en la Fig. 12, la 

abundancia de la aldolasa se incrementó en plantas tratadas con sal. Por otro lado, 

el tratamiento caotrópico elimina por completo a la enolasa de la fracción de 

tonoplasto tanto en plantas control como en las tratadas con sal (Fig. 13B), 

indicando que en este caso la unión es más débil. Este resultado contrasta con lo 

reportado para M. crystallinum, donde la enolasa permanece unida al tonoplasto 

aún después del tratamiento caotrópico (Barkla, et al. 2009). Al determinar la 

abundancia de las proteínas de la dominio V1 de la V-ATPasa, VHA-E y VHA-B, en 

presencia del tratamiento, observamos que en ambos casos las proteínas se 

mantienen unidas (Fig. 13C y D). 

 
9.7 La mutante los2 muestra mayor sensibilidad a la salinidad. 
La mutante los2, generada mediante exposición a EMS, identificada y caracterizada 

por su sensibilidad al frío, presenta una mutación puntual en la Gly325 cercana al 

sitio catalítico de la enolasa, lo que afecta su actividad catalítica medida in vitro 

(Lee, et al. 2002). Dicha afectación nos permitió utilizar a la mutante para 

discriminar si la actividad enzimática de la enolasa está relacionada con la 

asociación al tonoplasto observada (Fig. 10). 
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Los resultados obtenidos previamente demostraron que la exposición a 75 mM de 

NaCl regula positivamente la abundancia de las enzimas glicolíticas aldolasa y 

enolasa presentes en el tonoplasto (Fig. 12), por lo que ambas proteínas podrían 

estar involucradas en la respuesta a la salinidad. Con el fin de investigar esta 

posibilidad para la enolasa, evaluamos la habilidad de plantas tipo silvestre y de 

plantas mutantes los2 para germinar, crecer y desarrollarse en presencia de sal.  

 

 

 

 

 

 

 

 

No se observó diferencia en el crecimiento ni en la apariencia entre las plantas 

adultas de tipo silvestre y las plantas mutantes crecidas en condiciones control. Sin 

embargo, con el tratamiento de 75 mM de NaCl durante 4 días, las plantas de la 

línea mutante los2 fueron más sensibles, presentando menor turgencia y lesiones 

cloróticas en las hojas a diferencia de las plantas de tipo silvestre (Fig. 14A). 
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Cuando se evalúo el efecto de la salinidad sobre la germinación y el desarrollo de 

plántulas, efectos similares fueron observados. A diferencia de las plantas de tipo 

silvestre, las mutantes los2 germinadas en medio MS suplementado con 75 mM de 

NaCl muestran un menor tamaño tanto de la parte aérea como de la raíz, así como 

una pigmentación más clara en las hojas a los 7 días de edad (Fig. 14B).  

 Ambos resultados, tanto con plantas adultas como con plántulas, muestran que la 

mutante los2 es más sensible al tratamiento por sal, pero en condiciones control de 

crecimiento no hay un fenotipo diferente entre éstas y las plantas silvestres.  

 

9.8 En la mutante los2 la abundancia de la enolasa en fracciones de 
tonoplasto disminuye bajo exposición a sal, no así en extractos de proteína 
total.  
Con el fin de conocer si la mutación puntual en la línea los2 tiene un efecto sobre 

los niveles de la enolasa presente en las plantas, se evalúo la abundancia de la 

enzima mediante ensayos de tipo western blot. Se realizaron los estudios de 

inmunolocalización en las fracciones de tonoplasto aisladas de plantas de tipo 

silvestre y de tipo mutante, expuestas y no a 75 mM  de NaCl durante 4 días. Los 

ensayos se realizaron por triplicado (n=3) para cuantificar la abundancia proteíca. 

 
Al igual que lo observado anteriormente (Fig.14), en condiciones control (sin 

tratamiento) no hay diferencia entre las plantas mutantes y las plantas de tipo 

silvestre, ya que ambas muestran los mismos niveles de enolasa presente en el 

tonoplasto (Fig.15A, carriles “C”), así como de aldolasa, VHA-B y VHA-E (Fig.15B, C 

y D, carriles “C”). No obstante, aún cuando la abundancia de la enolasa en 

fracciones de tonoplasto de plantas de tipo silvestre expuestas a NaCl aumenta un 

75% bajo exposición a NaCl, la mutante los2 tratada con sal muestra niveles bajos 

de la proteína, la cual disminuye 75% en comparación con los niveles control (Fig. 

15A, carriles “S”). Por otro lado, la disminución de la enolasa no tiene efecto sobre 

la abundancia de las proteínas aldolasa, VHA-A y VHA-E asociadas al tonoplasto 

(Fig. 15B, C y D, carriles “S”), las cuales mantienen el mismo nivel proteico en 

plantas silvestres y plantas mutantes expuestas a sal.  
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Para establecer si la disminución en la cantidad de enolasa detectada en el 

tonoplasto de la mutante los2 expuesta a NaCl se debe a una reducción general en 

los niveles de la enzima o si solamente disminuye la abundancia de la enzima que 

se une al tonoplasto, evaluamos su presencia en extractos de proteína total. Se 

utilizaron Arabidopsis tipo silvestre y los2 expuestas a 75 mM de NaCl. Como 

control positivo se utilizó a la aldolasa, ya que la presencia de la enzima en el 

tonoplasto de la mutante expuesta a sal no cambió significativamente en 

comparación con la de las plantas de tipo silvestre crecidas en condiciones de 

salinidad (Fig.15 B). A diferencia de lo observado en extracto de proteína de 

tonoplasto, la cantidad de enolasa detectada en proteína total de la mutante los2 no 

se modifica bajo exposición a 75 mM de NaCl (Fig. 15 F). 

 
9.9 La concentración de pigmentos fotosintéticos de las plantas los2 es igual 
al de las plantas de tipo silvestre. 
Con el fin de profundizar en el hecho de que las mutantes los2 crecidas en medio 

MS con 75 mM de NaCl presentaban una pigmentación más clara en las hojas que 

las plantas de tipo silvestre germinadas bajo las mismas condiciones (Fig. 14 B), se 

evalúo la concentración de pigmentos fotosintéticos mediante espectrofotometría.  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Tabla 4. Contenido de pigmentos fotosintéticos (clorofila a, clorofila b, clorofila total y 
carotenoides) en plantas los2 y de tipo silvestre. 
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En ambos tipos de plantas y bajo condiciones control o de exposición a NaCl, la 

concentración de carotenoides se mantuvo en los mismos niveles por lo que no se 

encontraron diferencias significativas entre plantas los2 y de tipo silvestre (Tabla 4).  

 

La concentración de clorofila, por otro lado, disminuyó significativamente bajo 

exposición a sal independientemente del tipo de plantas. En plantas de tipo 

silvestre la concentración de clorofila en condiciones de estrés salino se redujo en 

un 39% para la clorofila a y en un 76% para la b. En plantas los2 la reducción por 

exposición a NaCl fue de 66% para la clorofila a y de 74% para la clorofila b, lo 

que a su vez repercute en una disminución en el contenido de clorofila total (Tabla 

4). Notablemente, en condiciones control las concentraciones de clorofila a y b son 

diferentes para plantas de tipo silvestre y mutantes los2. Situación que no 

corresponde con nuestras observaciones previas, en las que las plantas los2 tiene 

el mismo fenotipo que las plantas de tipo silvestre en condiciones control (Fig. 14).  

 

Con los datos que tenemos hasta el momento es difícil explicar la causa de esta 

diferencia. Aunque se realizaron tres repeticiones del experimento y las plantas 

fueron colocadas aleatoriamente en el cuarto de cultivo, no podemos descartar 

que se deba a artefactos experimentales tales como la exposición a luz.  

 

Puesto que no encontramos diferencias entre las plantas mutantes y de tipo 

silvestre expuestas a NaCl, con este experimento descartamos que la coloración 

diferencial observada entre ellas  (Fig. 14 B)  se deba a una diferencia en la 

concentración de pigmentos fotosintéticos. Y sugerimos que se trata de 

antocianinas. 

 

9.10 Las plantas mutantes los2 acumulan una mayor concentración de iones 
Na+ y K+ que las plantas silvestres. 
Para conocer si la sensibilidad de la mutante los2 a la salinidad está relacionada 

con una mayor acumulación de iones en los tejidos de la misma, se cuantificó la 

concentración de Na+ y K+ presente en la savia de hojas de plantas silvestres y 
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mutantes, tratadas y no tratadas con NaCl, y se determinó la osmolaridad de las 

muestras. Tanto en plantas de tipo silvestre como en plantas los2 crecidas bajo 

condiciones control, sin tratamiento, los valores de la concentración de Na+ en la 

savia de hojas son similares para ambos tipos de plantas; 17.2 mM y 16.3 mM de 

Na+ para las plantas de tipo silvestre y mutantes los2, respectivamente (Fig. 16 A). 

Como se esperaba, los niveles de potasio fueron mucho más altos, con resultados 

similares en la concentración de K+ presente en ambos tipos de plantas; 87.8 mM 

para las plantas de tipo silvestre y 88.4 mM para plantas los2.  

 

Con 75 mM de NaCl la concentración de Na+ y de K+ en plantas de tipo silvestre se 

elevó a 38.9 mM y 95.3 mM, respectivamente, obteniéndose un incremento de más 

del doble en el sodio. De manera interesante encontramos que en las muestras de 

plantas tipo los2 expuestas a sal, la concentración de Na+ y K+  se incrementó 

notablemente; 120 mM de Na+ y 124 mM de K+ (Fig.  16 A). Mostrando diferencia 

significativa (p<0.05) con respecto a plantas silvestres control y expuestas a NaCl, 

así como con plantas los2 en condiciones control. 

  

En condiciones control, la osmolaridad de las plantas de tipo silvestre y mutantes 

los2 se mantuvieron en los mimos niveles (0.32 osmol/kg y 0.35 osmol/kg, 

respectivamente), lo que concuerda con la concentración de iones medida en la 

savia de hojas de las plantas. Sin embargo, la exposición a la sal afectó 

diferencialmente a los dos tipos de plantas. Mientras que la osmolaridad en la savia 

de plantas de tipo silvestre tratadas con NaCl se elevó 25% con respecto a la savia 

de plantas control (de valores de 0.32 osmol/kg a 0.43 osmol/kg), las plantas 

mutantes los2 bajo las mismas condiciones de salinidad alcanzan un incremento de 

casi 50% en la osmolaridad (0.35 osmol/kg a 0.64 osmol/kg) (Fig. 16B). 

Confirmando una mayor acumulación de iones en la parte aérea de las plantas 

mutantes. 
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9.11 La estimulación de la actividad hidrolítica de la V-ATPasa por sal o por la 
adición de aldolasa es menor en la mutante los2. 
Con la finalidad de conocer sí la mutante los2 tiene alguna afectación en la 

regulación de la actividad de la V-ATPasa, se evaluó la actividad hidrolítica de la 

bomba de protones en dicha mutante bajo condiciones control y tras la exposición a 

sal. Los valores se compararon con los obtenidos para las plantas silvestres bajo las 

mismas condiciones. El experimento se realizó por triplicado, obteniéndose tres 

series de datos independientes. 

Los resultados de nuestros experimentos confirman que la exposición a NaCl 

estimula significativamente la actividad hidrolítica de la V-ATPasa en plantas 
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silvestres, como se había mostrado previamente (Barkla, et. al. 2009). Sin embargo, 

mientras que la presencia de NaCl aumenta al 70% la actividad hidrolítica de la V-

ATPasa, para la mutante los2 dicho incremento es solamente del 30%. No obstante, 

en el caso de la mutante el valor inicial en condiciones control es significativamente 

mayor a la actividad hidrolítica de plantas silvestres (Fig. 17A). Por lo que no 

podemos descartar esto como la causa de una menor activación. 

 

Basados en los resultados obtenidos en trabajos previos en M. crystallinum que 

indican que la adición de aldolasa a la reacción enzimática estimula la actividad 

hidrolítica de la V-ATPasa, decidimos probar el efecto de dicha enzima sobre la 

actividad de plantas mutantes los2 expuestas y no a sal. Después de la adición de 

0.03 unidades de aldolasa purificada de Spinacia oleracea, la actividad hidrolítica de 

V-ATPasa se estimuló. En plantas de tipo silvestre tratadas con NaCl el incremento 

fue de 31%, mientras que en plantas no tratadas la actividad de la V-ATPasa se 

incrementó en un 42%. En plantas los2, al igual que en la estimulación por NaCl, el 

incremento fue menor. La actividad hidrolítica de la V-ATPasa de plantas los2 

expuestas a sal aumentó solamente un 19% después de la adición de aldolasa, 

mientras que en plantas los2 no expuestas el incremento fue de 25% (Fig. 17).  

 

Estos resultados apuntan a que la disminución de los niveles de enolasa en el 

tonoplasto de la mutante los2 tiene un efecto negativo sobre la actividad de la V-

ATPasa, por lo que se analizó el cambio en la reacción al añadir enolasa exógena. 

Cuando añadimos 0.04 unidades de enolasa purificada de levadura a la reacción, 

tanto de plantas silvestres como mutantes los2, control y expuestas a NaCl, 

observamos que no hay un incremento significativo en la actividad hidrolítica de la 

V-ATPasa (p<0.05). Lo que nos permite sugierir que la enolasa agregada no 

modifica la actividad hidrolítica de la V-ATPasa como lo hace la aldolasa, y que la 

adición de 0.04 unidades de enolasa purificada de levadura no complementa la 

función en la mutante al no restablecer la estimulación por sal o por aldolasa a los 

niveles medidos en plantas silvestres (Fig. 17B). 
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Finalmente, la adición de las enzimas aldolasa y enolasa juntas resulta en un 

incremento en la actividad hidrolítica similar al observado después de la adición de 

aldolasa únicamente. 
 
9.12 Bajo exposición a NaCl, la actividad enzimática de la enolasa de la 
mutante los2 en fracciones de tonoplasto disminuye significativamente. 
Con el fin de determinar si la actividad catalítica de la enolasa en la fracciones del 

tonoplasto está afectada por la mutación G326S e involucrada en la función que 

desempeña la enzima en el tonoplasto, la actividad enzimática fue determinada 

indirectamente mediante la medición de la oxidación de NADH a NAD+ en presencia 

de su sustrato 2-fosfoglicerato, según el método descrito por Hüter y colaboradores 

(1999). Previo a nuestro experimento, se realizó una estandarización de las 

concentraciones de enzimas y sustrato empleados utilizando proteína total de 

tonoplasto de M. crystallinum (Fig. 18A), para asegurarnos que, bajo las condiciones 

y concentraciones empleadas, el producto limitante de la reacción es la cantidad de 

proteína total de tonoplasto añadida y que los valores obtenidos dependerán de 

ésta y no de otro factor como la  insuficiencia de sustrato o de cofactores para la 

reacción. 

 

Nuestros ensayos en Arabidopsis demuestran que en la mutante los2 expuesta a 

75mM de NaCl durante 4 días, la actividad enzimática de la enolasa disminuye 

significativamente (p<0.05) en comparación con plantas de tipo silvestre expuestas 

y no a NaCl, de 0.6 nmol mg-1 de proteína min-1 a 0.27 nmol mg-1 de proteína min-1. 

Lo que coincide con lo reportado por Lee y colaboradores (2002), quienes midieron 

in vitro la actividad de la enzima expresada en levadura. Y reportan una disminución 

en la actividad de la proteína Los2. No obstante, en nuestros experimentos la 

disminución de la actividad solamente pudo observarse en condiciones de 

exposición a NaCl. Ya que en condiciones control, la mutante no presenta una 

disminución significativa en su actividad catalítica, la cual es de 0.54 nmol mg-1 de 

proteína min-1 (Fig. 18B). 
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9.13 Modelaje de la proteína enolasa por homología. 
En nuestro experimento anterior encontramos que la actividad catalítica de la 

enolasa en la mutante los2 expuesta a NaCl es menor que en las plantas de tipo 

silvestre. Lo que coincide con lo reportado previamente (Lee, et al. 2002). Por ello, 

consideramos en un inicio que la proteína mutada Los2 tiene una menor actividad 

catalítica y que dicha disminución enzimática podría ser la causa de los fenotipos 

observados. No obstante, un estudio más cuidadoso de los datos nos llevó a dudar 

de ello.  
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Nuestros datos demuestran que en condiciones control, la actividad catalítica de la 

enolasa en la mutante los2 no disminuye significativamente (Fig. 18 B). Y de 

manera coincidente, la abundancia de la enzima asociada al tonoplasto de la 

mutante disminuye bajo condiciones de salinidad (Fig. 15 A). Por lo que no es claro 

si efectivamente hay una menor actividad en la mutante o si es la disminución en la 

presencia de la enolasa en la fracción de tonoplasto lo que provoca esa menor 

actividad.  

 

Con la finalidad de tener elementos para especular acerca de los efectos de la 

mutación G326S sobre la estructura de la proteína en general y sobre el sitio 

catalítico en particular, decidimos hacer un modelo computacional de la enolasa. 

Dicho modelo nos permitiría conocer el efecto directo de la mutación sobre el sitio 

catalítico, sí alguna región de la proteína externa al sitio catalítico se encuentra 

afectada y si podría estar involucrada con la unión al tonoplasto. 

 

A partir del BLAST realizado para comparar la enolasa (gen At2g36530) con las 

reportadas en el banco de datos de proteínas RCSB-PDB se identificó a la proteína 

HsENO1 (enolasa tipo 1 de humano, PDB:3B97) como la que presenta mayor 

homología (83%). Una vez que se obtuvo el modelo y se verificó automáticamente 

con el servidor de bioinformática Swiss Model (http://swissmodel.expasy.org/), los 

aminoácidos importantes para la actividad catalítica fueron determinados en base a 

lo reportado en la literatura (Anderson, et al. 1998; Kang, et al. 2008). Mediante una 

alineación de secuencias entre las proteínas HsENO1 y AtENO, se estableció la 

posición de cada uno de los aminoácidos en nuestro modelo.  

 

La estructura de la enolasa consiste en un dominio N-terminal que comprende tres 

hojas-β y tres α-hélices, y un dominio C-terminal con conformación de barril-αβ en el 

que se encuentra el sitio activo. Dicho sitio, está conformado por las asas L1 

(residuos 39-46), L2 (residuos 162-168) y L3 (residuos 269-278), por dos iones Mg++ 

unidos a los residuos Glu300, Asp327, Asp250 y Ser42, y por moléculas de H2O. La 

conformación abierta o cerrada del sitio catalítico depende de la posición de las tres 
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asas, las cuales rodean y protegen a los aminoácidos que llevan a cabo la reacción 

(Anderson et. al. 1998; Kang et. al. 2008). La cual consiste en la conversión 

reversible de 2-fosfoglicerato a fosfenolpiruvato, uno de los sustratos últimos de la 

glicólisis (Lenhinger, et al. 2004). En su trabajo sobre la enolasa de A. thaliana y M. 

crystallinum, Anderson y colaboradores (2005) reportan la  importancia de otros dos 

residuos (Cys318 y Cys346), exclusivos para dichas especies vegetales. Según los 

estudios realizados, las dos Cys tienen la capacidad de formar un enlace disulfuro 

que podría regular la actividad de la enzima (Fig. 19). 

 

El modelo de la proteína mutada fue desarrollado de la misma forma, partiendo de 

la secuencia con el cambio de Gly326 a Ser326. Los modelos fueron sobrelapados 

utilizando el programa Swiss PdbViewer (http://www.expasy.org/spdbv/) y las 

diferencias en posición determinadas (Fig.20). Aunque la Gly326 está ubicada 

dentro del sitio catalítico, no se le ha atribuido una función específica y al mutarse 

no se altera la posición u orientación del Asp327, el cual  se encuentra relacionado 

directamente con la reacción catalítica al unirse al Mg++. Aún cuando en la Glu300 y 

la Ser42 hay un ligero cambio de orientación entre el observado entre la 

configuración de la proteína silvestre y la mutante, lo  más  interesante son los 

cambios de orientación en la Ser326 y en la Cys318, así como la modificación del 

asa L3 (Fig. 20). La cual, al ser un asa externa, podría tener una participación en la 

asociación de la enolasa al tonoplasto.  
 
9.14 La organización e integridad de las membranas celulares se afecta en la 
mutante los2  expuesta a NaCl. 
En estudios previos se ha documentado la relación de la enzima enolasa con la 

formación y estabilidad de la membrana vacuolar en levadura (Decker & Wickner, 

2006), lo que puede explicar la presencia de la proteína en el tonoplasto y su 

regulación por sal. Con el fin de determinar la participación de la enolasa en la 

estabilidad e integridad de las membranas celulares de A. thaliana, muestras de 

plantas de tipo silvestre y de tipo mutante los2, control y expuestas a 75 mM de 

NaCl fueron tomadas para su análisis en microscopía electrónica.  
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Las imágenes obtenidas de la zona media de las hojas muestran que bajo 

exposición a NaCl las plantas de tipo silvestre presentan expansión de la vacuola 

debido al incremento en turgor celular (Fricke, 1997), provocando que el citoplasma 

y el resto de los organelos se encuentren limitados en una pequeña banda entre la 

membrana plasmática y el tonolasto. Los cloroplastos, por tanto, son replegados 

hacia la membrana plasmática y presentan un forma elongada (Fig. 21, panel 

superior). Por el contrario, en las imágenes obtenidas a partir de muestras de 

plantas tipo los2 expuestas a NaCl el turgor celular es menor y los cloroplastos se 

encuentran separados de la membrana plasmática, pareciendo incluso embebidos 
en la vacuola y con formas más redondeadas. En las membranas internas de los 
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cloroplastos, así como en el  tonoplasto y en la membrana plasmática, hay 

desorganización y daño. Lo cual varía de ligero a grave, según la zona de la hoja 

observada (Fig. 21, extremo derecho). En contraste, en condiciones control no se 

observa diferencia entre las muestras de tipo silvestre y las plantas mutantes los2 

(Fig. 21, WTC, los2-C). 

 
9.15 La mutante Salk_080758 no presenta un fenotipo distinto al de plantas de 
tipo silvestre. 
Tres de las líneas caracterizadas genotípicamente como homocigóticas para la 

inserción de T-DNA en el gen At4g26530 que codifica para la aldolasa (Fig. 5) 

fueron expuestas al tratamiento con sal (75 mM de NaCl durante 4 días), para 

determinar su sensibilidad al estrés.  

 

Al igual que las plantas de tipo silvestre, las plantas de las líneas 21J1-2, 9A2-1 y 

9A2-4 son afectadas por la exposición a sal, mostrándose marchitas y de menor 

tamaño. Sin embargo, no se observó diferencia entre las plantas mutantes y de tipo 

silvestre. De igual forma, en condiciones control, las plantas  de las líneas 21J1-2, 

9A2-1 y 9A2-4 muestran un fenotipo normal, similar al de plantas de tipo control 

crecidas bajo las mismas condiciones (Fig. 22).  
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10. DISCUSIÓN. 
 
La respuesta de las plantas a la salinidad es un proceso complejo que involucra la 

expresión de diversos genes y la regulación de proteínas para restablecer la 

homeostasis celular iónica y osmótica (Mahajan, et al. 2008). En dicho proceso 

participan la V-ATPasa como un elemento necesario para el secuestro de iones en 

la vacuola (Narasimhan, et al. 1991; Barkla, et al. 1995), el intercambiador de 

Na+/H+, AtNHX1,  que media el transporte de Na+ hacia el interior de la vacuola 

(Gaxiola, et al. 1999), y el co-transportador de K+/Na+, HKT1, involucrado en la toma 

de Na+ hacia las raíces (Rubio, et al. 1995); así como las proteínas de señalización 

en respuesta a estrés salino, SOS2/CIPK24 y SOS3/CBL4, la cuales regulan la 

actividad del intercambiador de Na+/H+ (SOS1/NHX7) de la membrana plasmática 

(Liu & Zhu, 1998; Shi, et al. 2000; Halfter, et al. 2000). A pesar de que en la literatura 

se ha encontrado que estos elementos están presentes en las plantas sometidas al 

estrés salino, no se conocen los mecanismos exactos que regulan la compleja red 

de activación de los mismos.  

 

Recientemente, mediante ensayos de proteómica comparativa y pruebas 

bioquímicas hemos demostrado que en plantas de Mesembryanthemum 

crystallinum expuestas a la salinidad, las enzimas glicoliticas enolasa y aldolasa se 

acoplan a la V-ATPasa para activarla (Barkla, et al. 2009), lo cual nos permite 

sugerir que dichas enzimas participan en la tolerancia al estrés salino, 

particularmente en el proceso de compartimentalización de iones en la vacuola.  

 

En este estudio demostramos que además de la presencia de la aldolasa y de la 

enolasa en el tonoplasto de Arabidopsis thaliana, una especie glicófita (Fig.10), 

existe regulación positiva de la V-ATPasa en respuesta a la sal (Fig.18 B), lo que 

nos indica que la participación de estas enzimas en la tolerancia a la salinidad se 

extiende a todas las especies vegetales y que no es un mecanismo exclusivo de las 

halófitas. En la literatura, se han reportado numerosos mecanismos relacionados 

con la tolerancia a la salinidad en las halófitas que también están presentes en las 
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glicófitas, tales como los intercambiadores Na+/H+ de la familia NHX (Yokoi, et al. 

2002), las proteínas regulatorias de la vía SOS (Quintero, et al. 2002) y la 

participación del tranportador de Na+/K+, HKT (Rubio, et al. 1995), por mencionar 

algunos. Sin embargo, la diferencia en la tolerancia a salinidad entre especies 

halófitas y glocófitas podría residir en la regulación de estos mecanismos de 

respuesta al estrés salino y en el conjunto de diferencias fisiológicas y anatómicas 

de las plantas. Esto es interesante no solamente por el hecho de que los resultados 

obtenidos en M. crystallinum sean confirmados en A. thaliana, sino también porque 

abre la posibilidad de estudiar la participación de las enzimas glicolíticas en la 

respuesta a la salinidad en un modelo más conveniente, para el que se cuenta con 

una amplia colección de mutantes, incluyendo a las mutantes de aldolasa 

(Salk_080758) y de enolasa (los2), y se pueden utilizar diversas herramientas 

genéticas y moleculares. 

 

10.1 El uso de mutantes de Arabidopsis para los genes de la aldolasa y de la 
enolasa ayuda a descifrar el papel de las enzimas en la respuesta a salinidad. 
El uso de mutantes es una herramienta que ha permitido el estudio de las bases 

genéticas y moleculares de diversos aspectos en la biología de plantas (Somerville 

& Koornneef, 2002). Ejemplo de ello es la identificación de genes involucrados en la 

regulación de ABA, ABI1 y ABI2 a partir de un búsqueda en mutantes generadas 

con EMS (Gosti, 1999); así como el uso de mutantes generadas por T-DNA para 

demostrar la función de las cinasas CIPK’s en respuesta a estrés abiótico (Pandey, 

et al. 2007), entre muchos otros. Actualmente, los bancos de semillas y la 

disponibilidad de bases de datos en torno a A. thaliana constituyen una interesante 

opción para trabajar con la especie. 

 
Bajo condiciones control y de exposición a 75 mM de NaCl (Fig. 23), las mutantes 

del gen de la aldolasa At4g26530 no mostraron un fenotipo distinto al de plantas de 

tipo silvestre. Estos resultados no son sorprendentes ya que se conoce que en A. 

thaliana existen al menos 8 genes que pueden codificar para esta enzima (Fig.4), 

por lo que uno o varios de ellos podrían ser capaces de compensar la pérdida del 
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gen At4g26530, como se ha mostrado en otros genes pertenecientes a grandes 

familias génicas (Gebert, et al. 2009). El genoma de A. thaliana ha mostrado poseer 

una gran cantidad de duplicaciones génicas (Alonso, et al. 2003), y en muchos 

casos se ha documentado la redundancia entre genes que participan en diversos 

procesos, tales como el desarrollo floral (Ishihara, et al. 2005) o el transporte 

(Mäser, et al. 2001). 

 

La mutante los2 de enolasa fue aislada y caracterizada por su respuesta a bajas 

temperaturas por el grupo del Dr. Jian-Kang Zhu. Ésta presenta una mutación 

puntual cercana al sitio catalítico, la cual fue generada por exposición a EMS que 

provocó el cambio de la glicina 326 por una serina, impidiendo una adecuada 

respuesta al frío en la mutante (Lee, et al. 2002). 

 

En condiciones control, la mutante los2 no presenta un fenotipo distinto al de las 

plantas de tipo silvestre, lo que nos confirma que los procesos generales de 

glicólisis no están afectados en las plantas. Sin embargo, las hojas de plantas 

adultas de la mutante los2 tratadas con 75 mM de NaCl presentan un mayor 

marchitamiento que las de plantas de tipo silvestre crecidas bajo las mismas 

condiciones (Fig.14 A), lo que indica que las células son menos turgentes. Aunado a 

esto, las hojas de las plantas los2 poseen más lesiones cloróticas y presentan un 

mayor grado de senescencia que las plantas de tipo silvestre (Fig.14 A), fenotipo 

característico de las plantas que sufren una toxicidad iónica generada por el 

incremento de Na+ en los tejidos (Tester & Davenport, 2003). Tal como ocurre con la 

mutante los2 expuesta a NaCl, la cual acumula mayores concentraciones del ion 

Na+ en la savia de tejidos aéreos (Fig. 16 A) y presenta una elevada osmolaridad 

(Fig. 16 B) en comparación con plantas de tipo silvestre crecidas bajo las mismas 

condiciones. La mayor acumulación de Na+ en las plantas puede exceder la 

habilidad de las células para compartimentalizar el sodio en la vacuola, provocando 

así una elevada concentración del ión en el citoplasma, lo cual lleva como 

consecuencia a una toxicidad metabólica y por ende a un desequilibrio osmótico 

(Moller & Tester, 2007). De esta forma, la mutación en la enolasa podría estar 
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afectando la respuesta adecuada a la salinidad, la compartimentalización de los 

iones u otros aspectos de la señalización al estrés.   

 

La sensibilidad a la sal observada en plantas adultas los2 también se manifiesta en 

etapas tempranas del desarrollo. Las plántulas los2 germinadas en presencia de sal 

muestran un menor porcentaje de germinación y crecimiento, tanto de raíces como 

de la parte aérea (Fig.14 B). Esto se puede considerar como un reflejo del estrés 

osmótico generado por el incremento en los solutos en el medio, el cual dificulta la 

toma de agua e incrementa la pérdida de la misma en las células (Tester & 

Davenport, 2003). Dicha pérdida de volumen y de turgencia celular ocasionan una 

reducción en la elongación y conducen a una disminución en las tasas de 

crecimiento (Munns, et al. 2000). Además, las plántulas germinadas en presencia de 

NaCl muestran una pigmentación más clara en hojas que plantas crecidas en 

condiciones control (Fig. 14 B), así como reducción en el contenido de clorofila 

(Tabla 4), lo que nos permite sugerir que existe un efecto sobre la capacidad 

fotosintética de ambos tipos de plantas. Sin embargo, la diferencia en el crecimiento 

de las plantas los2 en presencia de NaCl, con respecto a plantas de tipo silvestre 

crecidas en las mismas condiciones (Fig. 14 B), sugiere la participación de otro 

factor como limitante del crecimiento e indica que la mutación en la enolasa podría 

estar involucrada. 

 

A diferencia de las plántulas de tipo silvestre, las mutantes los2 expuestas a NaCl 

mostraron ausencia de pigmentación rojiza en las hojas y dado que los resultados 

obtenidos para el contenido de carotenoides (Tabla 4) demostraron valores similares 

de esos pigmentos en ambos tipos de plantas, sugerimos que la diferencia en la 

pigmentación podría estar relacionada con las antocianinas. Se sabe que las 

antocianinas, además de encontrarse almacenadas en la vacuola (Wagner, 1979), 

son potentes antioxidantes que evitan la producción de radicales libres (Chalker-

Scott, 1999), situación común provocada por la toxicidad de los iones de Na+ (Tester 

& Davenport, 2003). Aunque se han estudiado los factores que influyen en el 

crecimiento después de una prolongada exposición a la salinidad, tales como la 
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toxicidad metabólica producto del incremento de Na+ o la señalización por 

hormonas provenientes de la raíz (principalmente ABA), los mecanismos que limitan 

el crecimiento bajo estrés salino no están del todo claros (Munns, 2002). Sin 

embargo, en nuestro caso, la presencia de la enolasa y la estabilidad del tonoplasto 

podrían estar relacionadas con un menor crecimiento.  

 

La sensibilidad a la sal observada en las plántulas y en las plantas adultas los2 

podría estar relacionada con una menor capacidad para compartimentalizar los 

iones en la vacuola en la mutante. En plantas los2, la actividad hidrolítica de la V-

ATPasa es similar al de plantas de tipo silvestre en condiciones control. Sin 

embargo, bajo estrés salino cuando la bomba debe ser más activa para generar el 

gradiente de protones adicional para dirigir la compartimentalización de los iones de 

sodio, la actividad de la V-ATPasa de las plantas mutantes disminuye y ni alcanza 

los mismos niveles de actividad que la observada en plantas de tipo silvestre (Fig. 

17). En estas condiciones la capacidad de la V-ATPasa para generar el gradiente de 

protones podría verse rebasada, ocasionando la creciente acumulación de iones en 

el citoplasma. Esto además contrasta con la actividad medida en plantas de tipo 

silvestre tratadas con NaCl, donde la actividad es regulada positivamente (Fig 17).  

 

10.2 La enolasa y su posible función en el tonoplasto.  
La disminución en la abundancia de la proteína enolasa específicamente en la 

fracción del tonoplasto de plantas los2 expuestas a sal (Fig.15 A), nos indica una 

relación directa entre la mutación puntual que genera el cambio de la glicina 326 a 

serina y la incapacidad de la proteína para localizarse/asociarse en el tonoplasto en 

presencia de NaCl. Por lo que la condición de estrés parece ser un factor 

desestabilizante en la mutante. En trabajos previos, se ha reportado la asociación 

de la enolasa a la vacuola de levadura, y se le ha asignado un papel en la 

regulación y estabilización de la misma y de sus componentes (Decker & Wickner, 

2006; Wiederhold, et al. 2009), lo que nos conduce a sugerir que la enzima podría 

participar en la regulación de la integridad del tonoplasto. Así mismo, la ausencia de 

cambio en los niveles de enolasa observados en extractos de proteína total (Fig.15 
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F) nos confirma que se trata de un efecto localizado específicamente en la vacuola. 

 

La enolasa es una proteína citoplasmática sin regiones o dominios hidrofóbicos (Fig. 

19), que faciliten su asociación a la membrana, por lo que podría requerir de 

proteínas de andamiaje para localizarse en el tonoplasto. En eritrocitos de humano 

se ha demostrado que la proteína banda3 es responsable de unir a las enzimas 

glicolíticas a la membrana plasmática (Campanella, et al. 2005). De igual forma, en 

el trabajo de Decker y Wickner (2006) previamente mencionado, se propone que la 

proteína homóloga de banda3, Bor1, es la responsable de reclutar a la enolasa a la 

vacuola de levadura. En A. thaliana, existen al menos 7 proteínas homologas a Bor1 

de S. cereviceae, BOR1, BOR2, BOR3, BOR4, BOR5, BOR6 y BOR7 (Blast NCBI; 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), con porcentajes de similitud en aminoácidos de 

28-32%. Aunque se ha caracterizado a la proteína AtBOR1 (At2g47160) como un 

transportador de boro localizado en la membrana plasmática durante condiciones 

de deficiencia del ión (Takano, et al. 2002), la función y localización del resto de las 

proteínas homólogas no se ha establecido.  

 

La débil asociación de la enolasa al tonoplasto de A. thaliana observada bajo 

tratamiento caotrópico (Fig.13 B), podría ser un indicio de la existencia de otra(s) 

proteínas, necesarias para unir a la enolasa al tonoplasto. La asociación de la 

enolasa con la 14-3-3 (Lab. Dra. Oecking; www.uni-tuebingen.de/?id=5088, datos no 

publicados), una proteína de señalización y andamiaje que se une a residuos de 

ser/thr fosforilados (Chevalier, et al. 2009), así como la fosforilación de la enzima en 

diversas especies como Zea maiz (Lal, et al. 1998) y Escherichia coli (Dannelly, et 

al. 1989), aportan evidencia a este hecho. No obstante, los resultados obtenidos 

previamente en la halófita M. crystallinum difieren con lo mencionado, donde la 

enolasa está fuertemente unida a la membrana (Barkla, et al. 2009), y un 

tratamiento caotrópico similar no remueve a la enzima asociada al tonoplasto. Los 

resultados obtenidos con el tratamiento para las proteínas aldolasa, VHA-B y VHA-E 

son similares en ambas especies, en las que la fuerza de asociación es fuerte y, 

aunque en A. thaliana la aldolasa y la subunidad B disminuyen su abundancia 
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después del tratamiento caotrópico, es posible detectarlas en la fracción del 

tonoplasto (Fig.13). Por ello se sugiere que los mecanismos de tolerancia y 

respuesta a la sal están presentes en todas las plantas, pero que es su regulación 

diferencial lo que distingue una planta tolerante de una sensible.  

 

En diferentes especies se ha demostrado que la exposición a NaCl estimula la 

actividad de la V-ATPasa (Ayala, et al. 1996; Barkla, et al. 1995; Wang, et al. 2001; 

Vera-Estrella, et al. 2005) lo que se ha explicado como una estrategia para 

aumentar el transporte de protones hacia el interior de la vacuola e incrementar la 

capacidad de secuestro del sodio (Amtmann & Sanders, 1998). A pesar de que las 

proteínas y mecanismos involucrados en dicho proceso están presentes en 

diferentes especies, su actividad parece ser distinta. Evidencia de ello es la 

diferencia en el valor absoluto de la actividad hidrolítica de la V-ATPasa entre M. 

crystallinum (Barkla, et al. 2009) y los resultados obtenidos mediante la misma 

técnica para A. thaliana en este trabajo (Fig.17) bajo condiciones control. Mientras 

que la actividad hidrolítica obtenida para la halófita, fue de 120 µmol de Pi liberados 

mg-1 de proteína min-1, para A. thaliana se obtuvo una actividad total de 25 µmol de 

Pi  liberados mg-1 de proteína min-1.  

 

El fenotipo observado a nivel subcelular de plantas los2 tratadas con sal (Fig.21), 

nos ofrece más evidencia de la relación de la enolasa con la estabilidad de las 

membranas en plantas. Bajo tratamiento con NaCl, la mutante los2 muestra 

cambios en la forma y la localización de los cloroplastos, así como alteraciones en 

las membranas. En estas condiciones, la integridad de la vacuola podría verse 

afectada, dificultando la compartimentalización de los iones y provocando toxicidad 

en orgánelos como los cloroplastos. En el trabajo donde se identificó y caracterizó a 

la mutante los2 por su incapacidad para tolerar frío, Lee y colaboradores (2002) 

demostraron desorganización de las membranas de plantas los2 expuestas a frío, lo 

que consideran evidencia de muerte celular. No obstante, tanto en sus resultados 

como en los nuestros, es difícil determinar si el daño celular observado es resultado 

directo del estrés -ejem. muerte celular como afirman- o una consecuencia de la 
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mutación –ejem. desestabilización de las membranas-. 

 

10.3 ¿Es la función catalítica de la enolasa relevante para su actividad en el 
tonoplasto?  

Los resultados de nuestro trabajo nos permiten sugerir que la actividad catalítica de 

la enolasa no es necesaria para la función que desempeña la enzima en el 

tonoplasto. Las plantas los2 crecidas bajo condiciones control mantienen los 

mismos niveles de actividad catalítica de la enolasa en fracciones de tonoplasto que 

las muestras de plantas de tipo silvestre en las mismas condiciones (Fig. 18 B), y 

solamente se observó una disminución en la actividad enzimática en extractos de 

tonoplasto de plantas los2 expuestas a NaCl, misma condición en que se identificó 

una menor abundancia de la proteína en esas fracciones de tonoplasto (Fig.15 A). 

Por lo que la menor actividad observada parece estar vinculada a una menor 

cantidad de la enzima en la fracción del tonoplasto y no a que su capacidad 

catalítica se encuentre afectada. De igual forma, la simulación de la proteína nos 

ofrece evidencia de que la mutación no afecta directamente a los aminoácidos 

implicados en la actividad catalítica de la enzima (Fig. 19) y apunta a que la 

orientación de asas externas podría modificarse (Fig. 20), que podrían estar 

involucradas en la asociación de la enzima con otras proteínas o con los lípidos de 

la membrana vacuolar.  

 

Esto coincide con lo reportado para la enolasa de levadura, donde la proteína de 

enolasa inactiva catalíticamente mostró el mismo efecto para estimular la fusión 

homotípica de las vacuolas in vitro, que las proteínas con actividad catalítica Eno1p 

y Eno2p (Decker & Wickner, 2006). Así mismo, en el trabajo de Lu y colaboradores 

(2007) donde identificaron a la aldolasa como un componente regulatorio del 

ensamblaje de la V-ATPasa en levadura, se determinó que la región catalítica no es 

relevante para la asociación de la enzima con la subunidad B de la V-ATPasa; y, de 

manera similar, en M. sativa se demostró que la actividad enzimática de la aldolasa 

no es necesaria para su interacción con el dominio MADS de la proteína NMH7, un 

factor de transcripción involucrado en la nodulación (Páez-Valencia, et al. 2008). 
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Junto con estas evidencias existen múltiples estudios que demuestran la diversidad 

funcional de proteínas glicolíticas, en la que la función alternativa no está 

relacionada con su actividad catalítica, sino con una actividad secundaria o con un 

sitio de unión a otras proteínas (Kim & Dang, 2005).  

 

Es posible que la asociación de la enolasa al tonoplasto se encuentre entonces 

mediada por un sitio alternativo al de la unión con su sustrato en la glicólisis, o que 

tenga una función novedosa en dicho sitio alterno. Para ello, la estructura de la 

proteína podría tener una función relevante. La incapacidad de la enolasa de 

levadura para restablecer la estimulación de la actividad hidrolítica de la V-ATPasa 

en la mutante los2 o para estimular su actividad en plantas de tipo silvestre, similar 

a lo observado con la aldolasa, (Fig.17) puede ser atribuida a la diferencia 

estructural en las regiones terminales amino y carboxilo de la proteína de distintas 

especies. Mientras que el sitio catalítico de la enolasa está altamente conservado 

entre especies distantes evolutivamente, con una homología en la secuencia de 

aminoácidos de la región catalítica de 75% entre A. thaliana y S. cereviceae, de 

82% entre A. thaliana y el crustáceo Palinurus elephas y de 96% entre A. thaliana y 

M. crystallinum (Blast NCBI; http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), las regiones 

periféricas son altamente variables (Sugahara, et al. 1998). Se ha sugerido que las 

regiones externas al sitio catalítico de las enzimas podrían haber evolucionado la 

capacidad de realizar otras funciones al ofrecer sitios con menor presión evolutiva, 

lo que las hace capaces de albergar mutaciones (Kim & Dang, 2005), y si el sitio de 

unión de la enolasa al tonoplasto se encontrara en una región poco conservada 

como ésta, difícilmente se podría lograr la complementación entre especies. 

 

Por otra parte, la presencia de varias enzimas glicolíticas agrupadas en torno a 

distintas regiones celulares ha llevado a formular una hipótesis acerca de la 

existencia de microdominios energéticos, constituidos por enzimas glicolítas cuya 

función sería la de proveer de energía en forma de ATP a procesos celulares que 

así lo requieran (Dhar-Chowdhury, et al. 2007). Mediante un estudio proteómico de 

la mitocondria en Arabidopsis thaliana se identificó la asociación a la membrana 
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mitocondrial de siete de las 10 enzimas que conforman la vía glicolítica (hexocinasa, 

aldolasa, enolasa, triosafosfato isomerasa, piruvato cinasa y fosfoglicerato mutasa) 

y se confirmó la actividad catalítica secuencial de ellas (Geigé, et al. 2003). 

Posteriores estudios demostraron que su presencia en dicho organelo se regula 

positivamente en situaciones de alta demanda respiratoria y se comprobó su 

asociación al canal VDAC, presente en la membrana externa de la mitocondria 

(Graham, et al. 2007).  

 

La asociación de la fosfofructocinasa-1 con la subunidad a de la V-ATPasa (Su, et 

al. 2003) aporta evidencia de la posibilidad de que exista un microdominio 

energético en torno a la bomba de protones, integrado por distintas enzimas 

glicolíticas y cuyo propósito sería maximizar la eficiencia en el suministro de 

energía. No obstante, se requiere de más evidencia que lo demuestre. Y aunque los 

resultados de nuestro trabajo nos conducen a proponer una función en la respuesta 

a la salinidad, independiente de glicólisis, la ocurrencia de una función para las 

proteínas no excluiría a la otra, tal como se ha mostrado mediante trabajos sobre 

diversidad funcional proteíca (Jeffery, 2004; Moore, 2004; Kim & Dang, 2005; 

Gancedo & Flores, 2008) (Tabla 1).  Con el fin de clarificar este asunto, es necesario 

realizar experimentos que nos permitan establecer si la mutante los2 conserva su 

actividad catalítica y si ésta es importante para la función que desempeña en el 

tonoplasto. 

 

10.4 ¿Es un complejo proteíco el que se encuentra unido al tonoplasto?  

En el trabajo realizado previamente en M. crystallinum se demostró la asociación de 

la aldolasa y de la enolasa a la subunidad B de la V-ATPasa mediante ensayos de 

inmunoprecipitación (Barkla, et al. 2009). Así mismo, en levadura se ha demostrado 

la asociación simultánea de la aldolasa a las subunidades a, B y E de la V-ATPasa a 

través de ensayos de precipitación in vitro (Lu, et al. 2004). Mediante su unión con 

los dominios V1 y V0 de la bomba de protones in vivo, la enzima regula el 

ensamblaje y actividad de la bomba de protones (Lu, et al. 2007). De acuerdo con 

esto, en plantas la adición in vitro de aldolasa exógena de planta genera un 
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incremento de la actividad hidrolítica de la V-ATPasa y de su transporte de protones 

(Barkla, et al. 2009). Sin embargo, la ausencia de enolasa en el tonoplasto de la 

mutante los2 muestra una menor estimulación por aldolasa en la actividad hidrolítica 

de la bomba (Fig.18), lo que apunta a que la falta de un componente podría afectar 

el correcto funcionamiento del resto de las proteínas involucradas. No obstante, esta 

hipótesis no se ve reflejada en el hecho de que la abundancia proteíca de la 

aldolasa, la VHA-B y la VHA-E presente en el tonoplasto no se altere en plantas 

mutantes los2 (Fig. 15). Lo que sugiere que el mecanismo es mucho más complejo 

y que quizá se requiera de una red proteíca para que estas enzimas puedan regular 

la actividad de la V-ATPasa. 
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11. CONCLUSIONES. 

• Las enzimas glicolíticas aldolasa y enolasa están asociadas al tonoplasto de 
A. thaliana. 

• La aldolasa, la enolasa y la VHA-B son reguladas positivamente por 
exposición a 75 mM de NaCl por 4 días. 

• La enolasa está unida débilmente al tonoplasto de A. thaliana, mientras que 
la aldolasa, la VHA-B y la VHA-E están fuertemente unidas. 

• La mutante los2 muestra mayor sensibilidad al tratamiento con sal, tanto en 
plantas adultas como en plántulas germinadas en presencia de 75 mM de 
NaCl. 

• Bajo exposición a sal, las plantas mutantes los2 acumulan mayores 
concentraciones de Na+ y K+ en los tejidos aéreos, que plantas de tipo 
silvestre. 

• En la mutante los2, la abundancia de la proteína enolasa disminuye bajo 
exposición a 75 mM de NaCl por 4 días. Lo que no afecta la presencia y/o la 
abundancia del resto de las proteínas probadas. 

• La exposición a 75 mM de NaCl  y la adición de aldolasa estimulan la 
actividad hidrolítica de la V-ATPasa, tanto en plantas silvestres como en la 
mutante los2. Sin embargo, la actividad hidrolítica en la mutante los2 
expuesta a sal, es significativamente menor a la actividad observada en 
plantas control expuestas a las mismas condiciones. 

• La integridad de las membranas, así como la distribución de los cloroplastos 
se ve afectada en la mutante los2 expuesta a sal. 

• Las plantas mutantes Salk_080758 con inserción de T-DNA en el gen 
At2g36530 que codifica para la aldolasa, no muestran un fenotipo distinto al 
de plantas de tipo silvestre. 
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12. PERSPECTIVAS. 
Con el fin de caracterizar a fondo la presencia de las enzimas glicolíticas aldolasa y 
enolasa en el tonoplasto de A. tahaliana es necesario realizar estudios de 
inmunoprecipitación que nos permitan determinar su asociación con diversas 
subunidades de la V-ATPasa y nos conduzcan a confirmar si, al igual que ocurre en 
M. crystallinum, la aldolasa y la enolasa se encuentran unidas a la subunidad B de 
la bomba de protones. Así mismo, se requiere de estudios que nos permitan 
determinar la interacción directa entre ambas enzimas glicolíticas. 
Dado que el estudio realizado con la mutante los2 deja muchas interrogantes 
respecto a la función de la enolasa en la respuesta y tolerancia a la salinidad, como 
primer paso es importante determinar si la enolasa de la mutante los2 conserva su 
actividad catalítica, pues ello nos permitiría tener una idea clara de la importancia de 
dicha actividad y de la diversidad funcional de la enzima. Para ello se propone la 
expresión de la enolasa mutante LOS2 en levadura, su purificación y su estudio 
enzimático. Otro punto prioritario en la investigación es el estudio de la unión de la 
enolasa con la V-ATPasa en la mutante los2, por lo que se propone investigar la 
presencia de las enzimas aldolasa y enolasa en tonoplasto de las plantas de tipo 
silvestre y de tipo mutante los2 mediante inmunolocalización en microscopía. Esto 
nos permitiría determinar si la estabilidad de la unión es afectada por la mutación y 
complementar nuestros estudios para determinar la posible función alterna de la 
enolasa y la participación de los procesos glicolíticos en ello. Así mismo, sería 
conveniente realizar construcciones en levadura con la enolasa para determinar 
mediante ensayos de dos híbridos su posible interacción con otras proteínas, tales 
como las proteínas Bor o la 14-3-3. Para complementar estudios realizados en este 
trabajo, es importante medir el transporte de protones de la V-ATPasa en vesículas 
selladas de tonoplasto de plantas los2 y de tipo silvestre, mediante ensayos de 
disminución de la fluorescencia utilizando la quinacrina. Pues esto nos permitiría 
establecer el nivel al que se afecta la actividad de la bomba de protones en la 
mutante los2 bajo condiciones de estrés salino. Así como determinar el contenido de 
antocianinas en plántulas los2 crecidas bajo estrés salino para establecer una 
afectación en su acumulación y aportar evidencia sobre la integridad de la vacuola. 
 
Por otro lado, para comenzar el estudio de la aldolasa es necesario corroborar el 
número de inserciones de T-DNA en la mutante Salk_080758, mediante ensayos 
tipo “Southern Blot”, determinar la actividad catalítica de la aldolasa y la actividad 
hidrolítica de la V-ATPasa en las mutantes Salk_080758 y someter a la mutante de 
aldolasa, Salk_080750, a distintos estreses con el fin de revelar si en alguna 
condición existe un fenotipo. Sin embargo, tendríamos que obtener una mutante 
múltiple de los genes de aldolasa para estudiar su fenotipo bajo estrés salino o 
trabajar con otra especie vegetal que presente pocas isoenzimas para la aldolasa. 
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