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RESUMEN

RESUMEN

A lo largo de este trabajo se hace una revision de la funcion de la
membrana plasmatica, asi como de la composicion y la distribucion
de las especies lipidicas en esta estructura celular. Asimismo, y debi-
do a que las plantas son organismos que se exponen a cambios im-
portantes de temperatura, se analiza el impacto que tienen factores
abiodticos de estrés sobre la planta, particularmente el estrés por frio,
que causa dafo por congelacion y la formacion de hielo en el espacio
extracelular. La supervivencia de estos organismos esta determinada
por su capacidad de percibir los cambios y montar una respuesta que
tenga como resultado la adaptacion y evitar la muerte celular; por lo
tanto se estudia la respuesta adaptativa de la planta durante el pro-
ceso conocido como aclimatacién, en el que ocurre la activaciéon de
diversos mecanismos de resistencia al estrés por bajas temperaturas.
Esta es metabdlica y génica, ya que existe sintesis de compuestos
anticongelantes, remodelacion de algunas estructuras celulares y la
activacion de genes que codifican para enzimas involucradas en estos

Procesos.

Posteriormente, se analiza el impacto que tienen las bajas temperatu-
ras en la membrana plasmatica, donde ocurre remodelacion lipidica a
cargo de enzimas fosfolipasas y desaturasas. Asimismo, tras la expo-
sicion a frio ocurren cambios en la composiciéon lipidica de la mem-
brana, observandose una disminucién en la cantidad de esfingolipidos
y un aumento de glicerofosfolipidos. Estas modificaciones a la mem-
brana, reflejo de la respuesta adaptativa de las plantas, impactan en
la fluidez de la membrana, ya que es necesario que la planta man-
tenga cierta fluidez a bajas temperatura, evitando la rigidez para
mantener la viabilidad de la célula. Finalmente, se propone el rol de
la membrana plasmatica como receptor a frio, con cambios en la flui-
dez como termoOmetro bioldgico y encargado de comenzar la sefaliza-

cion celular que dé lugar a la respuesta adaptativa.



INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1 Las plantas y su exposicion a variaciones de temperatura. Va-

riaciones diurnas y estacionales. El papel de la latitud geografica.

Alrededor del mundo existen diferentes ecosistemas y un amplio ran-
go de climas que, junto con otros factores abidticos, limitan y regulan
el crecimiento de las plantas. Estas, al ser inmoviles, ven determina-
da su supervivencia por su capacidad de respuesta y adaptacion al
medio ambiente. Uno de los factores ambientales de mayor impor-
tancia es la temperatura, determinada en gran medida por la ubica-
cion geogréfica en la que se desarrollan las especies vegetales. Este
factor abidtico varia en funcion de la distancia al Ecuador; a medida
que aumenta la latitud y, por lo tanto la distancia hacia este paralelo
es mayor, la temperatura disminuye. Asi, las plantas que se ubican
en latitudes cercanas a los 90°N y 90°S, se enfrentan a temperaturas

gélidas, mientras que aquellas plantas en latitudes mas cercanas a

0°
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FIGURA 1. TEMPERATURA GLOBAL PROMEDIO. LA TEMPERATURA DISMINUYE GRADUALMENTE

CONFORME SE INCREMENTA LA DISTANCIA HACIA EL ECUADOR (US Department of
Commerce, NOAA 2016).
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Es asi como la latitud geografica determina la temperatura
predominante en una regiéon. Como se observa en la Figura 1, la
temperatura promedio de regiones cercanas al Ecuador, es decir,
regiones que se encuentran entre los 30°N y 30°S, ronda los 20°C y
alcanza los 30°C. Las plantas que se encuentran en estas latitudes se
enfrentan a climas tropicales o semitropicales. La temperatura
promedio disminuye gradualmente, pues en regiones que se ubican
entre los 30° y los 60° N y S, respectivamente, puede alcanzar
valores entre 0°C y 10°C. En latitudes mayores, la temperatura
promedio se encuentra por debajo de los 0°C, siendo temperaturas

congelantes la mayor parte del afio (Key et al., 1997).

Sin embargo, las plantas se exponen no uUnicamente a diferentes
temperaturas en funcién de la latitud y de las estaciones del afio, sino
que también se someten a variaciones diurnas, pues durante las
horas de luz solar la temperatura se incrementa y disminuye a lo lar-
go de la noche. Tanto las variaciones diurnas como estacionales pue-
den alcanzar diferencias de grados centigrados de una o mas ordenes
de magnitud (Ruelland et al., 2002). Estas fluctuaciones diarias pue-
den tener altas y bajas que se comportan de manera erratica, por lo
que resultan muy importantes los mecanismos que las plantas des-
pliegan para contender con estas variaciones de temperatura ante su

nula capacidad de migracion.

Las bajas temperaturas son un factor limitante para el crecimiento de
algunas plantas, aunque el frio es subjetivo para cada especie. Las
plantas tropicales sufren dafos por frio cuando la temperatura des-
ciende por debajo de los 12.5°C; sin embargo, plantas de climas po-
lares tienen respuestas de shock por calor si la temperatura es mayor
a 5°C. Esta heterogeneidad en la respuesta a la temperatura es una
respuesta evolutiva de las plantas, dada principalmente por su ubica-

cion geografica y a su incapacidad de migrar. Las plantas deben ser
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capaces de percibir los cambios de temperatura, responder a éstos y
adaptar sus mecanismos al régimen de temperatura mas comun. Es-
tas respuestas involucran adaptaciones a nivel molecular, celular,
bioquimico y fisiolégico (Sanghera et al., 2011; Fleury y Walker,
2014).

Ademas de conocer la biologia de estas respuestas por su valor
intrinseco, es necesario estudiar la tolerancia al frio y la resistencia a
la congelacion para buscar aplicaciones potenciales que beneficien los
cultivos en el area de la agricultura y los de cualquier especie en su

propio ecosistema (Sanghera et al., 2011).
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2. OBJETIVOS GENERALES

e Obtener informacion acerca del efecto del estrés por frio en las

plantas, particularmente en la membrana plasmética.

3. OBJETIVOS PARTICULARES

e Describir la respuesta adaptativa de las plantas tras la exposi-
cibn a bajas temperaturas que se encuentra reportada en la

bibliografia.

e Describir los cambios membranales que ocurren en la mem-

brana plasméatica en condiciones de frio.

e Establecer el papel de los esfingolipidos en la membrana

plasmaéatica de las plantas en bajas temperaturas.



LA MEMBRANA PLASMATICA
4. LA MEMBRANA PLASMATICA
4.1 Generalidades

4.1.1 Funcion y composicion de las membranas bioldgicas.

Las membranas biolégicas son esenciales en la compartamentaliza-
cion celular, sin embargo su funcion no se limita Unicamente a esto.
La membrana es una estructura dinamica que, gracias a su permeabi-
lidad selectiva, mantiene los gradientes de concentracion y carga
eléctrica necesarios para el metabolismo celular, utilizando medios de
transporte transmembranal especificos. Ademas de la regulacion del
transporte de solutos, las membranas bioldgicas son encargadas de la
comunicacion intercelular, la transduccion de sefales, el reconoci-
miento celular y la antigenicidad, asi como de generar ATP (Stillwell,

2013; Luckey, 2014).

Las membranas biol6égicas se conforman principalmente por lipidos,
aunque también contienen con proteinas y carbohidratos. Los compo-
nentes lipidicos de la membrana, glicerofosfolipidos, esfingolipidos y
esteroles, le otorgan a ésta la conformacién de bicapa gracias a su
caracter anfipatico. Los grupos polares se exponen hacia el medio
acuoso, mientras que las cadenas acilicas forman un dominio no polar

en la parte interna de la bicapa (Luckey, 2014).

Por otro lado, los componentes proteicos se clasifican en integrales y
periféricos. Las proteinas integrales pueden ser transmembranales o
ancladas a lipidos. Las primeras se refieren a aquellas que atraviesan
la bicapa, con partes de su estructura expuestos a ambos lados de la
membrana. Aquellas proteinas ancladas a lipidos, también conocidas
como lipoproteinas, se encuentran unidas de manera covalente a un
lipido insertado en una de las monocapas de la membrana (Stillwell,
2013; Luckey, 2014).
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Las proteinas periféricas, por otro lado, se encuentran asociadas a la
superficie membranal, ya sea gracias a la interaccion con la parte ex-
puesta de proteinas integrales o con la cabeza polar de los lipidos que

conforman la bicapa (Stillwell, 2013; Luckey, 2014).

4.1.2 Lipidos membranales

4.1.2.1 Glicerofosfolipidos

Los glicerofosfolipidos pertenecen al grupo de los glicerolipidos y son
los lipidos membranales mas abundantes, con una cabeza polar y dos
cadenas acilicas apolares. Se componen de una molécula de glicerol,
un grupo fosfato, un par de moléculas de &cidos grasos y otro susti-
tuyente variable que esterifica al grupo fosfato (Hauser y Poupart,

2004; Stillwell, 2013).

El glicerofosfolipido mas sencillo es el 4cido fosfatidico y es precursor
de glicerofosfolipidos mas complejos. Algunos de éstos incluyen fosfa-
tidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, fosfatidilglicerol y
fosfatidilinositol (Fig. 2) (Hauser y Poupart, 2004; Luckey, 2014). En
estos lipidos anfipaticos, la region no polar la constituyen las cadenas
de acidos grasos, de diferentes longitudes y diferentes grados de sa-
turaciéon, que se encuentran unidos al esqueleto de glicerol y la regién
polar se forma por el grupo fosfato esterificado (van Meer et al.,
2008).

Algunos de los glicerofosfolipidos estructurales de mayor relevancia
incluyen la fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidil-
glicerol (PG), fosfatidilserina (PS) y fosfatidilinositol (Pl). Los involu-
crados en la sefalizacion, por otro lado, incluyen el acido fosfatidico
(PA), diacilglicerol pirofosfato (DGPP), acido lisofosfatidico (LPA), fos-
fatidilinositol monofosfato (PIP) y fosfatidilinositol bifosfato (PIP2)
(Furt et al., 2010).
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En Arabidopsis thaliana, el porcentaje de glicerofosfolipidos en la
membrana plasmatica es el 46.8 % de los lipidos totales (Uemura et

al., 1995; Furt et al., 2010).

Existen otros lipidos con esqueleto de glicerol pero con sustituyentes
glicosilados unidos mediante un enlace glucosidico al C3 del 1,2-
diacilglicerol, a diferencia del enlace fosfodiéster en los glicerofosfoli-
pidos. A estos lipidos se les conoce como gliceroglicolipidos (Zeiger,
2006). En las plantas, los gliceroglicolipidos mas comunes son mono-
galactosil y digalactosil diacilgliceroles (MGDG y DGDG), particular-

mente en las membranas de los cloroplastos (Voet y Voet, 2006).

0
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FIGURA 2. ESTRUCTURA DE ALGUNOS GLICEROFOSFOLIPIDOS DE IMPORTANCIA. FIGURA

CREADA CON EL PROGRAMA ACD/LABS® ACD/CHEMSKETCH.
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4.1.2.2 Esteroles

Los esteroles son compuestos ciclicos derivados del isopreno; se en-
cuentran dispuestos en tres anillos hexagonales, un anillo pentagonal
y un grupo hidroxilo en el carbono 3 que conforma la parte polar en
la molécula. El colesterol es el esterol mas abundante en las mem-
branas animales; mientras que en las células vegetales, los esteroles
mas abundantes son el B-sitosterol y el estigmasterol. A estas molé-
culas se les conoce como fitosteroles y usualmente tienen cadenas
laterales alifaticas en C17. En estas cadenas hidrocarbonadas, se
pueden encontrar ramificaciones adicionales en C24 o dobles ligadu-

ras en C22 (Hauser y Poupart, 2004; Gul y Amar, 2006).

La variedad en los fitosteroles se debe al nUmero de atomos de car-
bono en las cadenas laterales unidas a C17 y al nUmero y posicion de
las insaturaciones en la parte ciclica de la molécula. Los fitosteroles
libres, es decir, que mantienen el grupo hidroxilo intacto, son el pro-
ducto mayoritario en la sintesis de fitosteroles y constituyen del 70 al
90 % de los esteroles de la membrana plasmatica vegetal (Gul y
Amar, 2006).

En Arabidopsis thaliana, el porcentaje de esteroles es de 46 % de los
lipidos totales de la membrana plasmaéatica. De éstos, la mayor parte
la constituyen los fitosteroles libres, siendo el 37.7 % de los estero-
les, seguidos de esteril glucésidos (4.9 %) y esteril glucésidos acila-
dos (3.4 %) (Uemura et al., 1995; Furt et al., 2010).

4.1.2.3 Esfingolipidos

A diferencia de los glicerofosfolipidos que tienen un esqueleto de gli-
cerol, los esfingolipidos utilizan un amino alcohol de cadena larga co-

mo base estructural y de sintesis. El amino alcohol, también llamado
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base de cadena larga (BCL), es una cadena compuesta por 18 atomos
de carbono, hidroxilaciones en C1 y C3 y un grupo amino en C2. La
esfingosina (Fig. 3A) es una de las BCL mas abundantes en las plan-
tas, y de ella se derivan otras bases esfingoideas gracias a insatura-

ciones o hidroxilaciones.

Los tres primeros carbonos de la cadena de la esfingosina son estruc-
turalmente analogos al glicerol de los glicerofosfolipidos. Ambos tipos
de lipidos tienen una cabeza polar y dos colas hidrofébicas. Sin em-
bargo, en el caso de los esfingolipidos, Unicamente una de las colas
hidrofébicas corresponde a un acido graso. La otra cadena hidrofébica
forma parte de la BCL esfingosina. El 4cido graso se encuentra unido
mediante un enlace amida, formando la ceramida (Fig. 3B) (Stillwell,
2013). La ceramida es el esfingolipido mas sencillo y es precursor de
otros esfingolipidos mas complejos, ya sea con modificaciones en la
longitud de las cadenas, metilaciones, hidroxilaciones o cambios en el
grado de saturacion tanto de la BCL, como del acido graso. Esto brin-
da gran diversidad estructural a los esfingolipidos (Pata et al., 2010;

Mouritsen y Bagatolli, 2015).

En las plantas, cerca del 90 % de los esfingolipidos se encuentran
como esfingolipidos complejos; es decir, con diferentes grupos pola-
res unidos al hidroxilo del C1 (Markham et al., 2013). Algunos de
éstos grupos polares pueden ser mono- o pluri-hexosas, formando
glicosilceramidas, o grupos inositol fosfato, que dan origen a inositol
fosforilceramidas (IPC). Estas a su vez pueden estar poliglicosiladas,
formando glicosil inositol fosforilceramidas (GIPCs) (Fig. 4) (Hauser
y Poupart, 2004; Pata et al., 2010; Stillwell, 2013; Luckey, 2014;
Mouritsen y Bagatolli, 2015).
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FIGURA 3. ESTRUCTURA DE DOS ESFINGOLIPIDOS SIMPLES Y PRECURSORES DE ESFINGOLIPI-

DOS COMPLEJOS. A) ESFINGOSINA, BCL DE 18 ATOMOS DE CARBONO. B) CERAMIDA, FOR-

MADA POR LA UNION DE ESFINGOSINA Y UN ACIDO GRASO. FIGURA CREADA CON EL PROGRAMA
ACD/LABS® ACD/CHEMSKETCH.

En la célula vegetal no se encuentran presentes las esfingomielinas,
tipicas de células animales (Fig. 4A) y que son esfingolipidos com-
plejos con cabezas polares de compuestos fosforilados, como la fosfo-
colina o fosfoetanolamina (Buré et al., 2014). En cambio, en plantas
abundan las glicosilinositolfosfoceramidas (GIPCs) en Arabidopsis tha-
liana éstas componen cerca del 60 % de los esfingolipidos, mientras
que las glicosilceramidas, principalmente las glucosilceramidas, cons-
tituyen aproximadamente el 30 % y las ceramidas el 2 % de los es-
fingolipidos membranales (Furt et al., 2010; Markham et al., 2013).

La estructura base de las GIPCs es una ceramida unida por un enlace
fosfodiéster a una unidad de inositol-acido glucurénico. A esta estruc-
tura base se le pueden unir diferentes sacaridos (Fig. 4D). Se ha de-
terminado que en plantas, la cabeza polar de las GIPCs generalmente

es del tipo Hex(R1l)-HexA-inositol-1-fosforilceramida, en donde el
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sustituyente R1 puede ser un grupo hidroxilo, una amina o una N-
acetilamina, los azucares involucrados son hexosas y los acidos uro-
nicos también son derivados de hexosas (Cacas et al., 2013; Buré
et al., 2014). Este tipo de GIPC corresponde a la serie A; existen sie-
te series de GIPC que se encuentran unidas desde uno (serie 0) hasta
siete (serie F) sacaridos.

Se ha determinado que las bases de cadena larga de las GIPCs suelen
ser especies tri-hidroxiladas, y los acidos grasos consisten de cadenas
de acidos grasos muy largas (VLCFA), de hasta 26 atomos de carbo-

no, hidroxilados en la posiciéon C2 (Cacas et al., 2013).

La gran variedad de esfingolipidos debida tanto a las diferentes varia-
ciones de BCL, como de &cidos grasos y de cabezas polares, permite
que existan al menos 500 diferentes especies de esfingolipidos en las
células de las plantas; en Arabidopsis thaliana se han reportado al

menos 168 esfingolipidos diferentes (Pata et al., 2010).

4.2 Distribucion de los lipidos

La distribucion lipidica en la membrana es asimétrica, es decir, que a
pesar de que las membranas biolégicas tienen esencialmente los
mismos componentes lipidicos, el contenido y distribucion de éstos
varia en cada una de las dos monocapas. La cantidad de glicerofos-
folipidos, esteroles libres y conjugados y esfingolipidos cambia entre
la monocapa citosoélica y la monocapa exoplasmica, en una proporcion

molar de 65:35, 30:70 y 30:70, respectivamente (Furt et al., 2010).

Sin embargo, no unicamente influye la cara de la membrana, sino
que la distribucién lipidica varia en funcién de los organelos celulares.
Las funciones membranales estan influenciadas por el tipo de lipidos

presentes y sus respectivas propiedades biofisicas y son, por lo tanto,
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controladas por la célula mediante una regulaciéon en la sintesis,

transporte y degradacion de los lipidos (van Meer et al., 2008).
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FIGURA 4. ESTRUCTURA DE LOS ESFINGOLIPIDOS COMPLEJOS: A) ESFINGOMIELINA DE
CELULAS ANIMALES B) GLUCOSILCERAMIDA C) INOSITOL FOSFORILCERAMIDA (IPC) D)
GLICOSIL INOSITOL FOSFOCERAMIDA (GIPC) DEL TIPO GLC(R1)-GLCA-IPC DONDE R1
PUEDE SER UN GRUPO HIDROXILO, UNA AMINA O UNA N-ACETILAMINA; GLC: GLUCOSA,
GLCA: ACIDO GLUCURONICO. FIGURA CREADA CON EL PROGRAMA ACD/LABS®

ACD/CHEMSKETCH.
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En la Tabla 1 se puede observar la composicion lipidica de membra-
nas vegetales de diversos tejidos. Se observa que los glicerolipidos
son los constituyentes principales de las membranas bioldgicas; esto
se debe a la funcidn estructural que juegan estos lipidos, contribu-
yendo a la formacién de fases lamelares de la membrana. Los acidos
grasos libres usualmente se encuentran en bajas proporciones en las
membranas bioldgicas, sin embargo, se observa que la membrana del

glioxisoma tiene una mayor proporcion de éstos.

Asimismo, existe una proporcion elevada de esteroles libres en la
membrana plasmatica, asi como en el tonoplasto. En estas mismas
estructuras, existe también una cantidad importante de esteril glico-
sidos, esteril glicosidos acilados y glicoesfingolipidos en comparacion
con otras membranas de organelos. A pesar de que la membrana
plasmatica y el tonoplasto tienen composiciones lipidicas similares,
los glicoesfingolipidos y esteroles libres se encuentran en mayor pro-
porcién en la membrana plasmatica que en el tonoplasto (Tabla 1)
(Cassagne, 1998). Los esfingolipidos son particularmente abundantes
en la membrana plasmatica y en el tonoplasto y contribuyen en la
formacion de balsas lipidicas y en propiedades membranales de adap-
tacién a congelacién y sequia, ademas de ser participes en procesos

de muerte celular programada (Chen et al., 2012).
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TABLA 1. COMPOSICION LIPIDICA DE MEMBRANAS EN CELULAS VEGETALES

il glicési Acidos o .
e - . Esteroles Esteril glicésidos Esteroles totales / . . _ Lipido/Proteina
embrana icerolipidos teril glicosid icoesfingolipidos rasos
P libres (e_s ertl glicosidos Glicerolipidos totales golip 9 (w/w)
acilados) libres

Tilacoide >90 0.08 <0.001 0.8

Membrana plasmatica 30-80 2-50 2-16 (1-32) 0.2-1.5 6-30 2.5 1.5

Glioxisoma/peroxisoma 25-50 30-40 2.3

IM: membrana interna OM: membrana externa. Cantidades expresadas en % mol de lipidos totales (Cassagne 1998)
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Los glicerolipidos son los lipidos mayoritarios en las membranas bio-
I6gicas; sin embargo, los diferentes tipos de glicerolipidos también
varian en funcién del organelo celular. Las especies monogalactosil
diacilglicerol (MGDG) y digalactosil diacilglicerol (DGDG), asi como los
sulfolipidos se asocian con membranas plastidiales, de acuerdo con la
Tabla 2. Asimismo, el difosfatidilglicerol (DPG) es especifico de las
membranas internas mitocondriales y, en baja proporcion, del reticu-
lo endoplasmico. La fosfatidilcolina esta ausente en la membrana del
tilacoide y en la membrana plastidial interna, mientras que la fosfati-
diletanolamina y la fosfatidilserina también estan ausentes en la
membrana plastidial externa. El fosfatidilinositol se encuentra en altas
proporciones en el tonoplasto (Cassagne, 1998).

La distribucion lipidica también se afecta por la formacién de micro-
dominios de membrana, también conocidos como rafts o balsas lipidi-
cas, formada por la asociacion entre esfingolipidos y esteroles. Esto
implica que existe una distribucién lipidica desigual a lo largo de las
membranas y que es dependiente de la cantidad de esfingolipidos y
esteroles presentes (Minami et al., 2009).

La caracterizacion bioquimica de las balsas lipidicas se basa princi-
palmente en ser resistentes a detergentes no iénicos, por lo que acu-
fian el término membranas resistentes a detergentes (DRMs) o mem-

branas insolubles en detergentes (DIMs) (Furt et al., 2010).

Se observa, por lo tanto, que la distribucion lipidica es variable dentro
de las células vegetales. Sin embargo, el contenido de lipidos varia no
unicamente en funcidon de los organelos celulares, sino también en
funcion de las especies de plantas, lo que esta relacionado con la ca-
pacidad de aclimatacion y las condiciones de crecimiento en los dife-

rentes climas (Ver secciéon 6.2).

15



LA MEMBRANA PLASMATICA
TABLA 2. DISTRIBUCION DE GLICEROLIPIDOS EN MEMBRANAS DE CELULAS VEGETALES

Membrana PA PC PE PG PI PS DPG MGDG DGDG SL

oM - 32 0 10.0 5 0 0 17 29 6

Tilacoide - 0 0 7.0 1 0 0 57 27 7

Membrana L
; 5-20 25-45 30-40 2-6 2-8 3-12 0 0-1 0-2
plasmatica

Glioxisoma -
A -- 57.7 20.8 11.2 10.2 - - - _—
/peroxisoma

OM -- 59.8 25.2 3.4 11.6 -- -- -- -- o

IM: membrana interna OM: membrana externa. Cantidades expresadas en % mol de glicerolipidos totales (Cassagne 1998)

DGDG: digalactosil diacilglicerol
DPG: difosfatidilglicerol

MGDG: monogalactosil diacilglicerol
SL: sulfolipido
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4.3 Polimorfismo lipidico

El polimorfismo lipidico es una propiedad que exhiben los lipidos an-
fipaticos que les permite adoptar diferentes formas de agregacion que
generan fases especificas en un medio acuoso. Esta capacidad resulta
importante en procesos como la formacién de vesiculas en la division
celular, en la fusion de membranas, en el movimiento de macromolé-
culas a través de la membrana y en la estabilizacion de complejos

proteicos de membrana, entre otros (Torrecillas Sanchez, 2003).

El polimorfismo se basa en la capacidad de los lipidos de asociarse
formando arreglos estructurales muy diversos, siempre dependiendo
de su estructura y configuracion quimica, de su concentracion, de la
temperatura y de la cantidad de agua en el medio (Fig. 5). Los es-
fingolipidos, particularmente las GIPC, y los lisofosfolipidos adoptan
una forma de cono invertido, debido al gran tamafo de la cabeza po-
lar con respecto a las cadenas no polares (Fig. 5A). Los lipidos con
una cabeza polar de didmetro similar a las colas hidrofébicas, como
los glicerofosfolipidos PC, PG, Pl y los glicolipidos como DGDG, tienen
una forma cilindrica (Fig. 5B). Aquellos lipidos con cabezas polares
pequefias, como PE, PS, PA y MGDG tienen una forma de cono (Fig.
5C). (Sprong et al., 2001; Torrecillas Sanchez, 2003; Jouhet, 2013).

4.3.1 Fases lipidicas

Las fases se pueden nombrar de acuerdo al tipo de organizacidon que
presentan e incluyen las formas lamelares o de bicapa (L), hexagona-
les (H) y cubicas (Q). La organizacion de las fases hexagonales puede
ser del tipo I (H;) o del tipo Il (Hy). La primera, la fase H,, se refiere
a la formacion de los tubulos micelares con las cabezas polares en el

exterior, mientras que la fase H,, forma tubulos invertidos, con las ca-
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denas hidrofébicas hacia afuera del tubulo y las cabezas polares hacia

el centro, formando un canal acuoso (Jouhet, 2013).

Los lipidos con forma geométrica de cono invertido favorecen la for-
macion de fases H, (Fig. 5A), mientras que los de forma cilindrica
conducen a la formacion de bicapas (Fig. 5B) y la forma cdénica indu-
ce la fase H,, o la fase cubica (Fig. 5C) (Gémez Fernandez, 1996;
Jouhet, 2013). El aumento en el numero de carbonos en las cadenas
de acidos grasos y en el numero de insaturaciones favorece la forma-
cion de la fase H;; (Jouhet, 2013). La formacion de estas fases es un
evento interbicapa, es decir, que ocurre entre dos bicapas; al formar-
se la fase H,;, en regiones donde la membrana plasméatica se encuen-
tra muy cercana a otra endomembrana, existe una pérdida de res-
puesta osmoética (LOR). Entre estas endomembranas, la de la envol-
tura del cloroplasto es la que forma fases H;,, con la membrana
plasmatica con mayor frecuencia, dando origen a un dafo con pérdi-
da de respuesta osmoatica asociada a la fase H;;, o LOR-H;; (Uemura y

Steponkus 1999).
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FIGURA 5. RELACION ENTRE LA FORMA MOLECULAR DE LOS LIPIDOS Y LAS FASE LIPIDICAS
QUE CONFORMAN A) LA FORMA MOLECULAR DE CONO INVERTIDO INDUCE LA FASE LIPIDICA Hy
O MICELAR. B) LA FORMA CILINDRICA INDUCE LA FORMACION DE FASES LIPIDICAS LAMELARES
O BICAPA C) LA FORMA MOLECULAR DE CONO INDUCE LA FASE H,,. GIPC: GLICOSIL INOSITOL
FOSFORILCERAMIDAS PC: FOSFATIDILCOLINA PE: FOSFATIDILETANOLAMINA FIGURA CREADA
CON EL PROGRAMA ACD/LABS® ACD/CHEMSKETCH.

Las estructuras lamelares tienden a unir los bordes expuestos para
evitar que las cadenas hidrofébicas entren en contacto con el medio
acuoso. De ahi surgen las vesiculas, que son estructuras esféricas

conformadas por una bicapa lipidica; esta estructura es continua y
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estable, pues las porciones hidrofébicas no estan en contacto con el

medio acuoso.

4.3.2 Curvatura de la membrana

La curvatura de la membrana se considera positiva cuando la mono-
capa es convexa hacia la fase acuosa y es negativa cuando es cénca-
va hacia dicha fase (Torrecillas Sanchez, 2003). El polimorfismo lipi-
dico repercute en la generacion de curvaturas en la membrana; los
lipidos con forma de cono inducen curvaturas negativas, mientras que
lipidos con forma de cono invertido inducen curvaturas positivas. Los
lipidos de forma cilindrica, de fase lamelar, no inducen cambios en la

curvatura membranal (Jouhet, 2013).

4.3.3 Mesomorfismo liotrépico y termotrépico

El mesomorfismo se refiere a los diferentes tipos de fases que adop-
tan los lipidos de la membrana. Si es en funcién de la cantidad de
agua, se trata de mesomorfismo liotrépico, y si es en funcién de la
temperatura es mesomorfismo termotropico (Gémez Fernandez,
1996). La fase que se adopta, sin embargo, también esta en funcién
del tipo de lipido, de las insaturaciones, de la longitud de las cadenas
hidrofébicas y la cantidad de esteroles presentes (van Meer et al.,
2008).

Con base en parametros como el ordenamiento de las cadenas acili-
cas y la difusiéon lateral, la organizacion lipidica puede ser: ordenada,
liguida-ordenada y liquida-desordenada. Estas fases se presentan en
los estados lamelar o de bicapa, ya que las fases hexagonales se en-
cuentran involucradas mas bien en eventos transitorios como fusion,

fision y formacion de poros (van Meer et al., 2008).
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La fase liquida-desordenada (Ly) presenta un bajo grado de ordena-
miento en las cadenas hidrofébicas insaturadas y un alto grado de
difusién lateral (D =1 ym?s™). Esta fase se ve favorecida por las ca-
denas insaturadas presentes en la mayoria de los glicerofosfolipidos

(Torrecillas Sdnchez, 2003; Meer et al., 2008).

La fase ordenada, o fase gel (Lg), presenta un alto grado de ordena-
miento lipidico, con cadenas acilicas largas y saturadas o con insatu-
raciones en trans y con un grado limitado de difusion lateral (D= 10°
3um?s™). La fase liquida-ordenada (L,) presenta caracteristicas de las
dos fases mencionadas anteriormente, ya que conjuga el alto orden
conformacional de los lipidos en la fase ordenada y la difusion lateral

de la fase liguida-desordenada (van Meer et al., 2008).

Los esteroles son esenciales en la composicion de las membranas, ya
que alteran el orden lipidico y modifican la transicion de fases de
liguido-desordenado a fase ordenada, induciendo la fase liquido-
ordenada. De esta manera, aumentan la permeabilidad de la bicapa y
optimizan el movimiento lipidico, mientras que mantienen la fase

liquida (Furt et al., 2010).
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5. LA PLANTA EN LA RESPUESTA A BAJAS TEMPERATURAS

5.1 Estrés a bajas temperaturas. Dafo por frio. Dafio por conge-

lacion.

El estrés en las plantas se refiere a condiciones adversas que no
permiten el funcionamiento normal del organismo (Mahajan y Tuteja,
2005). Durante su desarrollo, las plantas estan sometidas a diversas
fuentes de estrés, que pueden ser abidticos, como cambios en la in-
tensidad de la luz, sequia o temperatura, o bidticos, como presencia
de patégenos (Ruelland et al., 2002). La temperatura es un factor
abidtico de estrés ya que no todas las plantas tienen la capacidad de
sobrevivir a bajas temperaturas y/o a temperaturas de congelacion.
Sin embargo, aquellas con capacidad de respuesta, la llevaran a cabo
mediante mecanismos que tienen como finalidad evitar la congelacion

o resistirla.

El dafio por frio y el dafio por congelacion, si bien estan relacionados
con las bajas temperaturas, no tienen el mismo significado debido a
la forma en que impactan a la planta. El primero se refiere a un efec-
to directo de temperaturas bajas pero que se encuentran por encima
de los 0°C. En estas condiciones, el dafio en la planta se observa ge-
neralmente como clorosis, necrosis Yy crecimiento retardado
(Sanghera et al., 2011; Fleury y Walker, 2014;). Asimismo, el estrés
por frio puede causar la fuga de electrolitos, que es un reflejo de da-
o membranal (Alonso et al., 1997). El dafio por congelacion, por
otro lado, se refiere principalmente al dafio causado en la planta por
la formacion extracelular de cristales de hielo en temperaturas por
debajo de los 0°C (Fleury y Walker 2014). El dafio puede ocurrir por
tres mecanismos celulares: lisis inducida por expansion, transiciones
de fase lamelar a fase hexagonal y lesiones de “salto de fractura”
(Welti et al., 2002).
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5.1.1 Dafo por congelacion. Formacién de cristales de hielo en

el espacio extracelular.

La formacion de hielo comienza en el espacio extracelular, debido a la
diferencia en los puntos de congelacion entre el espacio intracelular y
extracelular. En éste ultimo, existen agentes nucleadores de hielo,
particulas que favorecen la formacion de cristales. Los diferentes nu-
cleadores hacen que la congelaciéon sea un proceso lento y controlado
(Atici y Nalbantoglu, 2003). Sin embargo, la formacion de cristales de
hielo causa la deshidratacion de la célula porque en temperaturas por
debajo de 0°C, el hielo tiene un menor potencial hidrico que el agua
no congelada, causando un desbalance osmoético. Para restaurar el
desequilibrio del potencial hidrico alterado, en el que disminuye la
concentracion externa del agua liquida libre y se formé un gradiente
de potencial hidrico, la célula libera agua intracelular (Uemura y
Steponkus , 1999). Lo anterior, ademas de concentrar los solutos in-
tracelulares y de deshidratar a la célula, causa el crecimiento del cris-
tal externo (Ouellet 2007; Fleury y Walker, 2014;). En el caso poste-
rior, cuando los cristales de hielo pasan al estado liquido, causan una
entrada abrupta de agua a la célula, lo que resulta en una lisis indu-
cida por el efecto de expansion del volumen intracelular (Welti et al.,
2002).

Si ocurre la formacion de hielo al interior de la célula, ésta resulta le-
tal debido al colapso y desestabilizacion de la membrana plasmatica,
originando alteraciones en la permeabilidad de la misma, lo que con-
duce al paso descontrolado de solutos en ambas direcciones: de afue-
ra hacia el interior de la célula y viceversa (Atici y Nalbantoglu,
2003).

Bajo estas condiciones de deshidratacion celular, la transicion de fa-
ses de los lipidos de la bicapa membranal ocurre con mayor frecuen-

cia, pudiendo pasar de la configuracién de la fase lamelar a la de fase
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hexagonal Il. Se ha determinado que la apariciéon de esta transicion
en las membranas celulares conduce a una pérdida de estructura y
compartamentalizacion (Uemura et al., 1995; Jouhet, 2013). Ver sec-

cion 4.3.

5.2 Aclimatacion

Durante el proceso de aclimatacion, las plantas se exponen a un pe-
riodo de bajas temperaturas, por encima de los 0°C con el fin de au-
mentar la tolerancia a temperaturas congelantes; es decir, tempera-
turas bajo 0°C. La aclimatacion lleva a cabo cambios que incluyen la
estabilizacion de la membrana contra el dafio causado por congela-
cion (Mahajan y Tuteja, 2005), por lo que aquellas plantas con capa-
cidad de aclimatarse, podran desarrollar resistencia a temperaturas
por debajo de 0°C (Ouellet, 2007). Este es un proceso de reprogra-
macion metabdlica y génica en el cual se implementan diversos me-
canismos que tienen como finalidad permitirle a la planta tolerar la
congelacion. De manera natural, este proceso se lleva a cabo durante

el otofo, cuando las temperaturas no son congelantes.

Una de las consecuencias de la aclimatacion en la membrana celular
es el aumento de su fluidez, lo que incrementa la crioestabilidad de la
membrana, ya que disminuye la formacion de fases H;,, (Uemura et
al., 1995; Minami et al., 2010). Es por ello que la capacidad de acli-
matarse es una de las estrategias mas importantes para la planta,
pues le permiten resistir condiciones adversas de temperatura y que

impactan en su crecimiento.
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52.1 Mecanismos de resistencia al dafio por frio

5.2.1.1 Desarrollo de estructuras resistentes a la congela-

cion. Formacion de compuestos anticongelantes

La resistencia a la congelacion se define como la capacidad de sopor-
tar la formacion extracelular de cristales de hielo y evitar su forma-
cion intracelular (Atici y Nalbantoglu, 2003). Para evitar la congela-
cion, las plantas pueden favorecer la formacion de estructuras especi-
ficas como las semillas, que contienen poca agua y por lo tanto, baja
probabilidad de formacion de hielo o pueden formar rizomas que,
gracias a su crecimiento subterraneo, evitan temperaturas por debajo
de 0°C (Fleury y Walker, 2014). Se ha informado que las semillas de
algunas especies germinan tras exponerse a -20°C, mientras que
plantas que desarrollan rizomas pueden resistir temperaturas que van
de -13°C a -20°C (Noshiro y Akira, 1979).

También se puede abatir el punto de congelacién del agua mediante
la sintesis de compuestos anticongelantes o crioprotectores. Algunos
de estos compuestos crioprotectores son proteinas intracelulares,
aunque también existen proteinas extracelulares que modifican la pa-
red celular, proteinas relacionadas a patégenos (PR) y proteinas anti-
congelantes (AFP), cuya sintesis se ve favorecida en bajas tempera-
turas (Atici y Nalbantoglu, 2003). Ademas de la sintesis proteica,
existe sintesis de solutos de bajo peso molecular, como la prolina,
que ayudan a mantener el balance osmoético y a prevenir la deshidra-
tacion celular causada por la formacion de hielo extracelular (Ouellet,
2007).

Muchos estudios in vitro sefialan el efecto crioprotector y estabiliza-
dor de los azucares en la membrana plasmatica durante procesos de

congelacion y descongelacion, por lo que es posible que también exis-
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ta sintesis y acumulacién de azucares en el citosol durante la aclima-

tacion (Uemura y Steponkus, 1999) .

Los compuestos crioprotectores tienen cierta capacidad de abatir el
punto de congelacion, pues una concentracion 1M de cualquiera de
estos solutos abate el punto de congelacion en promedio 1.84°C
(Fleury y Walker, 2014). Otros anticongelantes incluyen compuestos
como los flavonoides y taninos, presentes en plantas que viven en
condiciones polares, ya que tienen una mayor capacidad de abatir el
punto de congelacion que los solutos de bajo peso molecular (Fleury
y Walker, 2014; Kuwabara et al., 2012).

5.2.2 Genes de respuesta a frio

En Arabidopsis thaliana se han identificado a los genes CBF1, CBF2, y
CBF3, cuya expresion se regula mediante la exposicion a bajas tem-
peraturas (Medina et al. 1999). Existe una posible influencia del ciclo
circadiano, pues la expresion génica de CBF1 y CBF2 se regula por
una proteina que interacciona con TOC1l, componente del oscilador
central, y con PHYB, fotoreceptor de luz roja (Thomashow, 2010).

Los genes CBF1, CBF2, y CBF3 alcanzan su maxima expresion tras 1-
3 h de incubacién a 4 °C y actuan como factores de transcripcion de
algunos genes de respuesta a frio, los genes COR. Estos Uultimos
constituyen mas de 2000 genes, con 1200 de ellos regulados por las
bajas temperaturas y aproximadamente 170 de ellos regulados por
las proteinas CBF (Medina et al., 1999; Zhao et al., 2015).

Mutantes de Arabidopsis thaliana que expresan de manera constituti-
va los genes CBF1, CBF2, y CBF3 presentan elevada tolerancia al frio
sin necesidad de llevar a cabo el proceso de aclimatacion. Se ha

nombrado a CBF1 un regulador positivo del proceso de aclimatacion,
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pues controla la expresion de otros genes y favorece la tolerancia a la

congelacion (Medina et al., 1999).

También se ha identificado el gen FADS8, que codifica para una enzima
desaturasa de acidos grasos, que va a ser auxiliar en la modificacion
de la composicién lipidica de la membrana y por lo tanto, en su flui-
dez y temperatura de transicion (Mahajan y Tuteja, 2005). La familia
de desaturasas de acidos grasos (FAD), dentro de los que se incluye a
la enzima codificada por el gen FADS8, se ve involucrada en procesos
de respuesta a bajas temperaturas, ya que se ha observado que las
mutantes fad2, fad5 ven afectado su crecimiento en temperaturas
bajas y en temperaturas congelantes. Asimismo, desaturasas de
otros lipidos acilicos han sido identificadas en Arabidopsis thaliana, y
estan codificadas por los genes ADS1, ADS2 y ADS3. Mutantes de
ads2 tienen una menor tolerancia a temperaturas congelantes que las
plantas silvestres y que esta, relacionada con una perturbacion en las
reacciones de desaturacion de acidos grasos inducidas por frio (Chen
y Thelen, 2013). Particularmente, en el caso de esfingolipidos, se han
identificado en Arabidopsis thaliana dos genes que codifican para de-
saturasas A8 de bases de cadena larga; éstos son AtSLD1 y AtSLD?2.
Mutaciones en estos genes se observan como diferencias fenotipicas
tras una exposicion prolongada a bajas temperaturas (Chen et al.,
2012).

5.2.2.1 Estabilizacién membranal y remodelaciéon

La membrana plasmatica es el sitio donde ocurre mayor dafo por
congelamiento, pues es la interfase entre el medio extracelular que
contiene cristales de hielo y el citoplasma. La membrana actia como
barrera semipermeable que permite la entrada y salida de agua du-
rante los periodos de congelacion y descongelacion (Uemura y

Steponkus 1999). Por lo tanto, la estabilizacion de la membrana
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plasmatica es necesaria para la supervivencia de las plantas cuando

se exponen a temperaturas congelantes (Minami et al., 2009).

Existen diversos mecanismos de estabilizacion membranal, que inclu-
ye la modificacion de los lipidos membranales y la sintesis de solutos
y compuestos crioprotectores. Por ello, durante el periodo de aclima-
tacion, ocurren cambios en la composicion lipidica, aumentando la
proporcion de especies di-insaturadas de fosfatidilcolina y fosfatidile-
tanolamina y una disminucién en la proporcion de esfingolipidos, par-
ticularmente glucocerebrésidos (Uemura et al., 1995; Minami et al.,

2009).
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6. LA MEMBRANA PLASMATICA EN LA RESPUESTA A BAJAS
TEMPERATURAS

6.1 Remodelacion lipidica

Las plantas cuentan con familias de enzimas que se especializan en
eventos relacionados con la regulaciéon del metabolismo celular en
respuesta a condiciones de estrés, como la sintesis de segundos
mensajeros, regulacion del trafico vesicular, re-arreglos del citoes-
queleto, eventos de remodelacion de membrana y degradacion de
lipidos. La remodelacion lipidica ocurre en gran medida debido a re-
acciones de las enzimas fosfolipasas y desaturasas, cuya accion varia
en funcion del sustrato, requerimiento de cofactores y condiciones de

reaccion (Wang et al., 2012).

Las fosfolipasas se clasifican en cuatro tipos: la fosfolipasa D (PLD),
fosfolipasa C (PLC), fosfolipasa A1 (PLA;) y la fosfolipasa A2 (PLA)),
en funcion del sitio de hidrdlisis en el glicerofosfolipido (Fig. 6)
(Wang et al., 2012; Hong et al., 2016).

PLAl
0 l{ 1-LPL + FFA)

W{CHE}IW\O_

8]
o~~~ ACHz e~ o~ Ao Q
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PLD
PLA2 rl': = (PA + X)
(2-LPL + FFA) 1
PLC
(DAG + P-R1)

FIGURA 6. REACCIONES DE HIDROLISIS DE LAS DIFERENTES FOSFOLIPASAS Y SUS PRODUC-
TOS. PLA;, PLA,, FOSFOLIPASAS A; Y A, RESPECTIVAMENTE, PRODUCEN LISOFOSFOLIPIDOS
Y ACIDOS GRASOS LIBRES. PLC: FOSFOLIPASA C, PRODUCE DIACILGLICEROL Y CABEZAS PO-
LARES FOSFORILADAS. PLD: FOSFOLIPASA D, PRODUCE ACIDO FOSFATIDICO Y CABEZAS PO-
LARES LIBRES. R: CABEZA POLAR. FIGURA CREADA CON EL PROGRAMA ACD/LABS®
ACD/CHEMSKETCH.
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Las PLAs se encuentran en el cloroplasto, en el citosol y en las mito-
condrias y producen lisofosfolipidos (LPL) y acidos grasos a partir de
los lipidos membranales. Las PLA; y PLA; liberan acidos grasos de la

posicién sn-1 y sn-2, respectivamente (Wang et al., 2012).

Las PLCs, en cambio, hidrolizan a los glicerofosfolipidos para producir
diacilglicerol y cabezas polares fosforiladas; existen dos familias de
PLCs, aquellas especificas para fosfoinositidos (PI-PLC) y las no-
especificas, que hidrolizan fosfolipidos (NPC). La expresion de las Pl-
PLC se favorece en funcion de diversas condiciones ambientales, co-
mo el frio, concentraciones de sales y nutrientes, deshidratacion y

presencia de acido abscisico (Wang et al., 2012).

Por otro lado, las PLDs hidrolizan a los glicerofosfolipidos y forman
acido fosfatidico y cabezas polares libres, como lo son la colina, la
etanolamina, la serina, el glicerol y el inositol. Las PLDs se relacionan
con la regulacion celular en la apertura y cierre de estomas y también
se involucran en procesos de respuesta a estrés por factores bidticos
y abidticos, como la presencia de patdgenos, sequia, concentracion
de sales, produccién de especies reactivas de oxigeno y bajas tempe-
raturas (Ruelland et al., 2002; Wang et al., 2012; Hong et al., 2016).
La PLD mas abundante en plantas es la PLDa, cuyo sustrato principal
es la PC; glicerofosfolipidos como la PE y PG son mayormente hidroli-
zados por otras fosfolipasas debido a una mayor afinidad por estos

sustratos (Welti et al., 2002).

Cuando existe una disminucion de temperatura, se induce la activa-
cion de las PLCs y PLDs, que se observa como un aumento en la can-
tidad de DAG, PA y de LPLs como lisofosfatidilcolina y lisofosfatidil-
etanolamina, asi como disminucion de especies como PIP y PIP,, PC,
PE y PG. El aumento de acido fosfatidico se debe tanto a la accion de

las PLDs, como a la accion conjunta de las PLCs y una diacilglicerol
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kinasa (DAGK) y esto, ademas de modificar la estructura membranal,
se relaciona con la sintesis de lipidos mas complejos y por lo tanto,
en su metabolismo, pues el acido fosfatidico es precursor de otras
especies lipidicas. Asimismo, tiene funciones de sefalizacion, ya que
interactia de manera directa con algunas proteinas transductoras

(Ruelland et al., 2002; Hong et al., 2016).

Cuando las plantas se someten al proceso de aclimataciéon, modifican
el grado de saturacion de los acidos grasos, generando principalmen-
te acidos grasos C18:2 y C18:3. Las desaturasas se encargan de re-
mover atomos de hidrégeno, causando la formacién de dobles enla-
ces, que pueden ser en posicion cis- o en posicion trans. Con ello,
disminuye la temperatura de transicion de fases de liquido ordenado
a gel , ya que tras la exposicion a frio la membrana requiere de insa-
turaciones en sus lipidos para garantizar que la membrana permane-
cera con la mayor fluidez posible, evitando la formacion de la fase gel
(Ouellet, 2007).

En el caso de los esfingolipidos, enzimas como la BCL A4 desaturasa
y la BCL A8 desaturasa han sido identificadas en Arabidopsis thaliana
como las responsables de las insaturaciones en el C8 de las bases de
cadena larga. Una de las proteinas esenciales de la membrana
plasmatica es la H"ATPasa, que se ubica en balsas lipidicas ricas en
esfingolipidos, por lo que las insaturaciones en éstos durante las ex-
posicion a frio puede contribuir en su funcionamiento. Asimismo, el
remodelamiento de esfingolipidos se puede llevar a cabo gracias a
enzimas ceramidasas, que generan BCL y acidos grasos (Chen et al.,
2012).

Si la remodelacion lipidica no se lleva a cabo en condiciones de estrés
por frio, ocurre un gran dafio estructural en la membrana plasmatica

cuando se lleva a cabo la transicion de fases disparada por el descen-
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so en la temperatura. Al disminuir la temperatura de transicién y al
mantenerse la fluidez en las bajas temperaturas, las funciones mem-

branales pueden llevarse a cabo y el dafio disminuye (Ouellet, 2007).

6.2 Cambios en la composicion lipidica

Los cambios lipidicos adecuados reducen la probabilidad de que la
membrana plasmatica sufra transiciones de fase lamelar a fase hexa-

gonal inducida por congelacion (Lynch y Steponkus, 1987).

Las membranas bioldgicas de las plantas consisten mayormente en
glicerofosfolipidos y esfingolipidos. De éstos, la PC, la PE, las GIPCs
(glicosilinositolfosfoceramidas) y las GC (glucosil ceramidas) son los
constituyentes lipidicos principales; la membrana plasmatica en parti-
cular tiene un porcentaje importante de &cido fosfatidico (Tablas 1 y
2,).(Ver seccion 4.2) (Yoshida y Uemura, 1986; Cassagne, 1998). En
el caso de las GIPCs, la abundancia de las diferentes series (Ver sec-
cion 4.1.2.3) estd en funcion de la planta; en las monocotiledoneas
abunda la serie B y en las dicotiledéneas abunda la serie A (Cacas
et al., 2013).

En plantas sometidas a procesos de aclimatacion, se observa que
existe una disminucién en la cantidad de esfingolipidos y esfingolipi-
dos complejos y un aumento de glicerofosfolipidos en la membrana
plasmatica (Tablas 3 y 4). También se reduce la formaciéon de fases
hexagonales. Estos son fenémenos comunes para todas las plantas

aclimatadas (Uemura et al., 1995; Uemura y Steponkus, 1999).
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TABLA 3. CONTENIDO DE LIPIDOS DE MEMBRANA PLASMATICA EN DIFERENTES ESPECIES DE PLANTAS NO ACLIMATADAS.

Plantulas Hojas de Hojas de Hojas de avena Hojas de avena Plantulas Raices de Hojas de Hojas de Hojas de
Vigna Secale Secale primaverales invernales verdes de Zea mays L  Arabidopsis Solanum Solanum
radiata cereale cereale Avena sativa Avena sativa trigo inver- thaliana tuberosum commersonii
nal
PL 48.9 31.7 36.6 28.8 28.9 37.1 43.9 46.8 46.4 48.3
SL 6.8 16.2 16.4 27.2 30.4 13.7 6.8 7.3 6.5 6.1
St 43.3 52.1 46.6 41.3 39.1 49.1 49.3 46 45 41.6
Otros 1 -- 0.4 2.7 1.7 0.1 -- -- 2.1 4
St/PL 0.9 1.6 1.3 1.5 1.3 1.3 1.1 1 1 0.9
Referen- (Yoshida y (Lynch y (Uemuray (Uemuray (Uemura y (Bohn et al. (Bohn, Heinz, (Uemura, (Palta, (Palta,
cia Uemura Steponkus Steponkus  Steponkus 1994) Steponkus 2007) y Luthje Joseph, y Whitaker, y Whitaker, y
1986) 1987) 1994) 1994) 2001) Steponkus Weiss 1993) Weiss 1993)
1995)
SL: Esfingolipidos St: Esteroles St/PL: Proporciéon de esteroles y glicerofosfolipidos. PL: Fosfolipidos
Cantidades expresadas en % mol de lipidos totales
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TABLA 4. CONTENIDO DE LIPIDOS DE MEMBRANA PLASMATICA EN DIFERENTES ESPECIES DE PLANTAS ACLIMATADAS.

Hojas de Hojas de Hojas de avena Hojas de avena Plantulas ver- Hojas de Ara- Hojas de So- Hojas de Sola-
Secale Secale primaverales Ave- invernales des de trigo bidopsis tha- Ilanum tubero- num commer-
cereale cereale na sativa Avena sativa invernal liana sum sonii

AC: Temperatura de aclimatacion
SL: Esfingolipidos St: Esteroles St/PL: Proporcion de esteroles y glicerofosfolipidos PL: Fosfolipidos.
Cantidades expresadas en % mol de lipidos totales
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El aumento en la proporciéon observada de glicerofosfolipidos en las
plantas aclimatadas es resultado del incremento de especies di-
insaturadas de PC y PE principalmente durante los primeros dias del
proceso de aclimatacion (Uemura y Steponkus, 1994; Uemura y
Steponkus, 1999) mientras que la disminucion de esfingolipidos ocu-
rre gradual y progresivamente durante las cuatro semanas de exposi-

cion a bajas temperaturas (Uemura y Steponkus, 1999).

La estrategia de disminucion de esfingolipidos puede deberse no uni-
camente al bajo grado de hidrataciéon que presentan estos lipidos, lo
cual podria favorecer la poca separacion con lipidos de otras endo-
membranas. También puede deberse a que la porcion de la ceramida
presente en todos los esfingolipidos es rigida y esto disminuye la
flexibilidad o fluidez membranal; es posible que las ceramidas se en-
cuentren dentro de los primeros constituyentes hidrofébicos afectados
de manera importante por las bajas temperaturas. Una posibilidad
adicional es que las ceramidas contienen acidos grasos de cadena
muy larga (VLCFA), lo cual favorece la interdigitacion entre monoca-
pas opuestas de las cadenas muy largas de acidos grasos (VLCFA),
fendbmeno que posibilita la formacion de fases hexagonales (Bohn
et al., 2007).

Tras el periodo de aclimatacion, la membrana plasmatica reduce la
formacién de fases hexagonales, lo que puede deberse a diferentes
factores que influyan en: la hidratacion membranal a nivel de las su-
perficies de las cabezas polares, que se relaciona con la separacion
espacial entre bicapas; la separacion de especies lipido-lipido o lipido-
proteina o en la curvatura de las monocapas. Aumentos en el grado
de hidratacibn membranal, que resultan en una mayor separacion es-
pacial entre bicapas en la exposicion a temperaturas congelantes, se
pueden lograr ya sea aumentando la proporcion de lipidos hidratados,

como los fosfolipidos PC y PE, y disminuyendo la cantidad de lipidos
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poco hidratados, como las ceramidas y los esteroles libres (Uemura et
al., 1995).

Esta interaccion podria explicar como, a pesar de que la PE bajo cier-
tas condiciones tiende a formar fases H,,, el aumento en la proporciéon
de este lipido aumenta la hidratacion de la membrana, lo que aumen-
ta a su vez la separacion con otras bicapas y hace a la membrana
plasmatica menos propensa a la formacion de esta fase hexagonal

causada por deshidratacion por frio (Uemura y Steponkus, 1999).

6.3 Cambios en la fluidez

La remodelacion membranal y el cambio en las proporciones de espe-
cies lipidicas pretenden evitar la disminucion en la fluidez de la mem-
brana plasmatica, que puede inducir la separacion de fases membra-
nales en fase ordenada y fase liquida-desordenada (Minami et al.,
2009).

El grado de insaturacion y la longitud de las cadenas acilicas de los
lipidos membranales contribuyen a modular la fluidez; las plantas
sensibles al frio usualmente tienen una mayor proporcion de acidos
grasos saturados y, por lo tanto, la temperatura de transicién de es-
tado liquido-ordenado a gel es mayor. Esto obstaculiza termodinami-
camente que los lipidos adopten una configuracién que favorezca una
mayor fluidez. Por otro lado, las plantas resistentes a frio tienen ma-
yor abundancia de insaturaciones y una temperatura de transicion
mas baja dando los efectos opuestos y alcanzando una mayor fluidez

a una temperatura menor (Mahajan y Tuteja, 2005).

Debido a que en el dafio por congelamiento existe salida de agua
hacia el espacio extracelular, el dafio también estd asociado al dafio
por deshidratacion. Es por esto que la crioestabilidad de la membrana
plasmatica se ve afectada por alteraciones en la composicion lipidica
que influyen en el mesomorfismo liotropico (Uemura y Steponkus,

1999). Durante el cambio en la composicion lipidica relacionada con
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el proceso de aclimatacidén, se observa una menor proporcidn esterol-
fosfolipido (St/PL) (Tablas 3 y 4)(Ver seccién 6.2), que se asocia

con una mayor fluidez (Palta et al., 1993).
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6.4 La membrana plasmatica en la sefializacion en la respuesta a

bajas temperaturas

Algunas hipotesis relacionadas con la cascada de sefalizacion de la
temperatura proponen que, parecido a otros tipos de estrés ambien-
tal, las primeras sefiales de estrés son percibidas por receptores de la
membrana plasmatica. Los receptores pueden transmitir la informa-
cion a otros elementos, algunos membranales y otros intracelulares,
entre ellos, algunos que actian como segundos mensajeros como el
i6n calcio, especies reactivas de oxigeno e inositol fosfatos. Esto cau-
sa cambios en los niveles de Ca®* citoplasmaticos, que son percibidos
por receptores de Ca®", que inician una cascada de fosforilaciéon de
proteinas cinasas y que eventualmente activan los genes de respues-
ta a frio y otras respuestas metabdlicas (Mahajan y Tuteja, 2005).
Este receptor hipotético podria ser similar a las His cinasas de levadu-
ras, que son fosforiladas en respuesta a aumentos de osmolaridad
(Murata y Los, 1997)

Sin embargo, una via de sefializacion de estrés ambiental por bajas
temperaturas o frio, con la membrana plasmatica como el receptor
implica que no se requiere de un receptor proteico en la membrana
plasmatica, sino que las alteraciones en la fluidez, debidas a la abun-
dancia y saturacion de los lipidos membranales, son las encargadas
de comenzar la sefalizacion (Mahajan y Tuteja, 2005). La membrana
plasmatica, mediante alteraciones fisicas que repercuten en la fluidez,
fungiria como termdémetro bioldégico y como receptor al frio, aunque

también podria responder al calor.

Se desconoce el mecanismo exacto de transduccién de sefiales en
condiciones de bajas temperaturas; sin embargo, se sabe que la ex-
presion de los genes que codifican para enzimas desaturasas se regu-
la positivamente tras la disminucion de temperatura y fluidez mem-

branal (Fig. 7). Los blancos de las enzimas desaturasas sintetizadas
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de novo se encuentran tanto en la membrana plasmatica, como en la

membrana del tilacoide (Murata y Los, 1997).

Bajas temperaturas

;
i

XOOOKX  des genes

—~~_—~_ des mRNA

V
R — -

\ desaturasas

FIGURA 7. MODELO PROPUESTO DE PERCEPCION DE TEMPERATURA Y TRANSDUCCION DE LA
SENAL DURANTE LA EXPRESION DE GENES QUE CODIFICAN PARA ENZIMAS DESATURASAS. PM:
MEMBRANA PLASMATICA. TM: MEMBRANA DEL TILACOIDE. (Murata y Los, 1997)

6.4.1 Otros elementos senalizadores

Se desconoce la identidad y funcibn de todas las especies
involucradas en la compleja red de sefializacion en la transduccién de
frio, sin embargo, se han identificado transductores de sefial muy

relevantes de la sefial de frio.

Ademas de su papel como componentes estructurales de la
membrana, los esfingolipidos, asi como sus metabolitos y derivados,
se ven involucrados en la respuesta a diversos factores de estrés.
Especies como fitoesfingosina-1-fosfato y algunas ceramidas

fosforiladas estdn implicadas en la respuesta de las plantas a las
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bajas temperaturas (Michaelson et al., 2016). La exposiciéon a frio
lleva a la producciéon transitoria de fitoesfingosina-1-fosfato, que es
activador de enzimas MAP cinasas como la MPK6. La MPK6 esta
involucrada en procesos de percepcion de estimulos abidticos ,como
el frio, y bidticos como los patégenos. Asimismo, la fitoesfingosina-1-
fosfato afadida de manera exdégena actua como inductora de genes

de respuesta a frio (Dutilleul et al. 2012).

En el caso de los glicerofosfolipidos, se ha observado que uno de sus
derivados, el acido fosfatidico, actia como mediador en la respuesta
a frio, ya que en esta condicion, la concentracion de esta especie
aumenta transitoriamente de manera importante, como un segundo
mensajero. El origen, sin embargo,puede deberse tanto a la acciéon de
enzimas fosfolipasas D (PLD) (Ver seccion 6.1) o a la accién de
enzimas fosfolipasas C, cuyo producto, diacilglicerol, puede ser
fosforilado a acido fosfatidico mediante diacilglicerol cinasas. El acido
fosfatidico actia como un transductor en la regulacién de genes de

respuesta a frio (Dutilleul et al. 2012).

6.5 Papel de los esfingolipidos en la fluidez membranal en bajas
temperaturas

Considerando que la fluidez de la membrana plasmatica es esencial
para preservar su integridad ante temperaturas de congelacion, y
que los esfingolipidos son agentes cuya abundancia puede modular la
rigidez membranal, una estrategia para evaluar la funcion de los es-
fingolipidos en la fluidez de la membrana, es interfiriendo en la ruta
biosintética de estas especies lipidicas para manipular sus niveles
endégenos. Esto se puede realizar, ya sea afiadiendo inhibidores es-
pecificos o realizando mutaciones en los genes que codifican para las

enzimas de dicha ruta (Gonzalez-Solis et al., 2014).
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6.5.1 Mutantes de Arabidopsis thaliana en la SPT

6.5.1.1 Serina palmitoil-transferasa (SPT) en Arabidopsis tha-

liana

La SPT es un heterodimero que cataliza el primer paso en la sintesis
de esfingolipidos, que es la condensacién de la serina con el palmi-
toil-coA (Fig. 8), y se compone de las subunidades LCB1 y LCB2
(Chen et al., 2006). La SPT de Arabidopsis thaliana tiene dos genes
que codifican para isoformas funcionales de la subunidad LCB2, los

genes LCB2a y LCB2b (Dietrich et al., 2008).
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FIGURA 8. BIOSINTESIS DE LAS BCL DE LOS ESFINGOLIPIDOS (Chen et al., 2006)

6.5.1.1.1 Plantas Icb2a-1

Se han generado lineas de Arabidopsis thaliana con mutaciones en
los genes de las subunidades LCB1 y LCB2 de la serina palmitoil-
transferasa (SPT) que presentan diferente contenido cualitativo y
cuantitativo de esfingolipidos y diferente grados de fluidez membra-

nal.

Las mutantes /cb2a-1 tienen modificaciones en el gene de la subuni-
dad LCB2a de la SPT por lo que esta subunidad no se expresa y no
puede formar el heterodimero con la subunidad LCB1 de la SPT. En
esta mutante, la sintesis de BCL continla gracias a que la subunidad
LCB2b continta viable y tiene una actividad redundante con la sub-
unidad LCB2a ausente (Chen et al., 2006; Dietrich et al., 2008;
Gonzalez-Solis et al., 2014). La mutante /cb2a-1 presentan mayor
cantidad de esfingolipidos en la membrana plasmatica, a pesar de
que en la planta completa no se observan diferencias con la planta
silvestre, lo cual indica que existe una redistribucion lipidica en las

membranas celulares en esta mutante (Cano Ramirez, 2014)
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Es decir, la mutacién se refleja en un aumento de esfingolipidos en la
membrana plasmatica, por encima de otros organelos celulares; del
total de estas especies lipidicas, la mayor parte corresponden a
GIPCs, seguidas de glucosilceramidas. Sin embargo, se ha reportado
que los valores de energia de activacion del proceso de fluidificacion
de la membrana de la linea mutante son menores que los valores de
la linea silvestre. La energia de activacion del proceso de fluidifica-
cion de la membrana es un indicativo del grado de ordenamiento de-
bido al ensamblado lipidico; si aumenta el orden de la membrana
plasmatica, disminuye la energia de activacion del proceso (Cano
Ramirez, 2014). Gracias a este parametro se puede determinar que
esta linea de Arabidopsis thaliana presenta un mayor grado de orde-
namiento y una menor fluidez que la linea silvestre, asociando a la

mayor cantidad de esfingolipidos con esta caracteristica.

6.5.1.1.2 Plantas Icb2b hp/Icb2a

La linea mutante Icb2b hp/lcb2a es una mutante con un silenciamien-
to inducible del gen LCB2b con el fondo genético de la linea /cb2a-1.
Estas mutantes tienen una horquilla (hairpin) de RNA; que silencia
especificamente al gen de la subunidad LCB2b de la SPT cuando se
encuentra en presencia de metoxifenazida, que actia como inductor.
Si el inductor no se encuentra presente, es decir, que la linea es hp-,
las plantas presentan las caracteristicas de la linea Icb2a-1: una ma-
yor cantidad de esfingolipidos en la membrana plasmatica que en
otros organelos y con un nivel de esfingolipidos en la planta total si-
milar a la linea silvestre (Dietrich et al., 2008; Gonzalez-Solis et al.,
2014).

La energia de activacion en la planta mutante hp- es menor que la
energia de activacion de la planta wild-type en las bajas temperatu-
ras, lo cual muestra una estructuracién mas rigida en condiciones de

frio. Este ordenamiento también se refleja en una menor fluidez de la
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membrana plasmatica, comparando con la fluidez a bajas temperatu-
ras de las plantas silvestres (Cano Ramirez, 2014). Esto se debe a
que esta linea tiene el mismo fondo genético que la linea Icb2a-1 y

en ausencia del inductor, presenta las mismas caracteristicas.

Por otro lado, si el inductor se encuentra presente, es decir que la
linea Icb2b hp/icb2a es hp+, la planta no cuenta con la subunidad
LCB2b de la SPT y tampoco cuenta con la subunidad LCB2a. Esto se
debe al fondo genético Icb2a-1 y a que la horquilla de RNA causé el
silenciamiento del gen LCB2b. Esta linea tiene el 64 % de esfingolipi-
dos totales determinados en la planta control (Gonzalez-Solis et al.,
2014). Sin embargo, como mecanismo de compensacion, las plantas
hp+ presentan una mayor cantidad de esfingolipidos, particularmen-
te GIPCs, en la membrana plasmatica (Cano Ramirez, 2014).

Esta linea presenta una menor fluidez que la linea silvestre y también
presenta una menor energia de activacion que la planta wild-type.
También presenta una fase liquido-desordenada mas rigida y, por lo
tanto menos fluida que las membranas de plantas silvestres (Cano
Ramirez, 2014).

Esto indica que una mayor cantidad de esfingolipidos membranales,
consecuencia de la redistribucion inducida por las mutaciones, cau-
san la disminucién de la fluidez membranal y favorecen un mayor

ordenamiento de la membrana plasmatica a bajas temperaturas.

6.5.2 Mutantes en enzimas hidroxilasas

Las hidroxilaciones de los esfingolipidos contribuyen a la gran varie-
dad de estas especies en las plantas, y se pueden encontrar tanto en
la BCL como en el acido graso. Las bases de cadena larga pueden
tener en su estructura hasta tres hidroxilaciones; los grupos hidroxilo
de la posicion C1 y C3 provienen de la serina y la palmitoil-coA,

mientras que la hidroxilacion en C4 ocurre enzimaticamente por
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hidroxilasas especificas. Esta reaccidn ocurre tras la acilacion de la
BCL (Chen et al., 2008). Por otro lado, los acidos grasos de los esfin-
golipidos generalmente son una mezcla de cadenas de 16 atomos de
carbono (LCFA) y cadenas de acido graso muy largas (VLCFA) con
cadenas de 20-26 atomos de carbono. Estas pueden contener grupos
a- o C2 hidroxilo (Chen et al., 2008; Chen et al., 2009). El 90% de
los esfingolipidos complejos de las plantas tiene &cidos grasos C2-

hidroxilados (Nagano et al., 2012).

6.5.2.1 Plantas sbhi-1

Las BCL tri-hidroxiladas son esenciales para el crecimiento y viabili-
dad de las plantas; constituyen cerca del 90 % de las BCL y permiten
la formacion de esfingolipidos complejos del tipo GIPCs y glucosilce-
ramidas. Las BCL di-hidroxiladas usualmente forman esfingolipidos
complejos Uunicamente del tipo glucosilceramidas (Chen et al., 2008).
Las mutantes sbh1-1 no expresan la hidroxilasa-1 de BCL, encargada
de las hidroxilaciones en el C4 y debido a ello, sintetizan aproxima-
damente un 50 % de los esfingolipidos tri-hidroxilados de las plantas
silvestres y muestran 1.5 veces mas especies di-hidroxiladas como
respuesta a esta mutacion (Chen et al., 2008; Gonzalez-Solis et al.,
2014).

Las lineas mutantes de Arabidopsis thaliana con menor proporcion de
BCL tri-hidroxiladas (mutantes sbh1-1) presentan una mayor canti-
dad de esfingolipidos tipo glucosilceramidas, generalmente con cade-
nas de acidos de 16 atomos de carbono (Chen et al., 2008; Chen et
al., 2012). Estos esfingolipidos tienen una cabeza polar de menor
tamano que las GIPCs, por lo que favorecen un mejor empaqueta-
miento membranal, que se refleja en un aumento del orden mem-
branal y en una menor fluidez que las plantas wild-type (Cano

Ramirez, 2014).

45



LA MEMBRANA PLASMATICA EN LA RESPUESTA A BAJAS TEMPERATURAS

6.5.3 Esfingolipidos con BCL insaturadas

Las especies lipidicas saturadas o con insaturaciones todas en posi-
cion trans favorecen un mayor ordenamiento membranal, ya que
propician la interaccion con las moléculas de esteroles y, por lo tan-
to, aumentan la rigidez de la membrana plasmatica. Las enzimas A4
y A8 desaturasas son las encargadas de la formacién de dobles enla-
ces mediante la remocion de atomos de hidrégeno. En el caso de la
A4 desaturasa, ésta forma dobles enlaces en posicion trans y en el
caso de la A8 las insaturaciones pueden encontrarse en posicion
cis/trans (Chen et al., 2012). Las insaturaciones cis A8 se ven invo-
lucradas en la resistencia a bajas temperaturas; se ha reportado que
las plantas resistentes al frio tienen cantidades elevadas de
t18:1A8cis, comparando con t18:1A8trans, en glucosilceramidas
(Chen et al., 2012).

El uso de lineas mutantes como son s/d1 y sld2, que no presentan la
enzima A8 desaturasa, revela una disminucion en la cantidad de BCL
insaturadas, una reduccién en los niveles de glucosilceramidas y un
aumento en las GIPCs (Chen et al., 2012; Gonzéalez-Solis et al.,
2014).

La linea s/d1-sld2 tiene modificaciones en los dos genes que codifican
para la A8 desaturasa y presentan dafo cuando se exponen a bajas
temperaturas, asi como una disminuciéon de glucosilceramidas y un

aumento de GIPCs (Chen et al., 2012; Gonzalez-Solis et al., 2014).

Se ha determinado que las glucosilceramidas juegan un papel impor-
tante en la estabilidad y fluidez membranal tras procesos de calen-
tamiento y enfriamiento. En especies mutantes de Arabidopsis tha-
liana con el gen que codifica para la glucosilceramida sintasa silen-
ciado y, por lo tanto, con menor proporcion de este esfingolipido, se
determiné la fluidez membranal en ciclos de calentamiento (de -5°C

a 41°C) y posteriormente, de enfriamiento (de 41°C a -5°C).
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Se observé que las especies mutantes no recuperan el estado de
fluidez previo al ciclo calentamiento-enfriamiento. Esto es indicativo
del rol estabilizador de la glucosilceramida en la membrana, pues su
ausencia se ve reflejada como una menor fluidez al final del trata-

miento de calentamiento-enfriamiento (Cano Ramirez, 2014).

Se observa, por lo tanto, que los esfingolipidos disminuyen la fluidez
de la membrana plasmatica, ya que contribuyen al ordenamiento de
la membrana biolégica. Permiten la formacion de balsas lipidicas y en
general, aumentan la rigidez. Tanto estas especies complejas de lipi-
dos como sus precursores o metabolitos, incluyendo las BCL esfin-
goideas, las BCL fosforiladas y las ceramidas, tienen funciones sefa-
lizadoras en eventos que incluyen apoptosis, senescencia, cierre de

estomas y, en general, de respuestas a estrés (Furt et al., 2010).
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7. CONCLUSIONES

El dafo por la exposicion a bajas temperaturas tiene un impacto ne-
gativo en las plantas que no son capaces de aclimatarse y montar
una respuesta adaptativa, lo que tiene consecuencias negativas en la

agricultura y en la ecologia, ya que existe muerte celular.

La exposicion a temperaturas congelantes causa la deshidratacion
celular debido a la formacion de hielo extracelular, que a su vez, pro-
voca la formacién de fases HIl y con ello, la pérdida de estructura en

la célula vegetal.

Las bajas temperaturas en plantas capaces de aclimatarse inducen
una respuesta adaptativa que incluye sintesis de compuestos criopro-
tectores y remodelacion de la membrana plasmatica. Los cambios en
la membrana plasmaéatica tienen como finalidad mantener la fluidez
membranal en condiciones de frio e incluyen la disminucién en la can-

tidad de esfingolipidos y el aumento de glicerofosfolipidos.

Los esfingolipidos aumentan la rigidez de la membrana plasmatica,
porque permiten un mayor ordenamiento, mientras que las hidroxila-

ciones en las bases de cadena larga favorecen la fluidez membranal.

Los esfingolipidos participan en la via de sefalizacion celular en con-
diciones de estrés por frio que lleva a aumentar la fluidez en bajas

temperaturas como respuesta adaptativa.

La membrana plasmatica es un componente celular clave en la tole-
rancia al frio, porque mediante cambios en la fluidez mantiene la via-
bilidad de la célula. Con estos cambios podria desencadenar la res-
puesta que permita sobrevivir al congelamiento, actuando como re-

ceptor a frio.
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