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1. RESUMEN.

La creciente salinidad en el suelo es un problema grave alrededor del mundo que
compromete la integridad de los ecosistemas y la produccion de alimentos. El
exceso de sales en el suelo afecta a las plantas de dos formas, causando estrés
osmatico al dificultar la toma de agua de las raices, y estrés idnico debido a la
acumulacion de iones toxicos en los tejidos. Para responder a ello, las plantas han
evolucionado diferentes mecanismos que les permiten tolerar la salinidad, tales
como el secuestro de iones en la vacuola, principalmente Na* y CI*. El transporte de
Na® a través de el tonoplasto se lleva a cabo por los intercambiadores Na*/H" de la
familia NHX, los cuales acoplan su actividad al transporte de H" realizado por la H*-
ATPasa vacuolar (V-ATPasa). Estas bombas de protones son complejos
multiproteicos, cuya actividad se controla a través de la regulacibn de su
ensamblaje o mediante la regulacion de su expresion génica y proteica. Ademas se
ha sugerido que una compleja red de proteinas podria interactuar con la V-ATPasa
para regular su actividad en respuesta a cambios ambientales. Recientemente, en
un trabajo realizado en el laboratorio con la haldfita Mesembryanthenum
crystallinum se demostré la asociacion de las enzimas glicoliticas aldolasa y enolasa
a la subunidad B de la V-ATPasa, asi como su regulacion positiva por sal. Ademas,
se demostrdé que la aldolasa incrementa la actividad hidrolitica de la bomba de
protones in vitro. Con el fin de determinar si éste mecanismo es exclusivo de las
plantas tolerantes a la salinidad o si se encuentra extendido a todas las plantas,
estudiamos a la aldolasa y a la enolasa presentes en el tonoplasto de Arabidopsis
thaliana y, mediante el uso de las mutantes de aldolasa (Salk_080758) y de enolasa
(los2), estudiamos su participacion en la respuesta a estrés salino. Bajo tratamiento
con NaCl, la mutante los2 muestra una mayor sensibilidad que plantas de tipo
silvestre, asi como menor abundancia de la enolasa presente en el tonoplasto, no
asi en extractos de proteina total. Lo que nos conduce a sugerir que la enolasa
asociada al tonoplasto podria tener una funcién involucrada en la respuesta a estrés
salino, distinta a la glicdlisis. Mientras que la presencia de 8 posibles genes para la

aldolasa complica el estudio de la enzima.



2. INTRODUCCION

En un sentido general, la degradacion del suelo se entiende como el deterioro de la
calidad del suelo o la pérdida parcial o completa de una o mas de sus funciones.
Esta puede ser producto de procesos naturales o inducida por el hombre (UNEP,
2002) y obedece a distintas causas. En los ultimos 20 afios degradacion del suelo
se ha incrementado en el mundo, trayendo consigo repercusiones agricolas,
sociales y econémicas que comprometen la integridad de los ecosistemas y la
calidad de vida de sus habitantes. Actualmente, el 24% del area cultivable mundial

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

Entre las causas de degradacion, la salinizacion se ha identificado como uno de los
principales procesos que afectan el suelo. Alrededor del mundo, aproximadamente
el 6% del area terrestre se encuentra afectada por sales; y se estima que un area de
4 millones de Km? presenta dafios causados especificamente por altas
concentraciones de cloruro de sodio (NaCl), una condicion en la cual los iones de
sodio (Na") representan mas del 15% de los cationes intercambiables (FAO, 2008).
En Meéxico el 64% del territorio nacional presenta afectacion por procesos
degradativos del suelo y el 3.19%, equivalente a 64 mil Km?, presenta algin grado
de salinidad (SEMARNAP, 1999) que puede repercutir sobre la productividad
agricola.

2.1 Efecto de la salinidad en las plantas.

La presencia de NaCl en el suelo tiene efectos nocivos en las plantas. Altas
concentraciones de esta sal puede ocasionar estrés osmético al dificultar la
absorcidon de agua por las raices y causar estrés ionico con la acumulacion de los
iones. La alteracion en la absorcidbn de agua provoca una disminucion en el
crecimiento e inhibe la division y la expansion celular, mientras que la acumulacion
de cloro (CI) y de Na* produce toxicidad en los distintos tejidos y puede interferir

con las vias metabdlicas (Munns & Tester, 2008).



La absorcion excesiva de Na' y CI' limita la asimilacion, el transporte y la
distribucion de micronutrientes, especialmente de potasio (K*) y de calcio (Ca’),
resultando en desbalances de iones intracelulares y en efectos negativos sobre
enzimas y otras macromoléculas (Keutgen & Pawelzik, 2008). Dada la capacidad
del Na" para competir con el K' por los sitios de unién esenciales para el
funcionamiento de proteinas, altos niveles de Na’ o altas proporciones Na'/K"
pueden interrumpir varios procesos enzimaticos en el citosol (Tester & Davenport,
2003). Un efecto secundario de la presencia de NaCl en los tejidos es el aumento
de especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que puede provocar dafio en el
fotosistema I, inhibir la sintesis de proteinas e interferir con el funcionamiento de
enzimas como la fructosa-1,6-bisfosfatasa o la sedoheptulosa-1,7-bisfosfatasa
mediante la oxidacion del grupo tiol (Bartels & Sunkar, 2005).

2.2 Mecanismos de tolerancia al sodio.

Las distintas especies de plantas difieren en su capacidad para tolerar la salinidad,
lo que se refleja en su crecimiento y en su habilidad para generar semillas bajo
estas condiciones. Las plantas haldfitas, la flora natural de suelos altamente salinos,
presentan mayor capacidad para compartamentalizar las sales que aquellas plantas
glicofitas, la flora de suelos no salinos, por lo que pueden tolerar mayores
concentraciones de sal (Munns & Tester, 2008). En general, la respuesta a la
salinidad es un proceso complejo que involucra numerosos cambios, tales como
cambios en el crecimiento de la planta, incremento/reduccion en la expresion de
genes y proteinas, aumento en los niveles de acido abscisico (ABA), acumulacion
de solutos compatibles y de proteinas protectoras, incremento en los niveles de
antioxidantes y supresion de las vias metabdlicas que consumen alta cantidad de
energia (Bartels & Sunkar, 2005).

Dado que el NaCl es la sal mas soluble y comun, no es sorprendente que las
plantas hayan desarrollado mecanismos adaptativos para regular su acumulacion y
expulsion. Entre dichos mecanismos se encuentra la habilidad para ajustar la

osmolaridad celular, la exclusién de Na® en las raices y la tolerancia a sal en
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distintos tejidos producto de la compartimentalizacion intracelular de los iones Na* y
CI' (Munns & Tester, 2008).

2.2.1 Compartamentalizaciéon de iones.

Una manera de mantener bajas las concentraciones de Na* en el citoplasma, es
secuestrarlo dentro de vacuolas. En este proceso de compartimentalizacion el sodio
entra a las células y es bombeado a la vacuola a través del tonoplasto antes de que
las concentraciones en el citoplasma se incrementen (Tester & Davenport, 2003), lo
que a su vez contribuye a la regulacion osmdética permitiendo mantener la absorcion
de agua por las soluciones salinas (Lu, et al. 2004).

La entrada de Na" a la célula vegetal es un proceso pasivo: la diferencia en el
potencial eléctrico negativo en la membrana plasmética y las bajas concentraciones
de Na’ en el citoplasma favorecen el movimiento de Na* hacia adentro de la célula.
En contraste, la expulsion y la compartimentalizacidon son procesos activos. Los
antiportadores Na'/H" median la compartimentalizacion en la vacuola y la expulsion
del sodio de la célula; dos procesos claves en la desintoxicacion y la regulacion
osmaética que son necesarios para tolerar el estrés salino (Blumwald, et al. 2000).

2.2.2 Antiportadores Na'/H".

Los intercambiadores Na'/H* son proteinas de membrana que participan en la
regulacion del pH y del sodio dentro de la célula. Estas proteinas se encuentran
presentes en los distintos reinos bioldgicos, y llevan a cabo el intercambio de Na*
por H" a través de las membranas (Shi & Zhu, 2002). En los mamiferos, los
intercambiadores Na'/H* de la familia NHE estan implicados en varios procesos
fisiologicos importantes, incluyendo la regulacion del volumen celular, el control del
pH intracelular y la homeostasis de Na'. La presencia de genes homélogos a la
familia NHE ha sido identificada en diferentes especies tales como Escherichia coli
(NhaA y NhaB), Schizosaccharomyces pombe (sod2), Saccharomyces cerevisiae
(NHX1 y NHA2), Caenorhabditis elegans, Drosophyla melanogaster, Xenopus laevis
y Arabidopsis thaliana (NHX) (Putney, et. al. 2002).
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Los genes homologos de la familia NHX, identificados por primera vez en la
levadura S. cerevisiae, corresponden a intercambiadores Na'/H" que desempefian
un papel primordial en la compartimentalizacién de sodio. Mediante estudios con la
proteina  ScNhxl se determin6 su localizacion en el compartimento
endosomal/prevacuolar y se establecié su participacion en el secuestro intracelular
de sodio, dependiente de pH (Nass, et al. 1997). Con la posterior complementacion
de la levadura mutante nhx con el gen NHX1 de A. thaliana, se demostro la funcion
de este transportador en plantas (Gaxiola, et. al.1999).

Hasta la fecha, se ha estudiado la presencia y la funcion de las proteinas NHX en
numerosas especies vegetales como Oryza sativa (Fukuda, et al. 2004), Solanum
lycopersicu (Rodriguez-Rosales, et al. 2008) e Ipomea tricolor (Yoshida, et al. 2005).
Donde se ha demostrado que los intercambiadores NHX de plantas tienen
funciones relacionadas con el transporte de Na* y K*, con la homeostasis i6nica y
con la regulacion del pH. La disponibilidad de las secuencias génicas, ha permitido
detectar la presencia de varios genes NHX en algunas plantas: 6 genes para Zea
mays, 7 para Oryza sativa, 1 gen para Pinus taeda y 5 para Solanum lycopersicum

(Rodriguez-Rosales, et al. 2009).

En Arabidopsis thaliana, se han identificado 8 genes pertenecientes a la familia NHX
por homologia en su secuencia, de los cuales se han caracterizado 7 en detalle
(ARAMENON 6.1 http://aramemnon.botanik.uni-koeln.de/index.ep). Dentro de este
grupo, los intercambiadores de Na'/H* de la membrana plasmatica y del tonoplasto,
codificados por los genes SOS1/AtNHX7 y AtNHX1 respectivamente, participan en
el transporte de sodio (Shi, et al. 2000; Nass, et al. 1997) y son regulados por estrés
salino (Zhu, 2003). Para que se lleve a cabo el transporte mediado por los
intercambiadores Na'/H*, se requiere acoplar su actividad con los gradientes
electroquimicos generados por las bombas de protones de las membranas
plasmaticas (H'-ATPasa) y del tonoplasto (H-ATPasa, H'-PPiasa). Los protones
transportados a través del dichas membranas, permiten la movilizacién del Na*

hacia dentro de la vacuola o hacia afuera de la célula (Apse, et al. 2003).
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2.2.3 Las H'-ATPasas vacuolares.

A diferencia de las células animales, las células vegetales carecen de Na'-ATPasas,
por lo que dependen de H*-ATPasas para crear la fuerza-protén motriz que provee
la energia para el transporte de los iones y metabolitos. Asi, las células vegetales
utilizan transporte activo primario mediado por H*-ATPasas y transporte secundario
mediado por canales y co-transportadores para transportar los iones a través de sus
membranas y garantizar la homeostasis (Zhu, 2003). Las H'-ATPasas vacuolares
(V-ATPasas) son una familia de bombas de protones que acoplan la hidrdlisis del
ATP para transportar protones fuera del citosol. Estan presentes en las
endomembranas de las células eucaridticas, en el reticulo endoplasmatico, en el
aparato de Golgi, en vesiculas y en el tonoplasto; y son esenciales para el
funcionamiento normal de diversos compartimentos internos. Las V-ATPasas
consisten de dos macro dominios: el Vi que corresponde al sector catalitico
compuesto de proteinas periféricas, y Vo, correspondiente al sector transmembranal
compuesto de proteinas integrales de membrana y por proteinas periféricas, que

translocan los protones a traves de la bicapa lipidica (Fig. 1).

El sector V; se compone de 8 subunidades diferentes (A, B, C, D, E, F, G, H),
mientras que Vo esta compuesto por 6 subunidades distintas (a, d, e, c, c', c")
algunas de las cuales se presentan en varias copias génicas (Lu, et al. 2004). En el
dominio Vi, las subunidades A y B, presentes en tres copias génicas cada una,
forman la cabeza catalitica donde se lleva a cabo la hidrdlisis del ATP. Mediante
distintos estudios como la modificacion quimica de aminoacidos y la mutagénesis
dirigida realizada en la proteina, se ha determinado que la subunidad A constituye el
principal sitio de unién al ATP (Zhang, et al. 1995). La subunidad B, por otro lado, ha
sido implicada en la regulacion de la V-ATPasa. Se ha propuesto que la presencia
de un dominio no-catalitico en esta subunidad podria competir por la union al ATP y
modular la actividad de la bomba de protones (Vasylieva, et al. 2000). Asi mismo, la
existencia de isoformas de la subunidad B y su expresion diferencial en mamiferos,

aportan evidencia a dicha funcién regulatoria (Brown, et al. 2009).

13



El resto de las subunidades de la V-ATPasa se encuentran distribuidas en dos tipos
de tallos: el tallo periférico, cuya funcion es prevenir la rotacion de la cabeza
catalitica durante la hidrdlisis del ATP y el tallo central, que une a los sectores Vo y
V1 y sirve como rotor que acopla la energia liberada por la hidrélisis del ATP al anillo

de rotacién compuesto por las proteinas hidrofobicas del sector V, (Fig. 1).

ATP ADP + Pi

~—__ "

Sector catalitico:
dominioV,

citoplasma

Sector
transmembranal:
dominio V,

Lumende
lavacuola

Figura 1. Representacion grafica de la V-ATPasa. Las V-ATPasas se componen de
dos dominios, un sector catalitico ¢ dominio V; en el que se lleva a cabo la hidrdlisis del
ATP y un sector transmembranal & dominio V que acopla la energia generada por el
dominio YV, para transportar los protones al interior del compartimento vacuolar.

Modificada de Forgac, 2007.

El sector V, es la region de la V-ATPasa donde se lleva a cabo el transporte de
protones. Cada una de sus subunidades estan presentes en una sola copia génica,
a excepcion de la subunidad ¢ que se encuentra en varias (de 4 a 5 copias

dependiendo de la especie). En particular, las subunidades c, c'y c" corresponden a
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proteinas altamente hidrofébicas que se encuentran formando un anillo. Cada una
de ellas contiene un residuo de glutamina (Glu), el cual es protonado

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

2.2.4 Regulacién de la V-ATPasa.

La V-ATPasa se encuentra finamente regulada, su estructura heteromultimérica asi
como su distribucion en distintas membranas permiten el control de su actividad a
distintos niveles. La disociacion reversible de los sectores Vi y Vo, por ejemplo,
constituye un método eficiente para controlar la actividad de la bomba de protones
sin afectar el potencial de membrana. Asi mismo, la redistribucion de la V-ATPasa
en las diferentes endomembranas permite dirigir la actividad de la bomba a las
regiones donde es necesaria (Forgac, 2007). El control en la expresion de la V-
ATPasa en respuesta a demandas celulares especificas se logra mediante la
regulacion génica de algunas de sus subunidades o a través de modificaciones
post-transcripcionales como la poliadenilacion del mensajero (Merzendorfer, et al.
1997). Bajo variaciones a corto plazo, la bomba de protones se regula
bioquimicamente por pH o por la concentracion de iones, por la presencia de
ATP/ADP o de P;y por procesos de oxidacion/reduccion (Klychnikov, et al. 2007) o
de fosforilaciéon (Liu, et al. 2004). Bajo estrés salino, la actividad de la V-ATPasa se
regula por Na® (Binzel & Ratajczak, 2002). La exposicion a NaCl aumenta la
transcripcion de los genes de algunas subunidades de la V-ATPasa (Narasimhan, et
al. 1991; Tsiantis, et al. 1996), e incrementa la abundancia de la V-ATPasa presente
en el tonoplasto a nivel de proteina (Ratajczak, et al. 1994). Asi mismo, la
exposicion a NaCl incrementa la actividad hidrolitica (Vera-Estrella, et al. 1999) y el
bombeo de protones de la V-ATPasa (Barkla, et al.1995).

Recientemente se han identificado varias proteinas asociadas a las subunidades de
la V-ATPasa en levadura (Seol, et al. 2001; Smardon, et al. 2002; Lu, et al. 2004) y
en células de mamifero (Chen, et al. 2004; Vitavska, et al. 2005), lo que apunta a
que la regulacion de la bomba de protones puede involucrar una red de

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

particulares (Forgac, 2007).

En células de levadura, el acoplamiento de los sectores Vi y Vo estd mediado por la
disponibilidad de glucosa; en ausencia de ella, la V-ATPasa permanece
desarticulada. Cuando los niveles de glucosa aumentan, el complejo proteico RAVE
(Regulator of the ATPasa of Vacuolar and Endosomal membranes) se une al sector
V; con alta afinidad, mediando el reensamblaje de la ATPasa vacuolar (Smardon, et
al. 2002).

En plantas, la via SOS (Salt Overly Sensitive) desempefia un papel central en la
coordinacion de las actividades de los sistemas transportadores de sodio. Esta, se
compone de tres proteinas: SOS1/NHX7, SOS2/CIPK24 y SOS3/CBL4. La proteina
SOS1 es un intercambiador de Na'/H* de la membrana plasmatica, cuya expresion
aumenta bajo estrés salino. Posee de 10 a 12 dominios transmembranales y una
cadena citopladsmica de mas de 700 aminoacidos sobre la que actia la cinasa
SOS2 para activar el transportador (Shi, et al. 2000). SOS3 es una proteina tipo
calcineurina-p (CBL), capaz de percibir los cambios intracelulares de calcio
generados por estrés salino (Ishitani, et al. 2000). Una vez activada mediante su
unién a Ca** , la proteina SOS3 forma un complejo con la proteina SOS2, una
cinasa de proteinas que fosforila serinas y treoninas, con un dominio regulador C-
terminal y un dominio catalitico N-terminal (Halfter, et al. 2000). Durante condiciones
de estrés salino, el complejo SOS2-SOS3 se asocia con la membrana plasmatica y
la proteina SOS2 fosforila a SOS1, activando su capacidad transportadora.
Recientemente se ha demostrado que la cinasa de proteinas SOS2 interactiia con
varias subunidades del sector V, de la V-ATPasa, regulando su actividad (Batelli, et
al. 2007) y se ha propuesto a la proteina intercambiadora Na'/H* SOS1/NHX7 como
un sensor de sodio (Fig. 2) (Zhu, 2003).
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ESTRES SALINO ‘

Na*

DUDUEE%E

MEMBRANA
PLASMATICA

TONOPLASTO

Figura 2. Representacion de la via Salt Overly Sensitive (S08). La via 505 se
compone de tres proteinas que participan en la respuesta a estrés salino. El
intercambiador de sodio protones de la membrana plasmatica (SOS1/NHXT) es
activado por el complejo CIPK-CBL constituido por las proteinas 5052 y 5053
respectivamente. Recientemente se ha obtenido evidencia de que la proteina 5052
interactia con algunas subunidades de la V-ATPasa, asi como con el intercambiador
de sodio protones NHX1, presente en el tonoplasto.

2.3 Laglicdlisis.

La glicdlisis es una via central en el metabolismo de diversos organismos como
plantas, animales y microorganismos, en ella una molécula de glucosa es
degradada mediante una serie de reacciones enzimaticas para generar dos
moléculas de piruvato. Durante las 10 reacciones secuenciales de la glicdlisis, cada
una llevada a cabo por una enzima distinta, parte de la energia liberada de la

glucosa es almacenada en forma de ATP y NADH, los cuales constituyen moléculas
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basicas para el funcionamiento celular (Lehninger, et al. 2004). En plantas
superiores, la via de la glicdlisis se lleva a cabo en distintos compartimentos
celulares (Gottieb, 1982). Lo que permite una amplia plasticidad de esta via
metabdlica (Plaxton, 1996) (Fig. 3).

Se ha reportado que en especies halofitas expuestas a sal, la abundancia de las
enzimas glicoliticas se incrementa a nivel de mensajero o de proteina (Suzuki, et al.
2005; Cushman, et al. 2007; Sobhanian, et al. 2010), lo que sugiere que la
regulacion de la glicolisis podria estar involucrada en la respuesta y tolerancia a la
salinidad. Recientemente se han identificado a las enzimas glicoliticas aldolasa y
enolasa asociadas el tonoplasto de la haléfita Mesembryanthemum crystallinum vy
se ha determinado que bajo estrés salino estas enzimas se regulan positivamente
(Barkla, et. al. 2009).

2.3.1 Enzimas glicoliticas: la Aldolasa.

La aldolasa (Fructosa-1,6-bifosfato aldolasa) es una enzima altamente conservada,
responsable de la ruptura de la fructosa-1,6-bifosfato en gliceraldeido-3-fosfato y
dihidroxiacetona fosfato durante la glicolisis (Fig. 3) y de la reaccion inversa en la
gluconeogénesis y en el ciclo de Calvin (Lehninger, et al. 2004). Se han identificado
dos tipos de aldolasas: Las aldolasas de clase | corresponden a proteinas
tetraméricas de ~160 kD, presentes en animales, plantas superiores, helechos,
musgos Yy algunas algas. Estas proteinas se caracterizan por llevar a cabo la
reaccion arriba descrita mediante la asociacion del grupo amino de la lisina (Lys),
presente en el sitio catalitico de la enzima, con el carbono 2 de la fructosa-1,6-
bifosfato. En contraste, las aldolasas de clase Il son proteinas diméricas de
aproximadamente 80 kD, que se encuentran en organismos tales como bacterias,
cianobacterias y hongos, y que para llevar a cabo la reaccion utilizan un cation
divalente (Zn?** o Fe?*) como electréfilo en el ciclo catalitico (Rutter, 1964; Marsh &
Lebherz, 1992). Dadas las diferencias estructurales y funcionales, se considera que
ambas clases de aldolasas evolucionaron independientemente (Rutter, 1964;
Flechner, et al. 1999).
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Fig. 3 La via glicolitica en plantas. La glicdlisis consta de 10 pasos secuenciales,
cada uno realizado por una enzima diferente (hexocinasa, fosfoglucosa isomerasa,
fosfofructocinasa,  aldolasa, (triosafosfato  isomerasa, gliceraldeido  3-fosfato
deshidrogenasa, fosfoglicerato cinasa, fosfoglicerato mutasa, enolasa y piruvato
cinasa). En ella una molécula de glucosa es degradada para generar dos moléculas de
piruvato, obteniéndose ATP v NADH (Lehninger, et al, 2004). En plantas, la glicélisis
puede ocurrr de manera independiente en dos compartimentos celulares, el citoplasma
v los plastidos. Ambos compartimentos pueden interactuar, aungue cada uno posee sus
propias isoenzimas codificadas por genes distintos (Plaxton, et al. 1996). En la figura se
muestra la glicdlisis y la compleja red metabdlica de esa via en plantas. Modificado de
Plaxton, et al. 1996.
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En Arabidopsis thaliana se ha identificado por homologia de secuencia a 8 genes
que posiblemente codifican para aldolasas de tipo | (Fig.4 A). Estos genes se
encuentran distribuidos en distintos cromosomas (www.arabidopsis.org) y dado que
algunos de ellos poseen péptidos de transito para mitocondria y cloroplasto en su
secuencia, las proteinas resultantes podrian estar localizadas en diferentes
compartimentos celulares (TargetP 1.1, www.cbs.dtu.dk/services/). A la fecha, se ha
confirmado experimentalmente que el producto del gen At4g26520 corresponde a
una aldolasa citosolica (Herbette, et al. 2006); mientras que el producto del gen
At2g36460 es una aldolasa mitcondrial (Geigé, et al. 2003).

La presencia de la enzima aldolasa en distintos compartimentos subcelulares no es
extrafio, pues se ha documentado que en plantas superiores la via de glicolisis esta
presente en el citoplasma y en los plastidos (Gottieb, 1982), donde se ha detectado
la presencia de isoenzimas (Lebherz, et al. 1984; Anderson & Levin, 1970)
codificadas por genes nucleares distintos (Plaxton, 1996). Evidencia de esto es la
presencia de aldolasas citosélicas (ALD C), asi como de aldolasas plastidicas (ALD
P) en distintas especies vegetales como Pisum sativum (Anderson, et al. 2005),
Oryza sativa (Tsutsumi, et al. 1994), Nicotiana paniculata (Yamada, et al. 2000) y
Spinacia oleracea (Lebherz, et al. 1984). Debido a que las isoformas difieren en
carga, composicion de aminoacidos, estructura en el dominio C-terminal y tamafio,

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

2.3.2 Enzimas glicoliticas: la Enolasa.

La enolasa (2-fosfo-D-gliceratro hidrolasa) es una enzima integral de la glicélisis,
responsable de la interconversion de 2-fosfoglicerato a fosfenolpiruvato mediante la
remocion reversible de una molécula de agua (Lenhinger, et al. 2004) (Fig. 3). En
vertebrados superiores se han descrito tres isoenzimas con especificidad celular (a,
B, v), codificadas por los genes ENO1 y ENO2 (Fletcher, et al. 1976), mismos que se
han identificado en levaduras (McAllister & Holland, 1982). En plantas el nimero de
genes de enolasa para cada especie es variable y, al igual que para la aldolasa, se

ha documentado la presencia de isoenzimas.
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ALDOLASA (At4g26530)
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444 aminoacidos

[l Alfa-hélice

Figura 4. Estructura secundaria de las enzimas glicoliticas aldolasa y enolasa de
Arabidopsis thaliana. A. El gen Ati4g26530, es uno de los ocho genes que codifican para la
aldolasa en A. thaliana (At2g11040, At2g21330, At2g36460, At3g52930, Atdg26520,
At4g38970 vy Atbg03690). B. La enolasa esta codificada por los genes Atfgr74030, At
2q29560 vy At2g36530. En la figura se muestra la estructura secundaria del gen At2g36530.
La prediccion de las estructuras fue realizada utilizando el programa Jpred3 desarrollado por
la Universidad de Dundee {www compbio dundee. ac ukivww-jpred/). En el recuadro negro se
muestra el dominio catalitico.

En Zea maiz se han identificado dos genes (PENO1 y pENO2) altamente
homologos entre si (80%), asi como cuatro proteinas (ENO1, ENO2, ANP45A,
ANP45B) cuya actividad parece estar regulada bajo estrés ambiental (Lal, et al.
1998). En Ricinus communis se ha localizado solamente un gen de enolasa
(Blakeley, et al. 1994), y se ha reportado la presencia de isoenzimas en plastidos y
en el citoplasma con distinta actividad durante el desarrollo (Miernyk & Dennis,
1992). No obstante, no es claro si se trata de genes distintos o de modificaciones
postraduccionales del mismo polipéptido. Para Mesembryanthemum crystallinum
también se ha reportado un gen y se ha demostrado que la actividad de la enzima

esta regulada por condiciones de estrés (Forsthoefel, et al. 1995).
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En A. thaliana existen 3 genes que codifican para la enolasa (www.arabidopsis.org),
no obstante solamente se han caracterizado dos de ellos (Fig.4 B): el producto del
gen At2g36530 corresponde con una enolasa funcional (Lee, et al. 2002), mientras
que el gen Atlg74030 cddifica para una enolasa localizada en cloroplasto
(Prabhakar, et al. 2009).

2.4. Las enzimas glicoliticas como proteinas con funciones alternativas
(Moonlighting proteins).

La capacidad que presentan algunas proteinas para desempefar funciones
alternativas ha sido estudiada por mas de veinte afios, cuando se descubrié que el
cristalino ocular de mamiferos, aves y reptiles, estd constituido por enzimas
citosdlicas (Wistow & Piatigorsky, 1987). A partir de ello, se ha documentando
extensamente la diversidad funcional que pueden tener algunas proteinas en
distintos organismos (Tabla 1) y se ha especulado acerca del origen evolutivo de
esta propiedad compartida por gran cantidad de proteinas como enzimas,
receptores, canales y factores de transcripcion (Jeffery, 1999). Muchas enzimas
evolucionaron sitios de unién a proteinas, independientes de su sitio catalitico,
mientras que otras parecen haber sido reclutadas para realizar una nueva funciéon
en los nuevos tipos celulares u 6rganos. Mientras que en el primer caso, el
surgimiento de las nuevas funciones parece ser producto de mutaciones fortuitas en
las grandes regiones que rodean al sitio catalitico de una enzima, en el segundo
caso probablemente se hizo uso de las propiedades fisicas o estructurales de la
proteina (Jeffery, 2004). En ambos escenarios, la evolucion dio lugar a proteinas
con una funcién completamente distinta a la que desempefaban, por lo que se han
agrupado en un grupo aparte al de las proteinas bifuncionales y multifuncionales
(Moore, 2004). Ademas de su funcion en la glicolisis, algunas de las enzimas que
participan en esta via pueden cumplir funciones alternas (Plaxton, 1996). En los
tltimos afios se ha documentado la participacibn de varias de ellas en otros
procesos celulares: la hexocinasa (HXK2) ha sido localizada en el nucleo de S.
cereviceae, donde interactia con el represor transcripcional Migl para regular la

expresion de genes relacionados con el metabolismo de la glucosa (Ahuatzi, et al.
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2004; 2007). En plantas se ha identificado como un sensor de glucosa involucrado
en la expresion de genes durante el desarrollo y en respuesta a estrés (Rolland, et
al. 2002; Moore, et al. 2003). Asi mismo, se ha determinado la asociacion de la HXK
con la subunidad B de la V-ATPasa y con la subunidad reguladora del proteosoma
19S (RPT5B) (Cho, et al. 2006). En la levadura Pichia pastoris la fosfofructocinbasa
(PFK1) participa en la microautofagia de peroxisomas y se ha demostrado que su
actividad catalitica no es necesaria para dicha funcion (Yuan, et al. 1997). También
se ha documentado que la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) posee
actividad de uracil-DNA glicosilasa, la cual media la reparacion del DNA (Meyer-
Siegler, et al. 1991) y se ha identificado como un mediador general de muerte

celular (Sawa, et al. 1997).

Para la aldolasa existe evidencia de que la enzima participa en el ensamblaje de la
membrana nuclear (Nakagawa, et al. 2003) y se ha propuesto que distintas
isoenzimas pueden tener una funcién relacionada con la expresién de genes en el
nucleo (Ronai, 1993). En Medicago sativa (alfalfa) se ha identificado a la aldolasa
citosdlica de clase 1 como una proteina asociada a dominios MADS, los cuales
constituyen secuencias de union al DNA conservadas en distintos factores de
transcripcion (Paez-Valencia, et al. 2008). En mamifero, por otra parte, se ha
determinado la asociacion de la aldolasa con la membrana de eritrocitos
(Campanella, et al. 2005), donde se ha identificado su asociacién con la proteina
Banda 3, el polipéptido mas abundante de la membrana de los eritrocitos (Huber, et
al. 1996), asi como con el citoesqueleto en tejido muscular (Pagliaro & Taylor, 1988).

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

Por otra parte, se ha demostrado que la enolasa participa en la fusion de vacuolas
homeotipicas, es decir del mismo tipo, y en la regulacion del transporte de proteinas
hacia la vacuola (Decker & Wickner, 2006). En Escherichia coli se encuentra
asociada al complejo de degradosoma de RNA en donde parece tener una funcién
reguladora en respuesta a estrés (Morita, et al. 2004) y se le ha asociado a la

tolerancia térmica al funcionar como proteina de choque térmico (lida & Yahara,
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1985). En plantas, la enolasa se regula positivamente en respuesta a salinidad
(Forsthoefel, et al. 1995), sequia (Riccardi, et al. 1998) y anaerobiosis (Lal, et al.
1998), y se ha identificado como un gen esencial para la adaptacion a frio en A.
thaliana (Lee, et al. 2002).
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3. ANTECEDENTES

Con el fin de identificar proteinas del tonoplasto involucradas en el transporte de
sodio a la vacuola, recientemente en el laboratorio se realizO un estudio de
proteOmica cuantitativa en la hal6fita Mesembryanthemum crystallinum. Mediante
electroforesis en dos dimensiones (2D-PAGE) se separaron las proteinas de la
fraccion altamente pura de tonoplasto de plantas expuestas y no a sal, obtenida por
Electroforesis Zonal de Flujo Libre (EZFL), y a través del marcaje diferencial en gel
(DIGE) se determinaron las proteinas cuya abundancia se modificd bajo exposicion
a NaCl. Después de analizar los geles utilizando el software Decyder 6.5, se
determinaron diferencias entre los geles, donde cada proteina corresponde a un
punto. Dichas diferencias fueron analizadas estadisticamente, considerandose
solamente significativo el incremento o reduccién de la abundancia de la proteina
cuando esta fuera de 1.5 veces. De esta manera se identificaron 8 puntos que
cumplian con los requisitos establecidos, incrementando todos ellos su abundancia.
Mediante espectrometria de masas (MS) se identificaron seis de ellos, los cuales
correspondieron con las subunidades B y d de la V-ATPasa, asi como con las
enzimas glicoliticas aldolasa y enolasa. La interaccion de las enzimas aldolasa y
enolasa con la subunidad B de la V-ATPasa fue confirmada a través de ensayos de

inmunoprecipitacion (Barkla, et al. 2009).

Estudios posteriores realizados en el laboratorio, permitieron determinar la
participacion in vitro de la aldolasa en la regulacion de la V-ATPasa en respuesta a
salinidad. Dichos ensayos se realizaron tanto en la halofita M. crystallinum como en
la glicofita Ananas comosus (Barkla, et al. 2009), lo que constituye un indicio de la
participacion de las enzimas glicoliticas en la respuesta a salinidad no es exclusiva

de plantas haldfitas.

La interaccion de enzimas glicoliticas con el tonoplasto de distintas especies
vegetales habia sido observada previamente en estudios proteomicos, pero al ser

considerada como una contaminacién sin funcién en el tonoplasto, no se profundizé
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en su estudio. La HXK, por ejemplo, fue identificada en la vacuola de A. thaliana
pero se excluyo del estudio al ser considerada como una contaminacién proveniente
de la via secretora (Carter, et al. 2004). De igual manera, en un estudio proteémico
para identifiar proteinas vacuolares fosforiladas en cebada (Hordeum vulgare) las

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

Otros estudios en levadura reportan la asociacion de la aldolasa y de la enolasa a la
vacuola y proponen para ellas funciones alternativas a la glicélisis. Se ha
demostrado que la aldolasa interactia directamente con las subunidades a, By E
de la V-ATPasa y que la enzima regula el ensamblaje y actividad de la bomba de
protones. La mutacién en el gen de la aldolasa provoca la incapacidad de las
levaduras para crecer a pH 7.5, condicion que refleja la disociacion de los sectores
V1Y Vode la V-ATPasa (Lu, et al. 2004). Ya que esto no ocurre al interrumpir el gen
de la glucosa-6-fosfato isomerasa, una enzima de la glicélisis que cataliza un paso
anterior al de la aldolasa, nos permite sugerir que el efecto observado no es simple
consecuencia de la disrupcion de la glicolisis. Ademas de esto, se ha demostrado
que la unidn de la aldolsa a la V-ATPasa es independiente de su actividad catalitica
y se propone como el sensor de glucosa que permite la asociacion de los dominios
de la bomba de protones (Lu, et al. 2007). Por otro lado, Decker y Wickner (2006)
demostraron que la enolasa esté asociada a la vacuola de S. cerevisiae y proponen
que la enzima podria regular el trafico de la V-ATPasa hacia ella.
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4. JUSTIFICACION

La creciente salinizacion del suelo es un grave problema al que se enfrenta la
agricultura. Este no solamente repercute en la produccion agricola mundial, sino
que también tiene un efecto directo en la calidad del suelo y en la integridad de los
ecosistemas. Entre los procesos de tolerancia a la salinidad presentes en las
células vegetales, la compartimentalizacion de los iones de sodio constituye un
aspecto importante y, al ser un proceso en el cual las sales son secuestradas,
impacta en la capacidad de las plantas para evitar el dafio celular causado por iones
toxicos y por tanto en su capacidad para sobrevivir, germinar y establecerse, en
condiciones de estrés salino. La vacuola es el principal organelo involucrado en la
compartamentalizacion, sin embargo, las distintas proteinas y los mecanismos
involucrados en su funcionamiento y en su regulaciéon no han sido completamente

elucidados.

Por ello, su estudio nos ofrece la posibilidad de generar conocimiento referente a la
capacidad de tolerancia y de adaptacion a sal en las plantas, incluyendo aquellas de
importancia alimenticia. Conocimiento que posteriormente podria ser de utilidad
para seleccionar cultivos tolerantes, crear organismos transgeénicos resistentes a la
salinidad e incluso proponer estrategias de fitoremediacion para los suelos
afectados.

Recientemente se identificé la presencia de las enzimas glicoliticas aldolasa y
enolasa asociadas al tonoplasto de la hal6fita M. crystallinum y se demostré que la
abundancia de dichas proteinas en esta membrana es regulada por sal. Aunque se
han propuesto distintas funciones en las que pueden estar involucradas, se
desconoce aun el papel especifico que desempefian en las plantas. Debido a ello,
es importante realizar estudios que nos permitan conocer la funciéon que realizan
dichas enzimas en la respuesta de las plantas a estrés salino, procurando asi tener
un conocimiento integral del proceso de compartamentalizacion y de la participacion

de nuevos componentes en ello.
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5. HIPOTESIS

Las enzimas aldolasa y enolasa participan en la regulacion de la V-ATPasa y
en el funcionamiento de la vacuola en la respuesta a sal en Arabidopsis
thaliana, por lo que las mutantes de A. thaliana en los genes que codifican

dichas enzimas serdn mas susceptibles a salinidad.

6. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la participacion de las enzimas glicoliticas aldolasa y enolasa
asociadas al tonoplasto en la regulacion de la respuesta a salinidad en
plantas de A. thaliana.

7. OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar la asociacion de las enzimas aldolasa y enolasa con el tonoplasto
de A. thaliana mediante ensayos de inmunolocalizacion.

Obtener mutantes homocigéticas de aldolasa y de enolasa en A. thaliana.
Determinar el fenotipo, a nivel macro y microscopico, de las plantas
mutantes.

Determinar la susceptibilidad al estrés salino de plantas mutantes.
Caracterizar morfolégicamente la vacuola de plantas mutantes y plantas de
tipo silvestre, expuestas y no expuestas a NacCl.

Determinar la actividad hidrolitica y de transporte de H* de la V-ATPasa de A.
thaliana en plantas mutantes y de tipo silvestre, expuestas y no expuestas a
NacCl.
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8. MATERIAL Y METODOS

8.1 Material vegetal y condiciones de crecimiento.

Las semillas de la linea mutante para la aldolasa, Salk_080758, con insercion de T-
DNA en el gen At4g26530 de la aldolasa se obtuvieron del Laboratorio de Analisis
Genodmicos del Instituto Salk (Alonso, et al. 2003). Mientras que las semillas de la
mutante en el gen de la enolasa At2g36530 (los2) se obtuvieron directamente del
grupo del Dr. Jian Kang Zhu, de la Universidad de California, Riverside (Lee, et al.
2002).

Las plantas de A. thaliana ecotipo Columbia (Col-0) se crecieron en medio MS
completo (Murashige & Skoog, 1962), adicionado con vitaminas B5, 3% de
sacarosa y 0.8% de agar. Para la linea Salk se adicionaron 25 mg/L de kanamicina
(Weigel & Glazebrook, 2006). Las semillas de A. thaliana se esterilizaron
previamente exponiéndolas a etanol al 100% por 1 min, se lavaron dos veces con
agua estéril y se transfirieron a una solucion con 15% cloro y 0.05% Tween20 por 15
min. Se realizaron cuatro lavados con agua estéril y las semillas se distribuyeron en
medio MS en cajas Petri (colocando no mas de 50 semillas por caja), las cuales se
colocaron en un cuarto de cultivo a 25°C y con fotoperiodo de 16h luz/8h oscuridad.
A las 2 semanas de edad, las plantas se transplantaron a charolas de germinacion
con tierra Metro-Mix 510° o a charolas para hidroponia de 20L con la solucién
nutritiva de Hoagland (Hoagland y Arnon, 1938) pH 7, diluida a la mitad de su
concentracion (Vera-Estrella, et al. 1999; 2005; Barkla, et al. 2002), y se
mantuvieron en condiciones de invernadero (17 a 28°C) con luz y fotoperiodo
natural. Las plantas mantenidas en charolas de germinacién se regaron con agua
de la llave cada tercer dia (siempre y cuando no estuvieran en tratamiento) y una
vez por semana con la solucién nutritiva Hoagland pH 7, diluida a la mitad de su
concentracion. El medio hidropdénico fue cambiado 2 veces al mes. A las 8-10
semanas después de la germinacion, se dio inicio al tratamiento con 75 mM de
NaCl por 4 dias.
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Las plantas de la linea mutante los2 no se desarrollan normalmente en condiciones
de hidroponia por lo que fueron crecidas en charolas de germinacion con tierra
Metro-Mix 510%. En este caso, las plantas de la linea mutante y de la linea tipo
silvestre Col-0 de 10 semanas de edad se expusieron al tratamiento con sal
mediante la inmersion de las charolas en 75mM de NaCl. La base de las charolas
se perford previamente y, para dar inicio al tratamiento, se colocaron dentro de
contenedores con la solucién salina, permitiendo que el suelo se humedeciera con
ella. La tierra de las charolas se mantuvo himeda con la solucién salina durante 4
dias, evitandose el exceso de agua que pudiera inducir una condicion de anoxia en

las plantas. Al cabo de 4 dias de exposicion a NaCl se realizaron los experimentos.

8.2 Extraccion de DNA.

El DNA gendmico se obtuvo utilizando el kit de extraccion Phytopure de GE
Healthcare (www6.gelifesciences.com/aptrix/upp01077.nsf/Content/sample_preparation~p
roduct_selection_category~genomic_dna_purification~nucleon_phytopure?OpenDocument
&moduleid=39983). Se utilizé 0.1g de tejido fresco, el cual se molié6 en un mortero
estéril con nitrogeno liquido hasta obtener un polvo fino. El tejido pulverizado se
transfirid a un tubo eppendorf de 1.5 mL al que se afadieron 600 uL del reactivo 1
gue contiene el detergente lauril sulfato soédico (SDS) y Hidroximetil aminometano
(Tris). En este mismo paso se afiadieron 20 pg/mL de RNAasa y se dejé incubar por
30 min a 37°C. Para continuar la lisis celular se agregaron 200 pL del reactivo 2 que
contiene NaCl y se incubaron a 65°C durante 10 min con agitaciones regulares
seguidas de 20 min de reposo en hielo. Posteriormente, las muestras se incubaron
por 10 min con agitacion constante a temperatura ambiente y se centrifugaron a
1500 x g por 10 min en una microcentrifuga BioFuge pico® (Sorvall, México). Se
colecto el sobrenadante y el DNA se precipitdé con un volumen igual de isopropanol.
Se realizo otra centrifugacion en la misma centrifuga, a 4000 x g durante 5 min para
concentrar el ADN. La pastilla se lavo con etanol frio al 70%, se secaron las
muestras a temperatura ambiente por 10 min y se resuspendieron en 20 yL de agua
estéril MilliQ.
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Como alternativa al kit, se utilizé el protocolo descrito por Dellaporta y colaboradores
(1983), con algunas modificaciones. De 0.5 a 2.0 g de tejido fresco de A. thaliana se
moli6 en mortero con nitrégeno liquido. El polvo obtenido se transfiri6 a tubos
eppendorf con 250 mL de la solucién amortiguadora de extraccion que contiene 50
mM de Tris pH 8, 10 mM de EDTA pH 8, 100 mM de cloruro de sodio, SDS al 1%
(pesol/volumen) y 10 mM de B-mercaptoetanol (agregado inmediatamente antes de
usar). El tejido se homogeneiz6 con un pistilo estéril y se coloc6 a 65°C por 10 min
con agitacién cada 2 min. Posteriormente se agregaron 65 L de acetato de potasio
(KOAC) 5 M a cada muestra, los tubos se invirtieron 5 veces y se transfirieron a hielo
por 5 min. Se llevaron a cabo dos centrifugaciones a 16,000 x g y en ambas se
tomo el sobrenadante para eliminar el tejido. Se agreg6 un paso de limpieza con un
volumen igual al de la muestra de fenol-cloroformo, se centrifugé a 16,000 x g por 5
min y nuevamente se tomo el sobrenadante. Se agregaron 320 pL de isopropanol y
30 uL de acetato de sodio (NaOAc) 3 M, pH 4.5, los tubos se invirtieron 5 veces
para mezclar las soluciones y se colocaron a -20°C durante 10 min. Pasado ese
tiempo, las muestras se centrifugaron a 16,000 x g por 10 min, se deseché el
sobrenadante y se lavo la pastilla con etanol al 70%. Las muestras se dejaron secar
a temperatura ambiente y se resuspendieron en agua MilliQ estéril. La
concentracion de ADN obtenida se cuantifico utilizando el espectrofotdmetro

NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, México).

8.3 Amplificacién del ADN mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR).

Para amplificar los genes de interés, se prepararon reacciones para PCR de 20 puLy
50 pL. En el tubo de reaccion se coloco la solucion amortiguadora para PCR con 50
mM de KCI, 0.2 mM de la mezcla de dNTP's
(www.fermentas.com/catalog/nucleotides/dntpset.htm), 0.2 mM de cada uno de los
oligonucleotidos, 0.25 UM de Taq Polimerasa
(www.fermentas.com/catalog/modifyingenzymes/tagdnapolymeraserecomb.htm), 1.5 mM
de MgCl y 50-100 ng del templado de ADN. Las muestras se colocaron en un

termociclador PTC 200 de MJ Research con el siguiente protocolo de temperaturas:
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2 min a 95°C en un ciclo inicial para desnaturalizar el ADN, 40 ciclos alternando
temperaturas de 95°C por 1 min, 50-65°C por 30 s, 72°C por 1 min y una elongacion
final a 72°C por 10 min. Los productos de PCR obtenidos fueron visualizados
mediante electroforesis horizontal utilizando una camara Gel XL ultra de Labnet, en
gel de agarosa al 0.8% (peso/volumen) en TAE 0.5X, a 50 V por 45 min 0 a 100 V

por 20 min segun el tamafio del producto esperado.

8.4 Seleccion de plantas de la linea Salk_080758, con insercién de T-DNA en el
gen At4g26530.

Las semillas provenientes de plantas identificadas por PCR como heterocigéticas
para la insercion de T-DNA se sembraron en medio MS con kanamicina (25mg/L). A
los 7-10 dias después de la siembra, las plantulas se observaron bajo el
estereoscopio y se contabilizaron las semillas cuya pigmentacion y raiz se
desarrollaron normalmente. Con estos datos se estimdé la proporcion de
heterocigoéticas y homocigéticas en la poblacion. Las plantas que se desarrollaron
normalmente, sin efectos de la kanamicina, se transfirieron a charolas con tierra
para obtener sus semillas y se repitio el proceso de seleccién hasta obtener

porcentajes de germinacion y de desarrollo normal cercanos al 100%.

8.5 Confirmacion de la mutacién en la linea los2.

A partir del DNA de plantulas de 3 semanas y mediante PCR, utilizando los oligos
disefiados especificamente para la mutante, se amplifico un fragmento de 645 pb en
el cual se encuentra la mutacion de interés. La calidad del producto de PCR se
verificd por electroforesis en un gel de agarosa al 0.8%, 20 min a 100V, se purificé y
se cuantific6. Se envié la muestra (100 ng) a la Unidad de Sintesis y Secuenciacion
de DNA del Instituto de Biotecnologia (UNAM), empleando el primer derecho (RP)

para su secuenciacion.

8.6 Aislamiento de tonoplasto de hojas de A. thaliana utilizando un gradiente
discontinuo de sacarosa.

El aislamiento de membranas se llevé a cabo utilizando un gradiente discontinuo de
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sacarosa, de acuerdo con la metodologia descrita por Barkla y colaboradores
(1995). Pasados los 4 dias de exposicion a 75mM de NaCl, se obtuvo la parte aérea
de las plantas (30 g peso fresco) y se colocé en 300 mL de soluciéon de
homogeneizacion fria, manteniendo una relacion de 1-2 gramos de tejido por 10 mL
de medio. La solucibn de homogeneizacion contiene: 400 mM de manitol, 10%
(pesol/volumen) de glicerol, 30mM de Tris, 0.5% (peso/volumen) de albumina de
suero bovino (BSA), 5 mM de &cido tetra-acético del etilenglicol (EGTA), 0.5 mM de
hidroxibutilanisol (BHT), 0.25 mM de dibucaina, 5 mM de MgSQO,. Se ajusta el pH a
8.0 con H,SO,4 e inmediatamente antes de usar se agregan 5% (peso/volumen) de
polivinilpirrolidona 10 (PVP-10), 5% (peso/volumen) de PVP insoluble, 1 mM de
floruro de fenilmetanosulfonil (PMSF), 2 mM de ditiotreitol (DTT), 1mM de
benzamidina y 26 mM de K-metabisulfito. La homogenizacion del tejido se llevé a
cabo en una licuadora comercial marca Waring con 5 pulsos de 20 segundos cada
uno y 20 segundos entre cada pulso. El homogeneizado se filtr6 en 4 capas de
gasa y se centrifugd a 10,000 x g a 4°C durante 20 min, utilizando el rotor Beckman
JA-20 y la centrifuga JS-HS de la misma marca. Se tomé el sobrenadante y se
centrifugé a 100,000 x g por 50 min a 4°C utilizando el rotor Beckman Ti45 y la
ultracentrifuga Beckman Optima® L-80. Se desechdé el sobrenadante y se
resuspendid la pastilla en 10 mL de medio de suspension utilizando el
homogenizador de tejidos Potter-Elvehjem con pistilo de teflon. El medio de
suspension contiene 400 mM de manitol, 10% (peso/volumen) de glicerol, 1.8 mM
de Tris/Mes pH 8.0 y 1.3 mM de DTT. La suspension microsomal se coloco sobre
gradientes discontinuos de sacarosa, los cuales consistieron en 9 mL de sacarosa al
22% (peso/volumen), 9 mL de sacarosa al 32% (peso/volumen) y 9 mL de sacarosa
al 38% (peso/volumen), todos disueltos en solucién de suspensién. Se centrifugaron
las muestras a 100,000 x g por 2 horas a 4°C utilizando el rotor SW28 y la
ultracentrifuga previamente descrita. Las membranas que corresponden al
tonoplasto, contenidas en la interfase 0/22% de sacarosa, se colectaron. Se
diluyeron en solucién de suspension y se precipitaron a 80,000 x g por 1 hora a 4°C
empleando el rotor Beckman Ti60 y la ultracentrifuga L-80. Se recuper¢ la pastilla,

se resuspendio en 200 pL de la solucién de suspension y se dividié la muestra en
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alicuotas de 50 L, se congelaron en nitrégeno liquido y se guardaron a -80°C.

8.7 Extraccion de proteina total de hojas de A. thaliana.

La parte aérea de plantas de 8-10 semanas de edad de A. thaliana se coloc6 en
nitrégeno liquido y se macer6 en un mortero hasta obtener un polvo fino. La muestra
se transfirié a un tubo cénico de 15 mL con la solucién amortiguadora de extraccion
en una proporcion 1:1 y se dejé incubar por 10 min en hielo. La solucidon
amortiguadora de extraccion contiene 250mM de manitol, 10% (peso/volumen) de
glicerol, 10mM de Tris/Mes pH 8.0, 1mM de EDTA, 5mM de DTT, 1mM de
benzamidina, 1mM de PMSF y 5% (peso/volumen) de PVP insoluble. Pasados los
10 min, las muestras se mezclaron en el vortex por 1 min y se filtraron a través de
dos capas de Miracloth. El filtrado se separé en alicuotas de 1mL, se congelaron en
nitrogeno liquido y se guardaron a -80°C.

8.8 Tratamiento caotrdpico de tonoplasto.

Con el fin de eliminar aquellas proteinas unidas débilmente a la membrana, las
muestras de tonoplasto puro se trataron con una solucién amortiguadora caotrépica.
Se tomaron 200 pg de cada muestra y se incubaron 30 min a 4°C en la solucién de
suspension descrita anteriormente, en presencia de 200 mM Na,CO3z; pH 11,
suplementado con 3mM de MgSO, y 3 mM BTP-ATP. Pasado ese tiempo, las
membranas se concentraron mediante centrifugacion empleando el rotor Beckman

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

8.9 Cuantificacion de la proteina.

La proteina presente en las muestras de tonoplasto obtenidas se cuantificd
mediante el método modificado de Bradford (1976). La proteina de membrana se
solubilizé con 0.5% de Triton X-100 (v/v) por 5 min a temperatura ambiente. Pasado
ese tiempo, se agregaron 800 pL de H,O milliQ para diluir el detergente y se
afnadieron 200 pL de colorante Bradford. Las muestras se incubaron por 5 minutos,
se mezclaron empleando el vortex y se leyeron a 595 nm utilizando el

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

Para eliminar los lipidos en la muestra antes de la separacion de las proteinas por
SDS-PAGE, se transfirié el volumen necesario de proteina a un tubo eppendorf y se
afadieron 1.5 mL de Etanol/Acetona (1:1) a -30°C. Las muestras se mantuvieron a
-30°C por 24 horas, segun la metodologia expuesta por Parry y colaboradores
(1989). Las muestras se centrifugaron a 13,000g por 20 min a 4°C en un rotor
F2404 de una centrifuga de mesa modelo GS-15R (Beckman). Las pastillas se
secaron al aire por 5 min y se resuspendieron con solucion amortiguadora de
Laemmli (1970) (62.5 mM Tris/HCI, 2.5% (peso/volumen) de SDS, 5%
(peso/volumen) de 2,B-mercaptoentanol y 0.001% (peso/volumen) de azul de
bromofenol, en una relacion 1uL por pg de proteina, para someterse a la
electroforesis.

8.10 SDS-PAGE y andlisis tipo “western blot”.

Previa a la colocacion de la proteina en los geles, los tubos con las muestras de
proteina se colocaron a bafio maria a 60°C por 2 min. La electroforesis se llevé a
cabo en mini gel de acrilamida a concentracion final del 10%, compuesto por 30%
de acrilamida/bisacrilamida, 1.5 M Tris/HCI pH8.0, SDS al 10%, N,N,N,N'-
tetrametilnediamina (TEMED) y persulfato de amonio al 10%, durante 45 min a
200V (4°C) utilizando una camara Mini Protean Il de Bio-Rad. Se utilizaron 300 mL
de solucién amortiguadora de corrida (0.06 M Tris, 0.04 M glicina y 8mM de SDS) y
se cargaron 12-20 ug de proteina por carril y 5 ug de marcador de peso molecular
(Fermentas, México) en el primer carril de la izquierda de cada gel. Para algunos
casos, la electroforesis fue realizada por duplicado, empleando un gel para
corroborar que la cantidad de proteina cargada fuera la misma para todas las
muestras. Para este fin, el gel de acrilamida obtenido fue tefiido por 45 min con
solucién de tincién que contiene 0.025% de azul de Coomassie (peso/volumen),
50% (v/v) de metanol y 7% (v/v) de acido acético glacial. Posteriormente, el gel se
transfirio a solucién para destefiir, la cual consta de 40% de metanol y 7% de acido
aceético glacial. Una vez que las bandas se observaron claramente, se retiro el gel y

se escaneo utilizando el escaner Scan Jet 8250 de Hewlett Packard y el software
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Fotografias e Imagenes HP version 1.1 proporcionado por la misma compainiia.

Una vez concluida la electroforesis, se incubé el gel de acrilamida durante 10 min en
solucion amortiguadora de transferencia (0.02 M de Tris, 0.15 M de glicina'y 20% de
metanol) con agitacion constante, para eliminar el exceso de SDS que podria
reducir la eficiencia de la transferencia. Las proteinas se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa (ECL plus, GE Lifesciences) utilizando la unidad de
transferencia Mini Trans-Blot Cell de Bio-Rad y la misma solucién de transferencia.
La transferencia se realizdé durante 75 min a 100 V a 4°C. Para corroborar que la
cantidad de proteina colocada en cada carril haya sido la misma, la membrana fue
tefiida por 1 min con una solucion que contiene 0.01% (peso/volumen) de colorante
rojo de Ponceau y 5% (v/v) de acido acético, se lavo con H,O estéril y se escaned
empleando el escaner y el software previamente descrito.

8.10.1 Deteccion de proteina empleando anticuerpos especificos.

La presencia y abundancia de las proteinas aldolasa y enolasa asi como de las
subunidades E, B y A de la V-ATPasa, se determin6 empleando anticuerpos
especificos policlonales contra cada una de ellas. Las membranas se incubaron por
2-3 horas en solucion para bloquear, la cual contiene solucién amortiguadora Salina
Tris (10mM Tris/HCI, 150mM NaCl y pH 7.5), 5% (peso/volumen) de leche
descremada en polvo (Svelty, Nestlé) y 0.02% (peso(volumen) de azida de sodio
para evitar su contaminacién con bacterias. Posteriormente, las membranas se
colocaron en 8 mL de la misma solucidn con el anticuerpo primario y se dejé incubar
por 12 horas a temperatura ambiente, con agitacién constante. Al dia siguiente se
llevaron a cabo tres lavados con 50 mL de solucién amortiguadora Salina Tris
(TBS), TBS con 0.02% (v/v) Tween-20 y TBS, durante 15 minutos cada una, con
agitacion constante y se coloco el segundo anticuerpo en solucién para bloquear sin
azida de sodio, ya que este inhibe la reaccion enzimatica de la peroxidasa de
rabano. Al cabo de 3 horas, se realizaron los tres lavados con TBS comentados
anteriormente y los complejos antigeno-anticuerpo se detectaron utilizando el kit de
quimioluminiscencia ECL (Enhanced ChemiLuminiscence) para deteccion de

western blot de GE Healthcare

37



(wwwé.gelifesciences.com/aptrix/upp01077.nsf/Content/Products?OpenDocument&modulei
d=46853) de acuerdo con las indicaciones del fabricante y una placa de
autoradiografia expuesta por 5-20 min. Para la aldolasa y la VHA-E se realizaron
exposiciones por 5 minutos, 15 minutos para la enolasa y 20 minutos para la VHA-A
y la VHA-B.

8.10.2 Anticuerpos utilizados y concentraciones empleadas.

Los anticuerpos policlonales generados en conejo contra la aldolasa
(www.agrisera.com/en/artiklar/fructose-16-bisphosphate-aldolase-fba.html) 'y contra la
VHA-E (www.agrisera.com/en/artiklar/-v-atpase-h-vacuolar-h-atpase-subunit-h.html) de A.
thaliana, se emplearon a una diluciéon de 1:5000. El anticuerpo policlonal generado
en cabra contra el C-terminal de la enolasa de humano (www.scbt.com/datasheet-
7455-enolase-c-19-antibody.html) se utilizé a una dilucion de 1:1000 y para el caso de
los anticuerpos contra la VHA-A y la VHA-B de Kalanchoe, ambos producidos en
conejo (donado por el Dr. J.A.C, Smith, Universidad de Oxford) se empleo una dilucion
de 1:500. Para determinar la presencia de distintos organelos en las fracciones
obtenidas mediante gradiente discontinuo de sacarosa se utilizaron los siguientes
anticuerpos contra proteinas marcadoras: tonoplasto (VHA-E, subunidad E de la V-
ATPasa) a una dilucion de 1:1000, cloroplasto (a-ATP beta, subunidad de la ATPasa
de cloroplasto) a una dilucién de 1:1000, golgi/RE (CRT1, calreticulina) a una
dilucién de 1:2000, mitocondria (VDAC, canal de aniones dependiente de voltaje de
la membrana externa) a una dilucion de 1:1000 y membrana plasmatica (AHA2,
H'ATPasa) a una dilucién de 1:2000, todos generados en conejo. Los anticuerpos
secundarios para detectar la fraccién constante de la inmunoglobulina G (IgG) de
conejo y/o de cabra, producidos en cabra y en conejo respectivamente, se utilizaron

a una dilucién de 1:3000.

8.10.3 Analisis de abundancia de la proteina detectada con anticuerpos
especificos.
Para determinar la cantidad de proteina detectada por los anticuerpos especificos

en los experimentos de western blot, las placas de autoradiografia obtenidas fueron
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digitalizadas utilizando el escaner y el software para tratamiento de fotografias e
imagenes  previamente  descritos. Las imagenes fueron  analizadas
semicuantitativamente por densitometria, utilizando el software ImageJ version
1.42q (bttp://rsb.info.nih.gov/ij). Se normalizaron los valores obtenidos con base al
control (plantas de tipo silvestre no expuestas a sal) y se realizd el analisis

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

8.11 Actividad hidrolitica de la V-ATPasa.

La actividad hidrolitica de la V-ATPasa se midio en relacion a la liberacion de fosfato
inorganico (Pi) siguiendo el método de Ames (1966). La proteina de tonoplasto
previamente aislado (15 pg/100 pl) se incub6 a 37°C por 30 min en 300 pl de
solucién de ensayo, la cual contiene: 50 mM de KCI, 6 mM de MgS04, 30 mM de
Tris-HCI pH 8.0 y 1 mM de molibdato de sodio como inhibidor de fosfatasas. Para
evaluar el efecto de las enzimas glicoliticas aldolasa y enolasa sobre la estimulacion
de la actividad hidrolitica de la V-ATPasa, se afadieron 0.03 unidades de aldolasa
purificada de Spinacia oleracea (Sigma, Aldrich # A9329) y/o 0.04 unidades de
enolasa de Saccharomyces cerevisiae (Sigma, Aldrich # E6126). La reaccién fue
detenida agregando 800 pl de solucion de Ames (1 volumen de acido ascorbico al
10% y 6 volumenes de molibdato de amonio al 0.42% en H,SO,), se incubo6 por 30
min a temperatura ambiente y se midio la absorbencia a 820 nm. Se utiliz6 el

espectrofotometro de UV-visible y el software descrito en parrafos anteriores.

8.12 Actividad enzimatica de la enolasa.

La actividad catalitica de la enolasa se determiné a través de la medicion de la
oxidacion de NADH a NAD* (Huter, et. al. 1999), de acuerdo con las siguientes
reacciones acopladas:

2-fosfoglicerato + H,O _enolasa__ Fosfenolpiruvato + H,0

Fosfenolpiruvato + ADP __piruvato cinasa Piruvato + ATP

Piruvato + NADH lactato deshidrogenasa > Lactato + NAD*
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El ensayo se llevo a cabo a 30°C en medio de reaccion, el cual contiene 50mM de
Tris-HCI pH 7.4, 0.2 mM de B-NADH (Sigma, # cat. N8129), 3.3 mM de MgCl,, 20 mM
de KCI, 1.2 mM de ADP (Sigma, # cat. A2754) y 2mM de 2-fosfolglicerato. Se
afadieron 30 pg de proteina total de tonoplasto y 3 unidades de lactato
deshidrogenasa, 2.1 unidades de piruvato cinasa (Sigma, # cat. P0294) para iniciar la
reaccion. El ensayo se realizé en un volumen total de 1 mL. La disminucion en la
absorbencia se midi6 cada 5 s, durante 2 min a 340 nm, empleando el

espectrofotometro de UV-visible y el software previamente descritos.

La conversion de absorbencia a unidades se llevd a cabo utilizando el coeficiente de
extincion del NADH con la siguiente formula:

Actividad especifica de laenolasa _ A Abs 340 nm (min-t mg-1)
(U/mg de proteina) (6.22)(1)

Donde:
U= 1 pmol de sustrato convertido.
6.22= Coeficiente de extincion de B-NADH a 340 nm.

1= volumen de reaccion en mL.

8.13 Mediciones de osmolaridad y de concentracion de iones Na*y K™.

La parte aérea de plantas de tipo silvestre y de plantas mutantes los2, control y
expuestas a 75 mM de NaCl se coloco en jeringas de 10 mL a las que se coloco
previamente un filtro Whatman No. 1. El material se congelé a -30°C por 24 horas y
la savia se obtuvo mediante centrifugacion a 1500g por 15 min utilizando el rotor
Beckman S4180 y la centrifuga GS-15R de la misma marca. La osmolaridad se

determiné en un volumen de 30 pL, con el osmometro crioscépico Osmomat 030

(Gonotec, Alemania). La medicion de Na+ y K+ se llevd a cabo mediante fotometria
de flama empleando el flamometro modelo 943 de Instrumentation Laboratory
(Lexington, Massachusetts. EUA).
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8.14 Fijacion del tejido y microscopia electrdnica.

Se realizaron cortes semifinos de la seccion media de hojas de plantas de A.
thaliana de tipo silvestre y mutantes los2, expuestas y no expuestas a 75mM de
NaCl, y se prepararon para su observacién por microscopia electronica. Las
muestras se fijaron en 0.1 M de paraformaldehido (PFA) al 4% en solucion
amortiguadora de cacodilato de sodio 0.2M, pH 7.4 por 1 h y post-fijadas en
tetraoxido de osmio (OsO4) al 1% para dar contraste a la muestra. Después, el
tejido se lavo tres veces en la solucion de cacodilato durante 10 min y se colocé en
una solucién de sacarosa 0.2 M durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se
repitieron los lavados y se realizé una serie de deshidrataciones con etanol (70-
100%). Las muestras fueron embebidas en resina Epon durante 24 h, se cortaron
con cuchilla de vidrio, se tifieron con azul de toluidina, se montaron en rejillas de
cobre de 200 mesh cubiertas por formvar-carbén y se observaron en el microscopio
electronico Zeiss EM 900 a 80 kv (Carl Zeiss, Int.). Se tomaron las fotografias con la

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

8.15 Modelaje de la proteina enolasa.

Las estructuras simuladas de la enolasa de tipo silvestre y mutante los2 de A.
thaliana (gen At2g36530) se generaron mediante modelaje por homologia con la
estructura de la enolasa tipo 1 de humano (PDB:3B97) empleando el software
gratuito Modweb (http://modbase.compbio.ucsf.edu/ModWeb20-html/modweb.html). Se
realiz6 un alineamiento multiple (http:/blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) con 45
secuencias depositadas en el PDB (Protein Data Bank) para confirmar la elegida
por el programa como la de mas alta homologia y el modelo fue verificado utilizando
el software Swiss-Model (Arnold, et al. 2006; Kiefer, et al. 2009; Peitsch, 1995). La
visualizacion y manipulacion de la imagen se llevo a cabo con el programa Swiss
PdbViewer (Guex & Peitsch, 1997). No se realizd ningan procedimiento de

minimizacion de energia o ajuste manual.
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8.16 Medicion de clorofilay carotenoides en hojas de A. thaliana.

Los pigmentos fotosintéticos de plantas de tipo silvestre y mutantes los2,
germinadas en medio MS con 75 mM de NaCl, se extrajeron y se cuantificaron
mediante espectrofotometria siguiendo el protocolo descrito por Lichtenthaler
(1987). Las hojas de plantas de 12 dias de edad se machacaron en acetona al 80%
utilizando un pistilo, las muestras se dejaron incubar en la oscuridad a 4°C durante
12 h y se centrifugaron utilizando la microcentrifuga BioFuge pico® (Sorvall, México)
a 16,000 x g por 10 min. 1 mL de cada muestra se tomé para su medicién utilizando
el espectrofotometro de UV-visible y el software previamente descritos. Se obtuvo el
diagrama de absorbencia de 400 a 700 nm para determinar la posicién de los picos.
Se midié la absorbencia a 470 nm, 645 nm y 663 nm y las concentraciones de
clorofila a, clorofila b, clorofila total y carotenoides se calcularon utilizando los
siguientes coeficientes de extincion (Lichtenthaler, 1987; Lichtenthaler &
Buschmann, 2001):

Ca (Mg/mL) = 12.25(Ace3.2) — 2.79(Asss.s)

Cb (Mg/mL) = 21.50(Aes6.8) — 5.10(Ass3.2)

Ciotar (Mg/mL) = 18.71(As4s8) — 7.15(Ass3.2)

Cierg (HG/ML) = (1000(Asr0) — 1.82(Co) — 85.02(C))/198

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

8.17 Disefio de los oligonucleotidos y secuencias.

Los oligonucledtidos para la linea Salk_080758 con insercion de T-DNA en el gen de
aldolasa se disefiaron utilizando el programa para disefio de oligonucle6tidos Salk
T-DNA (http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html) y se confirmaron empleando el
software SDSC Biology Workbench 3.2 (http://workbench.sdsc.edu/) y el programa
OligoCalc (www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html). Mientras que los oligos
disefiados para el gen de la enolasa se desarrollaron utilizando el programa Vector
NTI 10.3.0 de Invitrogen (www.invitrogen.com/site/us/en/home/LINNEA-Online-
Guides/LINNEA-Communities/Vector-NTI-Community/Vector-NTL.html) y se confirmaron

utilizando los programas Workbench 3.2 y OligoCalc (Tabla 2).
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Aldolasa, Salk_080758 (At4926530)

RP, 5TAAGTACATTGCCACACCGST
LP, 5'CTTCCTCTTCACTCTGTCC3'
LBb1.3, SATTTTGCCGATTTCGGAACT

Oligos Enolasa (At2g36530)

RP, 5'GTTGGTGATGAAGGTGGGTTTGS
LP, 5CCAACTCCTCCTCAATACGCAAZ

Tabla 2. Oligonucledtidos utilizados.
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9. RESULTADOS

A partir del trabajo previo en el que se identificaron a las enzimas aldolasa y enolasa
asociadas al tonoplasto de M. crystallinum, nos planteamos profundizar en el
estudio de la funcién de dichas enzimas en la respuesta a NaCl. Puesto que no se
cuenta con mutantes en M. crystallinum se buscé trabajar con el organismo modelo
A. thaliana, para el cual existe una gran cantidad de mutantes disponibles. Ademas
de la facilidad para trabajar con A. thaliana debido a la existencia de bancos de
semillas y a la disponibilidad de su genoma completo, la especie nos ofrecia la
posibilidad de confirmar la presencia de las enzimas aldolasa y enolasa en el
tonoplasto de una especie glicéfita.

Ambas lineas mutantes, tanto para aldolasa como para la enolasa, fueron elegidas
en base a los resultados obtenidos en el trabajo previo con el tonoplasto de M.
crystallinum (Barkla, et al. 2009) (Tabla 3). Las secuencias de los péptidos cuya
abundancia se modificaba bajo exposicion a NaCl fueron alineados
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov). Coincidiendo la secuencia de los péptidos con los
genes At4g26530 (que codifica para la aldolasa) y At2g36530 (que cdédifica para la

enolasa), para los que existen lineas mutantes.

Identificacion de proteinas reguladas por NaCl en Mesembryantenum crystallinum

Nombre del gen No. de peptidos identificados Secuencia Funcidn
PGH1-Enolasa 3 K.VNQIGSVTESIEAVK.M Glicdlisis, fusion
K.NVNEIIGPALVGK.D vacuolar y trafico.
R.AAVPSGASTGVYEALELR.D
PGH1-Enolasa 2 K.VQIVGDDLLVTNPK.R Glicdlisis, fusion
K.VNQIGSVTESIEAVK.M vacuolar y trafico.
ALF1- Fructosa 5 K.TAAGKPFVEVLK.E Glicdlisis.
bifosfato alddolasa R.FAGINVENVESNR.R
K.VAPEVIAEYTVR.A
K.GVVELAGTNGETTT
QGLDGLGAR.C
K.YADELIANAAYIGTPGK.G

Tabla 3. Secuencia de péptidos obtenidos a partir del estudio protedmico realizado con el
tonoplasto de la hal6fita M. crystallinum (Barkla, et al. 2009).
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La presencia de 8 genes para la aldolasa y de 4 genes para la enolasa en A.
thaliana, asi como la existencia de una via alterna de glicdlisis en los plastidos de
las plantas (Plaxton, et al. 1996) nos llevé a suponer que las mutantes serian
viables a pesar de contener mutaciones en genes basicos para el metabolismo de la

glucosa.

9.1 Obtencién de plantas de Arabidopsis thaliana homocigoticas para la
insercion de T-DNA en el gen de la aldolasa At4g26530.

Con el fin de caracterizar la funcion de la aldolasa en la respuesta y tolerancia a la
salinidad en A. thaliana, se utilizé a la linea Salk 080758 ecotipo Columbia (Col-0)
(Alonso, et al. 2003). Dicha linea contiene una insercion de T-DNA en el cuarto exén
del gen de la aldolasa At4g26530 (Fig. 5), lo que afecta cualquiera de los dos
productos generados por el procesamiento alternativo del gen. EIl tamafio de los
dos mensajeros (At4g26530.1 y At4g26530.2) resultantes del gen difieren en 38 pb
aproximadamente. Sin embargo, dicha diferencia se refleja en el tamafio de las
regiones no transcritas (UTR) y no en el tamafio de la proteina resultante. La cual
tiene un tamafio de 358 aminoacidos para ambos casos (AceView,

www.nchi.nlm.nih.gov/IEB/Research/Acembly/index.html).

Oligo LBb1.3

T-DNA Salk-080758

Oligo RP I Oligo LP

At4g26530.2

At4926530.1

- Region |:- Exon |:| Region no U Intrén

codificante codificante

Figura 5. Organizacion de intrones y exones del gen At4g26530 de la linea mutante
Salk_080758, con insercion de T-DNA. Las flechas muestran las posicion de los
oligonudedtidos utilizados para analizar genéticamente a la mutante (RP en el extremo 5' del
gen, LP en el extremo 3' vy LbB1.3 dentro del inserto de T-DNA). El gen contiene 4 intrones y
5 exones. El rectangulo muestra la localizacion del inserto de T-DNA en el cuarto exdn, en
una region codificante. Los dos productos del procesamiento alternativo del gen
(Atdg26530.1 y Atdg26530.2) son afectados por esta insercién.
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La linea Salk 080758 proveniente del Instituto Salk es una linea heterocigotica,
cuyas semillas corresponden a la generacion T2 o T3. Mediante PCR vy utilizando los
oligonucledtidos disefiados para reconocer los extremos del gen (RP, LP), asi como
para unirse al T-DNA (LBb1.3), se confirmé que la presencia y la heterocigosis del T-
DNA. Dado que se utilizaron tres oligonucleoétidos, se esperaba obtener fragmentos
de distintas longitudes a partir de la amplificacion por PCR: para el caso de plantas
de tipo silvestre, o sin insercion de T-DNA, se esperaba la amplificacion de un solo
fragmento de 989 pb, mientras que para las plantas con insercién en ambos alelos
se esperaba generar un fragmento corto de 517 pb (Fig. 6A). Como se observa en
la figura 6B, la presencia de ambos fragmentos (uno de 517 bp y uno de 989 bp)
nos indican que el T-DNA se encuentra presente solamente en uno de los alelos;
por lo que recurrimos al gen de seleccion de resistencia a kanamicina presente en

las plantas transformadas para obtener plantas homocigaéticas.

A HZ HZ HZ HZ WT WT M
—
 WT, HZ HM, :
e
~900 pb [ () |
~500 pb ] =S 1000pb
pmort Sy Py " < | 500pb

Figura 6. Las plantas de la linea Salk_080758 son heterocigdticas para la insercion de
T-DNA en el gen Atdg26530. A Esquema de productos esperados mediante PCR para las
lineas obtenidas del instituto Salk. Para la mutante Salk_080758 homodgdtica para la de T-
DNA se espera una unica banda de 517 pb, mientras que para los organismos sin insercion
se espera un producto de 989 pb. Tomada de hitp://signal salk edu/ftdnaprimers.2_himl. B.
Producto de PCR obtenido para la linea Salk_080758. La amplificacidn de dos fragmentos,
uno largo y uno corto, nos indican que las plantas mutantes son heterocigdticas para la
insercion de T-DNA. Como control se utiizaron plantas silvestres, en las cuales solamente
hay una banda de 989 pb gue comesponde con la ausencia de la insercion de T-DNA.
Carriles: WT, plantas de tipo silvestre; HZ, plantas heterocigoticas para la insercion de T-
DNA; HM, plantas homocigdticas para la insercion; M, marcador de peso molecular.
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9.1.1 Seleccién de mutantes empleando kanamicina.

Las plantas mutantes de Salk fueron transformadas por el T-DNA de Agrobacterium
utilizando el vector pROK2 (O’Malley, et al. 2007), el cual cuenta con el gen
reportero NPTII que confiere resistencia a kanamicina (Miki & McHugh 2003).
Aunque se ha demostrado que después de varias generaciones el gen de
resistencia al antibiético se silencia, decidimos probar el método de seleccion con
kanamicina (Van der Kop, et. al. 1999) con la linea Salk_080758 como primera
aproximacion para seleccionar a las plantas homocigéticas para la insercién de T-
DNA.

La kanamicina es un antibiético aminoglicésido capaz de unirse a la subunidad del
ribosoma 30S del cloroplasto y de la mitocondria, impidiendo la traduccién de las
proteinas. Los efectos de este antibidtico en las plantas transformadas, y por tanto
sensibles al antibittico, se relacionan con un crecimiento deficiente de la raiz, asi
como con hojas etioladas y poco desarrolladas (Duan, et. al. 2009). A diferencia de
las plantas no transformadas, las plantas de la linea Salk_080758 con resistencia la
kanamicina muestran un fenotipo normal, con una raiz principal larga, raices
laterales bien desarrolladas y pigmentacion normal (Fig. 7A). Después de tres
generaciones de seleccidn de esa linea, se obtuvieron plantas cuyos descendientes
continuaban mostrando porcentajes de resistencia al antibiético cercanos al 100% y
desarrollo normal (Fig.7B).Para confirmar que las plantas que mostraron resistencia
a kanamicina eran homocigéticas para la insercion se realizé un PCR, empleando
los oligonucledtidos disefiados especificamente para el gen At4g26530. Debido a
gue previamente habiamos observado que la presencia de los oligonucleétidos LP,
RP y LBbl1.3 (Fig. 6) en la misma reaccion de PCR podria amplificar
preferentemente a uno de los fragmentos, se realizaron las reacciones por
separado: en la primera reaccidon se colocaron los oligonucleétidos disefiados a los
extremos del gen (RP y LP) con el fin de amplificar el gen completo, sin interrupciéon
del T-DNA; mientras que en la segunda reaccion se colocaron los oligonucleétidos
RP y LBb1.3 para amplificar el fragmento pequefio generado por la presencia de T-

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

kanamicina, lo que nos indica que son homocigoticas para la insercion (Fig. 8).

Linea # plantas sensibles  # plantas resistentes Total % de resistencia
9 A2 3 47 50 94
21J8 5 45 50 90
9O 6 44 50 88
21 J1 7 43 50 86
21J2 9 41 50 82
19 K3 10 45 55 81.8
21 P5 13 37 50 74
29 A2 13 37 55 74
19 K2 15 35 50 70
9 Q2 16 34 50 68
21 B4 16 34 50 68
21J4 20 34 54 62.9
21 A1 20 30 50 60

Figura 7. Mediante seleccidn con kanamicina, se detectaron plantas homocigdéticas
para la insercién de T-DNAen el gen At4g26530 que cddifica para la aldolasa. Los altos
porcentajes de germinacidn y de desarrollo normal en medio M3 con kanamicina muestran
que podria tratarse de plantas homocigéticas para la insercion de T-DNA. A. Las plantas de
la linea mutante Salk_080758 (9Q1, 21J1, 9A2 y 19K3) se desarrollan de manera normal.
Las plantas de tipo silvestre (WT), asi como las no resistentes al antibiotico (21A1), muestran
poco desarrollo de la raiz y hojas efioladas B. Las lineas 9A2, 2148, 9Q1, 21J1 y 21J2
presentan un alto porcentaje de resistencia a kanamicina después de tres generaciones de
seleccion con el antibidtico. Se colocaron alrededor de 50 semillas por caja de petri
conteniendo 25 mg/L de kanamicna, y las plantas resistentes fueron observadas al
estereoscopio y contabilizadas. Debido a que se ha reportado que algunas lineas mutantes
de Salk pueden perder la resistencia al antibidtico después de varias generaciones, no se
esperaba obtener 100% de resistencia.
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WT HZ HM HM HM HM
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1000 pb ——
500 pb ——
250 pb ——

Figura 8. Plantas de la linea Salk_080758 homocigéticas para la insercién de T-DNAen
el gen At4g26530 que cédifica para la aldolasa. Después de tres generaciones, el DNA de
las plantas fue extraido. Mediante PCR vy utilizando los oligonudedtidos disefiados
especificamente para esta mutante, se amplifico el gen At4g26530. Se llevaron a cabo dos
reacciones por separado para cada muestra, colocandose los oligos disefiados a los
extremos del gen (RP y LP) en una vy el oligo RP junto con el que se encuentra dentro del T-
DNA (LBb1.3) en ofra. Se separd el producto de PCR mediante electroforesis en gel de
agarosa al 0.8%. WT, planta silvetsre; HZ, planta heterocigdtica para la insercion de T-DNA,
HM, planta homocigdtica para la insercion de T-DNA; M, marcador de peso molécular;
Carriles impares, reaccidén con los oligos RP y LP; Carriles pares, reaccién con los oligos
RPy LBb1.3.

9.2 Obtencion de lineas homdécigas de A. thaliana con mutacidon en el gen
At2g36530 que codifica para la enolasa.

Para el caso de la enolasa se identifico a la mutante los2, la cual presenta una
mutacion puntual en el gen At2g36530. Dicha mutacion se obtuvo mediante
exposicion a etil metano sulfonato (EMS), sustancia que genera el cambio de
guaninas por adeninas y que provoco la sustitucion de la glicina 326 (cercana al sitio
catalitico) por una serina en el gen Los2. La mutante los2 fue caracterizada como
una mutante sensible al frio y se propuso que la enolasa esta relacionada con dicha
respuesta (Lee, et. al. 2002). No obstante, aunque el estrés por frio y el estrés
salino producen baja disponibilidad de agua (Xiong, et al. 2002), los estudios
preliminares realizados por Lee y colaboradores (2002) no relacionan a la mutante

con el estrés salino.
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En nuestro caso, resulta muy interesante estudiar a la mutante los2 en la respuesta
a NaCl asociada particularmente al tonoplasto. Pues una mutacién puntual
solamente afectaria parte de la funcion de la proteina, permitiéndonos estudiar la

funcion especifica que desempefia en el tonoplasto durante estrés salino.

Con la finalidad de confirmar que las semillas obtenidas correspondian a las de la
mutante los2, se purificé y secuencié un fragmento de 645 pb del gen, region donde
se encuentra el aminoacido 326. La secuencia obtenida (los2) fue alineada con la
reportada para el gen At2g36530 en la base de datos de secuencias de nucleotidos
del Instituto Europeo de Bioinformatica (EMBL-EBI), con lo que se confirmé la
sustitucion de la guanina 2162 por alanina (Fig. 9). Y por tanto que las semillas son
de plantas mutantes los2. Dado que en su estudio Lee y colaboradores (2002)
realizaron el mapa génico de la mutante los2, sabemos que ésta no contiene otras

mutaciones en su genoma.

At2g36530 CCTGTACAAGTCCTTTGTCGCTGAGTACCCAATCGTGTCCATTGAGGACCCATTTGACCA 2100
Los2 CCTGTACAAGTCCTTTGTCGCTGAGTACCCAATCOGTGTCCATTGAGGACCCATTTGACCA 434
B A R O A O R R N R K R R R N R R RN E R RN E R R RN R R
At2g36530 AGATGACTGGGAGCACTATGCTAAGATGACCACTGAGTGTGGAACCGAGGTTCAGATTGT 2160
Los2 AGATGACTGGGAGCACTATGCTAAGATGACCACTGAGTGTGGAACCGAGGTTCAGATTGT 494
PR SR a R E R E R R E S R E R E R E R RS L E R R E R EE L EE R E L E R R E L T
At2936530 CGGTGATGATTTGTTGGTCACTAACCCCAAGGTTTGTTTTTATTTGCCAGTGTTCTTACC 2220
Los2 CAGTGATGATTTGTTGGTCACTAACCCCAAGGTTTGTTTTTATTTGCCAGTGTTCTTACC 554
EE L E R R E L AR R E R E R E R R R E L EE LA LR E R E R E R E R E R E R R E L E L L ]
At2936530 AGTTTTTTTTTGTTGTCTGCCCTCTCTTAAAATGCTCACATCTCTCTTATACTCTTTTCT 2280
Los2 AGTTTTTTTITTGTTGTCTGCCCTCTCTTARAATGCTCACATCTCTCTTATACTCTTTITCT 614
EEE R E LR AR E L R R A E R E R E A R E R E L EE L AL E R E R EE S E R EEE R E L E L EE L E
At2036530 TATTCCAGAGAGTTGCTAAGGCAATCGCAGAGAAGTCTTGCAATGCTCTTCTTTTGAAGG 2340
Los2 TATTCCAGAGAGTTGCTAAGGCAATCGCAGAGAAGTCTTGCAATGCTCTTCTTTTGAAGG 674

R L s R AR L E R E R R A E RS R E SR R E R ELEE R AR L E R E L EE R EEEEE R E R E R E L E

Figura 9. Verificacion de la mutacion puntual en la mutante de enolasa los2. La
secuencia de la mutante /os2 obtenida mediante secuenciacién fue alineada con la reportada
para la enolasa LOS2 de A. thaliana depositada en la base de datos EMBL (At2g36530) con
el nimero de acceso AY092986. El cambio de guanina por adenina en la primera base del
codon que da origen a la Glicina326 en la secuencia de la mutante /os2, provoca el cambio
por Serina (flecha).
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9.3 Confirmacién de la asociacion de las enzimas aldolasa y enolasa con el
tonoplasto de A. thaliana mediante ensayos tipo “western blot”.

En trabajos anteriores realizados en el laboratorio (Barkla, et al. 2009) se identifico
la presencia de las enzimas glicoliticas aldolasa y enolasa asociadas al tonoplasto
de la planta haldéfita M. crystallinum, no obstante se desconocia si dicha presencia
era exclusiva de la especie. La disponibilidad de un banco de semillas de mutantes
para la mayoria de los genes de Arabidopsis, hace de esta especie un excelente
candidato para el estudio funcional de las enzimas identificadas. Sin embargo, antes
de utilizarla se tenia que confirmar la presencia de las proteinas de interés en el

tonoplasto de A. thaliana.

Con ese fin, se realiz6 un ensayo preliminar tipo western blot con las fracciones de
tonoplasto de M. crystallinum de 6 semanas de edad y de A. thaliana (Col-0) de 8
semanas de edad y se determind la presencia de las enzimas glicoliticas aldolasa y

enolasa, utilizando anticuerpos policlonales.

Los resultados indican que al igual que en la especie haldfita, las enzimas aldolasa
y enolasa se encuentran asociadas al tonoplasto de A. thaliana (Fig. 10). Para
garantizar que las muestras utilizadas para el wester blot correspondieran a
proteinas de tonoplasto, se utilizé el anticuerpo contra la H*-pirofosfatasa vacuolar
(AVP1). Sin embargo, puesto que el anticuerpo fue generado para reconocer la
AVP1 de Arabidopsis, el reconocimiento en M. crystallinum es menor (Fig. 10-A). La
proteina se cuantifico antes de ser colocada en el gel, y la membrana a la que se
transfirieron las proteinas se tifié con rojo de Ponceau para confirmar la igualdad de
carga. Permitiéndonos asi comparar diferencias en la abundancia de las proteinas
entre las especies. Mientras que la abundancia de la aldolasa es similar para M.
crystallinum y A. thaliana (Fig. 10 B), la abundancia de la enolasa en Arabidopsis es

menor que en M. crystallinum (Fig. 10 C).
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Figura 10. Las enzimas glicoliticas aldolasa y enolasa estan asociadas al tonoplasto
de A. thaliana. Analisis tipo westem blot de fracciones de tonoplasto (15pg/carril), aisladas
de A. thaliana (At) 6 M. crystallinum (Mc). La proteina se separd mediante SD5-PAGE al
10%, se transfiné a una membrana de nitrocelulosa y se expuso a los anticuerpos indicados.
Para confirmar que la fraccon empleada es tonoplasto, se utilizd como marcador un
anticuerpo contra la H+pirofosfatasa vacuolar (AVP1) de A. thaliana. A (parte superior).
Inmunolocalizacidn de la AVP1 (67 kD). B (parte superior). Inmunolocalizacion de la aldolasa
{43 kD). C (parte superior). Inmunolocalizacion de la enolasa (55 kD). Para aseqgurar que la
cantidad de proteina colocada en cada carril es la misma, después de la transferencia las
membranas fueron tefiidas por 1 min con colorante de Ponceau al 0.01% en acido acético al
5% (panel inferior de cada figura).
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9.4 En extractos de tonoplasto obtenidos mediante gradiente discontinuo de

sacarosa, no hay contaminacion por Mitocondrias o Membrana Plasmaética.

Una vez que observamos la presencia de las enzimas aldolasa y enolasa asociadas
al tonoplasto de A. thaliana en nuestro experimento preliminar, decidimos confirmar
la pureza de nuestro extracto de proteinas de membrana antes de continuar con

mas estudios.

En el trabajo previo con M. crystalinum (Barkla, et al. 2009) se utiliz6 la
electroforesis zonal de flujo libre (EZFL) para obtener fracciones de tonoplasto
altamente puras. Sin embargo, esta alternativa no es viable para A. thaliana debido
a la poca biomasa que se obtiene en esta especie y a la dificultad para obtener
grandes cantidades de proteinas microsomales, necesarias para la separacion por
EZFL. En este trabajo optamos entonces por emplear la técnica de separacién por
gradiente discontinio de sacarosa para aislar la fraccion de membranas de
tonoplasto. Aunque la técnica tiene la desventaja de poder presentar contaminacion
por otras fracciones celulares, es una alternativa viable en los estudios con

Arabidopsis.

La pureza de las membranas obtenidas mediante gradientes discontinuos de
sacarosa, se dermind a través de la presencia de diferentes proteinas especificas
para los organelos y compartimentos celulares en un ensayo de tipo western blot,
utilizando las siguientes proteinas marcadoras: subunidad E de la V-ATPasa para
tonoplasto (VHA-E; Kluge, et al. 2004), subunidad de la ATPasa de cloroplasto (a-
ATP beta; Schmidt, et al. 2007) calreticulina para golgi/RE (CRT1; Nelson, et al.
1997) canal de aniones dependiente de voltaje de la membrana externa de
mitocondria (VDAC; Clausen, et al. 2004) y H'ATPasa de la membrana plasmatica
(AHAZ2; Villalba, et al. 1992). Los resultados de nuestros experimentos demuestran
gue en extractos de proteina de tonoplasto no hay presencia de las proteinas VDAC
0 AHA3, lo que nos indica que en dicha fraccion no tenemos contaminacion por
mitocondrias o por membrana plasméatica. No obstante, encontramos presencia del

marcador de cloroplasto (a-ATP beta) y del marcador de RE/Golgi (calreticulina), lo
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gue muestra que en la fraccion aislada mediante gradiente discontinlo de sacarosa

hay presencia de membranas de estos organelos (Fig. 11).

Figura 11. Analisis de la pureza de la
fraccion de la fraccion de tonoplasto
obtenido de A. thaliana mediante gradiente
discontinuo de sacarosa. La posible
presencia de distintos organelos en la fraccion
de tonoplasto obtenido fue probada mediante
analisis tipo Western Blot utilizando anticuerpos
especificos contra proteinas  marcadores:
tonoplasto (VHA-E, subunidad E de la V-
ATPasa), cloroplasto {(o-ATP beta, subunidad
de la ATPasa de cloroplasto), golgifRE (CRT1,
calreticulina), mitocondra (VDAC, canal de
aniones dependiente de voltaje de la membrana
externa) y membrana plasmatica (AHAZ,
H+ATPasa) La proteina total se incluyo como
control positivo para cada anticuerpo utilizado.

Puesto que este trabajo es complementario al realizado en M.crystallinum, donde la
asociacion de las enzimas glicoliticas al tonoplasto fue comprobada en membranas
de dicha fraccién altamente puras, consideramos que la asociaciéon de las enzimas
aldolasa y enolsas al tonoplasto no es debida a la contaminacién por otras

membranas.

9.5 La exposicion a NaCl regula la abundancia de las enzimas glicoliticas
aldolasa y enolasa asociadas al tonoplasto de A. thaliana.

En distintas especies vegetales se ha documentado que el sodio regula la actividad
de la V-ATPasa, asi como la expresion a nivel de proteina de algunas sus
subunidades (Kabala y Klobus 2008; Barkla, et al. 1995; Binzel y Ratajczak 2002;
Vera-Estrella et al. 1999). Con el fin de conocer si el estrés salino afecta la
abundancia de algunas subunidades de la V-ATPasa, asi como de las enzimas
glicoliticas aldolasa y enolasa en A. thaliana, plantas silvestres fueron expuestas a
75 mM de NaCl por 4 dias, y se determinéd la abundancia de las proteinas en la

fraccion del tonoplasto a través de western blot. Se utilizaron anticuerpos
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policlonales contra la aldolasa, la enolasa y contra las subunidades B (VHA-B) y E
(VHA-E) de la V-ATPasa. Los resultados de nuestros experimentos demuestran que
la abundancia en fracciones del tonoplasto de la aldolasa, la enolasa y de la VHA-B
aumenta bajo tratamiento con sal, mientras que los niveles de la VHA-E no se
alteran en respuesta a NaCl (Fig. 12), por lo que puede utilizarse como control de

carga.

Figura 12. En condiciones de estrés
salino la aldolasa, la enolasa y la
subunidad VHA-B, incrementan su
abundancia en fracciones de
tonoplasto de plantas A. thaliana de
tipo silvestre. La abundancia de las
proteinas enolasa, aldolasa y de la
subunidad B de la V-ATPasa (VHA-B)
es mayor en la fraccion de tonoplasto
de plantas expuestas a sal en
comparacion con plantas no expuestas,
mientras que la VHA-E no modifica su
abundandia. (8) Muestras de tonoplasto
de plantas silvestres fratadas con
7omM de NaCl por 4 dias.(C) Muestras
de tonoplasto de plantas notratadas.

ENOLASA

ALDOLASA

VHA-B

VHA-E

9.6 Determinaciéon de la fuerza de asociacién de las enzimas glicoliticas al

tonoplasto mediante tratamiento caotropico.

Los tratamientos caotrépicos desestabilizan las interacciones proteina-proteina y
proteina-lipidos que median la asociacion periférica a la membrana mediante
disrupcion de los enlaces de hidrégeno, de las fuerzas de Van der Waals y de los
efectos hidrofobicos, por lo que ademas permiten la determinacion de la fuerza de
union (Hatefi y Hanstein, 1974). Estos compuestos se han utilizado exitosamente
para remover proteinas periféricas de membranas, incluyendo algunas subunidades
del sector V; de la V-ATPasa de plantas y levaduras (Kane et al.1989; Ward et al.
1992).
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Figura 13. Determinacion de la fuerza de asociacién de las enzimas glicoliticas al
tonoplasto de A. thaliana mediante tratamiento caotrépico. La habilidad de los agentes
caotrépicos para eliminar a las proteinas asociadas periféricamente a la membrana se probo
utilizado un tratamiento con Na-CQO5 a pH 11. Muestras de tonoplasto de plantas expuestas a
75mM de NaCl por 4 dias (8) v de plantas control (C) fueron tratadas con la presencia de
200 mi de Na,CO5 pH 11 (+) y comparadas con las membranas no sometidas al tratamiento
caotrépico (-). A. Inmunodeteccion con el anticuerpo contra la aldolasa. B. Inmunodeteccidn
con el anticuerpo contra la enolasa. C. Inmunodeteccion con el anticuerpo contra la
subunidad VHA-E (31 Kd). D. Inmunodeteccion con el anticuerpo contra la subunidad VHA-B
(57 kD). E. Gel tefiido con azul de Coomassie de las proteinas analizadas por Western Blot.
En las muestras tratadas con Na,CO; pH 11 (+) la abundancia de algunas proteinas
disminuyen (<) en comparacion con las muestras notratadas (-).
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Con la finalidad de determinar que tan fuerte es la asociacion de las proteinas
aldolasa y enolasa a la membrana vacuolar de A. thaliana, las muestras de
tonoplasto fueron tratadas con 200 mM Na,COs3 pH 11, al que se le agregaron 3mM
de MgSO, y 3 mM BTP-ATP, ya que se ha establecido que la adicion de MgATP
facilita la remocion de las subunidades del sector V; de la V-ATPasa hacia la
fraccion soluble en la presencia de los agentes caotropicos (Ward, et al.1992).
Mediante western blot se determiné la abundancia de las proteinas en muestras

tratadas con el caotrépico y muestras control sin tratamiento.

Nuestros resultados revelan que la aldolasa permanece en las fracciones de
tonoplasto aun después del tratamiento caotropico en las membranas de plantas
tratadas con NaCl y en las control, lo que apunta a que existe una fuerte asociacion
de esta proteina con el tonoplasto (Fig.13 A). Similar a lo observado en la Fig. 12, la
abundancia de la aldolasa se incremento en plantas tratadas con sal. Por otro lado,
el tratamiento caotropico elimina por completo a la enolasa de la fraccidbn de
tonoplasto tanto en plantas control como en las tratadas con sal (Fig. 13B),
indicando que en este caso la unidon es mas débil. Este resultado contrasta con lo
reportado para M. crystallinum, donde la enolasa permanece unida al tonoplasto
aun después del tratamiento caotropico (Barkla, et al. 2009). Al determinar la
abundancia de las proteinas de la dominio V; de la V-ATPasa, VHA-E y VHA-B, en
presencia del tratamiento, observamos que en ambos casos las proteinas se

mantienen unidas (Fig. 13C y D).

9.7 La mutante los2 muestra mayor sensibilidad a la salinidad.

La mutante los2, generada mediante exposicion a EMS, identificada y caracterizada
por su sensibilidad al frio, presenta una mutacion puntual en la Gly325 cercana al
sitio catalitico de la enolasa, lo que afecta su actividad catalitica medida in vitro
(Lee, et al. 2002). Dicha afectacion nos permitid utlizar a la mutante para
discriminar si la actividad enzimatica de la enolasa esta relacionada con la

asociacion al tonoplasto observada (Fig. 10).
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Los resultados obtenidos previamente demostraron que la exposicion a 75 mM de
NaCl regula positivamente la abundancia de las enzimas glicoliticas aldolasa y
enolasa presentes en el tonoplasto (Fig. 12), por lo que ambas proteinas podrian
estar involucradas en la respuesta a la salinidad. Con el fin de investigar esta
posibilidad para la enolasa, evaluamos la habilidad de plantas tipo silvestre y de

plantas mutantes los2 para germinar, crecer y desarrollarse en presencia de sal.

WTC Jos2-C WTE  Jos2-S WTC los2-C WTS  los2-§

Figura 14. Las plantas de la mutante /los2 son mas sensibles a la exposicidén a sal. A.
Plantas adultas de tipo silvestre (WT) y plantas mutantes (los2) fueron crecidas en presencia
(8) 0 en ausenda (C) de 75 mM de NaCl durante 4 dias. Después del tratamiento, las
plantas /os2 muestran menor turgencia y mayor cantidad de hojas senescentes. B. Al igual
que las plantas adultas, las plantulas presentan sensibilidad a la sal. Plantulas de tipo
silvestre (WT) y mutantes (los2) fueron crecidas en presenda (8) ¢ en ausencia (C) de 75
mM de NaCl en cajas de petri con medio M5. El desarrollo de las planfilas mutantes es mas
lento que el de plantas de tipo silvestre crecidas en presencia de NaCl.

No se observd diferencia en el crecimiento ni en la apariencia entre las plantas
adultas de tipo silvestre y las plantas mutantes crecidas en condiciones control. Sin
embargo, con el tratamiento de 75 mM de NaCl durante 4 dias, las plantas de la
linea mutante los2 fueron mas sensibles, presentando menor turgencia y lesiones

cloréticas en las hojas a diferencia de las plantas de tipo silvestre (Fig. 14A).

58



Cuando se evaluo el efecto de la salinidad sobre la germinacion y el desarrollo de
plantulas, efectos similares fueron observados. A diferencia de las plantas de tipo
silvestre, las mutantes los2 germinadas en medio MS suplementado con 75 mM de
NaCl muestran un menor tamafio tanto de la parte aérea como de la raiz, asi como
una pigmentacion mas clara en las hojas a los 7 dias de edad (Fig. 14B).

Ambos resultados, tanto con plantas adultas como con plantulas, muestran que la
mutante los2 es mas sensible al tratamiento por sal, pero en condiciones control de

crecimiento no hay un fenotipo diferente entre éstas y las plantas silvestres.

9.8 En la mutante los2 la abundancia de la enolasa en fracciones de
tonoplasto disminuye bajo exposicidon a sal, no asi en extractos de proteina
total.

Con el fin de conocer si la mutacién puntual en la linea los2 tiene un efecto sobre
los niveles de la enolasa presente en las plantas, se evallo la abundancia de la
enzima mediante ensayos de tipo western blot. Se realizaron los estudios de
inmunolocalizacién en las fracciones de tonoplasto aisladas de plantas de tipo
silvestre y de tipo mutante, expuestas y no a 75 mM de NaCl durante 4 dias. Los

ensayos se realizaron por triplicado (n=3) para cuantificar la abundancia proteica.

Al igual que lo observado anteriormente (Fig.14), en condiciones control (sin
tratamiento) no hay diferencia entre las plantas mutantes y las plantas de tipo
silvestre, ya que ambas muestran los mismos niveles de enolasa presente en el
tonoplasto (Fig.15A, carriles “C”), asi como de aldolasa, VHA-B y VHA-E (Fig.15B, C
y D, carriles “C"). No obstante, aun cuando la abundancia de la enolasa en
fracciones de tonoplasto de plantas de tipo silvestre expuestas a NaCl aumenta un
75% bajo exposicion a NaCl, la mutante los2 tratada con sal muestra niveles bajos
de la proteina, la cual disminuye 75% en comparacién con los niveles control (Fig.
15A, carriles “S”). Por otro lado, la disminucién de la enolasa no tiene efecto sobre
la abundancia de las proteinas aldolasa, VHA-A y VHA-E asociadas al tonoplasto
(Fig. 15B, C y D, carriles “S”), las cuales mantienen el mismo nivel proteico en

plantas silvestres y plantas mutantes expuestas a sal.
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Para establecer si la disminucion en la cantidad de enolasa detectada en el
tonoplasto de la mutante los2 expuesta a NaCl se debe a una reduccion general en
los niveles de la enzima o si solamente disminuye la abundancia de la enzima que
se une al tonoplasto, evaluamos su presencia en extractos de proteina total. Se
utilizaron Arabidopsis tipo silvestre y los2 expuestas a 75 mM de NaCl. Como
control positivo se utilizé a la aldolasa, ya que la presencia de la enzima en el
tonoplasto de la mutante expuesta a sal no cambid significativamente en
comparaciéon con la de las plantas de tipo silvestre crecidas en condiciones de
salinidad (Fig.15 B). A diferencia de lo observado en extracto de proteina de
tonoplasto, la cantidad de enolasa detectada en proteina total de la mutante los2 no

se modifica bajo exposicion a 75 mM de NaCl (Fig. 15 F).

9.9 La concentracion de pigmentos fotosintéticos de las plantas los2 es igual
al de las plantas de tipo silvestre.

Con el fin de profundizar en el hecho de que las mutantes los2 crecidas en medio
MS con 75 mM de NaCl presentaban una pigmentacion mas clara en las hojas que
las plantas de tipo silvestre germinadas bajo las mismas condiciones (Fig. 14 B), se

evallo la concentracion de pigmentos fotosintéticos mediante espectrofotometria.

Contenido de pigmentos fotosintéticos (g mL-' g-1)

Clorofilaa Clorofilab Clorofila Total Carotenoides
WTC 21057+24.4 236.63+12.11 447.20+31.95 41.69+13.48
los2-C 309.50+29.53 ** 183.20+22.21 ** 492.70+50.83 4499+10.32
WTS 129.12+£29.04* 56.16+12.70* 185.28+41.65* 35.72+8.27
los2-S 105.94+20.91* 47.69+x854* 153.63+29.42* 26.09+ 8.07

*Diferencia significativa conrespecto a plantas no tratadas.
** Diferencia significativa de plantas fos2 con respecto a plantas WYWT en condiciones control.

Tabla 4. Contenido de pigmentos fotosintéticos (clorofila a, clorofila b, clorofila total y
carotenoides) en plantas los2 y de tipo silvestre.
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En ambos tipos de plantas y bajo condiciones control o de exposicion a NacCl, la
concentracion de carotenoides se mantuvo en los mismos niveles por lo que no se

encontraron diferencias significativas entre plantas los2 y de tipo silvestre (Tabla 4).

La concentracion de clorofila, por otro lado, disminuyd significativamente bajo
exposicién a sal independientemente del tipo de plantas. En plantas de tipo
silvestre la concentracién de clorofila en condiciones de estrés salino se redujo en
un 39% para la clorofila a 'y en un 76% para la b. En plantas los2 la reduccién por
exposicion a NaCl fue de 66% para la clorofila a y de 74% para la clorofila b, lo
gue a su vez repercute en una disminucién en el contenido de clorofila total (Tabla
4). Notablemente, en condiciones control las concentraciones de clorofila a y b son
diferentes para plantas de tipo silvestre y mutantes los2. Situacibn que no
corresponde con nuestras observaciones previas, en las que las plantas los2 tiene

el mismo fenotipo que las plantas de tipo silvestre en condiciones control (Fig. 14).

Con los datos que tenemos hasta el momento es dificil explicar la causa de esta
diferencia. Aunque se realizaron tres repeticiones del experimento y las plantas
fueron colocadas aleatoriamente en el cuarto de cultivo, no podemos descartar

gue se deba a artefactos experimentales tales como la exposicion a luz.

Puesto que no encontramos diferencias entre las plantas mutantes y de tipo
silvestre expuestas a NaCl, con este experimento descartamos que la coloracion
diferencial observada entre ellas (Fig. 14 B) se deba a una diferencia en la
concentracion de pigmentos fotosintéticos. Y sugerimos que se trata de

antocianinas.

9.10 Las plantas mutantes los2 acumulan una mayor concentracion de iones
Na"y K* que las plantas silvestres.

Para conocer si la sensibilidad de la mutante los2 a la salinidad esta relacionada
con una mayor acumulacion de iones en los tejidos de la misma, se cuantifico la

concentracion de Na® y K' presente en la savia de hojas de plantas silvestres y
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mutantes, tratadas y no tratadas con NaCl, y se determiné la osmolaridad de las
muestras. Tanto en plantas de tipo silvestre como en plantas los2 crecidas bajo
condiciones control, sin tratamiento, los valores de la concentracién de Na* en la
savia de hojas son similares para ambos tipos de plantas; 17.2 mM y 16.3 mM de
Na® para las plantas de tipo silvestre y mutantes los2, respectivamente (Fig. 16 A).
Como se esperaba, los niveles de potasio fueron mucho mas altos, con resultados
similares en la concentracion de K* presente en ambos tipos de plantas; 87.8 mM
para las plantas de tipo silvestre y 88.4 mM para plantas los2.

Con 75 mM de NaCl la concentracion de Na* y de K* en plantas de tipo silvestre se
elevo a 38.9 mM y 95.3 mM, respectivamente, obteniéndose un incremento de mas
del doble en el sodio. De manera interesante encontramos que en las muestras de
plantas tipo los2 expuestas a sal, la concentracion de Na* y K* se incrementd
notablemente; 120 mM de Na® y 124 mM de K* (Fig. 16 A). Mostrando diferencia
significativa (p<0.05) con respecto a plantas silvestres control y expuestas a NaCl,

asi como con plantas los2 en condiciones control.

En condiciones control, la osmolaridad de las plantas de tipo silvestre y mutantes
los2 se mantuvieron en los mimos niveles (0.32 osmol/kg y 0.35 osmol/kg,
respectivamente), lo que concuerda con la concentracién de iones medida en la
savia de hojas de las plantas. Sin embargo, la exposicion a la sal afecto
diferencialmente a los dos tipos de plantas. Mientras que la osmolaridad en la savia
de plantas de tipo silvestre tratadas con NaCl se elevo 25% con respecto a la savia
de plantas control (de valores de 0.32 osmol/kg a 0.43 osmol/kg), las plantas
mutantes los2 bajo las mismas condiciones de salinidad alcanzan un incremento de
casi 50% en la osmolaridad (0.35 osmol/lkg a 0.64 osmol/kg) (Fig. 16B).
Confirmando una mayor acumulacion de iones en la parte aérea de las plantas

mutantes.
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Figura 16. Bajo exposicidon
a sal las hojas de plantas
mutantes Jos2 proseen
una concentracién mas
elevada de Na* y K*, asi
como mayor osmolaridad.
El contenido de los iones (A)
y la osmolaridad (B) fueron
determinados en la savia de
hojas de plantas adultas de
tipo silvestre (WT) y en
plantas mutantes (los2),
crecidas en presencia (8) ¢
en ausencia (C) de 75 mM
de NaCl durante 4 dias. Las
mediciones comesponden a
la media de fres repeticiones
independientes y las barras
de eror representan la
desviacion estandar (D.5)
de la media. Las diferencias
significativas fueron
evaluadas  utilizando Ila
prueba t de Student para
comparar diferencia entre
pares de datos y un nivel de
probabilidad <0.05 (indicada
por el asterisco)  es
considerada significativa.

9.11 La estimulacién de la actividad hidrolitica de la V-ATPasa por sal o por la

adicion de aldolasa es menor en la mutante los2.

Con la finalidad de conocer si la mutante los2 tiene alguna afectacion en la

regulacion de la actividad de la V-ATPasa, se evaluod la actividad hidrolitica de la

bomba de protones en dicha mutante bajo condiciones control y tras la exposicion a

sal. Los valores se compararon con los obtenidos para las plantas silvestres bajo las

mismas condiciones. El experimento se realizd por triplicado, obteniéndose tres

series de datos independientes.

Los resultados de nuestros experimentos confirman que la exposicion a NaCl

estimula significativamente la actividad hidrolitica de la V-ATPasa en plantas
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silvestres, como se habia mostrado previamente (Barkla, et. al. 2009). Sin embargo,
mientras que la presencia de NaCl aumenta al 70% la actividad hidrolitica de la V-
ATPasa, para la mutante los2 dicho incremento es solamente del 30%. No obstante,
en el caso de la mutante el valor inicial en condiciones control es significativamente
mayor a la actividad hidrolitica de plantas silvestres (Fig. 17A). Por lo que no

podemos descartar esto como la causa de una menor activacion.

Basados en los resultados obtenidos en trabajos previos en M. crystallinum que
indican que la adicion de aldolasa a la reaccion enzimatica estimula la actividad
hidrolitica de la V-ATPasa, decidimos probar el efecto de dicha enzima sobre la
actividad de plantas mutantes los2 expuestas y no a sal. Después de la adicion de
0.03 unidades de aldolasa purificada de Spinacia oleracea, la actividad hidrolitica de
V-ATPasa se estimul6. En plantas de tipo silvestre tratadas con NaCl el incremento
fue de 31%, mientras que en plantas no tratadas la actividad de la V-ATPasa se
incrementd en un 42%. En plantas los2, al igual que en la estimulacion por NaCl, el
incremento fue menor. La actividad hidrolitica de la V-ATPasa de plantas los2
expuestas a sal aumentd solamente un 19% después de la adicion de aldolasa,

mientras que en plantas los2 no expuestas el incremento fue de 25% (Fig. 17).

Estos resultados apuntan a que la disminucién de los niveles de enolasa en el
tonoplasto de la mutante los2 tiene un efecto negativo sobre la actividad de la V-
ATPasa, por lo que se analizo el cambio en la reaccion al afiadir enolasa exdgena.
Cuando afadimos 0.04 unidades de enolasa purificada de levadura a la reaccion,
tanto de plantas silvestres como mutantes los2, control y expuestas a NaCl,
observamos que no hay un incremento significativo en la actividad hidrolitica de la
V-ATPasa (p<0.05). Lo que nos permite sugierir que la enolasa agregada no
modifica la actividad hidrolitica de la V-ATPasa como lo hace la aldolasa, y que la
adicién de 0.04 unidades de enolasa purificada de levadura no complementa la
funcién en la mutante al no restablecer la estimulacion por sal o por aldolasa a los

niveles medidos en plantas silvestres (Fig. 17B).
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Figura 17. La estimulacioén de actividad hidrolitica de la V-ATPasa por la exposicion a
NaCl o por la adicién de aldolasa, es menor en plantas mutantes /os2 expuestas a sal.
A. La actividad hidrolitica de la V-ATPasa se evallo en vesiculas aisladas de tonoplasto (30
po/proteina) de hojas de plantas de tipo silvestre (WT) y de plantas mutantes (los2) crecidas
en presenda (8) 0 en ausenca (C) de 75 mM de NaCl durante 4 dias, de acuerdo con el
método de Ames como se describe en material y métodos. Las mediciones comesponden a
tres experimentos independientes y las barras de error representan la D.5. de la media. Las
diferencias significativas fueron evaludas utilizando la prueba t de Student para comparar
pares de datos y un nivel de probabilidad <0.05 (indicado por asteriscos) se considerd
significativo, (*) en comparacion con WTC y (**) en comparacién con /os2C. B. La actividad
hidrolitica de la V-ATPasa se evallo en presencia de 0.03 unidades de aldolasa purificada de
Spinacia oleracea y/é 0.04 unidades de enclasa purificada de 5. cenviciae. Las medidones
corresponden a la media de tres experimentos independientes y las barras de error
representan la D.5. de la media.
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Finalmente, la adicidbn de las enzimas aldolasa y enolasa juntas resulta en un
incremento en la actividad hidrolitica similar al observado después de la adicion de

aldolasa Unicamente.

9.12 Bajo exposicién a NaCl, la actividad enzimatica de la enolasa de la
mutante los2 en fracciones de tonoplasto disminuye significativamente.

Con el fin de determinar si la actividad catalitica de la enolasa en la fracciones del
tonoplasto estd afectada por la mutacion G326S e involucrada en la funcién que
desempefia la enzima en el tonoplasto, la actividad enzimatica fue determinada
indirectamente mediante la medicion de la oxidacion de NADH a NAD" en presencia
de su sustrato 2-fosfoglicerato, segun el método descrito por Hiter y colaboradores
(1999). Previo a nuestro experimento, se realiz0 una estandarizacion de las
concentraciones de enzimas y sustrato empleados utilizando proteina total de
tonoplasto de M. crystallinum (Fig. 18A), para asegurarnos que, bajo las condiciones
y concentraciones empleadas, el producto limitante de la reaccion es la cantidad de
proteina total de tonoplasto afiadida y que los valores obtenidos dependeran de
ésta y no de otro factor como la insuficiencia de sustrato o de cofactores para la

reaccion.

Nuestros ensayos en Arabidopsis demuestran que en la mutante los2 expuesta a
75mM de NaCl durante 4 dias, la actividad enzimética de la enolasa disminuye
significativamente (p<0.05) en comparacion con plantas de tipo silvestre expuestas
y no a NaCl, de 0.6 nmol mg™ de proteina min™ a 0.27 nmol mg™ de proteina min™.
Lo que coincide con lo reportado por Lee y colaboradores (2002), quienes midieron
in vitro la actividad de la enzima expresada en levadura. Y reportan una disminucion
en la actividad de la proteina Los2. No obstante, en nuestros experimentos la
disminucién de la actividad solamente pudo observarse en condiciones de
exposicion a NaCl. Ya que en condiciones control, la mutante no presenta una
disminucioén significativa en su actividad catalitica, la cual es de 0.54 nmol mg™ de
proteina min™ (Fig. 18B).
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Figura 18. La actividad enzimatica de la enolasa en fracciones de tonoplasto
disminuye significativamente en la mutante /os2 expuesta a NaCl. A. Estandarizacion
del ensayo acoplado para determinar la actividad catalitica de la enoclasa en tonoplasto de A.
thaliana. En la reaccidon control se arfiadieron 0.2 mM de NADH, 1.2 mM de ADP, 2mM de 2-
Fosfoglicerato (PGA), 3 U de Lactato deshidrogenasa (LDH), 2.1 U de Piruvato cinasa (PK) y
30pg de proteina de tonoplasto aislado de plantas de tipo silvestre. Las mediciones
comesponden a tres experimentos independientes y las barras de error representan la D.5.
de la media. Las diferencias significativas fueron evaludas utilizando la prueba t de Student
para comparar pares de datos y un nivel de probabilidad =0.05 (indicado por asteriscos) se
considerd significativo. B. La actividad catalitica de la enolasa fue determinada en tonoplasto
aislado de plantas de tipo silvestre (WT) y plantas mutantes (los2) crecidas en presencia (8)
0 en ausencia (C) de 75 mM de NaCl durante 4 dias, a través de la medicién de la oxidacion
de NADH a NAD-+. Las mediciones constituyen la media de fres experimentos independientes
y las barras de error representan la D.5. de la media. Las diferencias significativas fueron
evaluadas mediante la prueba t de Student para comparar pares de datos y un nivel de
probabilidad =005 (indicado por asteriscos) se considerd significativo. * p=<0.05 en
comparacion con plantas silvestres control (WTC), plantas silvestres expuestas a NaCl
(WTS8)vy plantas mutantes control (los2-C).

9.13 Modelaje de la proteina enolasa por homologia.

En nuestro experimento anterior encontramos que la actividad catalitica de la

enolasa en la mutante los2 expuesta a NaCl es menor que en las plantas de tipo

silvestre. Lo que coincide con lo reportado previamente (Lee, et al. 2002). Por ello,

consideramos en un inicio que la proteina mutada Los2 tiene una menor actividad

catalitica y que dicha disminucion enzimatica podria ser la causa de los fenotipos

observados. No obstante, un estudio mas cuidadoso de los datos nos llevé a dudar

de ello.
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Nuestros datos demuestran que en condiciones control, la actividad catalitica de la
enolasa en la mutante los2 no disminuye significativamente (Fig. 18 B). Y de
manera coincidente, la abundancia de la enzima asociada al tonoplasto de la
mutante disminuye bajo condiciones de salinidad (Fig. 15 A). Por lo que no es claro
si efectivamente hay una menor actividad en la mutante o si es la disminucion en la
presencia de la enolasa en la fraccion de tonoplasto lo que provoca esa menor

actividad.

Con la finalidad de tener elementos para especular acerca de los efectos de la
mutacion G326S sobre la estructura de la proteina en general y sobre el sitio
catalitico en particular, decidimos hacer un modelo computacional de la enolasa.
Dicho modelo nos permitiria conocer el efecto directo de la mutacion sobre el sitio
catalitico, si alguna region de la proteina externa al sitio catalitico se encuentra

afectada y si podria estar involucrada con la unién al tonoplasto.

A partir del BLAST realizado para comparar la enolasa (gen At2g36530) con las
reportadas en el banco de datos de proteinas RCSB-PDB se identifico a la proteina
HSENO1 (enolasa tipo 1 de humano, PDB:3B97) como la que presenta mayor
homologia (83%). Una vez que se obtuvo el modelo y se verific6 automaticamente
con el servidor de bioinformatica Swiss Model (http://swissmodel.expasy.org/), l0s
aminoacidos importantes para la actividad catalitica fueron determinados en base a
lo reportado en la literatura (Anderson, et al. 1998; Kang, et al. 2008). Mediante una
alineacion de secuencias entre las proteinas HSENO1 y AtENO, se estableci6 la

posicion de cada uno de los amino&cidos en nuestro modelo.

La estructura de la enolasa consiste en un dominio N-terminal que comprende tres
hojas-B y tres a-hélices, y un dominio C-terminal con conformacién de barril-a en el
que se encuentra el sitio activo. Dicho sitio, estd conformado por las asas L;
(residuos 39-46), L, (residuos 162-168) y Ls (residuos 269-278), por dos iones Mg*™*
unidos a los residuos GIlu300, Asp327, Asp250 y Ser42, y por moléculas de H,O. La

conformacion abierta o cerrada del sitio catalitico depende de la posicidn de las tres
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asas, las cuales rodean y protegen a los aminoacidos que llevan a cabo la reaccion
(Anderson et. al. 1998; Kang et. al. 2008). La cual consiste en la conversion
reversible de 2-fosfoglicerato a fosfenolpiruvato, uno de los sustratos ultimos de la
glicdlisis (Lenhinger, et al. 2004). En su trabajo sobre la enolasa de A. thaliana y M.
crystallinum, Anderson y colaboradores (2005) reportan la importancia de otros dos
residuos (Cys318 y Cys346), exclusivos para dichas especies vegetales. Segun los
estudios realizados, las dos Cys tienen la capacidad de formar un enlace disulfuro
que podria regular la actividad de la enzima (Fig. 19).

El modelo de la proteina mutada fue desarrollado de la misma forma, partiendo de
la secuencia con el cambio de Gly326 a Ser326. Los modelos fueron sobrelapados
utiizando el programa Swiss PdbViewer (http://www.expasy.org/spdbv/) y las
diferencias en posicion determinadas (Fig.20). Aunque la Gly326 esta ubicada
dentro del sitio catalitico, no se le ha atribuido una funcion especifica y al mutarse
no se altera la posicion u orientacion del Asp327, el cual se encuentra relacionado
directamente con la reaccién catalitica al unirse al Mg**. Atn cuando en la GIlu300 y
la Ser42 hay un ligero cambio de orientacion entre el observado entre la
configuracion de la proteina silvestre y la mutante, lo mas interesante son los
cambios de orientacién en la Ser326 y en la Cys318, asi como la modificacion del
asa L3 (Fig. 20). La cual, al ser un asa externa, podria tener una participacion en la
asociacion de la enolasa al tonoplasto.

9.14 La organizacion e integridad de las membranas celulares se afecta en la
mutante los2 expuesta a NaCl.

En estudios previos se ha documentado la relacion de la enzima enolasa con la
formacion y estabilidad de la membrana vacuolar en levadura (Decker & Wickner,
2006), lo que puede explicar la presencia de la proteina en el tonoplasto y su
regulacién por sal. Con el fin de determinar la participacion de la enolasa en la
estabilidad e integridad de las membranas celulares de A. thaliana, muestras de
plantas de tipo silvestre y de tipo mutante los2, control y expuestas a 75 mM de

NaCl fueron tomadas para su analisis en microscopia electronica.
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Figura 19. Simulacion de la estructura terciaria de la enolasa At2g36530 de A. thaliana.
El modelo fue obtenido mediante modelaje por homologia con la enoclasa 1 de humano
(HSENO1), empleando el software libre Modweb v el programa Swiss PdbViewer para la
visualizacion y manipulacion de la imagen como se describe en Material y Métodos. A. El
sitio catalitico estd conformado por las asas L, (residuos 39-46), L, (residuos 162-168)y L5
{residuos 269-278), marcados en rojo, y por los residuos Glu300, Asp327, Asp250 v Serd2
que unen los dos iones de Mg2+ marcados en azul. En amarillo se muestran la Cys318 y la
Cys346, que podrian estar involucradas en la regulacion de la enzima al formar un enlace
disulfuro. En verde se muestra la Gly326 que comresponde al aminoaddo mutado en las
plantas /os2 B. Estructura de los aminoacidos importantes en el sitio catalitico.
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Figura 20. Modificaciones en la estructura terciaria de la proteina enolasa At2g36530
de A. thaliana debido a la mutacién puntual G3265. Los modelos de la proteina silvestre
(negro) vy la mutante /os2 (azul), simulados con el software Modweb fueron sobrelapados
empleando el programa Swiss PdbViewer A. Las asas L, (residuos 39-46), L, (residuos 162-
168) y L; (residuos 269-278) son marcados en rojo. El asa 3 (adentro del circulo rojo) sufre
una ligera modificicacion. B. Estructura de los aminoacdidos importantes del sitio catlitico. Las
principales modificaciones residen en la orientacion de la Cys318 y en el cambio en &l
residuo 326.

72



1,000X

L g 50 pm

3,000X

| g 1Hm

7,000X

p e — 2pm

12,000X

bt THM

Figura 21. Las electromicrografias de hoja demuesiran que en la mutante /os2
expuesta a NaCl la integridad y organizacion de las membranas celulares se altera. La
seccion media de hojas de A. thaliana de tipo silvestre (WT) y de plantas mutantes (los2),
control (C) y expuestas a 75 mM de NaCl por 4 dias (8), fueron procesadas como se
describe en la seccion de Material v Métodos para su observaddn en microscopia
electrénica. Fotografias representativas de tres experimentos independientes, en los que se
tomaron muestras de distintas zonas de la hoja. Las flechas indican la disposicion anormal
de los cloroplastos, asi como la desorganizacidn de distintas membranas.

Las imagenes obtenidas de la zona media de las hojas muestran que bajo
exposicion a NaCl las plantas de tipo silvestre presentan expansiéon de la vacuola
debido al incremento en turgor celular (Fricke, 1997), provocando que el citoplasma
y el resto de los organelos se encuentren limitados en una pequefia banda entre la
membrana plasmatica y el tonolasto. Los cloroplastos, por tanto, son replegados
hacia la membrana plasmatica y presentan un forma elongada (Fig. 21, panel
superior). Por el contrario, en las imagenes obtenidas a partir de muestras de
plantas tipo los2 expuestas a NaCl el turgor celular es menor y los cloroplastos se
encuentran separados de la membrana plasmatica, pareciendo incluso embebidos

en la vacuola y con formas mas redondeadas. En las membranas internas de los
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cloroplastos, asi como en el tonoplasto y en la membrana plasmatica, hay
desorganizacion y dafio. Lo cual varia de ligero a grave, segun la zona de la hoja
observada (Fig. 21, extremo derecho). En contraste, en condiciones control no se
observa diferencia entre las muestras de tipo silvestre y las plantas mutantes los2
(Fig. 21, WTC, los2-C).

9.15 La mutante Salk_080758 no presenta un fenotipo distinto al de plantas de
tipo silvestre.

Tres de las lineas caracterizadas genotipicamente como homocigéticas para la
insercion de T-DNA en el gen At4g26530 que codifica para la aldolasa (Fig. 5)
fueron expuestas al tratamiento con sal (75 mM de NaCl durante 4 dias), para

determinar su sensibilidad al estrés.

Al igual que las plantas de tipo silvestre, las plantas de las lineas 21J1-2, 9A2-1 y
9A2-4 son afectadas por la exposicion a sal, mostrandose marchitas y de menor
tamafio. Sin embargo, no se observo diferencia entre las plantas mutantes y de tipo
silvestre. De igual forma, en condiciones control, las plantas de las lineas 21J1-2,
9A2-1 y 9A2-4 muestran un fenotipo normal, similar al de plantas de tipo control

crecidas bajo las mismas condiciones (Fig. 22).

Figura 22. Las plantas de
las lineas Salk_080758 no
presentan un fenotipo
distinto al de plantas de
tipo silvestre. Plantas
adultas de tipo silvestre
(WT) v plantas mutantes,
con insercion homocigdtica
. C i S _ S de T-DNA en el gen

AL 2l LIS Al ! At4g26530 que codifica para
la aldolasa (Lineas 21.J1-2,
9a21 y 9a24) fueron
crecidas en presencia (8) 6
en ausenda (C) de 75 mM
de NaCl durante 4 dias.

Linea 9A2-1 Linea 9a2-4
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10. DISCUSION.

La respuesta de las plantas a la salinidad es un proceso complejo que involucra la
expresion de diversos genes y la regulacion de proteinas para restablecer la
homeostasis celular idénica y osmaética (Mahajan, et al. 2008). En dicho proceso
participan la V-ATPasa como un elemento necesario para el secuestro de iones en
la vacuola (Narasimhan, et al. 1991; Barkla, et al. 1995), el intercambiador de
Na'/H*, AtNHX1, que media el transporte de Na’ hacia el interior de la vacuola
(Gaxiola, et al. 1999), y el co-transportador de K*/Na*, HKT1, involucrado en la toma
de Na' hacia las raices (Rubio, et al. 1995); asi como las proteinas de sefializacion
en respuesta a estrés salino, SOS2/CIPK24 y SOS3/CBL4, la cuales regulan la
actividad del intercambiador de Na'/H" (SOS1/NHX7) de la membrana plasmatica
(Liu & Zhu, 1998; Shi, et al. 2000; Halfter, et al. 2000). A pesar de que en la literatura
se ha encontrado que estos elementos estan presentes en las plantas sometidas al
estrés salino, no se conocen los mecanismos exactos que regulan la compleja red

de activacion de los mismos.

Recientemente, mediante ensayos de proteOmica comparativa y pruebas
bioguimicas hemos demostrado que en plantas de Mesembryanthemum
crystallinum expuestas a la salinidad, las enzimas glicoliticas enolasa y aldolasa se
acoplan a la V-ATPasa para activarla (Barkla, et al. 2009), lo cual nos permite
sugerir que dichas enzimas participan en la tolerancia al estrés salino,

particularmente en el proceso de compartimentalizacion de iones en la vacuola.

En este estudio demostramos que ademas de la presencia de la aldolasa y de la
enolasa en el tonoplasto de Arabidopsis thaliana, una especie glicofita (Fig.10),
existe regulacion positiva de la V-ATPasa en respuesta a la sal (Fig.18 B), lo que
nos indica que la participacion de estas enzimas en la tolerancia a la salinidad se
extiende a todas las especies vegetales y que no es un mecanismo exclusivo de las
halofitas. En la literatura, se han reportado numerosos mecanismos relacionados

con la tolerancia a la salinidad en las haléfitas que también estan presentes en las
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glicofitas, tales como los intercambiadores Na'/H" de la familia NHX (Yokoi, et al.
2002), las proteinas regulatorias de la via SOS (Quintero, et al. 2002) y la
participacion del tranportador de Na*/K*, HKT (Rubio, et al. 1995), por mencionar
algunos. Sin embargo, la diferencia en la tolerancia a salinidad entre especies
halofitas y glocofitas podria residir en la regulacion de estos mecanismos de
respuesta al estrés salino y en el conjunto de diferencias fisiolégicas y anatémicas
de las plantas. Esto es interesante no solamente por el hecho de que los resultados
obtenidos en M. crystallinum sean confirmados en A. thaliana, sino también porque
abre la posibilidad de estudiar la participacion de las enzimas glicoliticas en la
respuesta a la salinidad en un modelo mas conveniente, para el que se cuenta con
una amplia coleccibn de mutantes, incluyendo a las mutantes de aldolasa
(Salk_080758) y de enolasa (los2), y se pueden utilizar diversas herramientas

genéticas y moleculares.

10.1 El uso de mutantes de Arabidopsis para los genes de la aldolasa y de la
enolasa ayuda a descifrar el papel de las enzimas en la respuesta a salinidad.

El uso de mutantes es una herramienta que ha permitido el estudio de las bases
genéticas y moleculares de diversos aspectos en la biologia de plantas (Somerville
& Koornneef, 2002). Ejemplo de ello es la identificacion de genes involucrados en la
regulacion de ABA, ABI1 y ABI2 a partir de un busqueda en mutantes generadas
con EMS (Gosti, 1999); asi como el uso de mutantes generadas por T-DNA para
demostrar la funcion de las cinasas CIPK’s en respuesta a estrés abidtico (Pandey,
et al. 2007), entre muchos otros. Actualmente, los bancos de semillas y la
disponibilidad de bases de datos en torno a A. thaliana constituyen una interesante

opcion para trabajar con la especie.

Bajo condiciones control y de exposicion a 75 mM de NaCl (Fig. 23), las mutantes
del gen de la aldolasa At4g26530 no mostraron un fenotipo distinto al de plantas de
tipo silvestre. Estos resultados no son sorprendentes ya que se conoce que en A.
thaliana existen al menos 8 genes que pueden codificar para esta enzima (Fig.4),

por lo que uno o varios de ellos podrian ser capaces de compensar la pérdida del
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gen At4g26530, como se ha mostrado en otros genes pertenecientes a grandes
familias génicas (Gebert, et al. 2009). El genoma de A. thaliana ha mostrado poseer
una gran cantidad de duplicaciones génicas (Alonso, et al. 2003), y en muchos
casos se ha documentado la redundancia entre genes que participan en diversos
procesos, tales como el desarrollo floral (Ishihara, et al. 2005) o el transporte
(Maser, et al. 2001).

La mutante los2 de enolasa fue aislada y caracterizada por su respuesta a bajas
temperaturas por el grupo del Dr. Jian-Kang Zhu. Esta presenta una mutacion
puntual cercana al sitio catalitico, la cual fue generada por exposicion a EMS que
provoc6 el cambio de la glicina 326 por una serina, impidiendo una adecuada
respuesta al frio en la mutante (Lee, et al. 2002).

En condiciones control, la mutante los2 no presenta un fenotipo distinto al de las
plantas de tipo silvestre, lo que nos confirma que los procesos generales de
glicdlisis no estan afectados en las plantas. Sin embargo, las hojas de plantas
adultas de la mutante los2 tratadas con 75 mM de NaCl presentan un mayor
marchitamiento que las de plantas de tipo silvestre crecidas bajo las mismas
condiciones (Fig.14 A), lo que indica que las células son menos turgentes. Aunado a
esto, las hojas de las plantas los2 poseen mas lesiones cloréticas y presentan un
mayor grado de senescencia que las plantas de tipo silvestre (Fig.14 A), fenotipo
caracteristico de las plantas que sufren una toxicidad ionica generada por el
incremento de Na* en los tejidos (Tester & Davenport, 2003). Tal como ocurre con la
mutante los2 expuesta a NaCl, la cual acumula mayores concentraciones del ion
Na® en la savia de tejidos aéreos (Fig. 16 A) y presenta una elevada osmolaridad
(Fig. 16 B) en comparacion con plantas de tipo silvestre crecidas bajo las mismas
condiciones. La mayor acumulacion de Na' en las plantas puede exceder la
habilidad de las células para compartimentalizar el sodio en la vacuola, provocando
asi una elevada concentracion del ién en el citoplasma, lo cual lleva como
consecuencia a una toxicidad metabdlica y por ende a un desequilibrio osmatico

(Moller & Tester, 2007). De esta forma, la mutacion en la enolasa podria estar
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afectando la respuesta adecuada a la salinidad, la compartimentalizacion de los

iones u otros aspectos de la sefalizacion al estrés.

La sensibilidad a la sal observada en plantas adultas los2 también se manifiesta en
etapas tempranas del desarrollo. Las plantulas los2 germinadas en presencia de sal
muestran un menor porcentaje de germinacion y crecimiento, tanto de raices como
de la parte aérea (Fig.14 B). Esto se puede considerar como un reflejo del estrés
osmotico generado por el incremento en los solutos en el medio, el cual dificulta la
toma de agua e incrementa la pérdida de la misma en las células (Tester &
Davenport, 2003). Dicha pérdida de volumen y de turgencia celular ocasionan una
reduccién en la elongacion y conducen a una disminuciébn en las tasas de
crecimiento (Munns, et al. 2000). Ademas, las plantulas germinadas en presencia de
NaCl muestran una pigmentacion mas clara en hojas que plantas crecidas en
condiciones control (Fig. 14 B), asi como reduccion en el contenido de clorofila
(Tabla 4), lo que nos permite sugerir que existe un efecto sobre la capacidad
fotosintética de ambos tipos de plantas. Sin embargo, la diferencia en el crecimiento
de las plantas los2 en presencia de NaCl, con respecto a plantas de tipo silvestre
crecidas en las mismas condiciones (Fig. 14 B), sugiere la participacion de otro
factor como limitante del crecimiento e indica que la mutacién en la enolasa podria

estar involucrada.

A diferencia de las plantulas de tipo silvestre, las mutantes los2 expuestas a NaCl
mostraron ausencia de pigmentacion rojiza en las hojas y dado que los resultados
obtenidos para el contenido de carotenoides (Tabla 4) demostraron valores similares
de esos pigmentos en ambos tipos de plantas, sugerimos que la diferencia en la
pigmentacion podria estar relacionada con las antocianinas. Se sabe que las
antocianinas, ademas de encontrarse almacenadas en la vacuola (Wagner, 1979),
son potentes antioxidantes que evitan la produccion de radicales libres (Chalker-
Scott, 1999), situacién comin provocada por la toxicidad de los iones de Na* (Tester
& Davenport, 2003). Aunque se han estudiado los factores que influyen en el

crecimiento después de una prolongada exposicion a la salinidad, tales como la
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toxicidad metabdlica producto del incremento de Na’® o la sefializacion por
hormonas provenientes de la raiz (principalmente ABA), los mecanismos que limitan
el crecimiento bajo estrés salino no estan del todo claros (Munns, 2002). Sin
embargo, en nuestro caso, la presencia de la enolasa y la estabilidad del tonoplasto

podrian estar relacionadas con un menor crecimiento.

La sensibilidad a la sal observada en las plantulas y en las plantas adultas los2
podria estar relacionada con una menor capacidad para compartimentalizar los
iones en la vacuola en la mutante. En plantas los2, la actividad hidrolitica de la V-
ATPasa es similar al de plantas de tipo silvestre en condiciones control. Sin
embargo, bajo estrés salino cuando la bomba debe ser més activa para generar el
gradiente de protones adicional para dirigir la compartimentalizacién de los iones de
sodio, la actividad de la V-ATPasa de las plantas mutantes disminuye y ni alcanza
los mismos niveles de actividad que la observada en plantas de tipo silvestre (Fig.
17). En estas condiciones la capacidad de la V-ATPasa para generar el gradiente de
protones podria verse rebasada, ocasionando la creciente acumulacion de iones en
el citoplasma. Esto ademas contrasta con la actividad medida en plantas de tipo

silvestre tratadas con NaCl, donde la actividad es regulada positivamente (Fig 17).

10.2 La enolasay su posible funcion en el tonoplasto.

La disminucién en la abundancia de la proteina enolasa especificamente en la
fraccion del tonoplasto de plantas los2 expuestas a sal (Fig.15 A), nos indica una
relacion directa entre la mutacién puntual que genera el cambio de la glicina 326 a
serina y la incapacidad de la proteina para localizarse/asociarse en el tonoplasto en
presencia de NaCl. Por lo que la condiciébn de estrés parece ser un factor
desestabilizante en la mutante. En trabajos previos, se ha reportado la asociacion
de la enolasa a la vacuola de levadura, y se le ha asignado un papel en la
regulacion y estabilizacién de la misma y de sus componentes (Decker & Wickner,
2006; Wiederhold, et al. 2009), lo que nos conduce a sugerir que la enzima podria
participar en la regulacion de la integridad del tonoplasto. Asi mismo, la ausencia de

cambio en los niveles de enolasa observados en extractos de proteina total (Fig.15
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F) nos confirma que se trata de un efecto localizado especificamente en la vacuola.

La enolasa es una proteina citoplasmatica sin regiones o dominios hidrofobicos (Fig.
19), que faciliten su asociacién a la membrana, por lo que podria requerir de
proteinas de andamiaje para localizarse en el tonoplasto. En eritrocitos de humano
se ha demostrado que la proteina banda3 es responsable de unir a las enzimas
glicoliticas a la membrana plasmética (Campanella, et al. 2005). De igual forma, en
el trabajo de Decker y Wickner (2006) previamente mencionado, se propone que la
proteina homologa de banda3, Borl, es la responsable de reclutar a la enolasa a la
vacuola de levadura. En A. thaliana, existen al menos 7 proteinas homologas a Borl
de S. cereviceae, BOR1, BOR2, BOR3, BOR4, BOR5, BOR6 y BOR7 (Blast NCBI;
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), con porcentajes de similitud en aminoacidos de
28-32%. Aunque se ha caracterizado a la proteina AtBOR1 (At2g47160) como un
transportador de boro localizado en la membrana plasméatica durante condiciones
de deficiencia del i6n (Takano, et al. 2002), la funcién y localizacion del resto de las

proteinas homologas no se ha establecido.

La débil asociacion de la enolasa al tonoplasto de A. thaliana observada bajo
tratamiento caotropico (Fig.13 B), podria ser un indicio de la existencia de otra(s)
proteinas, necesarias para unir a la enolasa al tonoplasto. La asociacion de la
enolasa con la 14-3-3 (Lab. Dra. Oecking; www.uni-tuebingen.de/?id=5088, datos no
publicados), una proteina de sefalizacion y andamiaje que se une a residuos de
ser/thr fosforilados (Chevalier, et al. 2009), asi como la fosforilacion de la enzima en
diversas especies como Zea maiz (Lal, et al. 1998) y Escherichia coli (Dannelly, et
al. 1989), aportan evidencia a este hecho. No obstante, los resultados obtenidos
previamente en la haléfita M. crystallinum difieren con lo mencionado, donde la
enolasa esta fuertemente unida a la membrana (Barkla, et al. 2009), y un
tratamiento caotropico similar no remueve a la enzima asociada al tonoplasto. Los
resultados obtenidos con el tratamiento para las proteinas aldolasa, VHA-B y VHA-E
son similares en ambas especies, en las que la fuerza de asociacion es fuerte vy,

aunque en A. thaliana la aldolasa y la subunidad B disminuyen su abundancia
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después del tratamiento caotrépico, es posible detectarlas en la fraccion del
tonoplasto (Fig.13). Por ello se sugiere que los mecanismos de tolerancia y
respuesta a la sal estan presentes en todas las plantas, pero que es su regulaciéon
diferencial lo que distingue una planta tolerante de una sensible.

En diferentes especies se ha demostrado que la exposicion a NaCl estimula la
actividad de la V-ATPasa (Ayala, et al. 1996; Barkla, et al. 1995; Wang, et al. 2001,
Vera-Estrella, et al. 2005) lo que se ha explicado como una estrategia para
aumentar el transporte de protones hacia el interior de la vacuola e incrementar la
capacidad de secuestro del sodio (Amtmann & Sanders, 1998). A pesar de que las
proteinas y mecanismos involucrados en dicho proceso estan presentes en
diferentes especies, su actividad parece ser distinta. Evidencia de ello es la
diferencia en el valor absoluto de la actividad hidrolitica de la V-ATPasa entre M.
crystallinum (Barkla, et al. 2009) y los resultados obtenidos mediante la misma
técnica para A. thaliana en este trabajo (Fig.17) bajo condiciones control. Mientras
que la actividad hidrolitica obtenida para la haléfita, fue de 120 umol de P; liberados
mg™ de proteina min™, para A. thaliana se obtuvo una actividad total de 25 umol de

P; liberados mg™ de proteina min™.

El fenotipo observado a nivel subcelular de plantas los2 tratadas con sal (Fig.21),
nos ofrece mas evidencia de la relacion de la enolasa con la estabilidad de las
membranas en plantas. Bajo tratamiento con NaCl, la mutante los2 muestra
cambios en la forma y la localizacién de los cloroplastos, asi como alteraciones en
las membranas. En estas condiciones, la integridad de la vacuola podria verse
afectada, dificultando la compartimentalizacién de los iones y provocando toxicidad
en organelos como los cloroplastos. En el trabajo donde se identificé y caracterizo a
la mutante los2 por su incapacidad para tolerar frio, Lee y colaboradores (2002)
demostraron desorganizacion de las membranas de plantas los2 expuestas a frio, lo
gue consideran evidencia de muerte celular. No obstante, tanto en sus resultados
como en los nuestros, es dificil determinar si el dafio celular observado es resultado

directo del estrés -ejem. muerte celular como afirman- o una consecuencia de la
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mutacion —ejem. desestabilizacion de las membranas-.

10.3 ¢Es la funcion catalitica de la enolasa relevante para su actividad en el
tonoplasto?

Los resultados de nuestro trabajo nos permiten sugerir que la actividad catalitica de
la enolasa no es necesaria para la funcion que desempefia la enzima en el
tonoplasto. Las plantas los2 crecidas bajo condiciones control mantienen los
mismos niveles de actividad catalitica de la enolasa en fracciones de tonoplasto que
las muestras de plantas de tipo silvestre en las mismas condiciones (Fig. 18 B), y
solamente se observo una disminucion en la actividad enzimética en extractos de
tonoplasto de plantas los2 expuestas a NaCl, misma condicion en que se identifico
una menor abundancia de la proteina en esas fracciones de tonoplasto (Fig.15 A).
Por lo que la menor actividad observada parece estar vinculada a una menor
cantidad de la enzima en la fraccion del tonoplasto y no a que su capacidad
catalitica se encuentre afectada. De igual forma, la simulacion de la proteina nos
ofrece evidencia de que la mutacion no afecta directamente a los aminoacidos
implicados en la actividad catalitica de la enzima (Fig. 19) y apunta a que la
orientacion de asas externas podria modificarse (Fig. 20), que podrian estar
involucradas en la asociacion de la enzima con otras proteinas o con los lipidos de

la membrana vacuolar.

Esto coincide con lo reportado para la enolasa de levadura, donde la proteina de
enolasa inactiva cataliticamente mostré el mismo efecto para estimular la fusion
homotipica de las vacuolas in vitro, que las proteinas con actividad catalitica Enolp
y Eno2p (Decker & Wickner, 2006). Asi mismo, en el trabajo de Lu y colaboradores
(2007) donde identificaron a la aldolasa como un componente regulatorio del
ensamblaje de la V-ATPasa en levadura, se determind que la regién catalitica no es
relevante para la asociacion de la enzima con la subunidad B de la V-ATPasa; vy, de
manera similar, en M. sativa se demostré que la actividad enzimatica de la aldolasa
No es necesaria para su interaccion con el dominio MADS de la proteina NMH7, un

factor de transcripcion involucrado en la nodulacion (Paez-Valencia, et al. 2008).
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Junto con estas evidencias existen multiples estudios que demuestran la diversidad
funcional de proteinas glicoliticas, en la que la funcion alternativa no esta
relacionada con su actividad catalitica, sino con una actividad secundaria o con un

sitio de unidn a otras proteinas (Kim & Dang, 2005).

Es posible que la asociacion de la enolasa al tonoplasto se encuentre entonces
mediada por un sitio alternativo al de la unién con su sustrato en la glicdlisis, o que
tenga una funcion novedosa en dicho sitio alterno. Para ello, la estructura de la
proteina podria tener una funcién relevante. La incapacidad de la enolasa de
levadura para restablecer la estimulacién de la actividad hidrolitica de la V-ATPasa
en la mutante los2 o para estimular su actividad en plantas de tipo silvestre, similar
a lo observado con la aldolasa, (Fig.17) puede ser atribuida a la diferencia
estructural en las regiones terminales amino y carboxilo de la proteina de distintas
especies. Mientras que el sitio catalitico de la enolasa esta altamente conservado
entre especies distantes evolutivamente, con una homologia en la secuencia de
aminoé&cidos de la region catalitica de 75% entre A. thaliana y S. cereviceae, de
82% entre A. thaliana y el crustaceo Palinurus elephas y de 96% entre A. thaliana y
M. crystallinum (Blast NCBI; http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), las regiones
periféricas son altamente variables (Sugahara, et al. 1998). Se ha sugerido que las
regiones externas al sitio catalitico de las enzimas podrian haber evolucionado la
capacidad de realizar otras funciones al ofrecer sitios con menor presion evolutiva,
lo que las hace capaces de albergar mutaciones (Kim & Dang, 2005), y si el sitio de
union de la enolasa al tonoplasto se encontrara en una region poco conservada

como ésta, dificilmente se podria lograr la complementacion entre especies.

Por otra parte, la presencia de varias enzimas glicoliticas agrupadas en torno a
distintas regiones celulares ha llevado a formular una hipotesis acerca de la
existencia de microdominios energéticos, constituidos por enzimas glicolitas cuya
funcién seria la de proveer de energia en forma de ATP a procesos celulares que
asi lo requieran (Dhar-Chowdhury, et al. 2007). Mediante un estudio protedmico de

la mitocondria en Arabidopsis thaliana se identificé la asociacion a la membrana
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mitocondrial de siete de las 10 enzimas que conforman la via glicolitica (hexocinasa,
aldolasa, enolasa, triosafosfato isomerasa, piruvato cinasa y fosfoglicerato mutasa)
y se confirmd la actividad catalitica secuencial de ellas (Geigé, et al. 2003).
Posteriores estudios demostraron que su presencia en dicho organelo se regula
positivamente en situaciones de alta demanda respiratoria y se comprobd su
asociacion al canal VDAC, presente en la membrana externa de la mitocondria
(Graham, et al. 2007).

La asociacion de la fosfofructocinasa-1 con la subunidad a de la V-ATPasa (Su, et
al. 2003) aporta evidencia de la posibilidad de que exista un microdominio
energético en torno a la bomba de protones, integrado por distintas enzimas
glicoliticas y cuyo propésito seria maximizar la eficiencia en el suministro de
energia. No obstante, se requiere de mas evidencia que lo demuestre. Y aunque los
resultados de nuestro trabajo nos conducen a proponer una funcion en la respuesta
a la salinidad, independiente de glicdlisis, la ocurrencia de una funcion para las
proteinas no excluiria a la otra, tal como se ha mostrado mediante trabajos sobre
diversidad funcional proteica (Jeffery, 2004; Moore, 2004; Kim & Dang, 2005;
Gancedo & Flores, 2008) (Tabla 1). Con el fin de clarificar este asunto, es necesario
realizar experimentos que nos permitan establecer si la mutante los2 conserva su
actividad catalitica y si ésta es importante para la funcion que desempefa en el

tonoplasto.

10.4 ¢ Es un complejo proteico el que se encuentra unido al tonoplasto?

En el trabajo realizado previamente en M. crystallinum se demostroé la asociacion de
la aldolasa y de la enolasa a la subunidad B de la V-ATPasa mediante ensayos de
inmunoprecipitacion (Barkla, et al. 2009). Asi mismo, en levadura se ha demostrado
la asociacion simultdnea de la aldolasa a las subunidades a, B y E de la V-ATPasa a
través de ensayos de precipitacion in vitro (Lu, et al. 2004). Mediante su unién con
los dominios Vi y Vp de la bomba de protones in vivo, la enzima regula el
ensamblaje y actividad de la bomba de protones (Lu, et al. 2007). De acuerdo con

esto, en plantas la adicion in vitro de aldolasa exdgena de planta genera un
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incremento de la actividad hidrolitica de la V-ATPasa y de su transporte de protones
(Barkla, et al. 2009). Sin embargo, la ausencia de enolasa en el tonoplasto de la
mutante los2 muestra una menor estimulacion por aldolasa en la actividad hidrolitica
de la bomba (Fig.18), lo que apunta a que la falta de un componente podria afectar
el correcto funcionamiento del resto de las proteinas involucradas. No obstante, esta
hipotesis no se ve reflejada en el hecho de que la abundancia proteica de la
aldolasa, la VHA-B y la VHA-E presente en el tonoplasto no se altere en plantas
mutantes los2 (Fig. 15). Lo que sugiere que el mecanismo es mucho mas complejo
y que quizéa se requiera de una red proteica para que estas enzimas puedan regular
la actividad de la V-ATPasa.
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11. CONCLUSIONES.

Las enzimas glicoliticas aldolasa y enolasa estan asociadas al tonoplasto de
A. thaliana.

La aldolasa, la enolasa y la VHA-B son reguladas positivamente por
exposicion a 75 mM de NacCl por 4 dias.

La enolasa esta unida débilmente al tonoplasto de A. thaliana, mientras que
la aldolasa, la VHA-B y la VHA-E estan fuertemente unidas.

La mutante los2 muestra mayor sensibilidad al tratamiento con sal, tanto en
plantas adultas como en plantulas germinadas en presencia de 75 mM de
NacCl.

Bajo exposicion a sal, las plantas mutantes los2 acumulan mayores
concentraciones de Na' y K' en los tejidos aéreos, que plantas de tipo
silvestre.

En la mutante los2, la abundancia de la proteina enolasa disminuye bajo
exposicién a 75 mM de NaCl por 4 dias. Lo que no afecta la presencia y/o la
abundancia del resto de las proteinas probadas.

La exposicion a 75 mM de NaCl vy la adicion de aldolasa estimulan la
actividad hidrolitica de la V-ATPasa, tanto en plantas silvestres como en la
mutante los2. Sin embargo, la actividad hidrolitica en la mutante los2
expuesta a sal, es significativamente menor a la actividad observada en
plantas control expuestas a las mismas condiciones.

La integridad de las membranas, asi como la distribucion de los cloroplastos
se ve afectada en la mutante los2 expuesta a sal.

Las plantas mutantes Salk 080758 con insercibn de T-DNA en el gen
At2g36530 que codifica para la aldolasa, no muestran un fenotipo distinto al
de plantas de tipo silvestre.
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12. PERSPECTIVAS.

Con el fin de caracterizar a fondo la presencia de las enzimas glicoliticas aldolasa y
enolasa en el tonoplasto de A. tahaliana es necesario realizar estudios de
inmunoprecipitacion que nos permitan determinar su asociacion con diversas
subunidades de la V-ATPasa y nos conduzcan a confirmar si, al igual que ocurre en
M. crystallinum, la aldolasa y la enolasa se encuentran unidas a la subunidad B de
la bomba de protones. Asi mismo, se requiere de estudios que nos permitan
determinar la interaccion directa entre ambas enzimas glicoliticas.

Dado que el estudio realizado con la mutante los2 deja muchas interrogantes
respecto a la funcién de la enolasa en la respuesta y tolerancia a la salinidad, como
primer paso es importante determinar si la enolasa de la mutante los2 conserva su
actividad catalitica, pues ello nos permitiria tener una idea clara de la importancia de
dicha actividad y de la diversidad funcional de la enzima. Para ello se propone la
expresion de la enolasa mutante LOS2 en levadura, su purificacion y su estudio
enzimatico. Otro punto prioritario en la investigacion es el estudio de la union de la
enolasa con la V-ATPasa en la mutante los2, por lo que se propone investigar la
presencia de las enzimas aldolasa y enolasa en tonoplasto de las plantas de tipo
silvestre y de tipo mutante los2 mediante inmunolocalizacién en microscopia. Esto
nos permitiria determinar si la estabilidad de la unién es afectada por la mutacion y
complementar nuestros estudios para determinar la posible funcion alterna de la
enolasa y la participacion de los procesos glicoliticos en ello. Asi mismo, seria
conveniente realizar construcciones en levadura con la enolasa para determinar
mediante ensayos de dos hibridos su posible interaccion con otras proteinas, tales
como las proteinas Bor o la 14-3-3. Para complementar estudios realizados en este
trabajo, es importante medir el transporte de protones de la V-ATPasa en vesiculas
selladas de tonoplasto de plantas los2 y de tipo silvestre, mediante ensayos de
disminucion de la fluorescencia utilizando la quinacrina. Pues esto nos permitiria
establecer el nivel al que se afecta la actividad de la bomba de protones en la
mutante los2 bajo condiciones de estrés salino. Asi como determinar el contenido de
antocianinas en plantulas los2 crecidas bajo estrés salino para establecer una
afectacion en su acumulacion y aportar evidencia sobre la integridad de la vacuola.

Por otro lado, para comenzar el estudio de la aldolasa es necesario corroborar el
namero de inserciones de T-DNA en la mutante Salk 080758, mediante ensayos
tipo “Southern Blot”, determinar la actividad catalitica de la aldolasa y la actividad
hidrolitica de la V-ATPasa en las mutantes Salk 080758 y someter a la mutante de
aldolasa, Salk_080750, a distintos estreses con el fin de revelar si en alguna
condicién existe un fenotipo. Sin embargo, tendriamos que obtener una mutante
multiple de los genes de aldolasa para estudiar su fenotipo bajo estrés salino o
trabajar con otra especie vegetal que presente pocas isoenzimas para la aldolasa.
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