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RESUMEN

La salinidad de los suelos debida a la presencia de NaCl es uno de los factores
abidticos que reduce la productividad agricola. Se sabe que el Na™ es un ion téxico para
la célula vegetal. A concentraciones mayores de 100 mM altera el metabolismo celular,
modifica la proporcion Na*/K* e induce un estrés idnico y osmatico, disparando con ello
mecanismos como la sintesis de osmolitos protectores, la compartimentacion celular y
la activacion de proteinas intercambiadoras Na*/H". Estas proteinas mueven iones Na*
utilizando como fuerza motora el gradiente electroquimico de H* creado por bombas
primarias: P-ATPasa, V-ATPasa y PPasa. Dependiendo de dénde se localicen estas
proteinas intercambiadoras, expulsan el Na* hacia el apoplasto o lo almacenan en
organelos como la vacuola. En Arabidopsis thaliana se ha descrito una familia de 7
proteinas intercambiadoras Na‘/H*. Las mas estudiadas son AMNHX1 y AMNHX7 o
AtSOS1 presentes en tonoplasto y membrana plasmatica, respectivamente. La
sobreexpresion y la localizacion de estas proteinas confieren a la planta tolerancia a la
salinidad. Las 5 proteinas restantes se han caracterizado parcialmente. AfNHX5
responde de manera especifica al estrés causado por NaCl y esta presente en todos los
tejidos celulares. Sin embargo, a nivel de proteina no se conoce su localizacion y
funcionamiento. En este trabajo se planteo la caracterizacion de la proteina AINHX5
determinando su localizacion, asi como sus propiedades de transporte.

Nuestros resultados mostraron que en un gradiente de sacarosa la proteina
AMNHX5, muestra dos niveles maximos de expresion, uno que colocaliza parcialmente
con AfBP80 y otro que se extiende a lo largo del gradiente, se observo que la densidad
de la membrana plasmatica y tonoplasto se alteraron. A nivel celular observamos que
AMNHX5 se encuentra en vesiculas de 4 um dispersas en el citoplasma. Con el
anticuerpo especifico anti-AMNHX5 se obtuvo la senal endégena de la proteina e
identificamos dos bandas: una de 45 kDa y otra de 50 kDa en plantas tipo silvestre de
A. thaliana.

La actividad intercambiadora de AMNHX5 esta presente en vesiculas
endomembranales provenientes de hojas y no de raiz. Su actividad es de baja afinidad
para Na* (K,=61.5 mM) y de mayor afinidad por K* (K,=16 mM). Su capacidad de
intercambio es poco eficiente para ambos iones. A nivel de transcrito AINHX5 responde
al estrés ocasionado por NaCl y KNO;. AINHX5 es un intercambiador Na*/H* y K*/H*
que responde en las primeras etapas del estrés salino; sin embargo es poco eficiente en
la tolerancia de las plantas hacia la salinidad.



1. INTRODUCCION

1.1 Salinidad de los suelos

La salinidad de los suelos se define como una alta acumulacion de sales, como
los cloruros. Esta acumulacion de sales provoca una baja productividad de los suelos y
hasta un 30% la produccion agricola mundial (Ward et al., 2003). La salinidad afecta el
7 % de la superficie del planeta, lo cual representa cerca de 930 millones de hectareas
(Munns, 2002; basado en Szabolcs, 1994). De las tierras cultivables, (1.5 billones de
hectareas), 5 % de ellas (77 millones de hectareas) estan afectadas por la salinidad.
(Munns, 1999). _

Considerando el territorio nacional es inexistente una evaluacién precisa de las
superficies de los suelos con problemas de salinidad, sobre todo en las areas no
agricolas; sin embargo, puede senalarse, de manera aproximada, la existencia de 3.5
millones de hectareas afectadas en las zonas aridas y semiaridas, 1 millén en otras
zonas no agricolas, 800 000 en las areas costeras, 1 millén en areas agricolas de
temporal y 500 000 en zonas agricolas de riego, lo cual totaliza unos 6.8 millones de
hectareas de suelos afectados por sales en todo el pais (Tester y Davenport, 2003).
Estimaciones de la SEMARNAP (2002) reportan que la salinizacion afecta a 3.2% de los
suelos del pais.

1.2 Tolerancia a la salinidad

A nivel de la planta, los efectos causados por la salinidad, principalmente por el
ion Na®, se ven reflejados en la tasa de acumulacion y en la efectividad de la
compartimentacion de Na* dentro de los tejidos de las hojas y de las células (Munns,
2002). Estas dos caracteristicas definen la tolerancia a la salinidad que pueden
presentar las plantas.

Las plantas se pueden dividir en dos grupos dependiendo de su tolerancia al
estrés salino. Existen plantas glicéfitas que no poseen los mecanismos adaptativos que
les permitan sobrevivir en suelos con concentraciones salinas mayores a 150 mM de
NaCl, presentando una inhibicién en el crecimiento y muerte por necrosis celular (Glenn
et al., 1999). El grupo de las plantas tolerantes a la salinidad es el de las haldfitas que
cuentan con mecanismos que regulan la expresion de genes que les confiere la
capacidad de vivir y desarrollarse optimamente en suelos con un contenido de sales
entre 200 mM y 300 mM de NaCl (Tester y Davenport, 2003).



1.3 Efectos de la salinidad

Todas las sales pueden afectar el crecimiento de las plantas debido a un
desbalance iénico a nivel celular que afecta el metabolismo y la actividad enzimatica
(Ward et al., 2003).

A nivel celular, el Na* puede competir con otros iones por los sitios de unién a
diferentes proteinas de transporte en la membrana plasmatica de las células vegetales,
provocando una deficiencia de nutrientes como el K*. Asi, altos niveles de Na*, o una
alta relacion Na”:K" puede interrumpir diversos procesos enzimaticos en el citoplasma
afectando la sintesis de proteinas, por ejemplo. En algunos casos, los carbonatos
pueden modificar el pH del suelo afectando los mecanismos de transporte en la raiz de
la planta. Los efectos osméticos del Na™ inhiben el crecimiento de la raiz, limitando la
absorcion de nutrientes como el fésforo, hierro o zinc. Ademas, el Na* limita la toma de
agua, ya que al aumentar los solutos en la solucion del suelo, la diferencia entre los
potenciales osmaticos de las células de la raiz y la solucién del suelo se hace minima,
dificultando la entrada de agua hacia la planta (Tester y Davenport, 2003)

1.4 Estrés ionico y osmético provocados por la salinidad

La salinidad es un factor ambiental que presenta dos componentes: osmatico y
ionico. El estrés idnico asociado a la salinidad se refiere a las concentraciones de iones
que se encuentran dentro y fuera de la célula y que la afectan directamente. Este factor
esta ligado a la acumulacion de iones a concentraciones téxicas, principalmente Na* y
CI', las cuales decrementan la absorciéon de elementos esenciales tales como el K™ y
Ca®* (Lefévre et al., 2001). La célula debe mantener una homeostasis iénica, la cual
depende del flujo de iones a través de las proteinas transmembranales de membrana
plasmatica y tonoplasto (membrana vacuolar), principalmente.

El estrés osmético es debido a un aumento en el potencial osmético externo de
la solucidn del suelo (Lefevre et al., 2001). Esto esta ligado con la dificultad que tiene la
planta de absorber agua cuando se encuentra en un suelo salino, ya que no hay
suficiente agua disponible para que sea aprovechada por la planta. El efecto mas
importante del déficit hidrico es la disminucion del crecimiento, debido a que hay una
pérdida en la turgencia de la célula y con ello una disminucién en la expansion celular,
proceso que resulta indispensable para el crecimiento de la planta (Yokoi et al., 2002).



2. TRANSPORTE DE Na* EN LAS PLANTAS

Dentro de la planta debe existir un control en el transporte del Na™ a diferentes niveles:
en la entrada y en el movimiento de Na* hacia la parte aérea y en el interior de la célula
para evitar los efectos citotoxicos (Tester y Davenport, 2003).

2.1 Transporte de Na’ en el xilema

El xilema constituye un sistema transportador de agua con movimiento en una
sola direccion y la descarga de solutos hacia él debe ser un punto de control para
mantener bajas las concentraciones de Na* en la parte aérea (Blumwald, 2000). El
control de la toma de Na” involucra diversos mecanismos tales como: 1) la regulacion
de la liberacion de Na* en la parte aérea, proceso que comprende varios pasos: entrada
inicial en las células de la epidermis y células corticales de la raiz, el balance entre
influjo y eflujo en la raiz, la descarga en el xilema, recuperacion de fluidos del xilema
antes de que lleguen a la parte aérea. 2) Recirculacion de la parte aérea hacia el
floema. 3) Almacenamiento en zonas particulares de la parte aérea. 4) Secrecion en la
superficie de la hoja y 5) Control de la transpiracion (Tester y Davenport., 2003). En la
figura 2.1.1 se ilustra la ruta de entrada y salida de Na" en el sistema vascular de la
planta.

Céllas del
mesdtilo

Entrada de Na' —__ Tw _

=n pelos radicularas : i !
* . TreTwoaols ©owwm i
Toma de agua PP i e B LA £
P B o e el
en pelos radiculares 2 e e B g : +
RElos * : =B aidade Na

Células de Raiz

Figura 2.1.1 Ruta de entrada de Na’. EI Na* entra en las células de la raiz por
via simplastica atravesando membrana plasmatica y dirigiéndose hacia xilema
para ser transportado hacia la parte aérea donde puede ser almacenado en la
vacuola de células de mesdfilo. EI Na* puede redirigirse hacia células de raiz



mediante el flujo en floema, lo que permite su posible salida hacia la solucién del

suelo.
2.1.1 Regulacion del transporte de Na* hacia la parte aérea

La entrada de Na" hacia la parte aérea puede llevarse acabo via simplastica o
apoplastica. El movimiento de iones por via simplastica comienza cuando los solutos
son tomados selectivamente por las células del parénquima esponjoso en la hoja y
pueden acumularse en la vacuola de dichas células o en la vacuola de células del
mesofilo adyacentes al tejido vascular. La transferencia de solutos a partir de estos tipos
celulares puede dirigirse hacia el xilema. El movimiento de solutos via simplasto
requiere proteinas que transloquen al i6n dentro de la célula (Karley et al., 2000). Es
posible que la via simplastica sea la ruta principal por la cual se estd moviendo Na*
intracelularmente y cuyo destino final sea la solucidn presente en el xilema.

Debido a que la membrana plasmatica resulta impermeable para ciertos solutos
existe una ruta alternativa, la via apoplastica. Las concentraciones de cationes en el
apoplasto de las células de mesdfilo se ven influenciadas principalmente, por el flujo
que procede de la raiz, el importe existente en xilema, el exporte en floema y la toma
dentro del simplasto (Mihling and Lauchli, 2002), lo cual determina el movimiento y el
aporte neto de solutos o cationes que hay por parte de la via apoplastica. El flujo de
transpiracion existente en la parte aérea también afecta el movimiento apoplastico, ya
que la pérdida de agua aumenta las concentraciones de solutos en la parte aérea
requiriendo un mayor aporte de solucion desde la raiz hacia las hojas (Karley et al.,
2000). El Na* junto con otros iones tales como K*, CI' y NO;™ pueden moverse tanto por
via simplastica como apoplastica, distribuyéndose en la epidermis y en el mesofilo
(Karley et al., 2000).

2.2 Transporte de Na* en el floema

La estructura del floema es mucho mas compleja que la del xilema. El
movimiento de solutos a lo largo del floema se da a través de un mecanismo conocido
como flujo en masa. El floema representa un mecanismo por el cual los niveles de Na™
pueden ser influenciados en beneficio del metabolismo de la planta. Esto se debe
principalmente, a que la recirculacion por este tejido permite el secuestro de Na™ en la
parte aérea conduciéndolo hacia la raiz, disminuyendo las concentraciones de este ion
en el interior de la planta e impidiendo su acumulacion en la parte aérea (Russ et al.,
2001).
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2.3 Exclusion de Na* hacia tejidos particulares

La planta para mantener los niveles no téxicos del Na* es capaz de redirigir los
flujos de Na* hacia tejidos particulares entre ellos: la raiz y las hojas
2.3.1 Raiz

Como se senald anteriormente, la entrada de Na™ en la raiz se da de manera
pasiva, movimiento favorecido por las diferencias de concentracion y voltaje en las
células de la epidermis de la raiz. La salida de Na* de estas células debe darse de
manera activa, ya que se actua en contra de un gradiente de concentracion y del
potencial eléctrico. Como se describira mas adelante existen proteinas que utilizan el
gradiente de pH creado por bombas ATPasas que consumen ATP como fuente
energetica para favorecer el movimiento activo de Na* y expulsarlo al exterior de la raiz
y éste parece ser el mecanismo que actua en condiciones de salinidad.

2.3.2 Hojas

Para que una planta sea considerada como tolerante a la salinidad debe
mantener tejidos jovenes y su capacidad de seguir creciendo. El Na® puede moverse a
lo largo del xilema y del floema, alcanzando las hojas jévenes o en su defecto regresar
a la raiz. Sin embargo, la planta tiende a redirigir el flujo de Na* hacia érganos que
pueden almacenarlo o hacia partes de la planta que pueden sacrificarse, tales como
hojas viejas. Esta redireccion del flujo de Na* puede llevarse hacia la raiz a lo largo del
floema y/o moverse hacia las partes aéreas por el xilema (Tester and Davenport, 2003).

Existe controversia acerca de los patrones de acumulacion o depdsito de iones
dentro de las hojas. Estos patrones dependen del tipo celular y de los requerimientos
especificos de cada tejido, ya que se ha observado que el Na® se acumula
preferencialmente en células de epidermis en las hojas, debido a que son células con
un mayor numero, de vacuolas y metabolicamente menos activas (Karley et al., 2000).

10



3. MECANISMOS INVOLUCRADOS EN EL TRANSPORTE DE Na*

3.1 Transporte intracelular de Na*

Las concentraciones de Na™ en el interior celular no deben rebasar el valor de
100 mM, ya que a esta concentracion se ha visto una inhibicién del crecimiento en la
mayoria de los cultivos de importancia econdémica, asi como la disminucién de la
actividad enzimatica en el citoplasma de las células vegetales (White, 1999; Blumwald,
2000).

La entrada de Na' altera las proporciones idnicas y osmdticas en el interior
celular, por ello existen mecanismos que ayudan a la planta a sobrevivir en condiciones
de estrés salino. La salinidad impone dos tipos de estreses: 1) un déficit de agua
resultado de una alta concentracién de solutos en la solucién del suelo; y 2) un estrés
i6nico consecuencia de la alteracion de la proporcién K'/Na*. La alteracion de esta
proporcion es debida al influjo de Na" a través de rutas que funcionan en la toma de K*
(Blumwald et al., 2000).

3.2 Proteinas involucradas en la toma de Na*

Algunas de las proteinas responsables de la toma de Na* estan presentes en
membrana plasmatica y tonoplasto (para su revision, ver Barkla y Pantoja, 1996). Se
han identificado canales cationicos no selectivos (NSCC), y transportadores de alta y
baja afinidad para K*, que pueden ser los responsables potenciales de la entrada inicial
de Na® en la célula (Amtmann y Sanders, 1999; Amtmann et al., 2001; Schachtman y
Schroeder, 1994; Schachtman et al., 1997) (figura 3.2.1).

3.2.1 Canales cationicos no selectivos

Los canales catiénicos no selectivos (NSCC) muestran una alta selectividad por
los cationes y discriminan a los aniones, pero tienen una baja selectividad entre los
cationes monovalentes bajo un rango amplio de condiciones ionicas. Tienen una
permeabilidad similar entre los diferentes cationes monovalentes, muchos de los cuales
son impermeables o pobremente permeables a través de los canales selectivos para K*
y Na® (Demidchik y Tester, 2002).

Se ha propuesto que estos canales son parte de la ruta de entrada para el Na*
de la solucién del suelo hacia la raiz, siendo parcialmente sensibles a Ca** y Mg®. Sin
embargo, su papel fisiologico y su mecanismo de transporte es poco conocido
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(Davenport y Tester, 2000). NSCC que transportan Na* suelen ser insensibles al voltaje,
y son regulados negativamente por Ca**, algunos parecen ser activados por glutamato
estimulando con ello el influjo unidireccional de Na* en raiz (Demidchik y Tester, 2002).

Figura 3.2.1 Representacion esquemadtica de los transportadores existentes en
membrana plasmatica y tonoplasto.

3.2.2 Transportador tipo HKT

HKT1 (High affinity K* Transporter) fue inicialmente reportado como un
transportador de K" de alta afinidad (Schachtman y Schoroeder, 1994). Estudios
posteriores en levaduras y ovocitos de ranas caracterizaron una actividad de
simportador Na'/K* en HKT1 de trigo (TaHKT1), donde observaron que a bajas
concentraciones de Na“ (1 mM) se estimula la absorcion de K* a través de este
transportador (Rubio et al., 1995). Sin embargo, al aumentar la concentracion de Na™ a
10 mM este ién compite y ocupa el sitio de unidon de K™ en la proteina provocando que
funcione como un transportador de Na* de baja afinidad (Rubio et al., 1995; Gassmann
et al., 1996).

En Arabidopsis thaliana se caracterizé un gen homologo a TaHKT1, AtHKT1
descrito como un transportador selectivo a Na*, ya que no media el transporte de K*
(Uozumi et al., 2000). Russ y colaboradores (2001) propusieron a AtHKT1 como un
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transportador responsable de la entrada de Na* en la raiz. Sin embargo, Berthomieu y
colaboradores (2003) pusieron en controversia el papel de AtHKT1. Ellos aseguran que
debido a que su expresién esta restringida a las células del floema, su actividad esta
mas relacionada con la recirculacion de Na® desde la parte aérea hacia la raiz,
protegiendo con ello los tejidos aéreos, mas que estar involucrado en la entrada de Na*
en la raiz. Este modelo en donde se resalta la importancia de la recirculacion de Na™ en
el floema es apoyado por los reportes previos de Laurie et al., (2002) y Maser et al.,
(2002) donde la reduccion de la expresion de TaHKT1 de trigo y ATHKT1 en Arabidopsis

resultd en un decremento en el contenido de Na* en la estela de la raiz.

3.2.3 Transportadores tipo LCT1

LCT1 es un Transportador de Baja Afinidad para cationes (Low affinity cation
transporter). LCT1 participa en la toma de cationes como Rb*, Na* y K™ (Schachtman et
al., 1997). Se demostré que la actividad de LCTT influye en la proporcién K'/Na”, ya que
permite el paso de Na* y disminuye el contenido de K" intracelular. Ademas, se observd
que también es responsable de la entrada de iones como Li* y Cs* (Amtmann et al.,
2001). En este mismo estudio se demostrd, de manera interesante que LCTT1 tiene un
dominio de unién a Ca®* en el extremo carboxilo y que es el responsable de mediar la
entrada de Na® en la célula, lo cual indica que puede responder a una ruta de
sefalizacion mediada por Ca®'.

3.3 Ajustes osméticos intracelulares

El potencial osmético de la célula se ve afectado cuando una gran cantidad de
iones comienzan a entrar hacia el citoplasma. Por ello, la célula debe mantener una
homeostasis iénica y balancear el potencial osmético junto con el de la vacuola.

3.3.1 Sintesis de osmoprotectores

Los osmoprotectores o solutos compatibles son compuestos altamente solubles
sin carga neta a pH fisiolégico y no son toxicos a altas concentraciones. Estos
compuestos sirven para aumentar la presion osmotica en el citoplasma y también
estabilizan proteinas y membranas cuando los niveles de sales o temperatura son
desfavorables. Quimicamente, hay tres tipos de osmoprotectores: betainas vy
compuestos relacionados, polioles y azucares (manitol y trehalosa), y aminoacidos
como prolina (McNeil et al., 1999).
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Dentro de los osmoprotectores, la glicina betaina parece ser un compuesto
determinante en la tolerancia al estrés. Su papel esta relacionado con la estabilizacion
de estructuras cuaternarias de enzimas y complejos proteicos, ademas contribuye a
mantener la organizacion de las membranas bioldgicas en altas concentraciones salinas
0 en temperaturas extremas (Chen y Murata, 2002).

Existen muchos osmoprotectores que han sido estudiados por su posible
participacion en distintos estreses abioticos, como el fructano, manitol, D-ononitol,
prolina, sorbitol y trehalosa. Este ultimo es otro osmoprotector capaz de estabilizar
biomoléculas bajo condiciones de estrés. La trehalosa es un disacarido no reductor de
glucosa que estabiliza enzimas deshidratadas, proteinas y lipidos de membranas,
ademas de proteger estructuras biolégicas del dano por desecacion (Garg et al., 2002).

3.3.2 Compartimentacion intracelular

En plantas expuestas a condiciones salinas, es comun observar la acumulacion
de Na* dentro de la vacuola, en donde es aislado para prevenir sus efectos toxicos en el
citoplasma y donde ademas funciona como un osmolito para reducir el potencial de
agua de la células, creando asi un gradiente que mantiene el flujo de agua hacia el
interior de las células de la planta, manteniendo la homeostasis celular.

El NaCl puede ser un factor osmético que la planta utiliza para la internalizacion
de agua en la célula. La compartimentacion de Na™ (y CI" ) dentro de la vacuola ayuda al
mantenimiento del potencial osmaotico favorable para el metabolismo celular (Blumwald
et al., 2000).

3.4 Proteinas intercambiadoras Na*/H*

El Na® generalmente se encuentra en concentraciones muy elevadas en el
exterior celular y tiende a entrar mediante transporte pasivo o utilizando los
transportadores anteriormente descritos. Debido a que el Na resulta toxico para la
célula vegetal a concentraciones mayores de 10 mM (Blumwald, 2000) es necesario
mantener sus niveles por debajo de esa concentracion en el interior celular. Esto se
logra mediante dos posibles mecanismos, uno es moviéndolo hacia el exterior celular y
otro es almacenandolo en organelos intracelulares.

La actividad intercambiadora Na*/H* fue descrita por primera vez en procariotas
(West y Mitchell, 1974) y ha sido caracterizada en animales, algas y levaduras
(Aronson, 1985; Katz et al. 1989; Jia et al., 1992) donde se ha observado que su
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actividad interviene en los procesos de regulacion del pH intracelular y el volumen
celular entre otras funciones (Wiebe et al., 2001; Putney et al.,, 2002). Tanto en
mamiferos como en plantas ha sido descrita una familia de estos intercambiadores. La
familia NHE presente en mamiferos incluye seis isoformas que funcionan como
intercambiadores Na'/H™ (Putney et al. 2002), en plantas han sido encontradas al
menos 18 posibles secuencias genéticas que codifican para dicha actividad, siendo
descritos al menos 8 genes pertenecientes a la familia NHX, la cual sera discutida
posteriormente (Yokoi et al, 2002).

3.4.1 Estructura y Mecanismo de accion

Los intercambiadores Na‘/H* son proteinas integrales de membrana constan de
10 a 12 dominios transmembranales con los extremos carboxilo y amino expuestos
hacia la regidon citosdlica (Putney et al. 2002). En A. thaliana, recientemente fue
reportado que la region carboxilo de AtNHX1 se encuentra orientada hacia el lumen
vacuolar (Yamaguchi et al., 2003), lo cual es poco probable debido a que esta region
puede funcionar como secuencia reguladora o servir de epitope para el reconocimiento
de anticuerpos disenados contra dicha proteina. En la secuencia de aminoacidos de
estos intercambiadores se ha determinado que ciertas histidinas son candidatos ideales
en percibir el pH y que las cadenas laterales de los aminoacidos polares como el
aspartato participan en la actividad de transporte de los cationes (Wiebe et al., 2001).
Sin embargo, hasta la fecha no se tiene un modelo cristalografico de la proteina que
ayude a determinar si existen zonas de regulacion o las regiones que probablemente
funcionen en la union de los iones.

Los intercambiadores Na'/H" catalizan el intercambio de Na* por H™ a través de
las membranas de un modo electroneutro con una estequiometria de 1:1 controlando
con ello el nivel de Na* o H" en el citoplasma, o en un modo electrogénico
intercambiando uno o mas H* por un Na* dependiendo del organismo (Fukuda et al.,
1998, Weibe et al., 2001), por lo cual es posible que estas proteinas, ademas de
participar en diversos procesos celulares intervengan en el transporte de Na’
moviéndolo hacia el exterior celular o hacia el interior de organelos acoplado al flujo de
protones (Blumwald et al., 2000; Padan et al., 2001), siendo determinantes en
condiciones de estrés salino.

Estos intercambiadores son transportadores activos secundarios, ya que
mueven al Na® en contra de su gradiente electroquimico y dependen de un gradiente
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electroquimico de protones. Inicialmente debe establecerse una diferencia de pH para
que ocurra el intercambio entre Na* y H'. Esto es creado por el bombeo de H* de
diferentes bombas primarias de H', tales como: la H'-ATPasa en la membrana
plasmatica, la H-ATPasa y H'-PPasa (pirofosfatasa bombeadora de H*; Sze et al.,
1992) presentes en tonoplasto. La diferencia creada en las concentraciones de H* y la
diferencia de potencial eléctrico en la membrana plasmatica, activa a los
intercambiadores Na'/H".

3.4.2 Localizacion de los intercambiadores Na*/H*

En la levadura se ha demostrado que estos intercambiadores se localizan en
compartimentos de tipo prevacuolar y en membrana vacuolar, almacenando el Na* y
ayudan a regular el volumen celular, pH y posiblemente contribuyen al proceso de
biogénesis de la vacuola (Nass y Rao, 1998; Quintero et al., 2000).

En plantas, los intercambiadores Na'/H" han sido identificados en dos tipos de
membranas: membrana vacuolar (tonoplasto) y membrana plasmatica, cuya principal
funcién es la de remover el Na® del citoplasma almacenandolo en la vacuola o
llevandolo hacia fuera de la célula (Blumwald, 2000; Blumwald et al., 2000; Hasegawa
et al., 2000). Con ello se cree que su presencia en dichas membranas es el mecanismo
principal por el cual las plantas pueden ser tolerantes 0 no en condiciones de estrés
salino. Otras evidencias indican la presencia de este tipo de intercambiadores Na'/H" en
organelos como el Aparato de Golgi; sin embargo, funcionalmente no se han
caracterizado (Venema et al., 2003).

3.4.3 Induccion de la actividad intercambiadora Na‘/H* por NaCl caracterizada en
membrana plasmatica y tonoplasto.

La actividad intercambiadora Na'/H* ha sido identificada en una amplia variedad
de especies incluyendo plantas glicéfitas y halofitas (Barkla y Pantoja, 1996). En Beta
vulgaris esta actividad fue medida directamente en vesiculas aisladas de tonoplasto
(Blumwald y Poole, 1985). En Arabidopsis ha sido caracterizada tanto en tonoplasto
como en membrana plasmatica (Apse et al., 1999 y Qiu et al., 2003). Por otro lado, en la
haléfita Mesembryanthemum crystallinum la actividad se ha detectado en tonoplasto
(Barkla et al., 1995).

Se ha reportado que existe una induccion especifica de la actividad
intercambiadora Na‘'/H" mediada por NaCl. En cultivos de células en suspension y
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plantas completas de betabel (Beta vulgaris) se demostrd su tolerancia a la salinidad un
hasta 200 mM NaCl y un incremento en la actividad del intercambiador Na*/H* en
respuesta al aumento de la concentracion salina externa (Blumwald y Poole, 1987; Xia
et al., 2002).

En plantas haléfitas como Salicornia bigelovii se ha demostrado que la actividad
intercambiadora Na‘'/H" en tonoplasto es dependiente de la concentracion de Na“,
sugiriendo que este es el mecanismo principal que le permite a la planta secuestrar Na*
en la vacuola y eventualmente su adaptacion en ambientes salinos (Parks et al., 2002).
En Mesembryanthemum crystallinum, el incremento de la actividad intercambiadora
Na“/H* es estimulada por tratamientos salinos que ademas esta asociada con el tipo
celular, ya que se encontrd una alta acumulacion de Na® en células epidérmicas (Barkla
et al., 1995; Barkla et al., 2002).

El almacenamiento de Na* en la vacuola y su salida a través de la membrana
plasmatica son mecanismos que generan tolerancia al estrés salino en algunas
especies. Se piensa que la localizacion de la actividad intercambiadora Na’/H™ es
determinante en condiciones de estrés salino. La induccién especifica de esta actividad
en respuesta a NaCl es, en parte, una herramienta que nos permite analizar los posibles
mecanismos que las plantas poseen para sobrevivir en un ambiente salino.
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4. IDENTIFICACION DE GENES INVOLUCRADOS EN LA
ACTIVIDAD INTERCAMBIADORA Na*/H".

Debido a que la actividad intercambiadora Na*/H" es un mecanismo que evita los
efectos deletéreos del Na* dentro de la célula, estudios recientes se han enfocado en la
caracterizacion a nivel molecular del gen o los genes que codifican para dicha actividad,
asi como en los sistemas de regulacion a nivel transcripcional y post-transcripcional que
ayudan a la planta a sobrevivir en un ambiente altamente salino.

El modelo empleado para la caracterizacion e identificacion de los diferentes
transportadores de plantas ha sido la levadura, gracias a la homologia que se conserva
entre diferentes genes de plantas y levaduras, asi como por los detalles genéticos que
se conocen de dicho organismo (Blumwald et al., 2000).

4.1 NHX1

En Saccharomyces cerevisiae se ha identificado un antiportador Na'/H*
denominado ScNHX1 homdlogo a la familia NHE de mamiferos. Este antiportador
media la tolerancia a la salinidad a través del secuestro de los iones Na* dentro de
compartimentos prevacuolares presentes en la levadura (Nass et al., 1997). NHX1 es
un miembro de un grupo de intercambiadores homdlogos entre distintos grupos:
levaduras, plantas y humanos, en donde podrian compartir una localizacion intracelular
en comun (Nass y Rao, 1998). NHX1 en levaduras parece estar involucrado en la
biogénesis de la vacuola debido a que se ha encontrado en compartimentos
endosomales tardios y compartimentos prevacuolares (Nass y Rao, 1998).

En anos recientes, gracias al proyecto de secuenciacion del genoma de
Arabidopsis thaliana, se identific6 un gen homdlogo a ScNHX1: AtNHX1 (Gaxiola et al.,
1999; Apse et al.,, 1999). Se determind que AMNHX1 suprime el fenotipo sensible a
salinidad, comprobando su capacidad de mover Na® hacia compartimentos
intracelulares, en este caso la vacuola. AMNHX1, ademas responde a diferentes
concentraciones salinas, ya que aumenta su expresion a nivel de transcrito (Gaxiola et
al.,, 1999). Ambos genes se localizan en membranas de tipo vacuolar y son
intercambiadores electroneutros Na’/H" energéticamente dependientes del gradiente de
pH. La principal diferencia entre los dos genes se encuentra en el extremo amino
terminal, en donde se identifico un péptido senal (SP) involucrado en la regulacion del
intercambio y que sdlo se encuentra en ScNHX1. AINHX1 es completamente inhibido
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por el compuesto diurético amilorida a una concentracion de 120 uM, mientras que
ScNHX1 sélo reduce su actividad en un 20 % (Darley et al., 2000; Quintero et al., 2000).

Se demostro que AINHX1 tiene una fuerte expresion en los tejidos vasculares de
la raiz y en los pelos radiculares, exceptuando la punta sugiriendo su participacion en el
almacenamiento de Na* en las vacuolas de estas células. Ademas, se observo una alta
expresion en las células guarda, donde podria participar en la regulacion del pH y/o la
homeostasis del K" (Shi y Zhu, 2002). La presencia del transcrito de AtNHX1 es
sustancialmente regulada por NaCl, KCI o por Acido abscisico (ABA). Sin embargo,
parece existir una ruta adicional de sefnalizacion que regula la presencia de AINHX1, ya
que el analisis de dobles mutantes en la via de sintesis de ABA soélo reduce
parcialmente la expresion de AtINHX1 (Shiy Zhu, 2002).

La sobreexpresion de ANHX1 ha generado plantas tolerantes a la salinidad en
A. thaliana (Apse et al., 1999), Brassica (Zhang et al., 2001), tomate (Lycopersicon
esculentum) (Zhang y Blumwald, 2001). Sin embargo, el relativo incremento en la
abundancia de la proteina es menor al incremento de la actividad del transportador
sobreexpresado. Esto puede indicar que la actividad medida puede estar dada por mas
de un intercambiador presente en vacuola. Ademas, el contenido de Na* en las plantas
control y las sobreexpresoras es relativamente menor sugiriendo que el secuestro de los
iones en la vacuola no es tan eficiente o0 que posiblemente se estén activando proteinas
en la membrana plasmatica que aumenten la salida de Na" durante el estrés salino.

Apse y colaboradores (2003) describieron el papel de AtNHX1 en el desarrollo
de la planta y en la homeostasis de Na"y K’ en la célula vegetal, demostraron que
AMNHX1 participa en el desarrollo de la hoja, ya que sus mutantes muestran un patron
alterado de desarrollo sobretodo en las células epidérmicas, debido a que no hay una
acumulacion adecuada de Na* en la vacuola perdiéndose la proporcion K'/Na* en el
interior celular.

En arroz (Oryza sativa), se aisld un gen homologo a AINHX1, OsNHX1, que
posee 12 dominios transmembranales con un 73 % de similitud con AMNHX1. La
expresion de OsNHX1 es detectada diferencialmente en raices y en la parte aérea y es
estimulada por el estrés salino en ambos tejidos, sugiriendo su posible papel en la
compartimentacion de Na* en la vacuola de ambos tejidos. Su actividad intercambiadora
es muy baja; sin embargo, es regulada por los niveles de Na“, indicando un importante
papel en la tolerancia de la planta a la salinidad (Fukuda et al., 1999).
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En la planta haldfita, Atriplex gmelini, se identific6 un antiportador Na'/H’,
AgNHX1, 75 % idéntico a los genes AtNHX1y OsNHX1, se localiza en tonoplasto y su
expresion es inducida por estrés salino (Hamada et al., 2001). Con este gen se
transformaron plantas de una variedad de arroz sensible a salinidad (Oryza sativa cv.
Kinuhikari), observandose que hubo un aumento hasta de ocho veces en la actividad
intercambiadora Na*/H" pudiendo sobrevivir hasta en 300 mM de NaCl durante 3 dias
(Ohta et al., 2002).

4.2 SOS1 o AINHX7

AMNHX1 funciona principalmente en la compartimentacion de Na* en la vacuola y
no se habia descrito un gen que participara en su salida de la célula vegetal. En 1996
se describieron cierto tipo de mutantes en A. thaliana denominadas sos (siglas en inglés
salt overly sensitive; Wu et al., 1996). Estas plantas son mutantes recesivas con un
fenotipo hipersensible a altas concentraciones de sales de Na* o Li*, incapaces de
crecer a bajas concentraciones de K™ y no mantienen el crecimiento de la raiz en
concentraciones elevadas de NaCl y LiCl (Zhu et al., 1998). Estas mutantes fueron
definidas como tres loci distintos SOS: SOS1, SOS2 y SOS3 (Zhu et al., 1998). El locus
SOS1 codifica para una proteina transmembranal con similitud a los intercambiadores
Na’/H" de bacteria y hongo presente en membrana plasmatica (Shi et al., 2000). Posee
un dominio citosolico el cual se sugiere que sirve como sensor de Na* (Zhu, 2002). El
gen SOS3 codifica para una proteina miristoilada que une Ca®* similar a los sensores
neuronales en animales y a la subunidad B de la calcineurina de levadura que responde
a las elevaciones de Ca" citosdlico (Liu y Zhu, 1998). El gen SOS2 fue clonado y
caracterizado como una proteina cinasa tipo serina/treonina (Liu et al., 2000). SOS2
fisicamente interactia y es activada por SOS3 y juntas forman parte de una ruta de
senalizacion denominada ruta SOS que participa en el mantenimiento de la
homeostasis idnica celular en respuesta al estrés salino (Halfter et al., 2000). El analisis
de distintas mutantes ha permitido establecer que la ruta SOS3/S0OS2 controla la
expresion de SOS1 en condiciones de estrés salino. (Zhu et al., 1998; Shi et al., 2000).
SOS1 funciona en la salida de Na® desde el citosol hacia el espacio extracelular
previniendo la rapida acumulacion de Na* en el citoplasma (Shi et al., 2000).

Estudios mas recientes indican que AtSOS7 controla el movimiento de Na* a
larga distancia al ser expresado en las células que rodean el xilema, participa en la
recuperacion de Na® presente en la savia del xilema (Shi et al., 2002). Se ha
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demostrado que AtSOS1 contribuye notablemente a bajar los niveles de Na® en el
citoplasma (Qiu et al., 2002), debido a que la sobreexpresion AtSOS1 genera plantas
que acumulan menos Na® en el xilema y, ademas los niveles de transcrito son
regulados e inducidos por la concentracion de NaCl, sugiriendo un posible control post-
transcripcional (Shi et al., 2003; Qiu et al., 2003). Es posible que exista una regulacion
entre los intercambiadores Na'/H" de membrana plasmatica y tonoplasto y que ambos
funcionen alternativamente o en conjunto para disminuir las concentraciones de Na* en
el citosol de la célula vegetal y que esto determine la tolerancia a la salinidad (Qiu et al.,
2004). La nomenclatura actual ha nombrado a AtSOS1 como AtNHX7 por su actividad
intercambiadora Na‘'/H" y la homologia existente entre los miembros de la familia de
intercambiadores NHX de A. thaliana.

4.3 Familia de Intercambiadores Na‘’/H*: AtNHX en Arabidopsis thaliana

La reciente secuenciacion del genoma de A. thaliana (Arabidopsis Genome
Initiative, 2000) ha permitido la identificacion de al menos 18 genes que codifican para
intercambiadores Na'/H". El analisis de la base de datos del genoma de A. thaliana y la
prediccion de la secuencia de aminoacidos indican la existencia de 12 dominios
transmembranales y un domino de union para amilorida, los cuales han permitido la
categorizacion de seis loci como miembros de la familia de genes AtNHX (Yokoi et al.,
2002).

El cladograma de los intercambiadores Na*/H" indica la relacion filogenética
entre ellos y su porcentaje de identidad (Tabla 4.3.1 y figura 4.3.1). Comparando dichos
porcentajes se puede observar la homologia entre AINHX1 y AINHX2-6 en contraste
con AtNHX7 donde el porcentaje de homologia es muy bajo.

Los intercambiadores Na'/H" de acuerdo con su filogenia, decrementan en su
cercania con AINHX1 y son categorizados en subgrupos: AINHX1-4 con un porcentaje
de identidad del 88% y 56%, mientras que el subgrupo AtNHX5-6 comparten solo el
18%-20% con el subgrupo AMNHX1-4 y entre ellos son 55% idénticos (Yokoi et al.,
2002).
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Tabla 4.3.1. Tabla de identidad entre la secuencia de aminoacidos de los siete miembros de la
familia de intercambiadores Na'/H" de Arabidopsis thaliana AtNHX1 (Yokoi et al., 2002).

AtNHX1 AtNHX2  AtNHX3  AtNHX4  AINHX5 AtNHX6  AtNHX7/

SOS1
AtNHX1 - 88% 69% 56% 20% 16% 14%
AtNHX2 - 69% 57% 19% 18% 14%
AtNHX3 . 56% 19% 16% 15%
AtNHX4 - 19% 18% 16%
AtNHX5 - 55% 13%
AtNHX6 - 16%
AtNHX7 -
- ,7 ANHX1
—— AINHX2 - - - —
Figura 4.3.1. Relaciones filogenéticas entre
—1 T AMHX3 los distintos miembros de la familia AtNHX de
1 R Arabidopsis thaliana. Estas proier’nas pueden
ser agrupadas en 4 subfamilias: AtNHX1 y
4# AINHXS AtNHX2; AtNHX3, y AtNHX4; AtNHX5 y
——— AINHXB AtNHX6 y AtNHX7 o SOS1

ANHXT (SOS1)

4.4 Localizacion de los Intercambiadores Na*'/H*

Las distintas isoformas de AtNHX se aislaron y caracterizaron mediante la
complementacion en levadura utilizando una cepa mutante nhx7 sensible a cationes.
AMNHX1, AMNHX2 y AMNHX5 exitosamente complementaron a la mutante nhx7,
suprimiendo su sensibilidad, indicando que son genes ortologos al gen de levadura
ScNHX1 y a AINHX1 (Yokoi et al., 2002). AINHX3 y AtNHX4 se caracterizaron de la
misma manera, comprobandose su funcion como intercambiadores Na'/H* al
complementar a levaduras mutantes nhx1 (Aharon et al.,, 2003). En cuanto a la
localizacién de los intercambiadores AtNHX de Arabidopsis, se ha sugerido que
AINHX2 y AtNHX5, pueden funcionar en compartimentos endosomales por su efecto de
suprimir la sensibilidad a higromicina en las células nhx1 de levadura, como en el caso
de ScNHX1 y AINHX1 (Yokoi et al., 2002).
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4.41 Localizacion de los intercambiadores Na’/H" a nivel de transcrito en
diferentes tejidos celulares.

Mediante el analisis de Northern blot y RT-PCR se ha determinado la
localizacion de cada uno de los miembros de la familia AtNHX a nivel de transcrito,
observandose que AfNHX71 y 2 son mas abundantes en la raiz y en la parte aérea,
mientras que AtNHX3 aparece solo en raiz; AtNHX4 esta expresado tanto en raiz como
en la parte aérea; AtNHX5 se encuentra en ambas partes de la planta, pero su
abundancia fue baja en comparacion con los otros miembros y AfNHX6 también estuvo
presente en ambas partes de la planta (Yokoi et al., 2002). Recientemente se realizo el
analisis de los transcritos de estos genes en tejidos como flores, hojas, raiz y los tejidos
vasculares del tallo. AtNHX1 esta presente en todos los tejidos y es el mas abundante.
AtNHX2 es abundante en flores y raiz y menos abundante en hojas. AtINHX3 'y AtNHX4
son detectados casi exclusivamente en flores y tejidos de la raiz, respectivamente. Por
lo que respecta a AINHX5 los niveles de expresion son bajos en todos los tejidos,
(Aharon et al., 2003), lo cual concuerda con lo observado por Yokoi et al. (2002).

4.4.2 Localizacion de los Intercambiadores Na'/H" a nivel celular.

Otra forma de localizar a los diferentes miembros de la familia NHX es mediante
fusiones con la proteina GFP (Green protein fluorescent). Con esta estrategia
experimental fue posible determinar la presencia de NHX1 y NHX2 en células de
cebolla. AtNHX2 fue localizado en la vacuola, lo que indica su posible participacion en el
secuestro de iones y en el ajuste osmotico del citoplasma (Yokoi et al., 2002). Tanto
AtNHX1 (Apse et al., 1999), como AtNHX2 son intercambiadores de tonoplasto y su
papel puede estar involucrado en la regulacion del volumen celular y la destoxificacion
de Na" en el citosol mediante el secuestro de iones Na* (Yokoi et al., 2002).

Debido a que los transcritos de AINHX1 y AtNHX2 son abundantes en la parte
aérea y en la raiz es posible que tengan una funcién importante durante la respuesta de
la planta al estrés salino y su regulacién coordinada puede ser esencial para que una
planta sea tolerante a la salinidad (Yokoi et al., 2002).



5. ANTECEDENTES: INTERCAMBIADOR AMNHX5

El intercambiador AINHX5 pertenece a una subfamilia de los intercambiadores
Na*/H* de Arabidopsis thaliana donde comparte mayor identidad con AfNHX6 (55%) en
la secuencia de aminoacidos (Yokoi et al., 2002).

5.1 Actividad y Localizacion de AINHX5

Los estudios realizados en AtNHX5 han sido a nivel de transcrito y de actividad.
Al analizar su transcrito se observd que es abundante en semillas y es inducido por
NaCl (Yokoi et al., 2002) y como se menciond su presencia es detectada a bajos niveles
en todos los tejidos de la planta (Aharon et al., 2003). A diferencia del resto de la familia
de intercambiadores Na*/H*, AINHX5 responde uUnicamente al estimulo inducido por
NaCl y no por agentes que provocan un estrés osmoético como sorbitol o ABA,
sugiriendo que este gen responde mas directamente al estrés idnico que los otros
miembros de la familia AINHX. Ademas se observo que AINHX5 es independiente de la
ruta de senalizacion SOS, ya que su expresion se mantuvo aun cuando se analizaron
diferentes mutantes tipo sos, y que posiblemente responda a un proceso fisiologico
distinto o que depende del tipo celular en el cual se esta expresando (Yokoi et al.,
2002).

5.2 Antecedentes de AINHX5

La respuesta al estrés osmético y/o idnico, obtenida para AINHX1, AINHX2 y
AMNHXS5 indica que la regulacion transcripcional de estos genes es un componente de la
respuesta de la planta hacia el estrés. Por otro lado, la cercania filogenética de AINHX5
y AINHX6 dentro del mismo subgrupo y de grupos divergentes de AINHX1, que también
suprimen la sensibilidad a NaCl de la mutante de levadura nhx7 (Yokoi et al., 2002),
indica que los distintos miembros de la familia NHX pueden tener una participacion
compartida en la respuesta al estrés, principalmente, salino. Ademas, pudiera ser que
dentro de la familia AtNHX algunos de los miembros tengan una participacion mas
directa en la respuesta al estrés salino en comparacion a lo que se ha reportado para
AMNHX1. Sin embargo, debido a que difieren en la localizacion y en el tipo de respuesta
que presentan durante un determinado estrés, es posible que tengan diferentes papeles
y/o grado de participacion dentro del metabolismo de la planta, dependiendo del tipo
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celular y/o tejido en donde se expresen de manera abundante y que el grado de
regulacion sea un factor caracteristico para que una planta sea tolerante a la salinidad.

Debido a que la regulacion de la respuesta genética en las plantas bajo
condiciones de salinidad difiere, se han sugerido al menos tres diferentes rutas de
senalizacion que podrian ser responsables de la tolerancia a la salinidad en las plantas
(figura 5.2).

Osmotic stress lonic stress
aba2-1 / \
S0Ss3
ABA
S0Os2
MYC / MYB i
\4
AtNHX1-2 AINHX5 SOs1
RD22

Figura 5.2.1 Rutas de senalizacion bajo estrés hiperosmotico y ionico que
regulan la expresion de AtNHX1, AtNHX2 y AtNHX5 (Yokoi et al., 2002)

Analizando estas posibles rutas, se puede asegurar que la funcién de los
distintos intercambiadores es diferente para los distintos procesos fisiolégicos o los
distintos tipos celulares (Yokoi et al., 2002).

Un estudio muy interesante fue el realizado por Venema y colaboradores (2003).
En este reporte se caracteriza la actividad y localizacion de dos proteinas en tomate con
un alto grado de similitud con los intercambiadores AINHX: LeNHX1 y LeNHX2. Al
analizar las secuencias de aminoacidos se observd una identidad del 50.2% entre
LeNHX2 y AMNHX5, es posible que ambos intercambiadores compartan ciertas
caracteristicas. LeNHX2 es un intercambiador K'/H" que colocaliza con marcadores
proteicos para el Aparato de Golgi. A diferencia de AINHX5, LeNHX2 responde al estrés
osmaético y a ABA, lo cual indica que pueden ser diferentes isoformas con funciones y
caracteristicas distintas. Es importante resaltar que AMNHX5, por su especificidad para
responder al estrés salino a diferencia de LeNHX2, resulta un intercambiador
interesante para su estudio, debido a que puede ser la clave para entender la respuesta
de la planta a las condiciones de estrés salino. Debido a que se carece de informacion,
es necesario caracterizarlo a nivel de proteina determinando su capacidad de transporte
y su localizacién a nivel celular. En el presente trabajo se realizd la caracterizacion de
AMNHX5 a nivel de proteina determinando su localizacion celular y sus capacidades de
transporte.
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6. JUSTIFICACION

Debido a que la salinidad representa un problema serio y que afecta la
productividad agricola, se han realizado diversos estudios enfocados en la
caracterizacion bioquimica y molecular de la respuesta de diversas plantas hacia el
estrés salino. El avance alcanzado en este campo comprende al menos la identificacion
de 18 posibles genes que responden a condiciones de estrés salino, de los cuales se
han analizado 7 en la planta modelo, Arabidopsis thaliana (Yokoi et al., 2002 y Aharon
et al., 2003). De estos 7 genes identificados como Intercambiadores Na*/H*, mediante la
sobreexpresion de AINHX1 y AINHX7 se ha visto un incremento en la tolerancia a la
salinidad al menos en plantas transformadas con estos dos genes (Gaxiola et al., 1999;
Apse et al.,, 1999; Shi et al., 2000). Sin embargo los genes restantes no han sido
caracterizados en su totalidad. Se observé que el nivel de transcrito de AtNHX5
aumentaba su expresion en condiciones de estrés salino, discriminando otros tipos de
estreses como el osmético. AINHX5 parece jugar un papel importante en respuesta a la
salinidad y su caracterizacion a nivel bioquimico y molecular requiere mayor atencion
para determinar si puede ser un candidato ideal para que las plantas toleren un alto
grado de salinidad en los suelos.

7. OBJETIVOS

GENERAL:
¢ Determinar la localizacion y caracterizar la actividad del intercambiador
Na*/H" AtNHX5 en endomembranas de Arabidopsis thaliana.

ESPECIFICOS:

e Determinar la localizacion membranal de la proteina AtNHX5 a través del
uso de membranas altamente purificadas.

e Determinar la localizacion celular de la proteina AiINHX5 a través del uso
del microscopio confocal.

e Caracterizar la actividad intercambiadora proveniente de la proteina
AtNHX5.

e Analizar la expresion del transcrito de AtNHX5 en diferentes condiciones
de estrés.

e Asignar un papel fisiologico a AtNHX5 a través de la correlacion de los
niveles de transcrito, proteicos y su actividad intercambiadora durante el
estrés salino.
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8. Materiales y Métodos

Construcciones genéticas

Se utilizaron lineas transgénicas donadas en colaboracién con el Dr. Pardo,
Instituto de Recursos Naturales y Agrobiologia, Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas, Sevilla, Espafa, creadas en Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia con una
construccion realizada en el vector pBI321, en donde se clono el gen AtINHX5. Este gen
se fusiond al promotor constitutivo 35S-CaMV del Virus de Mosaico de Coliflor; ademas,
tiene fusionada en fase de lectura la proteina GFP (Green Fluorescent Protein) en el
extremo carboxilo. El inserto se encuentra entre los sitios de restriccion de las enzimas
Xho | y Bam H1, su tamafno es de 2570 pares de bases. Se cuentan con tres lineas
transformadas independientemente: AINHX5-GFP-1, AINHX5-GFP-2, ANHX5-GFP-3 y
AtpB132-GFP, el vector vacio sélo con la proteina GFP. Los mapas de clonacion se
muestran a continuacion.
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Material Biolégico

Se utilizaron lineas transgénicas con el gen AtNHX5 Arabidopsis thaliana ecotipo
Columbia en todos los experimentos. La esterilizacion de las semillas se llevd a cabo en
campana de flujo laminar. Las semillas se colocaron un minuto en etanol al 100 %, se
lavaron con agua estéril una vez y se colocaron en cloro al 15 % diluido en agua esteéril
durante 10 min. Después se lavaron tres veces con un mililitro de agua estéril. Una
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semilla se colocé en un tubo eppendorf de 1.5 ml con una base de agar al 0.6 %
disuelto en agua miliQ estéril, para su germinacion durante cuatro dias en un cuarto de
cultivo con fotoperiodo de luz de 16 h y 8 h de oscuridad a 25 °C. Posteriormente, se
corto la punta de los tubos y estos fueron colocados en recipientes de plastico (figura
2), que contenian 10 | de una solucion con Medio Hoagland’s diluido a la mitad crecidas
bajo condiciones de invernadero con un fotoperiodo normal a 25 °C. Su cultivo en
medios hidropdnicos favorecié la obtencion de tejido de raiz limpio y en grandes
proporciones, asi como una parte aérea abundante. Después de 5 semanas, las plantas
fueron cosechadas y usadas para el aislamiento de membranas. Para el analisis de las
plantas en condiciones de estrés salino, a las 4 semanas de crecimiento, las plantas
fueron tratadas con medios hidroponicos que contenian Medio Hoagland’s a la mitad de
su concentracion y 50 mM de NaCl por 24 h; posteriormente se cambio la solucion
aumentando a 100 mM de NaCl por un periodo de 24 h.

Figura 2. Plantas de Arabidopsis crecidas bajo condiciones hidropénicas. a,b Las
semillas germinadas previamente en el tubo eppendorf con agar al 0.6 % son
transferidas a recipientes de plastico y llevados al invernadero. ¢ planta con 4 semanas
de crecimiento.

Aislamiento de Membranas

Se homogenizaron 30 g de tejido proveniente de plantas de 5 semanas de
crecimiento en 150 ml. de medio de homogenizacion a 4 °C que contiene: 400 mM de
manitol, 10 % (w/v) de glicerol, 5 % (w/v) de polivinilpirrolidona-10 (PVP-10), 0.5% (w/v)
de suero de albumina bovina (BSA), 1 mM de fluoruro de fenilmetilsulfonil (PMSF), 30
mM de Tris, 2 mM ditiotreitol (DTT), 5 mM etilen-glicol-bis-(B-aminoetileter)-N,N,N’,N’-
acido tetraacético (EGTA), 5 mM MgSO,, 0.5 mM hidroxitolueno butilado (BHT), 0.25
mM de dibucaina, 1TmM de benzamidina y 26 mM de metabisulfito de potasio, pH
ajustado a 8.0 con H,SO,. PVP-10 es adicionada al medio de homogenizacion para unir
compuestos fendlicos liberados de la vacuola. El metabisultifo previene reacciones
oxidativas. EGTA previene la agregacion de las membranas y une metales pesados.
BSA sirve como sustrato para las actividades de las proteasas. BHT y PMSF son
usados para inhibir la ruptura de lipidos y la protedlisis y proteasas, respectivamente. La
dibucaina inhibe a la fosfatasa A. El magnesio es anadido para incrementar la densidad
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del Reticulo Endoplasmico (ER), previniendo la contaminacion de ER en las fracciones
que estan enriquecidas con tonoplasto. DTT es un agente reductor. La homogenizacion
se llevd a cabo en una licuadora comercial en 6 ciclos de 30 s de molido y 30 s de
descanso alternados, el tejido homogenizado se filtr6 con 4 capas de gasas y se
centrifugdé a 10,000 g en una centrifuga Sorvall RC-5B con rotor Sorvall SS34 durante
20 min a 4 °C. Se recuper0 el sobrenadante y se centrifugé a 100 000 g en una
ultracentrifuga Beckman L8-M con rotor tipo Beckman 45Ti durante 50 min a 4 °C. El
sobrenadante se descarté y la pastilla microsomal se resuspendié en un buffer de
Suspensién que contiene: 400 mM de manitol, 10 % (w/v) glicerol, 6 mM Tris/Mes pH
8.0, 1.3 mM de DTT homogenizandolo con un homogenizador de tejidos Elvehjem de
vidrio con pistilo de teflon Potter por 6 veces. Una vez obtenida la suspension
microsomal se colocé arriba de un gradiente continuo de sacarosa ((5 %-46 %) (w/v)
Sac) el cual es preparado utilizando el medio de suspensiéon y dos soluciones de
sacarosa de 5 % (w/v) y 46 % (w/v) y un preparador de gradientes Hoeffer SG100. El
gradiente de sacarosa se centrifugo a 100,000g durante 3 h a 4 °C usando un rotor tipo
SW28 de columpio (Beckman Coulter, Fullerton, CA) en una ultracentrifuga Beckman
Coulter L8-M. El gradiente de sacarosa obtenido se colecté cada 0.5 ml para obtener un
total de 64 fracciones. Las fracciones fueron congeladas directamente en N, liquido y
almacenadas a —80 °C. Para probar la linearidad del gradiente de sacarosa, se midio la
concentracion de sacarosa en un Refractdometro de luz colocando 30 ul de muestra.

En el caso de los gradientes discontinuos de sacarosa utilizados para medir
actividad de transporte de H" en las diferentes fracciones, se prepararon 9 ml de
sacarosa al 12 % (w/w) sobre 6 ml de sacarosa al 22 % (w/w), sobre 6 ml de sacarosa
al 32 % (w/w) y 6 ml de sacarosa al 40 % (w/w) disueltos en el medio de suspension
antes descrito. Este gradiente discontinuo se centrifugé a 100,000g durante 2 h 30 min
a 4° C usando un rotor tipo SW28 de columpio (Beckman Coulter, Fullerton, CA) en una
ultracentrifuga Beckman Coulter L8-M. Después de la centrifugacion, las interfases
entre las diferentes concentraciones de sacarosa fueron colectadas con una pipeta
pasteur y diluidas con medio de suspension y centrifugadas a 100 000 g en una
ultracentrifuga Beckman Coulter L8-M con rotor tipo Beckman 55Ti durante 1 hora a 4
2C. La pastilla obtenida es resuspendida suavemente evitando la formacion de burbujas
en 100 ul de medio de suspension y congelada en Nitrégeno liquido para su posterior
analisis.

Determinacion de proteina

Se determind el contenido total de proteinas en cada fraccion obtenida del
gradiente de sacarosa mediante el método de Bradford modificado (1976) con suero de
albumina bovino como estandar. Se colocaron 20 ul de muestra y se mezclaron con 30
ul de Triton X-100 0.5 % durante 5 min para solubilizar las membranas. Posteriormente
se agregaron 900 ul de agua y 200 ul de solucion Bradford (Protein Assay Dye Reagent
concentrate, Bio-Rad), se mezclaron en el vortex durante 5 seg y se dejaron reposar
durante 5 min para ver el desarrollo de color. Posteriormente las muestras se leyeron en
el Diode Array Espectofotometro Hewlett Packard a una longitud de onda de 595 nm.

Ensayos de transporte de H*

Para medir el transporte de H™ a través de las membranas se utilizé un colorante
fluorescente indicador de pH: Quinacrina (6-cloro-9-((4-(dietilamino)-1-metilbutil)amino)-
2-metoxiacridin edihedrocloruro). Este colorante fue usado para monitorear la formacion
y disipacion de gradientes de pH internos a través de vesiculas recuperadas de las
interfases del gradiente discontinuo de sacarosa. Las vesiculas purificadas (30 ug de
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proteina) fueron adicionados a 500 ul de un buffer que contiene: 250 mM de manitol, 10
mM Tris/MES (pH 8.0), 6 mM MgSQO,, 50 mM Cloruro de Tetrametilamonio y 3 uM de
Quinacrina. El transporte de protones fue iniciado en las vesiculas mediante la adicion
de 3 mM de bis-Tris Propano/ATP (BTP/ATP, pH 8.0). La fluorescencia fue monitoreada
en celdas termoestables a 25°C usando un Espectrometro de fluorescencia Perkin
Elmer LS-50 (Norwalk, CT, USA) a longitudes de onda de excitacion (427 nm) y emision
(495 nm) ambos con +/- 5 nm (error estandar). Para medir la recuperacién de la
fluorescencia, la cual es reflejo de la actividad intercambiadora Cationes/ H*, se
anadieron distintas concentraciones de NaCl y KCI de 0.5 mM a 200 mM. Para disipar el
gradiente fueron adicionados 12.5 mM de NH.CI, lo cual sirve como control para
comprobar la existencia de un gradiente interno de pH dentro de las vesiculas y que la
fluorescencia registrada es debido a este hecho.

Para calcular la tasa inicial de fluorescencia y la recuperacion de la misma con
respecto al tiempo y la cantidad de proteina, se utilizo la siguiente formula, la cual refleja
la tasa inicial de transporte de ATP o el transporte dependiente de protones:

Fi—-F, 1000 60

T1-—T>5 30 1

Fmax
Donde:
Fy Nivel de Fluorescencia 1 1000 miligramos de proteina
F2 Nivel de Fluorescencia 2 30
T4 Tiempo 1 60 unidad de tiempo (min)
T, Tiempo 2 T

Fmax Fluorescencia maxima: Nivel de fluorescencia inicial antes de la adicion de
ATP

Andlisis de Inmunolocalizacién

Deteccion inmunoldgica de proteinas inmovilizadas (Western Blotting)

Para realizar SDS-PAGE e inmunolocalizacion, las muestras de proteinas fueron
preparadas de acuerdo con el método de Parry et al., (1989). Las proteinas fueron
precipitadas por una dilucion 50x de etanol:acetona 1/1 (v/v) a -30 °C e incubadas por
al menos dos h a —30 °C. Las muestras fueron centrifugadas a 10,000 g durante 20 min
a 4 °C usando un centrifuga Sorvall RC-5B con rotor Sorvall SS34. La pastilla obtenida
se seco al aire y se resuspendio con un buffer de Laemmli (1970) (62.5 mM Tris/HCI,
2.5 % (w/v) de SDS, 5 % (w/v) 2,B-mercaptoetanol y .001 % (w/v) azul de bormofenol).
Posteriormente, la muestra se calentd a 60 °C por 2 min previo al corrimiento en un
minigel de acrilamida al 10 % (w/v) y 1 % SDS. En el gel de acrilamida se cargaron 15
ug de proteina por carril en 350 ml de buffer de corrida (0.06 M Tris, 0.04 M Glicina y 8
mM de SDS) vy el corrimiento se llevd a cabo a 200mV por 50 min en una camara de
mini geles Mini Protean Il BioRad a 4 °C.

Después de la electroforesis, las proteinas fueron transferidas a una membrana
de nitrocelulosa (ECL, Amersham-Biosciences) en condiciones de humedad. El gel se
puso en contacto con la membrana y se colocaron en medio de papel de cromatografia
Whatman 3MM (una pieza a cada lado), dos almohadillas porosas y dos soportes de
plastico, todo previamente humedecido en un buffer de transferencia ( 0.02 M Tris, 0.15
M Glicina y 20 % Metanol), usando una celda de transferencia Mini-Transblot (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA) durante 75 min a 100mV y a 4 °C.

Para verificar la transferencia de las proteinas las membranas se tifieron en una
solucion de Ponceau 1/10 (2 % w/v) Ponceau S, 30 % (w/v) acido tricloroacético, 30 %
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(w/v, &cido sulfosalisilico) y posteriormente se lavaron con agua estéril para su bloqueo
posterior.

Bloqueo de los sitios de union de los anticuerpos sobre la membrana de nitrocelulosa y
union de los anticuerpos primario y secundario a la proteina blanco.

Las membranas fueron bloqueadas, con 5 % (w/v) de leche en polvo sin grasa
en un buffer salino Tris (10 mM Tris-HCI, pH 7.5 y 150 mM NacCl) que contiene 0.02 %
(w/v) azida de sodio por 2 h a temperatura ambiente y con agitacion. Después del
bloqueo las membranas fueron incubadas en 8 ml de solucion de bloqueo con azida de
sodio con la dilucion apropiada del anticuerpo primario por 12 h a temperatura ambiente
y en agitacion. Para detectar los inmunocomplejos formados, las membranas fueron
incubadas durante 2 h a temperatura ambiente en 8 ml de solucién de bloqueo sin azida
de sodio utilizando anticuerpos secundarios anti-conejo acoplado a una peroxidasa de
rabano con una dilucion de 1/5000 (Sigma-Aldrich, St. Louis). Las membranas se
lavaron tres veces en buffer salino sin azida de sodio durante 10 min. La deteccion de la
proteina blanco se realizd utilizando el Kit de deteccion de quimioluminiscencia ECL
(Amersham) donde las membranas se humedecieron en 3 ml de los reactivos del Kit
durante un minuto y medio. En seguida fueron expuestas a peliculas Kodak en tiempos
de 12 seg hasta 10 min dependiendo de la abundancia de la proteina blanco. La
pelicula fue revelada en condiciones de oscuridad, colocandola durante 4 min en la
solucion reveladora, se lavo con agua destilada y se fij6 en la solucién fijadora. Cada
mini gel que contiene 9 fracciones fue analizado independientemente. Los geles fueron
fotografiados y analizados con la camara Kodak DC-120 y el programa Kodak Digital
Science 1D Image Analysis software V.2, respectivamente (Kodak, México). Después
las imagenes fueron alineadas y unidas con el software Photolmpact SE 3.01 (Ulead
Systems, Torrance, CA) para visualizar las fracciones representativas del gradiente de
sacarosa.

Los anticuerpos utilizados para inmunodetectar los diferentes marcadores
proteicos en las endomembranas fueron:

1. Anticuerpos especificos anti-GFP de Invitrogen en una dilucién 1:1000.

2. Anti-At-Vam3 (33 kDa) proteina relacionada con sintaxinas vacuolares donado
por Dr. M. S. Sato Universidad de Kyoto, Sakyo-ku, Kyoto 606-8501, Japdn
(Uemura, T. et al., 2002).

3. Anti-McHKT1 (56 kDa) el cual es una proteina cotransportadora de cationes de
baja afinidad presente en membrana plasmatica (Hua, S., et al., 2003)

4. Anti-McCRT Calreticulina (57 kDa) fue usado como marcador de Reticulo
endoplasmico donados por el Dr. H. Bohnert. Universidad de lllinois, Urbana
Champaign, USA (Nelson et al., 1997).

5. Anti-ABP80 proteina que marca compartimentos prevacuolares (PVC),
vesiculas de clatrina (CCV) y es un receptor que trafica entre las diferentes
zonas del Aparato de Golgi, con un peso de 80 kDa donado por Dr. J.C. Rogers
(Jauh et al., 1999).

6. Anti-Pep12 (35 kDa), que es una proteina especifica de PVC, fue comprados en
Molecular Probes (Eugene, OR).

7. Anti-NHX5 anticuerpo obtenido para la deteccion especifica de AINHX5 (ProSci
Incorporated, Poway, CA).

Sintesis del anticuerpo anti-NHX5

El péptido anti-AINHXS5 fue sintetizado y verificado por analisis de espectometria
de masas. Este péptido fue conjugado a la proteina Keyhole Limpet Hémocyanin (KLH)
la cual actua como una proteina acarreadora que estimula la respuesta inmune, pero sin
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generar anticuerpos contra ella solo contra el péptido blanco. El péptido conjugado fue
inyectado a conejos y se colectd el suero pre-inmune y posteriormente se hizo la colecta
de la primera y segunda muestra de sangre 6 y 7 semanas posteriores a la colecta del
suero pre-inmune. Dos semanas despues se realizo la tercera colecta de sangre y una
semana después la ultima muestra. Se realizd una prueba de Elisa para la segunda
muestra de sangre y encontrar los titulos de anticuerpos obtenidos: una dilucion 1/1000
tuvo 1.398 mg de anticuerpo purificado por mililitro de muestra.

El anticuerpo fue purificado mediante cromatografia de afinidad utilizando el
suero de la tercera muestra de sangre. El péptido fue unido covalentemente a una
columna de sefarosa activada 4B CNBr. Los anticuerpos policlonales obtenidos que son
especificos al antigeno pasaron a través de la columna y se unieron. Los anticuerpos
inespecificos no unidos y el suero pasaron a través de la columna y los antigenos
unidos a los anticuerpos fueron lavados.

Cultivo de células en suspension.

Para obtener cultivos de células en suspension de Arabidopsis thaliana ecotipo
Columbia, la primera etapa consiste en la obtencion de callos provenientes de hojas y
raiz. Por ello, las semillas fueron germinadas en medio MS por 3 semanas. Las hojas
fueron cortadas en secciones de 0.5 mm con una navaja de rasurar en condiciones de
esterilidad y para la raiz se cortaron secciones de 1 mm. Se colocaron en medio
Murashige and Skoog (MS;1962) suplementado con 1 mg de éacido L' 2,4-
diclorofenoxiacetico (2,4-D), 0.05 mg L™ Benzilaminopurina (BA), 10mg L ~" Hidrocloruro
de Tiamina, 1mg L™ acido Nicotinico, 1 mg L™ Hidrocloruro de Piridoxina, 100 mg L
myo-inositol, 3 % sacarosa y 1.5 % de agar bacteriologico (pH 5.7) a 25 °C en la
oscuridad. Después de un periodo de 4 semanas, cuando el callo es friable, fueron
transferidos a un medio liquido MS suplementado de la misma forma que el anterior, se
incubaron a 25 °C en continua agitacion (120 g) en la oscuridad.

Aislamiento de Protoplastos de Arabidopsis thaliana

Los protoplastos pueden ser aislados de cultivos de células en suspension o de
tejido de raiz u hoja directamente mediante tratamiento enzimatico. En el caso del tejido
de raiz y hoja, el material se cortd en pequefas piezas, mientras que las células en
suspension se colectaron a través de papel filtro Whatman en un embudo bunsen para
eliminar el medio de cultivo. Tanto los tejidos como las células se digirieron con el
tratamiento enzimatico que contiene 400 mM sorbitol, 0.5 mM CaCl,, 25 mM MES, 0.5
% (w/v) BSA, 2 % (w/v) celulasa, 0.5 % (w/v) pectiolasa ajustando el pH a 5.5 con KOH
5 N. Se colocé el material biolégico en el medio de digestion por 1 a 2 h y las hojas y
raices por 30 min a 30 °C en la oscuridad y con agitacion suave. De las hojas y raices,
los protoplastos se liberaron mediante golpeteo del recipiente y posteriormente se filtrd
la solucion a través de una capa de miracloth y el filtrado se centrifugé a 800 x g por 5
min a 4 °C. La solucion se descarto para volver a suspender los protoplastos en medio
de lavado (400 mM sorbitol, 0.2 mM CaCl,, 15 mM Tris/MES pH 5.5). Para purificar los
protoplastos se colocaron en un gradiente de Percoll al 50 % y se centrifugaron por 10
min a 1200 g a 4 °C. Los protoplastos purificados se removieron de la interfase y se
resuspendieron en un volumen grande de solucion de lavado y se centrifugaron por
otros 5 min a 800xg a 4 °C y se resuspendieron en solucion de lavado.

Estudios de Inmunofluorescencia

Para el estudio de la inmunofluorescencia se utilizé la Microscopia confocal.
Para ello, las muestras se prepararon como se describe a continuacion: Las células en
suspension y cortes de tejidos de hoja y raiz se prepararon fijando las células o tejidos

32



con 1.4 % de paraformaldehido en una solucion estabilizadora (10 mM BTP, 25 mM
HEPES, 2 mM MgCl,, 10 mM EGTA) con un pH final de 6.8, para células de Arabidopsis
se ajustod la osmolaridad a 200 mOsmoles durante 15 min con agitacion suave. Los
tejidos o células ya fijados se lavaron tres veces con la solucién estabilizadora por 5 min
cada uno y se procedido a remover parcialmente la pared celular con tratamiento
enzimatico (10 mM KCI, 2 mM MgCl,, 1 mM CaCl,, 10 mM acido ascérbico, 10 mM
MES, 0.05 % BSA, 1 % celulasa, 0.02 % pectiolasa, pH 6.8) por 20 min a temperatura
ambiente con agitacion suave. Posterior al tratamiento enzimatico los tejidos o células
se lavaron con la solucién estabilizadora y se permeabilizé la membrana plasmatica con
el detergente Triton X-100 al 10 % disuelto en la solucidn estabilizadora por 10 min con
agitacién suave repitiendo tres lavados con la solucién estabilizadora por 5 min cada
uno manteniendo la agitacion entre los lavados. Previo a la adicion del anticuerpo
primario se bloquearon los sitios de las células expuestos para la unién de los
anticuerpos empleados con 5 % de leche sin grasa disuelta en medio de estabilizacion
durante 1 h. Se incubaron con el anticuerpo primario durante 4 h a temperatura
ambiente con agitacion. Posteriormente, se lavaron las células con la solucion
estabilizadora tres veces por 5 min cada una con agitacion. Enseguida, se agrego el
anticuerpo secundario acoplado a diferentes fluoréforos (Alexa-fluor 488 o 568,
Molecular Probes) y se dejo durante toda la noche a temperatura ambiente, con
agitacion y protegido de la luz. Al otro dia se realizaron nuevamente tres lavados con
solucion estabilizadora y agitacion durante 5 min y se analizaron las muestras en el
microscopio confocal (Bio-Rad, México). En el microscopio se utilizaron los filtros YHS
(por sus siglas en inglés Yellow high sensitivity) que absorbe a 568 nm para el
anticuerpo Alexa-Fluor-568 y el filtro BHS (por sus siglas en inglés Blue high sensitivity)
que absorbe a 488 nm para GFP. El laser empleado es Kripton/Argén. El objetivo para
obtener las imagenes de contraste de fases fue el de 40x (MRC-600 Bio-Rad, México).
Las imagenes fueron obtenidas con un laser microimager Bio-Rad Confocal (Bio-Rad,
Hercules, CA) montado sobre un Carl Zeiss Axioskop usando el software Cosmos 7.0
(Bio-Rad). Las imagenes digitales almacenadas fueron pseudocoloreadas, una como
imagen roja y otra como imagen verde, usando el programa Photoshop 3.0 (Adobe,
Mountain View, CA). Para las muestras empleadas para doble marcaje, las imagenes
rojas y verdes fueron empalmadas usando el sofware confocal (Bio-Rad). Esto dié como
resultado regiones de colocalizacion en color amarillo. Para una comparacion, las
imagenes fueron grabadas usando los mismos parametros de potencia de laser y
sensibilidad del fotomultiplicador.

El tratamiento con el detergente Triton X-100 permite, por un lado, que los
anticuerpos primarios utilizados penetren y reconozcan la estructura elegida y por otro,
elimina la autofluorescencia de las células. Debido a que se utilizan células
provenientes de las lineas transformadas con GFP, es importante la eliminacion de la
autofluorescencia porque tanto la senal de GFP como el espectro de autofluorescencia
son detectados en el mismo rango de longitud de onda (GFP es detectada a 509 nm).
Las células con GFP tratadas con Triton X-100 no son expuestas a un anticuerpo
primario, la senal emitida de GFP es detectada directamente al excitarla. Las células
fueron tratadas solo con el detergente para eliminar la autofluorescencia.

Utilizando esta técnica de inmunomarcaje en microscopio confocal se realizaron
dobles marcajes utilizando células provenientes de A. thaliana tipo silvestre y células de
las lineas transformadas con GFP. Para los dobles marcajes se emplearon los
diferentes anticuerpos utilizados en la inmunodeteccion (P-ATPasa, McHKT1, BP80,
Pep12, Calreticulina descritos en la seccidon de inmunolocalizacion).
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Inmunomarcaje de fraccion madura. Quema de Autofluorescencia con Metacrilato.

Las fracciones de tejido se sumergieron en una solucién estabilizadora de
microtabulos, 100 uM MBS (m-maleimidobenzoyl-N-hydroxysuccinimide éster), 0.1%
Triton X-100, 50 mM PIPES (pH 6.9), 5 mM EGTA y 2 mM MgSQO,, a temperatura
ambiente durante 30 min. El tejido se fijo de la siguiente manera:

a) En solucion de paraformaldehido al 4% en solucion estabilizadora de
microtubulos durante 3 h. Al final de estos tiempos se lavaron con 15 mil de solucion
estabilizadora de microtubulos 3 veces durante 10 min cada vez con agitacion.
Inmediatamente después se llevo a cabo la deshidratacion con etanol absoluto al 10 %,
20 %, 30 %, 50 % y 70 % en agua mili-Q, cada paso por 20 min, agitando por rotacion
constante en disco giratorio. Se guardaron toda la noche en etanol al 70 %. Se
colocaron en etanol al 80 % y al 90 % agitando durante 30 min cada vez. Después se
sumergieron dos veces en etanol al 100 % con DTT 5 mM con agitacion, por una hora
cada vez. Al final de este tiempo se colocaron en una secuencia de soluciones de etanol
absoluto mas DTT 5 mM/solucion de metacrilato y agitando por rotacion a temperatura
ambiente de la siguiente manera:

4/1 etanol/metacrilato

3/1 etanol/metacrilato

2/1 etanol/metacrilato

1/1 etanol/metacrilato

1/2 etanol/metacrilato (v/v

1/3 etanol/metacrilato (v/v

1/4 etanol/metacrilato (v/v)
Después se sumergieron en solucion de metacrilato al 100 % durante toda la noche,
con agitacion y protegidos de la luz. Se hicieron tres cambios de solucion de metacrilato
al 100 % agitando durante una hora cada vez a temperatura ambiente. Después se
polimerizaron durante 10 h en capsulas de embeber (Polysciences, Inc. Warrington,
PA), en bafno de hielo con una temperatura de 0° C para evitar la formacién de burbujas
y bajo una lampara de luz UV, a una distancia de 10 cm. Se cortaron las capsulas y se
sacaron las muestras para realizar los cortes tanto de hoja como de raiz en secciones
semifinas de 10 micras recibiéndolos en porta objetos cubiertos de Fisher pre-lavados.
El metacrilato se eliminé de esos cortes remojando los porta objetos en acetona al 100
% (v/v) durante 60 min haciendo cambios cada 15 min a temperatura ambiente para
después rehidratar y hacer el inmunomarcaje. La rehidratacion de los cortes se llevo a
cabo gradualmente en acetona/agua mili-Q al 100 % (v/v), 90 % (v/v), 70 % (v/v), 50 %
(v/v), 30 % (v/v) y 10 % (v/v) durante 10 min cada vez. Se lavaron con TBST (Buffer
Tris-salina, Triton-X100 (0.05 %)) tres veces durante 10 min cada vez a temperatura
ambiente. Se bloquearon con leche al 5 % en TBST por 2 h a temperatura. Se coloco el
anticuerpo primario diluido en leche sin grasa al 5 % en TBST. Se dejo toda la noche en
base nivelada y cubiertos a 4 °C, dentro de una camara humeda. Se lavaron tres veces
con TBST por 30 min cada vez a temperatura ambiente y se colocd el segundo
anticuerpo diluido en TBST y se dejo por 4 h en base nivelada protegido de la luz a
temperatura ambiente. Se lavaron tres veces con TBST por 30 min cada vez a
temperatura ambiente. Se colocd una gotita de Cytofluor y cubreobjetos, sellando con
barniz de unas. Se dejo secar por 15 min y se almacenaron a 4 °C, protegidas de la luz.

viv
v/v
viv

)
)
)
v/V)
)
)

— — — — p— —

Amplificacion por PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) de las
construcciones AINHX5::GFP en DNA genémico en A. thaliana.
Extraccion de DNA gendmico de plantas de A. thaliana

Se obtuvo DNA gendémico de plantas de A. thaliana de 4 semanas de
crecimiento utilizando el kit Nucleon PhytoPure (RPN 8510) Amersham. Se coloco 0.1 g
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(peso fresco) de tejido de planta en un mortero frio y se agregaron tres volumenes de
nitrogeno liquido, el tejido se pulverizd hasta obtener un polvo fino, se transfirié a un
tubo eppendorf estéril y se agregaron 600 ul del Reactivo |, se mezclé perfectamente
utilizando un vortex por 10 seg. Después se agregé el Reactivo Il se mezclé por
inversiones hasta obtener una mezcla homogénea y se incub6 a 65 °C durante 10 min
mezclando alternativamente por inversion. Después el tubo se colocé en hielo durante
20 min. La muestra se removio del hielo y se le agregaron 500 pl de cloroformo, el cual
fue almacenado a —20 °C. Se adicionaron 100 ul de una suspension de Resina de
extraccion Nucleon PhytoPure DNA (Amersham, U.K.), se mezclé por agitacion 10 min
a temperatura ambiente. Se centrifugo a 1300 xg por 10 min a temperatura ambiente.
Se transfirio la fase superior a un tubo eppendorf nuevo estéril y se le anadio un
volumen igual de isopropanol frio (-20 °C) se mezcld suavemente por inversion para
precipitar el DNA. Se centrifugo a 4000 xg por 5 min y la pastilla obtenida se lavo con
etanol al 70 % (v/v) centrifugandose por 5 min a 4000 g a temperatura ambiente. La
pastilla fue secada al aire por 10 min a temperatura ambiente y el DNA se resuspendio
en 50 ul de agua estéril.

Amplificacion por PCR de la construccion AtNHX5::GFP

Para amplificar la construccion se preparé el tubo de reaccion que contenia 5 ul
de buffer para PCR 10x, 1 ul de dNTP’s, 1.5 ul de 50 mM de MgCl,, 1 ul de cada uno de
los primers, 1 ul de DNA, 0.5 ul de Platinum DNA Taq polimerasa y se ajusté el volumen
a 50 ul con agua destilada estéril. La muestra se colocd en un Termociclador Hybaid
Omn-E con el siguiente protocolo de temperaturas: 5 min a 94 °C en un primer ciclo
para desnaturalizar y posteriormente 30 ciclos alternando temperaturas de 94 °C
durante 45 seg, 53 °C durante 45 seg y 72 °C durante 45 seg y un ultimo ciclo de 10 min
a 72 °C. El DNA obtenido es visualizado en un gel de agarosa al 1 % en buffer TAE 1x.
El oligo sentido hibrida en la region 5’ del gen de AINHX5 y el oligo antisentido hibrida
en el extremo 3’ del gen de la GFP.

Secuencia de los oligos

Oligo sentido  : 5 AAA AAG AAG ACGTTC CAACC 3
Oligo antisentido: 5" ATG ATA ATC ATC GCA AGACC 3

Andlisis de RT-PCR (Transcripcion reversa mediante Reaccion en Cadena de la
DNA Polimerasa

La sintesis de cDNA se llevd acabo empleando el Kit M-MLV Reverse
Transcriptase (GibcoBRL). Se prepard una muestra de reaccion donde se colocaron de
1 a 5 ng de RNA total, se adiciond 1 ul de oligo dT, 1 ul de dNTP (10 mM de cada
deoxinucleotido: dATP, dGTP, dCTP, dTTP a pH neutral) y se ajustd a un volumen de
12 ul con agua estéril. La mezcla se calentd a 65 °C por 5 min y se enfrio rapidamente
en hielo. Se colecté el contenido con una breve centrifugacion. Se adicion6 4 ul de
Buffer 5x (2560 mM Tris-HCI (pH 8.3), 375 mM KCI, 15 mM MgCl,) , 2 ul de DTT 0.1 My
1 ul de RNaseOUT (Inhibidor Recombinante de la Ribonucleasa). Se mezclé el
contenido suavemente y se incubd 2 min a 37 °C, se adicioné 1ul de M-MLV RT (por
sus siglas en inglés Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase) y se incubo
50 min a 37 °C, se inactivd la reaccién calentando la mezcla a 70 °C por 15 min. Para
preparar la reaccion de PCR a un volumen final de 50 ul se adicionaron 5 pl de Buffer
de PCR 10x (200 mM Tris-HCI pH 8.4, 500 mM KCI), 1.5 ul de MgCl, 50 mM, 1 ul de
una mezcla de dNTP 10 mM, 1 ul del primer de amplificacion 1, 1 pl del primer de
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amplificacion 2, 2 ul de cDNA, 38 ul de agua destilada estéril y 0.5 ul de Tag DNA
polimerasa (Invitrogen 5U/ul). Se mezclé suavemente y la reaccion se colocd en un
Termociclador Hybaid Omn-E con el siguiente protocolo de temperaturas: 5 min a 94 °C
en un primer ciclo para desnaturalizar y posteriormente 30 ciclos alternando
temperaturas de 94 °C durante 45 seg, 54 °C durante 45 seg y 72 °C durante 45 seg y
un ultimo ciclo de 10 min a 72 °C. El DNA obtenido es visualizado en un gel de agarosa
al 1 % en buffer TAE 1x.

Como control de carga, se amplificé el gen de Ila Adenosina
Fosforibosiltransferasa (APT1) fragmento de 478 pares de bases con los oligos:
5 TCCCAGAATCGCTAAGATTGCC 3'
5 CCTTTCCCTTAAGCTCTG &
Secuencia de Oligonucleétidos especificos para la amplificacion AtNHX5 (Yokoi et
al., 2002).
Primer 1: 5 CTT TGA AGA GAG CGATCATC &
Primer 2: 5 AGT ATGTCCCTCCTCCTTTT &
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9. RESULTADOS

9.1 Presencia de la construccion AMNHX5::GFP en plantas transgénicas de
Arabidopsis thaliana, ecotipo Columbia.

Para poder estudiar el papel de ATNHX5 en el proceso de adaptacion de las
plantas a la salinidad se utiliz6 una construccién fusionando al gen AtNHX5 de
Arabidopsis thaliana con la proteina GFP (Proteina verde fluorescente) en el extremo
carboxilo y el fragmento del promotor constitutivo 35S (Virus Mosaico de la Coliflor; Hull
et al., 2000). Esta construccion fue utilizada para transformar plantas de A. thaliana y de
esta manera se obtuvieron tres lineas transgénicas independientes denominadas:
AMNHX5::GFP1, AMNHX5::GFP2 y AMNHX5::GFP3 las cuales fueron donadas en
colaboracion con el grupo del Dr. Pardo, Instituto de Recursos Naturales y Agrobiologia,
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas, Sevilla, Espana.

Como primer paso se verifico la presencia de la construccion en las plantas
transgénicas mediante analisis de PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa). En la
figura 9.1 se muestran los productos de PCR obtenidos después de 30 ciclos de
amplificacion. Las fragmentos de DNA obtenidos para las lineas AMNHX5::GFP1,
AINHX5::GFP2 y AMNHX5::GFP3 tienen un tamafo aproximado de 3,000 pares de
bases, el cual corresponde al peso esperado para la fusion de los genes AMNHX5 vy
GFP, ya que el gen AtNHX5 tiene un tamano aproximado de 1700 pb y el gen GFP de
1500 pb. Por otro lado, al amplificar el vector el cual posee sélo el gen de GFP se
obtuvo un producto de 1200 pb tamano debido a que la zona donde se disefaron los
oligos no permitié obtener la amplificacion completa del gen.

Como se puede observar en la figura 9.1 los fragmentos de 3,000 pb difieren en
intensidad lo que puede reflejar diferencias en el numero de copias insertadas en el
genoma de A. thaliana para cada una de las lineas analizadas. Asi, ANHX5::GFP1
aparentemente tiene el menor numero de copias en relacion con AMNHX5::GFP2 y
AMNHX5::GFP3 (figura 9.1 carriles 2,4,6). Como control de la calidad del DNA empleado
fue usado el gen AtAQP1, el cual codifica para la acuaporina-1 con un peso de 1,500
pares de bases que se expresa de manera constitutiva en A. thaliana (figura 9.1 carriles
3,5,7)
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Figura 9.1 Anadlisis de PCR de DNA gendmico de las lineas transgénicas
AINHX5::GFP1, AtNHX5::GFP2 y AtNHX5::GFP3.

Carril 1, Marcador de peso molecular; carriles 2, 4, 6 DNA de AtNHX5::GFP1,
AtNHX5::GFP2 y AtNHX5::GFP3, respectivamente con un peso de 3000 pb;
carril 8 Vector con el gen de GFP; carriles 3, 5, 7 DNA del gen AQPT
acuaporinas con un peso de 1500 pb.

9.2 Deteccion de AMNHX5 en la fraccion microsomal de tejidos de plantas
completas de las lineas transgénicas AMNHX5::GFP1 y AINHX5::GFP2 de
Arabidopsis thaliana.

Para entender el papel de un intercambiador Na*/H" en la fisiologia de la planta
es importante conocer su localizacion membranal ya que es determinante para su
funcionalidad y eficiencia en condiciones de salinidad (Gaxiola et al., 1999, Apse et al.,
1999 y Yokoi et al., 2002). Datos acerca de la respuesta de AINHX5 sugieren que su
expresion es especifica hacia el estrés salino (Yokoi et al., 2002) y debido a que se
desconoce su localizacion es importante determinarla a nivel microsomal y celular.

Mediante técnicas convencionales de centrifugacion se separaron las
endomembranas de la linea transgénica AMNHX5::GFP1 en un gradiente continuo de
sacarosa. Las fracciones fueron colectadas, concentradas y separadas en un gel al 10
% (p/v) de acrilamida seguido de una transferencia a membranas de nitrocelulosa y
preparadas para la inmunodeteccion.

Utilizando el anticuerpo anti-GFP se detectd una banda proteica de
aproximadamente 80 kDa, la cual corresponde con el peso esperado para la fusion
entre AINHX5 (50 kDa) y GFP (30 kDa) (figura 9.2). La expresion de AMNHX5 fue
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detectada en todas las fracciones del gradiente continuo de sacarosa. Se observaron
dos niveles de expresion, uno entre las fracciones 2 a la 16 con concentraciones de
sacarosa de: 6 % (p/v) y 14 % (p/v) y otro entre las fracciones 26 y 48 y concentraciones
de sacarosa de: 21 % (p/v) y 35 % (p/v). La expresion de AINHX5 en las fracciones 18 a
la 24 (15 % (p/v) al 20 % (p/v)) fue baja.

Para determinar la localizacion de las diferentes membranas vegetales en el
gradiente de sacarosa, se utilizaron anticuerpos contra marcadores proteicos
abundantes en los distintos sistemas membranales. La presencia del tonoplasto fue
detectada en la region media del gradiente de sacarosa mediante la proteina AfVam3,
con un peso de 33 kDa (Uemura, et al., 2002), entre las concentraciones de 22 % (p/v)
a 37 % (p/v) de sacarosa. La localizacion de la membrana plasmatica fue determinada
con la proteina McHKT1, intercambiador cationico con un peso de 56 kDa (Hua, et al.,
2003). Esta proteina mostré un pico de expresion en las ultimas fracciones del gradiente
de sacarosa que corresponden a concentraciones de 37 % (p/v) al 45 % (p/v) de
sacarosa. Otro tipo de membrana abundante es el reticulo endoplasmico cuya
distribucion se determino con la proteina McCRT, calreticulina de 57 kDa (Nelson et al.,
1997), Su expresion se detectd en todas las fracciones del gradiente sin un pico de
expresion definido. La proteina AfBP80 de 80 kDa (Jauh et al., 1999) es un marcador de
vesiculas de clatrina, aparato de Golgi y las vesiculas que trafican entre sus
compartimentos y estuvo presente en las primeras fracciones del gradiente entre las
concentraciones 6 % (p/v) al 15 % (p/v) de sacarosa.

Con la localizaciéon obtenida de los marcadores proteicos en el gradiente de
sacarosa y comparandolos con la localizacion de AMNHX5, podemos decir que la
expresion de AMNHX5 en la linea AINHX5::GFP1 no colocalizé especificamente con
alguno de los marcadores, ya que su nivel de expresion se mantuvo a lo largo del
gradiente. Por ello, es dificil determinar puntualmente en cual compartimiento celular se
localiza. Por otro lado, la separacién de las distintas endomembranas en el gradiente es
razonablemente buena, ya que no hay regiones en donde se mezclen el tonoplasto y la
membrana plasmatica. Aunque todas las fracciones del gradiente contienen membranas
provenientes del reticulo endoplasmico, lo cual es normal y esperado dadas las
concentraciones de magnesio empleadas en el medio de homogenizacion.
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9.2.1 Deteccion de AINHX5 en la fraccion microsomal de tejidos de plantas
completas de la linea transgénica AINHX5::GFP2 de Arabidopsis thaliana.

Con la finalidad de verificar el patréon de expresion de AINHX5 se realizaron los
mismos analisis de inmunodeteccion en la linea ANHX5::GFP2. Lo que se observo fue,
por un lado que la intensidad de la senal fue mas fuerte para esta linea transgénica vy,
por otro lado, el patron de distribucion de ANHX5 se vio ligeramente modificado. El
aumento en la intensidad de la senal puede ser reflejo de la existencia de un mayor
numero de copias de la proteina en esta linea. La localizacion de la senal de AINHX5
detectada a partir de la banda proteica de 80 kDa (figura 9.2.1) mostré dos picos
definidos. El primer pico en las fracciones menos densas del gradiente de sacarosa que
correspondieron a una concentracion de sacarosa del 6 % (p/v) al 10 % (p/v). El
segundo se distribuyé desde la region media del gradiente hasta las fracciones mas
concentradas de sacarosa (15 % (p/v) al 45 % (p/v)). En las fracciones comprendidas
entre la 12 y 16 se observd una ausencia de la banda de 80 kDa entre las
concentraciones 11 % (p/v) al 14 % (p/v) de sacarosa.

Se analizé la ubicacion de los marcadores proteicos para las distintas
endomembranas y se observo que el tonoplasto (AfVama3) tuvo una region de expresion
mas amplia que en AMNHX5::GFP1 entre las concentraciones de 15 % (p/v) al 44 %
(p/v) de sacarosa que corresponden a las fracciones de la 18 a la 60. La membrana
plasmatica (McHKT1) se expresé en las ultimas fracciones (42-60) con una
concentracion de 31 % (p/v) al 44 % (p/v) de sacarosa empalmandose con las
fracciones correspondientes al tonoplasto y su distribucion también aumento a lo largo
del gradiente comparado con AMNHX5:GFP1. Los marcadores para reticulo
endoplasmico y aparato de golgi (McCRT) y BP80 (AtBP80) respectivamente,
conservaron su distribucién a lo largo del gradiente en ambas lineas (figura 9.2 y 9.2.1).
En primera instancia, el primer pico de expresion de AMNHX5 parecié colocalizar con
ABP80 marcador del aparato de Golgi y vesiculas de clatrina, mientras que el segundo
pico de expresion se extiende en todo el gradiente sin colocalizar con algun marcador
en especifico.

Cuando se analizé la linea AINHX5::GFP3 se observé el mismo patron de
expresion que en AINHX5::GFP2. AINHX5 mantiene dos picos de expresion uno en las
regiones menos densas del gradiente y otro que abarca desde la region media hasta las
ultimas fracciones del gradiente. Por lo que respecta a los marcadores de
endomembranas, tanto el tonoplasto como la membrana plasmatica abarcan regiones
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mas amplias, indicando una posible maodificacion en la densidad de estas membranas
(figura 9.2.1.1).

Es probable que las membranas provenientes del aparato de golgi estuvieran
enriquecidas con ANHX5 debido a que el primer pico de expresion de las tres lineas
transgénicas (figuras 9.2, 9.2.1 y 9.2.1.1) colocalizé unicamente con este marcador
habiendo ausencia de otros tipos membranales en esta region. También es importante
remarcar que tanto el tonoplasto como la membrana plasmatica mostraron rangos de
expresion mas amplios en AINHX5::GFP2 y AINHX5::GFP3 comparados con el patron
obtenido para AINHX5::GFP1, afectandose la distribucion de estas membranas en el
gradiente de sacarosa.

9.3 Deteccion de AINHX5 en tejidos de plantas completas de Arabidopsis thaliana
tipo silvestre.

Para determinar si la construccion empleada para transformar las plantas de A.
thaliana estaba modificando las propiedades de las membranas de tonoplasto y la
membrana plasmatica y para verificar la localizacion de AfNHX5, por un lado, se aislé
tejido de plantas tipo silvestre de A. thaliana y, por otro lado, se obtuvo un anticuerpo
especifico para AINHX5.

El anticuerpo especifico para AMNHX5 se obtuvo mediante el disefio de un
péptido. Para ello, se tomd en cuenta que AtNHX5 es hasta 55 % idéntico a AINHX6
(Yokoi et al., 2002) y se alinearon las secuencias de aminoacidos predichas de AtNHX5
(numero de acceso AC005287) y AINHX6 (numero de acceso AC010793) usando el
programa Clustal X (Thompson, et al.,1994). Con este alineamiento se determind la
region en la cual se diseno el péptido con una secuencia:

ESD HQY VPP PFS DGA,

la cual se ubica en el extremo carboxilo de la proteina entre los aminoacidos 504 al 518
(figura 9.3). Esta regién no corresponde a ningun segmento transmembranal lo cual
facilita el reconocimiento del anticuerpo hacia la proteina, ya que el sitio se encuentra
expuesto hacia el exterior y, ademas la region resulta altamente antigénica ya que
posee un gran numero de aminoacidos cargados positivamente. Esto permitio sintetizar
un péptido especifico para generar un anticuerpo anti-AfNHX5 el cual se realizo por la
compania Pro-Sci Incorporated (Poway, CA).
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Figura 9.2. Expresion de AtNHX5 en la linea AtNHX5::GFP1 y su colocalizaciéon con
marcadores proteicos de las distintas endomembranas de A. thaliana. Analisis de western-
blot de las fracciones microsomales obtenidas de plantas completas crecidas en cultivos
hidropénicos. Deteccion inmunologica de: (arriba hacia abajo), AMINHX5::GFP (80 kD),
tonoplasto: AtVam3 (33kD), membrana plasmatica: McHKT1 (56 kD), reticulo endoplasmico:
McCRT calreticulina (57 kD) y aparato de golgi, vesiculas de clatrina: ABBP80 (80 kD).
Intensidad media de cada uno de los marcadores proteicos utilizados en la deteccién
inmunoldégica. Las membranas son representativas de al menos 3 experimentos
independientes.
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Figura 9.2.1 Expresion de AtNHX5 en la linea AtNHX5::GFP2 y colocalizacion con
marcadores proteicos de las distintas endomembranas de A. thaliana. Analisis de
western-blot de las fracciones microsomales obtenidas de plantas completas crecidas en
cultivos hidropénicos. Deteccion inmunoldgica de: (arriba hacia abajo), ANHX5::GFP (80
kD), tonoplasto: AtVam3 (33kD), membrana plasmatica: McHKT1 (56 kD), reticulo
endoplasmico: McCRT calreticulina (57 kD) y aparato de golgi, vesiculas de clatrina:
AMBP80 (80 kD). Intensidad media de cada uno de los marcadores proteicos utilizados en
la deteccion inmunologica. Las membranas son representativas de al menos 3
experimentos independientes.
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Figura 9.2.1.1 Expresion de AINHX5 en la linea AtNHX5::GFP3 y colocalizacion con
marcadores proteicos de las distintas endomembranas de A. thaliana. Anélisis de western-
blot de las fracciones microsomales obtenidas de plantas completas crecidas en cultivos
hidropénicos. Deteccién inmunoldgica de: (arriba hacia abajo), AINHX5:GFP (80 kD),
tonoplasto: AtVam3 (33kD), membrana plasmatica: McHKT1 (56 kD), reticulo endoplasmico:
McCRT calreticulina (57 kD) y aparato de golgi, vesiculas de clatrina: ABP80 (80 kD).
Intensidad media de cada uno de los marcadores proteicos utilizados en la deteccidn
inmunologica. Las membranas son representativas de al menos 3 experimentos
independientes.
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Alineamiento de la regién Carboxilo de proteinas Intercambiadoras N3 HVde 4. thaliana.
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Figura 9.3 Secuencia de aminoacidos de la region carboxilo de AINHX5, ANHX6
y AINHX6A. Se determiné la regién menos conservada entre estas secuencias y
que abarca del aminoacido 504 al 518.

Con el anticuerpo anti-NHX5, de manera interesante, se detectaron dos bandas
de proteinas, una con un peso de 50 kDa y otra de aproximadamente 45 kDa. La banda
de 50 kDa de AINHX5 mostré un patron de expresion ligeramente diferente al detectado
en las lineas transgénicas (figura 9.3.1). Se observd una ausencia de expresion de
AMNHX5 en las primeras fracciones del gradiente de sacarosa y comenzo a observarse
a partir de la sexta fraccion analizada con 11% (p/v) de sacarosa extendiéndose hasta
el final del gradiente. La expresion de la banda de 45 kDa y que denominamos AMNHX5-
45 solo se observo en 8 fracciones con una concentracion de 11% (p/v) a 21% (p/v) de
sacarosa.

La localizacion de la expresion de los marcadores para tonoplasto y membrana
plasmatica mostro diferencias con la de las lineas transgénicas. El tonoplasto abarcé de
la fraccion 14 (13 % (p/v) de sacarosa) hasta la fraccion 52 (39 % (p/v) de sacarosa), y
la membrana plasmatica conservo su distribucion en las ultimas fracciones del gradiente
de sacarosa entre 34 % (p/vV) y 45 % (p/v), similar al patrén observado en
AMNHX5::GFP1. El reticulo endoplasmico y aparato de golgi mantuvieron su patron de
expresion entre las lineas transgénicas y el tipo silvestre analizados.

Para observar la expresion endogena de AMNHX5 en las lineas transgénicas se
utilizd el anticuerpo anti-NHX5. De manera sorprendente, no fue posible obtener
ninguna senal a 50 kDa (peso esperado para AMNHX5), ademés tampoco fue posible
observar la construccion AINHX5::GFP en la region de los 80 kDa (peso esperado para
la fusion de AMNX5 y GFP), el anticuerpo no fue capaz de reconocer la construccion
(figura 9.3.2). Debido a lo anterior, no fue posible comparar los niveles de expresion del
transgen y la proteina nativa.
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Figura 9.3.1 Expresion de AtNHX5 en A. thaliana ecotipo Columbia y colocalizacion
con marcadores proteicos de las distintas endomembranas. Analisis de western-blot
de las fracciones microsomales de plantas completas crecidas en cultivos
hidropénicos. Deteccion inmunolégica de: (arriba hacia abajo), AINHX5::GFP (80
kD), tonoplasto: AtVam3 (33kD), membrana plasmatica: McHKT1 (56 kD), reticulo
endoplasmico: McCRT calreticulina (57 kD) y aparato de golgi, vesiculas de clatrina:
ABP80 (80 kD). Intensidad media de cada uno de los marcadores proteicos
utilizados en la deteccion inmunoldgica. Las membranas son representativas de al
menos 3 experimentos independientes.
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Figura 9.3.2 Inmunodeteccion en la linea AtNHX5::GFP3 utilizando el anticuerpo especifico
Anti-AtINHX5. Las membranas son representativas de tres experimentos independientes y de
AtNHX5::GFP1 y AtNHX5::GFP2.

9.3 Andlisis de la expresion de GFP en cultivo de células en suspension de la linea
transgénica AINHX5::GFP3 utilizando Microscopio confocal

9.4.1. Deteccion de la sehal de GFP en cultivo de células en suspension.

Utilizando cultivo de células en suspensiéon de A. thaliana obtenido a partir de
callos provenientes de la parte aérea de plantas AMNHX5::GFP3, se les elimind la
autofluorescencia mediante un tratamiento con Triton-X100 y se registré la senal de
GFP con un microscopio confocal (figura 9.4.1). Las células en suspension fueron
observadas con un objetivo de 40x y las imagenes obtenidas son cortes realizados
donde la senal de GFP fue observada en pequenos compartimentos (marcados con una
flecha delgada) o vesiculas dispersas en el citoplasma con un tamafo aproximado de 4
um. En las células puede verse claramente la vacuola central la cual esta senalada con
una flecha gruesa y el espacio citosélico donde son abundantes las vesiculas que
contienen la senal de AINHX5::GFP. Cabe resaltar que las células control no mostraron
autofluorescencia, por lo que la senal registrada correspondio a la sefial emitida por la
presencia de la proteina GFP. Ademas, los fenotipos tanto de las células de
AMNHX5::GFP3 y el tipo silvestre fueron similares. De este modo, la sobreexpresion de
la proteina no afecté la apariencia de las células de ninguna manera.

9.4.2 Analisis confocal de la colocalizacion de AtNHX5 con los marcadores de
endomembranas AtBP80 y AtPEP12.

Como se menciond en secciones anteriores, la sobreexpresion de AMNHX5 la
colocalizé6 con ABP80, ademas de que se modificd la densidad de las membranas y
parece que el patron de expresion detectado para la construccion AINHX5::GFP no
corresponde con la distribucion nativa de AMNHX5, decidimos realizar la
inmunolocalizacion en las células en suspensién utilizando los marcadores ABP80 y
AtPEP 12, Aparato de Golgi, vesiculas de clatrina y compartimentos prevacuolares,
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respectivamente. Estos marcadores fueron acoplados a anticuerpos secundarios
fluorescentes, Alexa Fluor-568 y se utilizaron de manera independiente colocalizando su
senal con la sefal de GFP en la construccion AINHX5::GFP3 como se describio en los
materiales y métodos (figura 9.4.2).

Las imagenes obtenidas, revelaron que no hay colocalizaciéon con ABP80 al
menos en la mayor parte de las vesiculas registradas con la senal de GFP. Se pudieron
observar pequenos puntos en color amarillo, signo de colocalizaciéon, y que
posiblemente revelan la presencia de AINHX5 y ABP80 juntos en estas vesiculas; sin
embargo la mayoria de la fluorescencia de GFP es distinta de la fluorescencia con
AMBP80. Por otro lado, con AIPEP12 (marcador de compartimentos prevacuolares), las
vesiculas no mostraron zonas en color amarillo, por lo que se descartd que AMNHX5
estuviera presente en compartimentos prevacuolares.

Contraste de Sefial de Sobreposicion de
fases GFP iImagenes

Celulas de
NHX5: GFFP3

Células de
HX5.:GFP3

Celulas tipo
silvestre

Figura 9.4.1 Analisis de fluorescencia de células en suspension de la linea
transgénica AtNNX5::GFP3 utilizando microscopio confocal. Las imagenes
obtenidas son cortes observados con el objetivo de 40x. En la superposicion de
imagenes, la imagen de contraste de fases se muestra en rojo y la sefal emitida
por GFP se ve en color verde. Las células tipo silvestre no muestran
autofluorescencia. Las imagenes son representativas de al menos cuatro
experimentos independientes. La flecha gruesa sefala la vacuola central y la
flecha delgada, las vesiculas que contienen a AINHX5::GFP
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fases Alexa 568 AINHX S :GFP3 de imagenes

Figura 9.4.2 Andlisis de doble marcaje con microscopio confocal en cultivo de
células en suspension de la linea AINHX5::GFP3. Las células fueron crecidas
durante 5 dias después de su traspaso a medio fresco de cultivo y fueron
marcadas con los anticuerpos primarios para ABP80 y AIPEP12 los cuales fueron
acoplados a un anticuerpo secundario fluorescente Alexa 568. En las imagenes de
sobreposicion, la senal de anti-AfPEP12 y anti-ABP80 es mostrada en verde, la
senal de GFP en rojo y la colocalizacion de ambas senales en amarillo. Las
imagenes son representativas de al menos 4 experimentos independientes. La
flecha sefala la vacuola central.
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9.5 Caracterizacion de la V-ATPasa y el intercambio Na'/H* en vesiculas
endomembranales provenientes de la interfase 0/12% de sacarosa aisladas de
hojas y raices de tipo silvestre y las lineas transgénicas AMNHX5::GFP1 y
AMNHX5::GFP2 de A. thaliana.

A partir de los resultados obtenidos en las inmunodetecciones de AINHX5::GFP
que indicaron que era posible aislar endomembranas las cuales contuvieran la proteina
AMNHX5 en fracciones de baja densidad y que ademds, mostraron no tener
contaminacion con membranas de compartimentos mayores, incluidos tonoplasto y
membrana plasmatica, donde se ha demostrado que existe actividad intercambiadora
Na'/H": AMNHX1 y AISOS1, respectivamente, nos did la oportunidad de medir la
actividad intercambiadora atribuida a AINHX5 y nos permitid comenzar a caracterizar la
selectividad y la cinética del transporte de esta proteina. Se aislaron vesiculas a partir
de un gradiente discontinuo de sacarosa. Las concentraciones de sacarosa se
establecieron con base a lo observado en las inmunodetecciones (figuras 9.2, 9.2.1 y
9.2.1.1), 12 % (p/v) de sacarosa fue la concentracion limite en la cual se observo el
primer pico de expresion para AINHX5 en las lineas transgénicas. La interfase entre 12
% (p/v) y 22 % (p/v) de sacarosa permite el aislamiento de vesiculas enriquecidas con
endomembranas de tonoplasto.

Para medir la activacion de la V-ATPasa o el intercambio Na’/H" en vesiculas
selladas, se utilizé el cambio en la fluorescencia dado por el colorante quinacrina, el
cual responde a cambios de pH ya que su protonacion y desprotonacion se monitoreo
como la tasa de disipacion o formacion de un gradiente de pH transmembranal
partiendo de un medio acido en el interior de la vesicula. Las tasas iniciales de la
disminucion de la fluorescencia (actividad de la V-ATPasa) o su recuperacion
(transporte de H* dependiente de Na*) fueron medidas a lo largo de un intervalo de 30 a
100 seg, respectivamente. Las tasas iniciales fueron calculadas usando la férmula:

Férmula 1.

[Fi- F] 60 1000

_0 F . o q t
(71— 7] leinx30mg Yo FF'min~ mg  proteina
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Donde F; and T; son la intensidad relativa inicial de fluorescencia y el tiempo
inmediatamente después de la adicion del ATP o del Na*, y F, and T, son la intensidad
relativa de fluorescencia y tiempo después de 30 o 100 seg (para la V-ATPasa y el
transporte H* dependiente de Na*, respectivamente).

Al analizar la actividad de la V-ATPasa en vesiculas aisladas de la interfase 0/12
% (p/v) de sacarosa de membranas microsomales de tejido proveniente de la parte
aérea, se observo que el genotipo silvestre tuvo una actividad 3 veces mas alta en la V-
ATPasa comparado con las lineas transgénicas AINHX5::GFP1 y AINHX5::GFP2 (figura
9.5.1.A, By C y 9.5.2). Cuando las plantas fueron tratadas con 100 mM de NaCl por 24
h, la actividad de la V-ATPasa en el tipo silvestre se redujo dos veces, de 338 % F mg™
proteina min™ a 168 % F mg™ proteina min™” (figura 9.6.2). En contraste, en las lineas
transgénicas no hubo diferencias significativas entre el control y el tratamiento salino
(figura 9.5.2).

En vesiculas de endomembranas de hojas aisladas de la interfase 0/12 % (p/v)
de sacarosa, la actividad intercambiadora Na'/H* fue mas elevada en el genotipo
silvestre (11 % F mg’' proteina min"') comparada con las dos lineas transgénicas (17 y
68 % F mg" proteina min"' para AINHX5::GFP1 y AMNHX5::GFP2, respectivamente;
figuras 9.5.1 A, By C y 9.5.2.B), similar a lo que se observé con la actividad de la V-
ATPasa (figura 9.5.2.A). La actividad intercambiadora Na*/H" para el genotipo silvestre
fue menor cuando las plantas fueron sometidas a un estrés salino previo (100 mM NaCl
por 24 h; figura 9.5.2.B). Contrario a ello, en las lineas transgénicas no hubo diferencias
significativas entre el control y el tratamiento con NaCl (figura 9.5.2.B).

La linea transgénica AINHX5::GFP2 mostré mayor actividad del intercambiador
Na'/H" cuando se comparé con la actividad en la linea transgénica AINHX5::GFP1 (68 y
17 % F mg"' proteina min”, respectivamente; figura 9.5.2.B). Esto pudiendo ser reflejo
de una expresion superior del gen y de una mayor cantidad de proteina en esta linea
(figura 9.5.2) mas no de una actividad mas alta de la proteina intercambiadora.

Reportes recientes han sugerido que el homdlogo de AMNHX5, LeNHX2 de
tomate es mas selectivo a K" que a Na* y exhibe una mayor tasa de intercambio K*/H*
que Na'/H'. LeNHX2 tiene una identidad de 50.2 % con AMNHX5 en la secuencia de
aminoacidos (Venema et al., 2003). Para estudiar la posibilidad de que el intercambio
Na‘*/H* medido en estas vesiculas de la interfase 0/12 % (p/v) de sacarosa del tipo
silvestre de A. thaliana proveniente de tejidos de hojas pudieran mediar el intercambio
K'/H", medimos la habilidad de recuperar la fluorescencia a través de la estimulacion
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con K", La figura 9.5.3 muestra el trazo original del transporte de K* dependiente de H*
en la presencia de 100 mM KCI. La tasa inicial de recuperacioén de la fluorescencia de la
quinacrina fue mas alta en la presencia de NaCl que con KCI (figuras 9.5.1.A y 9.5.3,
respectivamente).

Para determinar la distribucion a nivel de tejido de la actividad intercambiadora
Na’, K'/H" en endomembranas de la interfase 0/12% (p/v) de sacarosa de plantas tipo
silvestre, medimos la actividad en vesiculas aisladas de tejido de la raiz.

La actividad de la V-ATPasa fue 2.3 veces mas baja en la raiz comparada con
los valores obtenidos en las hojas (145 y 338 % F mg™ proteina min™, respectivamente;
figura 9.5.2.A). Al analizar la recuperacién de la fluorescencia por el movimiento de Na*
dependiente de H" (100 mM de NaCl), no se registrd6 ninguna recuperacion (figura
9.5.4.A).

Para determinar si el intercambiador Na'/H" presente en tejido de raiz muestra
selectividad para K", como fue observado en el tejido de hojas, probamos la habilidad
del K* (100 mM de KCI) para dirigir el flujo de protones en estas vesiculas aisladas. No
se detectd un flujo de protones dependientes de K" lo cual indicaria una actividad
intercambiadora K*/H" (figura 9.5.4.B). Sin embargo, se observé que la presencia del K*
causo una disminucion adicional de la fluorescencia, lo cual se puede interpretar como
una estimulacion de la actividad de la V-ATPasa por este cation.
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Figura 9.5.1 Caracterizacion del transporte de H" de la V-ATPasa y el
intercambio Na'/H® en vesiculas endomembranales aisladas de la
fraccion 0/12% de sacarosa de hojas de plantas de A. thaliana.
Vesiculas selladas de tipo silvestre (A), y las lineas transgénicas
AMNHX5::GFP1 (B) y AINHX5::GFP2 (C) de A. thaliana colectadas en
la interfase 0/12% (p/v) de sacarosa. La V-ATPasa fue activada por la
adicion de 3 mM de ATP observandose un decremento en la
fluorescencia. Después de alcanzar un nivel estable, se anadieron 100
mM de NaCl y el flujo de Na* dependiente de H* fue medido como la
recuperacion en la fluorescencia de la quinacrina. Se anadieron 2.5
mM de NH4ClI para colapsar el gradiente de pH como un control de la
medicion. La grafica es un registro original representativo de al menos
3 experimentos independientes. F, intensidad de la fluorescencia.
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Figura 9.5.2 Tasas iniciales de la actividad de transporte de protones de la V-
ATPasa (A) y el intercambiador Na’/H® (B) en vesiculas endomembranales
selladas pertenecientes a la fraccion 0/12% de sacarosa, aisladas de tejido de hoja
y raiz (tipo silvestre).

Las plantas silvestres de A. thaliana y las transgénicas AMNHX5:GFP1 vy
AMNHX5::GFP2 fueron cosechadas en condiciones sin o con tratamiento salino
(100 mM de NaCl por 24 h). Las tasas iniciales fueron calculadas después de los
primeros 30 s de la adicién del ATP y 100 s para el movimiento de Na’
dependiente de H'.
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Vesiculas de hojas de A.
thaliana tipo silvestre

Figura 9.5.3 Caracterizacion del transporte de H* de la V-ATPasa y el
intercambio de H' dependiente de K* en vesiculas endomembranales de
tejido de hojas de tipo silvestre de A. thaliana colectadas de la interfase
0/12% (p/v) de sacarosa

La V-ATPasa fue activada por la adicion de 3 mM de ATP observandose
un decremento en la fluorescencia. Después de alcanzar un nivel
estable, se anadieron 100 mM de KCl y el flujo de K" dependiente de H*
fue medido como la recuperacion en la fluorescencia de la quinacrina.
Se anadieron 2.5 mM de NH,CI para colapsar el gradiente de pH como
un control de la medicién. La grafica es un registro original
representativo de al menos 3 experimentos independientes. F,
intensidad de la fluorescencia.
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Vesiculas de raiz de A.
thaliana tipo silvestre

Figura 9.5.4 Caracterizacion del transporte de H" de la V-ATPasa y el
intercambio Na'/H™ y K'/H® en vesiculas endomembranales de la raiz
colectadas de la interfase 0/12% (p/v) de sacarosa de A. thaliana tipo
silvestre. La V-ATPasa fue activada por la adicion de 3 mM de ATP y se
observé un decremento en la fluorescencia de la quinacrina. Después de
alcanzar un nivel estable se anadieron 100 mM de NaCl (A) y/o 100 mM
de KCI (B), el flujo de Na'/K" dependiente de H' fue medido como la
recuperacion en la fluorescencia de la quinacrina. Se afadieron 2.5 mM de
NH,CI para colapsar el gradiente de pH como un control de la medicion.
Las graficas son registros originales representativas de al menos 3
experimentos independientes. F, intensidad de la fluorescencia.
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9.5.1.1 Analisis cinético del flujo de Na* y K dependiente de H" en vesiculas de
endomembranas aisladas de la interfase 0/12 % (p/v) de sacarosa de tejido de hoja de
la linea transgénica ANHX5::GFP1 de A. thaliana.

Para determinar si fue mas alta la afinidad de transporte para Na“ que con K* de
la actividad intercambiadora cation/H™ medida en las vesiculas de hojas aisladas de la
interfase 0/12 % (p/v), fue necesario calcular la cinética de la reaccién del intercambio
para determinar los valores de K,,. Las tasas iniciales de intercambio cation/H™ fueron
medidas con un incremento en la concentracion del cation (10 mM hasta 200 mM de
NaCl o KCI). Los analisis cinéticos fueron calculados aplicando la ecuacién de
Michaelis-Menten (férmula 2). Las graficas de los datos en las figuras 9.5.1.1.A y
9.5.1.1.B fueron realizadas usando el programa Origin V.5 (Microcal, USA).

Formula 2: Ecuacion de Michaelis-Menten:

N

YT Kt [S

] X Vmax

Donde:
v= velocidad incial, [S]= concentracion del sustrato, K= concentracion del sustrato a la
que se alcanza la velocidad media y Vma.= velocidad maxima de la reaccion.

De estos analisis se calculd la K, para Na" que fue igual a 61.5 + 20.7 mM en
vesiculas endomembranales de la fraccion 0/12 % (p/v) de sacarosa en la linea
transgénica AMNHX5::GFP1 (figura 9.5.5 A). Cuando se usd K* como sustrato, la K,
calculada para este cation fue de 16.15 + 1.6 mM (figura 9.5.5 B).

9.6 Caracterizacion de la actividad intercambiadora Na‘/H* en vesiculas
endomembranales aisladas de la fraccion 12/22 % (p/v) de sacarosa en plantas
tipo silvestre de A. thaliana y plantas transformadas AMNHX5::GFP1 y
AtNHX5::GFP2.

La actividad intercambiadora Na*/H" atribuida a la expresion de AINHX1 ha sido
reportada en tonoplasto de A. thaliana (Apse et al., 1999). AfNHX1 muestra una

homologia del 20 % con AfNHX5 y ha sido el miembro de la familia NHX mas estudiado
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hasta la fecha (Yokoi et al., 2002). La actividad intercambiadora Na*/H" en vesiculas
endomembranales de la interfase 12/22 % (p/v) de sacarosa puede ser atribuida al
tonoplasto (figuras 9.6.1 y 9.6.3.A y B), lo cual nos permiti6 comparar la actividad
intercambiadora medida en las vesiculas aisladas de la fraccion 0/12 % (p/v) y
podriamos determinar las diferencias en cuanto a la funcién entre estas dos fracciones.

v 3344 £453

T

K, 61.49+2073

V(%Fluorescencia mg” proteina min™)

29.40 +0.72
16.15 + 1.58

V(%Fluorescencia mg” proteina min”)

Figura 9.5.5 Anadlisis cinético del Intercambio cation/H" en vesiculas
endomembranales de la interfase 0/12% (p/v) de sacarosa en la linea
transgénica AtINHX5::GFP1 de tejido de hoja.

Intercambio Na'/H" (A) y K'/H" (B) fueron medidos en la presencia de un
incremento en las concentraciones de NaCl y KCI (10 a 200 mM).El anélisis se
llevé acabo usando el programa Origin V.5 (Microcal, USA) ajustandolos al
modelo Michaelis-Menten.
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La actividad de transporte de protones de la V-ATPasa en el tonoplasto de
plantas tipo silvestre fue alta comparada con las lineas transgénicas; 111 % F mg’
proteina min™', comparada con 31 y 78 % F mg"' proteina min' en las lineas
transgénicas AINHX5::GFP1 y AINHX5::GFP2, respectivamente (figura 9.6.2). Esto fue
similar a lo observado para la actividad de la V-ATPasa medida en vesiculas de la
fraccion 0/12 % (p/v) de sacarosa. De manera interesante, la actividad de la bomba se
incrementé aproximadamente 4 veces en el tipo silvestre 473 % F mg'proteina min™,
cuando las plantas fueron sometidas a estrés salino (100 mM de NaCl por 24 h),
contrario a lo observado en la fraccion 0/12 %, donde la actividad de la V-ATPasa fue
reducida por el tratamiento salino. Esto indica una diferencia entre la regulacion de la V-
ATPasa en el tonoplasto y en las vesiculas aisladas de la interfase 0/12 % (p/v) de
sacarosa, sugiriendo, ademas un origen distinto en estos dos tipos de vesiculas. La
actividad de la V-ATPasa en las lineas transgénicas no mostraron cambios significativos
como resultado del tratamiento con NaCl (figura 9.6.2).

Por lo que respecta a la actividad intercambiadora Na*/H" caracterizada en la
fraccion 12/22 % (p/v) de sacarosa para las plantas silvestres y las lineas transgénicas
fueron similares, en contraste a lo observado en la actividad medida en las vesiculas de
la interfase 0/12 % (p/v) de sacarosa. El crecimiento de las plantas en 100 mM de NaCl,
previo al aislamiento de las membranas no tuvo efectos significativos sobre dicha
actividad (figura 9.6.3 y 9.6.4).

Como se mencioné anteriormente, se ha demostrado que las proteinas
intercambiadoras tipo NHX pueden mover Na* y K™ acoplado al movimiento de protones
(Venema et al.,, 2002). Algunas evidencias sugieren que AMNHX1 (presente en
tonoplasto) también podria transportar K* (Gaxiola et al., 1999). Por ello, también se
monitoreo el intercambio utilizando K™ en vesiculas aisladas de la interfase 12/22 %
(p/v) de sacarosa tanto en plantas tipo silvestre (figura 9.6.5) como en la linea
transgénica AINHX5::GFP1 (figura 9.6.6).
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Vesiculas de hojas de
A. thaliana tipo
silvestre

P

Figura 9.6.1 Caracterizacion del transporte de H' de la V-ATPasa y el intercambio
Na'/H" en vesiculas endomembranales de tejido de hojas colectadas de Ia
interfase 12/22% (p/v) de sacarosa.

La V-ATPasa fue activada por la adicion de 3 mM de ATP y se observo un
decremento de la fluorescencia de la quinacrina. Después de alcanzar un nivel
estable se anadieron 200 mM de NaCl el flujo de Na* dependiente de H™ fue
medido como la recuperacion en la fluorescencia de la quinacrina. Se anadieron
2.5 mM de NH,Cl para colapsar el gradiente de pH como un control de la
medicion. Las graficas son registros originales representativas de al menos 3
experimentos independientes. F, intensidad de la fluorescencia.
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Actividad de V-ATPasa sin tratamiento salino
con tratamiento salino

=
£
(4
=
o}
o
o
.
o
‘o
E
©
(4]
7}
[$]
w
o
(o]
=
i
32

Tipo AINHX5::GFP1 AMNHX5::GFP2 Tipo
silvestre silvestre
(hojas) (raiz)

Figura 9.6.2. Tasas iniciales de la actividad de transporte de protones de la V-ATPasa
en vesiculas endomembranales pertenecientes a la interfase 12/22% (p/v) de sacarosa
aisladas de tejido de hojas y raiz (tipo silvestre).

Las plantas silvestres de A. thaliana y las transgénicas AMNHX5::GFP1 vy
AMNHX5::GFP2 fueron cosechadas en condiciones sin y con tratamiento salino (100
mM NaCl por 24 h). Las tasas iniciales fueron calculadas en los primeros 30 s después
de la adicién de ATP.

Lo que se observd es que existe movimiento de iones K" a través de la
membrana de las vesiculas probadas y que los niveles de intercambio K'/H* en plantas
tipo silvestre fueron similares a los de AINHX5::GFP1 cuando se estimulé con 100 mM
de KCI (16 % y 17 % F mg'proteina min™', respectivamente; figura 9.6.6). Sin embargo,
la tasa inicial es mucho mas baja que la observada en la presencia de 100 mM de NaCl
(figuras 9.6.4 y 9.6.6). Esto en contraste con lo observado en las vesiculas de la
interfase 0/12 % (p/v) de sacarosa donde la actividad de intercambio fue mayor para

iones Na* que para iones K'.
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Figura 9.6.3 Caracterizacion del transporte de H" de la V-ATPasa
y el intercambio Na'/H en vesiculas endomembranales de tejido
de hojas colectadas de la interfase 12/22% (p/v) de sacarosa.
Lineas transgénicas ANHX5::GFP1 (A) y ANHX5::GFP2 (B) de A.
thaliana. La V-ATPasa fue activada por la adicion de 3 mM de ATP
y se observé un decremento de la fluorescencia de la quinacrina.
Después de alcanzar un nivel estable se afadieron 200 mM de
NaCl, el flujo de Na" dependiente de H* fue medido como la
recuperacion en la fluorescencia de la quinacrina. Se anadieron
2.5 mM de NH.Cl para colapsar el gradiente de pH como un
control de la medicién. Las graficas son registros originales
representativas de al menos 3 experimentos independientes. F,
intensidad de la fluorescencia.
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Actividad Intercambiadora Na'/H" 12/22
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Figura 9.6.4 Tasas iniciales del transporte de Na® dependiente de H" en
vesiculas pertenecientes a la fraccion 12/22% (p/v) de sacarosa aisladas de
tejido de hoja.

Las plantas silvestres de A. thalliana y las transgénicas AINHX5::GFP1 y
AMNHX5::GFP2 fueron cosechadas en condiciones sin y con tratamiento
salino (100 mM de NaCl por 24 h) previo a la cosecha del tejido. Las tasas
iniciales fueron calculadas a los 100 s después de la adiciéon de Na’. Los
valores son promedio de tres experimentos independientes + S.E.

Vesiculas de hojas
tipo silvestre de A.
thaliana

Figura 9.6.5 Caracterizacion del transporte de H' de la \-ATPasa y
el intercambio K'/H" en vesiculas endomembranales de tejido de
hojas colectadas de la interfase 12/22% (p/v) de sacarosa.

La V-ATPasa fue activada por la adiciéon de 3 mM de ATP y se
observd un decremento de la fluorescencia de la quinacrina.
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Después de alcanzar un nivel estable se anadié 100 mM de KCI, el
flujo de K* dependiente de H' fue medido como la recuperacién en la
fluorescencia de la quinacrina. Se anadieron 2.5 mM de NH,CI para
colapsar el gradiente de pH como un control de la medicion. Las
graficas son registros originales representativas de al menos 3
experimentos independientes. F, intensidad de la fluorescencia.

Intercambio K'/H*
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Tipo silvestre AMINHX5::GFP1

Figura 9.6.6 Tasas iniciales del transporte de K dependiente de H" en
vesiculas pertenecientes a la fraccion 12/22% (p/v) de sacarosa aisladas
de tejido de hoja.

Las plantas silvestres de A. thalliana y la linea transgénica AINHX5::GFP1
fueron cosechadas en condiciones sin tratamiento salino. Las tasas
inciales fueron calculadas a los 100 s después de la adicion de K'. Los
valores son significativos + S.E. de tres experimentos independientes.

Para determinar la distribucion a nivel de tejido de la actividad intercambiadora
Na‘'/H* en endomembranas colectadas en la interfase 12/22 % (p/v) de sacarosa de
plantas tipo silvestre, medimos la actividad en vesiculas aisladas de tejido de la raiz.

La actividad de la V-ATPasa en la raiz fue muy similar a lo que se midié en tejido
proveniente de la hoja (117 y 111 % F mg" proteina min”, respectivamente, figura
9.6.2) Esto en contraste con la actividad medida en las vesiculas colectadas de la
fraccion 0/12 % donde la actividad en las raices fue mucho mas baja que en los tejidos
de las hojas (figura 9.5.2). Por lo respecta a la actividad intercambiadora cation/H", lo
que se observo fue un comportamiento similar al obtenido en la fraccion 0/12 % de
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sacarosa, donde el Na* no estimuld la recuperacion de la fluorescencia y, el K" generé
una disminucion en la fluorescencia producto del posible estimulo de la actividad de la
V-ATPasa.

9.7 Expresion de AtNHX5 en plantas de A. thaliana sujetas a diferentes tipos de
estrés.

9.7.1 Expresion de AtNHX5 en condiciones de estrés salino ocasionado por
NacCl.

Como se ha reportado a nivel de transcrito AtNHX5 responde de manera

especifica al estrés salino (Yokoi et al.,, 2002). Para confirmar estas observaciones,
sometimos a plantas de A. thaliana tipo silvestre de cinco semanas de edad a estrés
salino en cultivos hidropénicos con 0.5x de solucion de Hoagland’s y 25 mM, 50 mM, 75
mM, 100 mM y 150 mM de NaCl por un periodo de 24 h. Posteriormente, mediante RT-
PCR analizamos la expresion de AtNHX5 (figura 9.7.1). Los niveles de expresion de
AtNHX5 bajo las diferentes concentraciones de NaCl variaron. El nivel de expresion fue
analizado mediante densidad oOptica con el programa Image-Pro Plus (Silver Sring, MD
20910, USA). AtNHX5 aumenta su expresion en un orden de 2 veces, con respecto al
control, a partir de 25 mM de NaCl, 2.3 veces a 50 mM, 1.3 veces a 75 mM de NaCl.
Posteriormente, estos niveles disminuyeron considerablemente por debajo del control
0.3 veces a 100 mM y 2.3 veces a 150 mM. Fenotipicamente, las plantas mostraron
pérdida de turgencia en la parte aérea a partir de los 100 mM y 150 mM de NacCl.
Debido a que las plantas comenzaron a mostrar signos de muerte celular en las
concentraciones de 100 mM y 150 mM de NaCl se descarto que la disminucion de los
niveles de expresion de AMNHX5 fuera consecuencia de este proceso, mediante el
analisis de la expresion del gen constitutivo APT1: adenosina fosforibosiltransferasa de
478 pares de bases. Sus niveles de expresion se mantuvieron estables aun durante el
tratamiento con 100 mM y 150 mM de NaCl.
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Figura 9.7.1 Induccion de la expresion de AtNHX5 por estrés salino
(NacCl).

Mediante analisis de RT-PCR se obtuvo la acumulacion de AtINHX5
bajo diferentes concentraciones de NaCl. Se observé AINHX5 como
un fragmento de 1100 pb. Se utilizé como control de amplificacion el
gen de la adenosina fosforibosiltransferasa (APT71) con un peso de
478 pb. Carril 1, marcador de peso molecular. El aumento
observado en el transcrito corresponde a: 2x a 25 mM, 2.3x a 50
mM, 1.3x a 75 mM, y un decremento de 0.3x a 100 mM y 2.3x a 150
mM de NaCl

9.7.2 Expresion de AtNHX5 en condiciones de estrés ocasionado por Potasio.

Debido a que se postuld que a nivel de secuencia de aminoacidos AMNHX5 es
altamente homologo a LeNHX2 (mas del 50 %), (Venema et al., 2003) y debido a que
este transportador en tomate fue caracterizado como un intercambiador K*/H,
decidimos observar la expresion de AtNHX5 en estrés ocasionado por un exceso de K*
en el medio. Al igual que el estrés por NaCl, las plantas de A. thaliana tipo silvestre de
cinco semanas de edad fueron sometidas a estrés por K durante 24 h de exposicion en
cultivos hidroponicos con 0.5x de solucion de Hoagland’s sin K" (figura 9.7.2). En la
solucion del cultivo hidroponico se anadié KNO; para obtener las concentraciones en un
gradiente que fue de 56 mM, 25 mM, 50 mM, 75 mM, 100 mM a 150 mM. Lo que se
observo es que, de la misma manera que en el estrés por NaCl, AtNHX5 aumento su
expresion cuando las concentraciones de K' se elevaron. Cuando las plantas se
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expusieron a 5 mM de KNO; el nivel de transcrito aumentd hasta 8 veces en
comparacion con el control y 14 veces a 25 mM de KNOs. A partir de esta concentracion
comenzd una disminucion pero el nivel de expresion se mantuvo por arriba del control.
A 50 mM aumenté 10 veces, 9 veces a 75 mM, 5 veces a 100 mM, y 4 veces a 150 mM
de KNO;. Asi, la apariencia de las plantas después de las 24 h de tratamiento con KNO;
fue similar a la observada con NaCl, pérdida de turgencia a partir de los 100 mM de
KNO;. APT1 fue utilizado como control de carga descartando con ello la amplificacion
inespecifica de los genes debido a la muerte celular ocasionada por las condiciones de
estrés. A diferencia de lo observado con NaCl, la expresion de AtNHX5 se mantuvo
considerablemente elevada en la condicién con mayor concentracion de KNO;. Con
estos resultados fue posible decir que, al menos, a nivel de transcrito, AtNHX5 responde
a condiciones de estrés ocasionado tanto por NaCl como por KNOs.
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Figura 9.7.2 Induccion de la expresion de AtNHXS por estrés con K"

Mediante analisis de RT-PCR se obtuvo la acumulacion de AtNHX5 bajo
diferentes concentraciones de KNOs. Se analizd la acumulacion de AiNHX5
obteniéndose un fragmento de 1100 pb. Se utilizd como control de carga la
adenosina fosforibosiltransferasa (APT1) con un peso de 478 pb. Carril 1,
marcador de peso molecular. Los aumentos en el nivel de transcrito
corresponden a: 8x a 5 mM, 14x a 25 mM, 10x a 50 mM, 9x a 75 mM, 5x a 100
mM y 4x a 150 mM de KNOa.
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10. DISCUSION

En diferentes estudios se ha propuesto que la actividad intercambiadora Na*/H*
es uno de los mecanismos que participan en el proceso de destoxificacion celular
cuando las concentraciones de Na* se elevan en el citoplasma (> 10 mM de NaCl;
Blumwald, et al., 2000). La actividad intercambiadora ha sido localizada en membrana
plasmatica donde promueve la salida de Na* hacia el espacio extracelular (Qiu et al.,
2003) y, en tonoplasto participa en el secuestro de este cation hacia el interior vacuolar
(Gaxiola et al., 1999 y Apse et al., 1999). Ambos mecanismos reducen el efecto toxico
del Na* en el citoplasma.

Las proteinas encargadas de este proceso se han agrupado en una familia
conocida como Intercambiadores Na'/H": NHX (Na*'/H" exchangers). En Arabidopsis
thaliana se han identificado al menos 18 genes que podrian codificar para estas
proteinas; sin embargo, hasta la fecha solo se han caracterizado parcialmente 7 (Yokoi
et al., 2002; Aharon et al., 2003). Los genes mas estudiados hasta la fecha son AINHX1
y AtSOS1 (AINHX7). AINHX1 se localiza en compartimentos prevacuolares de levadura
(Gaxiola et al., 1999) y en el tonoplasto de las células de hojas de A. thaliana (Apse et
al., 1999) y se ha propuesto que tanto la localizacion como el incremento de la actividad
intercambiadora es de vital importancia para que una planta tolere altas
concentraciones salinas (200 mM de NaCl; Apse et al., 1999). Por otro lado, AtSOS1
presente en membrana plasmatica representa; tal vez, el mecanismo primario de salida
de iones Na* debido a su localizacién (Qiu et al., 2003), ademas parece responder de
manera especifica a los efectos idnicos provocados por el estrés salino (Shi et al.,
2000). Se ha demostrado que la regulacién de la actividad intercambiadora puede estar
dada por diversos estimulos como el NaCl, ABA y sorbitol sugiriendo que la respuesta
de esta actividad puede ser debida a los efectos osmaéticos causados por el NaCl mas
que por sus efectos idnicos (Yokoi et al., 2002).

Dentro de la familia de intercambiadores NHX existen miembros que responden
de manera especifica al estrés salino, como AMNHX5 (Yokoi et al., 2002). Poco se
conoce acerca de este miembro. Filogenéticamente, AINHX5 se encuentra en un
subgrupo distinto de AINHX1 y AfSOS1 y es posible que la diferencia en la secuencia
de aminodacidos determine las diferencias en sus propiedades funcionales y en su
localizacion intracelular. Debido a lo anterior fue interesante determinar la localizacion
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de la proteina AINHX5 a nivel microsomal y caracterizar su actividad intercambiadora
para conocer su posible papel en la tolerancia al estrés salino.

Mediante el empleo de anticuerpos anti-GFP se determiné la localizacion de
AMNHX5 en lineas transgénicas que poseen la fusion de AMNHX5:GFP. Lo que
obtuvimos de estos analisis fue que AINHX5::GFP se distribuye en todo el gradiente de
sacarosa y no colocalizd especificamente con ninguno de los picos de expresion de los
marcadores proteicos empleados. En AINHX5::GFP2 y AINHX5::GFP3 se observo un
primer pico en las regiones menos densas del gradiente de sacarosa que colocalizé con
el marcador ABP80 especifico del aparato de Golgi y vesiculas de clatrina.

Debido a que la fusion de AINHX5 con GFP estuvo dirigida por el promotor 35S,
es posible que la sobreexpresion de AINHX5 permita su almacenamiento en vesiculas
como las de clatrina para su transporte hacia organelos intracelulares o dirigida hacia la
membrana plasmatica para su exocitosis debido al exceso en su sintesis. Se ha
observado, que la sobreexpresién de cualquier proteina pueda tener consecuencias
como son: una sobre acumulacion en otros compartimentos celulares, como golgi,
reticulo endoplasmico, tonoplasto o el lumen vacuolar e inclusive la activacion de la
maquinaria de secrecion podria excretar el exceso de proteina, como fue observado por
Cross et al. (1999) cuando sobreexpresaron la proteina calreticulina en células de
tabaco.

Por otro lado, el segundo pico de expresién en AINHX5::GFP2 y AINHX5::GFP3
no colocalizod con ninguno de los marcadores proteicos utilizados desde la region media
del gradiente (15 % de sacarosa) hasta las fracciones mas densas del gradiente de
sacarosa (45 % de sacarosa). Aunado a esto, se observd que en toda esta region del
gradiente, ademas de la presencia de AMNHX5, encontramos membranas de tres
diferentes origenes: tonoplasto, membrana plasmatica y reticulo endoplasmico (figuras
9.2.1 y 9.2.1.1). Con esto, es dificil determinar zonas en las que s6lo haya un tipo de
membrana donde sea factible su aislamiento y en donde se verifique si ésta se
encuentra enriquecida con la proteina AMNHX5. Estos resultados evidencian las
limitaciones de la separacion de membranas mediante métodos tradicionales como los
gradientes de densidad de sacarosa. Debido a que el factor de separacion es la
densidad es posible que muchas fracciones endomembranales posean densidades
similares, lo que puede provocar un sobrelapamiento en una amplia extension del
gradiente. Técnicas recientes como la Electroforesis de flujo libre, en la cual las
membranas, en su estado nativo, pueden ser separadas dependiendo de su carga neta,
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en un campo eléctrico, ayudaria a resolver estos problemas inherentes (Maurel, et al.,
1997).

En las lineas transgénicas ANHX5::GFP2 y AINHX5::GFP3 el tonoplasto se
distribuyd hacia las regiones mas densas del 15 % al 44 % en el gradiente de sacarosa;
mientras que en el tipo silvestre abarco regiones menos concentradas (del 11 % al 39 %
de sacarosa). Este cambio en el patrén de distribucion del tonoplasto podria deberse a
cambios en la densidad de la membrana. Esto provocado, posiblemente, por la
sobreexpresion de la construccion AINHX5::GFP, dirigida por el promotor 35S-CaMV.

Por otro lado, la membrana plasmatica mostré un ligero desplazamiento hacia
zonas menos concentradas del gradiente de sacarosa (25 % al 45 %), esto en las lineas
AMNHX5:GFP2 y AINHX5::GFP3, traslapandose con las regiones donde se detecto el
tonoplasto. Esto apoya la hipotesis de que la sobreexpresion de las proteinas afecta la
densidad de las membranas, modificando el rango de expresiéon y, por lo tanto,
aumentando el numero de fracciones en las cuales se detectaron el tonoplasto y la
membrana plasmatica. La localizacion endogena de AINHX5 puede ser malinterpretada
debido a los resultados obtenidos con la construccion AINHX5::GFP. Es posible que el
patron de distribucion nativo de la proteina AMNHX5 esté alterado tanto por la
sobreexpresion como por la fusion con GFP. Reportes de la deslocalizacion y el mal
plegamiento de proteinas fusionadas con GFP o los efectos de estos eventos sobre la
naturaleza de las proteinas, raramente son publicados en la literatura, por lo que es
dificil asegurar con que frecuencia se presentan este tipos de artefactos.

Para evitar estos problemas intrinsecos atribuidos al uso de proteinas
fusionadas a proteinas reporteras como GFP para su localizacion y, ademas para evitar
los efectos atribuidos a la sobreexpresion de la proteina debido al promotor usado,
optamos por emplear endomembranas aisladas de tejidos provenientes del tipo silvestre
de A. thaliana para la deteccion de AINHX5 en condiciones enddgenas utilizando el
anticuerpo especifico anti-AINHX5-péptido.

Con el empleo del anticuerpo anti-péptido detectamos un gran pico de expresion
de AMNHX5 a través del gradiente del 11 % al 45 % de sacarosa (figura 9.4.1), similar al
patron de expresion en las lineas transgénicas. Las endomembranas en esta region
correspondieron a tonoplasto, membrana plasmatica y reticulo endoplasmico. Sin
embargo, a diferencia de las lineas transgénicas, la proteina AINHX5 no fue detectada
en las fracciones menos densas del gradiente que corresponden con el primer pico de
deteccion de la construccion NHX5::GFP en las lineas transgénicas y la endomembrana
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que mostré expresion en esta region fue ABP80, el marcador para vesiculas del
aparato de Golgi y vesiculas de clatrina. Esto indicé que en condiciones endégenas la
proteina AMNHX5 no colocaliza con estos compartimentos, lo cual contrasta con la
colocalizacion de LeNHX2 en tomate, presente en aparato de Golgi, con el cual
comparte 50.2 % de identidad con AINHX5 (Venema et al., 2003).

Ademas, se observé que el anticuerpo anti-péptido también detecté una banda
proteica de 45 kDa en las fracciones de endomembranas del tipo silvestre a diferencia
del patrén observado en la deteccién de la fusion AINHX5::GFP. La banda presente en
las fracciones de 11 % al 21 % de sacarosa corresponde al tonoplasto; por ello creemos
que esta proteina de 45 kDa podria ser abundante en la vacuola. Debido a que no
existen muchas evidencias que sugieran el posible origen de esta banda, uno puede ser
resultado de procesos proteoliticos de la banda de 50 kDa o debido a que algunas
proteinas intercambiadoras son ubiquitinadas (Padan et al., 2001), esta banda podria
corresponder a una ausencia de ubiquitinacion y, ademas, se esté almacenando en la
vacuola. Sin embargo, no se descarta que sea derivado de una reaccion no especifica
del anticuerpo; por ello, se requiere trabajo adicional para identificar el origen
bioquimico de esta proteina de 45 kDa.

Una manera de comparar y comprobar las diferencias en el patron de expresion
de AMINHX5, de manera directa, fue probando el anticuerpo anti-péptido en las lineas
transgénicas. De manera sorprendente, no encontramos la banda de 80 kDa, producto
de la fusion de ANHX5 con la proteina GFP debido, posiblemente, a que la presencia
de GFP interfiere con el reconocimiento del anticuerpo, ya que la region en la cual se
disend el péptido corresponde a los ultimos aminoacidos del carboxilo terminal (figura
9.4.2). Por otro lado, la proteina endogena, AINHX5, tampoco fue reconocida por el anti-
péptido en las endomembranas aisladas de las lineas transgénicas; debido,
probablemente a que la sobreexpresion de la proteina fusionada a GFP en estas lineas
haya suprimido la sintesis de la proteina endégena

Los resultados obtenidos con el microscopio confocal mostraron la fluorescencia
atribuida a la proteina GFP claramente visible en pequefias y definidas vesiculas
dispersas en el citoplasma de células en suspensién derivadas de plantas transgénicas
AMNHX5::GFP de A. thaliana con un tamano, aproximado de 4 um (figura 9.4.1). Esto
sugirié el encontrarla en vesiculas pertenecientes al aparato de Golgi o de clatrina
corroborando la colocalizacion con AfBP80 obtenida con la inmunodeteccion de GFP.
Sin embargo, la senal obtenida de GFP y de ABP80 acoplado a Alexa-Fluor 568 sdlo
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dio pequenas zonas de colocalizacion con la mayoria de la fluorescencia de GFP
localizada en compartimentos vesiculares distintos (figura 9.4.2). Debido al tamano de
las vesiculas se descarté que la fluorescencia fuera producto de la membrana
plasmatica, tonoplasto o compartimentos mayores como la mitocondria o proplastidos.
Estos resultados sugieren que la localizacion de la fusion NHX5::GFP parece ser
especifica y no se puede atribuir a una deslocalizacion general ni a un sobre
almacenamiento hacia otros tipos membranales. El sistema de endomembranas en
plantas es complejo y extenso. Debido a que el origen de muchos compartimentos
vesiculares no ha sido claramente identificado y que los marcadores proteicos de los
diferentes compartimentos aun no estan disponibles (Bethke and Jones, 2000), es
posible que el compartimiento vesicular donde se encuentra AINHX5 no identificado
tenga un amplio rango de densidad y que esto explicara el por qué aparece en todo el
gradiente de sacarosa detectado en los western blots.

Las diferencias entre la localizacion inespecifica de la proteina fusionada en los
western blots y la localizacion especifica de la misma obtenida con el microscopio
confocal, podrian deberse al estado de plegamiento de la proteina GFP. Es decir,
mientras que algunas de las proteinas AINHX5::GFP estan correctamente plegadas y
funcionales, dando como resultado la actividad fluorescente de GFP, una gran
proporcion de estas proteinas fusionadas no lo esta debido a un mal plegamiento de la
GFP, lo que resulta en la pérdida de la fluorescencia y bajo el microscopio confocal esta
poblacion no es visualizada, como fue observado por Tanudji et al. (2002) donde la
ausencia de fluorescencia fue debida a un mal plegamiento de la proteina GFP. Sin
embargo, cuando la proteina fusionada es detectada usando anticuerpos anti-GFP, el
epitope es accesible y la poblaciéon que detectamos contiene tanto proteinas
correctamente plegadas y funcionales como aquellas que no lo estan.

Algunos intentos por determinar el compartimiento celular en el cual se
encuentra AINHX5 fue la realizaciéon de cortes de tejido proveniente tanto de la parte
aérea como de la raiz para microscopia electronica donde se utilizd la resina
metacrilato; sin embargo, esta técnica no fue exitosa debido a que la fijacion de los
cortes no fue adecuada, lo que ocasiond la pérdida total de las muestras de tejido. Por
ello, a pesar de haber utilizado los marcadores mas representativos y abundantes de las
fracciones endomembranales, no fue posible determinar certeramente el
compartimiento en el cual es abundante AINHX5 en condiciones nativas ya que en
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condiciones sobreexpresoras y fusionada a GFP parece estar presente en vesiculas del
aparato de Golgi y/o vesiculas de clatrina.

Otro de los objetivos de este trabajo fue la caracterizacion de la actividad
intercambiadora catién/H™ de AINHX5. Considerando que el primer pico de expresion
del transgen AMNHX5::GFP estuvo en las regiones menos densas del gradiente de
sacarosa libre de contaminacion de otras endomembranas, incluyendo membrana
plasmatica y tonoplasto; se aislé esta fraccion para la realizacion de los ensayos de
actividad. Ademas, nos permiti6 medir el intercambio cation/H* de AMNHX5 en la
ausencia de AMNHX1 y AfSOS1 intercambiadores de tonoplasto y membrana
plasmatica, respectivamente.

La actividad de transporte de H* dependiente de Na“ en endomembranas de la
interfase 0/12 % de sacarosa mostraron una cinética de tipo Michaelis-Menten. El
movimiento de Na®™ mostro una K, de 61.49 mM, el cual refleja una baja capacidad de
transporte de Na" con respecto a otros intercambiadores como AMNHX1 que muestra
valores de 7 mM y 11 mM, (Apse et al., 1999; Darley et al., 2000) y 22.8 mM para
AtSOS1/AMNHX7 (Qiu et al., 2003).

La actividad intercambiadora cation/H® medida en estas endomembranas tuvo
una afinidad mas alta por K™ que mostré una K, de 16.5 mM, que fue cuatro veces mas
baja que la registrada para Na'. Estos resultados sugieren que la actividad de
transporte K*/H* fue mucho mas eficiente que la de Na'/H'. AINHX5 es capaz de
intercambiar tanto Na® como K* pero con una mayor afinidad por K, lo que sugiere que
posiblemente esta proteina no participa, de manera importante, en la acumulacion de
Na* en los compartimentos en los cuales fue localizada. En contraste con lo que se ha
reportado para AMNHX1, el cual transporta tanto iones Na* como K* con una afinidad
mas alta para Na* que para K*, lo que apoya su papel como una proteina involucrada en
la acumulaciéon de Na™ en la vacuola (Zhang y Blumwald, 2001; Venema et al., 2002).

Estas propiedades de AMHX5 nos permiten considerar que posiblemente
participe en el mantenimiento de la homeostasis del K durante el estrés salino de
manera parecida a lo reportado para el transportador LeNHX2 con el cual comparte una
alta homologia comparados con los otros miembros de la familia NHX de Arabidopsis
thaliana (Venema et al., 2003). Sin embargo, no se han detallado los analisis cinéticos
del intercambio de LeNHX2 ni se han aportado datos de K, que puedan ser
directamente comparados con los obtenidos para AMNHX5 en este trabajo. Los
intercambiadores K/H*, probablemente, jueguen papeles importantes en la regulacién
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del pH y en la osmoregulacion de compartimentos endomembranales. Ademas, pueden
ser generadores de una reserva de K" vacuolar lo cual podria generar el turgor
requerido para la expansion celular y, podrian participar en la homeostasis del K*
intracelular.

La induccion de la actividad intercambiadora Na‘'/H* correlacionada con una
induccién en la actividad de la V-ATPasa medida cuando las plantas son crecidas bajo
condiciones de salinidad han sido reportadas para muchas especies de plantas y ambas
actividades han sido registradas tanto en membrana plasmatica como tonoplasto (para
su revision ver Barkla y Pantoja, 1996 y Pantoja et al., 2000). Estos estudios resaltan la
importancia de la actividad intercambiadora Na*/H" en la tolerancia de las plantas a la
salinidad y el requerimiento de un incremento en la actividad de la V-ATPasa que
energice la reaccion de intercambio. El tratamiento salino impuesto a las plantas tanto
tipo silvestre como las transgénicas no tuvo efectos significativos sobre la actividad
intercambiadora Na*/H" medida en vesiculas endomembranales de la interfase 0/12 %
de sacarosa y, ademas, provoco una disminucion del 50 % en la actividad de la V-
ATPasa en el tipo silvestre. La ausencia de la induccion del transporte de Na* parece
sugerir que el intercambio medido en esta fraccion no juega un papel importante en la
tolerancia al estrés salino, pero debido a que preferencialmente mueve K*, sustenta la
idea de que este intercambio participa en procesos de regulacion del contenido de K* o
de pH.

La actividad intercambiadora Na*/H* ha sido descrita principalmente en tejidos
de la parte aérea de A. thaliana (Apse et al., 1999; Qui et al, 2003; Barkla et al., 1995),
aunque algunos miembros de la familia AINHX han sido reportados que se expresan en
la raiz, incluyendo AtNHX3, el cual parece ser una isoforma especifica de raiz y
AtNHX1, AINHX2, AtSOS1/AtNHX7 y AtNHXS, los cuales muestran expresion tanto en
este tejido como en la parte aérea (Yokoi et al., 2002; Qiu et al., 2003). La ausencia de
actividad intercambiadora Na'/H" o K'/H" en vesiculas de raiz de la interfase 0/12 % de
sacarosa sugiere que, posiblemente, la actividad intercambiadora medida en esta
fraccion corresponde a una isoforma especifica de la parte aérea.

Las membranas de la interfase 12/22 % de sacarosa de plantas tipo silvestre
enriquecidas con tonoplasto (figuras 9.7.2 y 9.7.4), mostraron un comportamiento
distinto al observado en la interfase 0/12% de sacarosa tanto en la actividad de V-
ATPasa como del intercambio Na®/H". En las vesiculas de hojas tipo silvestre la
actividad de V-ATPasa fue inducida significativamente por el tratamiento con NaCl como
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ha sido previamente observada para la actividad de V-ATPasa en tonoplasto (Barkla y
Pantoja, 1996 y Pantoja et al., 2000), aunque los niveles de actividad fueron mas bajos
que aquellos medidos en las membranas de la interfase 0/12 % de sacarosa. La
actividad Na*/H" fue mas especifica para Na*, como lo demuestran las tasas iniciales de
intercambio siendo mas altas en la presencia de Na* que en la de K*, de acuerdo con lo
reportado para la actividad de AINHX1 en tonoplasto (Venema et al., 2002). Por un lado,
esto refleja una diferencia funcional entre las vesiculas de las dos interfases,
sustentando la idea de que la actividad intercambiadora Na*/H" en el tonoplasto
participa en el almacenamiento de iones Na* en el interior vacuolar. Sin embargo, la
actividad intercambiadora tanto para Na® como para K* no se vio estimulada por el
crecimiento de las plantas en NaCl. Las diferencias en la regulacion del movimiento de
Na' a través de la actividad de V-ATPasa observadas entre las membranas aisladas de
plantas tipo silvestre y plantas transgénicas puede ser reflejo de la expresion del
transgen dirigido por un promotor constitutivo como es el 355-CaMV, enmascarando la
regulacion del promotor nativo en condiciones de salinidad.

Mientras no hubo induccion de la actividad intercambiadora Na'/H" en
endomembranas provenientes tanto de la interfase 0/12 % como de la 12/22 % de
sacarosa por el crecimiento de las plantas en medios con NaCl, la regulacion de los
niveles de transcrito fueron observados claramente. La expresion de AMNHX5 fue
inducida por la presencia de NaCl dependiendo de la concentracion empleada entre 25
mM y 75 mM. Sin embargo, los niveles de transcrito cuando las plantas fueron tratadas
con 100 mM de NaCl fueron similares 0 mas bajos a los observados en plantas sin
tratamiento salino (figura 9.7.1). Esto podria explicar porque no hubo induccién del
intercambio cuando se midi6 el transporte en las plantas que fueron tratadas con 100
mM de NaCl por 24 h. Esto posiblemente haya representado un estrés demasiado
severo para las plantas debido a que a concentraciones mayores de 100 mM de NaCl
los niveles en los transcritos decayeron por debajo de los observados en las plantas sin
tratamiento salino. Cuando las plantas fueron crecidas en presencia de K también se
observé una regulacion del transcrito de AMNHX5 con una fuerte induccion en
comparacion con lo observado para Na'. Esto sustenta los datos obtenidos en el
transporte donde el intercambio de AINHX5 presenté mayor afinidad para K* que para
Na‘, sugiriendo que el intercambio cation/H" atribuido a AINHX5 juega un papel mas
importante en la homeostasis del K" que en el secuestro de Na®.
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Existen reportes de que AINHX5 y LeNHX2, muestran una regulacion en los
niveles de transcrito especifica por el tratamiento con NaCl (Yokoi et al., 2002; Venema
et al., 2003). Sin embargo, se ha reportado que también existe una regulacion de la
expresion del transcrito de LeNHX2 (Venema et al., 2003) y de OsNHXT
(intercambiador Na'/H® en arroz; Fukuda et al., 2004) en presencia de K,
argumentando su participacion en la regulacion de los niveles de K* en las células
vegetales. Siendo que la expresion ANHX1 es afectada tanto por los niveles de NaCl
como de KCI, sugiere una respuesta hacia los cambios osmoticos externos mas que a
los i6nicos (Venema et al., 2002). En el caso de ANHX5 la respuesta parece no ser
especifica al estrés por Na', pero no necesariamente que sea un efecto de la
osmolaridad del medio de crecimiento. Yokoi et al., (2002) demostré que el transcrito de
AtNHX5 no es inducido por sorbitol o ABA; sin embargo, ellos no investigaron
directamente los efectos de K* sobre los niveles de transcrito de AtNHX5. La funcién de
los intercambiadores Na'/H* ha sido inferida a través de estudios de expresion ectdpica
0 por sobreexpresion y su regulacioén es poco conocida (Shi y Zhu, 2002). Por ello, es
necesario estudiar mas detalladamente las vias de senalizacion que se activan en
condiciones de estrés salino y la regulacion que existe en los miembros de la familia
NHX.
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11. CONCLUSIONES

Los resultados mostrados en este trabajo indican que AINHX5 parece no ser uno
de los mecanismos principales que participe en la respuesta de la planta al estrés
salino. Esto apoyado en tres datos principales: en primer lugar, la localizacion y el tipo
de vesiculas que contienen a AMNHX5 en el interior citoplasmico. La localizacion
definida en pequenas vesiculas abundantes en el citoplasma parece no contar con los
mecanismos ni el tamafo adecuados para almacenar grandes concentraciones de Na'.
Segundo, basados en los datos obtenidos de la cinética de transporte, la tasa y afinidad
de intercambio encontrados para esta proteina son muy bajos con respecto al
movimiento de Na*. AINHX5 refleja una baja eficiencia y afinidad para el intercambio
Na*/H*. Su papel parece orientarse hacia la manutencion de la homeostasis del K™ y/o el
control del pH del compartimento endomembranal donde se encuentra o del citosol
dado que la afinidad por el intercambio con K* es mayor. Tercero, a pesar de que se
observé un estimulo en los niveles de transcrito por NaCl, a concentraciones mayores
de 100 mM de NaCl, el transcrito comienza a desaparecer sugiriendo una regulacion
negativa hacia la transcripcion de AfNHX5 y por ende, su participacion durante el estrés
salino severo es dudosa. Dado que el estimulo en la expresion de AtNHX5 y la afinidad
por el transporte de K* es mayor que por el Na* creemos, que AINHX5 podria participar
en procesos de regulacion de pH y en la homeostasis del K* mas que ser una via para
el almacenamiento de Na* en las vesiculas endomembranales.
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12. PERSPECTIVAS

Debido a que la separacion de las endomembranas por medio de los métodos
convencionales reveld limitantes en la definicion de los picos para cada una de las
endomembranas, proponemos realizar una separacion mas fina de la fraccion
microsomal de plantas transgénicas AMNHX5::GFP y tipo silvestre de A. thaliana
mediante la técnica de Electroforesis de Flujo Libre (FFE: Free Flow Electrophoresis) y
realizar nuevas inmunodetecciones tratando de probar nuevos marcadores proteicos.
Ademas, sera interesante obtener resultados utilizando el microscopio confocal de
células en suspension del genotipo silvestre de A. thaliana e inmunolocalizar AINHX5
utilizando el anticuerpo péptido especifico anti-NHX5, de este modo obtendriamos el
patrén de distribucion celular de la proteina AINHX5 en condiciones endégenas.

Por lo que respecta a la caracterizacion de la actividad resulta atractivo probar la
respuesta de la actividad intercambiadora atribuida a AMHX5 en vesiculas
endomembranales de la interfase 0/12 % de sacarosa tanto del genotipo silvestre y de
las lineas transgénicas AMNHX5::GFP ante el anticuerpo especifico anti-AINHX5 y
registrar la posible inhibicion de la actividad intercambiadora. Debido a que tanto la
cinética de transporte como la respuesta del transcrito de AfNHX5 se orientan hacia el
movimiento de iones K', sera interesante registrar la actividad intercambiadora en estas
vesiculas, cuando las plantas tipo silvestre y las transgénicas AMINHX5::GFP de A.
thaliana son sometidas a estrés con K*, como se realizé con Na* por un periodo de 24 h.
Ademas, se podria analizar la respuesta de AINHX5 a concentraciones menores de 25
mM de NaCl y crear un gradiente con distintas concentraciones inferiores a 100 mM.

Por otro lado, debido a que el anticuerpo especifico anti-AINHX5 reconocié una
banda de 45 kDa en las inmunodetecciones, se plantea la posibilidad de caracterizarlo
partiendo del analisis de la secuencia de aminoacidos de la proteina AINHX5 de 50 kDa
a modo de obtener informacion de tipo regulatorio, como son zonas de glicosilacion,
fosforilacion o si existe algun péptido senal insertado en la secuencia.

A nivel de transcrito y proteina resultaria interesante observar la respuesta de
AMNHX5 ante diversos tipos de estrés adicionales a los realizados por Yokoi et al.,
(2002), utilizando distintos tipos de sales como LiCl, RbClI, CsCl,
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APENDICE

Nos parecid interesante demostrar si existen diferencias en el intercambio
con Na* cuando es acoplado a diferentes aniones, por ello decidimos probar
diferentes sales de Na* con una concentracion de 100 mM.

Lo que puede observarse en la figura 10.10.1 es que la maxima actividad
del intercambiador se da cuando se estimula con 200 mM de NaCl: 45%
Fluorescencia mg 'proteina min™, comparada con el resto de las sales de Na®. Si
observamos las diferentes sales se pudo observar que movimiento de iones Na*
en distintos niveles dependiendo la sal que se emplea. Tanto glutamato como
gluconato de sodio mostraron los niveles mas bajos de actividad: 17%
Fluorescencia mg™"' proteina min™ para ambas sales. Donde se observé una
actividad semejante a la obtenida con 200 mM de NaCl fue con sulfato de sodio:
42% Fluorescencia mg 'proteina min™'. Sin embargo, es posible que el sulfato
por si mismo esté, de alguna manera, enmascarando la recuperacion de la
fluorescencia mas que por el movimiento propio del Na*. Por ello, se decidid
probar otra sal de sulfato que fue el sulfato de magnesio. Lo que se monitoreo
fue: 43% Fluorescencia mg 'proteina min™', de manera interesante, que existe
movimiento de esta sal recuperando la fluorescencia de manera muy semejante
a la registrada con 200 mM de NaCl. Cabe la posibilidad de que sea el sulfato el
que provoque la recuperacion en la fluorescencia; sin embargo, no se ha
detallado, a la fecha algun intercambiador en membranas de células vegetales
capaz de mover sulfato. La actividad intercambiadora Na*/H" no se ve alterado
aun modificando la sal empleada.
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Figura 10.11.1. Tasas iniciales del transporte de Na® dependiente de H' en vesiculas
pertenecientes a la fraccién 12/22% (p/v) de sacarosa aisladas de tejido de hoja. Las plantas de
la linea transgénica AINHX5::GFP1 fueron cosechadas en condiciones sin tratamiento salino.
Las tasas inciales fueron calculadas a los 100 s después de la adicién de Na' acoplado a
diferenctes aniones. Los valores son significativos + S.E. de tres experimentos independientes.
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