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Our project focuses on studying the cellular response to
salt stress in cellular cultires of tobacco. We have
developed our work with Nicotiono rabacam L 1753 ¢y
Bright Yellow 2 (BY 2) which are transformed with fthe
GFEP protein Sdlinity stress is the most common type of
abiotic stress that limit plant growth and development
Understanding how plant cells tolerate salinity would
help 1o reduce the damage it causes Salt folerance of
plant cells is mainly achieved by combination of three
different mechanisms:

Osmotic adjustment of the cytoplasm due to the
accumulation of compatible solutes

Salt exirusion from the cell across the plasma

Salt accumulation in vacuoles,

In this project we want 1o show sote hypotesis :

Which cellular line will grow better?

Morphologic comparison between the control line and
the adapted one.

We want to check if viability and growth in control
cellular line is higher than in the ore grown in salt stress,
PLDal should be induded by salt adaptation.

La Figura 1 muestra el peso fresco al completar el ciclo
de cultivo a los 7 dias. En esta tabla podemos ver el
marcado efecto inhibidor provocado por la salinidad
sobre el peso fresco en los diferentes tratamientos.
La Figura 2 muestra que en la linea celular control la
viabilidad se mantiene estable con valores préximos al
100% durante todo el ciclo de cultivo, para la linea
celular adaptada los valores oscilon entre el 70y el 85%
Sin embargo, en los cultivos controles que se les afladic
directamente el tratamiento salino 10 y 20 g/L (sin una
adaptacion progresiva) se observa una caida bastante
significativa en esta etapa del ciclo de cultivo.
La Figura 3 muestra las curvas de crecimiento en base al
crecimiento relativo y al peso fresco de las lineas
celulares objeto de estudio, la control y la adaptada. Se
observa que el crecimiento relativo de la linea celular
adaptada se desplaza en el tiempo,.
1 Figlra 4 muestra que mediante lo reconstruccion en
de la  estructura  subcelular  del reticulo
ndoplasmatico en las células BY -2 transformadas con la
proteina GFP (fluorescente) podemos observar que la
salinidad  produce la  dilatacién  del  reticulo
mdtico y tambien de la envoltura nuclear.
muestra que el tamafio celular de la linea
isminuyo, esto se vio acompariado por un
de la relacion citoplasma/vacuola, resultando
el incremento del nimero de pequefias

- La Figura 6 muestra que la salinidad induce a una mayor
produccion del gen Pl Dalfal

La linea celular control se desarrollard mucho mds rapido.
Las células de tabaco adaptadas a altas concentraciones
alinas  mostraron importantes modificaciones en la
estructura subcelular,
- En funcidn de la fase de crecimiento en la que se
_encontraban, estas celulas presentaban un tamafio mucho
menor que las celulas control
- El reticulo endoplasmatice y el aparato de Golgi son
modificados en el proceso de adaptacion a salinidad en
celulas de tabaco BY 2
- Para la linea celular control la vidbilidad se mantiene
__lestable con valores proximos al 100% durante todo el ciclo
de cultive, mientras que para la linea celular adaptada los
valores oscilan entre el 70y el 857
- A traves de la realizacion de la PCR se observo que
eestabamos en lo cierto ol predecie una mayor induccion del
_ 9enPLDal en la linea celular adaptada.
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Peso fresco Replica 1 Replica 2 Replica 3 Porcentaje(%) de células vivas
(9) (4dias)
a los 7 dias
del subcultivo. Control gei
Control - . - Adaptadas (15 g/L) 80,25
10g/L ) . ! 10g/L 18,64
20g/L . . . 20g/L 13,35
Figura 1. Peso fresco de cultivos celulares crecidos a distintas
concentraciones de Nacl (0, 10 y 20 g/L). Figura 2. Viabilidad celular. Porcentaje de céulas vivas en los
diferentes tratamientos salinos a los cuatro dias de tratamiento
(n=300).
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Figura 4. Esta figura muestra células control (A) y células adaptadas a 15g/L (B) vistas con el
microscopio de ldser confocal. Las imdgenes de ambos cuadros situadas arriba a la izquierda
representan el reticulo endoplasmdtico, que aparece tefiido de color verde, a la derecha vemos
la misma imagen marcada con FM4-64 para localizar las membranas bioldgicas, se observa de
color rojo. C, la misma imagen vista con microscopia de campo claro Normasky. D, superposicién

Figura 3. Curvas de crecimiento. Los deA,ByC.
grdficos muestran las curvas de

crecimiento en base al crecimiento

relativo y el peso de las lineas celulares

control y adaptada. Los datos

representan los valores medios + error

estdndar, n=3.
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Figura 5. Morfologia celular. En esta foto Figura 6. Induccién del gen PLDal en las
se puede ver la diferencia del tamafio celular células adaptadas

entre las células control y las adaptadas a

salinidad (15 g/L). (A-B) células controles;

(CyD) células adaptadas a salinidad.
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