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Cambios metabdélicos y de expresion
génica en plantas superiores
en respuesta al estrés salino

Valpuesta,V.; Berteli, F.; Pérez-Prat, E.; Ccrrales, E.; Narasimham, M.; Botella,M.A.; Bressan, R.A,;

Pliego, F.; Hasegawa, P.M.

RESUMEN

La salinizacién del suslo y de las aguas de riego son factores gue limitan de
forma importante la produccién agricola. Los dafios causados por la salinidad
en plantas son el resultado tanto del déticit hidrico como del efecto negativo
de altas concentraciones salinas. A nivel molecular la exposicién a sal inicia
cambios en la expresién tanto de nuevos genes como de genes constitutivos.
En hojas de tomate hemos encontrado que tanto la actividad como el conteni-
do de proteina enzimatica glutamato sintasa dependiente de ferredoxina au-
mentan significativamente como resultado de la exposicién de este tejido ve-
getal a elevadas concentraciones de NaCl (12 gfi, 12 h). Este cambio se explica
por la funcién esencial de esta enzima en la sintesis del 4cido glutdmico que
os precursor directo de la prolina, sintetizada como soluto osmético compati-
ble en esta especie. Por otro lado, estudios en cultivos celulares de tabaco
adaptados a concentraciones de NaCl de 428 mM muestran un aumento de 2
veces en el nivel de ARN mensajero de una posibie Ca2+-ATPasa de reticulo
endoplasmico. Los cambios observados forman parte de la respuesta de es-
tos tipos celulares para mantener los gradientes iénicos necesarios, intra y ex-
tracelulares, que le dan el cardcter de tolerancia al medio safino.

Los cambios de expresién observados, en tomate y tabaco, constituyen as-
pectos diversos de la compleja respuesta celular en plantas superiores a las
condiciones de estrés impusstas por e! entorno salino.
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ABSTRACT

Salinity limits agricultural production. The detrimental effects of salinity result
from both the water deficit and the specific action of ions. Salt stress initiates
molecular gvents involving the change of expression of unique genes and ge-
nes functioning in normal cell metabolism.

Exposure of detached tomato leaves to high NaCl concentration (12 g/, 12 h)
resulted in a significant increase of activity and protein ferredoxin-dependent
glutamate synthase. This increase may be explained by the role of this enzy-
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me in the synthesis of glutamate required for the proline synthesis occuring
under salt stress in this plant tissue. On the other hand, NaCt shock of tobac-
co cells adapted to 428 mM NaCl induced a two-fold increase on the level of
amessenger RNA encoding for a putative endoplasmic reticulum Ca2+-ATPa-
sa. This change may be related to the maintenance of ion homeostasis in to-
bacco cells which is critical for their adaptation to saline environment,

The changes reported for tomato and tobacco constitute partial aspects of
the complex plant response to salt stress.

V. Valpuesta, F. Bertsli, E. Pérez-Prat, E. Corrales y M.A. Botella, Departa-
mento de Bioguimica y Biologla Molecular, Universidad de Malaga, Espana.
F. Pliego, Departamento de Biologla Vegetal, Universidad de Mélaga,
Espana.M. Narasimham, R.A. Bressan y P.M. Hasegawa, Center for Plant

Environmental Stress Physiology, Purdue University, U.S.A.

INTRODUCCION

Los suelos salinos cubren una extension entre
400 y 900 millones de hectareas de la superficie
del planeta, y una tercera parte del suselo cultiva-
ble se considera afectada por la salinidad (Mes-
soud, 1974). Las soluciones mas inmediatas a es-
te problema tales como la reducciéon de la
evaporacion o el lavado de las salgs del suelo con
agua de calidad no son fAciles, ni técnica ni eco-
némicamente. Una solucién paralela es la obten-
cién de variedades de cultivos talerantes a altos
niveles salinos. Sin embargo, para abordar con
éxito un objetivo como éste es esencial conocer
exhaustivamente cémo es la respuesta de las
plantas, tanto a nivel fisiolégico como bioquimi-
co, a una elevada concentracién salina en el me-
dio externo. Actualmente sélo se tiene un cono-
cimiento limitado de esta respuesta, a pesar de
los numerosos estudios que se han emprendido.

El problema puede definirse como la necesi-
dad de entender las respuestas de las plantas,
tanto a nivel metabdélico como de expresién géni-
ca, a concentraciones no fisiolégicas, o fluctuan-
tes, de la concentracién salina. El estudio de es-
te problema ha sido abordado por numerosos
grupos que han utilizado diferentes especies ve-
getales como modelos y diversas aproximacio-
nes experimentales. Sus resultados se han reco-
gido en excelentes revisiones (LOttge and Smith,
1984; Cushman et al., 1990) a las que hay que re-
mitirse. No obstante, para introducir los resulta-
dos obtenidos por nuestro grupo de trabajo, que
s6lo afectan a aspectos muy especificos de la in-
teraccion planta medio salino, hay que hacer al-
gunas consideraciones previas. Asl es necesario
distinguir entre los estudios dirigidos a conocer

la respuesta inmediata de las plantas a una ele-
vacion subita de la concentracién idénica externa,
respuesta que normalmente es transitoria y cons-
tituye un mecanismo de supervivencia, de aque-
llos estudios dirigidos a conocer los mecanismos
que permiten a una planta desarrollar su ciclo vi-
tal a elevadas concentraciones i6nicas, respues-
ta que podrfa considerarse como permanente. En
el primer caso se podria hablar de adaptacién in-
mediata y en el segundo de tolerancia propiamen-
te dicha. Las aproximaciones experimentales y
los modelos biol6gicos estudiados son comple-
tamente diferentes y, obviamente, también lo son
tas conclusiones aobtenidas y la significatividad
de las mismas. No obstante, ambos procesos ocu-
rren en la naturaleza y han de estudiarse, siendo
la informacién obtenida en cada caso Gtil y, en
cierto modo, complementaria.

En un principio se puede afirmar que la salini-
dad tiene dos efectos dafiinos sobre la fisiclogfa
de las plantas, por un lado ocasiona un incremen-
to del potencial hidrico externo y por otro lado hay
un efecto especifico de los iones en los diferen-
tes procesos metabolicos y fisiolégicos. El primer
efecto es percibido como un déficit de agua por
la planta por lo que provoca en ésta una respues-
ta semejante a la que se da en el caso de estrés
hidrico; el segundo efecto es consecuencia de la
elevacién de las concentraciones intracelulares
de iones en la planta y seria mas especifica del
estrés salino. Mientras que en la naturaleza am-
bas situaciones de estrés ocurren con frecuencia
de forma simuitanea, sin embargo experimental-
mente es posible simular condiciones de estrés
hidrico sin que se dé estrés salino, pero no es cier-
to Io opuesto. El resultado es que numerosas res-
puestas de las plantas encontradas en situacion
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de estrés salino también se han indicado que ocu-
rren en estrés hidrico. Estas consideraciones son
importantes a la hora de valorar los resultados ha-
bidos en estudios sobre estrés salino.

Cushman et al. (1990) de forma acertada han
delimitado ias respuestas metabdlicas que nece-
sitan de estudios fisiolégicos con las herramien-
tas de la genética molecular en el caso del estrés
salino (Cushman et al., 1990). Estas son 1) Los
cambios que ocurren en el metabolismo del car-
bono para hacerlo més eficiente en las condicio-
nes adversas del estrés, 2) La acumulaciéon de
osmolitos compatibles en el interior celular para
contrarrestar los gradientes idnicos extra e intra-
celulares, 3) La capacidad de compartimentacién
de los iones en organulos para evitar sus efectos
‘ deletéreos en el metabolismo celular, y 4) Los
cambios en el metabolismo energético y el creci-
miento de la planta que se producen bajo condi-
ciones de estrés salino,

Los resultados obtenidos por nuestro grupo de
trabajo, y que se resumen en la presente comu-
nicacién, se han centrado en dos de estas res-
puestas. Por un lado se ha estudiado fa acumu-
lacién de osmolitos compatibles, lo que se ha
hecho dentro del contexto de respuesta a corto
plazo de las plantas a una elévacién rapida de la
concentracion de NaCl externa. Por otro lado se
han abordado los problemas de la compartimen-
tacién de iones, y en este caso se ha hecho den-
tro de un contexto de tolerancia de la planta, es
decir en especies que de forma permanente to-
leran concentraciones de NaCl no fisiolégicas pa-
ra dicha especie.

Acumulacién de prolina en hojas de tomate
como respuesta adaptativa a elevadas
concentraciones externas de NaCl

La sintesis y acumulacion de solutos organicos
. es una respuesta comun de adaptacién de plantas
tanto a un déficit hidrico como a un estrés salino.
Estos compuestos incluyen aminoacidos como la
prolina, pero también se sintetizan compuestos de
amonio cuatefnario como la glicil-betaina, polialco-
holes como el glicerol y el inositol y azicares como
la sacarosa. La sintesis de estos solutos osméticos
compatibles en el caso del estrés salino parece
ocurrir de forma que los compuestos no compati-
bles, iones, son secuestrados en la vacuola en tan-
to que los compatibles se acumulan fundamental-
mente en el citosol (Leigh et al., 1980).

En el caso del tomate se ha encontrado que es

la prolina el osmorregulador sintetizado. Este au-
mento de prolina en respuesta a una elevaciéon en

la concentracién de NaCl externa no se ha expli-
cado compietamente a nive!l metabdlico, es decir
a nivel de aquellas enzimas alteradas en situa-
cién de estrés y cuyo cambios resultan en un ma-
yor contenido intracelular de este aminoacido. De
forma general se sabe que el aumento de prolina
ocurre tanto como consecuencia de un incremen-
to de su sintesis como por una disminucién de su
degradacién (Rhodes et al., 1986). Sin embargo,
los estudios realizados de las enzimas que cata-
lizan los diferentes pasos de las vias biosintética
y degradativa de este aminoacido (Figura 1) no
han permitido asignar a alguna de ellas una fun-
cion reguladora, y por tanto responsable directa
del aumento neto de prolina producido en estas
condiciones de estrés. Sin duda, tal conocimien-
to abriria una puerta para una posible manipula-
cion del contenido de este aminoacido en aque-
llas especies cuya tolerancia al estrés salino, e
hidrico, requieren un ajuste osmético eficiente.

De las rutas metabdlicas que se conocen co-
mo responsables de la sintesis de prolina (Figura
1) se ha demostrado que es la que se inicia en el
amino4cido glutamato y no en la ornitina lo que es
esencial en situacion de estrés osmético (Rhodes
et al., 1986). Se sabe ademas que el glutamato
puede producirse bien por hidrélisis de proteinas,

Glutamato Ornitina

1 2

Semialdehido
glutdmico

Pirrol{n-5-carboxilato

PROLINA

Figura 1. Vlas metabdlicas de sintesis de prolina. Las
enzimas son: 1. Pirrolin-5-carboxilato (P5C) sintasa;,
2. P5C deshidrogenasa; 3. Ornitina aminotransferasa;
4. P5C reductasa; 5. prolina oxidasa
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por reacciones de transaminacion y por las reac-
ciones catalizadas por el denominado ciclo GS-
GOGAT (Figura 2). En hojas de tomate separadas
de la planta y tratadas a través del peciolo con una
solucién nutriente que contenia NaCt a concentra-
cién de 12 g/l hay un aumento de prolina que es
simultaneo a un aumento del total de aminoécidos
(Tabla 1), mientras que el contenido de proteinas
totales aumenta a las 6 horas, y a las 24 horas per-
manece en los valores iniciales. Consecuentemen-
te la disponibilidad de glutamato, necesaria para
la sintesis de prolina, no puede explicarse por la
hidrélisis de las proteinas o por transaminacion a
partir de otros aminoécidos. Esta sintesis debe ser
consecuencia de un incremento del flujo a través
dei ciclo GS-GOGAT (Figura 2).

El ciclo GS-GOGAT lo constituyen dos enzi-
mas, glutamina sintetasa (GS) y giutamato sinta-
sa (GOGAT). Es una via metabdlica muy estudia-
da al catalizar un proceso tan esencial como es
la incorporacién de nitrégeno inorganico, amo-
nio, a esqueletos carbonados para formar nitré-
geno organico, glutamato (Lea et al., 1990). En
aquellos tejidos donde la produccion de amonio
es importante, como ocurre durante la fijacion de
nitrégeno en nédulos y la fotorrespiracion en te-

ATP

NH,

GS

Glu Gin

Glu

2-oxoglutaralo
2e Fdred
NAD(P)H

Balance: NH, + 2-oxoglutarato + ATP + 2¢° = Glu

Figura 2, Ciclo GS (glutamina sintetasa)- GOGAT (giu-
tamato sintasa) para la asimilacién de NH, en plantas
superiores.

Tabla 1. Cambios en el contenido de prolina, del total de aminoé4cidos, de proteina y en el peso fres-
co de hojas cortadas de tomate y tratadas con NaCl (12 g/l} durante 24 horas.

Hojas de tomate cortadas por el peciolo fueron introducidas en 10 ml de una solucién de nu-
trientes estandar, que contenia sacarosa 50 mM y glutamato 1 mM. Los tratamientos salinos
se hicieron por adicién de NaCl hasta una concentracion final de 12 g/l y el tratamiento se
prolongé durante 24 horas. La determinacién de aminoacidos se hizo en extracto metanéli-
co de las hojas después de su separacion por HPLC. Las protelnas se determinaron por el
método de Bradford en el extracto de hojas obtenido en tampén.

TIEMPO DE TRATAMIENTO

(voRras)
Control NaCl

0 6 24 6 24
Prolina (umoles/gpf) 04 0.5 2.4 1.1 4.3
Aminoacidos totales 2.5 1.8 4.4 3.3 7.7
(umoles/gpf)
Proteinas (mg/gpf) 10.1 13.1 9.7 15.8 9.5
Peso fresco (% control 0 h) 100 — 108 —_ 85
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Tabla 2. Valores medios de actividades glutamina sintetasa (GS) y glutamato sintasa dependiente
de ferredoxina (Fd-GOGAT) en hojas cortadas de tomate y tratadas con 12 g/l de NaCl.

Extractos crudos de hojas introducidas por el peciolo en la solucién tratamiento fueron en-
sayados para las actividades enzimaticas GS y Fd-GOGAT. La actividad GS se midi6 por el
ensayo hidroxamato sintetasa y la actividad GOGAT por cuantificacién del glutamato pro-
ducido en la reaccién usando metil violégeno cormo donador de electrones.

Tiempo tratamiento

(h)

GS (U/mg prot)

Control 0.2
NacCl 0.2

Fd-GOGAT (U/mg prot)

Control 0.03 £
NacCi 0.03 %

0.05
0.02

w
o
n
-—
o

jidos verdes, este ciclo estd muy regulado, fun-
. damentalmente a nivel de la primera enzima GS
pues es la que tiene al amonio como sustrato
(Edwards an Coruzzi, 1989).

Ef estudio en hojas de tomate del efecto del
NaCl en las enzimas del ciclo muestra que el in-
cremento producido en prolina se corresponde
con un incremento de la actividad GOGAT en es-
te tejido, concretamente la dependiente de ferre-
doxina al tratarse de un tejido verds, pero no hay
alteracién de la actividad GS ( Tabla 2).

La cuantificacién de la actividad enzimética en
un extracto vegetal da una informacién fisiolégica
limitada, por tanto es importante conocer si el cam-
bio en actividad se corresponde con un cambio
en la cantidad de proteina, La disponibilidad de
anticuerpos policlonales de conejo monoespeci-
ficos frente a la enzima Fd-GOGAT de tomate
(Botella et al., 1988) permiti6 comprobar median-
te reaccién de éstos con la proteina transfarida a
filtros de nitrocelulosa si se producia un aumento
de la cantidad de protelna Fd-GOGAT en hojas de
tomate como resultado del tratamiento con sal.
Efectivamente fue asl y dicho incremento se pudo
cuantificar utitizando los mismos anticuerpos y la
' técnica del ELISA. Los resuitados se muestran en
la Figura 3 donde se comprueba quse el tratamien-
to con concentraciones crecientes de NaCl a cul-
tivos hidropénicos de tomate ocasiona un aumen-

0.4 e
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o o 6 e 2

NaC! (g/t)

Absorbance (40S nm)

Figura 3. Cuantificacién por ELISA del aumento de la pro-
teina FA-GOGAT en hojas de tomate de plantas crecien-
do en cultivo hidropdnico daspuéds de la adicidén de NaCl.
Extractos de hojas creciendo en cultivo hidropénico y tra-
tadas durante 12 h bajo luz continua con concentracio-
nes creciantes de NaCl en el medio de cultivo, solucién
de Hoagland Il diluida 2 veces, se utilizaron para cuan-
titicar la proteina Fd-GOGAT por la técnica del ELISA uti-
lizando como anticuerpos primarios los de consjo mono-
aspecificos frente a esta protelna. Las barras blancas
corresponden al control con el suerc no inmune.

to de la proteina Fd-GOGAT en las hojas de las
plantas tratadas.

Estos resultados muestran por primera vez c6-
mo una proteina enzimatica implicada en la via
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metaboblica que conduce a la sintesis de prolina
incrementa sus niveles estacionarios como resul-
tado del tratamiento con NaCl. El hecho de que
sea esta enzima y no |a otra del ciclo, la GS, la que
esté regulada en esta situacioén de estrés puede
explicarse en base a 1) su actividad es 10 veces
inferior a la GS lo que la hace mas iddnea para su
regulacion, habida cuenta que en una via meta-
bélica determinada son aquellas enzimas con la
menor actividad las candidatas a ser reguladoras
del flujo y, por tanto, posibles puntos de regula-
cién, y 2) en las condiciones de estrés salino el
flujo a través del ciclo GS-GOGAT debe incremen-
tarse no tanto para asimilar mas amonio como pa-
ra producir mas glutamato que es utilizado en la
sintesis de prolina necesitando para ello de es-
queletos carbonados que se incorporan en forma
de 2-oxoglutarato precisamente en la reaccién
catalizada por esta enzima Fd-GOGAT.

Si es la Unica enzima reguladora de la via me-
tabélica que conduce hasta prolina es dificil de
afirmar, mas bien podria pensarse que compar-
te la regulacién del flujo de esta via en unién con
otras enzimas de acuerdo con los modelos de
control de regulacion de fiujos metabélicos
(Kacser, 1987), donde usualmente el control del
flujo metabélico en una determinada via es com-
partido por varias enzimas de la ruta metabélica.
Lo que si explica este cambio detectado en la ac-
tividad y enzima Fd-GOGAT es la necesidad de
glutamato y energia luminica necesarias para que
haya sintesis de prolina inducida por estrés sali-
no, tal como han indicado con anterioridad otros
autores (Rajagopal, 1977).

Cambios en la expresién de Ca?+-ATPasa
en células de tabaco tolerantes a NaCl

Otra situacién metabdlica abordada en nues-
tros estudios es la de la compartimentacién de io-
nes en respuesta al estrés salino. El problema me-
tabélico es diferente, y también lo es el modelo
experimental utilizado, que en este caso fueron
células de tabaco en suspensién adaptadas a una
concentracion en NaCl de 428 mM. El contexto
es por tanto de tolerancia y no de respuesta adap-
tativa a corto plazo.

La adaptacién de cultivos celulares de tabaco
hasta una concentracién de 428 mM de NaCl
(Binzel, 1985) constituye un modelo adecuado pa-
ra estudiar los factores que determinan su toleran-
cia. En estas lineas celulares tolerantes se habfa
descrito que el secuestro y compartimentaciéon de
iones constitula una de las estrategias desarrolla-
das por el cultivo y que precisamente les conferia

la tolerancia. En efecto, las células de tabaco cre-
ciendo a una concentracién de NaCl de 428 mM
acumulaban Na* y Cl~ en vacuola hasta unas
concentraciones de 780 y 624 mM, respectiva-
mente, mientras que la concentracién citosélica
de estos iones se mantenfa 96 mM (Binzel, 1988).

La capacidad de controlar los niveles citoséli-
cos de iones implica a numerosos componentes
de lamembrana plasmatica y el tonoplasto, con-
siderandose que es el gradiente electroquimico
de iones la principal fuente de energlia que dirige
el transporte de solutos a través de las membra-
nas plasmatica y vacuolar (Reinhold, 1990). Las
principales bombas que generan el gradiente
electroquimico de protones son tas H*-ATPasas
de membrana plasmatica y tonoplasto. Las pri-
meras pertenecen al grupo denominado tipo V en
tanto que las segundas pertenecen al grupo de-
nominado tipo E,-E, o tipo P. Incluidas en este
grupo se encuentran las Ca2+-ATPasas de mem-
brana plasmatica y de reticulo sarcoplasmico. La
hipotesis era que la acumulacién de iones y so-
lutos orgénicos descritas en las células de taba-
co adaptadas a NaCl (Binzel, 1988), que es esen-
cial para la adaptacion y crecimiento de estas
células al entorno salino, podria resultar de un
cambio en la reguiacién de la actividad o en la
cantidad de proteina de estas ATPasas.

E! analisis de secuencias de aminoacidos de
las ATPasas tipo P indic6 que existian dominios
comunes a todas ellas (Serrano, 1989), fundamen-
talmente los que se encuentran implicados en la
fosforilacién de la enzima, que es un paso obli-
gado del mecanismo de reaccion de estas enzi-
mas, y en la unién del sustrato. Asi el uso de un
oligonucledtido sintético complementario del que
codifica el dominio MTGDGVNDA, aitamente con-
servado y responsable de la unién al ATP en es-
tas ATPasas, permitié cribar una clonoteca de
cDNA en el vector lambda gt11 construida a par-
tir de células de tabaco adaptadas a NaCl.

Esta aproximacion permiti6 aislar un clon de
cDNA cuyo inserto de tamario aproximado de 1.5
kb reunia las siguientes caracteristicas: 1) La se-
cuencia de amino4cidos deducida para el pépti-
do correspondiente presentaba la mayor identi-
dad (69%) con la Ca?*-ATPasa de reticulo
endoplasmico de Drosophilay Artemia (Figura 4).
2) Hibridaba con un Unico mensajero de tamario
de 4.4 kb presente tanto en las células de taba-
€0 en suspensién como en raiz, tallo y hoja de
plantas de tabaco. 3) Los niveles de estos men-
sajeros eran superiores, 3-4 veces, en células
adaptadas a NaCl y se inducian hasta 2 veces por
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Figura 4. Comparacion de la secuencla de aminodcidos deducida para el clon de cDNA aislado a partir de célu-
las de tabaco, en el dominio correspondiente a la unidn del ATP, con las secuencias de otras Ca2* -ATPasas.

La secuencia codificada por el clon aislado de células de tabaco tolerantes a NaCl (pH 27) ss compara con la de
. una Ca2*-ATPasa de reticulo endoplasmico de Arfemia, las tres clases identificadas en mamiferos para Ca2+-ATPa-
sa de reticulo endoplasmico (SERCA1b, SERCA2a, SERC3) y la Ca2+-ATPasa de membrana plasmatica de cere-
bro de rata. Aminoécidos idénticos al pH 27 se indican por un punto (). Se indica el dominio conservado de unién
al ATP (—) asi como los aminodcidos implicados en la unién al ATP (x).

un tratamiento con NaCl, pero sdlo en las células
adaptadas a esta sal (Figura 5).

Asl pues la tolerancia al NaCl en células de ta-
baco va acompariada de un mayor nivel de trans-
critos de una Ca2*-ATPasa, probablementa de
reticulo endoplasmico, y una induccion de la mis-
ma por tratamiento con NaCl. Es importante indi-
car que el efecto de induccion por NaCl s6lo ocu-
rre en un momento del ciclo celular, dia 12,
cuando el cultivo se encuentra en su fase lineal
del crecimiento.

Estos resultados suponen un cambio cualitati-
vo en los encontrados hasta ahora en la bibliogra-
fia sobre estrés salino en la medida que se apor-
tan datos moleculares del sistema de transduccién
de sefiales en plantas superiores. El Ca?* es un
segundo mensajero en el sistema de transduccion
.- de sefales en plantas (Pérez-Prat et al., 1992) y
como tal necesita un control fino de su concentra-
cion citosdlica, que debe mantenerse en el rango
submicromolar. En el control de los niveles de Ca2*
intervienen los diversos sistemas de transporte de
este ion en la membrana plasmética y sistema de
endomembranas. La entrada de Ca2+ ala célula
parece ocurrir de forma pasiva y las concentracio-
nes citosdlicas se mantienen bajas por su trans-
porte al exterior (Ca2*-ATPasa y antiporte
Ca2*/H*) o su secuestro en reticulo endoplasmi-
co (Ca2+-ATPasa)y vacuola (Ca?*-ATPasay an-
tiporte Ca2*/nH*). Los cambios observados en el
clon aislado H27, que corresponde a una
Ca?+-ATPasa de reticulo endoplasmico estan di-
rectamente relacionados con el control de los ni-
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Flgura 5. Hibridacién del inserto del clon de cDNA ais-
lado de células de tabaco (pH 27) con RNA de células
de tabaco tolerantes al NaCl y tratadas con NaCl.

Células de tabaco tolerantes a 428 mM de NaCl, pero
mantenidas en ausencia de NaCl, se expusieron a 400
mM de NaCl durante 24 h bien a los 3 dias (d-3, fase de
latencia) o 12 dlas (d-12, fase exponencial tardia de cre-
cimiento) después de la inoculacién en medio fresco.
El RNA total (10 ug) aislado a partir de estas céiulas se
analizé por hibridacién con el inserto del clon H27.

veles citosélicos de este ion, al ser esta proteina
de membrana responsable del transporte de Ca2*
desde el citosol al interiar del reticulo.
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Se sabe ademas que la exposicion a sal eleva
la concentracién citosélica de Ca2+ (Lalchli,
1990) que debe reducirse hasta aquellos niveles
que exigen un funcionamiento normal del proce-
so de transduccién de seftales mediado por el
Ca?* en las células vegetales. Por tanto, el man-
tenimiento de unos niveles citosélicos de Ca2+
controlados es esencial en muchos procesos me-
tabélicos celulares, incluyendo la adaptacion a
altas concentraciones de NaCl, y de aqui los cam-
bios detectados por nosotros en células de taba-
co tolerantes.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

El estudio de la respuesta de las plantas a una
situacion de estrés salino no es facil habida cuen-
ta de que se trata de una situacion fisiolégica com-
pleja. Esta compiejidad es consecuencia funda-
mentalmente de dos caracteristicas inherentes a
la propia respuesta de las plantas. Una es que se
trata de una respuesta con frecuencia sistémica,
es decir que implica al organismo en su totalidad
con sus diferentes tejidos y tipos celulares. La
otra caracteristica es que se trata de una respues-
ta multigénica, es decir afecta ala expresién de
numerosos genes. De esta forma los resultados
aportados por nuestro grupo de trabajo, aunque
significativos, no dejan de ser parciales en la li-
nea mas reduccionista de la Bioquimica y la Bio-
logia Molecular. Su interpretacién, por tanto, de-
be hacerse teniendo presente la informacion
aportada por los fisiélogos y su posible alcance
practico debe contrastarse con opinién de gené-
ticos y mejoradores. Es importante conocer el al-
cance limitado de la informacion aportada por la
aproximacién molecular, sin duda poderosa en
sus herramientas pero incompleta en sus conclu-
siones fisiolégicas.

Con todo, hay que indicar que existen aun as-
pectos moleculares en los que la informacion ac-
tualmente asequible es minima, si no inexistente.
El primer aspecto es el de la recepcién del esti-
mulo externo por parte de la planta. La importan-
cia de la informacién que suministrarfa es para-
lela a la dificultad metodolégica para obtener
dicha informacién. El otro aspecto también bas-
tante desconocido concierne a la cadena de
transduccién de sefiales, es decir todo el con-
junto de segundos mensajeros que conectan y re-
gulan la conexién de la sefial externa con la res-
puesta génica. En la medida en que se posea
informacién sobre estos dos aspectos, se podra
tener un conocimiento mas completo de la res-
puesta de la planta y podréa pensarse en la posi-

bilidad de manipulacion genética para la mejora
en su respuesta a este estrés.
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