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INTRODUCCION



La salinidad ha constituido un fendmenc importante en la
historia de la humanidad y en el sistema agricola sobre el cual
ésta se asentéd. Ciertos niveles de salinidad son muy negativos
para el desarrollo de las plantas. lLas plantas gue toleran
ambientes salinos desarrollan una serie de mecanismos de
resistencia encaminados a la supervivencia en dichos ambientes.
Entre estos mecanismos nos encontramos la compartimentacién
celular y los mecanismos de transporte a través de las membranas,
capaces de bombear hacia el exterior o hacia la vacuola gran
parte de las sales que difunden. El potencial electroquimico de
protones (creado por las bombas electrogénicas como las ATPasas
Yy cadenas redox) pueden conducir a 1la salida de Na*' del
citoplasma mediante un antiport Na‘'/H' a nivel del plasmalema y/o
tonoplasto. Por ello, el estudio del transporte de H', K*, Na' y

Cl™ es esencial para determinar la resistencia de los cultivos a
la salinidad. '

En todos estos fendmenos, la composicién de las membranas
(lipidos y proteinas) resulta esencial en la resistencia de estas
plantas a dicho estrés ya gque va a determinar las propiedades y
caracteristicas de las mismas. La integridad de la membrana va
a determinar el flujo de sustancias a través de ella y 1la
permeabilidad selectiva, que es de gran importancia en 1la
tolerancia al estrés salino.

Por tanto, el estudio del efecto del estrés salino sobre la
actividad bombeadora de H', ATPasa, composicién lipidica vy
protéica de las membranas, es importante para conocer el papel
de éstas en el mecanismo fisiolégico de la tolerancia. En este
contexto, el aislamiento y purificacién de  las vesiculas de
plasmalema y tonoplasto representa un apoyo experimental clave
para el estudio de los procesos de transporte.

Un mejor conocimiento de las respuestas bioquimicas y
fisiolégicas que gobiernan la adaptacién permitiria aumentar las
areas cultivables tan necesarias para obtener alimentos y fibras
en una sociedad donde la poblacidén estéd en constante aumento. En
este sentido un estudio de los mecanismos de resistencia de
plantas con diferente tolerancia a la sal como son la jojoba




(Simmondsia chinensis Link, Schneid.) y el girasol (Helianthus
annuus L.) permitiria un mejor conocimiento de alguno de estos
mecanismos de resistencia a este estrés ambiental as{ como la
seleccién de clones mds tolerantes a zonas dridas y semidridas
de Andalucia.

El trabajo se ha enfocado hacia el estudio y caracterizacién
del efecto del estrés salino sobre la actividad ATPasa y la
actividad bobeadora de H' en vesiculas de plasmalema y tonoplasto
purificadas de raices de pldntulas de girasol y jojoba crecidas
en cultivo hidropdénico bajo diferentes concentraciones salinas.
Asi como, se ha estudiado el efecto del estrés por NaCl sobre el
porcentaje de &cidos grasos de lipidos totales de membranas
microsomales de ambas plantas.
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1. JOJOBA Y GIRASOL COMO PLANTAS DE INTERES AGRONOMICO.
1.1. JOJOBA, Simmondsia chinensis(Link) Schneid.

La jojoba es una planta en expansion, debido a que sus semillas poseen una elevada
cantidad de ceras liquidas. Estas ceras se usan casi exclusivamente en la industria de
cosmética ya que,al estar el cultivo en fase de seleccion, sus semillas alcanzan un elevado
precio en el mercado que s6lo puede soportar esta industria. Sin embargo, otros usos
podrian ser: como lubricante, capaz de soportar altas temperaturas y presiones;agente graso
conservador, en el tefiido de la industria del cuero; antiespumante, en la fabricacion de
penicilina; fuente de dcidos y alcoholesalifdticos de cadena larga; as{ como en la
fabricacién de ceras solidas, champts, barnices y pinturas.

Una vez extraidas las ceras de 1a semilla, queda un residuo rico en proteinas (26%)
que podria ser utilizado como alimento para el ganado, siempre que se eliminen
previamente las toxinas existentes en el mismo (los glucéxidos cianogénicos simondsina
y simondsina-2-ferrulato) (Garcia-Berenguer,1984).

Por tltimo, esta planta, al estar adaptada a climas 4ridos y semidricos, con bajo
aporte de agua y elevada salinidad, puede utilizarse contra el proceso de desertizacion.

1.1.1.Descripcién taxonémica.

La jojoba fué descrita en 1821 por Link, el cudl la denominé Buxus chinensis
(fam.Buxaceae). Posteriormente, Nutal (1884) la llam6 Simmondsia californiana,siendo
Schneider en 1907 quien le dié el nombre con el que se la conoce hoy en dia de
Simmondsiaceae dentro del 6rden Euphorbiales.

Se trata de un arbusto frondoso, xerofitico, dioico, aunque existen variedades salvajes
monoicas poco productivas, perenne y provistos de un sistema radical pivotante. Sus hojas
son pequeilas, opuestas, sésiles,ovaladas o lanceoladas, gruesas, de consistencia coridcea,
cuyo mesdfilo s6lo contiene parénquina en empalizada y gran nimero de haces
conductores de didmetro pequeiio. Las flores son pequefias, actinomorfas, hipoginas,
apétalas y unisexuales, conteniendo las masculinas 10-12 estambres, solitarias o en razimos
y las femeninas de color pardo, generalmente solitarias, con un gineceo sincdrpico

tricarpelar, con un Gvulo andtropo por I6culo, con estigmas decfduos y endospermo de
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desarrollo nuclear.
El fruto es una cdpsula loculicida, con una dnica semilla en la mayorfa de los casos, rara
vez con dos o tres sem illas. £stas son oleaginosas, con.dos cotiledones, casi hirsuta de

peso, forma, color y contenido de ceras variables (Cronquist,1981).

1.1.2. Condiciones ecoldgicas para su supervivencia. _
Esta planta tiene su origen en el continente americano, estando localizada su drea
natural entre los 23-31° latitud norte y los 105-125° longitud este (sur de California, oeste
de Arizona, norte de la baja California). En la tabla 1 se muestran las condiciones
ambientales de estas regiones.

En cuanto al suelo, es una planta nistica, es decir, puede crecer en un niimero variable
de suelos, mientras éstos presenten un buen drenaje (textura gruesa, liviana o media) con
buena penetracion de H20. El pH del suelo puede variar entre 5 y 8. Soporta suelos
salinos y alcalinos e irrigacién con agua salada. Se encuentra formando parte del bosque
espinoso o bosque de leguminosas con espacios intermedios ocupados por estratos abiertos
de arbustos o suculentas perennes (Spinzi, 1984).

Tabla 1. Condiciones ambientales de las areas geogrdficas donde se localiza la jojoba.

FACTORES CONDICIONES
Huminacién 13h 30’ en invierno
Temperatura -6 -46°C
Precipitaciones 120 - 500 mm anuales
Altitud 0 - 1500 m

La jojoba no soporta las heladas, sufriendo dafios irreparables a temperaturas inferiores
a -6°C. Las altas temperaturas (? 50°C) no causan dafios aparentes. Su adaptacion a estos
ambientes (alta temperatura y déficit hidrico) se debe a sus caracterfsticas anatomicas,
morfoldgicas y fisiologicas que al evitar las pérdidas de agua, determinan un uso mds
eficiente de la misma: hojas concuticula y paredes epidérmicas gruesas,pelos epidermicos
en las hojas, parénquina lagunar ausente, estomas y cavidad subestomitica pequefia,
numerosos haces vasculares de didmetro pequefio, existencia de células secretoras de

componentes fendlicos, alto porcentaje de materia seca (Benzioni y Dunstone, 1986).
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El fuerte desarrollo del sistema radicular le permite la extraccion del agua subterrdnea
durante la época de sequia. Asi mismo, la disposicion vertical de las hojas, provoca que
la radiacién que recibe sea mayor al amanecer y al atardecer , cuando las tasas de
transpiracion son bajas (Begs 1980).

Todas estas adaptaciones encaminadas a realizar un control del estado hidrico, tienen
como consecuencia que los niveles de intercambio gaseoso sea bajo y, por tanto, el

crecimiento es muy lento.

1.1.3_Factores agronomicos.

La adaptacion que presenta la jojoba para poder vivir en climas dridos y semidridos
reduce la capacidad de competencia con otras plantas en climas moderados, investigdndose
la seleccién de variedades mds productivas y resistentes, de acuerdo con las siguientes
etapas:

-Estudio de Ia planta en su hdbitat natural, lo que permite conocer su ciclo de vida y la
respuesta fisiolégica al ambiente.

-Introduccion en dreas potencialmente adecuadas para su cultivo y comprobacién de la
respuesta al mismo.

-Comprobacién en parcelas experimentales de las lineas seleccionadas frente a diferentes
condiciones ambientes.

-Actualmente el cultivo de jojoba se lleva a cabo a partir de semillas, sembrando éstas
directamente o realizando en un principio un semillero, el cual es posteriormente trasladado
a bolsas y al emplazamiento definitivo (Lemoyne 1981). Asi mismo, se estd intentando la
reproduccién vegetativa por medio del entaquillado y por cultivos in vitro Garcia-
Berenguer,1984).

Como la jojoba es una planta dioica y anemdgama, es necesario que la plantacion conste
de un mimero determinado de pies masc ulinos y femeninos.En los cultivos comerciales,
se ha comprobado que la proporcién hembra/macho mds adecuada es la de 6/1
(Smith,1984).

La época de siembra es muy variable dependiendo del pafs donde se realice. En Espaiia,
la mejor época de siembra es a finales de primavera, debido a la elevada temperatura que
necesita la jojoba para germinar (21-28°C) y a las necesidades de agua en este periodo

(Garcia-Berenguer, 1984). En este sentido, para asegurar una buena plantacién es necesario
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suministrar la suficiente humedad en los primeros estadios de 1a planta y en la época de
floracion (Benzioni Dunstone, 1986, Hamer, 1984), siendo, por supuesto necesario
climinar las malas hierbas. (Rothman,1984; Spinzi, 1984).

La planta florece aproximadamente a los dos afios, estabilizdndose los productos a los
4 0 5 aiios (Garcia-Berenguer,1984). Aunque se trata de una planta de clima drido y
semidrido, se ha comprobado que una irrigacion y fertilizacién id6neas provoca un
aumento del crecimiento y de la productividad (Benzioni, 1984; Ludeke, 1984).

Las plagas y enfermedades de la jojoba se dan sobre todo en plantas jévenes, siendo
producidas por animales (hormigas, lepidipteros, gusanos, dcaros, etc.)y hongos
(Phytophora, Fusarium, Rhizoctonia, Verticillum,Phymatotricum, Aspergilus, Penicilium,
Colletotrichum) (Aragao y Oliveira, 1984; Garcia-Berenguer,1984).

Por todo ello, la importancia de este cultivo, tanto desde el punto de vista industrial
como ecoldgico, unido a la similitud entre su drea de origen y la regién mediterrdnea, ha
provocado que esta especie se introduzca cada vez mds en dicha regi6n como alternativa
a otras especies industriales en regresién y como freno de la desertizacion.

1.2 GIRASOL(Helianthus annuus L.)

El girasol es una planta oleaginosa con un aito contenido de aceite en sus semillas (45-
50%), el cual es considerado uno de los mejores aceites vegetales, tanto por su
composicién de dcidos grasos esenciales para la nutricién animal y humana, como por su
contenido de provitaminas y vitaminas liposolubles (A,D y E).

El aceite de peor calidad es utilizado en la industria como lubricante y para la obtencién
de jabones, tintes y papel. Los residuos (torta) del girasol, de alto contenido y calidad de
proteinas obtenidas tras la extraccién del aceite, se utilizan para la alimentacién del
ganado; ademds el girasol se usa como planta forrajera, cuando se recolecta en el momento
de la floracién y como planta melifera por la calidad de la miel.

En Espatia, a partir de 1963, las dreas de cultivo del girasol aumentaron en gran escala,
siendo Andalucia, Castilla-La Mancha y Extremadura las regiones con mayor dedicacién
a este cultivo (Del Valle, 1987).

1.2.1. Origen y difusién

En 1753, Linneo realiz6 las primeras descripciones considerando a la planta originaria
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de México, Virginia y Canadd, en donde crece de forma espontdnea. En la actualidad la
mayor parte de las variedades de girasol (Peredovick, Smena, Issanka, Récord) utilizadas
son originarias de Rusia, que sigue siendo el principal productor. La necesidad de obtener
hibridos que mantengan una variabilidad genética, resistente a enfermedades, ataque de
insectos, salinidad, etc.,con una alta calidad de las semillas, es el desafio que en la
actualidad tienen planteado los investigadores en el campo de la Mejora Vegetal.

La diversidad genética del girasol cultivado, puede conseguirse por cruce con especies
salvajes de Helianthus,constituyendo la exploracion para la localizacion y recogida de
especies salvajes uno de los procesos mds dificiles para la conservacién de 1a diversidad
genética (Seiler, 1988). A este respecto, el conocimiento del habitat de las especies
naturales de girasol es importante como fuente de las caracteristicas especificas que se
necesiten. De aqui, la importancia de la preserv acién del germoplasma como fuerza de
variabilidad genética (Laferriere, 1986).Por ejemplo, algunas especies nativas de regiones
salinas pueden poseer genes de resistencia a la salinidad, habiéndose encontrado variedades
de Helianthus annuus que tienen una resistencia a este factor muy elevada,algunas de las
cuales sobreviven a concentraciones salinas de hasta 800 mM (Chandler y Jan,1984).

Por todo ello, es posible concluir que, atin quedando mucho potencial genético por
explotar para adaptar el girasol a ambientes estresados, el género Helianthus, ademds de
constituir el stock genético bdsico del girasol cultivado, aporta caracteristicas especificas
para la mejora del cultivo.

1.2.2 Descripcién taxonémica.

En 1756, Linneo describe 9 especies del género Helianthus,afiadiendo posteriormente
otras dos especies. Mds recientemente, Schilling y Heise (1981) agruparon a los diferentes
individuos descritos en 49 especies y 19 subespecies. Gran parte de la confusién creada,
a la hora de clasificar las especies de girasol, se ha debido a la existencia de un gran
nimero de hibridos interespecificos en el géneero y a los diferentes niveles de ploidia de
algunas especies, que determinan que los taxonomistas no pueden definir ficilmente las
especies puras.

Las especies mds conocidas son, Helignthus annuus y Helianthus tuberosus, siendo la
primera la especie cultivada. Esta es una planta de la familia de las Compuestas, dentro

del orden Asterales; herbdcea, anual, cuyo ciclo de vida oscila entre 120-150 dias. La raiz
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pivotante llega a los 2 metros de profundidad, con numerosas raices secundarias cerca de
la superficie del suelo, y el tallo vigoroso, erecto, de 1 a 3 metros de altura, cilindrico,
con la parte externa asurcada, pubescente y fistuloso. Las hojas grandes, con el limbo muy
desarrollado y largo peciolo, alternas, ovaladas, de borde aserrado y superficie dspera, y
las flores son sésiles, reunidas en capitulos; las marginales (flores liguladas) son
lanceoladas y estériles, sirven para atraer a los insectos; las flores tubulares son
hermafroditas con corola gamopétala, actinomorfa y ovario infero unilocular. Tiene
fecundacién cruzada por medio de insectos y el fruto es un aquenio, comprimido y |
alargado (7-17mm).

1.2.3. Factores ecol6gicos y agron6micos.

Temperatura, humedad y suelo son los principales factores ambientales que determinan
el crecimiento del girasol.La planta crece bién en regiones de clima templado o templado
cdlido, con temperaturas relativamente altas (25°C) y ausencia de heladas. Sin embargo
se adapta bien a las oscilaciones de temperatura, por lo que puede cultivarse en un amplio
rango de condiciones climdticas

Requiere lluvias regulares, tanto en la fase de crecimiento como en la de formacién y
llenado de semillas. Puede resistir la sequia, debido a la capacidad de su sistema radicular
de explorar y obtener agua de las capas profundas del suelo y por soportar Ia
deshidratacién temporal de sus tejidos. Asi mismo, se adapta méjor en terrenos arcillo-
arenosos, permeables, con agua fredtica mds bien superficial y ricos en materia orgdnica.

Tras el laboreo, para conservar la estructura del suelo y mejorar 1a utilizacién de los
elementos nutritivos y el agua, se procede a la siembra. Esta, ha de realizarse con humedad
y temperatura optimas. El abonado debe llevarse a cabo en profundidad para que sean bien
aprovechados por el cultivo, recomenddndose que éste no se realice durante mds de cuatro

afios consecutivos en el mismo suelo, asi como un adecuado control fitosanitario (Del
Valle, 1987)

2. PROBLEMATICA DE LA SALINIDAD.

La salinidad ha constituido un fenémeno importante en la historia de la humanidad

y en el sistema agricola sobre el cual ésta se asent6. En la actualidad este problema en
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agricultura queda limitado a las regiones dridas o semidridas, donde las precipitaciones son
bajas y la sal no es lixiviada de la zona del suelo en la que crecen las plantas.

A causa de la salinizacion, grandes dreas geogrdficas no son aptas para la agricultura
y, otras muchas, estdn en peligro de perderse debido a que la mayoria de las plantas de
cultivo son muy poco tolerantes a este factor ambiental. Parte de estas dreas podrian
convertirse en zonas agricolas productivas siempre que fuera posible resolver alguno de los
siguientes aspectos tecnolégicos (Hale y Orcutt,1982):

-Obtencion de una forma de desalinizacion barata y eficiente del agua marina, utilizable
como agua de riego,

-Seleccion de plantas resistentes y productivas capaces de crecer en medios salinos.

El primer aspecto no se ha conseguido atn, los métodos de desalinizacién del agua

resultan demasiado caros. En cuanto a la seleccion de plantas, es un aspecto que se
encuentra en desarrollo. Sin duda, el mejor conocimiento de los mecanismos de tolerancia
4 la salinidad permitird aumentar las dreas cultivables tan necesarias para obtener alimentos

y fibras en una sociedad donde la poblacion estd en constante aumento.

2.1 LIMITES DE SUPERVIVENCIA DE LAS PLANTAS SUPERIORES
FRENTE A LA SALINIDAD.

El estrés salino puede venir determinado por gran variedad de sales: cloruros,
sulfatos, carbonatos y bicarbonatos de Na* X' Mg’y Ca’*; sin embargo, la mayoria de
los daiios provocados por la salinidad se deben, principalmente, a la presencia de elevadas
concentraciones de NaCl.

Atendiendo a la supervivencia en medios salinos, los ecdlogos clasifican a las plantas
de halofitas, que crecen en suelos con altas concentraciones de sal sin sufrir dafios
aparentes, y glicofitas, que no pueden crecer en presencia de altas concentraciones salinas
(Hale y Orcutt,1982). En cuanto al grado de resistencia a este factor, las halofitas se
dividen a su vez en euhalofitas, que toleran una salinidad extrema, y oligohalofitas, que
s6lo toleran una moderada salinidad.(Takada 1959). Por otra parte, las halofitas que
pueden vivir en medios sin sal se les denomina halofitas facultativas (Ungar et
al,1969), mientras que si, tienen requerimientos salinos se les denomina halofitas estrictas
u obligadas (Wisembock, 1969).
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A pesar de estas diferenciaciones ecoldgicas, 1o que realmente existe es un espectro
continuo de niveles de tolerancia, desde las especies m4s sensibles, afectadas por 50 mM
de NaCl, hasta especies que pueden completar su ciclo de vida en presencia de elevadas
concentraciones de NaCl (500 mM).

El limite de tolerancia de las plantas a la salinidad viene determinado, en primer lugar,
por una inhibicién del crecimiento.
En base a ello los vegetales pueden clasificarse en los grupos indicados en la tabla 2.

Conviene tener en cuenta que los limites de tolerancia de las plantas a la salinidad estdn
afectados por diversos factores, entre los cuales cabe destacar la fase de crecimiento y los
agentes ambientales. En relacion al primer factor, 1a tolerancia cambia a lo largo del ciclo
de vida de la planta. Asi, en algunos casos, las plantas son mds sensibles a la salinidad en
la época de 1a floracién y germinacion (Poljakoff-Mayber, 1972).

Por otra parte, factores ambientales como una alta humedad relativa inducen la
tolerancia, debido posiblemente a una disminucién de los niveles de transpiracién (Hoffan
y Rawlin, 1971;Hoffan et al, 1971). Por el contrario, una intensidad luminosa elevada y

altas temperaturas, reducen la tolerancia a la salinidad (Nieman y Poulsen, 1971; Frangoise
y Goodin,1972).

2.2 ALTERACIONES A NIVEL DE MEMBRANA.

Como en el caso de otros estreses, se considera que el dafio primario causado por el
estrés salino tiene lugar a nivel de la estructura y funcion de la membrana celular
(Greenway y Munns, 1980; Navari-Izzo et al,1988). La salinidad desorganiza la membrana
y altera su permeabilidad, dando lugar a un eflujo de iones al exterior celular
(Simdn,1974; Pala et al, 1977). Una variacion en el medio iénico produce cambios en la
relacion proteinas/lfpidos de Ia membrana (Poljakoff-Mayber, 1972), habiéndose establecido
la existencia de una fuerte correlacion entre salinidad y contenido de esteroles
(Kuiper,1984; Hata et al, 1987; Navari-Izzo et al, 1988). Asi, el contenido total de
esteroles decrece con la salinidad, manteniéndose constante la razdén entre sus diferentes
moléculas. Del mismo modo, como se ha indicado anteriormente, la salinidad produce una
variacién en el patrén protéico de la membrana plasmidtica de raices de cebada (Hurkman
y Tanaka, 1987).
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TABLA 2

LIMITES DE TOLERANCIA DE LAS PLANTAS A LA SALINIDAD

CONCENTRACION DE ClNa mM TIPO DE PLANTA

I) HALOFITAS 2400 Suaeda maritima

Atriplex nummularia

>200 Atriplex hastata
Spartina towsendii

IT) HALOFITAS Y

GLICORITAS
a) Tolerantes =200 Festuca rubra
Gossypium
Hordeum
b) Intermedias >100 Lycopersicon
c) Sensible <100 Fhaseolus
Glycine
III> GLICOFITAS
MUY SENSIBLES minimas Citricos
Aguacates

Frutales de hueso

14
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2.3.MECANISMOS DE TOLERANCIA A LA SALINIDAD.

2.3.1 Aspectos generales de la tolerancia.

Las plantas que crecen en ambientes salinos han de desarrollar mecanismos que les
permitan vivir en estos medios. En el esquema 1, se indican las diferentes formas que
tienen las plantas para soportar dicho estrés. _

Las raices de plantas que poseen la capacidad de excluir sales toxicas, deben poseer una
impermeabilidad a altas concentraciones de estos iones en el medio externo, lo que
consiguen mediante la formacién de barreras que impiden la libre difusion
(Weatherley,1982; Gorham et al, 1985) tales como:

- Suberizacidn de la pared celular de la endodermis, lo que implica que el agua tenga que
fluir a través de la membrana celular, poco permeable al Na* y Ct.

- Formacién de una segunda endodermis por suberificacion de las paredes celulares del
cortex interno. 7
- Disminucién de la permeabilidad de las capas epidérmicas por-pérdida de pelos radicales,
asi como suberificacion de la exodermis o formacion de una peridermis.

A nivel celular, el mantenimiento de la permeabilidad diferencial de la membrana
depende del balance entre iones monovalentes (Na*,K) y divalentes (principalmente Ca?*)
(Levitt, 1972; Greenway y Munns, 1980; Ben-Hayyim et al,1987;Cramer et al, 1987).
Cuando se produce un desequilibrio, por elevadas concen&aciones de Na*, Ila
permeabilidad aumenta, provocando 1a entrada masiva de Na* en la célula por influjo
pasivo.

La excrecion de sales, requiere la presencia de una bomba de Na* en el plasmalema,
que funciones en presencia de altas concentraciones externas de este cation (Tal,1985).

El mecanismo de dilucion de sales es la causa del fenémeno de suculencia, dependierite
del mantenimiento de paredes celulares delgadas y con alta plasticidad. Esto permite al
tejido una expansién celular continuada, siempre que haya tenido lugar una absorcion
suficiente de agua capaz de contrarrestar los incrementos de sales en el citoplasma (Hale
y Orcutt, 1982; Munns et al, 1983).

Las plantas pueden tolerar el estrés salino, bien impidiendo la formacién de un
desequilibrio en el balance i6nico, secretando sales a la vacuola, o bien, tolerando dicho
desequilibrio mediante la formacion de compuestos solubles y estructuras de membrana,
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capaces de mantener las actividades bioquimicas de la célula frente a los cambios iénicos
inducidos por la salinidad (Lerner,1985).

El primer mecanismo es similar al de tolerancia osmética. En soluciones hiperténicas
las plantas mantienen su turgor incrementando la concentracion de sales o de solutos
orgdnicos (Hale y Orcutt, 1982; Tal, 1985). Yd en 1955, Arnold admiti6 que la absorcién
de iones puede ser utilizada por las plantas como principio osmético para compensar la
disminucién del potencial hidrico externo (Greenway y Munns, 1980; Wyn Jones y
Gorham, 1983; Binzel et al,1988). En los microorganismos las altas concentraciones
internaas de sales parecen deberse a una alta permeabilidad celular y a la ausencia de
bombas de extrusion de Na* a nivel de plasmalema. Asi, en especies halofiticas como
Avicenia nitida, se ha comprobado la existencia de bombas de Na*,las cuales se inhiben
a altas concentraciones de este i6n (Gess 1970).

En plantas superiores la situacion es mds compleja que en microorganismos debido,
sobre todo, a los fenémenos de transporte desde ia raiz a la parte aérea. La diferencia m4s
notable entre especies tolerantes y sensibles a 1a salinidad, se refiere a una mayor velocidad
de transporte de Na*, en la tolerante, desde la raiz al brote (Erdey y Kuiper, 1979).

En la planta sensible un menor transporte de Na* a la parte aérea es debido a una
extrusion activ a de este ion a nivel del xilema, via células de transferencia, durante el
transporte ascendente (Johanson y Cheesman, 1983; Johanson et al, 1983; Gorham, 1985).
En al caso de halofitas, la absorcién y transporte de Na* es mds pronunciado que en las
especies moderadamente tolerantes, siendo el ajuste osmético principalmente debido a la
absorcion de Na* (Munns et al, 1983). En algunos casos se ha sugerido que el Na* puede
sustituir al K* en la regulacién de ciertas actividades enzimdticas (Flowers y Lauchli,
1983). 7

La necesidad de eliminar el Na* del citoplasma, para evitar la toxicidad provocada por
el i6n, hace de la compartimentacién una de las caracteristicas mds importantes de la
tolerancia a la salinidad. El paso de sodio del citoplasma a la vacuola, provoca la
deshidratacion de este compartimento, lo cual se evita mediante un rdpido ajuste osmético
por solutos orgdnicos compatibles (Stewart et al, 1977; Storey y Wyn Jones, 1977;Reed
et al, 1986; Binzel et al, 1988).

Los solutos orgdnicos rrequeridos para el mantenimiento del equilibrio osmético son

derivados de polialcoholes y compuestos nitrogenados: glicinabetafna, azicares (Flowers



»

Kevision bibliogréfica

BEsquema 1. Mecanismos de resistencia al estrés salino que permiten a las

plantas la supervivencla en medios con elevada salinidad

MECANISMOS DE RESISTEITCIA A LA SALINIDAD

Exclusién Dilucién
de sales de sales
Extrusién  Compartimentacién
de sales celular
1
al a la
exterior vacuola

Bombas de iones

18

Acumulacién
de solutos

organicos
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et al, 1977; Greenway y Munns, 1980; Matoh et al, 1988). Todos ellos, ademds de
contribuir al balance osmdtico en el citoplasma, ejercen un efecto protector frente a la
presencia de elevadas concentraciones de electrolitos. Paleg (1981) propuso que estos
solutos osmorreguladores estabilizan ciertos enzimasa protegiéndolos contra posibles
cambios conformacionales causados por iones minerales (Greenway y Munns, 1980;
Incharoensakdi et al, 1986).

La tolerancia del desequilibrio del balance idnico ha sido explicado por un rdpido
cambio en el mecanismo de la planta (Strogonov 1964). Aiin no se conocen cudles son los
compuestos especificos que deben formarse ante un balance i6nico alterado, aunque para
numerosos autores podria tratarse de proteinas (Ericson y Alfinito, 1984; Sing et al, 1984;
Sing et al,1985; Sach y Ho, 1986; Hurkman y Tanaka, 1987). Asi, en las bacterias
cuhalofitas obligadas, algunos enzimas son inactivados irreversiblemente en ausencia de
altas concentraciones salinas. Por el contrario, en plantas halofitas y glicofitas se ha
comprobado que muchos sistemas enzimdticos presentan 1a misma sensibilidad a la sal, lo
que podria ser explicado por la fuerte compartimentacién del Na' en las halofitas
(Greenway y Osmond, 1972; Greenway y Munns, 1980; Hajibagheri et al, 1987; Matoh
et al, 1988).

Si, como se supone, el efecto primario de la salinidad tiene lugar a nivel de la
membrana, el mecanismo de tolerancia tendria que estar rrelacionado con las propiedades
de estas estructuras,dependientes a su vez, de cambios en sus componentes fundamentales
(lipidos y proteinas).

3. SISTEMAS DE EXTRUSION DE H' EN PLANTAS

La Teoria Quimiosmdética desarrollada por Mitchell (1961) para explicar la
transduccion energética en la célula (mitocondrias, cloroplastos y bacterias fotosintéticas),
alert6 a los bioquimicos de la importancia del gradiente de H* en la transferencia
energética efectuada a nivel de otras membranas biolégicas. Casi una década después de
que Mitchel emitiera esta afirmacion, las reacciones quimicas correspondientes a las
oxidaciones bioldgicas segufan siendo consideradas conceptualmente diferentes de los
procesos fisiolégicos relacionados con el transporte de iones y control del pH. Asi,

mientras un grupo de cientificos postulaba la existencia de reacciones de 6xido-reduccion




........................................................................................ Revision bibliogrdfica

y reacciones de deshidratacion que conducen a la formacién de ATP, otros investigadores
consideraban que existian flujos i6nicos, dependientes de la capacidad de adsorcion de
iones por los componentes citoplasmdticos y de los mecanismos de transporte activo. De
hecho, la tnica conexién que se establecié entre ambas hipétesis fue la consideracion del
ATP como la moneda metabdlica transferible desde las reacciones bioenergéticas a las de
transporte i6nico. Sin embargo, a rafz de la hipétesis de Mitchell, se consideré que la
finalidad esencial de los sistemas bioenergéticos es almacenar energia, creando una
diferencia de potencial electroqufmico de H*, utilizable para ia sintesis de ATP y para.el
transporte i6nico.

Durante el proceso evolutivo de los vegetales fue necesaria la creacion de un
gradiente electroquimico mediante un bombeo de H* para la interconversion de energia.
Ello determiné que se elaboraran una gran variedad de sistemas para este propdosito, entre
los cuales se incluyen determinadas actividades enzimdticas, principalmente ATPasas y
estructuras implicadas en cadenas redox (Marré y Ballarin-Denti, 1985; Nelson, 1988).

Aunque existen referencias bibliogrdficas anteriores-a 1960 en relacién a la
extrusion de H* en células vegetales, fue a partir de esta fecha cuando, gracias a estudios
electrofisiologicos desarrollados por diferentes investigadores (Higinbotham, 1964;
Slayman, 1965; Spanwick y col., 1967), se lleg6 realmente a la conclusién de que los
potenciales de membrana medidos experimentalmente no podian deberse a una simple
difusion de iones, sino que mds bien parecian ser fuerterﬁente dependientes del
metabolismo. Kitasato (1968) demostr estos hechos al comprobar la existencia de bombas
de H* localizadas en las membranas celulares, cuya actividad se relacioné posteriormente
con el nivel de ATP (Slayman y col., 1973), lo que hizo pensar que las bombas de H*
eran verdaderas ATPasas.

Posteriormente, mediante técnicas fluorimétricas realizadas en vesiculas de
membranas naturales selladas o en lipososmas que contenian ATPasas reconstituidas, se ha
podido establecer una relacion directa, tanto en plasmalema como en tonoplasto, entre la
actividad ATPasa y el flujo de H* (Malpartida y Serrano, 1981; Bennet y Spanswick,
1984; Uchida y col., 1985; Sze, 1985; De Michelis y Spanswick, 1986; Hedrich y col.,
1986).

Los numerosos estudios realizados en relacion con la existencia y caracterizacion

de las H*-ATPasas de membranas vegetales (Marré y Ballarin-Denti, 1985; Serrano, 1985;
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Kasamo, 1986; Rea y Poole., 1986; Nelson, 1988), ha determinado que, en general, las
bombas de H* se consideren sinénimos de H*-ATPasas. Sin embargo, se han encontrado
bombas de H* que no se corresponden con ATPasas y que también podrian generar la
fuerza motriz proténica necesaria para el transporte de nutrientes, como son las
bacteriorrodopsinas (proteinas bombeadoras de H* cuya actividad es dependiente de la luz,
presentes en bacterias halofiticas), H*-PPasas y sistemas redox.

En la actualidad se considera que el transporte activo primario en plantas superiores
se realiza mediante sistemas de transporte electrogénico de H*, que dirigen la extrusién de
H" desde el citoplasma hacia el exterior, a través del plasmalema, o bien hacia la vacuola,
a través del tonoplasto. La actuacion de estas bombas trae como consecuencia una
diferencia de potencial eléctrico a nivel del plasmalema y del tonoplasto, asi como una
diferencia de pH en los principales compartimentos celulares, aproximadamente neutro en
el citoplasma y dcido en la vacwola (fig. 1). La extrusion de H* se utiliza
fundamentalmente para impulsar y regular la velocidad de transporte de diferentes solutos
inorgdnicos (cationes y aniones) y orgdnicos (azicares, aminodcidos, reguladores del
crecimiento...), mediante sistemas de transporte secundario "antiport” o "simport”.

Entre los sistemas primarios de transporte electro-génico de H' en membranas de
c€lulas vegetales figuran los siguientes:

1) H*-ATPasas: bombas de H* dependientes de la hidrolisis de ATP. Estdn localizadas

en plasmalema y tonoplasto, asi como en membranas de mitocondrias, cloroplastos y
bacterias fotosintéticas.

2) Sistemas redox: bombas de H* dependientes de NAD(P)H asociadas a procesos de
oxido-reduccion. Se localizan en el plasmalema, membranas de mitocondrias y cloroplastos

y membrana plasmdtica de bacterias fotosintéticas.

3) H'-PPasas: bombas de H' dependientes de la hidrdlisis de pirofosfatos. Estdn

localizadas en el tonoplasto, membranas de mitocondrias, cloroplastos y bacterias
fotosintéticas.
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A continuacién se describen los sistemas implicados en la extrusion de H* en
el plasmalema; prestando una especial atencién a la H*-ATPasa, generalmente
considerada como la principal responsable de la extrusion de H' a nivel de la
membrana plasmdtica, hasta el punto de considerarse que cualquier otra alternativa,
como el sistema redox, no resulta significativa desde un punto de vista fisiolégico
(Crane y col. 1985; Sze, 1985; Serrano 1985, 1987).

3.1. H'-ATPasa DE LA MEMBRANA PLASMATICA
3.1.1 Descubrimiento y relaciones evolutivas

La existencia de bombas de H*, dependientes de ATP, en la membrana
plasmdtica se puso de manifiesto gracias a trabajos fisiolégicos sobre el transporte
activo (Poole, 1978) y a estudios electrofisiolégicos, basados en medidas de potencial
eléctrico a través de la membrana plasmdtica de células de algas (Spanswick, 1981).
El trabajo pionero de Hodges y col. (1972) representa el primer paso hacia la
caracterizacion molecular de esta proteina. Estos autores indicaron la presencia, en
membrana plasmitica parcialmente purificada, de una ATPasa estimulada por K*, que
era diferente de 1a ATPasa de cloroplastos y mitocondrias. Posteriormente, la actividad
bombeadora del enzima fue demostrada en vesiculas de membranas aisladas (Sze,
1985), asi como en liposomas reconstituidos que contenfan ATPasa parcialmente
purificada (Serrano, 1983).

Las diferentes ATPasas identificadas en las membranas biolégicas se han
clasificado en dos grandes grupos: (E-P) ATPasas y (F,-F,;)ATPasas, que difieren
en sus caracteristicas bioquimicas y estructurales (tabla 3). La ATPasa de membrana
plasmdtica de hongos y plantas se incluyen en el grupo de las (E-P)ATPasas, siendo
los 1inicos sistemas de este grupo que, al igual que las (F-F)ATPasas, sélo extruyen
H*.
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Figura 1. Esquema de actuacién de 1las H'-ATPasas (bombas
electrogénicas primarias) de plasmalema y tonoplasto ¥y
sistemas de transporte activo secundario de solutos acoplado
al gradiente de H' en una célula vegetal. El1 transporte de
cationes (C'), aniones (A) y azicares (S) se realiza

mediante sistemas antiport, simport y uniport. (Tomado de
Sze, 1985),
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Tabla 3. Propiedades de las ATPasas bombeadoras de cationes. (Pedersen
y Carafoli, 1987a,b).
(Fo-F,)ATPasas (E-P)ATPasas
Membranas Bacterias Bacterias
Mitocondrias Membrana plasmitica
Tilacoides Reticulo endoplasmitico
Sistema vacuolar
Cation bombeado H* H*, H*/K", Na*/K"*,
Ca*t/H*
Inhibidores DCCD (10° M) Vanadato (10°M)
Nitrato (102 M)
Subunidades F;: 3 cataliticos y Catalftico de 70-140 kD
3 de 50-80 kD Otras subunidades de 10-50
kD
Fo: 6-12 proteolipidos » en diferentes enzimas
de 8-16 kD
Otras subunidades en
diferentes enzimas
Mecanismo Intermediario no fosforilado Intermediario Acil-
fosfato
Cooperacion de subunidades Monémero activo

cataliticas

El estudio de la secuencia de aminodcidos, deducida de la correspondiente
secuencia de nucledtidos, ha permitido establecer un origen evolutivo diferente para

las (E-P) ATPasas y (F,-F,) ATPasas. Las relaciones evolutivas entre las diferentes (E-
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P) ATPasas ha ltevado al establecimiento de 5 niveles diferentes: H*(?)-K*-ATPasa;
H'-ATPasa; Ca**/H'-ATPasa; Na*/K'-ATPasa y H*/K*-ATPasa.

Se considera que todas las ATPasas indicadas proceden de una bomba ancestral

comin: una H*/K*-ATPasa similar a las del primer grupo considerado.

- Posteriormente, el cotransporte de K* desaparecié al desarrollarse las H*-ATPasas

altamante electrogénicas de membrana plasmdtica de hongos y plantas. La
especializacion del intercambio Na*-K* representa una caracteristica distintiva de la
ATPasa de la membrana plasmidtica de animales, probablemente relacionada con
condiciones de vida en el mar (alto contenido en Na*). Por ltimo, 1a sustitucion del
intercambio Na*-K* por Ca**-H* fue un importante y complicado paso evolutivo para

alcanzar una eficiente homeostasis relacionada con el Ca**.

3.1.2. Estructura y mecanismos de accidn

La H*-ATPasa de hongos y plantas superiores existe probablemente como un
oligémero de un polipéptido de 100 KD (Dufour y Gofeau, 1980; Bowman y col.,
1985; Briskin y col., 1985; Chadwick y col., 1987). Sin embargo mediante
experimentos de reconstitucion se ha comprobado que el polipéptido simple funciona
como tal H* ATPasa (Goormaghtigh y col., 1986). ,

La figura 2 recoge la estructura especifica de la H*ATPasa propuesta por
Serrano (1990). La mayor parte de las regiones hidrofilicas del enzima estdn orientadas
hacia el lado citoplasmdtico de la membrana, mientras que sélo una pequeiia
proporcion de la cadena polipeptidica estd expuesta hacia el lado externo. El
polipéptido presenta ocho regiones hidrofébicas que atraviesan la membrana,
constituidas por unos 20 aminodcidos, que pueden formar hélice o, las cuales, junto
con los trozos laterales de la membrana, pueden constituir canales transmembranarios.
En el enzima existen siete tramos, a los que se denomina "regiones conservadas”, en
los que la secuencia de aminodcidos es comtin con el resto de las (E-P)ATPasas. La
region conservada 3, que contiene el intermediario fosforilado, estarfa localizada en
la apertura citoplasmdtica del canal, en una posicion ideal para acoplar el transporte
de H* con la hidrélisis de ATP. Las regiones conservadas 4-7 constituyen el "dominio
de la kinasa" y estdn involucradas en la unién del ATP y formacion de intermediarios
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fosforilados. Las regiones 1 y 2 constituyen el "dominio de la fosfatasa”", que cataliza
la hidrélisis de intermediarios fosforilados.

El mecanismo de accién propuesto por Serrrano (1990) para las (E-P)ATPasas
estd recogido en la figura 3. De acuerdo con este modelo las (E-P)ATPasas pueden
presentar dos conformaciones que alternan durante el ciclo catalitico. En la
conformacién E, el dominio de la kinasa es activo, pero el dominio de la fosfatasa no
lo es, y el centro activo responsable de la unién del H* en la entrada del canal, liga
a los H" con gran afinidad en el lado citoplasmdtico de la membrana. En la
conformacion E, el dominio de la fosfatasa es activo, mientras que el dominio de la
kinasa no lo es, y ¢l centro que liga al H* en la entrada del canal queda orientado
bacia el lado externo de la membrana, presentando una baja afinidad por el H*. Por
tanto, para que el enzima complete su ciclo catalftico debe haber una alternancia de
ambas conformaciones y de esta forma dirigir ¢l bombeo de H*. El cambio
conformacional parece estar dirigido por la fosforilacién de la region conservada 3 ya
que al estar localizada en la entrada del canal, un cambio conformacional concertado
puede modificar tanto la afinidad y la orientacion del canal como los dominios de la
fosfatasa y de la kinasa.

Recientemente se ha establecido que el C-terminal constituye un "dominio
autoinhibidor” en la H*-ATPasa de la membrana plasmdtica (Palmgren, 1991). La
eliminacion de esta constriccion trae como consecuencia la activacién del bombeo de
H" a través de la membrana. La interaccion inhibidora entre este dominio y el lugar
catalitico parece estar modulada por diferentes mecanismos: union de moléculas
efectoras, fosforilacion, control a nivel genético o proteolisis parcial con liberacién de
un segmento terminal de 7 KDa (figura 4).

En resumen, de acuerdo con lo anterirmente expuesto, no se puede esperar
que la actividad de la H*-ATPasa de membrana plasmitica en células vivas esté
dirigida por un mecanismo simple. Por el contrario parece mds probable que las
seilales de los factores de crecimiento de las plantas puedan ser traducidas a la H*-
ATPasa de la membrana plasmdtica a través de mecanismos diferentes que puedan
modular la actividad del enzima.
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Figura 2 Modelo de 1la estructura transmembranaria Yy
dominios funcionales de las (E-P)ATPasas, en el que se
indica la localizacién de las siete regiones conservadas.
(Tomado de Serrano, 1990).

E, E,

H¢
4 BAJA
AFINIDAD
FUERA |
MEMBRANA —
 —
\ 4
T —— ————— 4+
: \
4 . P-00C
(o0 ]0)
FOSFATASA H,0 —
INACTIVA
ATP INACTIVA
ALTA
AFINIDAD ¥
H¢
Figura 3. Modelo del mecanismo de acoplamiento de la

hidrélisis de ATP y el transporte de H' en las (E-P)ATPasas.
(Tomado de Serrano, 1990).
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Figura 4. Posibles modos de regulacién de la H'-ATPasa de
la membrana plasmdtica. La presencia de un inhibidor interno
en el dominio del C-terminal del enzima implica que puedan
existir distintos mecanismos reguladores. (Tomado de
Palmgren, 1991).
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3.1.3. Cinética e inhibidores de la H*-ATPasa

El sustrato especifico de 1a H*-ATPasa es el Mg-ATP (Balke y Hodges, 1975;
Cocucci y Marré, 1984; Bennet y col., 1985), mientras que otros nucledtidos
trifosfatos, ADP 0 monoésteres fosfato sélo representan del 5 al 10% de 1a actividad
que se obtiene con ATP (Vara y Serrano, 1982; Cocucci y Marré€, 1984).

En presencia de Mg-ATP se obtiene una cinética hiperboélica con valores de Km
comprendidos entre 0.3 y 0.7 mM, en la que el exceso de Mg libre, ATP, ADP y Pi
actian como inhibidores. Aunque el Mg** es probablemente el cofactor fisiolégico de
la H'-ATPasa, puede ser reemplazado por Mn**, Co** 0 Zn** (Harada y col., 1990).
El Ca'* no muestra actividad, aunque en presencia de Mg** una concentracién de 0.2
a 0.4 mM de Ca** produce un 50% de inhibicion (Vara y Serrano, 1982; Cocucci y
Marré, 1984; Kasano, 1986). El K* es un activador moderado de la ATPasa de
membrana plasmdtica, presentando a pH dcido una cierta especificidad: (K* = Rb*
= Na' = Li"), que no se detecta a pH fisiolégico (Anton y Spanswick, 1986; Vara
y Serrano, 1982).

Un méximo de actividad del enzima H*-ATPasa se obtiene a 38°C (Leonard y
Hodges, 1973; Cocucci y Marré, 1984), mientras que a 30°C ésta se reduce en un
50%. En relacion con la estequiometria H*/ATP se han descrito valores comprendido
entre 0.8 (Brauer y col., 1989) y 1.0 (Serrano, 1985; Briskin, 1990).

Entre los inhibidores de 1a H'-ATPasa de la membrana plasmitica figuran
los siguientes:

Cu'* (SO,Cu) y mercuriales (paracloromercuribenceno-suifonato). Inhibidores
inespecificos de ATPasas de membrana plasmdtica, mitocondrial y vacuolar. Su accién

se debe al bloqueo de grupos sulfhidrilos del centro activo del enzima (Katz y
Sussman, 1987).

Vanadato. Inhibidor general de fosfohidrolasas que forman intermediarios fosforilados
(Macara, 1980), por tanto también inhibe fosfatasas 4dcidas (Gallagher y Leonard,
1982). Es un inhibidor efectivo de la ATPasa de membrana plasmdtica; aunque
presenta algunos inconvenientes: es de penetracion lenta en células intactas (Ball y
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col., 1987); el metabolismo celular lo reduce a vanadil, forma no activa (Willsky y
col., 1984); por iltimo, en funcion del pH y 1a concentracidn, tiene tendencia a formar
compuestos de coordinacion de orden superior (Coen y col., 1986).

Eritrosina B. Inhibidor efectivo de la ATPasa de membrana plasmatica in vitro ¢ in
vivo; también inhibe la ATPasa vacuolar (Cocucci, 1986).

DCCD (diciclohexilcarbodimida). Actiia a nivel de la hidrélisis del ATP impidiendo
la fosforilacion del enzima (Scalla y col., 1983; Cid y col., 1987). También puede
afectar las propiedades de permeabilidad de la membrana plasmética (Borst-Pauwels
y col., 1983). La inhibicién de la ATPasa de membrana plasmdtica se debe a la
reaccion covalente del compuesto con el enzima, en un lugar que no corresponde con
el centro activo, ya que el Mg-ATP no protege frente al inhibidor (Cid y col., 1987;
Sussman y Surowy, 1987; Oleski y Bennet, 1987).

DES (Dietilestilbestrol). Inhibe 1a ATPasa de membrana plasmitica, asi como la de
membrana mitocondrial y vacuolar (Pedersen y Carafoli, 1987a). Actia inhibiendo la
hidrdlisis del ATP y la fosforilacién del enzima (Scalla y col., 1983; Cid y col.,
1987), asi como alterando la permea-bilidad de 1a membrana plasmdtica (Borst-Pauwels
y col., 1983).

La identificacion de ATPasa de plasmalema en fracciones microsomales, e
incluso en membrana plasmdtica purificada, es dificil por la existencia en el
homogenado de una gran diversidad de enzimas capaces de hidrolizar ATP (Tabla'3).
Hasta el momento, no se conocen inhibidores especificos de la ATPasa de la
membrana plasmitica, por lo que sélo una combinacién de varios inhibidores puede
constituir un ensayo suficientemente especifico del enzima. Asi, la actividad
fosfohidrolasa medida a pH 6.5 en presencia de ATP, SO.Mg, NOK (inhibidor de la
ATPasa vacuolar), azida (inhibidor de la ATPasa mitocondrial y del cloroplasto) y
molibdato (inhibidor de 1a fosfatasa dcida) corresponderia a la ATPasa de la membrana
plasmdtica y/o a la apyrasa. De estos dos enzimas, sélo la ATPasa de la membrana
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plasmitica es sensible al dietilestilbestrol, por lo tanto esta combinacién de inhibidores
proporcionaria un ensayo especifico. Sin embargo, en la prdctica esto sélo es posible

cuando la ATPasa de membrana plasmdtica es relativamente abundante (Serrano,
1990).

Tabla4. Enzimas que hidrolizan ATP en homogenados de tejidos de plantas (Serrano,
1990)

Eazimas pH sustrato cofactor Activadores Inhibidores
ATPasa mitocondial 89 ATP>GTP mgHt>catt HCO4” Oligomicing (1aM, sélo mitwcondrias) Azida (1mM), Nitrsto
y tilacoidal HSO,” (50m=M), DCCD (14M)
ATPasa vacuolur 78 ATP>GTP Mg ottt o Niwuto (20mM), DCCD (10xM) N-etilmaleimids
(10sM), DES (0.1 mM) Eriwosina B (50xM)
H*-ATPasa 67 ATP> >NTP mg* Kt DOCD (0. 1mM), DES (0. 1mM)
plasmaiema Eritrosina B (50sM), Vanadato (50xM)
Fosfatass fcida 46 éoeres fosfato  Ninguno Ninguno Molibdato (0. 1mM), Vanadato (0. 1mM)
Apyrasa 67 NTP, NDP Catt, Mgt Ninguno No s conocen

3.1.4. REGULACION DE LA ACTIVIDAD H'-ATPasa

El papel clave atribuido a la H*-ATPasa en el metabolismo, ha llevado a
considerar que la actividad de este enzima estarfa modulada por todos los factores que
controlan o alteran la fisiologia de las plantas, tales como la luz, el turgor celular, las
fitohormonas, fitotoxinas, dafios mecdnicos y tratamientos térmicos.

La induccién de la apertura del estoma por 1a luz estd  basada en la estimulacion
de la bomba de H* de las células de guarda, lo que determina una absorcién masiva
de K’ y aumento del turgor (Assmann y col., 1985; Shimazaki y col., 1986; Serrano
E. y col., 1988).

La disminucién del turgor celular produce un estimulo del bombeo de H*
(Reinhold y col., 1984; Wyse y col., 1986; Reuveni y col., 1987), lo que parece ser
un hecho clave en 1a osmorregulacion. Como en el caso de las células de guarda, la

absorcién de K* se activa de forma secundaria, lo que determina un aumento del
turgor.
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Pricticamente todas las hormonas vegetales interaccionan con el bombeo de
H*. Las auxinas activan el enzima H'-ATPasa de plasmalema en las zonas de
crecimiento de la parte aérea, promoviendo la elongacién celular (Rayle y Cleland
1977; Marre, 1979; Evans, 1985; Brummell y Hall, 1987;), mientras que las
citoquininas activan el bombeo en los cotiledones (Marre, 1979); el 4cido abscisico
inhibe el bombeo de H* en diferentes partes de la planta: en células oclusivas
(induciendo el cierre del estoma); en las semillas en germinacién (inhibiendo el
proceso germinativo); y en raices (inhibiendo la carga del xilema) (Luttge. y
Higinbotham, 1979; Marre, 1979).

La fusicoccina (Marre, 1979) y la siringomicina (Bidwai y Takemoto, 1987;
Bidwai y col., 1987), fitotoxinas producidas por microorganismos patogenos, parece
que activan el bombeo de H* de todos los tejidos vegetales, a través de un efecto sobre
la actividad H*-ATPasa de plasmalema. :

Findlmente, el bombeo de H' también se inhibe por dafios mecdnicos y'
tratamientos térmicos a altas y bajas temperaturas (Hanson y Trewavas, 1982). -

El mecanismo de regulacién de la H*-ATPasa por estos factores no ha sido atin
elucidado. Se ha especulado si las variaciones en el bombeo de H' son el reflejo de
una modulacién a nivel de la cantidad del enzima H*-ATPasa o de su actividad. Sin
embargo, la rdpida respuesta de la mayoria de los efectores sugiere que el mecanismo

de accion mds probable serfa la modificacion de la actividad del enzima.

3.1.4.1. Regulacién por proteinas kinasas

Parece que la actividad de la H*-ATPasa estd regulada por proteinas kinasas,
mecanismo regulador mds frecuente en eucariotas (Hunter, 1987). La cuestién qué se
plantea es establecer la naturaleza de la proteina kinasa y de los mensajeros
intracelulares que activan estas proteinas kinasas, generadas por los factores externos
anteriormente discutidos.

En levaduras el mensajero intracelular que regula la actividad fisioldgica de las
proteinas kinasas es el cAMP (Hanes y Bostian, 1987), obtenido por actuacion de la

adenil ciclasa activada por la acidificacién intracelular. Sin embargo, en plantas no se
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han encontrado proteinas kinasas activadas por cAMP (Ranjeva y Boudet, 1987). Por
tanto, la naturaleza de los mensajeros intracelulares que activan las proteinas kinasas
estd por dilucidar. Entre los posibles activadores de las proteinas kinasas en plantas

superiores figuran los siguientes:

1) Concentracién micromolar de Ca*" intracelular (Schaller y Sussman,
1988). El mecanismo de regulacion del Ca** seria el siguiente: un incremento del Ca**
intracelular determina un incremento de la fosforilacion de la proteina, probablemente
catalizada por proteinas kinasas activadas por Ca**, lo que provocaria una inhibicién
de la ATPasa. Asi, por ejemplo, la respuesta a los choques térmicos y mecdnicos
parece estar mediada por la absorcion de Ca** a través de canales abiertos por
despolarizacién (Rincon y Hanson, 1986), lo que podria explicar 1a inhibicién de la
ATPasa en tejidos de plantas sometidos a estos tratamientos. Por el contrario, la auxina
y la luz, disminuyen el nivel de Ca** intracelular (Hepler y Wayne, 1985), con lo cual
se elimina la fosforilacién inhibitoria de la ATPasa producida por proteinas kinasas
dependientes de Ca*".

2) Acidificacién citos6lica. El hecho de que tanto la auxina como la
fusicoccina provoquen una acidificacion citosélica (Brummer y col., 1985; Felle y
col., 1986), asi como la activacion de la ATPasa de la membrana plasmidtica y del
crecimiento por elongacion (Vesper y Evans, 1979; Brummer y col., 1984; Hager y
Moser, 1985; Romani y col., 1985), ha llevado a 1a conclusion de que la acidificacién
es ¢l primer mensajero intracelular que interviene en la activacion de la ATPasa. Una
interpretacion simple de este mecanismo podria estar basada en el hecho de que el pH
6ptimo para la actividad de la ATPasa es de 6.5, mds dcido que el pH citoplasmdtico
normal (Brummer y Parish, 1983). Sin embargo, a tiempos mds largos (mds de 30
minutos) la fusicoccina provoca una alcalinizacidn citosélica, durante 1a cual la bomba
de H" permanece activada (Reid y col., 1985; Marre y col., 1986). La explicacién de
este hecho paraddjico podria estar, tal y como se ha descrito en levaduras (Caspari y
col., 1985; Purwin y col., 1986), en que una acidificacién transitoria dispararfa la

activacién del bombeo de H*, lo que daria como resultado una alcalinizacién
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intracelular. Esta activacion estable, desencadenada por la acidificacién, podria ser el
resultado de la actividad de una proteina kinasa; a este respecto, es sugerente el hecho
de que se haya encontrado una proteina kinasa ligada a la membrana plasmdtica, con
un pH Sptimo 4cido (Schaller y Sussman. 1988). Sin embargo, todavia no se conoce

de qué forma la auxina y la fusicoccina pueden aumentar la acidez del citosol.

3) Turnover de fosfatidilinositoles de plasmalema. Tanto la luz (Morse y
col., 1987; Morse y col., 1989; Memon y Boss, 1989; Memon y Boss, 1990) como
la auxina (Ettlinger y Lehle, 1988), activan la fosfolipasa C, induciendo rdpidos
cambios en el nivel de metabolitos de los fosfatidilinositol (inositol trifosfato y
diacilglicerol), los cuales parecen estar implicados en la transduccidén de seiiales para
la regulacion de la H*-ATPasa. El diacilglicerol es un potente activador de la proteina
kinasa C en animales (Nishizuka, 1986) y plantas (Schafer y col., 1985; Olah y Kiss,
1986); no habiendo sido demostrada aun la fosforilacion de la ATPasa por proteina
kinasa C.

3.1.4.2. Regulacién por lisofosfolipidos

Los lisofosfolipidos (detergentes naturales que se forman por la accion de las
fosfolipasas sobre los fosfolipidos) son activadores altamente especificos de la H*-
ATPasa de la membrana plasmdtica (Palmgren y Sommarin, 1989; Pedchenko y col.,
1990). El hecho de que las auxinas activen la fosfolipasa A (PLA) (Scheren y André,
1989) y que esta fosfolipasa s¢ haya encontrado en membrana plasmadtica (Palmgren
y col., 1988), sugiere un efecto de estas hormonas, a través de los lisofosfolipidos,
sobre la H*-ATPasa de la membrana plasmitica.

Existen pruebas concluyentes de que el efecto estimulante de los lisofosfolipidos
no estd relacionado con sus propiedades como detergente, al haberse comprobado que
a concentraciones micromolares los lisofosfolipidos estimulan el bombeo de H* en
vesiculas de plasmalema de raices de avena, sin que se afecte la permeabilidad pasiva
de la membrana a los H* (Palmgren y Sommarin, 1989). El efecto de los
lisofosfolipidos podria ser directo (provocando un cambio conformacional que

desplazaria el dominio inhibidor), o indirecto, a través de su accion sobre otras
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proteinas (por ejemplo una proteina kinasa estimulada por lipidos) (Oishi y col.,1988;
Martiny-Baron y Scherer, 1989).
De acuerdo con lo anteriormente expuesto, 1a accion primaria de las auxinas sobre

la H*-ATPasa se realizarfa de acuerdo con el siguiente esquema:

IAA ——— JAA-RAM ———— x GTP-proteinas + PLA,

PLA,+ fosfolipidos

lisofosfolipidos

+ H'ATPasa

3.2. SISTEMAS REDOX DE LA MEMBRANA PLASMATICA

Es un hecho actualmente incuestionable que todas las células vegetales
contienen sistemas de transporte de electrones transmembranarios capaces de reducir
el ferricianuro y otros aceptores exdgenos de electrones. Durante varias décadas se ha
intentado establecer la posible participacion de estos sistemas en diferentes procesos
fisiolégicos, habiendo sido descartada la existencia de un acoplamiento directo entre
la cadena redox y el transporte activo de iones a través de la membrana (Conway,
1951; Liindegardh, 1955; Robertson, 1968), dado el papel predominante de la H*-
ATPasa en el transporte idnico (Sze, 1985; Serrano, 1985, 1987). Contrariamente, una
de las funciones mejor establecidas es su participacién en otro proceso relacionado con
la nutricién mineral: la reduccién de Fe*** a Fe**, requisito previo para que este
elemento pueda ser absorbido a través de 1a raiz (Chaney y col., 1972). Asimismo, a
través de su actividad peroxiddsica, interviene en la sintesis de lignina de la pared
celular (Elstner y Heupil, 1976; Mider y Amberg-Fischer, 1982; Halliwell, 1987), en
la formacion de sustancias antisépticas del tipo de los taninos (Bell, 1981), que
formarfan parte de las estrategias de las células encaminadas a la defensa frente a
agentes patégenos.

Los sistemas redox transmembranarios también parece estar implicados en el
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control de la elongacion y proliferacion celular (Lin, 1984; Crane y col., 1984; Barr
y col., 1985; Maller y Berczi, 1986; Morré y col., 1986). Parece ser que esta accion
se ejerceria a través de una oxidasa especifica, activada por auxina, lo que la diferencia
del resto de las oxidasas de la membrana plasmdtica (Morré y col., 1988; Brightman
y col., 1988). Igualmente, se ha sugerido una posible participacion de estos sistemas
en la regulacion de la fluidez de la membrana, a través de su asociacion con la
actividad acil-CoA desaturasa (Holloway, 1971).

Por tdltimo, destacar que, aunque el enzima NADPH tiorredoxin reductasa,
especialmente relacionado con la reduccién de grupos disulfuro de proteinas de
membrana (Holmgren, 1988), también podria actuar como una NADPH ferricianuro
reductasa, dependiendo de su orientacion en la membrana, participando en la reduccion

de ferricianuro, con la consiguiente oxidacién del NADPH citosélico.

En la tabla ¥ se indican diferentes actividades oxidorreductasas de 12 membrana

plasmdtica, manifestada a través de distintos sistemas enzimdticos (Crane y col., 1979,
1988).
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A. MATERIAL VEGETAL

La eleccion de un material vegetal adecuado es siempre fundamental a 1a hora de
optimizar los resultados de la investigacién. Asi mismo, la necesidad de minimizar las
variables que puedan influir en los procesos a estudio, hace necesario una estandarizacion,
en lo posible, de las condiciones en las cuales deban de realizarse los experimentos.

En los trabajos llevados a cabo en plantas, 1a concentracién del medio nutritivo, las
condiciones ambientales, y el estado fisioldgico de 1a planta, son algunos de los factores que
afectan profundamente a los procesos de absorcion y transporte i6nico. Asf, la absorcién de
nutrientes se ven favorecidas bajo condiciones 6ptimas de aireacién, humedad, temperatura
y con un aporte minimo de nutrientes, al inducir en el tejido la aceleracion de una serie de
procesos fisiologicos que se desencadenan durante el curso normal de la germinacién y
formacion de la nueva pldntula (respiracion, biosintesis de proteinas y dcidos nucleicos,
sintesis de lipidos de membrana, potenciacién de la absorcién y transporte i6nico).

En el presente trabajo se han utilizado semillas certificadas de girasol (Helianthus
annuus L. var. hibrido simple enano) suministradas por Koipesol S.A. y semillas de jojoba
(Simmondsia chinensis (Link) Schneid.) recolectadas de plantas crecidas en campos de
experimentacin en Sorbas (Almeria), y conservadas posteriormente entre 4 y 7°C.

B. TECNICAS EXPERIMENTALES
1. ESTUDIOS PRELIMINARES

1.2 Germinacién de las semillas

Al tratarse de plantas lefiosas y herbdceas y la inexistencia de un hibrido comercial
fijado en el caso de la jojoba (la semilla viene directamente de la planta del campo), el
proceso de desinfeccién de las semillas de partida tuvo que ser diferente para cada planta.

Cien gramos de semillas de girasol se desinfectaron con hipoclorito sédico al 20%
durante 15 minutos, lavdndose posteriormente con abundante agua del grifo durante media
hora, seguido de 3 lavados de 10 minutos con agua destilada. A continuacion, se hicieron
germinar durante 24 horas entre papeles de filtro humedecidos con agua destilada, al cabo de
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las cuales eran traspasadas a cultivos hidropénicos en recipientes de pldstico conteniendo la
solucion nutritiva. El sistema incluia unas mallas de acero inoxidable sobre las que se hacfan
descansar gasas de 3 mm de didmetro de luz, al objeto de ayudar a la fijacion de la plantula
durante su crecimiento.

En el caso de la jojoba, las semillas sufrieron una desinfeccion mucho mds fuerte. Asf,
alrededor de 200 semillas, inicialmente lavadas con jabén, mantenidas durante 1 min. en
alcohol y lavadas 1 hora con benlate al 4% (fungicida), fueron desinfectadas con hipoclorito
sodico al 20% 15 minutos. Tras eliminar el desinfectante con agua de grifo abundante
durante 30 minutos y 3 lavados sucesivos de 10 minutos con agua destilada, se hicieron
germinar entre papeles de filtro humedecidos con agua destilada. En estas condiciones,
después de 7 dias de cultivo se obtenian pldntulas con raices de 3 a 4 cm, las cuales eran
transferidas a sistemas hidroponicos similares a los anteriormente descritos para el girasol.

Las pldntulas mantenidas en dichos sistemas durante 3 dias en oscuridad, 26°C, 70%
HR y en CaSO, 0.2 mM, eran trasladadas a cdmaras de cultivo con condiciones controladas
de tluminacién (120 pmol/m?/s; dfa:oscuridad, 16:8 horas), de temperatura (26°C) y humedad
relativa (70%), y en solucién nutritiva (diluida 1/10) preparada de acuerdo con la férmula
propuesta por Skok (1957), como aporte de los macronutrientes, y por Hoagland (1950),
como aporte de los micronutrientes. Para estudiar el efecto del NaCl sobre los pardmetros
bioquimicos y fisiologicos a investigar, dicha solucién ha sido suplementada con las
concentraciones de NaCl adecuadas a cada trataminento. Tras 4 dias de tratamientos se

procedia a la recoleccion del material utilizado en los distintos experimentos.

1.2 Determinacién de las concentraciones adecuadas de NaCl: crecimiento de
1a raiz, actividad ATPasa y bombeo de H* en microsomas
Se han utilizado diferentes concentraciones salinas para comprobar los niveles limites
de toxicidad provocados por el CINa, como la concentracion que inducia una clara
senescencia en los tejidos a utilizar, asi como aquellas concentraciones que sin provocar
cambios aparentes en el crecimiento, pudiera inducir cambios en los pardmetros bioquimicos
a investigar. El crecimiento de la raiz se ha cuantificado en funcidn de las determinaciones
del peso fresco y peso seco. El peso fresco (P.F.) se obtuvo una vez eliminada el agua
adsorbida con papel de filtro y el peso seco (P.S.) tras desecar las raices en estufa a 70°C
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durante 24 horas (Lachica 1967). Los resultados se expresan como mg de P.F. 6 P.S. por
unidad de tejido.

2. PREPARACION DE LAS FRACCIONES SUBCELULARES

2.1 Aislamiento de microsomas

Para la obtencion de vesiculas microsomales se ha utilizado 1a técnica propuesta por
De Michelis y Spanswick (1986) con algunas modificaciones, la cual permite recuperar un
porcenteje muy elevado de membranas.

En el esquema de la figura¥{ se indican los pasos seguidos para el aislamiento de
microsomas. Para ello, las raices lavadas con agua destilada para eliminar las sales adheridas,
se homogenizan, en mortero a 4°C, con tampén de homogenizacién manteniendo una
porporcion 1/3 de peso fresco de raices por volumen de medio, suplementado con PVPP
(10%). El homogenado se filtra a través de 4 capas de gasa, se centrifuga a 3000xg durante
10 minutos, volviendo a centrifugar el sobrenadante a 80000xg durante 35 minutos. El

sedimento asi obtenido se resuspende en tampén de conservacion, almacendndose a -70°C,
hasta su utilizacidn.

Tampon de Tampon de
homogenizacién  conservacion

Glicerol 10% 10%
BSA 0,5%

Tris-Mes pH 7,6 25mM

Sacarosa 250mM 250mM
MgSO, 2mM

ATP 2mM

EGTA 2mM

DTT 2mM ImM
PMSF 2mM ImM
Tris-Mes pH 7,0 2mM
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Esquema 4 - Proceso de obtencion de una fraccién microsomal de raices de
plantulas de girasol con una alta actividad H*-ATFasa sensible al

vanadato.

RAICES AISLADAS 50g
+

CaS0a 0.1mX
aireacién, T°= ambiente 2 horas

Medio de extraccién‘
(relacion P.F./vol.: 1/4)

HOMOGEF IZACIOK
en mortero a 4°C

'

FILTRACION Y
CENTRIFUGACION 13.000xg 10'

~ N

SEDIMERTO SOBREFADANRTE

1

CENTRIFUGACION
80.000xg 33"

/ N

 SEDIMENTO SOBRENADANTE
(microsomas)

1 ¥edio de lavado**

INCUBACION 10' a 4°C

'

CENTRIFUGACION
80.000xg 33

/ N

SEDINENTO SOBRERADARTE

l Medio de coservacion***

membranas MICROSOMALES

41
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2.2 Purificacion del plasmalema

Se utiliz6 el método de Larson y col. (1987), separdndose la membrana plasmdtica del
resto de membranas mediante un sistema de particion de doble fase polimero-acuosa. Se parte
del extracto microsomal, 1 mi el cual es adicionado sobre 8 g del sistema de particién de
fases que formado por:
-Dextrano T-500 al 6%
-PEG 3350 al 6%
-Fosfato monopotasico SmM, pH 7.8
-Sacarosa 250mM
-Cloruro potdsico SmM

Se mezcla el conjunto, se centrifuga a 5000xg durante 5 minutos, se toma la fase
superior y se afiade a una nueva fase inferior, volviéndose a mezclar bien y centrifugdndose
en las mismas condiciones. La fase superior correspondiente a la segunda particion y la fase
inferior de la primera, se recogen independientemente y se diluyen 7 veces en tampén Tris-
Mes 2mM pH 7.6, conteniendo DTT 2mM y PMSF ImM. Tras una centrifugacion a
80000xg durante 1 hora se toma el sedimento resultante y se resuspende en el tampén de
suspension de los microsomas, almacendndose en alicuotas de pequeiios volimenes a -80°C
hasta su utilizacién posterior. La fase superior estd enriquecida, principalmente, en

plasmalema, mientras que la fase inferior lo es en otras membranas y restos de plasmalema.

2.3 Puarificacion de l1a membrana vacuolar (tonoplasto)

Una aceptable purificacién del tonoplasto se consigue utilizando la centrifugacién
diferencial en gradiente discontinuo de sacarosa. Para ello, 1ml de la suspensién de
microsomas es depositado sobre un gradiente discontinuo de sacarosa preparado a base de 4
bandas conteniendo 45 %, 33 %, 22 % y 16 % (P/P) de sacarosa disuelta en tampoén Tris-
Mes SmM pH 7.6, conteniendo DTT 2mM. Se centrifuga el gradiente a 80000xg durante 2
horas en rotor SW28. Las membranas, que se disponen en las interfases 16/22, 22/33 y
33/44, se recogen y diluyen 6 veces con Tris-Mes 2mM pH 7.6, conteniendo DTT 1mM,
PMSF 1mM y se centrifugan a 80000xg durante 1 hora. Finalmente, se toma el sedimento
de membranas y se resuspende en el medio de suspension de microsomas. El tonoplasto se

acumula entre las fases de 22 % y 33 % de sacarosa.
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2.4 Determinacion del contenido en proteinas
La cuantificacion de las proteinas de membranas se realiz6 por el método Bradford

( ), frente a una curva patrén realizada con albimina bovina.

3. MEDIDA DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS ASOCIADAS A LAS
MEMBRANAS PURIFICADAS

3.1 H'ATPasa

Se ha utilizado ¢l método de Hodges y Leonard (1974) con algunas modificaciones,
basado en la determinacién del P, liberado por la hidrélisis del ATP (Ames, 1966). Un
alicuota la suspension de membranas (8 pg de protefnas en el caso de las membranas
microsomales, 3 ug de proteinas de plasmalema y 5 ug de tonoplasto, respectivamente), se
incuban 30 minutos a 30°C en 500 u! de un medio conteniendo BTP-CIH 25mM pH 6.5, KClI
100mM, Na,MoO, 100uM, MgSO, 3mM y ATP-BTP 3mM. Transcurrido ese tiempo se
paraliza la reaccién enzimdtica con el reactivo de Ames (dcido ascorbico 10%, molibdato
aménico 0.42% y sulfirico 2%) suplementado con SDS (5%) y se valora
espectrofotométricamente a 820 nm el P, liberado (espectrofotémetro marca Shimadzu mod.
160) frente a una curva patrén de KH,PO,. Los resultados se expresan en umol P; /mg
proteina/h.

Para determinar la proporcion de vesfculas con orientacién invertida como
consecuencia del proceso de extraccion, se analiza la actividad ATPasa en presencia de
lisofosfatidil-colina 0.1 mM (LFC) que actua como permeabilizante de las membranas. La
actividad ATPasa latente se define como la diferencia entre la actividad en presencia y en
ausencia de LFC y la latencia como la actividad ATPasa latente expresada en porcentaje de
la actividad ATPasa en presencia de LFC (Galtier y col. 1988).

La determinacion de la actividad ATPasa en presencia de inhibidores especfficos para
cada membrana, permite establecer la proporcién de las diferentes membranas celulares que
existen en los extractos problemas.

ATPasa sepsible a NO,

Se estim6 la cantidad de tonoplasto existente en el extracto de membranas como la
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actividad Mg*>*-ATPasa sensible a nitrato (O’Neil y col. 1983). La reaccion se llevé acabo
a pH 7.5 en presencia de LFP 0.1mM y de KCl 6 KNO, 100mM, definiéndose la actividad

sensible a nitrato como la diferencia entre las actividades en presencia de KCl y KNO,.

ATPasa sensible a N..
Se considera que la actividad Mg**-ATPasa sensible a azida corresponde a las
membranas mitocondriales. Se determina a pH 8.5 en presencia de LFP 0.1 mM,

definiéndose la actividad como la diferencia obtenida en ausencia y en presencia de NaN,
(Galter y col.1988).

ca NOQ, v N,

La actividlad Mg?*-ATPasa sensible a vanadato e insensible a nitrato y azida se
identifica con el plasmalema, Determindndose a pH 6.5 en medio de reaccién conteniendo
LFC 0.1 mM, NaN, 1 mM, KNO, 100 mM y + vanadato 250uM (Serrano, 1990).

3.2 IDPasa

La actividad IDPasa latente corresponde a la actividad enzimdtica marcadora del
aparato de Golgi (Green, 1983). Se determina tomando entre 3 y 8 ug de proteina de las

membranas problemas e incubdndolos en 500 ul de medio de reaccién (50mM Tris-HCI pH - -

7.2, 100mM KCi, 3mM IDP, 3mM MgSO,, 0.1mM NaMoO,) con o sin LFC o.1mM
durante 30 minutos a 30°C. La reaccién se detien por la adicion de 1 ml de reactivo de Ames,
y la actividad se determina espectrofotométricamente a 820 nm, utilizando para preparar la
curva patrén una solucién acuosa de KH,PO,.

3.3 NADH-citocromo ¢ reductasa insensible a antimicina A

El seguimiento de esta actividad enzimdtica permite cuantificar el contenido en reticulo
endoplasmdtico existente en las membranas problemas. La medida se lleva a cabo mediante
la adicién 50 ug de proteinas de membrana en 1 ml de medio de reaccién (50mM KH,PO,
pH 7.5, 1.66mM KCN, 30uM citocromo ¢ oxidado, 1xM antimicina A y 100uM NADH).
Se determina espectrofotometricamente a 500 nm el aumento de desdidad 6ptica debido a la
reduccién del citocromo ¢ (Hodges y Leonard, 1974). La utilizacién de un coeficiente de
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extincion molar de 18.5 mM™ cm permitié expresar los resultados en pmoles de citocromo
¢ reducidos/mg protefna/hora.

3.4 NADH-ferricianuro 6xidoreductasa

La actividad NADH-ferricianuro o6xidoreductasa fue analizada
espectrofotométricamente a 420 nm (Sandelius y col. 1986). 20 ug de proteina de maembrana
se incuban en 1mi de medio de reaccién constituido por Tris-Mes 25mM pH 7.0 y K;Fe(CN),
100mM y tras 3 minutos 25°C la reaccion se inicia por la adicion de NADH 100xM. La
actividad enzimdtica en nmoles de ferricianuro reducidos/mg proteina/minuto se determina

utilizando un coeficiente de extincién molar para este compuesto de 1 mM’cm™.

3.5 NADH oxidasa

La actividad NADH oxidasa se determiné espectrofotométricamente en funcién de la
disminucién de la absorbancia a 340 nm (Brightmann y col. 1988). Para ello, 1 ml de medio
de reaccidn conteiendo Tris-Mes 25mM pH 7.0, sacarosa 0.1M, CaCl, 10mM, KCI 10mM,
NaCl 10mM y 20 ug de proteinas de membrana se incuban 5 minutos a 25°C, inicidndose la
reaccion por la adicion de NADH 100pM. La actividad NADH oxidasa de determina
utilizando un coeficiente de extincién molar del compuesto oxidado de 6.22 mM'cm™

expresdndose los resultados en nmoles de NADH oxidados/mg proteina/minuto.

4. DETERMINACION FLUORIMETRICA DEL FLUJO DE H*

La actividad bombeadora de H* a nivel de las vesiculas de las membranas purificadas
se determiné mediante la medida de la extincién de fluorescencia del croméforo ACMA,
producida como consecuencia de la unién de H* a dicha molécula, lo cual provoca la
disminucién de Ia emisién fluorescente de la misma. Ademds, la facilidad para atravesar las
membranas biolGgicas hacen de este fluoréforo un buen indicador del gradiente de pH que
se forma a traves de estas estructuras como consecuencia de Ia actuacion de las bombas
electrogénicas de H*(Bennet y Spanswick, 1983). Ello, hace posible asociar el bombeo de H*
a la hidrdlisis de ATP, ayudando, de esta forma, a caracterizar de manera mds completa estos
sistemas bioelectrogénicos de las membranas.

Para la medida de la extincion de la emision de fluorescencia detl ACMA se ha
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utilizado un espectrofluorfmetro marca Shimadzu modelo RF 540, provisto de sistema de
agitacion magnética y termostatizacion, en el que se habian fijado las siguientes condiciones:
- L exc=412 rendija 10 nm
-1 em=485 rendija 10 nm

Entre 20 y 50 ug de proteina se incubaron durante 5 minutos en 1 ml de medio de
reaccion compuesto por BTP-HCl 50mM pH 6.5, para plasmalema y, pH 7.0, para -
tonoplasto, KCl 100mM, ACMA 1pM, ATP-BTP 3mM, en oscuridad y 26°C, inicidndose
la reaccion por adicion de MgSO, 3mM. Cuando la reaccion alcanza el estado de equilibrio,
se inactiva la actividad ATPasa con inhibidores especfficos o bien se adiciona EDTA 10mM
para determinar el flujo pasivo de H* a través de la membrana. Posteriormente, se disipa el

gradiente con permeabilizantes hasta recuperar el valor inicial de la emision de fluorescencia.

4.1 Evaluacion del registro de medida

En funcion del registro obtenido, se calculan los pardmetros que definen la actividad
bombeadora de H*:

* Velocidad inicial de extincidén (Quenching VQ,). Define la pendiente
inicial de la curva, resultando del cociente entre la emisién inicial y el tiempo necesario para
que dicha emisién se extinga por completo.

* Velocidad especifica de extincién (VQsS). Corresponde a la velocidad
inicial expresada por mg de proteina.

* Extincién maxima (Qu..)- Se define asf a la proporcion de emision extinguida
respecto a la emisién inicial.

5. ANALISIS LIPIDICO
5.1 Extraccién de lipidos totales

ivelde teiid "
Aproximadamente 2 g de raices se adicionan sobre 6 ml de isopropanol hirviente,
manteniéndose 3 minutos para inactivar las fosfolipasas del tejido (Douce, 1964). Se deja

enfriar y se homogeniza en omni-mixer (Sorvall) durante 1 minuto. Seguidamente se
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adicionan 3 ml de isopropanol, 4.5 ml de cloroformo-isopropanol (1:1, v:v) dos veces y
finalmente 6 ml de cloroformo, siguiendo a cada adicién una homogenizacién durante 1
minuto. Se filtra el homogenado y se evapora el filtrado en rotavapor a 30°C. Se recoge el
residuo lipidico con cloroformo (de 3 a 5 ml), se le afiade 1 ml de NaCl 1%, se agita y se
centrifuga 3 minutos a 2000xg para separar las fases. Se toma la fase inferior cloroférmica
que contiene los lipidos, se evapora en rotavapor a 30°C y se disuelve el residuo lipidico en
mezcla benceno:etanol (4:1, v/v) conservdndose a -20°C hasta utilizacién (Vorbeck y
Martinetti, 1965).

A nivel de membranas

El método de extraccion de los lipidos totales de membranas es basicamente el mismo.
Aproximadamente 5 mg de proteinas de membrana se adicionan sobre 4 ml de isopropanol
hirviente y se homogeniza el conjuntoen potter (10 subidas/bajadas). Posteriormente, se afiade
en el mismo potter 1 ml de isopropanol, 2.5 ml de cloroformo-isopropanol dos veces y 3 ml
de cloroformo, siguiendo a cada adiccién una homogenizacién similar. Se filtra, se evapora
el filtrado y se recoge el residuo con cloroformo, afiadiendo 1 ml de NaCl 1%. Como para
los lipidos de tejido entero se agita, centrifuga y se recoge la fase inferior cloroférmica,
evapordndose el disolvente y disolviéndose el residuo en mezcla benceno-etanol (4:1)
conservdndose a -20°C hasta su utilizacion.

5.2 Separacion de diferentes categorias lipidicas

A partir del extracto de lipidos totales se han separado las diferentes categorias
lipidicas utilizando la técnica de cromatografia en capa fina. Las placas (0.5 mm de espesor)
de gel de sflice (siicagel G, Merck) son activadas 30 minutos a 110°C, depositdndose el
extracto de lipidos totales en el origen de la placa bajo una corriente de nitrégeno.

Para el desarrollo de la placa se ha utilizado la mezcla de disolventes usada por Garner
(1968) modificada por Grenier y col. (1972), que ha permitido una separacion satisfactoria
de los fosfolipidos (en el origen) de los galactolipidos y triglicéridos. Se inicia con un primer
desarrollo, hasta la mitad de la placa, con la mezcla acetona:acido acetico:agua (100:2:1;
v:viv). Se seca muy bien la placa bajo una corriente de argén y se desarrolla en la segunda

mezca de desarrollo compuesta por hexano:eter dietilico:acido acético (80:20:1; v:v:v), hasta
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que el disolvente alcance el final de la placa. De nuevo se seca la placa con argén,
reveldndose las diferentes bandas de lipidos con rodamina 6G al 0,1%, que son visualizadas
con luz ultravioleta.

5.3 Aanilisis de dcidos grasos de lipidos totales

La extracci6n y metilacién de los 4cidos grasos de la solucion de lipidos totales se ha
llevado a cabo segtin la técnica de Metcalfe y col. (1966) modificada por Lechevallier (1966).
Un alicuta del extracto de lfpidos totale es evaporado con argén en tubo de rosca (pirex).- A
continuacion se saponifican los dcidos grasos durante 15 minutos a 65°C con 2.5 ml de sosa
metandlica al 2%. Posteriormente, se adicionan 2 ml de Trifluoruro de Boro en Metanol
(14%) para metilar los dcidos grasos por calentamiento a 65°C durante 20 minutos.
Transcurrido ese tiempo se enfrian los tubos y se extraen los ésteres metilicos de dcidos
grasos con 5 ml de pentano.

La cuantificacién, separacion e identificacion de los ésteres metilicos de los dcidos
grasos se hace por cromatografia en fase gaseosa utilizando una columna semi capilar de
vidrio (Supelco SP-2330 de 30 metros) a una temperatura programada de 150 a 170°C con
incrementos de temperatura a razén de 0.4°C/minuto, utilizando como patrén interno el ester

metilico del dcido heptadecanoico que no estd presente en las muestras problema.

5.4 Anilisis de dcidos grasos de diferentes categorias lipidicas

Para determinar la composicioén y contenido de dcidos grasos de las distintas categorfas
lipidicas separadas por cromatografia en capa fina, se raspan con espdtula las bandas
correspondientes a cada uno de los lipidos y se metilan directamente sus dcidos grasos con
2.5 ml de Trifluoruro de Boro en Metanol (14%) tras calentar a 85°C durante 30 minutos.
A continuacion se adicionan 5 ml de pentano, se agita y se centrifuga a 2000xg 5 minutos
para separar bien las fases acuosa y pentdnica, recogiéndose ésta ultima con los ésteres
metilicos de los dcidos grasos. Los dcidos grasos se separan y cuantifican por cromatografia

en fase gaseosa de forma andloga a la anteriormente descrita para los dcidos grasos de lipidos
totales.
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6. PURIFICACION DE ESTEROLES LIBRES

Los estoroles libres del tejido entero y de las membranas aisladas han sido purificados
a partir de la banda correspondiente a Diglicéridos + Esteroles btenida tras separar por
cromatografia en capa fina segin Mangold (1961) el extracto de lipidos totales. La banda
correspondiente a esos componentes es separada de la placa, eluida con cloroformo, y

posteriormente extraida con este disolvente sucesivamente por 3 veces.

6.1 Andlisis de esteroles libres

La composicion y cuantificacion de los esteroles libres se ha llevado a cabo a partir
de un alicuota del extracto clorof6rmico antes obtenido. Evaporando a sequedad, se sila con
0.1 ml de BSTFA a 60°C durante 30 minutos, determindndose los derivados silados de los
esteroles por cromatografia de gases (cromatégrafo Hewlett-Packark, modelo 5730A) a
temperatura de 275°C, utilizando una columna semicapilar Supelco SPB-1 de 30 metros. La

cuantificacion de los distintos esteroles se determiné frente a patrones de concentraciones
conocidas.

7. DETECCION INMUNOLOGICA DE LA H'ATPasa DE PLASMALEMA

La deteccién por medio de anticuerpos de una proteina de membrana requiere llevar
a cabo los siguientes pasos:
-Solubilizacion de las protefnas de la muestra, fundamental para eliminar aquellos
contaminantes que puedan interferir en la reaccién inmunoldgica
-Separacién, por técnicas electroforéticas, de las protefnas solubilizadas. Ello permite
purificar al maximo la protefna que se busca y un mayor conocimiento de la misma.

-Transferencia de las proteinas separadas a un sustrato adecuado para la reaccién antigénica.

-Deteccion de la reaccion.

7.1 Preparacién de la muestra
La solubilizacion de las protefnas de las membranas purificadas de jojoba y girasol se
ha realizado utilizado el método de Laemli (1970). Para ello, se incuba la muestra en el
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tampon de Laemli a 37°C durante 30 minutos y se centrifuga a 12000 rpm 10 minutos

(MicroSpin 128, Sorvall) para eliminar los restos no solubilizados.

Tampén de Laemli
Tris-HCl...............
Glicerol............... 10%
SDS....ccoiininann. 2%

8-mercaptoetanol....... 0,4 ml
Azul de bromofenol..... 0,05%

Quimostatina. .......... 100 mg/ml
PMSF....cccovvinnneni. 4 mM
7.2 SDS-PAGE

Utilizamos el equipo Protean II de electroforesis de BioRad para geles de 20 cm de
longitud x 16 cm de ancho x 1 mm de espesor, los cuales contenian 15 cm de gel de
resolucién y 5 cm de gel de empaquetamiento.

Las proteinas solubilizadas en el tampon de Laemli y las protefnas patrones de pesos
moleculares conocidos (BioRad) son cargadas en el gel, realizdndose la electroforesis a
temperatura constante de 15°C y en las siguientes condiciones electroforéticas: corriente
constante de 24 mA/gel, aumentdndose a 36 mA/gel una vez que la muestra a penetrado en
el gel de resolucion, pardndose la electroforesis cuando el frente de azul de bromofenol llegé6
a 1 cm del borde inferior del gel.

Gel de Gel de

Resoluciéa Empaquetamiento Tris-HCI 1,5M pH 8,8 ——--
375 mM
Tris-HC1 0,5M pH 6,8 --—~-—---- —emem— 125 mM
SDS 0,1% - 0,1%
Acrilamida/bisacrilamida —~--- 7,5%  -—--—— 4%
APS 0,05% -——-— 0,75%
TEMED 0,05% ---—- 0,15%
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7.3 Electrotransferencia

Cuando termina la electroforesis, se incuba un gel en una solucion fijadora (Metanol:
Acido acético: Agua, 50:12:38 v:v:v) para su posterior tincién con plata, y el otro se utiliza
para realizar la transferencia a papel de nitrocelulosa. El gel destinado a la transferencia
se incuba 30 minutos en el tampé6n de transferencia (25 mM Tris, 192 mM Glicina, 0,02%
SDS, 20% Metanol).

Las proteinas fueron electroforéticamente transferidas a membranas de nitrocelulosa
utilizando un sistema Trans-Blot™Cell (Bio-Rad). Las condiciones de la transferencia fueron:
corriente constante 135 mA, mantenida durante toda la noche (aproximadamente 13 horas),
aumentando la corriente a 300 mA durante una hora para asegurar la total transferencia de
las proteinas.

Una vez finalizada la transferencia se toma el papel de nitrocetulosa y se tifie con
Ponceau (un colorante de proteinas) para comprobar que la transferencia ha sido buena y para
sefialar con ldpiz los patrones de peso molecular, ya que el colorante desaparece con el
tiempo y seria dificil calcular posteriormente el peso molecular de la proteina que buscamos.
Se lava varias veces con agua destilada para eliminar el ponceau y se seca, pudiéndose
almacenar entre papeles de celulosa, en oscuridad y a 4°C durante varios dfas.

Para asegurarse mejor de que la transferencia fué buena se puede fijar el gel en
metanol/acético (50%/12%) y teiiirlo posteriormente con plata.

74 Inmunoblotting con el anticuerpo de la ATPasa

En principio se procede al bloqueo de todas las posibles uniones inespecificas del
anticuerpo a protefnas microsomales e incluso a la nitrocelulosa incubdndose una hora a
temperatura ambiente con 150 mi de TBSL (20 mM Tris-HCl pH 7.6, 150 mM NaCl, 2%
leche en polvo desnatada como agente bloqueante). Para la deteccion de los antigenos
(ATPasa) se incuba, durante toda la noche, el papel de nitrocelulosa con el anticuerpo anti-
ATPasa (759-760, cedido por R. Serrano) diluido 1:1250 con TBSL. Se lava 3 veces con
TBSL durante 5 minutos cada vez para eliminar el exceso de anticuerpo no fijado y el
anticuerpo fijado de forma inespecifica.

La observacion del anticuerpo fijado a la proteina se hace mediante la incubacién

durante 3 horas en una dilucién 1:5000 en TBSL con el anticuerpo secundario (anti IgG de
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conejo) ligado a la fosfatasa alcalina (Promega). Finalizada la incubacién se realizan dos
lavados con TBSL para eliminar el exceso de anticuerpo secundario, se hace un lavado rdpido
con el tampon de la fosfatasa alcalina (100 mM Tris-HCl pﬁ 9,0, 100 mM sacarosa, 5 mM
MgCl,) para eliminar el TBSL. La reaccion de la fosfatasa alcalina se revela utilizando
sustratos cromogénicos [BCIP (33 ug/ml) / NBT (16,5 pg/ml) en tampén de la fosfatasa
alcalinal, desarrolldndose el color en oscuridad y a temperatura ambiente. La reaccion se

para lavando con agua destilada.

7.4 Tincién con plata de los geles

Los geles fueron fijados y teflidos con AgNO, segiin el procedimiento descrito por
Blum y col. (1987) que consiste:

*Fijacion durante al menos 1 hora en Metanol:Ac acético:Agua (50:12:38).

*Dos lavados sucesivos durante 20 minutos con etanol al 50% y uno de 20 minutos’
con etanol al 30%.

*Pretratamiento durante 1 minuto con 0,2 g/l Na,S,0;. 5 H,0

*Cuatro lavados sucesivos de 20 segundos con agua destilada.

*Tincién durante 20 minutos con 2 g/l AgNO, y 0,75 ml/l 37% formaldehido.
*Dos lavados de 20 segundos con agua destilada

*Revelado durante varios minutos con una solucion conteniendo 60 g/l Na,CO,, 0,5 - -

ml/1 37% formaldehido y 4 mg/ml Na,S,0;.

*Dos lavados de 1 minuto con agua destilada.

*Detencion del revelado con la solucién de fijado

*Lavado durante al menos 20 minutos con metanol al 50% (asf se puede guardar a 4°C
durante 1 a 10 dias.

El secado de los geles teiiidos se llevé a cabo mediante previa incubacién en una
solucién de metanol al 30% y posteriormente con 3% de glicerol, ambas durante 30 minutos
a 4°C y agitacion. Finalmente los geles fueron secados a vacio entre papel de acetato de

celulosa a 80°C durante 2 horas en un secador de geles.
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8. DETERMINACION DEL GRADO DE FLUIDEZ DE LAS MEMBRANAS

La anisotropfa de fluorescencia permite obtener informacion sobre las propiedades de
fluidez de las membranas (Shinitzki y Barenhloz, 1978).

Cuando una luz polarizada es diregida hacia un croméforo cuyo momento dipolar de
excitacion estd alineado con el vector eléctrico de la luz de excitacién, el croméforo avsorve
preferencialmente esta luz. Puesto que los procesos de absorcién son mucho mds rdpidos que
las rotaciones moleculares, el uso de una luz polarizada crea una poblacién de fluoréforos
excitados con una orientacion preferencial. Como la emisién de un fotén por el fluoréforo
excitado requiere mds tiempo que la absorcién, el fluoréforo podrd reorientarse antes de que
tenga lugar la emisién; definiéndose la polarizacion de fluorescencia resultante como

anisotropia de fluorescencia en el estado estacionarios:

Kv -1\“
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donde I, e I, son las intensidades medidas en direcciones paralela y perendicular al vector
eléctrico de la luz de excitacidn.

Cuanto mayor sea la reorientacion del fluoréforo durante el tiempo de vida del estado
excitado mayor serd la anisotropia observada, de manera que r, = 0 cuando el fluoréforo se
reorienta completamente, es decir, Iy = 1.

La anisotropfa es sensible a movimiento molecular del fluoréforo durante el tiempo
de vida de estado excitado y la transferencia de energfa entre croméforos. Para solciones muy
diluidas del fluoréforo, donde no se pueden producir procesos de transferencia de energfa,
la anisotropia estd relacionada sélo con la difusién rotacional de la molécula. En el caso de
espécies esféricas que rotan en un medio isotrépico, estd relacion viene dada por la ecuacién
de Perrin:
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K=constante de Boltzman
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T=temperatura
n =viscosidad del disolvente
7=tiempo de vida del estado excitado

v=volumen de las espécies que difunden

Segin esta ecuacién, pdemos ver que la anisotropia depende de la temperatura,
viscosidad del medio y de las dimensiones y forma de las espécies que difunden. Por tanto,
cuando la sonda estd insertada en una membrana bioldgiva el valor de polarizacién de la
sonda nos permite obtener informacion sobre la viscosidad y las propiedades de fluidez de la
membrana.

En nuestro estudio se han utilizado dos sondas fluorescentes: 1,6-difenil-1,3,5-
hexatrieno (DPH) y 1-(4-trimetilamoniofenil)-6-fenil-1,3,5-hexatrieno (TMA-DPH). La
primera es una sonda de naturaleza hidrofébica con gran afinidad por las cadenas
hidrocarbonadas de los 4dcidos grasos de los fosfolipidos, 1o que permite obtener informacion
sobre la movilidad de dichas cadenas. La segunda adem4s de la regién hidrofébica posee un
grupo hidrofilico (amonio cuaternario), ancldndose en la unién de la cabeza polar hidrofilica
de los fosfolipidos con la region hidrofébica de los dcidos grasos y quedando la parte
hidrofébica de la misma alineada con dichos dcidos grasos. Esta sonda permite obtener
informacidn sobre 1a fluidez de la superficie de 1a membrana (Lenz, 1989).

La determinacién de la anisoropia en estado estacionario de la sonda DPH incliuida
en la membrana, en funcién de la temperatura, permitié medir las transiciones termotrépicas
de las membranas en estudio. El marcaje de las vesiculas con la sonda se realizé mediante
la incubacidn, en condicicnes de oscuridad y agitacién durante 20 minutos a 10°C, de 50 pg
de proteina de membrana y DPH 6gM en 1 ml de NaHCO; 50mM pH 7.0. Las
determinaciones se llevaron a cabo cada 2°C entre 10 y 44°C, incrementdndose la temperatura
a una velocidad de 4°C/minuto con un bafio refrigerado, dejando un tiempo de equilibrio de
5 minutos para cada temperatura.

Las determinaciones con la sonda TMA-DPH se realizaron de manera similar a la
descrita para el DPH, con la diferencia de que las incubaciones y las medidas se realizaron

a 25°C.
Las medidas se realizaron en u espectrofluorimetro marca Shimadzu modelo RF540
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provisto de dos polarizadores entre cada uno de los monocromadores y la muestra, asi como
de un sistema de agitacién magnética y termostatizacién. Las condiciones de medida fueron
Ao, = 360 nm rendija = 10nm
Acwe = 420 nm rendija = 10nm

Al objeto de eliminar el efecto de la luz dispersade por las membranas, a las
intensidades de emisién polarizada vertical y horizontalmente se les rest6 las correspondientes

intensidades polarizadas de un blanco conteniendo la preparacién sin la sonda.




RESULTADOS
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La caracterizacion de la accién primaria del NaCl a nivel de las membranas
celulares estudiando los efectos provocados por dicho factor abidtico sobre la composicién
bioquimica y propiedades fisico-quimicas de estas estructuras, podria proporcionar
informacion para un mejor conocimiento de la resistencia al estrés salino.

Los resultados que se derivan del desarrollo de los objetivos propuestos, han sido
obtenidos utilizando membrana vacuolar (tonoplasto) y membrana plasmdtica

(plasmalema) purificadas a partir de raices de pldntulas de girasol y jojoba.
1. ESTUDIOS PRELIMINARES

1.1 Crecimiento de la raiz, actividad H' ATPasa y de bombeo de H' a nivel

de microsomas, en funcién de los tratamientos salinos

En un primer estudio, se ha realizado un seguimiento del efecto del NaCl en el
medio de cultivo sobre el crecimiento radicular y sobre las actividades H*ATPasa de
plasmalema y de tonoplasto y sobre el bombeo de H* a ellas asociado, en membranas
microsomales aisladas de raices de girasol y jojoba, enriquecidas en dichas membranas,
cultivadas en medios diferenciales de NaCl. El objeto de este estudio preliminar fué
definir wna concentracion salina que, afectando lo menos posible el crecimiento,
provocara cambios significativos en alguno de los pardmetros bioquimicos indicados.

En las tablas 1, 2 y 3 se muestran los resultados obtenidos al respecto. Es
observable como los tratamientos utilizados provocan inhibicion en el crecimiento de las
raices de jojoba, incluso a S0mM NaCl, mientras que en girasol Unicamente a una
concentracion de 100mM comienza a ser significativa la inhibicién (Tabla 1).

En cuanto al efecto del NaCl sobre la actividad H"ATPasa de plasmalema y de
tonoplasto, determinado a nivel de microsomas, no se observa efecto negativo alguno, a
las concentraciones ensayadas de la sal, en las membranas de los dos plantas (Tabla 2).
Aunque concentraciones de 125mM NaCl provocaban, en microsomas de girasol, una
clara inhibicién del enzima de plasmalema (AVa) (datos no mostrados), sin embargo, el
hecho de que a esas concentraciones, las pldntulas y, por supuesto, sus raices, mostraban

un acentuado estado de senescencia, no nos permitia la utilizacion de esta concentracion




Tabla 1. Crecimiento de raices de girasol y jojoba cultivadas durante 8 y 14
dias respectivamente en condiciones estandar de cultivo y en presencia o
ausencia de diferentes concentraciones de NaCl. Valores expresados como mg
de peso fresco (P.F.) o mg de peso seco (P.S.).

Traturiento Peso Fresco Peso Seco

Girasol testigo 240 ab 94 ab
" 50 mM NaCl 250 a 98 a
" 75 mM " 230 b 90 b
) 100 mM " 188 ¢ 73 ¢

Jojoba testigo 262 & 298 &
" 50 mM NaCl 235 b 258 b
" 75 mM 201 ¢ 217 ¢
! 100 mM " 170 o 170 &
" 150 mM " 13¢ ¢ 3.8 ¢

Los resultados son la media de tres experimentos independientes. Los mimeros seguidos de una misma letra no
difieren significativamente a un nivel de significacién del 0.05




Tabla 2. Efecto de la concentracion de NaCl en el medio de cultivo de las
plantulas, sobre la actividad H* ATPasa correspondiente a plasmalema (AVa),

tonoplasto (ANO;’), y mitocondria (ANj;’), determinada en microsomas aislados
de raices de girasol y jojoba

Tratamiento AVa ANOQO3 AN3
de NaCl

OmM 23.8a 12.5a 13.9a
g 50mM 22.2ab 11.4a 13.7a
g\ 75mM 21.0ab 13.3a 14.2a
S 100mM 19.3b 14.42 15.2a

OmM 16.3a 15.5a 11.3a

S0mM 17.6a 15.2a 9.9a
z) 75mM 16.1a 15.0a 10.4a
i) 100mM 15.5a 14.0a 9.3a
i 150mM 14.3a 13.7a 8.5a

Los resultados expresados en umol Pi x mg-1 proteina x h-1, son la media de cuatro experimentos
independientes; letras iguales en cada columna representan grupos homogéneos segtin el andlisis multifactorial
de la varianza de Duncan, P=95%




Tabla 3. Efecto del NaCl en el medio de cultivo de las pldntulas, sobre el
bombeo de H* dependiente de la actividad H* ATPasa de plasmalema (AVa),
tonoplasto (ANQ;"), determinada a nivel de microsomas aislados de raices de
girasol y jojoba

Velocidad inicial de extincion (VQi)
T i . -
ratamiento VQi total +Va +NO3
Girasol testigo 12.1a 5.7a 11.4a
Girasol 100mM 20.5b 15.5a 11.1a
NaCl
Jojoba testigo 18.6a 9.5a 11.3a
Jojoba 100mM 20.9a 10.3a 10.1
NaCl

Los resultados son la media de cuatro experimentos independientes; letras iguales en cada columna representan
grupos homogéneos segin el andlisis multifactorial de la varianza de Duncan, P=95%
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como tratamiento salino estandar. En los estudios posteriores, los efectos de una
concentracion 100mM NaCl sobre el bombeo de H' dependiente de la actividd
H*ATPasa, determinados a nivel de microsomas, permiten indicar que, tdnicamente en
microsomas de girasol, tiene lugar un incremento del flujo de H* por el tratamiento
salino, el cual parece dependerde un efecto a nivel de 1a membrana vacuolar (tonoplasto)
(Tabla 3).

Los resultados preliminares indicados, referidos al efecto del NaCl sobre el
crecimiento de las raices y sobre las actividades H* ATPasas y bombeo de H" dependiente
de ATP, investigadas a nivel de membranas microsomales, aisladas de raices de jojoba
y girasol, sugieren que un estudio de estos y otros pardmetros bioguimicos, asi como de
algunas propiedades fisico-quimicas, a nivel de membranas de plasmalema y tonoplasto
purificadas a partir de raices desarrolladas en medios diferenciales de NaCl, podria
aportar algunos datos sobre la participacion de estas estructuras celulares en la tolerancia

a la salinidad.

2. PREPARACION DE LAS FRACCIONES SUBCELULARES: PURIFICACION
DE TONOPLASTO Y PLASMALEMA DE RAICES

Una vez determinada la concentracion de NaCl mds adecuada para 1a investigacion
de los objetivos propuestos, se procedi a la purificacion de la membrana plasmatica
(plasmalema) y de la membrana vacuolar (tonoplasto). Se ha partido de los microsomas
obtenidos de raices de pldntulas de girasol y jojoba cultivadas durante 8 y 14 dias,
respectivamente, segun se indicé en Material y Métodos. Se definen los microsomas como
el conjunto de membranas celulares integradas, principalmente, por vesiculas de
plasmalema, tonoplasto, mitocondrias, aparato de Golgi y reticulo endoplasmdtico, las
cualesse separan en el sedimento que queda de la centrifugacién a 80000 xg durante 35
minutos.

Para definir el grado de pureza del plasmalema y tonoplasto se han utilizado
marcadores especificos para cada una de estas membranas, habiéndose seguido los
siguientes métodos para su purificacién:

- En primer lugar se intenté la separacion de las membranas mediante el uso de un
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gradiente discontinuo de sacarosa con varias fases. Los resulatados derivados de esta
separacion se muestran en Ja tabla 4, donde se observa como en girasol no se producia
una buena separacion de dichas membranas, mientras que el tonoplasto de raices de jojoba
quedaba, fundamentalmente, en la interfase 22/30% de sacarosa, y el plasmalema en las
interfases 30/35% y 35/40%. Una reduccion del mimero de bandas de densidad de
sacarosa en el gradiente (Tabla 5) y la utilizacion de un colchén de sacarosa (Tabla 6) o
de dextrano (Tabla 7), no mejorG la separacion de las membranas.

Ante la precaria purificacion de plasmalema utilizando un gradiente de sacarosa,
se intento la separacion mediante el sistema de particion en doble fase, polimero acuosa,
compuesta por dextrano, PEG, tampon fosfato, pH 7.8, de sacarosa 250mM y KCl 5SmM.

Tras probar distintas concentraciones de polimero, tampon fosfato y KCl (Tabla
8), obtuvo un Gptimo de purificacién,con muy poca contaminacidn del resto de
membranas para las condiciones: dextrano 6%, PEG 6%, tampon fosfato SmM pH 7.8,
y KC] 5mM para el girasol y 1a jojoba. En este sistema de particién la contaminacién por
mitocéndria es prdcticamente nula y la contaminacién por tonoplasto no llega a superar
el 10%.

Un 6ptimo en la purificacion del plasmalema de jojoba se ha conseguido tomando
la interfase 33/45% del gradiente de sacarosa. Es este gradiente el rendimiento en
plasmalema era superior (8%) en relacion al de microsomas (1.3%). En cuanto a la
membrana plasmdtica de raices de girasol los resultados obtenidos son similares con
tampon fosfato 10mM y KCl 30mM a los obtenidos con tampén fosfato SmM y KCli
SmM; sin embargo, hemos escogido aquel que aporta una menor fuerza iénica, puesto
que al ser el objetivo estudiado del efecto de un 16n como el Na' sobre las membranas,
una fuerza ionica elevada podria interferir en los resultados.

Se puede concluir que se ha conseguido un buen grado de purificacion para el
plasmalema de raices de girasol y de jojoba, mientras que, en el caso del tonoplasto, su

purificacion sélo ha sido posible partiendo de raices de jojoba.

3. MEDIDA DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS ASOCIADAS A LAS
MEMBRANAS PURIFICADAS

En las tablas 9 y 10 se muestran las actividades de los enzimas marcadores




Tabla 4. Distribucién de actividades ATPasas en fracciones de membranas obtenidas por
gradiente discontinuo de sacarosa a partir de membranas microsomales de raices de girasol
y jojoba cultivadas en medios estandar.

—— — — -
% | GIRASOL JOJOBA

i ANO;, | AN, | %prot | Ava | ANO, | AN, | %prot
0/22 - . - - 126 | 8.8 2.4 2.1
22130 | 10.1 | 3.0 2.4 2.6 99 | 185 | 43 5.8
3035 | 377 | 120 | 8.0 8.7 211 | 150 | 54 7.6
35/40 || 229 | 142 | 172 | 169 | 171 | 129 | 117 16
40/45 || 18.1 | 154 | 203 | 102 || 13.1 | 166 | 189 | 19.6
ppto 2.0 2.2 2.6 3.5 30 | 120 | 143 | 13.1

Resultados expresados en pmol Pi/mg proteina/hora







