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Resumen 

Las plántulas en desarrollo, a semejanza de las plantas maduras y las semillas en 

proceso de germinación, están sujetas a condiciones ambientales desfavorables. El 

estrés salino es uno de los factores abióticos más importantes que limitan el desarrollo 

normal y activan una variedad de vías de señalización en los distintos órganos de la 

planta. Así en respuesta al estrés por salinidad y sequía, las plantas modifican su 

morfología mediante cambios en el citoesqueleto microtubular y este proceso guarda 

relación con la vía de transducción de señales mediada por fosfolípidos dependiente de 

la enzima fosfolipasa D (PLD), la cual cataliza la hidrólisis en la unión fosfato diester 

terminal de fosfolípidos estructurales de membrana como la fosfatidilcolina formando 

ácido fosfatídico (PA) y el grupo polar libre. Al respecto, se observaron cambios 

morfológicos en raíces y coleóptilos de plántulas de semillas de cebada germinadas 4 

días en condiciones estériles y en oscuridad con distintas concentraciones de NaCl y 

manitol mediante cortes histológicos y microscopia electrónica de barrido (MEB). Se 

determinó que ambos tipos de estrés causaron una reducción en el crecimiento de las 

plántulas, donde el estrés salino tuvo un efecto mayor. La morfología externa mediante 

microscopía electrónica mostró daños en la superficie en respuesta al estrés salino 

mientras que durante el estrés osmótico no se observaron cambios. Los cortes 

histológicos no mostraron diferencias en la organización de los tejidos, sin embargo fue 

observado un aumento del volumen celular durante el estrés salino en ambos tejidos. 

Mediante microscopía confocal se observaron diferencias en la distribución del 

citoesqueleto microtubular en presencia de estrés salino en ambos tejidos, mientras que 

en respuesta al estrés osmótico no hubo diferencias. El contenido de a-tubulina total 

guardó relación con la modificación en el perfil microtubular, en donde en respuesta al 

estrés salino disminuyó el contenido de alfa tubulina. Se evalúo también la interacción 

entre PLD y el citoesqueleto microtubular, en donde PLD interacciona con tubulina. La 

actividad PLD incrementó en respuesta al estrés salino y osmótico en ambos tejidos, 

aunque el incremento fue mayor durante el estrés salino. La presencia de tubulina 

exógena afectó su actividad, mostrando una disminución bajo todas las condiciones 

analizadas. Compuestos que afectan al citoesqueleto microtubular modulan la actividad 

PLD, en donde drogas que desestabilizan los microtúbulos como el paclitaxel 

incrementan la actividad, mientras que drogas que fijan los microtúbulos disminuyen su 

actividad. Este hecho se relaciona con la capacidad que tiene esta enzima citosólica de 



traslocarse a la membrana en respuesta a una serial. En resumen, la raíz como primer 

órgano que percibe el estímulo desencadena la respuesta a nivel bioquímico, modulando 

el metabolismo lipídico y en consecuencia desencadena cambios en el citoesqueleto 

microtubular y esto permite que la planta responda de forma adecuada frente a estas 

condiciones adversas. 
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Abstract 

Developing seedlings, like mature plants and seed germination process are 

subject to unfavorable environmental conditions. Salt stress is one of the most important 

abiotic factors limiting normal development and activate a variety of signaling pathways 

in different organs of the plant. In this way, in response to drought and salt stress, plants 

modify their morphology through changes in their cytoskeletal microtubule and this 

process is in relation to the signal transduction pathway mediated by phospholipid 

dependent on the enzyme phospholipase D (PLD). This enzyme catalyzes in the 

hydrolysis in the terminal phosphate diester bond of structural membrane phospholipids 

like phosphatidylcholine forming phosphatidic acid (PA) and the polar group free. In 

this regard, morphological changes were observed in roots and coleoptiles seeds of 

barley germinated four days under sterile conditions and in the dark with various 

concentrations of NaCl and mannitol by histological and electron microscopy (SEM). 

Both types of stress caused a reduction in the growth of seedlings, where the salt stress 

had a greater effect. The external morphology by electron microscopy showed surface 

damage from both tissues in response to salt stress while during osmotic stress changes 

were not observed. Histological sections showed no differences in the organization of 

tissues. However, an increase in cell volume was observed for salt stress in both tissues. 

Changes to the microtubular cytoskeleton by confocal microscopy where differences in 

the distribution of microtubular cytoskeleton in the presence of salt stress in both tissues 

were evaluated while in response to osmotic stress, no differences were observed. The 

content of total alpha-tubulin kept relation to the amendments in the microtubular 

profile, wherein in response to salt stress decreased the content of alpha tubulin. The 

interaction between PLD and the microtubule cytoskeleton, where PLD interacts with 

tubulin, was evaluated. PLD activity was evaluated in the presence of stress, which 

increased in response to salt and osmotic stress in both tissues, where the increase was 

higher during salt stress. The presence of exogenous tubulin affected its activity, 

showing a decrease under all analyzed conditions. Besides, compounds that affect the 

microtubular cytoskeleton, modulate the PLD activity where drugs that destabilize 

microtubules, such as paclitaxel, produce an increase on the PLD activity. Securing 

microtubule drugs decrease their PLD activity. This relates to the ability of this 

cytosolic enzyme of translocating to the membrane in response to a signa]. To 

summarize, the root as the first organ that senses the response stimulus triggers a series 
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of biochemical events that modulate lipid metabolism. Consequently the stimulus 

triggers changes in the microtubule cytoskeleton and allows the plant to respond 

appropriately. 
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1.1 - Generalidades 

Los cereales constituyen la mayor fuente de carbohidratos y proteínas para la 

dieta humana. La cebada, es una planta monocotiledónea anual perteneciente a la 

familia de las poáceas (gramíneas), está representada por dos importantes especies 

cultivadas: Hordeum distichon L., que se emplea para la obtención de cerveza, y 

Hordeum hexastichon L., que se utiliza básicamente como forraje para la alimentación 

animal; ambas especies se agrupan bajo el nombre único de Hordeum vulgare L. sp. 

vulgare. La misma se cultiva hoy a gran escala, representando entre el 7 y 8% de la 

producción mundial de cereales, después del maíz, el arroz y el trigo. La última 

campaña agrícola en Argentina fue una de las más importantes de los últimos arios que 

aseguran una producción mayor a 14.000.000 de toneladas y un área cultivable de 

670.000 hectáreas tanto para el mercado forrajero como para la industria cervecera. 

Sin embargo, una problemática mundial en la producción de cereales es debida a 

la alta salinidad de los suelos y al estrés hiperosmótico al que están sujetos los cultivos 

(Epstein y col., 1980; Boyer, 1982). El cambio de cualquier factor ambiental, que actúe 

sobre el vegetal afectando la respuesta bioquímica y fisiológica pudiendo provocar 

daños o lesiones ocasionalmente, genera una situación de estrés en la planta. La 

disponibilidad de agua es un factor crucial que modula el crecimiento de las plantas. El 

estrés osmótico es uno de los estreses abióticos más importantes para la productividad 

de los cultivos, el cual está relacionado con la deshidratación vegetal bajo niveles de 

alta salinidad, sequía y condiciones de bajas temperaturas. En general, las situaciones de 

estrés provocan respuestas complejas y constituyen un problema fundamental para la 

agricultura, dado que influyen sobre la supervivencia y la productividad de los cultivos. 

La salinidad del suelo puede ser definida simplemente como la presencia de una 

excesiva concentración de sales solubles en el suelo, que limitan el crecimiento de las 

plantas (Maas y Nieman, 1978). Se estima que un tercio de la superficie terrestre está 

afectada, en mayor o menor grado, por un exceso de sales (Pitman y Lauchli, 2002; 

Tanji, 2002), hecho que acontece en nuestro país y en los últimos años se han 

incrementado las áreas salinizadas en el sur de las provincias de Córdoba y San Luis 

(Cisneros y col., 1997). 
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Estas condiciones hiperosmolares conllevan a la perdida de la turgencia de los 

cultivos, lo cual requiere una respuesta por parte de las plantas para sobrevivir 

(Bargmann y col., 2009). 

El ajuste osmótico proporciona un medio de mantenimiento del contenido de 

agua en la célula, importante para la actividad celular. De esta forma cuando se 

presentan situaciones de estrés por salinidad en el suelo, causando una reducción en el 

potencial osmótico, se produce la acumulación de solutos orgánicos en el citoplasma y 

en la vacuola. Los solutos compatibles son metabolitos hidrofílicos y contribuyen al 

mantenimiento de la turgencia, entre los que se destacan azúcares (sacarosa, fructosa, 

rafinosa), aminoácidos (prolina y betaína), glicerol, manitol y otros metabolitos de bajo 

peso molecular (Rodríguez-Perez, 2006). En resultados previos del grupo se observó 

que raíces y coleóptilos de semillas germinadas bajo estrés salino y osmótico 

incrementan el contenido de prolina (Usorach, 2010). Esta medición nos permitió 

determinar que las concentraciones de los efectores utilizados (NaCI y manitol) eran 

adecuadas para generar plántulas estresadas. 

Si se produce una entrada importante de Na + en el citosol, la relación 1(471\1a±

fisiológica debe ser restablecida para evitar el efecto tóxico del Na. Esto se consigue en 

algunas especies con un sistema de transporte localizado en la membrana vacuolar 

(tonoplasto), que permite acumular Na+ en la vacuola de manera activa, en contra del 

gradiente electroquímico del Na. Este sistema consiste en un antiportador Na±/1-1+

(denominado NHX) que acopla la entrada de Na + a la salida de 1-14-. La presencia de una 

actividad antiportadora Na+/H+ se detectó primero en tonoplasto de especies tolerantes a 

salinidad como remolacha y cebada, donde se inducía por la presencia de NaC1 en el 

medio (Barkla y Pantoja, 1996). No obstante, la evidencia molecular disponible indica 

que estas proteínas son ubícuas en las plantas. En el genoma de Arabidopsis thaliana, 

completamente secuenciado, se reconocen hasta 6 isoformas diferentes de genes NI-IX 

(Máser y col., 2001). La compartimentalización del Na + en la vacuola, al tiempo que 

libera al citosol del exceso de Na, contribuye a disminuir el potencial osmótico y 

ajustar el potencial hídrico celular para permitir la absorción de agua durante el estrés 

salino (Glenn y col., 1999). Además, la proteína NHX1 de Arabidopsis tiene la 

capacidad de transportar tanto Na + como K, pudiendo contribuir al balance osmótico 

celular y tisular en cualquier condición de crecimiento de la planta (Venema y col., 

2002). 
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1.2 - Características del erano de cebada 

El grano está rodeado externamente por una cubierta, el pericarpio, que 

constituye el salvado. Este se caracteriza por ser rico en proteínas, además de contener 

una considerable proporción de lípidos, y nada de almidón. El endosperma y el embrión 

se encuentran dentro de esta capa protectora, y representan aproximadamente el 83% 

del peso de la semilla respectivamente. El endosperma constituye el tejido nutritivo de 

los cereales y además es el lugar de reserva de los carbohidratos en forma de almidón, 

aunque también posee pequeñas cantidades de vitaminas, enzimas y ácidos grasos. 

Durante el desarrollo del grano, la parte más externa del endosperma se diferencia en 

una capa de tejido morfológica y fisiológicamente diferente, la aleurona. En el caso de 

la cebada este tejido consta de varias capas de células, sin embargo, en otras especies 

suele poseer sólo una. Aunque la aleurona y el endosperma amiláceo tienen un origen 

común, sólo el tejido de aleurona permanece vivo luego que las reservas de almidón se 

han almacenado y el grano ha madurado y se ha deshidratado. 

Las células de aleurona controlan, en gran parte, la movilización de reservas de 

la semilla. Está compuesta por células bien diferenciadas cuyo citoplasma se caracteriza 

por presentar numerosas vacuolas almacenadoras de proteínas y minerales, así también 

como iones Ca2+, Mg2+ y K4 formando complejos con ácido fitico (IP6), además de 

oleosomas, reservas de lípidos neutros unidos al retículo endoplásmico, los cuales 

constituyen la fuente de carbono que será utilizada previa a la hidrólisis del almidón. 

1.3 - Germinación de la semilla 

El proceso de germinación comprende una serie de eventos que comienzan con 

la toma de agua de la semilla seca (imbibición) y se completa cuando una parte del 

embrión, usualmente la radícula, emerge a través de las cubiertas que lo rodean 

(Bewley, 1997). 

La toma de agua por la semilla madura es trifásica: 

Fase I: El primer paso en la germinación es la absorción de agua o hidratación por parte 

de los distintos tejidos que forman la semilla. Dicho incremento va acompañado de un 

aumento proporcional en la actividad respiratoria. 
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Fase II: Representa el verdadero proceso de germinación. El consumo de agua se 

reduce considerablemente, llegando incluso a detenerse. En esta fase se producen las 

transformaciones metabólicas necesarias para el correcto desarrollo de la plántula. 

Fase ILI: Corresponde a la fase de crecimiento. Es la última fase de la germinación y se 

asocia con la emergencia de la radícula (cambio morfológico visible). Esta fase se 

caracteriza porque la absorción de agua vuelve a aumentar, así como también la 

actividad respiratoria (Figura 1) 

T
om

a 
de

 a
gu

a 

E o 

Germinación 1 Post-aerminación 

1SP II Fase III 

Movilizació de reservas 

Elontecler e la radícula 

O sión celular y 
intests de ADK 

as usando ARNm nuevos 

mas sintetizadas usando ARNm preexistentes 

Reparación mitocondrial 

Síntesis mitocondrial 
ma de solutos 

Tiempo 

Figura 1: Diagrama de los principales eventos asociados a la germinación y subsecuente 
crecimiento post-germinativo. El tiempo para los eventos puede transcurrir en horas o semanas, 
dependiendo de la especie de planta y condiciones de germinación. (Adaptación de la Figura 1. 
Bewley, 1997). 

Si bien para que la semilla germine es necesario que se cumplan estas tres fases, 

la duración de cada una de ellas va a depender de ciertas propiedades de las semillas, 

como lo es su contenido en compuestos hidratables y la permeabilidad de las cubiertas 

al agua y al oxígeno, además de las condiciones del medio ambiente, como el nivel de 

humedad, las características y composición del suelo, la temperatura, etc. En las dos 

primeras fases de la germinación los procesos son reversibles. A partir de la fase de 

crecimiento se entra en una situación fisiológica irreversible. La semilla que haya 

superado la fase de germinación tendrá que pasar a la fase de crecimiento y originar una 

plántula, o por el contrario morir. 

Las capas superficiales del grano recogen la humedad, que penetra en el interior 

a través del micropilo. El grano se hincha, el embrión se hace turgente y aumenta de 

tamaño. El primer signo de la germinación es el nacimiento de la coleorriza desde la 

4 



Usorack Javier Introducción, 

base del grano. Entonces emerge la raíz principal, seguidas de cerca por las raicillas 

secundarias (Figura 2). El coleóptilo es una estructura característica del embrión de la 

familia de las gramíneas, el cual es, en realidad, una primera hoja modificada de tal 

modo que forma una caperuza cerrada sobre las hojas siguientes y el meristema apical. 

Durante la germinación de la semilla, el coleóptilo se aproxima a la superficie 

del suelo gracias a la elongación del mesocotilo. Su carácter consistente y extremo 

aguzado, en forma de una vaina puntiaguda endurecida en su extremo superior, lo 

convierten en una estructura especializada para lograr la emergencia. Inmediatamente a 

continuación de que el coleóptilo aparece sobre el suelo, da paso a la hoja cotiledonar y 

a la primera hoja verdadera en rápida sucesión. 

Figura 2: Plántula de cebada. Imagen semilla de cebada germinada en la cual se evidencia la semilla, el 
coleóptilo, la raíz principal y las raíces secundaria. 

La germinación de las semillas está regulada por hormonas, las giberelinas 

(GAs) regulan el crecimiento celular en el tejido vegetativo, así como también afectan la 

floración y el desarrollo del fruto. Además, juegan un papel fundamental en el proceso 

de germinación; dado que regulan la síntesis y secreción de enzimas hidrolíticas, 

especialmente a-amilasa en la capa de aleurona, lo que contribuye a la movilización de 

reservas desde el endospermo hacia el embrión. 

Durante el desarrollo del grano se produce la acumulación de ácido abscísico 

(ABA) en el embrión y en el endospermo, el cuál cumple un papel central en el control 

de la maduración y en la prevención de la germinación precoz del grano 

morfológicamente maduro, aún no cosechado. La producción de a-amilasas, inducida 

por GA en la semilla de cebada (Hordeum vulgare), es inhibida por ABA, que tiene 

efecto también sobre la síntesis de proteínas en general. De este modo la actividad a-
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amilasa puede ser inhibida por ABA tanto a nivel transcripcional como a través de la 

actividad enzimática (Fincher, 1989). 

El ABA es un compuesto que existe naturalmente en las plantas. Es un 

sesquiterpenoide (15 carbonos) derivado del ácido mevalónico, siendo el clivaje de 

carotenoides su principal ruta de biosíntesis en cloroplastos y otros plástidos. El 

transporte de ABA se realiza fácilmente tanto en el xilema como en el floema, y 

también en las células del parénquima fuera de los haces vasculares. Su movimiento 

dentro de las plantas se asemeja al de las GAs. 

El ABA regula muchos aspectos agronómicamente importantes del desarrollo de 

la planta, incluyendo la síntesis de proteínas y lípidos de almacenamiento de semillas, la 

promoción de la tolerancia a la desecación de semillas y dormancia, el desarrollo de las 

semillas, la promoción de cierre de los estomas, la morfogénesis embrionaria, 

senescencia de las hojas y también la defensa contra patógenos. 

1.4 - Sistema de transducción de señales 

Las plantas como el resto de los organismos vivos enfrentan día a día nuevos 

desafíos. En particular los vegetales por su condición de sésiles deben responder de 

forma rápida para sobrevivir y perpetuarse. 

Se conoce como transducción de una señal a la manera que tienen las células de 

elaborar una respuesta a ese estímulo. Así, al recibir una serial responden a ella y la vía 

por la cual se genera, debe ser extremadamente precisa dado que es crucial para 

determinar la respuesta final. Como este proceso puede ser a corto o largo plazo, 

generalmente las vías son finamente reguladas. Un ejemplo es la germinación, proceso 

irreversible que si ocurre en un escenario inadecuado puede ser poco productivo e 

incluso fatal. 

Estas vías se ponen en funcionamiento cuando un receptor proteico disperso por 

la superficie celular detecta una serial y transmite la misma al interior, a través de 

pequeñas moléculas denominadas "segundos mensajeros". De esta forma la serial 

extracelular activa diferentes rutas metabólicas que transducen la señal externa en 

interna que se propaga por toda la célula. 

Los receptores se pueden agrupar principalmente en dos subfamilias: una de 

ellas integrada por canales jónicos activados por ligandos y la otra constituida por 
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aquellos receptores con requerimientos energéticos ya sea asociados a tirosina quinasa o 

proteínas unidoras de nucleótidos de guanina, llamados proteína G (Crockcroft y col., 

1995). 

Hasta el momento, uno de los sistemas de transducción de señales más 

estudiados en plantas es la vía del inositol fosfato o del fosfatidilinositol, en donde se 

activa una fosfodiesterasa, fosfolipasa C dependiente de fosfoinositidos (PI-PLC), lo 

cual resulta en la hidrólisis del fosfatidilinositol 4,5 bisfosfato (PIP2) originando dos 

segundos mensajeros: inositol 1,4,5 trisfosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). En este 

sistema los fosfoinosítidos continuamente son sintetizados y degradados por quinasas y 

fosfatasas específicas, respectivamente. Al momento dos clases de PLC han sido 

identificadas en plantas, las que hidrolizan PIP2 denominadas PI-PLC y las que 

hidrolizan fosfatidilcolina denominadas PC-PLC (Dowd y Gilroy, 2010). 

El sistema de transducción se pone en marcha una vez que el ligando se une a su 

molécula receptora, ésta sufre cambios conformacionales que le permiten interactuar 

con proteínas de membrana denominadas proteínas G, las cuales están formadas por las 

subunidades a, (3 y y. Al respecto en plantas se han identificado solo una subunidad a 

(GPA1), una subunidad py (AGB1) y tres subunidades y (AGG1, AGG2 y AGG3) 

(Zhao y col., 2004). 

Como consecuencia la proteína G se activa: intercambia GDP por GTP y la 

subunidad a, se separa del dímero f3y . En este estado la subunidad a es capaz de activar 

a moléculas efectoras tales como la adenilciclasa (AC), PLC y PLD. 

La presencia de una serial externa produce un recambio en los fosfolípidos de 

membrana. Uno de estos fosfolípidos, fosfatidilinositol (PI), es un componente de la 

membrana celular eucariota y existen varios derivados fosforilados que reciben el 

nombre de polifosfoinosítidos, los cuales están presentes en levaduras, en células 

vegetales y animales. El PI puede ser fosforilado en la posición 4 del anillo del inositol 

para originar fosfatidilinositol monofosfato (PIP) por la fosfatidilinositol quinasa (PI-k) 

y, posteriormente a fosfatidilinositol bisfosfato (PIP2) por la fosfatidilinositol 

monofosfato quinasa (PIP-k), fosforilándose en la posición 5 del anillo del inositol. 

Aunque el PI representa solamente un pequeño porcentaje de los fosfolípidos celulares 

totales, tiene un papel crucial en los caminos de señalización como precursor de 

diversas moléculas capaces de actuar como segundos mensajeros. 
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Como se mencionó anteriormente, la hidrólisis del PIP2 por acción de una PLC, 

genera IP3 y DAG, los cuales pueden disparar una cascada de eventos en forma conjunta 

o separada. El PIP2, además de cumplir su papel como precursor de segundos 

mensajeros, participa en la regulación de varias funciones celulares como la dinámica 

del citoesqueleto, tráfico vesicular, transporte iónico, unión de proteínas a membrana y 

actividad enzimática (Stevenson y col., 2000). 

El IP3 es un producto soluble y difunde al citoplasma celular donde encuentra 

receptores localizados en vesículas intracelulares, los cuales son reservorio de calcio, 

otra molécula capaz de actuar como segundo mensajero. El aumento de calcio produce 

cambios en la actividad de un amplio rango de enzimas tales como proteínas quinasas y 

enzimas reguladas por calmodulina o puede activar procesos como la secreción. 

En plantas, la principal organela que actúa como reservorio de Ca2I- movilizable 

es la vacuola (Stevenson y col., 2000), mientras que en animales es el retículo 

endoplásmico. Otra diferencia entre ambos organismos, es la forma de metabolizar IP3

Una vez que la célula respondió a la serial, la vía del inositol fosfato debe desactivarse. 

Para ello, el IP3 se puede metabolizar a través de dos caminos: fosforilarse por una 

inositol 3-quinasa para producir IP4 (inositol tetrafosfato) o desfosforilarse por una 

inositol 5-fosfatasa para producir IP2 (inositol bisfosfato). 

En contraste, el DAG no es soluble en agua, por lo que realiza su función en la 

membrana plasmática, donde probablemente tiene una gran movilidad. Es ahí donde 

activa a la proteína quinasa C (PKC) (Berridge, 1993, Divecha e Irvine, 1995). Este 

hecho parece no acontecer en plantas dado que hasta el presente no se ha encontrado 

PKC mediante análisis genómicos y proteómicos. En cambio el DAG generado es 

rápidamente fosforilado a ácido fosfatídico (PA). El DAG puede provenir de otros 

fosfolípidos, como la fosfatidilcolina (PC) o fosfatidiletanolamina (PE), por activación 

de la vía fosfolipasa D/fosfatidato fosfatasa (PLD/PAP), o bien por actividad de una 

PLC específica de PC (PC-PLC). A pesar de que el DAG es ampliamente reconocido 

como segundo mensajero en células animales, no parece serlo en plantas ni en hongos. 

En contraste, el PA cumple esta función (Munnik, 2001). 

Por otro lado, el DAG se metaboliza rápidamente por acción de una lipasa en 

glicerol o bien se convierte en PA a través de la diacilglicerol quinasa (DAG-k). Esta 

enzima es de particular importancia ya que no sólo controla los niveles de DAG en la 

membrana, sino que también inicia los procesos de resíntesis de PIP2, ya que el 
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producto de DAG-k, PA, puede ser sustrato de una CDP-DAG citidiltransferasa para 

generar el precursor de PI, y éste, a través de reacciones secuenciales es nuevamente 

fosforilado a PIP2. 

La producción de PA no sólo representa un mecanismo de atenuación de DAG y 

forma de resíntesis de polifosfoinosítidos, sino que también es capaz de intervenir en 

importantes vías de transducción de señales. 

En general se asume que un aumento de PA refleja la producción de DAG por 

actividad de una PLC (Heim y Wagner, 1990; Munnik y col., 1994). Sin embargo, esta 

vía de transducción de señales puede no ser la única involucrada en la respuesta debido 

a que la activación de una fosfolipasa D (PLD) cataliza la hidrólisis de fosfolípidos 

estructurales en la unión fosfato diester terminal, permitiendo la formación de PA y de 

un grupo polar libre como colina en el caso de PC (Figura 3). 

Figura 3: Esquema del sistema de transducción de señales. Abreviaturas: PI: fosfatidilinositol, PI-k: 
fosfatidilinositol quinasa, PIP: fosfatidilinositol monofosfato, fosfatidilinositol monofosfato 
quinasa, PIP2: fosfatidilinositol bisfosfato, PLC: fosfolipasa C, IP3: inositol trisfosfato, DAG: 
diacilglicerol, DAG-k: diacilglicerol quinasa, PA: ácido fosfatídico, PA-k: fosfatidato quinasa, DGPP: 
diacilglicerol pirofosfato, PC: fosfatidilcolina, PLD: fosfolipasa D, LPP: lípido fosfato fosfatasas. 

Hasta el momento 12 isoformas de PLD designadas como a (3), ¡3(2), y (3), 5, E 

y Ç (2) (en base a la homología de secuencia de la proteína y propiedades bioquímicas), 

han sido caracterizadas en Arabidopsis thaliana mientras que solo dos se encuentran en 

células animales designadas como PLD1 y PLD2 (Qin y Wang, 2002; Wang, 2005). 

En general los mecanismos de activación de PLD pueden ser dependiente de 

PLC lo cual implica aumento de Ca2+ intracelular, o independiente de PLC a través de 

proteínas G o receptores de tirosina quinasa (Ward y col., 1995; Exton, 1997, Zhao y 

Wang, 2004). 

PA está presente en una muy baja cantidad en las membranas biológicas, 

constituye menos del 1% del total de fosfolípidos, unas veinte veces menos que PC, el 
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fosfolípido más abundante de las membranas eucariotas (Welti y col., 2002). Los 

niveles de PA en plantas cambian rápidamente bajo varias condiciones, que incluyen 

estreses bióticos (ataque por bacterias y hongos patógenos, inducción de la nodulación) 

(McDermott y col., 2004) y abióticos (congelamiento, frizado, deshidratación, drogas, 

estrés salino, escasez de nutrientes, heridas y al ataque de especies reactivas del 

oxígeno) (Jenkins y col., 2005). 

La rápida síntesis de PA y el metabolismo del diacilglicerol pirofosfato (DGPP) 

indican que ambos componentes podrían cumplir un papel importante en la 

señalización. Munnik y col., (2000), demostraron que el incremento de los niveles de 

PA es correlativo con el incremento de los niveles de DGPP, bajo condiciones de 

estimulación celular. La conversión de PA a DGPP por acción de la actividad 

fosfatidato quinasa (PA-k) se ve como un mecanismo de atenuación para reducir los 

niveles de PA, aunque el DGPP por sí mismo, podría funcionar como una molécula 

serial (Munnik y col., 1996). 

No se conoce con certeza cuál es la importancia del DGPP, pero básicamente 

puede tener alguna función en cualquier proceso en el que esté involucrado PA, ya sea 

atenuando su serial o cumpliendo por sí mismo alguna función en la serial celular ya que 

es un lípido minoritario que aumenta drásticamente cuando las células son activadas 

(Munnik y col., 1998a; Pical y col., 1999). También se especula que podría ser un 

fosfolípido precursor equivalente al CDP-DAG donde el pirofosfato sea hidrolizado 

para resintetizar el PI metabolizado durante la serial (Munnik y col., 1998b). 

Los fosfolípidos de membrana y la dinámica del citoesqueleto están íntimamente 

conectados entre sí en la célula eucariota. Lee y col., (2003) demostró por primera vez 

que PLD está implicada en la regulación del citoesqueleto de actina en cultivo celular de 

soja, ya que la adición exógena de PA induce polimerización de actina. Además de la 

regulación en la polimerización/despolimerización de actina PLD puede funcionar como 

un conector entre el citoesqueleto de actina y compartimentos específicos de la 

membrana plasmática. Además PLD (3 o 5 puede interactuar tanto con actina como 

microtúbulos (Gardiner y col., 2001; Ho y col., 2009) y proporcionar así una unión 

entre el citoesqueleto de actina, el microtubular y la membrana plasmática o 

endomembranas. Dhonukshe y col., (2003) demostraron en cultivo celular de tabaco que 

la actividad PLD se correlaciona con la organización de los microtúbulos, Gardiner y 
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col., (2003) en Arabidopsis thaliana y Peters y col., (2007) en el alga Silvetia 

compressa. 

¿Cómo se relaciona el citoesqueleto microtubular con la actividad PLD? Al 

momento se sabe que tanto su producto PA como la enzima son importantes reguladores 

en el arreglo de microtúbulos corticales y su interacción con la membrana plasmática 

(Pleskot y col., 2013). Mediante un análisis proteómico se ha observado que tubulina es 

una proteína blanco de PA (Testerink y col., 2004), pero que la unión no sería 

directamente, sino a través de una proteína de unión a microtúbulos (MAP) denominada 

atMAP64-1, ya que el aumento de PA por acción PLDa recluta a atMAP64-1 a la 

membrana e induce estabilización de los microtúbulos, y esto le confiere la 

supervivencia frente a estrés salino (Pleskot y col., 2013). 

1.5 - Estrés en ve2eta1es 

En la naturaleza, las plantas están expuestas a una amplia variedad de 

condiciones, tales como temperatura, disponibilidad de agua y nutrientes, al ataque de 

herbívoros y a las enfermedades que fluctúan de un lugar a otro, temporada a temporada 

y día a día. Debido a que las plantas son organismos sésiles, la única manera de 

prosperar o incluso sobrevivir es la de adaptarse a este entorno cambiante de forma 

rápida y eficiente (Bargmann y col., 2006). 

En los últimos años, el papel de los fosfolípidos en el crecimiento y desarrollo de 

las plantas, así como en la respuesta de las mismas al estrés biótico y abiótico, se centró 

principalmente sobre los mecanismos de señalización involucrados (Laxalt y Munnik, 

2002; Meijer y Munnik, 2003). 

Durante el estrés osmótico la actividad PLC se ve incrementada. Diversos 

estudios han demostrado que la sal y el estrés hiperosmótico incrementan los niveles de 

PIP2 así como también los de IP3 en pocos minutos (Pical y col., 1999; DeWald y col., 

2001). Por otro lado, el DAG formado, es rápidamente fosforilado a PA por acción de 

una DAG-k, sugiriendo que el DAG indirectamente cumpliría un papel importante en 

los procesos de señalización desencadenados durante el estrés en las plantas. Se ha 

observado un incremento en los niveles de PA en respuesta al estrés osmótico en plantas 

(Frank y col., 2000; Munnik y col., 2000; Katagiri y col., 2001; Thiery y col., 2004). 

Los niveles de PA aumentan durante el estrés hiperosmótico en el alga verde 
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Chlamydomonas y en cultivos celulares de tomate, tabaco y alfalfa; tanto PLD como 

PLC/DAG-k mostraron ser responsables de estos cambios (Darwish y col., 2009). 

En general, la actividad PLD está asociada con la respuesta al estrés en plantas, 

más específicamente, se piensa que juega un rol en la respuesta a patógenos (Young y 

col., 1996; Chapman, 1998), herbívoros (Lee y col., 1997), estrés osmótico (Frank y 

col., 2000) y por hormonas como etileno y ABA (Fan y col., 1997; Ritchie y Gilroy, 

1998). 

En los últimos años se ha demostrado que PA, producto de PLD, ocupa un papel 

importante en la señalización de ABA durante la germinación de las semillas (Katagiri y 

col., 2005; Jiang y col., 2013), y su producto fosforilado, DGPP, ha sido confirmado 

como segundo mensajero en las vías de transducción de serial de ABA (Zalejski y col., 

2005). El PA producido por PLDa se une e inhibe a la proteína fosfatasa ABI 1 y la 

serial de ABA induce el cierre estomático (Zhang y col., 2004). 

Quizás el hecho más importante de ABA en plantas es su extraordinario rango 

de efectos fisiológicos, el mismo juega múltiples papeles en embriogénesis, protección 

de la desecación y síntesis de reserva. Luego de la germinación y durante el crecimiento 

de la planta adulta, esta hormona puede inducir protección a estrés ambiental, 

particularmente cuando la planta es dañada mediante acción de drogas o condiciones 

ambientales adversas. 

Además, tratamientos de sequía y salinidad en suspensiones celulares de 

Chlamydomonas, incrementan los niveles de PA y DGPP vía PLD, sugiriendo que estos 

fosfolípidos también se encuentran involucrados en la señalización durante el estrés 

osmótico (Munnik y col., 1998b). 

En plántulas de Arabidopsis thaliana expuestas a estrés salino se observó que los 

microtúbulos corticales se despolimerizan rápidamente y se repolimerizan nuevamente 

formando otra red microtubular, y se cree que esta nueva formación es esencial para la 

adaptación de la planta al estrés (Wang y col., 2011). Dhonukshe y col., (2003) 

demostraron que tanto el estrés salino como el osmótico inducen la reorganización del 

citoesqueleto microtubular y que la actividad PLD está involucrada en esta 

reorganización, sin embargo el mecanismo de su participación es un tema no totalmente 

dilucidado. 
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Hipótesis: En respuesta a procesos de estrés las plantas modifican su estructura 

interna y en ello involucran actividades enzimáticas relacionadas al metabolismo de 

fosfolípidos. 

Objetivo general: Estudiar las vías de señalización mediada por lípidos señales y su 

relación con la organización del citoesqueleto en respuesta a estrés salino y/u osmótico, 

en coleóptilos y raíces de cebada (Hordeum vulgare). 

Objetivos específicos: En función de lo cambios observados en nuestro laboratorio 

respecto a los fosfolípidos señales involucrados en la respuesta al estrés, 

fundamentalmente en el sistema radicular y específicamente el ácido fosfatídíco (PA) es 

que planteamos como objetivos específicos: 

1.- Estudiar la participación de actividades enzimáticas involucradas en la transducción 

de la serial, en plántulas controles y en aquellas sometidas a estrés salino y/u osmótico. 

Para ello: 

Determinar si la respuesta al estrés involucra la modificación en las actividades de 

fosfolipasa C (PI-PLC y/o PC-PLC) y de fosfolipasa D (PLD) en plántulas de cebada 

crecidas en presencia de NaCl y manitol, analizadas por diferentes metodologías: 

inmunoprecipitación, electroforesis e inmunoblotting y evaluación de productos 

liberados. 

2.- Determinar la participación del citoesqueleto frente a condiciones de estrés con NaCl 

y manitol en coleóptilos y raíces de cebada. 

Para ello: 

a) Estudiar la composición de las isoespecies de tubulina. Especialmente las descriptas 

en vegetales y que interaccionan con PLD, entre ellas: alfa y beta tubulina, tubulina 

acetilada, etc. de plántulas controles y crecidas bajo condiciones de estrés. 

b) Estudiar la organización del citoesqueleto. Especialmente analizar la participación de 

PLD en la reorganización de microtúbulos del citoesqueleto. 
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c) Analizar la participación de PA proveniente de PLD y/o PC-PLC en la 

reorganización del citoesqueleto de coleóptilos y raíces de cebada, controles y 

estresados. 

13 



Materiales y Métodos 



3.1 - Material Biológico 

Se utilizaron semillas de cebada (Hordeum vulgare, cv. INTA). Las semillas se 

esterilizaron superficialmente con una solución de Na0C1 al 2% (v/v) durante 45 mm , 

se enjuagaron con agua estéril y se neutralizaron con 0.05 N HC1 durante 10 min. Luego 

se hicieron germinar en placas de petri sobre papel de filtro estéril humedecido con agua 

estéril, en condiciones de oscuridad y a 25°C durante 4 días. Al cabo de este tiempo los 

coleóptilos y raíces fueron separados de la plántula, congelados con N2 líquido y 

conservadas a -80 °C hasta su utilización. 

• Condiciones de estrés: Las semillas se hicieron germinar en placas de Petri 

sobre papel de filtro humedecido con soluciones estériles de NaCl (50, 100, 150 y 200 

mM), manitol y sorbitol (100, 200, 300 y 400 mM) en condiciones de oscuridad y a 

25°C durante 4 días. 

3.2 - Determinación del potencial osmótico 

Los tejidos de las plántulas controles y sometidos a las condiciones de estrés 

(coleóptilos y raíces), previamente pesados (1 g) fueron colocados en tubos de 

ultracentrífuga. Se realizaron tres ciclos de congelado y descongelado en N2 líquido. 

Luego se centrifugó a 40.000 xg por 1 h. Se tomaron 15 tal del sobrenadante (fracción 

citosólica) y se midió la concentración de solutos en nmol/kg en un osmómetro (Vapor 

Pressure Osmometer 5500 Escor) y se calculó el potencial osmótico de acuerdo a la 

ecuación de Vant Hoffs (T. = -RTC), donde C: concentración de soluto en mon', R: 

constante de gases, T: temperatura en °K. 

3.3 - Determinación de la concentración de Iones Na + y IC 

Los tejidos de las plántulas controles y sometidos a las condiciones de estrés 

(coleóptilos y raíces), previamente pesados (1 g) fueron colocados en tubos de 

ultracentrífuga y se realizaron tres ciclos de congelado y descongelado en N2 líquido. 

Luego las muestras fueron centrifugadas a 40.000 xg por 1 h. Se tomaron 15 1.11 del 

sobrenadante (fracción citosólica) y se midió la concentración de iones Na + y K±

en mmol/lt mediante el fotómetro de llama Metrolab 615. 
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3.4 - Microsconía eletrónica de barrido (MEB) 

Para la observación se utilizaron plántulas crecidas durante 4 días a 25°C en 

oscuridad bajo condiciones controles con el agregado de agua estéril, 100 mM NaCl 

para el estrés salino y 200 mM de manitol para el estrés osmótico. Luego de este tiempo 

las plántulas fueron sometidas a una fijación química del tejido (Ruzin, 1999) mediante 

el uso de formaldehído (Solución FAA) en refrigeración al menos 24 h para la 

preservación de los núcleos, cromatina, citoplasma y la estructura en general de la 

muestra. La solución FAA consiste en: 

Formaldehído 10% 

Etanol 50% 

Acido Acético Glacial 5% 

Agua destilada 35% 

Una vez transcurrido el tiempo establecido se elimina la solución FAA y se lava la 

muestra con cuidado tres o cuatro veces con agua destilada. Luego se procede a la 

deshidratación del tejido en un gradiente de etanol absoluto durante una hora y en 

refrigeración en concentraciones crecientes. 

Etanol 

30% 

50% 

70% 

96% 

100% 

100% 

100% 

Después de este paso de deshidratación las muestras son secadas a punto crítico 

con CO2 líquido (critical point dryer Sandri - 795, Tousimis) metalizadas con oro 

(Denton vacuum Desk II) y observadas al MEB (JEOL JSM 6360LV). 

3.5 - Cortes bistolóeicos y unción de coleófitilos y raíces de cebada 

Se utilizaron plántulas crecidas durante 4 días a 25°C en oscuridad bajo 

condiciones controles con el agregado de agua estéril, 100 mM NaC1 para el estrés 

salino y 200 mM de manitol para el estrés osmótico. Luego de este tiempo las plántulas 

15 



Mic. Usorach, Javier Materiale y Métodos 

fueron sometidas a una fijación química del tejido (Ruzin, 1999) mediante el uso de 

formaldehído (Solución FAA) en refrigeración al menos 24 h para la preservación de 

los núcleos, cromatina, citoplasma y la estructura en general de la muestra. La solución 

FAA consiste en: 

- Formaldehído 10 % 

- Etanol 50% 

- Acido acético glacial 5 % 

- Agua destilada 35 % 

Una vez transcurrido el tiempo establecido se eliminó la solución FAA y se lavó 

la muestra con cuidado tres o cuatro veces con agua destilada. Luego se procedió a la 

deshidratación del tejido de acuerdo a los siguientes pasos: 1- Alcohol 70% 3h, 2-

Alcohol 80% 3 h, 3- Alcohol 90% 3 h, 4- Alcohol 96% 3 h, 5- Alcohol 100% 12 h, 6-

Alcohol 100% 6 h, 7- Alcohol-Xilol (3:1) 3 h, 8- Alcohol-Xilol (1:1) 3 h, 9- Alcohol-

Xilol (1:3) 3 h, y 10- Xilol puro 1 noche. Ambos tejidos se separaron de la plántula y se 

procedió a la inclusión de los mismos en Histowax (parafina de alta pureza con 

agregado de cera y polímeros). Se llevó a cabo en estufa a 58°C en el siguiente orden: 

A- Histowax-Xilol (1:3) 2 h, B- Histowax-Xilol (1:1) 2 h, C- Histowax-Xilol (3:1) 2 h, 

D- Histowax puro 2 días. Cada uno de los tejidos incluidos fue colocado en tacos de 

madera para su corte transversal con un micrótomo rotativo de 10 a 13 1.tm de espesor. 

Para la adhesión de los cortes al portaobjeto se colocó una gota de agua destilada y 

sobre ella se depositaron aproximadamente 6 cortes histológicos y se colocó sobre una 

plancha calefactora a 46°C para lograr la correcta adhesión. Una vez pegados los cortes 

en los portaobjetos se los mantuvo en estufa a 26 °C durante 7 días. 

Posteriormente las secciones se colorearon con la triple coloración de Hematoxilina-

safranina y Fast green (Johansen, 1940), se desparafinaron por pasajes sucesivos en 

orden creciente de alcohol etílico/xilol y montadas usando Depex. Las imágenes 

analizadas de los cortes histológicos fueron tomadas con cámara Canon G10 en el 

microscopio Axiolab (Zeisse). Tanto los cortes histológicos como la intensidad de las 

bandas de las inmunodeteccion fueron analizadas mediante el programa Image J. 

3.6 - Microsconia confocal 

Las plántulas crecidas en condiciones controles, de estrés salino (NaCl 100 mM) 

y osmótico (manitol 200 mM) durante cuatro días en oscuridad y a 25°C fueron 
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procesadas de acuerdo a Sugimoto y col., (2000). Para la visualización de los 

microtúbulos se utilizó el anticuerpo producido en ratón anti-alfa tubulina (Clon B-5-1-

2 Mouse IgGi-Kappa, Invitrogen) dilución 1:1000, transcurrido el tiempo de incubación 

establecido se colocó el anticuerpo secundario anti-ratón unido a FITC (F5262, Sigma) 

dilución 1:2000. Las muestras fueron observadas en el microscopio confocal NIKON 

ECLIPSE Ti. 

3.7 - Ruptura y homogenización de los tejidos 

Los tejidos de las plántulas (coleóptilos y raíces), previamente pesados, se 

trituraron en morteros de porcelana con el agregado de tres ciclos de nitrógeno líquido 

(para favorecer la ruptura de los mismos) e inhibidores de proteasas: (1 µg/m1 

leupeptína, 1 mM PMSF y 1 1.1g,/m1 aprotinina). La mezcla se homogenizó usando un 

homogeneizador de vidrio con embolo de teflón, en relación 1/10 p/v, con una solución 

de homogenización (50 mM HEPES, pH 7,4; 0,25 M sacarosa; 5 mM KCl y 1mM 

EDTA). De este extracto total se tomaron alícuotas para determinación de actividad 

enzimática y se congeló en N2 líquido y se guardó a -80°C hasta su utilización. 

3.8 - Obtención de membranas 

Para la obtención de las membranas, el homogenato se centrifugó a 1000 xg 15 

min. El sobrenadante obtenido se guardó y el precipitado se lavó una vez con la 

solución de homogenización. El nuevo precipitado (células rotas y restos celulares) se 

descartó y el sobrenadante se juntó con el anterior y se centrifugó a 105.000 xg durante 

60 mm , a 4°C. El sobrenadante (fracción citosólica) se congeló en N2 líquido y se 

guardó a -80°C hasta su utilización, el precipitado (fracción membranal) se resuspendió 

en un volumen mínimo de 50 mM HEPES, pH 7,4. La fracción de membrana obtenida 

se utilizó como fuente enzimática. 

3.9 - Determinación de proteínas 

Para la determinación de proteínas se utilizó el método de Bradford (1976), con 

el empleo de albúmina bovina de concentración Img/m1 como testigo. Se realizó una 

dilución 1/5 de la suspensión de membranas, se tomó una alícuota de esta dilución, se 

llevó a 100 µI con agua bidestilada y se le agregó 1 ml de reactivo de Bradford. La 
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reacción se incubó 5 mm n a temperatura ambiente y luego se midió la absorbancia a 595 

nm en un espectrofotómetro. 

3.10 - SDS-PAGE, Tinción de Coomassie, Ponceau y Electro-transferencia 

Las electroforesis se realizaron en condiciones desnaturalizantes en geles de 

poliacrilamida con el agregado de dodecilsulfato de sodio (SDS) según lo descripto por 

Laemmli (1970). 

Los geles se prepararon de acuerdo al siguiente protocolo: 

Componentes Gel Separador 10 % Gel Concentrador 4% 

Solución acrilamida/bisacrilamída 30:1 3,3 ml 1,3 ml 

H20 destilada 4,1 ml 6,1 ml 

Tris Buffer pH 8,8 2,5 ml .. 

Tris Buffer pH 6,8 - 2,5 ml 

SDS 10% 100 µI 100 11 

Persulfato de amonio (APS) 10% 50 µI 50 µI 

N,N,N,N'-tetrametiletilendiamina 

(TEMED) 

5 µI 10 µI 

El buffer de corrida consistió en 25 mM Tris-Base, 192 mM Glicina y 0,1 % 

SDS. Las muestras se prepararon mezclando cantidades iguales de muestra y buffer 

muestra en un eppendorf y se desnaturalizaron calentándolas a baño María 5 mm n a 

100°C, luego fueron colocadas en hielo 10 min. Centrifugadas a 10.000 rpm durante 5 

mm n a 4 °C. Se sembraron 80 lig de proteínas por calle. La electroforesis se realizó a 200 

voltios constantes de acuerdo a Parrota (2010) durante 1 hora aproximadamente hasta 

que el frente de corrida alcanzó el borde inferior del gel. 

Se realizaron dos geles simultáneos y uno de ellos se reveló con tinción de 

Coomassie para verificar la carga de las calles. El otro gel se utilizó para realizar la 

electro transferencia. 

• Tinción de Coomassie: El gel se incubó durante 30 mm n con el reactivo 

Coomassie (0,25 gr de Azul de Coomassie Blue R-250, 90,8 ml de metanol, 9,2 ml de 

ácido acético glacial y agua bidestilada c.s.p. 100 ml) y luego se lavó varias veces con 

una solución decolorante formada por metanol/agua/ácido acético (6:4:1, v/v). 
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• Electro transferencia: Se utilizaron membranas de nitrocelulosa Amersham y 

papel de filtro Whatman N°3. El buffer de transferencia consistió en el buffer de corrida 

con metano! al 20% pH 8,3. Tanto la membrana como los papeles de filtro y las 

esponjas se equilibraron con el buffer antes de su uso. La transferencia se realizó a 350 

mA (constantes) durante 45 mm n de acuerdo a Parrota (2010). 

• Tinción de Ponceau: Para corroborar la correcta transferencia de las proteínas a 

la membrana de nitrocelulosa, las mismas se incubaron con rojo ponceau S (0.1 % p/v 

Ponceau S en 5% v/v de ácido acético) durante 5 min. Luego fueron decoloradas con 

ácido acético al 1% hasta la correcta visualización de las bandas. 

Después de la tinción con Ponceau la membrana se bloqueó 1 h a temperatura 

ambiente con leche descremada al 5% en TBS-Tween 20. 

3.11 - Western bint Anti — Fosfolinasa C (PLC) 

Las membranas previamente bloqueadas fueron incubadas con suero inmune 

anti- PLC (contra dominio catalítico PLC cafeto) obtenido en conejo (dilución 1:1000 

en TBS-Tritón) durante 3 h en agitación a temperatura ambiente. Se realizaron lavados: 

uno con TBS-Tritón por 15 mm n y dos por 5 min. Luego se incubó con el anticuerpo 

secundario IgG anti-conejo unido a peroxidasa (dilución 1:2000 en TBS-Tritón) durante 

1 h a temperatura ambiente. Se realizaron 5 lavados con TBS: uno por 15 mm n y cuatro 

por 5 min. La reacción con el anticuerpo se detectó mediante el ECL Kit de Amersham. 

3.12 - Determinación de la actividad PLC 

La determinación de la actividad fosfolipasa C (PLC) mediante la hidrólisis del 

fosfatidilinositol 4,5 bifosfato se evalúo según Martínez-Estévez y col., (2003) en una 

mezcla de reacción (50 ¡Al) que contiene 35 mM NaH2PO4 (pH 6.8), 70 mM KCI, 1 mM 

EGTA, 0.8 mM CaCl2, 200 1.1M 3H-PIP2/PIP2 (1:1333 Bq), 0.08% desoxicolato de sodio y 

el extracto proteico 20 ug. La mezcla se incubó a 30°C durante 10 mm n y la reacción se 

detuvo con albúmina sérica bovina (BSA) al 1% y ácido tricloroacético (TCA) al 10%. 

Finalmente se centrifugó a 13500 xg durante 10 mm , el sobrenadante se depositó en 

viales con 5 ml de líquido de centelleo y se cuantificó la liberación de 3I-I-IP3 en un 

contador de centelleo Beckman LS 6500. 
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3.13 - Determinación de actividad fosfolipasa D (PLD) 

La actividad PLD se midió según Ritchie y Gilroy (1998) con algunas 

modificaciones. La mezcla de reacción se formó con 20 mM Mes-NaOH (pH 6.5), 50 

mM CaCl2, 0.25mM, SDS, sustrato fluorescente (1-acy1-2-{12-[(7-nitro-2-1,3-

benzoxadiazol-4-yl)amino]dodecanoyl} -sn-glycero-3-phosphocholine, NBD-PC, 10-50 

µg) , 1% (v/v) 1-butano!, 60 pig de proteínas de la fracción membrana! y 10 ug de la 

fracción citosólica de coleóptilos y raíces controles y sometidos a estrés salino y 

osmótico, en un volumen total de 40 pi. La reacción se inició con la adición del 

sustrato marcado NBD-PC y se incubó a 30°C por 30 mm n con agitación (100 rpm). La 

reacción se detuvo con el agregado de 150 µI cloroformo:methanol (1:2, v/v). Luego se 

agregó cloroformo (40 µI) y 2M KC1 (40 µI), la mezcla se agitó y centrifugó a 10.000 

xg por 2 min. Las dos fases fueron separadas, añadiendo 100 111 de cloroformo a la fase 

acuosa, homogeneizada y centrifugada a 10.000 xg por 2 mm , luego la fase 

clorofórmica se colocó en un tubo limpio. La misma fue removida con N2 gaseoso, 

luego resuspendida en 20 µ1 de cloroformo:metanol (95:5, v/v) y sembrada en placas de 

TLC (silica gel G, Fisher Scientific). 

3.14 - Separación de fosfolípidos 

Las muestras fueron sembradas en placas de TLC y resueltas con una mezcla 

compuesta por 2,2,4-trimetilpentano:ácido acético:H20:acetato de etilo (2:3:10:13, v/v). 

Los lípidos marcados se visualizaron con ImageStation 4000 MM PRO-Carestream 

Molecular Imaging y cuantificados con ImageJ. 

3.15 - Obtención de proteínas totales mediante método fenol 

El protocolo se realizó de acuerdo a Parrota (2010) y consiste en el rápido 

congelamiento en N2 líquido y macerado en mortero de porcelana hasta la obtención de 

un polvo fino, a partir de un gramo de tejido en condiciones controles y de estrés. Luego 

el polvo se transfiere a un tubo eppendorf suplementado con 10 % TCA en 50 mM de 

DTT (Ditiotreitol) en acetona. Las muestras fueron homogeneizadas y centrifugadas 3 

mm n a 16.000 xg a 4 °C, el sobrenadante se descartó y el precipitado se lavó con 80 % 

acetona y 50 mM DTT. Luego las muestras fueron nuevamente homogeneizadas y 

centrifugadas 3 mm n a 16.000 xg a 4 °C. Se volvió a descartar el sobrenadante y el 
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precipitado se dejó secar en campana a temperatura ambiente durante 30 min. 

Transcurrido este tiempo fue añadido fenol pH 8 (Sigma) y SDS-Dense Buffer (2 % 

SDS- 0.1M Tris-HC1 pH 8 - 5% p-mercaptoetanol — 30 % Sacarosa) en relación 1:1. Las 

muestras se homogeneizaron e incubaron durante 10 mm n a temperatura ambiente. 

Después de una centrifugación 16.000 xg por 3 mm n a 4°C, la fase fenólica superior se 

transfirió a un nuevo tubo con el agregado de 0.1M de acetato de amonio en 80 % de 

metanol, se homogeneizaron e incubaron 2 horas a -20°C. Después de una 

centrifugación a 16.000 xg durante 5 mm n a 4°C el sobrenadante se descartó y el 

precipitado se lavó con metanol 100 %. Después de una centrifugación 16.000 xg por 5 

mm n a 4 °C, el sobrenadante se descartó y el precipitado se lavó con 80 % de acetona 

con 50 mM de DTT. Después de una centrifugación 16.000 xg por 5 mm n a 4 °C, el 

sobrenadante se descartó y el precipitado final se disolvió en buffer de hidratación (8 M 

urea — 2M tiourea —2% Tritón X-100, 40 mM Tris). 

3.16 - Western blot And a tubulina 

Las membranas de nitrocelulosa obtenidas de la transferencia fueron 

previamente bloqueadas y se incubaron 1 hora en agitación a temperatura ambiente con 

el anticuerpo monoclonal producido en ratón anti-alfa tubulina (Clon B-5-1-2 Mouse 

IgG I-Kappa, Invitrogen) dilución 1:500 en TBS-Tween 20 (0.1%), transcurrido el 

tiempo de incubación establecido se retiró el anticuerpo y se lavó 3 veces por 5 mm n con 

TBS pH 7,4. Posteriormente se colocó el anticuerpo secundario anti-ratón unido a 

peroxidasa dilución 1:500 en TBS-Tween 20 (0.1%). durante 1 h a temperatura 

ambiente. Transcurrido el tiempo de incubación establecido se retiró el anticuerpo y se 

realizó un ciclo de lavado con TBS pH 7,4 durante 10 min. Las muestras se revelaron 

utilizando el método del 4-C loro-l-Nafto 1 . 

3.17 - Cultivo de células COS 

Las líneas celulares COS se cultivaron en los medios DMEM/F12 (1:1) y 

DMEM respectivamente, suplementadas con un 10% de suero fetal bovino, 10 UI/m1 

penicilina, 100 1.1g/m1 estreptomicina y anfotericina B. Las células se mantuvieron a 

37°C, en una atmósfera conteniendo aire/CO2 (19:1) hasta una confluencia del 90 %. 

Luego se realizó el recambio del medio DMEM suplementado con 100 mM de NaCl 
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para estrés salino y 200 mM de manitol para el osmótico y se mantuvo durante cuatro 

días en las mismas condiciones de cultivo. Transcurrido este tiempo se descartó el 

medio de cultivo y las células se lavaron con solución fisiológica tres veces. Luego se 

indujo la lisis celular con el agregado de 1 ml agua estéril. Posteriormente se transfirió a 

un homogenizador de vidrio con émbolo de teflón y se homogenizó. Luego se 

centrifugó a 10.000 rpm durante 10 min. El sobrenadante se transfirió a un nuevo tubo y 

se utilizó para la determinación de a tubulina mediante Western Blot. 

3.18 - Aislamiento de tubulina a partir de cerebro de rata 

La tubulina fue obtenida a partir de cerebros de rata adulta, por el método 

descrito por Casale y col., (2001). Los cerebros fueron lavados con buffer MEM (100 

mM Mes, pH 6,7, I mM MgCl2, y 1 mM EGTA). Se colocaron en homogeneizador (1 g 

de tejido/0,8 ml de buffer MEM) y se homogeneizó (15 veces) a 4 °C. El homogenato 

se centrifugó a 100.000 xg durante 40 mm n a 4 °C. Al sobrenadante se le adicionó 40 % 

de glicerol y se lo incubó 20 mm n a 37 °C. Luego de esta incubación la muestra 

conteniendo formación de microtúbulos, se centrifugó a 70.000 xg durante 30 mm n y se 

resuspendió el precipitado en buffer MEM a 4 °C (conteniendo tubulina y las MAPS), a 

partir de esta preparación se purificó la tubulina por pasaje en columna de intercambio 

jónico conteniendo fosfocelulosa. 

3.19 - Ensayo de unión entre PA y tubulina de la fracción citosólica y de 

membrana 

Sobre membranas de nitrocelulosa (0.2 itin Sigma) se sembró 10 Itg de acido 

fosfatídico (PA) y cloroformo (solvente de la solución de PA). Luego las membranas 

fueron bloqueadas durante I h en una solución al 5% de leche descremada en TBS-

Tween 20 (0.1%) en agitación a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo las 

membranas fueron lavadas brevemente en TBS pH 7,4 para quitar el exceso de la 

solución de bloqueo. Las mismas fueron incubadas por 24 h 4 °C con 100 pig de la 

fracción de membrana 105.000 xg y citosólica de coleóptilos y raíces controles y 

sometidos a estrés salino y osmótico. Transcurrido este tiempo las membranas fueron 

lavadas 3 veces durante 10 mm n en TBS y luego incubadas durante 1 h con el anticuerpo 

monoclonal producido en ratón anti-alfa tubulina (Clon B-5-1-2 Mouse IgGi-Kappa, 
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Invitrogen) dilución 1:500 en TBS-Tween 20 (0.1%), luego se retiró el anticuerpo y se 

lavó 3 veces por 5 mm n con TBS pH 7,4. Posteriormente se colocó el anticuerpo 

secundario anti-ratón unido a peroxidasa dilución 1:500 en TBS-Tween 20 (0.1%) 

durante 1 h. a temperatura ambiente. Posteriormente se retiró el anticuerpo y se realizó 

un ciclo de lavado con TBS pH 7,4 durante 10 min. Las muestras se revelaron durante 

un minuto utilizando el método colorimétrico con el uso del 4-Cloro-1-Naftol. 

3.20 - Ensayo de unión entre PA y tubulina purificada 

Sobre membranas de nitrocelulosa (0.2 Itm Sigma) se sembraron 10 pg de ácido 

fosfatídíco (PA) y cloroformo (solvente de la solución de PA). Luego las membranas 

fueron bloqueadas durante 1 h en una solución al 5% de leche descremada en TBS-

Tween 20 (0.1%) en agitación a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo las 

membranas fueron lavadas brevemente en TBS pH 7,4 para quitar el exceso de la 

solución de bloqueo. Las mismas fueron incubadas por 24 h a 4 'V con el agregado de 6 

pg de tubulina aislada de cerebro de rata. Transcurrido este tiempo las membranas 

fueron lavadas 3 veces durante 10 mm n en TBS y luego incubadas durante 1 h. con el 

anticuerpo monoclonal producido en ratón anti-alfa tubulina (Clon B-5-1-2 Mouse 

IgG I-Kappa, Invitrogen) dilución 1:500 en TBS-Tween 20 (0.1%), transcurrido el 

tiempo de incubación establecido se retiró el anticuerpo y se lavó 3 veces por 5 mm n con 

TBS pH 7,4. Posteriormente se colocó el anticuerpo secundario anti-ratón unido a 

peroxidasa dilución 1:500 en TBS-Tween 20 (0.1%) durante 1 h a temperatura 

ambiente. Posteriormente se retiró el anticuerpo y se realizó un ciclo de lavado con TBS 

pH 7,4 durante 10 min. Las muestras se revelaron durante un minuto utilizando el 

método colorimétrico con el uso del 4-Cloro- 1 -Naftol. 

3.21 - Actividad fosfolipasa D a partir del ensayo de unión a PA 

Las membranas de nitrocelulosa fueron procesadas de acuerdo al punto 3.9, 

transcurrido el tiempo de incubación con la fracción membrana, de coleóptilos y raíces 

controles y sometidas a estrés, fueron lavadas 3 veces durante 10 mm n en TBS-Tween 20 

(0.1%). La extracción de las proteínas unidas al ácido fosfatídíco se realizó de acuerdo a 

Kim y col., (2013). A las membranas se le añadió 100 µI una solución 9 M de urea 

durante 1 h en agitación. Se retiró la membrana (las mismas fueron expuestas a vapores 

de yodo para corroborar la extracción del lípido) y al sobrenadante se le añadió 400 Id 
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de metanol, se homogeneizó y se centrifugó a 9000 xg durante 2 min. Luego se agregó 

200 pi de cloroformo y 300 µ1 de agua y se centrifugó a 9000 xg durante 2 min. Se 

extrajo la fase superior, se colocaron 300 pi de metanol y se centrifugó a 16000 xg 

durante 10 min. Luego las muestras se secaron en N2 gaseoso. Se resuspendieron en 13 

pi de Hepes 50 mM y se procedió con la medición de la actividad de acuerdo al punto 

3.5. 

3.22 - Actividad fosfolipasa D en presencia de taxol y nocodazole 

Coleóptilos y raíces (300 mg y 500 mg) controles y estresadas germinadas en 

condiciones de oscuridad a 25°C durante 4 días fueron separados de las plántulas, 

colocados en viales durante 1 h. (en agua para los controles y en solución 100 mM de 

NaCI para el estrés salino y 200 mM de manitol para el estrés osmótico) con una 

concentración final de 10 1.1M de paclitaxel (taxol) y 20 1M de nocodazole. 

Transcurrido el tiempo de incubación se descartó la solución y se procedió a la 

obtención de membranas de acuerdo al punto 3.2. 

3.23 - Extracción de ARN 

El ARN total fue obtenido a partir de 100 mg de coleóptilos y raíces (controles, 

estrés salino y osmótico) mediante el Kit de extracción rna isolation from plant 

(NucleoSpin RNA Plant) de acuerdo a las especificaciones del fabricante. Se sembraron 

2 ul de ARN en gel de agarosa al 1% con el agregado de 10 ps/m1 de bromuro de etidio 

(EtBr) y se visualizaron en un transiluminador UV. 

3.24 — Obtención de ADNc 

2 pig del ARN obtenido en la extracción fue sometido a un tratamiento con 

DNAsa (DNAsa kit Quiagen). 

La mezcla de reacción fue la siguiente: 

Buffer DNAsa 1X 1 µI 

H20 DNAsa/RNAsa libre csp. 10 µI 

DNAsa 2 pi 

ARN 2 pg 

24 



Mic. UsQrach, Javier Materiales y Métodos 

Las condiciones fueron 37°C durante 30 min. Luego se adicionó 1 ul de RQ-DNAsa 

stop y se incubó 10 mm n a 65°C para inactivar la DNAsa. 

El RNA tratado con DNAsa fue usado para la obtención DNAc. 

La mezcla de reacción fue la siguiente: 

H20 csp. 50 111 

Buffer AMV (10x) 5i11 

dNTP (10mM) 2,5 µI 

Cebadores 2,5 µ1 

Mg2+ (50mM) 1 µI 

AMV 0.5 µI 

RNA 10 µI 

Las condiciones fueron las siguientes: 

28°C 20 mmn 

45°C 45 mmn 

70aC 10 min 

3.25 — Expresión a tubulina y PLD a en raíces 

Para determinar la expresión de los genes a-tubulina y PLDa se realizó la 

reacción de amplificación en cadena de la polimerasa, empleando cebadores específicos. 

Estos cebadores denominados PLDa conducen a la amplificación de un producto de 

PCR de 335 pb: (5'-GGTTCGAGTCCTTCCACATC-3') e 

(5'GTCCTGGTACAGCGTCACCT-3') y Tub A de 524 pb: 

(5 '-AGTGTCCTGTCCACCCACTC-3 ') e (5 '-CCAGGTGGCTGGTAGTTGAT- 3'). 

La mezcla de PCR fue la siguiente: 

H20 csp. 50 µI 

Buffer Taq (10x) 5 µI 

dNTP (10mM) 2,5 pi 

Cebadores 2,5 µI 

Mg2+ (50mM) 2,5 µI 

Taq 1 µI 

ADNc molde 5 µI 

Las condiciones de ciclado fueron las siguientes: 
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Un ciclo de desnaturalización a 94°C: 2 mmn 

35 ciclos de 

94°C: 30 s 

55°C: 1 mmn 

68°C: 2 mmn 

Un ciclo final de elongación a 68°C: 7 mmn 

3.26 - Análisis estadístico 

Los resultados obtenidos en los distintos experimentos se analizaron 

estadísticamente. Las diferencias significativas se obtuvieron por análisis de la varianza 

(ANOVA) y el test a posteriori de Duncan con un índice de confianza del 95% 

utilizando el programa "Info Stat". 
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4.1 - Efecto del estrés salino y osmótico en la eerminación 

Con el objetivo de determinar el efecto del estrés salino y osmótico sobre la 

germinación de la semilla de cebada se utilizó NaCl, manitol y sorbitol usando 

diferentes concentraciones de los mismos (50-200 mM para el primero y 100-400 mM 

para el segundo y tercero). Los resultados indican que el estrés salino (NaCI) y osmótico 

(manitol y sorbitol) inhiben la germinación de las semillas de manera dependiente de la 

dosis (Figura 4). Concentraciones de 200 mM de NaCI y 400 mM de manitol y sorbitol 

resultaron ser inhibitorias para el desarrollo de la misma (resultados no mostrados). Sin 

embargo a bajas concentraciones de NaC1, manitol y sorbitol (50 mM de NaCI y 100 

mM de manitol y sorbitol) ya se observó una reducción en la germinación luego de 96 h 

de imbibición. 
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Fizura 4: Porcentaje de germinación de semillas de cebada. Las semillas fueron germinadas en 
condiciones controles, de estrés salino (50, 100 y 150 mM NaCI) y osmótico (100, 200 y 300 mM manitol 
y sorbitol) en oscuridad a 25°C durante 4 días. Los resultados son expresados como porcentaje de 
germinación con respecto al control y corresponden a la media ± S.E., n=40, p<0.05. 

Resultados similares fueron observados en otras variedades de cebada y trigo 

(Othman y col., 2006; Saboora y col, 2006). El mecanismo de inhibición de la 

germinación en presencia de NaCI puede ser debido a una insuficiente absorción de 

agua o tal vez a un efecto tóxico en el embrión (Azza y col., 2007). Nuestros resultados 

bajo estrés salino y osmótico (manitol) no fueron estadísticamente significativos, por lo 

que la inhibición pudo deberse tanto a un efecto osmótico como iónico. 

La figura 5 muestra la longitud de coleóptilos de semillas germinadas bajo 

ambos tipos de estrés. El estrés osmótico y salino inhibe el crecimiento del tejido a 

bajas concentraciones de los efectores. A concentración de 50 mM el estrés salino 
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disminuyó la longitud en un 20% con respecto al control, el osmótico por manitol un 

66% y por sorbitol a la misma concentración un 20%. A concentraciones de 100 mM el 

estrés salino inhibió un 29%, el osmótico un 62 y 67% para manitol y sorbitol 

respectivamente, no siendo significativa la diferencia entre ellos. A la máxima 

concentración utilizada el estrés salino (150 mM) inhibió un 78%, el osmótico un 88% 

para manitol y un 84% para sorbitol. 

En cuanto a la longitud de la raíz (Figura 6) también se observó una disminución 

de manera dependiente de la dosis, y a concentraciones de 100 mM para el estrés salino 

y 200 mM para el osmótico la longitud disminuyó aproximadamente un 30% con 

respecto al control y cabe destacar que a esta concentración no hay diferencias 

significativas en el uso del agente osmótico. 
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Fieura 5: Longitud de coleóptilos de cebada. Las semillas fueron germinadas en condiciones controles, 
de estrés salino (50, 100 y 150 mM NaC1) y osmótico (100, 200 y 300 mM manitol y sorbitol) en 
oscuridad a 25°C durante 4 días. Los resultados son expresados como longitud en centímetros y 
corresponden a la media ± S.E., n=30, p<0.05. 
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Fieura 6: Longitud de raíces de cebada. Las semillas fueron germinadas en condiciones controles, de 
estrés salino (50, 100 y 150 mM NaCI) y osmótico (100, 200 y 300 mM manitol y sorbitol) en oscuridad a 
25°C durante 4 días. Los resultados son expresados como longitud en centímetros y corresponden a la 
media ± S.E., n=30, p<0.05. 
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Si bien el crecimiento de la parte aérea y de la raíz en las plantas están 

coordinados, el tamaño relativo de cada uno varía en respuesta a las condiciones 

ambientales (Hsiao y Xu, 2000). Esto se observó en coleóptilos donde el estrés 

osmótico (manitol) redujo un 50% la longitud a todas las concentraciones ensayadas 

con respecto al estrés salino, mientras que en raíces no se observó este efecto. Breckle 

(2002) observaron que la disminución de la longitud de cada tejido en respuesta a las 

condiciones de estrés salino y osmótico es una respuesta adaptativa por parte de las 

plantas frente al estrés. 

En base a estos resultados podemos inferir que tanto el estrés salino como el 

osmótico inhiben de manera dosis dependiente la germinación de las semillas y longitud 

de cada tejido de la plántula. Al no haber diferencias significativas en el uso del agente 

osmótico (manitol y sorbito!) a las concentraciones elegidas para los siguientes ensayos 

(200 mM) se procedió a utilizar como efector al manitol, el cual es utilizado con mayor 

frecuencia que el sorbitol como agente osmótico. 

4.2 - Determinación del potencial osmótico en coleóptilos y raíces de cebada bajo 

estrés salino y osmótico 

Se conoce que el estrés salino y/u osmótico afecta el potencial osmótico debido a 

la acumulación de solutos en el citosol y la vacuola. Esta respuesta tiene como finalidad 

realizar un ajuste osmótico para que la célula pueda adaptarse al estrés. Para conocer si 

este mecanismo se pone en marcha en coleóptilos y raíces sometidos a estrés se decidió 

medir este parámetro fisiológico. La figura 7A muestra que el potencial osmótico de los 

coleóptilos tratados con NaC1 o manitol disminuyó, de -0,6 (coleóptilos controles) a -1,3 

y -1,6 MPa, respectivamente. Un efecto más pronunciado bajo estrés osmótico se 

observó debido al aumento en la concentración de solutos (Figura 7 B) (células 

controles 0.32 mol/kg., tratadas con Na + o manitol 0.44 mol/kg y 0.65 mol/kg, 

respectivamente). 

En la figura 8 A se observa que el estrés salino y osmótico en raíces provoca 

también una disminución en el potencial osmótico semejante a lo observado en el otro 

tejido. A diferencia de los coleóptilos, bajo estrés salino la disminución del potencial 

fue mayor que el estrés osmótico debido a la acumulación de solutos (Figura 8 B) 
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(células controles 0.32 mol/kg., tratadas con Na+ o manitol 0.56 moVkg y 0.45 mol/kg, 

respectivamente). 
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Figura 7: Potencial osmótico de coleóptilos de cebada. El tejido (1 g) se homogenizó con N2 líquido, 
luego se centrifugó a 40.000 xg durante una hora. La concentración de solutos se midió en el 
sobrenadante con un osmómetro (Vapor Pressure Osmometer 5500 Escor) y el potencial osmótico se 
calculó de acuerdo a la ecuación de Vant Hoffs (Po = -RTC). Los resultados se expresan en MPa (Mega 
Pascales) y corresponden a la media ± S.E., n=3, p<0.05. A) Potencial Osmótico. B) Concentración de 
solutos. 
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Figura 8: Potencial osmótico de raíces de cebada. El tejido (1 g) se homogenizó con N2 líquido, luego 
se centrifugó a 40.000 xg durante una hora. La concentración de solutos se midió en el sobrenadante con 
un osmómetro (Vapor Pressure Osmometer 5500 Escor) y el potencial osmótico se calculó de acuerdo a 
la ecuación de Vant Hoffs = -RTC). Los resultados se expresan en MPa (Mega Pascales) y 
corresponden a la media ± S.E., n=3, p<0.05. A) Potencial Osmótico. B) Concentración de solutos. 

Durante estrés salino y osmótico, la concentración y tipo de metabolitos que se 

acumula difiere en hojas respecto de raíces de cebada. A diferencia de lo observado para 

otras plantas (Ghoulam y col., 2002) no es predominante la acumulación de prolina sino 
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el incremento de otros aminoácidos como alanina, asparragina, glicina, isoleucina, 

seria y azúcares como rafinosa (Wu y col., 2013). La función aparente de estos 

metabolitos osmocompatibles es contribuir a la disminución del potencial osmótico 

hecho que se refleja en un incremento en la incorporación de agua por parte de la célula 

para contrarrestar el efecto del estrés. Este aumento de la concentración de solutos se 

correlacionó con el incremento en los niveles de prolina observados en ambos tejidos 

(Usorach 2010, Tesis de Grado). Sin embargo, no se puede descartar un incremento en 

otros metabolitos osmocompatibles como los mencionados anteriormente, ya que 

Maggio y col., (2002) mencionaron que el incremento de prolina por sí solo no es 

suficiente para realizar el ajuste osmótico. 

4.3 Determinación de la concentración de Na+ K+ en coleóptilos y raíces de 

cebada bajo estrés salino y osmótico 

Para el correcto metabolismo celular las células deben mantener un equilibrio 

entre el contenido intracelular de Na/K, el cual es un componente clave de la 

tolerancia de las plantas al estrés salino (Chen y col., 2007). 

Se conoce que las plantas sometidas a estrés salino incrementan la concentración 

de Na + intracelular, debido a la excesiva concentración de Na + extracelular. Este ingreso 

de iones Na + provoca un desbalance jónico que afecta la fisiología celular induciendo 

cambios a nivel morfológico, fisiológico y bioquímico (Claeys y Inzé, 2013). Al 

respecto en la figura 9, se observa que coleóptilos de plántulas germinadas en estrés 

salino incrementan 6 veces su contenido intracelular de Na + respecto al control. Por otro 

lado, en estrés osmótico no se observaron diferencias significativas. 

Respecto del contenido de K+, en la figura 10 se observa que en coleóptilos el 

contenido de 1(4- expresado en ;..tmol/g fue 3 veces menor que para Na. Mientras que en 

respuesta al estrés salino no hubo diferencias con respecto al control, en estrés osmótico 

el contenido de K-1- incrementó 2 veces. 
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Coleoptilo 
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Coleoptilo 
NaCI 100 mM 

Coleoptilo 
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Fisura 9: Concentración de Na + en coleóptilos de cebada. El tejido (1 g) se homogenizó con N2 

líquido, luego se centrifugó a 40.000 xg durante una hora. La concentración de iones Na* se midió en el 
sobrenadante con el fotómetro de llama Metrolab 615. Los resultados son expresados como µmol Na 4 /g 
de tejido y corresponden a la media ± S.E., n=3, p<0.05. 
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Fisura 10: Concentración de le en coleóptilos de cebada. El tejido (1 g) se homogenizó con N2 

líquido, luego se centrifugó a 40.000 xg durante una hora. La concentración de iones K* se midió en el 
sobrenadante con un fotómetro de llama Metrolab 615. Los resultados son expresados como lumol K /g 
de tejido y corresponden a la media ± S.E., n=3, p<0.05. 

En respuesta al estrés salino el contenido de Na + en raíces incrementó 6 veces al 

igual que en coleóptilos (Figura 11), y el contenido en µmolig fue el doble del 

observado. En cuanto al contenido de Kf (Figura 12) no hubo diferencias significativas 

respecto al control, posiblemente la homeostasis de este ión en raíces no estaría siendo 

afectada luego de 96 h de estrés salino y osmótico. 
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Fletara 11: Concentración de Na + en raíces de cebada. El tejido (1 g) se homogenizó con N2 líquido, 
luego se centrifugó a 40.000 xg durante una hora. La concentración de iones Na + se midió en el 
sobrenadante con el fotómetro de llama Metrolab 615. Los resultados son expresados como µmol Na + /g 
de tejido y corresponden a la media ± S.E., n=3, p<0.05. 
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Figura 12: Concentración de II+ en raíces de cebada. El tejido (1 g) se homogenizó con N2 líquido, 
luego se centrifugó a 40.000 xg durante una hora. La concentración de iones K+ se midió en el 
sobrenadante con el fotómetro de llama Metrolab 615. Los resultados son expresados como µmol K /g de 
tejido y corresponden a la media ± SE, n=3, p<0.05. 

Hay dos posibles alternativas que explican el funcionamiento celular con alto 

contenido de Na + intracelular, una es el eflujo de los iones a través de un antiporter 

Na/I-[ de membrana plasmática y la otra es la compartimentalización del ión en 

vacuola por un antiporter Na/1-14. (Apse y col., 1999; Ariga y col., 2013). Al respecto, si 

bien se observó un gran incremento en el contenido intracelular de Na 4 y en el volumen 

celular (Ver figura 16 y 18) este hecho no afectó la viabilidad, por lo tanto se supone 

que el catión podría haber sido compartimentalizado en vacuolas. 

Respecto del contenido de K, se observó que en coleóptilos de plántulas 

germinadas bajo estrés salino y osmótico, el contenido de 1(4. expresado en Itmolig fue 

menor que el mostrado para Nat Mientras que en respuesta al estrés salino no hubo 
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diferencias con respecto al control, en estrés osmótico el contenido de le incrementó 2 

veces; hecho que se reflejó en la disminución del potencial osmótico (ver Figura 7). De 

forma semejante Dreyer y Uozumi (2011) sugirieron que el nivel de IC intracelular es 

un factor limitante para el desarrollo de los cultivos. Se demostró que el IC ingresa a la 

vacuola a través del antiporter y contribuye con la turgencia celular (Barragan y col., 

2012). Ambos resultados permiten inferir que no solamente la acumulación de 

osmoprotectores sería responsable de la disminución en el potencial osmótico, sino que 

los niveles de IC estarían contribuyendo en este parámetro. 

4.4 - Microscopia electrónica de barrido (MEB) 

De acuerdo a los resultados fisiológicos observados como la reducción de la 

germinación y el crecimiento de las plántulas bajo condiciones de estrés salino y 

osmótico, es posible que ambos tipos de estrés provoquen un cambio morfológico en 

cada tejido analizado. Si bien macroscópicamente se pueden observar estos cambios 

como la reducción de la longitud de la raíz y de los coleóptilos, cantidad de pelos 

radicales etc., se decidió analizar dicho cambios mediante microscopía electrónica de 

barrido (MEB). 

En la figura 13 se observan coleóptilos de cebada controles, provenientes de 

semillas germinadas en estrés salino y osmótico, las fotografías fueron tomadas en dos 

secciones diferentes del tejido, una en las células del ápice, las cuales como se 

mencionó en introducción son las encargadas de resistir el avance a través de la tierra 

durante la germinación, y la otra en la sección media del tejido en el cual las células se 

encuentran en elongación y son las protectoras de la hoja cotiledonar y las primeras 

hojas en formación que se encuentran dentro de este tejido protector. Las células del 

ápice del coleóptilos presentan paredes celulares engrosadas las cuales le confieren 

mayor resistencia mecánica (Figura 13 Al). Las células en elongación (Figura 13 A2) se 

ubican de manera paralela al eje de crecimiento y se puede observar claramente la 

delimitación entre célula y célula, sin embargo en la imagen no se observa el límite 

vertical entre las células del mismo eje de elongación ya que las mismas poseen una 

longitud superior a 100 vim. En ambas imágenes se puede observar que el tejido se 

encuentra en condiciones óptimas de hidratación. En la figura 13 B1 las células del 
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ápice de coleóptilos de semillas germinadas con 100 mM NaC1 muestran mayor 

engrosamiento en las paredes que forman este grupo celular. En las células en 

elongación (Figura 13 B2) se observa que las mismas han perdido turgencia, y un 

engrosamiento en la unión de una célula con la contigua en el mismo eje de elongación 

(Flecha blanca). En las células del ápice de semillas germinadas con 200 mM de 

manitol (Figura 13 C1) el engrosamiento de la pared celular es menos evidente. En las 

células en elongación (Figura 13 C2) no se observan diferencias con respecto a las 

células controles. 

A 
Control 

NaC1 

100 mM 

Man itol 

200 mM 

1 

ST-

2 

Figura 13: Microscopia electrónica de barrido en coleóptilos. Coleóptilos de plántulas de cebada 
germinadas en condiciones controles, de estrés salino (100 mM de NaC1) y osmótico (200 mM de 
manitol) en oscuridad a 25°C durante 4 días fueron analizados. A) Coleóptilos Control; B) Coleóptilos 
NaC1 100 mM; C) Coleóptilos manitol 200 mM. Barra escala Al -A2- B1-B2-C1 = 10 pim, C2 = 2 1m. 

En raíces controles (Figura 14) se observa la caliptra, zona de crecimiento, 

elongación y diferenciación. La caliptra (Figura 14 Al) provee de protección mecánica 

a las células meristemáticas cuando la raíz crece a través del suelo. Estas células son 

destruidas por el crecimiento de la raíz y la fricción con el suelo, pero son rápidamente 

reemplazadas por células nuevas generadas por división celular en la cara externa del 

meristema de la raíz. En la zona de diferenciación (Figura 14 A4) se observan la 
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presencia de pelos radicales (Flecha blanca) que son los encargados de la absorción de 

agua por la plántula. 

1 2 

Control A 

NaCl B 
100 mm 

Manitol C 
200 mM 

3 4 

Fisura 14: Microscopia electrónica de barrido en raíces. Raíces de plántulas de cebada germinadas en 
condiciones controles, de estrés salino y osmótico en oscuridad a 25°C durante 4 días fueron analizadas. 
A) Raíz Control. B) Raíz NaC1 100 mM. C) Raíz manitol 200 mM. Barra de escala Al -C1= 100 Itm, B I 
= 200 1.1m, A2-C2 = 10 lm, B2 = 20 ptm, A3-B3-C3= 10 p,m, A4 = 200 Jim, B4 - 100 pm, C4 = 500 

En raíces de semillas germinadas en estrés salino se observó que las células de la 

caliptra se encuentran altamente deshidratadas (Figura 14 B2 y B3) con respecto a las 

células controles. En la zona de diferenciación (Figura 14 B4) fue evidente el aumento 

del número de pelos radicales. En presencia de manitol (Figura 14 C) la zona de 

crecimiento y elongación no difiere con respecto a la raíz control. Sin embargo en la 

zona de diferenciación hubo un incremento considerable del número de pelos radicales 

(Figura 14 C4 flecha). Este resultado concuerda con los hallados por Wang y col., 

(2008) que demostraron en Arabidopsis thaliana que el estrés osmótico incrementa 

dicho número. El aumento del número de pelos radicales promueve una mayor 

absorción de agua por parte de las raíces. 

Las imágenes al microscopio electrónico de barrido mostraron un cambio 

morfológico en las células de cada tejido de la plántula germinada en condiciones de 

estrés salino y osmótico. Cabe destacar que hasta el momento no se encuentra 
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bibliografía con respecto al efecto del estrés osmótico y salino sobre la morfología de 

raíces y coleóptilos observadas al microscopio electrónico de barrido. 

4.5 - Cortes histolócicos de coleóptilos y raíces de cebada bajo estrés salino y 

osmótico 

La comparación del efecto del estrés sobre la morfología de los coleóptilos reveló 

por microscopía electrónica de barrido (MEB) que las células de este tejido son más 

afectadas por el estrés salino que por el estrés osmótico. Al respecto, se observó que las 

células epidérmicas se encontraban altamente deshidratadas. En vista de este resultado 

se decidió estudiar otros aspectos morfológicos relacionados con los tipos de células 

que conforman este tejido. La figura 15 muestra cortes histológicos de los coleóptilos 

controles y estresados. Si bien no se observaron diferencias en la organización celular, a 

un aumento de 10X se hace evidente el incremento en el área del tejido debido a un 

aumento en el volumen celular. Un efecto opuesto se observó en respuesta al estrés 

osmótico. La cuantificación del área del tejido arrojó un incremento del 30% en 

respuesta al Na + y una disminución del 42% en respuesta al manitol (Figura 16). 

A 

fletara 15: Cortes histológicos de coleóptilos de cebada. La fijación, cortes y tinción de los coleóptilos 
fue realizado de acuerdo a Johansen (1940) y Ruzin (1999) como se describió en Materiales y Métodos. 
Las imágenes fueron tomadas con cámara Canon GIO en el microscopio Axiolab (Zeisse) con un 
aumento de 10X y convertidas a escala de grises mediante el programa imagej. Las flechas indican el 
coleóptilo, en el interior se observa la primera hoja verdadera que no se consideró en el análisis. Escala 20 
p.m. 
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Figura 16: Area total de coleóptilos de cebada. Las imágenes tomadas con el microscopio óptico 
Axiolab (Zeiss®) se analizaron con el programa imagej. Los resultados corresponden al área del tejido 
expresada en cm2. Las barras representan la media ± S.E., n=5, p<0.05. 

El análisis de las raíces por microscopía electrónica de barrido (MEB) mostró al 

igual que en coleóptilos que las células son más afectadas por el estrés salino que por el 

osmótico. En los cortes histológicos del tejido no se observaron diferencias en la 

cantidad de las células epidérmicas, de la corteza o las vasculares analizando las 

imágenes a mayor aumento. En tanto que a 10X (Figura 17) se hace evidente que el 

estrés salino y osmótico causó un incremento en el volumen del tejido debido al cambio 

en el volumen celular. 

A 

Figura 17: Cortes histológicos de raíces de cebada. La fijación, cortes y tinción de las raíces fue 
realizado de acuerdo a Johansen (1940) y Ruzin (1999) como se describe en Materiales y Métodos. Las 
imágenes fueron tomadas con cámara Canon G 10 en el microscopio Axiolab (Zeiss®) con un aumento de 
10X y convertidas a escala de grises mediante el programa imagej. 

En la figura 18 la cuantificación del área radicular determinó un incremento del 

20% en respuesta al Na. Hecho probablemente debido a la compartimentalización de 

Na + en la vacuola y/o al aumento en la concentración de solutos compatibles. 
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Fisura 18: Área total de raíces de cebada. Las imágenes tomadas con el microscopio óptico Axiolab 
(Zeiss®) se analizaron con el programa imagej. Los resultados corresponden al área del tejido expresada 
en cm2. Las barras representan la media ± S.E., n=5, p<0.05. 

4.6 - Western blot anti-PLC 

En base a lo descripto en introducción en cuanto a la importancia de la enzima 

fosfolipasa C en la transducción de la serial en plantas, y su respuesta frente al estrés 

biótico y abiótico, se propuso determinar su presencia tanto en coleóptilos como en 

raíces de semillas germinadas bajo condiciones controles, de estrés salino y osmótico. 

La inmunodetección de PLC en la fracción membranal (105.000 xg) de 

coleóptilos y raíces utilizando suero inmune de conejo contra el dominio catalítico de 

PLC S obtenida de cultivo celular de café (Coffea arabica L.) muestra tres bandas. La 

PLC unida a membrana tiene un peso molecular entre 60 y 70 KDa por lo cual es 

probable que la banda de 66 KDa (Figura 19) en coleóptilos y raíces corresponda a esta 

PLC, y esta no se vio afectada con respecto a los tratamientos en coleóptilos. En raíces, 

tanto el estrés salino como el osmótico disminuyó la inmunodetección de la enzima 

siendo el efecto osmótico más pronunciado que el salino. Además, se observan dos 

bandas de un peso alrededor de 45 KDa las cuales aparecen de manera uniforme en 

ambos tejidos, tanto en controles como en los tratamientos. 
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Fisura 19: Western-blot anti-PLC. Las fracciones de membranas (60 Lig de proteína) de coleóptilos (C) 
y raíces (R) fueron sometidas a un SDS-PAGE al 12%. Posteriormente se transfirieron a membranas de 
nitrocelulosa e incubadas con suero inmune anti-PLC (contra dominio catalítico PLC de café) obtenido en 
conejo (dilución 1:1000 en "fBS-Tritón) durante 3 h en agitación a temperatura ambiente, Luego se 
incubó con el anticuerpo secundario IgG anti-conejo unido a peroxidasa (dilución 1:2000 en TBS-Tritón) 
durante 1 h a temperatura ambiente y revelado por autorradiografia. A) Western Blot. B) Tinción 
Coomassie control de carga. 

Liu y col., (2006) reportó una banda de 40 KDa que corresponde a PLC después 

del tratamiento de desnaturalización por calor, por lo que la banda de 45 KDa puede 

deberse a la desnaturalización de las muestras por el calentamiento o a una reacción 

inespecífica de algún anticuerpo proveniente del suero inmune. 

4.7 - Actividad de fosfolipasa C in vitro 

En función del resultado obtenido en cuanto a la detección de esta enzima y a su 

participación en la generación de segundos mensajeros (DAG/PA) durante el estrés 

salino y osmótico se planteó determinar su actividad en coleóptilos y raíces de semillas 

germinadas en condiciones controles, de estrés salino y osmótico. 

En la figura 20 se observa que dicha actividad incrementa un 20% en la fracción 

membranal (105.000 xg) de coleóptilos en condiciones de estrés salino y no durante el 

estrés osmótico. En la fracción citosólica se observa una disminución para ambos tipos 

de estrés aunque no se observan diferencias significativas. 
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Figura 20: Actividad PLC en coleóptilos de cebada. La actividad se determinó en 20 lig de proteínas 
del extracto citosólico y membrana' (105.000 xg) de coleóptilos de cebada en condiciones controles, de 
estrés salino y osmótico germinadas en oscuridad a 25°C 4 días, por liberación de [31-1]-IP3 durante 10 
min. a 30°C. Los resultados son expresados como porcentaje del control (100%) y corresponden a la 
media ± S.E., n=4, p<0.05. A) Fracción de membrana. B) Fracción citosólica. 

En raíces (Figura 21) el estrés salino en la fracción membrana] (105.000 xg) 

incrementó significativamente la actividad PLC un 50% con respecto al control y no se 

observaron diferencias durante el estrés osmótico. En la fracción citosólica se observó 

un incremento del 20% en respuesta al NaC1 y no hubo diferencias significativas con 

respecto al control durante el estrés osmótico. 
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Figura 21: Actividad PLC en raíces de cebada. La actividad se determinó en 20 lig de proteínas de la 
fracción citosólica y membranal (105.000 xg) de raíces de cebada en condiciones controles, de estrés 
salino y osmótico germinadas en oscuridad a 25°C 4 días, por liberación de [31-1]-IP3 durante 10 min. a 
30°C. Los resultados son expresados como porcentaje del control (100%) y corresponden a la media 
S.E., n=4, p<0.05. A) Fracción de membrana. B) Fracción citosólica. 
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En base a estos resultados podemos inferir que la actividad enzimática PLC se 

encuentra incrementada bajo estrés salino y que la magnitud del incremento es diferente 

para cada tejido analizado. 

Estos resultados concuerdan con los hallados por Takahashi y col., (2001) en 

cultivo celular de Arabidopsis thaliana, en el cual se demostró que el incremento en 

PLC es debido al estrés y no a un aumento en los niveles de PIP2. Además, nuestro 

grupo de trabajo determinó que la actividad DAG-k incrementa bajo estrés salino, 

mientras que los niveles de P1P2 no cambian, por lo que podemos sugerir que bajo estrés 

salino en nuestro sistema de estudio el incremento en los niveles de PA por acción de la 

DAG-k es formado por el DAG proveniente de la hidrólisis de PIP2 vía PLC, ya que la 

actividad PA fosfatasa se encuentra disminuida (Resultados no publicados). Por otro 

lado se ha demostrado que PLC media la acumulación de prolina en respuesta al estrés 

salino (Parre y col., 2007). En resultados previos del grupo se observó un incremento en 

la acumulación de prolina por lo que estos resultados indican una correlación positiva 

en cuanto a la acumulación de prolina y la actividad PLC en raíces en presencia de 

estrés salino (Usorach, 2010). 

Bajo estrés osmótico la actividad PLC tanto en membranas de raíces como de 

coleóptilos no se modificó con respecto al control. Estos resultados se contradicen con 

los demostrados por Takahashi y col., (2001) en donde la actividad de la enzima se 

encuentra incrementada en presencia de estrés osmótico, sin embargo dicha actividad 

incrementa a los pocos minutos de inducido el estrés y luego disminuye. 

4.8 - Efecto del estrés salino v osmótico en la or2anizaci611 de microtúbulos 

En base al papel de los microtúbulos en la organización de la citoarquitectura en 

células animales y vegetales, su respuesta a situaciones de estrés y su estrecha relación 

con la actividad de la enzima fosfolipasa D, se planteó observar si su distribución se ve 

afectada a las 96 h de imbibición en coleóptilos y raíces de semillas germinadas durante 

la exposición a estrés salino y osmótico. 

En la figura 22 A se analizó la distribución de los microtúbulos en un plano 

central de la célula del ápice de coleóptilos, en donde se puede observar que los haces 

de microtúbulos irradian desde el núcleo hacia la membrana, el cual es un estado 
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característico de las células que se encuentran en la fase G del ciclo celular. Se puede 

apreciar en la imagen que el entramado microtubular es bastante homogéneo en el 

citoplasma celular. En la región situada debajo de la membrana plasmática dicho 

entramado se observa con mayor intensidad (Flecha blanca). En la figura 22 B el 

entramado microtubular del citoplasma de células de coleóptilos germinadas bajo estrés 

salino se observa menos homogéneo. En la zona de membrana se visualiza que dicho 

estrés incrementó la intensidad comparado con las células de coleóptilos controles. Bajo 

estrés osmótico (Figura 22 C) el entramado microtubular no mostró diferencias respecto 

al control. 

En la figura 23 A se observa la distribución de microtúbulos en el plano central 

de células del ápice radical de raíces controles, en la cual los microtúbulos adoptan la 

disposición de las células en interfase, ubicándose muy cerca de la membrana 

plasmática, con orientación predominante en ángulos rectos a la dirección de elongación 

celular. En presencia de NaCI (Figura 23 B) dependiendo del plano focal se hace 

evidente que el entramado microtubular se encuentra interrumpido debido al aumento 

de compartimentos intracelulares posiblemente generados por exposición al NaCI 

(Flecha blanca), o a una distribución diferente por parte de este entramado debido a que 

estos no se encuentran en las células controles. Las raíces tratadas con manitol (Figura 

23 C) no mostraron diferencias con respecto al control en cuanto a la distribución de los 

microtúbulos. 

FiEura 22: Inmunodetección de microtúbulos en células de coleóptilos de cebada. El tejido fue 
procesado de acuerdo a Sugimoto y col., (2000) y observado al microscopio confocal NIKON ECLIPSE 
Ti. De izquierda a derecha A) Coleóptilo Control B) Coleóptilo NaCI 100 mM C) Coleóptilo manitol 200 
mM. Barra de escala = 20 
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Fieura 23: lnmunodetección de microtúbulos en células de raíces de cebada. El tejido fue procesado 
de acuerdo a Sugimoto y col., (2000) y observado al microscopio confocal NIKON ECLIPSE Ti. De 
izquierda a derecha A) Raíz Control B) Raíz NaCl 100 mM C) Raíz manitol 200 tnM. Barra de escala = 
20 pm. 

Wang y col. (2011) demostraron que el estrés salino induce una rápida 

despolimerización de microtúbulos seguido de una nueva formación microtubular, y se 

piensa que la misma es necesaria para la supervivencia de las células a estas condiciones 

adversas. Las imágenes de coleóptilos y raíces expuestas a condiciones de estrés salino 

mostraron un entramado microtubular diferente a las células controles, posiblemente 

debido a esta nueva formación de la red microtubular. 

4.9 - Determinación de a-tubulina total en eoleóntilos v raíces de cebada bajo 
estrés salino y osmótico 

Los resultados obtenidos hasta el momento demostraron que ambos tejidos 

sometidos a estrés salino presentan cambios morfológicos y en la concentración de 

iones Na. También se observaron alteraciones en la organización del citoesqueleto 

microtubular mediante microscopía confocal. Para indagar sobre el mecanismo que 

utiliza la célula durante la respuesta al Na + se decidió evaluar el contenido celular de a-

tubulina como una proteína clave en la formación de microtúbulos, responsables de la 

forma, crecimiento y el transporte celular (Brandizzi y col., 2013). 

El análisis del contenido de a-tubulina total mostró un incremento del 50% 

cuando las células fueron expuestas al Na 4- y una disminución del 50% en presencia de 

manitol (Figura 24). Sin embargo al momento no hemos encontrado bibliografía 

relacionada con el cambio de la concentración de a-tubulina en respuesta a estrés salino 

44 



USQtaCh. >Javier ReSUIWQ4 y Disuidn 

y osmótico, ni la manera en que dicho cambio puede afectar el citoesqueleto 

microtubular. En nuestro caso el cambio del contenido de a-tubulina no puede ser 

asociado a un aumento en el número de células, debido a que el estrés salino provocó 

una disminución en la longitud del tejido, y en el análisis de los cortes histológicos no 

se observó un aumento en el número de células. 
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Fieltro 24: a-tubulina total en coleóptilos de cebada. Una fracción proteica total (80 lig) se separó por 
SDS-PAGE al 10%, se transfirió a membranas de nitrocelulosa y se incubó con un anticuerpo anti-a-
tubulina. Las bandas se detectaron por el método colorimétrico y se cuantificaron con imagej. A) Tinción 
Coomassie que representa el control de carga del gel. B) Inmuno-detección de la proteína a-tubulina. C) 
Cuantificación de la intensidad de la banda expresadas como porcentaje del control. Los resultados 
corresponden a la media ± S.E., n=5, p<0.05. 

A diferencia de lo observado en coleóptilos, en raíces el nivel de a-tubulina total 

disminuyó un 50% bajo estrés salino y un 80% para el osmótico (Figura 25 C). Esta 

disminución se podría explicar mediante dos mecanismos, principalmente debido a que 

los tejidos responden de forma diferente o quizás por un cambio en la actividad de 

proteasas. Al respecto, Dubey y Rani (1990) demostraron que la actividad de 

aminopeptidasa y carboxipeptidasa se encontraron aumentadas en raíces sometidas a 

estrés. 
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Fieura 25: a-tubulina total en raíces de cebada. La fracción proteica total (80 lig) se separó por SDS-
PAGE al 10%, se transfirió a membranas de nitrocelulosa y se incubó con anticuerpo anti-a-tubulina. Las 
bandas se detectaron por el método colorimétrico y se cuantificaron con imagej. A) Tinción Coomassie 
que representa el control de carga del gel. B) Inmuno-detección de la proteína a-tubulina. C) 
Cuantificación de la intensidad de la banda expresadas como porcentaje del control. Los resultados 
corresponden a la media ± S.E., n=5, p<0.05. 

4.10 - Determinación de a-tubulina total en coleéhtilos y ralees de cebada balo 
diferentes concentraciones de estrés salino y osmótico 

Con el objetivo de dilucidar si los cambios observados fueron dependientes de la 

concentración del ión Na+ se decidió realizar una curva dosis respuesta. Al respecto, en 

la figura 26 A se observa que el contenido de a-tubulina total en coleóptilos incrementa 

con la concentración de sodio. En respuesta al manitol (Figura 26 B) se observó que el 

contenido de a-tubulina total disminuyó a todas las concentraciones ensayadas 

alcanzando un máximo a 50 mM con una disminución del 30%. Este resultado sumado 

al anterior demuestra que tanto el estrés salino como el osmótico modifican el contenido 

de a-tubulina y probablemente dicho cambio estaría influenciando en el contenido y 

organización de los microtúbulos en las células. Además podemos sugerir un efecto del 

catión Na+ y no del anión Cl" durante el estrés salino ya que el uso de KC1 no modificó 

el contenido de a-tubulina (Figura 26 C). 

46 



MiQ ._.U22 • e iáViCf—___ $ 

A 

e o 
o o 
zr. t. 1 140- •o 140- 

• t 100 4., 

o o 
o —120- O — 120 - 

al c 
3 O • 80- z C.1 • 80 
o — o 

$— O 12 60- - -o • 60 o o e
c '...-• .c kg 

40 5 4• — O- S 
.o 

= 20- o 20- 
4- I—
elS a o .I. o 

< 0 25 50 75 100 :::C.  O 

Concentración de NaCI (mM) 

o 
ya.• 140-

120 

o

o 
• 100 
e o
— o 80 

60 
▪  ••° 

40 

.ca 20 
3
- O 

o etl 
25 58 75 1(10 

Concentración de KCI (mM) 

50 100 200 

Concentración de Manitol (mM) 

Fisura 26: Cuantificación a-tubulina total de coleóptiles bajo diferentes concentraciones de estrés 
salino y osmótico. Las bandas provenientes del western blot fueron cuantificadas y graficadas. Los 
resultados son expresados como porcentaje del control bajo diferentes concentraciones de NaCI, manitol 
y KC1. Los resultados corresponden a la media ± S.E., n=5, p<0.05. A) NaCI B) Manitol C) KC1. 

Al respecto en raíces, a bajas concentraciones del catión se observó una 

disminución en el contenido de a-tubulina que se mantuvo a todas las concentraciones 

ensayadas (Figura 27 A). En presencia de manitol no se observaron diferencias 

significativas con el incremento en la concentración de manitol (Figura 27 B), al igual 

que en presencia de KC1 sugiriendo así un efecto por parte del Na + (Figura 27 C). 
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Fieura 27: Cuantificación de chtubulina total de raíces bajo diferentes concentraciones de estrés 
salino y osmótico. Las bandas provenientes del western blot fueron cuantificadas y graficadas. Los 
resultados son expresados como porcentaje del control bajo diferentes concentraciones de NaCI, manitol 
y KCI. Los resultados corresponden a la media S.E., n=3, p<0.05. A) NaCI B) Manitol C) KCI. 

4.11 - Determinación de a-tubulina de membrana en coleóntilos y raíces de cebada 

balo estrés salino y osmótico 

En base a la estrecha relación de los microtúbulos corticales y la membrana 

plasmática se evaluó el contenido de a-tubulina en la fracción de membrana de 105.000 

xg. Si bien se determinó la presencia de a-tubulina en dicha fracción, no se observaron 

diferencias significativas con respecto al control (Figura 28 B). 
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Fisura 28: a-tubulina de membrana en coleóptilos de cebada. Una fracción de membrana (105.000 
xg, 80 µg de proteína) se separó por SDS-PAGE al 10%, se transfirió a membranas de nitrocelulosa y se 
incubó con anticuerpo anti-a-tubulina. Las bandas se detectaron por el método del 4-Cloro-1-Naftol y se 
cuantificaron con imagej. A) Inmuno-detección de la proteína a-tubulina. La flecha indica la banda de 50 
kDa que se corresponde con el peso molecular de a-tubulina. B) Cuantificación de la intensidad de las 
bandas expresadas como porcentaje del control. Los resultados corresponden a la media ± S.E., n=3, 
p<0.05. 

El contenido en raíces de a-tubulina de membrana en respuesta al estrés 

osmótico (Figura 29 B), mostró un aumento del 50% con respecto al control, mientras 

que bajo estrés salino no se observaron diferencias. 
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Figura 29: a-tubulina de membrana en raíces de cebada. La fracción de membrana de 105.000 xg (80 
µg de proteínas) se separó por SDS-PAGE al 10%, se transfirió a membranas de nitrocelulosa y se incubó 
con anticuerpo anti-a-tubulina. Las bandas se detectaron por el método del 4-Cloro-1-Naftol y se 
cuantificaron con imagej. A) Inmuno-detección de la proteína a-tubulina. La flecha indica la banda de 50 
kDa que corresponde al peso molecular de a-tubulina. B) Cuantificación de la intensidad de las bandas 
expresadas como porcentaje del control. Los resultados corresponden a la media ± S.E., n=3, p<0.05. 
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4.12 - Determinación de at-tubulina total en cultivo celular COS 

Debido a que no se conocen antecedentes en la variación de a-tubulina en 

plantas ni en células animales bajo condiciones de estrés salino y osmótico, nos 

preguntamos si este efecto podía ocurrir también en células animales. Para responder a 

esta pregunta se decidió evaluar el efecto del estrés sobre células animales provenientes 

de un cultivo celular. Para tal fin, las células COS (células de riñón de mono) se 

hicieron crecer en su medio normal y luego se estimularon con NaC1 100 mM y manitol 

200 mM durante 96 h. La figura 30 no muestra variaciones en el contenido de a-

tubulina total en las células tratadas tanto con NaC1 como manitol. En vista de los 

resultados obtenidos se podría considerar a las variaciones de a-tubulina en respuesta al 

estrés como una característica propia de los vegetales. 

Figura 30; a-tubulina en cultivo celular COS. El homogenato total (80 ps de proteínas) se separó por 
SDS-PAGE al 10%, se transfirió a membranas de nitrocelulosa y se incubó con anticuerpo anti-a-
tubulina. Las bandas se detectaron por el método colorimétrico. PM: Marcador de peso molecular, CT: 
Control tubulina, CosC: célula COS control, CosN: célula COS NaCI 100 mM, CosM: célula COS 
manitol 200 mM. 

4.13 — Ensayo de unión entre PA y tubulina de la fracción citosólica 

Observamos que el contenido de a-tubulina cambia en coleóptilos y raíces 

sometidas a estrés y probablemente esta sea una respuesta por parte de las plantas, ya 

que en células animales no ocurre. Como se mencionó en introducción, Testerink y col., 

(2004) mediante un análisis proteómico observaron en Arabidopsis que tubulina es una 

proteína blanco de PA. Por lo que se decidió evaluar si en cebada tubulina se une al PA. 

En la figura 31, se observa el ensayo de unión entre PA y tubulina de la fracción 
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citosólica de coleóptilos controles y estresados con NaC1 y manitol. Se observó la 

presencia de tubulina unida al PA mediante reacción por el método del 4-Cloro-1 -Naftol 

en todas las condiciones ensayadas (Figura 31 D, E y F), mientras que en la membrana 

con cloroformo (C1) (Figura 31 C) no hubo reacción cuando fue incubado con la 

fracción citosólica. Como control negativo de los anticuerpos también se revelaron las 

membranas con PA y Cl que no se incubaron con la fracción citosólica (Figura 31 A, 

B). 

A E 

1 

Cloroformo (a) Ácido Fostatidlco (PA) CI + CC 100 ug PA + CC 100 ug PA + CN 100 ug PA + CM 100 ug 

Fisura 31: Ensayo de unión entre PA y tubulina en coleóptilos. 10 mg de ácido fosfatidíco (PA) o 
cloroformo (CI) fueron sembrados en membranas de nitrocelulosa, bloqueadas con 5% de leche 
descremada en TBS-Tween 20 (0.1%) e incubadas 24 h. en agitación a 4 °C con 100 ltg de proteínas de la 
fracción citosólica de 105.000 xg. Posteriormente las membranas fueron lavadas y reveladas contra a-
tubulina. La reacción se reveló por el método colorimétrico durante 1 min. Referencia CC: Coleóptilos 
Control, CN: Coleóptilos NaCI 100 mM, CM: Coleóptilos manitol 200 mM. 

En la fracción citosólica de raíces (Figura 32) se observó la presencia de tubulina 

unida al PA en condiciones controles y estresados (Figura 32 D, E y F), aunque el nivel 

fue menor en estrés salino (Figura 32 E). En el control negativo de los anticuerpos no se 

observó reacción (Figura 32 A, B), al igual que la membrana unida a Cl en presencia de 

la fracción citosólica (Figura 32 C). 

Fisura 32: Ensayo de unión entre PA y tubulina en ralees. 10 mg de PA o CI fueron sembrados en 
membranas de nitrocelulosa, bloqueadas con 5% de leche descremada en TBS-Tween 20 (0.1%) e 
incubadas 24 h. en agitación a 4 °C con 100 1.íg de proteínas de la fracción citosólica de 105.000 xg. 
Posteriormente las membranas fueron lavadas y reveladas contra a-tubulina. La reacción se reveló por el 
método colorimétrico durante 1 min. Referencia RC: Raíz Control, RN: Raíz NaCl 100 mM, RM: Raíz 
n'Imito' 200 mM. 
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Estos resultados sugieren que la tubulina de la fracción citosólica es capaz de unirse a 

PA (dilinoleil-PA C18:2), sin embargo el mecanismo por el cual se une es aún 

desconocido. Podría ser por una interacción directa o a través de proteínas de unión a 

microtúbulos (MAPs) como ocurre en Arabidopsis (Zhang y col., 2012). 

4.14 - Ensayo de unión entre PA y tubulina de la fracción de membrana 

Resultados previos mostraron la presencia de tubulina en la fracción de 

membrana de 105.000 xg de coleóptilos y raíces controles y estresados con NaC1 y 

manitol. En la figura 33 se muestra el ensayo de unión entre PA y tubulina de la 

fracción de membrana de coleóptilos controles y estresados. Se observó la presencia de 

tubulina de membrana de coleóptilos unida a PA bajo las condiciones controles, de 

estrés salino y osmótico (Figura 33 D, E y F), en presencia de estrés salino y osmótico 

se observó una disminución del 20% respecto al control. En el control negativo de los 

anticuerpos no se observó reacción (Figura 33 A, B), al igual que la membrana unida a 

Cl en presencia de la fracción de membrana (Figura 33 C). 

Pleura 33: Ensayo de unión entre PA y tubulina de membrana en coleóptilos. 10 pg de PA o Cl 
fueron sembrados en membranas de nitrocelulosa, bloqueadas con 5% de leche descremada en TBS-
Tween 20 (0.1%) e incubadas 24 h. en agitación a 4 °C con 100 lig de proteínas de la fracción de 
membrana de 105.000 xg. Posteriormente las membranas fueron lavadas y reveladas contra a-tubulina. La 
reacción se reveló por el método colorimétrico durante 1 min. Referencia CC: Coleóptilo Control, CN: 
Coleóptilo NaCI 100 mM, CM: Coleóptilo manitol 200 mM. 

En membrana de raíces controles y estresadas con NaC1 y manitol se observó la 

presencia de tubulina unida al PA, mostrando un incremento del 50% cuando fueron 

expuestas a estrés salino y osmótico (Figura 34). 

52 



Mic. Usoracii, JAvier Resultados V Discusión 

A E 

Nit 
Cloroformo (el) Ácido Fosfatidico (PA) el + Re 100 ug PA + RC 100 ug PA + RN 100 ug PA + RM100 ug 

Figura 34: Ensayo de unión entre PA y tubulina de membrana en raíces. 10 lig de PA o Cl fueron 
sembrados en membranas de nitrocelulosa, bloqueadas con 5% de leche descremada en TBS-Tween 20 
(0.1%) e incubadas 24 h. en agitación a 4 °C con 100 ag de proteínas de la fracción de membrana de 
105.000 xg. Posteriormente las membranas fueron lavadas y reveladas contra a-tubulina. La reacción se 
reveló por el método colorimétrico durante 1 min. Referencia RC: Raíz Control, RN: Raíz NaCI 100 mM, 
RM: Raíz manitol 200 mM. 

La cantidad de tubulina unida al PA en la fracción de membrana fue mayor 

comparada con la fracción citosólica, ambas fueron incubadas con la misma cantidad de 

proteínas (100 mg) y fueron obtenidas de una misma extracción. En nuestro grupo de 

trabajo, Meringer (2013, Tesis doctoral) mostró durante el estrés salino y osmótico que 

en raíces los niveles de PA incrementaron, por lo cual se podría pensar una correlación 

positiva entre los niveles de PA y su capacidad de unir tubulina en la fracción de 

membrana. 

La figura 35, muestra un modelo hipotético a partir de los resultados obtenidos 

de la interacción de tubulina al PA en cebada. 

A) B) 
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O Proteínas asociadas a microtúbulos (MAPs) 
%Fracción de membrana 105,000 .rg 

Microtúbulos 
@Membrana de nitrocelulosa con PA 

Figura 35: Modelo hipotético que muestra la interacción entre PA y tubulina a partir de la fracción 
citosólica y de membrana de coleóptilos y raíces de cebada. Referencia: A) Fracción citosólica. B) 
Fracción de Membrana. 
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Esta interacción puede darse debido a que tubulina se une al PA directamente o a 

través de proteínas asociadas a microtúbulos (1VIAPs), al momento hay más de 40 MAPs 

descriptas en Arabidopsis (Struk y Dhonukshe, 2013). En el panel A se observa los dos 

tipos posibles de interacción en la fracción citosólica y en el B los dos tipos de unión en 

la fracción membranal. 

4.15 - Aislamiento de tubulina a partir de cerebro de rata 

De acuerdo a los resultados obtenidos en cuanto al cambio del contenido de a-

tubulina en respuesta al estrés salino y osmótico en raíces y coleóptilos de cebada, y a 

su posible interacción con el PA descrito anteriormente, se propuso realizar el 

aislamiento y purificación de tubulina para determinar si interacciona con PA. Dicho 

aislamiento se realizó a partir de ambos tejidos utilizando protocolos establecidos de 

extracción de tubulina a partir de células animales, debido que hasta el momento no hay 

protocolo de extracción a partir de plantas. El mismo fue realizado varias veces 

cambiando el volumen de tejido utilizado, sin poder lograr la extracción, por lo que se 

decidió realizar el aislamiento de tubulina a partir de cerebro de rata (Casale y col., 

2001). Zhang y col., (2012) por falta de un protocolo de extracción en plantas utilizaron 

en sus experimentos tubulina aislada de cerebro porcino. En la figura 36, se observa el 

alineamiento de la secuencia de aminoácidos pertenecientes a a-tubulina proveniente de 

cebada (Hordeum vulgare sp vulgare); arabidopsis (Arabidopsis thaliana); maíz (Zea 

mays) y rata (Rattus norvegicus) mediante el programa Vector NTI Advance 10, el cual 

arrojó una identidad del 78% la cual es elevada para proteínas y más en este caso 

proteínas estructurales. 
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Fisura 36: Alineamiento de secuencias de aminoácidos pertenecientes a ct-tubulina a partir de 
varios organismos. Proteína a-tubulina de Arabidopsis thaliana (GenBank: AAA32888.1), Hordeum 
vulgare sp vulgare (GenBank: AAB08791.1), Zea mays (GenBank: AAA16225.1) y Rattus norvegicus 
(GenBank: AAA42306.1) fueron alineadas usando el programa Vector NTI Advance 10. Residuos 
idénticos son indicados en negro. 

Los sitios de unión de GTP a a-tubulina son del tipo Rossmann fold (residuos 

que conforman el dominio de unión a nucleótidos) y son idénticos entre las especies 

analizadas y solo cumple una función estructural (Gombos y col., 2013; Gregory y col., 

2014), mientras que unido a 3-tubulina es hidrolizado y esta hidrólisis modula la adición 

de nuevos dímeros a-13-tubulina durante la formación del microtúbulo. Así, el GTP se 

hidroliza tras un lapso de tiempo, lo que permite que, si la adición de dímeros es rápida, 

se forme el extremo (+) de I3-tubulina unida a GTP, mientras que, de ser lenta, lo que se 

expone es tubulina unida a GDP. Por lo que la hidrólisis del GTP unido a f3-tubulina es 

la que determina la velocidad de polimerización o despolimerización del microtúbulo. 

Debido a que la tubulina de rata comparte identidad con la de cebada se procedió a 

utilizarla en los ensayos posteriores. 

En la figura 37 se observa la tinción de Coomassie y el western blott anti a-

tubulina proveniente de 60 prg de proteínas de la tubulina aislada a partir de cerebro de 

rata, el cual arrojó una banda de aproximadamente de 50 KDa que corresponde al peso 

molecular de tubulina en ambos casos. 
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A 

PM Tubulina PM Tubulina 

Fieura 37: Extracción de tubulina de cerebro de rata. La tubulina fue obtenida a partir de cerebros de 
rata adulta, por el método descrito por Casale y col., (2001). Una fracción proteica total (60 lig) se separó 
por SDS-PAGE al 10%, se transfirió a membranas de nitrocelulosa y se incubó con anticuerpo anti-a-
tubulina. Las bandas se detectaron por el método colorimétrico. A) Tinción de Coomassie. B) Inmuno-
detección de la proteína a-tubulina. Referencia: PM: Marcador de peso molecular. 

4.16 — Ensayo de unión entre PA y tubulina purificada 

Como se mencionó anteriormente Testerink y col., (2004) mediante un análisis 

proteómico proponen que tubulina es una proteína blanco de PA en Arabidopsis. Sin 

embargo la interacción no es directa, sino a través de una proteína de unión a 

microtúbulos (MAP) denominada atMAP65-1, cuya función es participar en la 

polimerización y agrupación de microtúbulos (Mao y col., 2005). Recientemente 

Pleskot y col., (2013) demostraron que el aumento de PA por acción de PLDa recluta a 

atMAP65-1 a la membrana e induce estabilización de los microtúbulos, confiriendo 

supervivencia frente a estrés salino. En la figura 38 se observa el ensayo de unión de 

tubulina aislada y purificada de cerebro de rata al PA fijado en membranas de 

nitrocelulosa y posteriormente revelados contra a-tubulina. Como resultado no se 

observó interacción directa de tubulina de cerebro de rata al PA (Figura 38 D). En 

Arabidopsis, Zhang y col., (2012) tampoco encontraron interacción directa entre 

tubulina aislada y purificada de porcino al PA. Considerando ambos resultados se 

sugiere que la unión de tubulina al PA en cebada probablemente sea a través de una 

MAP como ocurre en Arabidopsis (Zhang y col., 2012). Como control negativo de los 

anticuerpos también se reveló a las membranas con PA (Figura 38 A) y Cl (Figura 38 

B) que no se incubaron con tubulina. 
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A 

Cloroformo (C1) Acido Fosfatidico (PA) Cl Tub 6 ug PA Tub 6 ug 

Fieura 38: Ensayo de unión de tubulina al ácido fosfatídíco. 10 g de PA o CI fueron sembrados en 
membranas de nitrocelulosa, bloqueadas con 5% de leche descremada en TBS-Tween 20 (0.1%), 
incubadas 24 h. en agitación a 4 °C con 6 Itg de tubulina (Tub) aislada de cerebro de rata. Posteriormente 
las membranas fueron lavadas y reveladas contra a-tubulina. La reacción se reveló por el método 
colorimétrico durante 1 min. 

Sin embargo nos pareció interesante evaluar si la presencia de otra MAP 

promueve la unión de tubulina al PA. Para ello se realizó la extracción de tubulina a 

partir de cerebro de rata omitiendo el paso por la columna de fosfocelulosa que retiene 

las MAPs asociadas. En la figura 39 se observa que no hubo unión de tubulina de 

cerebro de rata al PA con las MAPs unidas. 

Cloroformo (CI) Acido Fosfaudico (PA) CI + Tub 6 ug PA + Tub 6 ug 

Fisura 39: Ensayo de unión de tubulina con MAPs asociadas al ácido fosfatídíco. 10 lig de PA o CI 
fueron sembrados en membranas de nitrocelulosa, bloqueadas con 5% de leche descremada en TBS-
Tween 20 (0.1%), incubadas 24 h. en agitación a 4 °C con 6 lig de tubulina (Tub) aislada de cerebro de 
rata con MAPS asociadas. Posteriormente las membranas fueron lavadas y reveladas contra a-tubulina. 
La reacción se reveló por el método colorimétrico durante 1 min. 

4.17 - Actividad PLD en coleóptilos y raíces de cebada en respuesta al estrés salino 

y osmótico 

Entre las MAPs que se unen a microtúbulos en Arabidopsis, la MAP65-1 se 

asocia con los microtúbulos corticales al igual que las isoformas MAP65-2, MAP65-5, 

MAP65-8. Mientras que MAP65-3 y MAP65-4 se asocian con microtúbulos que forman 

el huso mitótico y MAP65-6 colocaliza con mitocondrias. Todavía no se ha descrito una 

MAP que pueda estar asociada al mismo tiempo con los microtúbulos del citósol y 

corticales. 
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Otra MAP descrita en Arabidopsis que se une a microtúbulos es la fosfolipasa 

DS (Gardiner y col., 2001), sin embargo, esta isoforma tiene ubicación de membrana y 

se encuentra asociada a microtúbulos corticales. Las isoformas de PLD con mayor 

actividad en plantas son PLDa y PLUS (Zhang y col., 2012). PLDa posee ubicación 

citosólica y de membrana y tiene la capacidad de translocarse del citósol a la membrana 

(Wang y col., 2014). PLDa y PLD S actúan con concentraciones mM de Ca2+, el PIP2 no 

es requerido para su actividad y las distingue la preferencia de sustrato. PLDa prefiere 

PC>PE, en contraste PLD S utiliza PE>PC (Wang y col., 2014). Ambas están implicadas 

en la respuesta hídrica de la planta. La supresión de estas dos isoformas resultan en un 

incremento en la perdida de agua (Distefano y col., 2012). El mecanismo por el cual se 

produce la perdida de agua es por su función en la señalización de ABA la cual 

promueve el cierre estomático. La aplicación de PA exógena induce el cierre 

estomático, indicando que el PA producido por PLD promueve el cierre (Jiang y col., 

2013). Sin embargo el camino en la señal de ABA difiere entre las isoformas. El PA 

producido por PLDa inhibe a la proteína fosfatasa ABI I y ABA induce el cierre 

estomático, además el PA interacciona con NADPH oxidasa para la producción de H202

el cual disminuye los niveles de ABA, mientras que PLD S está involucrada en la vía del 

H202 disminuyendo los niveles de ABA a través de la interacción con la gliceraldehido-

3-fosfato deshidrogenasa citosólica (Zhang y col., 2009; Guo y col., 2012). 

La activación de PLD es importante para la organización de microtúbulos, la 

pérdida de su función deriva en una severa desorganización bajo estrés salino. PLDa 

está involucrada en la respuesta al estrés salino por parte de la planta y promueve la 

polimerización y unión de los microtúbulos (Zhang y col., 2012). Es posible evidenciar 

la actividad PLD a través de la reacción de transfosfatidilación, esta reacción es única 

para PLD y se caracteriza por la transferencia de un motivo fosfatidil de un fosfolípido a 

un alcohol primario para formar fosfatidil-alcohol en lugar de transferirlo al agua y 

formar PA. Bajo esa condición, se genera un fosfolípido no biológico denominado 

fosfati di lbutanol (PtdBut). 

En la figura 40 A, se muestra una TLC de los productos de reacción de PLD 

utilizando como sustrato NBD-PC, formando PA (NBD-Ptd0H) y en presencia de 

butanol el producto de transfosfatidilación fosfatidil butanol (NBD-PtdBut) en 

coleóptilos controles y sometidos a estrés salino y osmótico. La figura 40 B, muestra la 
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actividad fosfolipasa D de coleóptilos expresada como porcentaje de formación de 

NBD-PdtBut en relación al control no estresado (100 %). Como se puede observar hay 

un aumento del 20% en la actividad en coleóptilos sometidos a condiciones de estrés 

salino y osmótico. En raíces (Figura 40 C) hubo un incremento un 40% en la actividad 

PLD en respuesta al NaC1, mientras que un incremento menor se observó en presencia 

de manitol (20%). 
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Figura 40: Actividad PLD en membranas de coleóptilos y raíces de cebada en respuesta al estrés 
salino y osmótico. La actividad se determinó con 60 ug de proteínas de la fracción de membrana 
(105.000 xg) de coleóptilos y raíces de cebada obtenida a partir de plantas controles y tratadas. La 
actividad de PLD se determinó como la formación de PtdBut. Los resultados corresponden a la media ± 
S.E., n=3, p<0.05. Referencia A) Imagen TLC, solvente 2,2,4 trimetilpentano:ácido acético:H20:acetato 
de etilo (2:3:10:13, v/v). B) Actividad PLD en coleóptilos de cebada. C) Actividad PLD en raíces de 
cebada. 

4.18 - Actividad PLD en coleóptilos v raíces de cebada en respuesta al estrés salino 

v osmótico en presencia de tubulina purificada en la reacción 

En base a la participación de la enzima PLD durante el estrés salino y osmótico 

y a su relación en la polimerización de los microtúbulos, se decidió evaluar si tubulina 

purificada aislada de cerebro de rata modifica su actividad. En la figura 41 A se muestra 
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la TLC del producto de la actividad PLD en coleóptilos controles y estresados en 

presencia y ausencia de tubulina purificada. En presencia de tubulina (Figura 41 B) se 

observó un efecto inhibitorio sobre la actividad PLD en condiciones control y tratados. 

En raíces se observó el mismo comportamiento, en presencia de tubulina purificada la 

actividad PLD se encuentra inhibida en respuesta al estrés salino y osmótico (Figura 42 

B). 
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Figura 41: Actividad PLD en membranas de coleóptilos de cebada en respuesta al estrés salino y 
osmótico en presencia de tubulina purificada. La actividad se determinó con 60 lig de proteínas de la 
fracción de membrana (105.000 xg) de coleóptilos con el agregado de un 10% de tubulina exógena a la 
reacción en condiciones controles y tratados. La actividad de PLD se determinó como la formación de 
PtdBut. Los resultados corresponden a la media ± S.E., n=3, p<0.05. Referencia A) Imagen TLC, 
solvente 2,2,4 trimetilpentano:ácido acético:H20:acetato de etilo (2:3:10:13, v/v). B) Actividad PLD en 
coleóptilos en presencia y ausencia de tubulina purificada. 
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Figura 42: Actividad PLD en membrana de raíces de cebada en respuesta al estrés salino y 
osmótico en presencia de tubulina. La actividad se determinó con 60 lig de proteínas de la fracción de 
membrana (105.000 xg) de raíces con el agregado de un 10% de tubulina exógena a la reacción en 
condiciones controles y tratados. La actividad de PLD se determinó como la formación de PtdBut. Los 
resultados corresponden a la media ± S.E., n=3, p<0.05. Referencia A) Imagen TLC, solvente 2,2,4 
trimetilpentano:ácido acético:H20:acetato de etilo (2:3:10:13, v/v). B) Actividad PLD en raíces en 
presencia y ausencia de tubulina purificada. 

60 



Mic. UsoraQ.n. jjavjer Resuitiglas y Discusión 

Estos resultados están de acuerdo con los mostrados por Zhang y col., (2012), en 

donde tubulina aislada de cerebro porcino inhibe la actividad PLD in vitro en 

Arabidopsis. Sin embargo el mecanismo por el cual se produce el fenómeno no es del 

todo claro. 

4.19 - Actividad PLD en coleóptilos y raíces de cebada en respuesta al estrés salino 

y osmótico en presencia de Taxol y Nocodazole 

El taxol (diterpeno cíclico) es uno de los muchos compuestos sintéticos 

antitumorales que afectan al citoesqueleto microtubular teniendo como diana la 

tubulina. El taxol se une al segundo dominio globular de f3-tubulina. A diferencia de 

otros compuestos que se unen a la tubulina, como la colchicina, que inhibe el 

ensamblado de los microtúbulos, el taxol estabiliza el microtúbulo polimerizado y lo 

protege de su despolimerización. En contraste el nocodazole es un fármaco sintético (4-

fluorophenyl)(thiophen-2-yOmethanone) al igual que el taxol e induce la 

despolimerización de los microtúbulos por activación de la actividad GTPasa de í3-

tubulina. En base a esto, se decidió evaluar el efecto que producen ambos compuestos 

sobre la actividad PLD. Si PLD se encuentra unida al microtúbulo como una MAP, el 

efecto esperado del tratamiento in vivo con taxol sería una disminución en la actividad 

al no permitir el movimiento del microtúbulo en la célula, en relación a la capacidad de 

translocarse de la enzima del citósol a la membrana. En contraste al despolimerizar con 

nocodazole se podría espera que la actividad incremente debido a que la enzima se 

encontraría libre y no unida al microtúbulo. En la figura 43 se observa el efecto que 

produce 10 µM taxol y 20 p.M de nocodazole en coleóptilos controles y estresados 

cuando fueron tratados durante 1 h in vivo con estos compuestos. Luego se realizó la 

obtención de membranas y se midió la actividad PLD (Figura 43 B). En membranas de 

coleóptilos ambos compuestos inhiben la actividad de la enzima en un 40% en presencia 

de estrés salino y un 10% en presencia de estrés osmótico. 

En membranas de raíces en condiciones controles (Figura 44 B), el taxol y el 

nocodazole inducen la activación de la enzima, donde el incremento del taxol es el 

doble que el nocodazole (40 y 20%, respectivamente). Bajo estrés salino y osmótico se 

observó el comportamiento esperado donde el efecto del taxol provocó una disminución 
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aproximada del 40% en respuesta al estrés salino y de 20% en respuesta al estrés 

osmótico. Si bien el efecto del nocodazole fue disminuir la actividad, la inhibición fue 

mayor comparada con el taxol, en estrés salino disminuyó aproximadamente un 60% y 

en el osmótico un 30%. 
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Figura 43: Actividad PLD de membrana de coleóptilos en respuesta al estrés salino y osmótico 
tratadas con taxol y nocodazole. Coleóptilos controles y en presencia de estrés fueron tratados durante 
1 h. con 10 1.1/v1 de Taxol y 20 1.1M de Nocodazole. Luego se realizó la extracción de membrana y la 
actividad se determinó con 60 ixg de proteínas. La reacción se determinó con NBD-PC, los lípidos fueron 
extraídos y sembrados en placas de TLC. La actividad de PLD se determinó como la formación de 
PtdBut. Los resultados corresponden a la media ± S.E., n=3, p<0.05. A) Imagen de la TLC, solvente 2,2,4 
trimetilpentano:ácido acético:H20:acetato de etilo (2:3:10:13, v/v). B) Actividad PLD en coleóptilos de 
cebada. 

A 

PLD 
1-Butanol 0.1% 
l'uo1101011 
Nominen 20 

PldBut 

PUJOH 

NBD-PC 

NBD-PC C+ Raiz Raiz Raíz 
Control NaCI 100 mM Manitol 200 mM 

+ + + + + + + + 

180 

o  :y. 160-
140 

O 
-a 120 

15 100 

51- 00 

ggl 80-
i 40-< 

Z 20 

o 

Taxol 10 uM 
Nocodazole 20 uM 

Raiz Raíz Raíz 
Control NaCI 100 mM Manitol 200 mM 

- + - + - + 
+ + - + 

Figura 44: Actividad PLD de membrana de raíces en respuesta al estrés salino y osmótico tratadas 
con taxol y nocodazole. Raíces controles y en presencia de estrés fueron tratadas durante lh. con 10 itM 
de Taxol y 20 1.1114 de Nocodazole. Luego se realizó la extracción de membrana y la actividad se 
determinó con 60 pg de proteínas. La reacción se determinó con NBD-PC, los lípidos fueron extraídos y 
sembrados en placas de TLC. La actividad de PLD se determinó como la formación de PtdBut. Los 
resultados corresponden a la media ± S.E., n=3, p<0.05. A) Imagen TLC, solvente 2,2,4 
trimetilpentano:ácido acético:H20:acetato de etilo (2:3:10:13, v/v). B) Actividad PLD en raíces de 
cebada. 
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4.20 - Actividad PLD proveniente del ensayo de unión entre PA y tubulina de la 

fracción de membrana de coleóptilos y raíces en respuesta al estrés salino y 

osmótico 

Hasta el momento pudimos observar que la actividad PLD está relacionada con 

el citoesqueleto microtubular en cebada, debido a que en presencia de tubulina y 

compuestos que afectan a los microtúbulos se modifica su actividad. Además 

observamos la interacción de tubulina con PA en la fracción citosólica y de membrana. 

Sin embargo tubulina purificada no fue capaz de interaccionar con PA. Estos resultados 

obtenidos están de acuerdo con la hipótesis de que PLD está unida al microtúbulo como 

una MAP, que media la interacción entre el citoesqueleto microtubular y la membrana 

plasmática. Como se mencionó anteriormente hasta el momento PLD S ha sido 

confirmada como una MAP en Arabidopsis (Gardiner y col., 2001). Sin embargo PLDa, 

no ha sido considerada como tal, aunque interviene en los procesos de reorganización de 

los microtúbulos, ya que el PA producido por PLDa interacciona con MAP65-1 e 

induce su reorganización en Arabidopsis (Zhang y col., 2012). Podemos sugerir a partir 

de nuestros resultados que la actividad PLD ensayada corresponde a PLDa, debido a 

que la mezcla de reacción contiene concentración mM de Ca2f, mientras que la PLDS 

prefiere concentraciones del orden 1.1M, aunque en algunos casos actúa a 

concentraciones mM pero no del rango utilizado en nuestros ensayos (50 mM), además 

el sustrato utilizado PC es de su preferencia mientras que para PLD S es PE. En 

Arabidopsis la pérdida de función de PLD, no influyó en la organización de los 

microtúbulos ni en la respuesta a las condiciones de estrés salino, mientras que ante la 

pérdida de función de PLDa la planta no fue capaz de sobrevivir a las condiciones de 

estrés (Zhang y col., 2012). 

Si PLDa actúa como una MAP, la misma debería estar presente en el ensayo de 

unión de la fracción de membrana al PA, debido a que se observó la presencia de 

tubulina unida al PA. Para comprobar este supuesto se realizó un ensayo de unión de la 

fracción de membrana de coleóptilos y raíces al PA, luego se procedió a la extracción de 

las proteínas unidas y se midió actividad PLD. En la figura 45 podemos observar 

actividad PLD de coleóptilos como de raíces extraída del ensayo de unión al PA. En 

coleóptilos el comportamiento de la actividad fue similar al observado cuando se midió 
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en la fracción de membrana (Figura 40 B), en donde en presencia del estrés salino y 

osmótico se observó aumento en la actividad (Figura 45 B). Sin embargo en raíces se 

observó una disminución de dicha actividad (Figura 45 C). 

Este resultado sugiere que PLD se comportaría como una MAP en cebada 

conectado el citóesqueleto microtubular con la membrana plasmática y probablemente 

su interacción con PA sea debida ya que el mismo es el producto de acción de PLD. 
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Fieura 45: Actividad PLD proveniente del ensayo de unión entre PA y tubulina de la fracción de 
membrana de coleóptilos y raíces en respuesta al estrés salino y osmótico. Extracción de proteínas 
provenientes del ensayo de unión al PA se midió actividad PLD. La reacción se determinó con NBD-PC, 
los lípidos fueron extraídos y sembrados en placas de TLC. La actividad de PLD se determinó como la 
formación de PtdBut. A) Imagen TLC, solvente 2,2,4 trimetilpentano:ácido acético:H20:acetato de etilo 
(2:3:10:13, v/v). B) Actividad PLD en coleóptilos de cebada. C) Actividad PLD en raíces. 

4.21 - Extracción de ARN a partir de coleóptilos y raíces de cebada en respuesta al 

estrés salino y osmótico 

En función de los cambios en la actividad PLDa y del contenido de a-tubulina 

en coleóptilos y raíces controles y estresados se propuso evaluar si hay variación en los 

niveles de expresión de dichos genes en condiciones controles y de estrés salino y 
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osmótico. El ARN examinado por electroforesis en gel de agarosa al 1% (Figura 46) 

mostró las bandas intactas de ARNr 28S y 18S, indicando escasa degradación del ARN 

durante el proceso de extracción, más aun la relación de las absorbancias a 260:280 nm 

(medida de la pureza del ARN) fue mayor a 2 en todas las muestras. Estos parámetros 

demostraron una alta calidad del ARN total que satisface las necesidades para la 

construcción de la biblioteca de ADNc. 

Coleóptilos Raíces 
Control NaC1 Manitol Control NaC1 Manttol 

100 mM 200 mM 1 100 mM 200 mM 

28s ARNr 
18s ARNr 

Fieura 46: Extracción de ARN de coleóptilos y raíces de cebada. La extracción de ARN fue a partir de 
100 mg de coleóptilos y raíces de plántulas controles y germinadas bajo estrés salino y osmótico mediante 
el kit de extracción rna isolation from plan: (NucleoSpin RNA Plant). Se sembraron 2 111 de RNA en gel 
de agarosa al 1% con el agregado de 10 µg/m1 de bromuro de etidio (EtBr) y visualizados con 
transiluminador Uy. 

4.22 - Expresión de a-tubulina y PLDa de raíces de cebada 

El ARN obtenido mediante el kit fue tratado con DNAsa y utilizado para la 

obtención de ADNc mediante el kit RT de promega, posteriormente con el ADNc se 

realizó una PCR con cebadores diseñados para a-tubulina y PLDa. La figura 47 

muestra el producto de PCR para a-tubulina y PLDa de raíces controles y sometidas a 

estrés salino y osmótico. El análisis de la expresión para a-tubulina arrojó el producto 

esperado de 524 pb, observándose un incremento en la expresión del gen durante el 
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estrés osmótico. La expresión de PLDa arrojó un producto de 335 pb observándose un 

aumento en la expresión en respuesta al estrés salino y osmótico. 

Raíces 

Control NaCI Manitol 
100 mM 200 mM 

a-tubulina 

Raíces 

Control NaCI Manitol 
100 mM 200 mM 

PLDa 

Marcador Molecular 
' I-70° pb 
4.600 pb 

.4.500 pb 

.4.400 pb 

Fisura 47: Expresión de a-tubulina y PLDa de ralees de cebada. La extracción de ARN fue a partir 
de 100 mg de raíces de plántulas controles y germinadas bajo estrés salino y osmótico mediante el kit de 
extracción rna isolation from plant (NucleoSpin RNA Plant). Se analizó la expresión por PCR mediante 
el uso de ADNc con cebadores diseñados para PLDa y a-tubulina en gel de agarosa al 1% con el 
agregado de 10 ig/mide bromuro de etidio (EtBr) y visualizados con transiluminador UV. 

Estos resultados están en concordancia con las pruebas bioquímicas realizadas 

en cuanto al contenido de a-tubulina y actividad PLDa, donde el estrés salino en raíces 

disminuye el contenido de tubulina y el osmótico lo incrementa. En cuanto a la 

actividad PLD tanto el estrés salino como el osmótico incrementó su actividad, 

sugiriendo así que la enzima es de vital importancia para para la adaptación de los 

tejidos vegetales a estas condiciones desfavorables. 
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Los fosfolípidos son componentes vitales de las membranas que cumplen 

funciones muy importantes durante el ciclo de vida de la planta funcionando como 

mediadores en la transducción de la señal y generando la respuesta adecuada. La 

germinación de las semillas incluyen eventos fisiológicos, celulares, bioquímicos y 

moleculares que son necesarios para el saliente del eje embrionario (Nonogaki y col., 

2010; Bewley y col., 2013). Al iniciarse la germinación, tanto la percepción como la 

transducción de la señal son importantes durante las primeras etapas del desarrollo de la 

plántula. La complejidad de las señales basadas en fosfolípidos incluye una variedad de 

enzimas que metabolizan dichos compuestos y sus correspondientes productos, los que 

conectan numerosos procesos celulares. 

Estudios previos de nuestro laboratorio mostraron que los fosfolípidos de 

membrana juegan un papel fundamental en la conversión de señales externas en internas 

afectando la fisiología celular (Víllasuso y col., 2003; Villasuso y Machado 2004, 

Meringer y col., 2012). 

Los resultados presentados en éste trabajo permiten concluir que durante la 

germinación temprana de semillas de cebada la presencia del estrés salino y osmótico: 

1 Afectó el porcentaje de germinación. 

1 Provocó disminución de la longitud de cada tejido analizado. 

1 Se determinó que ambos tejidos sometidos a condiciones de estrés salino 

incrementan el volumen celular como así también el contenido de Na+

intracelular en respuesta a estrés salino. 

1 Provocó cambios morfológicos en respuesta a estrés salino. 

1 Incrementó el contenido de solutos. 

1 Provocó disminución del potencial osmótico. 

1 Provocó modificación del citoesqueleto microtubular en respuesta a estrés 

salino. 

Con respecto a las vías de señalización que se ponen en marcha durante la respuesta 

al estrés salino y osmótico: 

1 Incrementó la actividad PLC en ambos tejidos durante el estrés salino. 

1 Incrementó la actividad PLD en respuesta a ambos estreses. 
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De acuerdo a la relación entre PLD y el citoesqueleto microtubular: 

•./ Se observaron cambios en la concentración de a-tubulina total y de membrana y 

estos cambios fueron dependientes de la concentración de los efectores 

utilizados. 

,( Se observó la presencia de tubulina unida al PA de la fracción citosólica y de 

membrana en ambos tejidos y en respuesta a las condiciones de estrés. 

•( El incremento en la unión al PA de tubulina en membranas de raíces bajo estrés 

salino y osmótico se correlacionó con el incremento en el contenido de a-

tubulina de membrana de raíces y éstos con el incremento de la actividad PLD, 

sugiriendo así una posible participación de PLD como una proteína asociada a 

microtúbulos y su papel en la respuesta a las condiciones de estrés salino y 

osmótico. 

✓ Este hecho se sustenta en que: i) tubulina exógena inhibió la actividad PLD; ii) 

el uso de compuestos que estabilizan y desestabilizan microtúbulos afectaron su 

actividad y iii) realizando la medición de la actividad PLD a partir de la 

extracción de proteínas unidas a PA se observó la presencia de la enzima. 

if El nivel de expresión de PLDa y a-tubulina en respuesta a estrés osmótico y 

salino en raíces guardó relación con las pruebas bioquímicas realizadas en 

cuanto a la actividad y contenido de tubulina. 

Los resultados confirman la hipótesis planteada oportunamente, "En respuesta a 

procesos de estrés las plantas modifican su estructura interna y en ello involucran 

actividades enzimáticas relacionadas al metabolismo de fosfolípidos". 
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