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ABREVIATURAS

ACMA : 9-amino 6-cloro metoxiacridina

AGR: tasa de crecimiento absoluto

Bi: ~ sumatorio de porcentaje de cada acido graso por el nimero de dobles
enlaces

BSA: albimina del suero bovino

C16:18: relacion entre los acidos grasos de 16y 18 atomos de carbono.

- Cd SDR : - plantas tratadas S dfas con cadmio 0.5 mMy recuperadas S dias

' en medio control
Cd SDT : plantas tratadas S dias con cadmio 0.5 mM
Cd 10DR: plantas tratadas 5 dfas con cadmio 0.5 mMy recuperadas 10 dias
en medio control
Cd 10DT: plantas tratadas 10 dias con cadmio 0.5 mM

DPH: 1,6-difenil-1,3,5,-hexatrieno

DR: dias de recuperacion tras el tratamiento con metales
DT: dias de tratamiento con metales pesados

EE: error estandar

EGTA: acido etilenglicol bis-(3-aminoetil éter) N,N,N',N'-tetraacético

G-6-P : glucosa-6-fosfato

Hepes . acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetansulfénico

Is . fase inferior

M: fraccion microsomal

Mes : 4cido 2-(N-morfolino)-etanosulfénico

MP: membrana plasmatica

NADPH-CCR : NADPH-citocromo ¢ reductasa

NI SDR : plantas tratadas S dias con niquel y recuperadas 5 dias en medio
control

Nf SDT: plantas tratadas S dfas con niguel 0.5 mM

Ni 10DR: plantas tratadas S dias con niquel 0.5 mM y recuperadas 10 dias
en medio control :

Ni 10DT : plantas tratadas 10 dias con niquel 0.5 mM

p/p: Peso/Peso '

PA: acido fosfatidico

PC: fosfatidilcolina

PE : fosfatidiletanolamina

PF. peso fresco

PG : fosfatidilglicerol

Pl : fosfatidilinositol



PL : fosfolipidos

PNPP : p-nitrofenilfosfato

PP;: pirofostato

PS: fosfatidilserina

PS: peso seco

PVP: polivinipolipirrolidona

Ss. fase superior

SDS : dodecfl sulfato sédico

THF : Tetranhidrofurano

Tricina : N-Tris(hidroximetil)-metil-glicina
Tris : Tris(hidroximetil)aminometano
v/v: Volumen/Volumen
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

El aumento creciente de los niveles de metales pesados en aguas y
suelos como consecuencia de la actividad antropogénicay el uso sistematico

- de-productos fitosanitarios en‘los cultivos, esta provocando desequilibriosen

los ecosistemas. Los programas conducentes a la solucién de este problema
requieren necesariamente un conocimiento previo del mecanismo de accion de
estos agentes sobre los seres vivos, y particularmente sobre las plantas, por
constitulr el primer eslabon de la cadena troéfica.

En este trabajo hemos utilizado plantas de arroz, cultivo tradicional
ampliamente extendido en el Pais Valenciano y de gran importancia en la
alimentacién humana. La mayor parte del arroz de nuestra Comunidad (16.000
hectareas) crece en las riberas del lago Albuferé, siendo irrigado por sus
aguas. Este lago recibe gran cantidad de aportes de aguas residuales
procedentes de zonas urbanas, asi como de 1a industria y de la agricultura,
habiéndose detectado, en agua y sedimento, ni'veles impor_tantes de metales
pesados y productos fitosanitarios.

En nuestros experimentos hemos utilizado los metales cadmio y niquel,
y los pesticidas MCPA, Carbaril y »-Ketotriazol. Los metales Cd y Ni han sido
detectados en aguas de 1a Albufera y se sabe que excesos de ambos elementos
producen efectos téxicos sobre las plantas. El niquel reduce el crecimiento de
las plantas a concentraciones relativamente bajas y se le considera muy
toxico para numerosas especies. EI Cd, ademas de ejercer un efecto téxico
sobre 10s vegetales, ha sido considerado como un poderoso agente mutagénico,
carcinogénico y teratogénico en animales, pudiendo resultar altamente
perjudicial para el hombre. Como ejemplo podemos citar la enfermedad Itai-
Itat causada por 1a entrada de Cd via plantas en la cadena alimentaria. En
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cuanto a los pesticidas, se seleccionaron el insecticida Carbaril y el
herbicida MCPA por ser muy utilizados en el cultivo del arroz en esta
Comunidad. Por ultimo, el  »-Ketotriazol fue elegido por constituir un
herbicida experimental que inhibe especificamente la ruta biosintética de los
esteroles por 10 que ha sido empleado en experimentos'simﬂares a los que
pretendiamos llevar a cabo.

efecto de los xenobioticos en las plantas. Por ejemplo, estudios sobre
absorcién y bioacumulacion o sobre alteraciones estructurales y morfolégicas.
Asimismo, se han estudiado los efectos de los xenobibticos sobre
determinados procesos fisiolégicos como fotosintesis, respiracion o
actividades enzimaticas especificas. En este trabajo hemos estudiado el
efecto de los xenobidéticos sobre la composicién y propiedades de 1la
membrana plasmatica asi como sobre su actividad ATPasa por dos razones
fundamentales:

- La membrana plasmatica es la barrera permeable mas externa de las
células vegetales y por tanto la primera en detectar los cambios del medio
ambiente.

- La ATPasa ha sido descrita como una enzima clave que controla
numerosas funciones de vital importancia para la planta, habiendo sido
recientemente relacionada con la adaptacién a 1as condiciones ambientales.

El modelo experimental utilizado ha sido vesiculas de membrana, 1as
cuales presentan diversas ventajas:

- Carecen de constituyentes citoplasmicos y por tanto sus actividades
metabdlicas quedan reducidas a las enzimas asociadas a 1a propia membrana.
Esto permite estudiar 1a regulacién directa de las enzimas por'parametr"os
fisicos o quimicos.

- Catalizan el transporte de solutos con propiedades comparables a 1as
de las células intactas, tales como tasas de transporte, regulacion vy



de las células intactas, tales como tasas de transporte, regulacion y
especificidad.

De acuerdo con todo lo expuesto, 105 objetivos concretos de este
trabajo han sido:
1) Caracterizacion de la ATPasa de plasmalema de raices de arroz:
estimulacién por cationes, efecto de inhibidores, determinacién de 1los
 ‘parametros cinéticos, especificidad de sustratoy pH 6ptimo.
~ 2) Estudio de las interacciones de 1a ATPasa con su medio acuoso mediante la
modificacion de las condiciones de ensayo.
3) Estudio del efecto y modo de accién de los xenobi6ticos anteriormente
mencionados sobre 1a ATPasa de tallos y rafces de arroz.
4) Determinacion de la composicion y propiedades de 1a membrana plasmatica
asf como de los cambios producidos tras los tratamientos con xenobiéticos.
S5) Estudio del posible papel regulador de 1a actividad ATPasa por lipidos, y de
1as relaciones entre crecimiento, ATPasa y adaptaciones a condiciones de
estrés. '



INTRODUCCION




1. LA MEMBRANA PLASMATICA DE LOS VEGETALES
1.1..ESTRUCTURA'Y PROPIEDADES

Todas las membranas biolégicas, incluida la membrana plasmatica (MP)
y las membranas internas de 1as células eucarioticas, tieneh una estructura
general comun: se trata de agrupaciones de moléculas lipidicas y proteicas
unidas fundamentalmente por interacciones no covalentes . Las moléculas
lipidicas, dispuestas en forma de una doble capa continua, constituyen la
estructura basica de 1a membrana. Debido a su fluidez, los lipidos que forman
esta bicapa pueden difundir répidamente dentro de su propia monocapa, aunque
rara vez pasan de una monocapa a otra. Igualmente, las proteinas pueden
difundir libremente en el plano de la membrana. No obstante, las células
pueden restringir 1a movilidad lateral de detérminadas proteinas trabandolas
a otras macromoléculas de la cara externa o citoplasmatica. Dependiendo de
su solubilidad en 1a fase lipfdica, 1as protefnas pueden atravesar la bicapa o
situarse a uno u otro lado de 1a misma estableciendo enlaces covalentes con
cadenas de acidos grasos o interacciones no covalentes con proteinas
transmembrana (Alberts, 1986). Las regiones apolares de las proteinas
interaccionan con las regiones hidréfobas de la bicapa lipidica, mientras que
1as regiones polares o cargadas lo hacen con las cabezas polares lipidicas en
la superficie de 1a bicapa (Genis, 1989). La MP de vegetales también contiene
carbohidratos, que se unen covalentemente a las pt‘oteinas periféricas y a
algunas de 1as moléculas lipfdicas de 1a monocapa externa (Alberts, 1986).

Las broporciones entre los distintos componentes de 1a membrana no
estan claras. Los andlisis realizados en hojas de cebada y espinaca muestran



que sus membranas contienen, respectivamente, un 30 % y un 40 % (p/p) de
protefnas. (Kjellbom y Larsson, 1984). E1 60-70 % restante se repartiria
entre 1ipidos y carbohidratos.

Los estudios de las propiedades de la MP de plantas han mostrado una
densidad entre 1.13-1.18 g cm-3 (Quail, 1979), un grosor entre 9-11 nm
valor varfa en las distmtas especies (Maller et al, 11984) y érganos de la
misma especie (Korner et al.,, 1985). Dicha carga origina un potencial de
superficie negativo que puede modificar el pH 6ptimo y la Ky, aparente de las

enzimas de membrana que requieren sustratos cargados (Edman et al., 1985).
1.2. COMPOSICION LIPIDICA

El conocimiento de la composicién lipidica de 1a membrana es
importante, entre otras razones, porque la actividad de las proteinas
integrales depende en gran medida de 1as propiedades de 1a bicapa (Carruthers
y Melchior, 1986).

Los lipidos mas abundantes en la MP de las especies vegetales
estudiados son fosfolipidos, esteroles y glucolipidos. La mayor parte de 1os
esteroles aparecen en forma libre, constituyendo un porcentaje importante de
los lipidos totales. Asf, en raices de cebada llegan a representar el 57 %
molar de los lipidos totales (Rochester et al, 1987 a). El sitosterol, el
campesterol y el estigmasterol son normalmente 1os mas abundantes (Uemura
y Yoshida, 1986; Lynch y Stebonkus, 1987), aunque en algunas especies el
colesterol es el componente principal (Burden et al., 1987).

El glucolipido mas importante es el glucocerebrésido, pero también
aparecen cantidades pequefias de monogalactosil-diacil-glicerol vy



digalactosil-diacil-glicerol (Rochester et al. 1987 a,b; Yoshida y Uemura,
1986).

En cuanto a 1os rosrolfptdos, PE y PC son 1os dominantes, aunque
también se han detectado cantidades variables de PA, PG, Pl y PS (Lynch y
Stenpokus 1987, Yoshida y Uemura, 1986). Los &cidos grasos mas abundantes

Rochester et al., 1987 b) .
1.3. COMPOSICION POLIPEPTIDICA

Las electroforesis unidimensionales de extractos de MP muestran
alrededor de SO bandas polipeptidicas, algunas de las cuales se tifien con
concavalina A indicando su naturaleza glucoproteica (Grimes y Breidenbach,
1987). En electroforesis en geles bidimenstonales se ha observado un nimero
mucho mayor de bandas polipeptidicas (L}emura y Yoshida, 1985) pero
Unicamente algunas han sido identificadas. Entre ellas se encuentra Ia
H+-ATPasa de 100 kD (Serrano, 1984 a), 1a Ca2+-ATPasa de 140 kD (Briars et
al., 1989), un posible transportador de glucosa de 42 kD (Gallet et al., 1989),
el receptor de fusicoccina, que consta de dos polipéptidos de 30 y 31 kD
respectivamente (de Boer et al., 1989) y calmodulina de 18 kD (Collinge y
Trewavas, 1989).

Del total de proteinas, se cree que un 80 % serian intrinsecas y
solamente un 20 % periféricas, situandose fundamentalmente en la cara
citoplasmica de 1a membrana (Kejlibom et al., 1989).



1.4. FUNCIONES

La MP constituye una barrera lipidica relativamente impermeable al
paso de 1a mayoria de-1as moléculas hidrosolubles . A su vez, proporciona una

lipidica y de los transportadores selectivos de iones permite a Ia célula
acumular elementos esenciales y excluir iones téxicos manteniendo un medio
intracelular relativamente constante.

Ademas de estar implicada en 1a absorcion y extrusion de solutos, 1a MP
interviene en 1a sintesis de pared celular (Delmer, 1990), en 1a uni6én y
respuesta a hormonas (Gilroy y Trewavas, 1990), en 1a interaccion con
simbiontes (Brewin, 1990) y patdgenos (Kauss, 1990) y en la adaptacion a
bajas temperaturas (Uemura y Yoshida, 1984 b; Steponkus et al., 1990). Por
todo ello, 1a composicién quimica de 1a MP de las plantas se encuentra en un
estado dindmico de respuesta a factores ambientales, enfermedades y
procesos de desarrollo (Yoshida y Uemura, 1984 ).

2. H+-ATPasa DE PLASMALEMA DE VEGETALES
2.1.CARACTERISTICAS GENERALES

Los primeros trabajos que demostraron 1a existencia de una ATPasa con
caracteristicas propi'as asociada a la MP de vegetales fueron realizados por
Hodges y col. en 1972, Estos autores relacionaron la actividad de la enzima
con la energizacion del transporte de fones. Desde entonces, se han conseguido
importantes avances en el estudio de 1a estructura, mecanismo y funciones de
la enzima.- Asf, se ha demostrado el acoplamiento entre hidroiisis de ATP y



transporte utilizando vesiculas de membrana y liposomas (Sze, 1984, Serrano
1983). Ademas, se ha obtenido una detallada caracterizacién bioquimica de 1a
enzima en varias especies (De Michells y Spanswich, 1986; Glannini y Briskin,
1989) y, recientemente, se ha clonado el gen de 1a ATPasa y deducida su
secuencia de aminoacidos (Pardo y Serrano, 1989).

Na*/K+ ATPasa'de animales; 1a K+-ATPasa de bacterias, 1a Ca2+-ATPasa de
reticulo sarcoplasmico, la Ca2+-ATPasa de 1a MP o la H*/K+-ATPasa de la
mucosa gastrica (Palmgren, 1990). Todas ellas se caracterizan por formar un
intermediario fosforilado durante el ciclo catalitico. Las electroforesis en
geles de poliacrilamida con SDS de extractos de ATPasa de MP han
demostrado que esta formada por un polipéptido de peso molecular 100.000
(Serrano, 1984 a,b) que constituye 1a subunidad catalitica minima capaz de
hidrolizar ATP, aunque en condiciones naturales podria encontrarse formando
estructuras oligoméricas (Briskin, 1990). Este polipéptido posee un residuo de
aspartico al que se une el P; terminal del ATP durante el ciclo catalitico,
formandose el intermediario fosforilado (Briskin y Leonard, 1982).

Mediante estudios cinéticos realizados con extractos de ATPasa
parcialmente purificada se ha demostrado que su sustrato es el complejo
Mg-ATP (Cocucci y Marré, 1984 ; Bennett et al, 1985). Este sustrato da
cinéticas hiperbdlicas con valores de Ky entre 0.3 y 0.7 mM (Serrano, 1990).

No obstante, cuando se ensaya la actividad de la enzima en vesiculas de
membrana, estos valores pueden ser mayores (Gibrat et al, 1985). La alta
especificidad por el ATP como sustrato es una caracteristica de 1a H*-ATPasa
de plasmalema. La actividad de 1a enzima con otros di, trinucledtidos o
monoésteres fosfato es menor del 10 Z (Coccuct y Marré, 1984).

La ATPasa de la MP es inhibida por ortovanadato (que interfiere en la
formacion del intermediario fosforilado), pero es insensible a azida (inhibidor
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de 1a ATPasa mitocondrial), nitrato (inhibidor de 1a ATPasa tonoplastica) y
molibdato (inhibidor de 1a fosfatasa acida). También se han determinado otros
inhibidores de 1a ATPasa, entre ellos los compuestos de cobre y de mercurio,
1o que confirma la presencia en 1a enzima de grupos sulfhidrilo esenctales,
como ya se habia sugerido por los efectos protectores del ditiotreitol durante

por cationes monovalentes (K+, Rb+, Na+, L1+ H4+) siendo el potasio
generalmente el mas efectivo. No obstante, el grado de estimulacion de los
distintos cationes e incluso la selectividad de los mismos varia segun los
autores (Gibrat et al,, 1985; Sze, 1985; Memon, 1987; Harada et al., 1990). Los
aniones no parecen afectar a 1a actividad de 1a enzima, que es 6ptima a un pH
entre 6.0y 6.5 (Sze, 1985; Harada et al., 1989).

2.2. FUNCIONES

La H+-ATPasa de la MP proporciona la maquinaria proteica que permite
el acoplamiento entre 1a hidrélisis de ATP y el transporte de H+, generando un
gradiente electroquimico a través de la membrana. La energia potencial
conservada en este gradiente de protones se acopla al movimiento de solutos
mediante sistemas de transporte secundario (Briskin, 1990). Ademas, se cree
que la ATPasa juega un papel fundamental en diversos procesos fisfologicos a
nivel celular e incluso a nivel de 6rgano que incluyen crecimiento, desarrollo y
adaptaciones a las condiciones ambientales (Briskin, 1990; Serrano, 1989;
Brauer y Tu, 1989). |

La ATPasa puede controlar el crecimiento celular regulando 1a
absorcion de nutrientes, la turgencia y 1a actividad de enzimas dependientes
del pH citoplasmatico (Serrano, 1989). Ademas, segin la teorfa del
crecimiento 4acido, se requiere 1a acidificacion del medio externo para
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desencadenar una serie de procesos conducentes a la elongacion celular
(Rayle y Cleland, 1977). |

A nivel ge organo, 1a absorcion de nutrientes itnorganicos en el

- xilema, 1a carga en el floema y los cambios de turgencia responsables de los

movimientos estomaticos y de los pulvinulos parecen depender de procesos de

Zeiger, 1983).

Por altimo, también se ha sugerido la participacién de la bomba de
protones en el desarrollo de polaridad en 1a células y érganos en crecimiento
(Jafe, 1981).

2.3. ESTRUCTURA Y MECANISMO DE ACOPLAMIENTO

Los conocimientos actuales sobre 1a ATPasa a nivel molecular son
escasos, por 1o que 1os modelos propuestos sobre su estructura y mecanismo
se han basado en otras ATPasas de su misma familia mucho mejor estudiadas.

Serrano (1989,1990) ha propuesto un modelo estructural segun el cual,
la ATPasa esta constituida por ocho 0 nueve segmentos hidrofébicos que
atraviesan la membrana, mientras que 1a mayor parte de las regiones
hidrofilicas, donde se situan 1os dominios funcionales, se disponen en la cara
citoplasmatica. La enzima constarfa de un dominio con actividad quinasa, de
un dominfo con actividad fosfatasa y de un dominio de transduccién que
acoplaria la hidrélisis de ATP al transporte de protones. Ademas, 1a ATPasa
contendria un canal de H+ constituido por seis segmentos hidrofébicos
dispuestos atravesando 1a membrana. E1 dominio de transduccion, due contiene
el residuo de aspartico que se fosforila durante el ciclo catalitico, se situarfa
en la abertura del canal de protones que da al lado citoplasmico.
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El acoplamiento entre hidrélisis de ATP y transporte de H+ implica un
cambio conformacional de 1a enzima (Serrano, 1989,1990; Briskin 1990). Asf,
se supone que la ATPasa presenta dos estados conformacionales (Ey y E2) que

se alternan durante el ciclo catalftico. En 1a conformacién Ey es activo el
dominio de la quinasa y el canal, abierto a la cara del citoplasma, presenta
gran afinidad por 10s protones. En 1a conformacién E2, es activo el dominio de
la fosfatasa y el canal queda abierto al exterior celular con baja afinidad por
los protones. La unién de un protén a la enzima (E4) inducirfa 1a actividad
quinasa (o viceversa) produciéndose 1a fosforilacién del residuo de aspartico
en el dominio de transduccion. Esto provoca el cambio conformacional de la
enzima (E2) induciéndose la actividad fosfatasa y liberandose un protén al
exterfor celular. Tras la defosforilacion del intermediario se produciria de
nuevo un cambio conformacional reiniciandose el ciclo catalitico.

2.4 REGULACION

No se conocen con exactitud el mecanismo o mecanismos que regulan 1a
H+-ATPasa. Puesto que la enzima esta implicada en numerosas funciones de
vital importancia para la planta, se cree que puede estar controlada por
diversos factores extrinsecos (luz, hormonas, medio externo) asf como por
mecanismos intrinsecos (Serrano , 1989; Paimgren, 1990; Briskin, 1990).

Entre los factores extrinsecos, el efecto del medio (pH, concentracion
de fones) sobre la actividad de la enzima es de particular interés en el
plasmalema de raices, ya que esta expuesto a la variacion de 10s iones en el
suelo y es el responsable de 1a absorcién de todos 1os elementos minerales en
1a planta (Marschner, 1983).
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Se han sugerido varios posibles mecanismos de regulacién intrinseca
como control génico, modificaciones covalentes de la enzima mediante
fosforflacion con proteina-quinasa o proteolisis limitada y regulacién no
covaiente con proteinas activadoras e inhibidoras (Palmgren, 1990). También
se han descrito como candidatos de 1a regulacién de 1a ATPasa los estados de

lipidico (Cooke y Burden, 1990). |

En relacién a los lipidos, se han realizado diversos tipos de
experimentos que apoyan su participacion en 1a regulacién de 1a ATPasa de la
MP. El primer tipo de experimentos procede de estudios de reconstitucion de
preparaciones de ATPasa en vesiculas sintéticas. Se ha observado que todas
las preparaciones de enzima purificadas requieren fosfolipidos para
presentar una actividad O6ptima, aunque el grado de estimulacion vy
especificidad es variable. Por ejemplo, 1a ATPasa de rabano fue activa cuando
se reconstituyd con Pl pero no con PE o PC (Coccuci y Marré, 1984), mientras
que 1a ATPasa de plantulas de Vigna radiata se activé con PC, PSy PG pero no
con Pl o PE (Kasamo y Nouchi, 1987). En avena, todos los fosfolipidos
activaron a la ATPasa reconstituida, aunque la actividad fue mayor con
fosfolipidos neutros que con acid_os (Serrano et al., 1988). No se sabe si las
discrepancias encontradas en los requerimientos lipidicos de 1a ATPasa se
deben al distinto origen de la enzima (Kasamo y Nouchi, 1987) o, por el
contrario, las preferencias dependen del tipo de ensayo empleado para
conseguir 1a interaccidn lipido-proteina (Brauer y Tu, 1989). Recientemente,
- se ha observado que la presencia de esteroles en los liposomas también
modifica la actividad de 1a enzima (Grandmougin et al., 1989 a).

Un segundo tipo de experimentos se ha realizado modificando 1a
composicién lipfdica de vesiculas de membrana nativas, bien con la adicién
exogena de 1ipidos (Palmgren et al., 1988; Paimgren y Sommarin, 1989; Memon
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et al,, 1989, Cooke et al, 1990 a), bien con l1a eliminacién parcial de éstos
mediante surfactantes (Sandstrom y Cleland, 1989 a). El tercer tipo de
experimentos ha consistido en 1a alteracion de 1a composicién lipfdica de la
MP tratando las plantas con pesticidas o reguladores del crecimiento que
modifjcan especificamente 1a biosintesis lipidica (Cooke et al., 1989). En

Por tanto parece posible una lntervencwn de l0s lfpldos en la
regulacion de la ATPasa, aunque su complejo metabolismo no permite por el
momento, explicar una respuesta rapida de 1a enzima.

Se han propuesto dos hipétesis para explicar 1a regulacién por lipidos
de 1a ATPasa. La primera, postula un mecanismo indirecto via cambios en 1a
fluidez de 1a membrana ( Douglas y Walker, 1984). La sequnda, descrita por
Simmonds y col. (1982) explica la regulacién de la ATPasa mediante
interacciones directas lipido-proteina. Estos autores propusieron la
“hipdtesis Anular”, segun la cual los fosfolipidos se unen a los sitios anulares
de 1a enzima (interfase lipido/proteina) y los esteroles a los no anulares
(interfase proteina/proteina). Los esteroles inactivan l1a ATPasa mediante l1a
unién a los sitios anulares, desplazando a los fosfolipidos. Las cadenas de 10s
acldos grasos de los fosfolipidos unidos a los sitios anulares pueden
interaccionar con los sitos no-anulares solamente si poseen la longitud
adecuada. Esta interaccion determinaria la actividad de 1a enzima via cambios
conformacionales. E1 descubrimiento reciente de que el grado de saturaciony
1a longitud de las cadenas de los acidos grasos de los fosfolipidos influyen en
la actividad de 1a ATPasa ( Palmgren y Sommarin, 1989; Kasamo, 1990) junto
con la presencia de esteroles estrechamente asoclados a la enzima
(Sandstrom y Cleland, 1989 a) apoyarian esta hipdtesis.
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3. LOS METALES PESADOS EN LAS PLANTAS

3.1. TOXICIDAD Y RESISTENCIA

Todas las plantas responden ante aumentos de la concentracién de
metales pesados en su ambiente. La naturaleza, direccién y magnitud de esta
respuesta dependera de la sensibilidad del individuo, de la intensidad
(concentracion y duracién) de la exposicion, del tipo de metal y de la forma
en que esté presente (Baker y Walker, 1989 a).

Normalmente, 10s metales se acumulan en la planta a concentraciones
superiores a las del medio y, dentro de ella, 1a rafz es el érgano de maxima
acumulacion (Barceld y Poschenrieder, 1989).

Entre los sintomas asoctados a la toxicidad por 1os metales pesados
aparecen generalmente, la clorosis y 1a reduccién del crecimiento (Foy et al,,
1978). A nivel molecular, los fones metalicos pueden producir 1a toxicidad por
distintos mecanismos:

- Desplazando 10s iones metalicos esenciales de las biomoléculas.

- Bloqueando grupos funcionales esenciales de biomoléculas, incluyendo

enzimas y polinuclestidos. |

- Modificando 1a conformacién activa de las moléculas, especialmente

enzimas y polinucleétidos.

- Desorganizando la integridad de 1as moléculas.

- Modificando otros agentes biolégicos activos.

Resulta por tanto evidente que los metales pesados pueden influir en
una gran variedad de reacciones y procesos fisiolégicos en las plantas. Asf por
ejemplo, se ha demostrado que el Cd puede alterar procesos como 13
fotosintesis ( Weigel, 1985; Becerril et al,, 1988), 1a respiracién (Lee et al,,
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1976; Lamoreaux y Chaney, 1978) o las relaciones hidricas (Poschenrieder et
al., 1989). La toxicidad por Ni ha sido menos estudiada, aunque se sabe que
puede modificar la absorcién de elementos minerales (Bollard, 1983), 1a
extrusion de protones (Cocucci y Morgutti, 1986) o 1a fotosintesis (Morgutti
et al., 1984), -

En cuanto a los mecanismos de resistencia, las plantas se defienden
frente a 1os metales pesados, bien evitando su entradé, o bien volviéndose
resistentes al elemento toxico en el interior celular por diversos procesos
como la exclusion del metal pesado del metabolismo o la tolerancia a su
presencia mediante inmovilizacién o inactivacién interna (Barceld vy
Poschenrieder, 1989). Las Investigaciones sobre resistencia se han centrado,
principalmente, en el estudio de complejos de unibn a los metales,
especialmente péptidos y proteinas, que los fnactivan o inmovilizan en el
interior celular (Tomsett y Thurman,1988). Aungue se ha implicado a las
fitoquelatinas en el mecanismo de resistencia al Cd, existen escasas
evidencias que indiquen la participacién de un sistemas quelante interno en
la resistencia al Ni (Verkleij y Schat, 1989). Sin embargo, se ha postulado que
la resistencia al Ni esta relacionada con la reduccion de la absorcion
(Whoolhouse, 1983).

3.2. METALES PESADOS Y MEMBRANA PLASMATICA

Cualquiera que sea el efecto de los metales pesados sobre el
metabolismo celular, éstos van a entrar en contacto con la membrana
plasmatica, pudiendo dahar su integridad (De Filippis, 1979) e interaccionar
con sus enzimas asociadas (van Assche y Clijsters, 1990). Ademas, 10s fones
metalicos pueden atravesar 1a membrana y ejercer sus efectos toxicos en el
citoplasma. Asf, 1a permeabilidad de la MP va a influir sobre 1a toxicidad de
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los metales en los sistemas biol6gicos (Simkiss y Tailor, 1989). De hecho, l10s
cambios en la estructura y composicién de 1a membrana pueden afectar tanto
la difusién pasiva como el transporte activo de los compuestos (Raison,
1980). En este sentido, Verkieij y Shat (1989) han sugerido gue los cambios
en 1a composicién de 1a membrana podrian estar implicados en 1a resistencia
a los metales pesados.

Por otra parte, el bombeo activo de metales desde el interior al
exterior celular también se ha descrito como posible mecanismo de
resistencia (Tomsett y Thurman, 1988). En este caso la H+*-ATPasa podria
estar implicada en el proceso de detoxificacion.

A pesar del interés que presenta el estudio de 1as interacciones de 1os
metales a nivel de membrana, 10s trabajos realizados hasta la fecha son
escasos. Lindberg y Wingstrand (1985) observaron que la aplicacion /i vitro
de Cd inhibfa la actividad de 1a ATPasa . Otros autores han estudiado el efecto
del Cd (Kennedy y Gonsalves, 1987) y Ni (Morgutti et al.,, 1984; Cocucci y
Morgutti, 1986) sobre 12 extrusién de protones en tejido radicular. No se ha
encontrado bibliografia sobre el efecto de estos metales en fracciones de
plasmalema aisladas de plantas tratadas / v/vo.No obstante, este tipo de
estudios se ha realizado en plantas sometidas a otras condiciones de estrés
como bajas temperaturas (Uemura y Yoshida, 1986), estrés salino (Douglas y
Walker, 1984) o tratamiento con pesticidas y reguladores del crecimiento
(Cooke et al., 1989).
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MATERIAL Y METODOS



1. MATERIAL VEGETAL

El trabajo experimental correspondiente a esta Tesis se ha realizado
con plantas de arroz (Oryza sativa subespecie comunis L.) de la variedad

Bahia. Las semillas fueron suministradas por el Instituto Valenciano de
Investigaciones Agrarias, seccién del arroz (1VIA, Sueca).

2. CULTIVO Y TRATAMIENTO DE LAS PLANTAS
2.1. CULTIVO

En los experimentos de caracterizacion de 1a ATPasa se parti6 de raices
de siete dias crecidas en oscuridad a 30° C. La germinacion y el crecimiento
de las semillas se realizé en -recipientes'de plastico cerrados, en cuyo
interior se habian depositado cuatro capas de papel de filtro humedecidas con
agua destilada. En estos recipientes, se sembraron las semillas previamente
esterilizadas con hipoclorito calcico al 2 %Z durante 20 minutos. Las raices
crecidas después de siete dias de incubacién se utilizaron para la obtencién de
vesiculas de membrana.
| En los experimentos restantes, se utilizaron tallos y/o raices de
plantas crecidas en cultivo hidropénico. Las semillas se esterilizaron con
hipoclorito sédico al 2 % y se sembraron sobre rejillas de acero inoxidable
suspendidas en recipientes de plastico de 5 1 que contenian la solucién
nutritiva constantemente aireada. La composicién de 1a solucién nutritiva fue
1a siguiente: KCI 1 mM, KNO3 3 mM, Ca(NOz)2 4H20 1 mM, NaH2PO4 2H20 TmM,

MgS04 7H20 0.75 mM, NH4NOz 2.4 mM, Fe-EDDHA (Sequestrene) 3 mg/i,
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MNSO4 4H20 1uM, H3BO3 3uM, CuSO4 SH20 0.1 pM, ZnSO4 7H0 0.1 uM
(NH4)gM07024 4H20 0.03 MM. Los cultivos se mantuvieron en una camara de
crecimiento a 30° Cy 70 % de humedad relativa durante el diay a25° Cy 90 %
de humedad relativa durante 1a noche, bajo un fotoperiodo de 16 horas y una
radiacion fotosintéticamente activa (PAR) de 30 uE cm-2 s-1. La germinacion

- de las semillas se 1lev6 a cabo en oscuridad total durante los cinco primeros -

dias.

En los experimentos de tratamiento y recuperacion, las plantas
crecieron en invernadero y fueron irradiadas con luz suplementaria para
simular un fotoperiodo minimo de 16 horas. Todas las demas condiciones
fueron las mismas que para las plantas cultivadas en camara de crecimiento.

2.2. TRATAMIENTO CON XENOBIOTICOS
2.2.1. TRATAMIENTOS WV V/Vvo

Los tratamientos /» v/vo se realizaron adicionando a la solucién
nutritiva donde crecfan plantas de 6 dias de edad los siguientes xenobioticos:

- Varias concentraciones de los metales pesados Cd (0.01, 0.1, 0,5 mM)
y N1 (0.1, 0.5, 1 mM).

- MCPA (4cido [(4-cloro-o-tolil)oxi]l acético) 1.4 uM.

-p-ketotriazol (1-[2-metoxifenil]-4,4-dimetil-1-(1,2,4-triazol-1-il) -
1-penten-3-ona) 0.5 uM.

- Carbaril (1-naftil metilcarbamato) 10uM.

La duracién del tratamiento varié entre S y 10 dfas. Algunas de las
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plantas tratadas durante 5 dias con Ni o Cd fueron recuperadas durante 5 6 10
dias en soluciones nutritivas nuevas sin metal pesada. Del mismo modo se
renovo 1a solucién nutritiva en sus controles respectivos.

Los tallos y/o raices de las plantas control, tratadas y recuperadas
fueron recogidos e inmediatamente utilizados para la obtencién de vesiculas

Cdemembrana. I -

2.2.2. TRATAMIENTO DE LA ATPasa /¥ /7RO CON NIQUEL Y CADMIO

En los tratamientos realizados a extractos de vesiculas de MP obtenidos
de plantas control se utilizaron diversas concentraciones de Cd o Ni (0.01,
0.1,05y 1 mM)

3. AISLAMIENTO DE VESICULAS DE MEMBRANA

Para obtener y separar 1as fracciones de membrana se siguié el método
descrito por Larsson en 1985 con algunas modificaciones.

Todo el proceso se realizé a temperatura de 4° C. Las soluciones fueron
preparadas con agua destilada desionizada.

3.1. EXTRACCION DE LA FRACCION MICROSOMAL

Entre 25 y 30 g de material vegetal fueron troceados e infiltrados,
durante 7 minutos, en un volumen de 100 m1 de medio de homogeneizacion que
contenia sacarosa 0.5 M, acido ascérbico S mM, cisteina 3.6 mMy 0.6% (p/p) de
PVP (10 KDa) en Hepes-KOH S0 mM, pH 7.6. La infiltracién se realizdé en un
matraz kitasato con ayuda de una bomba de vacio. Posteriormente, se
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Figura 1. Procedimiento de aislamiento de vesiculas de plasmalema en un

sistema acuoso de dos fases poliméricas (Dextrano y Polietilenglicol). Se afade
la fraccion microsomal suspendida en un medio adecuado a la mezcla de fases,
obteniéndose el sistema de fases (Si, fraccion superior; |i, fraccion inferior).

Tras una serie de purificaciones se obtienen las fracciones finales 83 e I3.



homogeneiz6 el material con un triturador Lomi G-2 cuatro veces a maxima
velocidad durante 20 segundos cada una.

El homogenado se filtro a través de una tela de muselinay se centrifugd
a 10.000 g durante 15 minutos. E1 sobrenadante se centrifugb a 50.000 g
durante 40 minutos, para consequir un precipitado compuesto principalmente
sedimento se resuspendid con 1a ayuda de un pincel en un volumen total de 10 |
m1 que contenia sacarosa 0.33 M, KC1 3 mM y Hepes-KOH S mM, pH 7.6. De los
10 ml, uno se almacend a -23° C hasta su uso y el resto se utilizd para
obtener vesiculas de plasmalema y de membranas internas.

3.2. AISLAMIENTO DE VESICULAS DE MEMBRANA PLASMATICA

Las vesfculas de MP se obtuvieron por separacion de 1a fraccion
microsomal en un sistema acuoso de dos fases poliméricas (Dextrano TS00 y
Polietilenglicol 3350), (Figura 1). La composicion 6ptima del sistema de fases
para el aislamiento de vesiculas de plasmalema de arroz fue determinada en
trabajos previos (Ros, 1988).

Se anadieron 9 g de fraccién microsomal a un tubo de centrifuga de
policarbonato que contenia 27 g de mezcla de fases para obtener 36 g de
sistema de fases con una composicién final de Dextrano TS00 6.2 % (p/p),
Polletilenglicol 3350 6.2 % (p/p), sacarosa 0.33 M, KC1 3 mMy Hepes-KOH 5
mM, pH 7.6. El contenido del tubo se mezcld, mediante varias inversiones, y se
centrifugd a 1.500 g durante 3 minutos para acelerar la separacion de los
polimeros en dos fases. A continuacion, y para conseguir una mayor pureza de
las fracciones, se reextrajeron las dos fases mediante un procedimiento en
tres pasos (Larsson et al.,, 1987) como se indica en la figura 1, obteniéndose
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finalmente las fracciones superior (S3) e inferior (I3) ricas en plasmalema y
membranas internas respectivamente.

S3 e I3 se diluyeron con medio de resuspension (sacarosa 0.33 M, KCI
3 mM, mercaptoetanol 4 mM en Hepes-KOH S mM, pH 7.6) y se procedi6 al
lavado de los polimeros mediante centrifugacién a 100.000 g durante una hora,
a 100.000 g durante una hora. ,

Por Ultimo, los sedimentos se resuspendieron en medio de resuspension
en un volumen final de 4 ml y se almacenaron en pequefas alicuotas a -23°C
hasta su utilizacion. ,

En los experimentos de tratamiento con pesticidas y metales pesados
se introdujeron modificaciones al procedimiento descrito anteriormente. En
ellos, se parti6 de 7 g de material vegetal y se resuspendié la fracciéon
microsomal en 3 ml, de los cuales se aiadieron 3 g a 9 g de mezcla de fases
para formar 12 g de sistema de fases. Finalmente, s6lo se recogié 1a fraccién -
rica en plasmalema (Sz) que se lavé a 100.000 g durante 30 minutos. El
sedimento se resuspendid en 1 ml de medio de resuspensiony se aimacené a
-23° C hasta su utilizacion.

4. ANALISIS ENZIMATICOS
4.1. ACTIVIDAD ATPasa

La actividad Mg2+-ATPasa se ensayé en un volumen final de 225 ul que
contenia los extractos celulares y el medio de reaccion formado por MgSO4 3

mM, ATP (sal sédica) 3 mM, sacarosa 75 mM, NagMoO4 0.7 mM, Triton X-100
0.01 %y Mes-Tris 50 mM, pH 6.5. La actividad K+-Mg2+-ATPasa, un presumible
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marcador de la MP, se ensay6 en el mismo medio que la Mg2+-ATPasa, pero en
presencia de KCI 50 mM. En el caso de la actividad Cl--Mg2+-ATPasa, un
marcador del tonoplasto, el tampén del medio de reaccion fue Tricina-Tris S0
mM, pH 8.0.

La reaccién enzimatica se inici6 con la adicion del extracto de

- vesiculas de membrana (entre .1 y 2 ug de protefna para Sz y entre 20y 40 pg - -

para iz y M)y se llevé a cabo a 37° C. Amenos que se especifique, la reaccion
se par¢ a 1os 30 minutos de iniciada ahadiendo 500 p1 de SDS 10 %.

La hidrolisis de ATP se determiné midiendo la cantidad de fosfato
inorganico presehte en el medio segin el método de Ames (1966) para 1o que
se anadieron al medio de reaccién 600 ul de solucion colorimétrica formada
por &cido ascorbico 10 Z y molibdato aménico 0.42 % en acido sulfdrico 1 Nen
proporcién 1:7. Tras 45 minutos de incubacién a 37° C se pard la reaccion
bajando la temperatura hasta 4° C en bafio de hielo y se midid la absorbancia a
820 nm. |

En cada ensayo se prepararon 10s correspondientes estandar con 0.025
umoles de P;y blancos de 1a misma manera que 10s tubos a determinar, pero se
les aftadié 500 i1 de SDS 10 % antes del extracto para impedir 1a reaccién.

Determinados ensayos de actividad K+-Mg2+-ATPasa se realizaron en
medios de reaccién con algunas modificaciones respecto al descrito
previamente. Las modificaciones incluyeron adiciones de azida sédica 1 mM,
KNO3z 50 mM, CaClp 3 mM, ortovanadato sédico 0.1 mM, nucleétidos difosfato,
nucleétidos trifosfato, varias concentraciones de sales, MgSO4 y ATP, y

tampones como se describe en las tablas y figuras correspondientes.
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4.2. ACTIVIDAD |DPasa y CITOCROMO C REDUCTASA

La actividad IDPasa latente, marcador del aparato de Golgi, se ensayo
segun el método de Chanson y col. (1984) modificado por Stall y col. (1987).
La reaccion se llevé a cabo en un volumen final de 225 ul, que ademas

- de.los extractos de vesiculas de membrana (entre 10 y 30 ug de protefnas), - - -

contenfa IDP 2.5 mM, MgS04 2.5 mM, KC1 50 mM y Mes-Tris S0 mM, pH 6.9.

La actividad de la enzima se determind midiendo la diferencia de
fosfato inorganico liberado (Ames, 1966) en presencia o ausencia de 0.1% de
Triton X-100 después de 20 minutos a 37 * C. Como en el caso de la ATPasa se
prepararon 10s correspondientes blancos y estandar.

La actividad citocromo ¢ reductasa NADPH dependiente, resistente a
antimicina A, utilizada como marcador de reticulo endoplasmico, se midié en
las fracciones de membrana segun el método descrito por Lord (1973) con
algunas modificaciones. E1 medio de ensayo contenfa en un volumen final de
1 ml, NADPH 0.2 mM, citocromo ¢ 0.02 mM, KCN 10 mM, antimicina A 4 uMy
tampén fosfato 50 mM a pH 7.2. La reaccién se inicid con l1a adicién de 37 pl
de extracto de membranas y se siguié la reduccién del citocromo ¢ a 550 nm.
Se emplearon controles a 10s que se les ailadié 1a enzima previamente hervida.

5. MICROSCOPIA ELECTRONICA

Se siguié el método descrito por Yoshida y col. (1983) con algunas
modificaciones. A

Fracciones de vesfculas de vmembrana fueron fijadas con una solucion de
glutaraldehido 3 % (v/v) en medio de resuspension (Hepes-KOH S mM, sacarosa
0.33 M, KC1 3 mMapH 7.6) durante una hora a 4°* Cy durante unahoraa 21°*C
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(proporcién muestra:disolucién fijadora, 1:7). Las fracciones fijadas se
recogieron por centrifugacién a 50.000 g durante 40 minutos y se lavaron con
solucion de resuspension a 4° C (60 minutos). Posteriormente, se fijaron con
tetroxido de osmio 1 % (v/v) en Hepes-KOH S mM, sacarosa 0.33 M, KC1 3 mM a
la misma temperatura durante dos horas y se deshidrataron con

concentraciones crecfentes de etanol a temperatura amblente. Los sedimentos -

deshidratados se trataron con 0xido de propileno al 100 % durante una hora a
temperatura ambiente, compuesto que es soluble en etanol y a su vez en la
epoxi-resina (Araldita). Para facilitar 1a penetracion de la resina epoxi se
embebid el material objeto de nuestro estudio en concentraciones crecientes
de Araldita:

A.- Araldita |: 6xido de propileno (proporcién 1:3, 1:1, 3:1) durante una

hora en cada Caso a temperatura ambiente.

B.- Araldita | durante 24 horas a 60° C.

C.- Araldita Il durante 48 horas a 60° C.

La Araldita | esta compuesta por 5 ml del componente A/M, S mi del
componente B y 0.15 ml del componente D. La Araldita Il consta de Araldita |
mas 0.4 ml de un acelerador de 1a polimerizacién ( componente C).

En el paso C se obtuvieron bloques endurecidos de resina-epoxi con 10s
que procedimos a 1a realizacién de cortes ultrafinos en el ultramicrotomo. Las
secciones de 600-700 A fueron blanqueadas con acido perfédico al 1 % durante
15 minutos a temperatura ambiente y tefildas con silicotungstato sodico 1 7%,
acido clorhidrico 10 % (v/v) durante 10 minutos a 37° C seqgun el metodo
descrito por Roland (1978). Seguidamente se lavaron con agua destilada dos
veces durante 2 minutos y se visualizaron con el microscopio electrénlco de
transmision modelo JEOL, JEM 100S.
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6. DETERMINACION DE NIVELES ENDOGENOS DE CADMIO Y NIQUEL

6.1. CONTENIDO DE CADMIO Y NIQUEL EN PLANTA ENTERA

El andlisis del contenido en metales pesados se reaiiz6 segun Morales y
S 0L (1990).
| | El material vegetal (tallos o raices) se lavé con agua destilada y se
desecd a 60° C durante 48 horas. Se transfirieron 100 mg de material seco,
triturado con un triturador de tejidos (Pulverisette, Fritsch) hasta pasar por
un tamiz de 0.5 mm, a reactores de Tefl6n de 125 ml donde se anadié 1 ml de
acido nitrico (65 %, v/v), 1 ml de agua oxigenada (30 %)y dos gotas de alcohol
isoamilico. Los reactores se cerraron herméticamente y se mantuvieron
durante S minutos en microondas a S00 W de potencifa. Tras diluir
adecuadamente, se procedid a la medida de los niveles endogenos de Cd y Ni
utilizando un espectrémetro de absorci6n atémica Perkin-Elmer, modelo S000,
equipado con 1amparas de catodo huecd monoelementales de Cd y Ni, y 1dampara
de deuterio como correctdr de fondo. Las condiciones de medida utilizadas
fueron las siguientes:

Cadmio Niguel
Longitud de onda 228.8 232.0
Rendija 0.7 0.2
Tipo de 11ama Oxidante Oxidante
Intensidad 1ampara 6 mA 12 mA
Técnica AA-BG!? AA-BG

1AA-BG: absorcion atémica con corrector de fondo.
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En todos los casos se utilizd una llama de aire-acetileno, bola de
impacto y un tiempo de integracién de 0.5 segundos. Los patrones se
prepararon a partir de disoluciones patrén de 1.000 ppm en medio nitrico
(mismo porcentaje que en 1as muestras) mediante diluciones adecuadas con
10s slgufentes intervalos de concentracion para cada elemento:

... . Cd(ppm)0.2,04,08,1.2,.16. . - . T .

Ni (ppm) 0.5, 1,2, 3, 4

6.2.CONTENIDO DE CADMIO Y NIQUEL EN VESICULAS DE PLASMALEMA

La medida de 10s niveles de metales en las vesiculas de plasmalelma se
realiz6 mediante Analisis por Inyeccion en Flujp (FIA) utilizando un “loop" de
200 W1 a través del cual se inoculd 1a muestra, convenientemente diluida, a 1a
llama. ,

El aparato y las condiciones de medida fueron las mismas que l1as
descritas en el apartado anterior.

7. ANALISIS DE ESTEROLES

El analisis de esteroles se realizé de acuerdo con Burden y col. (1987).
7.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Se afiadieron 200 ! de extracto a un tubo Pirex de cristal de 10 ml
junto con 2.5 ml de KOH 5 % en etanol 80 % (v/v) y 10 pl de B-colestanol

(1 mg/m1) como estandar interno. E1 tubo se calenté en un "termo-block” a 80°
C durante 3 minutos. Tras enfriar, se afiadieron 10 m1 de hexano (grado HPLC)
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y 5 ml de agua agitando suavemente hasta mezclar el contenido del tubo.
Cuando 1as dos fases (hexano:agua) quedaron separadas, se transfirid la fase
superior de hexano a otro tubo (tubo 2) que contenfa 0.1 g de sulfato sodico
para secar el solvente. El tubo inicial se reextrajo anadiendo 10 m1 de hexano,
que tras agitacién y separacién de fases, fueron transferidos al tubo 2. A

continuacién se pasé el contenido del tubo 2 a matraces apropiados donde se - - -

evapord el hexano usando un rotavapor con una temperatura del bafio de 80° C.
El residuo obtenido se disolvié en 2 ml de hexano y se transfiri6 a viales,
donde el solvente fue evaporado en un concentrador de vacio (Savant, USA). Los
derivados acetilados de los esteroles se prepararon afiadiendo 50 pl de
anhidrido acético (ANALAR) y 50 ul de piridina (ANALAR). Trancurridas al
menos tres horas, 10s solventes se evaporaron con nitrdgeno y el residuo se
redisolvio en SO Wi de acetato de etilo (grado HPLC).

7.2. ANALISIS DE LOS ESTEROLES

Los acetatos de esteroles se analizaron por cromatografia gas-1iquido
usando una columna capilar SE-52 (25 m x 0.25 mm D) en un cromatdgrafo de
gases, modelo Varian 3700, equipado con un detector de ionizacion de 11ama.
El gas trasportador fue hidrégeno (0.75 kg cm-2) y se utilizé un programa de
temperaturas de 120 a 260° C, aumentando 5° C por minuto. La temperatura de
inyeccion fue de 250° C y 1a del detector 350° C. La salida de los esteroles se
produjo cuando el sistema alcanz6 la maxima temperatura. Los datos
obtentdos fueron analizados por ordenador utilizando el programa "Smarterm®.
La identidad de los esteroles se obtuvo por comparacién de los tiempos de
retencién relativos con patrones conocidos y por identificacién en un
espectrémetro de masas (Hewlett-Packard 5970).
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8. ANALISIS DE FOSFOLIPIDOS
8.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Se empled el método descrito por Cooke y col. (1989). En un tubo

- Eppendorf se afadieron 0.25 ml del extracto de plasmalema mas 0.75 ml de - - -

cloroformo:metanol (1:2, v/v). Seguidamente, se agité la muestra, se
anadieron 0.25 m1 de cloroformo, se agité de nuevo y se centrifugé a 10.000 g
durante 6 minutos en una centrifuga de mesa. La fase superior de cloroformo y
la interfase fueron eliminadas y el solvente evaporade con Nitrégeno. El
residuo se resuspendié con 0.2 mi de propan-2-ol:hexano:agua (54:40:6, v/v).

8.2. SEPARACION DE LOS FOSFOLIPIDOS

Los fosfolipidos fosfatidilcolina (PC), fosfatidilinositol (Pl),
fosfatidilserina (PS) y fosfatidiletanolamina (PE) se separaron por
cromatografia 1iquida de alta resolucion (HPLC) segun el método de Pattony
col. (1982).

Se inyectaron SOul del extracto lipidico en un HPLC (Varion Vista
5500) dotado de una columna de silice (250 X 4.6 mm, Econosphere, Altech
Associates/Applied Science Limited). E1 eluyente utilizado fue hexano:propan-
2-olietanol:tampén fosfato 25 mM, pH 7.0:acido acético glacial
(367:490:100:62:0.7, v/v) y su flujo de 1.5 ml minuto-!. La presencia de los
fosfolipidos se detectd a una longitud de onda de 205 nm y fue registrada en
un ordenador acoplado al HPLC. La identificacion de los picos se obtuvo
mediante comparacién de tiempos de retencion con patrones conocidos y
mediante la adicién de los patrones a 1as muestras y comparacion posterior.
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Las distintas fracciones fueron recogidas en tubos Pirex de 10 mi
donde se ahadieron 20 1 de metil heptadecanoato (0.1 mg/ml) como estandar
interno. Seguidamente, el solvente se evaporé con Nitrégeno a 40° C y se
anadieron 2 ml de 2,2' dimetoxi-propano 5% (v/v) en metéxido sédico 0.5 N
disuelto en metanol. Tras 10 minutos a 40° C se dejé enfriar la solucion, se

~ ahadieron 2 ml de hexano y 1 ml de agua agitando. seguidamente. La fase

superior de hexano, que contenia los ésteres de l‘os acidos grasos provenientes
de los fosfolipidos hidrolizados, se transfirid a viales de cristal de 1 mi. El
hexano fue evaporado en un concentrador con vacio (Savant, USA) y el residuo
disuelto en 25 pl de acetato de etilo. Las muestras se almacenaron a 4° C
hasta que se utilizaron para el analisis de acidos grasos.

8.3. ANALISIS DE LOS ESTERES DE LOS ACIDOS GRASOS

E1 contenido en acidos grasos se analiz6 por cromatografia gas-liquido
usando una columna capitar (RSL S00 BP, 25 m x 0. 25 mm ID) incluida en un

cromatégrafo de gases (Varian modelo 3700) equipado con un detector de
ionizacién de 1lama, y acoplado a un ordenador con el mismo programa de
analisis de datos que el descrito para esteroles. El gas transportador fue helio
(0.75 Kg cm-2) y el programa de temperaturas utilizado fue de 170 a 200° C,
aumentando 2° C por minuto. La temperatura de inyeccién fue 240° C y 1a del
detector 300° C. E1 contenido en fosfolipidos se expresé como cantidad de
acidos grasos (C16:0, 16:1, 180, 18:1, 182, 18:3) encontrados en las
fracciones PE, PC, PSy Pl (Apéndice |). Los acidos grasos se identificaron por
comparacién de los tiempos de retencién relativos con los de patrones.

33



9. DETERMINACION DE LA FLUIDEZ DE LA MEMBRANA

La fluidez de 1a MP se determind por fluorescencia polarizada en estado
estacionario (Cooke et al., 1990 b) utilizando un espectrof luorimetro (Perkin-
Elmer LSS) al que se acoplo un polarizador.

ml que contenia los extractos de MP (convenientemente diluidos Para dar una
concentracion de proteinas de 150 pg/m1), KC1 100 mM, MgS04 5 MM, EGTA 0.1
mM y Hepes-KOH 40 mM, pH 7.0. A este medio se le afadieron 0.5 pl de
1,6-difenil-1,3,5 hexatrieno (DPH)} 1 mM (compuesto fluoréscente) en
tetrahidrofurano (THF). Se prepararon blancos a los que se les aiadi6 0.5 ul de

THF sin DPH. E1 exceso de THF se evaporé con Nitrégeno. Se incubaron blancos y
muestras tratadas durante una hora a 25° C, tras lo cual se midid 1a emisién
de fluorescencia a 430 nm con excitacion a 360 nm. La fluorescencia

polarizada (P) se calculd mediante la siguiente ecuacion:

lvww=lvi G
=
lw* lwy G

donde: |, intensidad de f luorescencia
G, factor de correccion= Iyv/ Ixn

Los subindices V (vertical) y H (horizontal) se refieren a 1a posicion de los
polarizadores en los haces de excitacién y emisién. Si se sitdan en primer
lugar se refieren al haz de excitacion y en segundo lugar al de emision,
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10. BOMBEO DE PROTONES

El bombeo de protones se determind midiendo 1os cambios en 1a emisidn
de fluorescencia del compuesto fluorescente ACMA. Se anadieron vesiculas de
MP (200g de proteina), previamente sometidas a tres ciclos de congelacion-

- descongelacion (de -20°. C hasta +20° C), a una cubeta que contenfa KNO3 25 - - -

mM, ACMA 1 uM, ATP-Tris 5 mM, BTP-Mes 20 mM, pH 6.5 en un volumen final
de 1.98 m1. La cubeta se colocé en un espectrofluorimetro (Perkin-Eimer LSS5)
donde se mantuvo a 30° C con agitacidn constante.

La reaccién se inicid con la adicién de 20 pl de MgCh 0.5 M. Los
cambios en la emisidn de fluorescencia a 485 nm al excitar a'415 nm se
registraron en un registrador Bryans, ajustado a una velocidad de 30 cm
hora-1. La tasa de transporte de H* en estado estacionario (R,) se calcul6

segun 1a siguiente ecuacion:
Ro =K AF

donde, K: tasa constante de formacion del gradiente de pH.
AF: diferencia entre 1a emisién de fluorescencia inicialy -
en el estado estacionario.

11. PROTEINAS
Las proteinas se determinaron segin el método de Bradford (1976)
modificado por Read y col. (1981). A 100 ul de muestra, convenientemente

diluida, se le anadieron 3 m1 de medio de determinacion que contenfa 25 mg de

35



Coomassie Brillant Blué 6-250 disueltos en 12,5 m1 de etanol 95 % (v/v) y 20
ml de acido fosférico 85 % (v/v) aforados a 250 ml con agua. Transcurridos S
minutos, se determind la absorbancia a 595 nm. La curva patrén se elaboré

utilizando concentraciones crecientes de seroalbimina bovina (desde 4 x10-3
hasta 2 x10-2mg BSA/m1). '

- - - En los experimentos de tratamiento y recuperacion, los patrones se =

prepararon con tiroglobulina.
12. ANALISIS DE LOS DATOS

La significacion de los resultados se determind sometiendo los datos a
un analisis de 1a varianza (CLR ANOVA). La varfacion entre las medias de los
datos se analizé6 mediante el test de Student-Newman-Keuls. E1 nivel de
significacion se fijo para P<0.05.

Las curvas hiperbdlicas se ajustaron a cinéticas de Michaelis-Menten
mediante analisis de regresién no lineal por minimos cuadrados (Ralston,
1983).

A menos que se espec'ifique, ‘los valores representados en tablas y
figuras son la media de al menos tres experimentos realizados con
preparaciones de membrana distintas.
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RESULTADOS



1. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE LA MEMBRANA PLASMATICA

En 1a tabla 1 se muestran las caracteristicas generales de 1a fraccion
microsomal (M) y de las fases superior (S3) e inferior (I3), obtenidas durante
el proceso de aislamiento de vesiculas de plasmalema. Aproximadamente el
4 % del contenido proteico de 1a fraccion microsomal se recogi6 en Sz. En esta
fase, 1a riqueza en vesiculas de MP fue semejante a la encontrada en otros
estudios, donde se utilizd el método de separacién en fases para obtener
vesiculas de MP de g}‘an pureza (Larsson, 1985; Blum et al., 1988). Asi por
ejemplo, 1a actividad especifica de la K+-Mg2+-ATPasa, descrita como un
marcador de 1a MP, se enrigueci6 en Sz aproximadamente 4 veces con respecto
a 1a fraccién microsomal y fue mas de 10 veces mayor que en Is3. Ademas, 1a

actividad K+-Mg2+-ATPasa sensible al vanadato (inhibidor de 12 ATPasa de MP)
se 1incrementd aproximadamente S veces con respecto a la fraccion
microsomal y fue mas de 18 veces mayor que en I3. La contaminacién por
tonoplasto y mitocondrias, estimada como la actividad Ci--Mg2+-ATPasa,
inhibida por nitrato + azida fue solamente del 2 % en Sz, mientras que en I3
esta actividad constituy6 et 71 %@ del total. También fue confirmada la
ausencia en 53 de membranas procedentes del aparato de Golgi y tonoplasto,
por 1a falta de actividad pirofosfatasa, como puede observarse en la tabla 2
donde se presentan los resultados obtenidos al ensayar distintos sustratos.
Por Ultimo, como ya se puso de manifiesto en trabajos previos (Ros,
1988), a tincién con silicotungstato sddico, descrita como selectiva parala
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Figura 2. Vesiculas de membrana de raices de arroz.
Microfotografias de secciones de las fracciones S3 (a y b) e I3 (c
y d); a ye, preparaciones tratadas con silicotunstato sédico, b y

d, controles no tratados. Longitud de la barra: 1fim.



Tabla 1. Proteinas (mg) y actividades especificas [umol (mg proteina)-1 h-1] de enzimas mercadoras
en fracciones de membrana micresomal (M), plasmética (Ss) e intracelular (1s) obtenidas de rafces de

arroz. Las enzimas se ensayaron como se describe en Material y Métodos excepto que las reacciones de la
ATPasa y de 1a IDPasa se llevaron a cabo durante 45 minutos; donde fue requerido se incluyeron las
siguientes modificaciones y/o adiciones al medio de reaccion: ortovanadato 0.1 mM, azida 1 mM, nitrato
50 mM, y Tricina-Tris SO mM a pH 8.0. Los valores representan las medias ¢ E E. Entre paréntesis se

muestran los porcentajes de actividad con respecto a la K+-Mg2+-ATPasa.

FRACCIONES

PARAMETRO

M S3 I3
PROTEINAS 28 ¢+ S 1.1 ¢+ 0.1 6.0 £0.8
K+,Mg2+-ATPasa 20 £+ 1 (100) 79 9 (100) 7.7 £ 0.1 (100)
Cl-, Mg2+-ATPasa
(sensible a azida+ nitrato) 83102 (42) 1.8 £ 0.2 (2) 55 +06 (71)
K+ Mg2+-ATPasa
(sensible a vanadato) 7.9 +0.03 (40) 42 1 (53) 2.3 £0.1 (30)
CCR 0.55+0.03 0.26+0.03 0.47+0.03
IDPasa 3.5 0.6 28 + 05 3.3 +0.7
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MP de vegetales (Roland, 1978), mostré que en secciones obtenidas de Sz
aparecian estructuras cerradas, 1a mayor parte de ellas tefidas positivamente
(Figura 2a). En cambio, en las secciones de |z aparecieron tefidas pocas

vesiculas, presumiblemente de origen plasmatico (Figura 2 ¢).
Las actividades especificas NADPH-citocromo ¢ reductasa (CCR)
_____ insensible a antimicina y. 1a IDPasa latente no aumentaron ni en Sz ni en I3,
comparadas con la fraccion microsomal (Tabla 1). Aunque 1a mayor parte de la
actividad CCR se encuentra en el reticulo endoplasmico, esta enzima no es un
marcador absoluto (Larsson, 1985; Maller y Lin, 1986; Robinson et al., 1988) y
podria estar presente en la MP de arroz, como ya se ha demostrado para trigo
(Lundborg et al., 1981). Asimismo, la actividad IDPasa latente no puede
considerarse un marcador absoluto para el aparato de Golgi (Robinson et al,,
1988). En nuestro caso, se demostrd que la velocidad de hidrélisis de |DP por
la ATPasafuedeun2-4% conrespecto alavelocidad de hidrélisis de ATP
(Tabla 2). ’

2. PROPIEDADES DE LA ATPasa DE MEMBRANA PLASMATICA
2.1, ESTIMULACION POR CLORURO POTASICO

Se estudi6 la estimulacion por KCI de 1a ATPasa en un rango amplio de
concentraciones (0-200 mM) a pH 6.0 y 6.5 (Figura 3). La concentracion dptima
de KC1 a pH 65 se situd entre 25 - 50 mM, concentraciones que se
corresponden con las usadas en 1a mayoria de los trabajos sobre 1a ATPasa de
MP. Sin embargo, a pH 6.0 l0os requerimientos de KCI fueron mucho mayores,
siendo 150 mM la concentracién éptima. Asi, a pH 6.0 1a actividad ATPasa en
presencia de 50 mM de KC1 fue solamente el 79 % de 1a medida con 150 mM. En
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Tabla 2. Especificidad por el sustrato de 1a ATPasa de MP
de rafces de arroz. Al medio de ensayo se affadieron MgS04
3 mM, sustrato 3 mM y KC1.150 mM & pH 6.0, o bien .
MgS04 7 mM, sustrato 7 mM y KC1 50 mM a pH 6.5. Los
datos se refieren al porcentaje de hidrélisis con respecto al
control. Las actividades especificas para el ATP son 69y 90
[umol Py (mg proteina)-! h-!1] a pH 6.0 y 65

respectivamente. Los valores representan la media, n=2.

pH 6.0 pH 6.5

SUSTRATO
ENSAYADO

ATP 100 ' 100
CTP
uTP
TP
cDP
uoP
IDP
6DP
PP

PNPP 1
G-6-P -0

O W N N O O O ©

O N O NN A AN DO O
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Figura 3. Estimulacién de la ATPasa de la MP por varias
concentraciones de KCl (0-200 mM) a pH 6.0 @) y 6.5 (O). La
actividad ATPasa se ensayé en el medio descrito en Material

y Métodos mas 1 mM de azida sédica. Las barras verticales
representan el EE.
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Figura 4. Actividlad K*-Mg2+-ATPasa en presencia de
concentraciones equimolares crecientes de Mg y ATP a pH 6.0
(® y 6.5 (0). El ensayo se realizé en el medio descrito en la
figura 3 pero con una concentracion de KCl constante de 100
mM. Las unidades para la Ky y la Vjmax son mM y [pumol (mg
proteina)-l h-l] respectivamente. Las barras verticales

representan el EE.



cambio, a pH 6.5 esta actividad enzimatica fue un 25 % superior con SO mM
que con 150 mM de KCl.

2.2 DEPENDENCIA DEL ATP

Los parametros cinéticos para el ATP se determinaron variando

equimolarmente las concentraciones de ATPy MgapH 6.0y 6.5 (Figura 4). La
concentracion de KCI se mantuvo constante a 100 mM para ambos pHs. Aunque
las dos curvas obtenidas se ajustaron a cinéticas de Michaelis-Menten, 1as
constantes cinéticas fueron muy distintas. Asf, 1a Ky fue 8 veces y 1a Vimax 2
veces mayor a pH 6.5 que a pH 6.0.

Debido a las diferencias detectadas, tanto en los requerimientos de ATP
como de KCl a los dos pHs estudiados, los experimentos descritos a
continuacién se realizaron en dos medios de reaccidn distintos: uno de ellos
contenia 7 mM de MgSO4, 7 mM de ATP y S0 mM de KCI; el otro contenfa 3 mM

de MgS04, 3 mM de ATP y 150 mM de KCl.

2.3. DEPENDENCIA DEL pH

Al estudiar el efecto de l1a variacion del pH sobre la actividad ATPasa
de nuestras preparaciones (Figura S) se comprobd que en presencia de MgSO4
3mM, ATP 3 mMy de KCi 1'50 mM el pH 6ptimo fue de 6.0. Sin embargo, en un
medio que contenia 7 mM de MgSO4, 7 mM de ATP y SO mM de KC1 se encontrd
que el pH 6ptimo era 6.5.

Con el fin de determinar de una manera mas precisa los efectos del KCl
y del pH sobre la actividad ATPasa, se realizé un estudio cinético en presencia
de 50y 150 mM de KCI a pH 6.0 y 6.5 (Figura 6). Al utilizar concentraciones
equimolares de Mgy ATP, 1a disminucién de 1a concentracién de KCI redujo 1a
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KmY 12 Vmax @ 10s dos pHs. Bajo las mismas condiciones, un cémbio del pH de
6.0 a2 6.5 aumento estos dos parametros cinéticos.

Cuando se introdujo un exceso constante de 10 mM de Mg sobre la
concentracion de ATP en el medio de reaccién, para evitar las posibles
interferencias -producidas por el ATP libre (Bennett et al, 1985), los

resultados obtenidos fueron similares (Figura 7). No obstante, fue potenciado- = -

el efecto del pH sobre los parametros cinéticos . De esta forma, ambos
parametros aumentaron a pH 6.5, sobre todo 1a Ky, que 1legd a sextuplicar su
valor.

En todos 10s casos, pudo bbservarse una correlacidn positiva entre los
valores de Vimax Y de 13 Ky,

2.4, ESPECIFICIDAD DE SUSTRATO Y DE IONES

La especificidad de 1a ATPasa se estudié sustituyendo en el medio de
reaccién el ATP por otros posibles sustratos. La ATPasa de MP de raices de
arroz fue muy especifica para el ATP a los dos pHs ensayados, 6.0y 6.5 (Tabla
2). La actividad fosfatasa (PNPP) fue practicamente inexistente y tampoco fue
detectada 1a hidrélisis de Glucosa-6-fosfato y pirofosfato. En los casos
restantes, la actividad fue siempre menor del 7 % comparada con 1a
detectada en presencia de ATP.

Respecto a la especificidad ionica, fue significativamente distinta en
funcién del tipo de medio (Tabla 3). Asf, mientras que a pH 6.0 1a ATPasa fue
estimulada iguaimente por tbdos los cationes monovalentes ensayados, a pH
6.5 1a enzima present6 especificidad por K+ y Rb+,

El efecto de los cationes divalentes dependié tanto del medio donde se
ensayaron como del tipo de cation (Tabla 3). Por ejemplo, el Ca2+ y el Ni2+
inhibieron 1a actividad ATPasa a los dos pHs. La inhibicion por Ca2+ fue la mas
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Tabla 3. Efecto de los cationes sobre la actividad ATPasa de
MP de raices de arroz. La actividad se ensayé como se

describe en la tabla 2. Los cationes monovalentes se
 aftedieron en una concentracion de 150 mM a pH 6.0 6
50 mM a pH 6.5 vy los divalentes en una concentracion
final d¢ 3 mM. Los datos representan porcentajes de
actividad con respecto a 10s controles. Las actividades de los
controles son 91y 71 [umol P; (mg proteina)-1 h-1] a pH

6.0y 6.5 respectivamente.

pH6.0 pHE.S
SAL ENSAYADA
KC1 (CONTROL) 100 100
RbCl 103 98
NaCl 91 86*
LiCl 95 84*
CaCl; 13% 20%
MgCla 82* 95
NiClz o3* 88*

*, significativamente distinto del control.

o0



Tabla 4. Efecto de 30 mM de Mg sobre laactividad K+-Mg2+-
ATPasa de MP de raices de arroz en presencia de
concentraciones crecientes de ATP a pH 6.0 y 6.5. La
actividad se ensayd en el medio descrito en la figura 3, pero
con una concentracion constante de KCl de S0 mM. Los datos
representan el porcentaje de activided con respecto a
controles con concentraciones equimolares de Mgy ATP.

[ATP] pH 6.0 pH 6.5
1 mM 122% 76 *
3mM 128 * 82 %
S mM 126 * 95

7mM 135 * 105 *

* significativamente distinto del control.

o1



acusada, reduciendo la actividad enzimatica hasta en un 80 % 0 mas con
respecto a l1a detectada en los controles con K+. Por el contrario, el Mg+
estimuld la actividad ATPasa a pH 6.5 de forma similar al K+ y Rb+, siendo
esta activacion menor y significativamente distinta a 1a del control a pH 6.0.
El distinto efecto del Mg2+ sobre la ATPésa no parecié depender
solamente del pH del medio sino también de 1a presencia de potasio y de la
| concentracién de ATP. Como puede verse en 1a Tabla 4, donde se presentan los
resultados obtenidos en presencia de KCl y a distintas concentraciones de
ATP, el Mg estimuld 1a actividad ATPasa a todas las concentraciones de ATP
ensayadas a pH 6.0. Sin embargo, a pH 6.5 el Mg2+ iInhibi6 la actividad
enzimatica a bajas concentraciones de ATP y solamente la activd a
. concentraciones elevadas (7mM de ATP).

2.5. INHIBIDORES

En 1a tabla S se presentan los resultados obtenidos al anadir al medio
de reaccion inhibidores como azida, nitrato, ortovanadato o Ca, comprobandose
que el patron de inhibicién fue el mismo a 10s dos pHs ensayados . La actividad
K+-Mg2+-ATPasa no se vio afectada ni por azida (inhibidor de la ATPasa
mitocondrial), ni por nitrato (inhibidor de 1a ATPasa tonoplastica) pero si por
ortovanadato y Ca, descritos como inhibidores de 1a ATPasa de MP.

3. EFECTO DEL NIQUEL Y CADMIO SOBRE LA ACTIVIDAD ATPasa DE
PLASMALEMA DE TALLOS Y RAICES DE ARROZ

En este apartado, se examin6 el efecto que produce 1a aplicaciéon 7 vivo
e /nvitro de varias concentraciones de Cd y Ni sobre l1a actividad ATPasa de
1a MP de tallos y rafces de arroz.
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Tabla 5. Efecto de distintos inhibidores sobre la ATPasa de MP de raices
de arroz. La actividad enziméatica se ensay$ como se describe en 1a tabla 2.
Los inhibidores se incluysron en el medio segin s8 indica. Los datos
representan porcentaje de actividad con respecto a los controles. Las
actividades especificas de los controles son 75 y 72 [umol
(mg proteina)-1 h-1] a pH 6.0 y 6.5 respectivamente.

TRATAMIENTO pH 6.0 pH 6.5
CONTROL 100 100
AZIDA (1 mM) 109 . 10
NITRATO ( 1mM) 96 96
ORTOVANADATO (0.1 mM) ol 38
CaClz (3 mM) 15 19

o3



Actividad Relativa (%)

Figura 8. Efecto de varias concentraciones de Ni sobre la actividad Mg?* (A) y
K+-Mg2+ (B) ATPasa de la MP de tallos de arroz. Los tratamientos se realizaron
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durante 5 (cuadrados) o 10 (circulos) dias. El ensayo enzimdtico se

- realiz6 en el medio descrito en material y métodos mds 1 mM de azida. Los datos

representan porcentajes de actividad con respecto a los controles.
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3.1. EXPERIMENTOS WV V/ VO

La presencfa de Ni en 1a solucion nutritiva donde crecia el arroz afecto
drésticamente las actividades Mg2+ y K+#-Mg2+-ATPasa de vesiculas de MP
procedentes de tallos (Figura 8 A y B). Ambas actividades aumentaron
0.1,05y 1 mM durante 5 dias o con 0.5y | mM durante 10 dias. En cambio, la
actividad ATPasa de plasmalema de raices fue estimulada o inhibida
dependiendo de 1a concentracion de Ni en 1a solucién nutritiva (Figura 9 Ay B).
Asf, 0.1 mM incrementé significativamente la actividad ATPasa mientras que |
0.5y t mMla inhibieron después de S dias de tratamiento. La misma tendencia
se observd a los 10 dias de tratamiento aunque solamente Ni 1 mM inhibié
significativamente 1a actividad de 1a enzima.

Aunque de menor magnitud, el efecto del Cd sobre la ATPasa de tallos
fue similar al del Ni (Figura 10 Ay B). Asi, solamente en plantas tratadas con
Cd 0.5 mM durante 10 dias pudo determinarse un aumento significativo de la
actividad ATPasa . En raices, no se observé una tendencia clara, y en ninguin
caso se prbdujeron variaciones significativas de 1a actividad de la enzima
(Figura 11 Ay B).

El efecto /7 vivo del Ni y Cd sobre 1a ATPasa no fue significativamente
afectado por la presencia de K en el medio de reaccidn (Figuras 8,9,10y 11, A
y B).

3.2. EXPERIMENTOS /N VITRO

A diferencia de 10s resultados obtenidos /7 v/vo, 1a aplicacién in vitro
de Cd o Ni inhibié 1a actividad ATPasa de MP tanto de tallos como de raices

(Figuras 12y 13, Ay B). E1 Cd inhibié significativamente las actividades Mg2+
y K+-Mg2+ de la ATPasa de tallos y rafces a partir de una concentracion final
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Figura 12. Efecto de la aplicacién in vitro de varias concentraciones de Cd
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en el medio de reaccion de 0.1mM (Figural2, A y B). La concentracitén de Ni
requerida para modificar 1a actividad de la enzima fue mayor que la de Cd,

siendo de 0.5 mM para raices y de 1 mM para tallos (Figura 13, Ay B).
Asimismo, se observd que la presencia de potasio en el medio de
reaccion atenué 1a inhibicion producida por el Ni en rafces (Figura 13 B), como
0 evidencia el hecho de que la actividad Mg2+-ATPasa fuese inhibida por Ni
05y 1| mM mientras que la K+-Mg2+-ATPasa solamente se inhibi6
‘significativamente con | mM. Tales efectos no pudieron determinarse con Cd.

4. NIVELES ENDOGENOS DE CADMIO Y NIQUEL

Se determinaron los contenidos enddgenos de Cd y Ni en tallos, raices y
vesiculas de MP de plantas control y tratadas con estos metales (0.5 mM)
durante 5 y/o0 10 dias.

4.1. NIVELES DE CADMIO

Las plantas de arroz acumularon enormes cantidades de Cd, sobre todo
en las raices. Asf, a los 10 dias de tratamiento la distribucién del Cd en 1a
planta fue del orden de 15 veces mayor en las raices que en los tallos (Figura
14 A). En el mismo sentido, el contenido en Cd fue mayor en las vesiculas de
MP obtenidas de rafces que en las obtenidas a partir de tallos (Figura 15 A).
Este contenido se incrementd tras aumentar de S a 10 dias el tiempo de
exposicién de las plantas al Cd, tanto en las vesiculas de tallos como de
raices.
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4.2. NIVELES DE NIQUEL

E1 Ni también se distribuyé asimétricamente en 1a planta. Su contenido
fue aproximadamente 4 veces mayor en las raices que en los tallos (Figura 14
B). Igualmente; esta distribucion asimétrica se mantuvo en las vesiculas

~ obtenidas de raices y tallos (Figura 15 B). Sin embargo, y a diferencia de las- -

plantas tratatados con Cd, no se observé un incremento de los niveles
enddégenos tras aumentar el tiempo de exposicién de las plantas al metal de S
a 10 dias. _

En todos los casos los niveles de Cd fueron mayores que 10 de Ni.

5. EXPERIMENTOS DE TRATAMIENTO Y RECUPERACION CON CADMIO Y
NIQUEL

A la vista de los resultados anteriormente presentados, se llevaron a
cabo nuevos experimentos que permitieron profundizar en el estudio de la
accion del Cd y Ni sobre 1a ATPasa y su membrana asociada, asi como 1a
posible reversibilidad del efecto al eliminar 1los tratamientos. Los
experimentos se realizaron dnicamente con tallos de plantas de arroz y
utilizando concentraciones de Ni o Cd de 0.5 mM, que como ya hemos visto
producian alteraciones fisiolégicas importantes. Los tratamientos tuvieron
una duraciéon de S5 (Cd 5DT, Ni SDT) o 10 (Cd 10DT, Ni 10DT) dias.
Posteriormente, algunas plantas tratadas durante S dias fueron colocadas en
medios libres de metales durante otros 5 (Cd SDR, Ni SDR) o 10 (Cd 10DR, Ni
10DR) dfas.
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S.1. EFECTO DEL CADMIO Y NIQUEL SOBRE LA TASA DE CRECIMIENTO Y SOBRE LA
RELACION PESO SECO:PESO FRESCO

La tasa de crecimiento absoluto de la longitud del tallo (AGR) fue
drasticamente reducida tras 1a adicion de Ni o Cd al medio de cultivo , siendo
respecto a los controles alrededor de un 45 % en Cd SDT, 41 % en Cd 10DT,
48 % en Ni SDT y 90 % en Ni 10DT (Figura 16 B). Como puede verse, el efecto
del Ni sobre estos parametros fue mayor que el del Cd. No obstante, al
eliminar 108 metales pesados de la soluctéon nutritiva se observé una
recuperacion de los dos pardmetros, acercando sus valores a los de 10s
controles. La recuperacién fue particularmente importante en Ni 10DR.

S.2. EFECTO DEL CADMIO Y NIQUEL SOBRE LA ACTIVIDAD ATPasa, COMPOSICION
Y PROPIEDADES DE LA MEMBRANA PLASMATICA

5.2.1. ACTIVIDAD HIDROLITICA DE LA ATPasa Y BOMBEO DE PROTONES

Al tratar las plantas de arroz durante 5 6 10 dfas con Ni, 1a actividad
hidrolitica de 1a ATPasa de 1a MP de tallos aumenté significativamente un
66 % y un 67 % respectivamente en relacidon a la de los controles (Figura
17 A). En los experimentos de recuperaCién, la actividad de la enzima
disminuyé progresivamente con respecto a las plantas tratadas y no fue
significaticativamente distinta a 1a de los controles.

E1 Cd también activo significativamente la hidrélisis de ATP un 37 %2y
un34 % alos Sy 10 dias de tratamiento respectivamente (Figura 17 A). Enla
recuperacién posterfor durante S 6 10 dfas en un medio sin Cd, los valores
absolutos de la actividad ATPasa fueron menores que en 1as plantas tratadas
(131 [umol P; (mg protefna)-1h -t] en Cd 10DT frente a 112 en Cd 10DR). Pero
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Figura 17.Porcentaje de actividad especifica (A) y total (B) de la Mg-
ATPasa de la MP de tallos de Cd y Ni 5DT, 10DT, 5DR y 10DR con respecto a
plantas control. La actividad enzimatica se ensayé en un medio como se
describe en Material y Métodosmas 1 mM de azida. Los valores de los
controles de 5DT, 10DT, 5DR, y 10DT son 102, 98, 96 y 87 [*imolPi (mg
proteina)'1h'1 ] en A, y 4.2, 58, 6.5y 57 [pmol Pj (g peso fresco)'1h*1] en

B.



Tabla 6. Tasa de transporte de H+ en estado estacionario (R, [AH*

(mg prot)-! min-1] y relacin entre transporte y actividad
hidrolitica de 1a ATPasa en vesiculas de MP de Cdy Ni10DT, 10DRy
plantas control.

TRATAMIENTO Ro Ro/ Act. especifica
10DT  Control 27 0.28
Cd 21 0.16
Ni 22 0.14
10DR  Control 32 ' 0.37
Cd 20 0.18
Ni 21 0.19

*, significativamente distinto del control.
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también se produjo una disminucién en el tiempo del valor absoluto de la
actividad enzimatica en plantas control con 10 que el porcentaje de activacion
fue similar en plantas tratadas y recuperadas. No obstante 1a mayor
variabilidad encontrada en los experimentos de recuperacion no permitié
detectar diferencias significativas con los controles.

a los controles en Ni SDT (Figura 17 B). | .

E1 bombeo de protones fue expresado como tasa de transporte de H+ en
estado estacionario (Tabla 6). Este parametro no fue afectado
significativamente por los tratamientos aunque, contrariamente a la
hidrélisis de ATP, se observé una tendencia a disminuir. Asi, 1a relacién
Re:actividad ATPasa siempre fue mayor en 1as plantas control que en l1as

tratadas con Cd o Ni, incluso tras 10s experimentos de recuperacién (Tabla 6).
5.2.2. CONTENIDO PROTEICO Y LIPIDICO DE LA MEMBRANA PLASMATICA

Como pauta genéral, el contenido (ug por g de peso fresco) en esteroles,
proteinas y fosfolipidos de las vesiculas aisladas de plantas tratadas fue
menor que el de 1as plantas control correspondientes (Tabla 7). Este hecho se
debi6, posiblemente, a una disminucién en términos absolutos de 1a cantidad
de material de membrana aislado a partir de plantas tratadas, puesto que no
varid la relacién entre contenido lipfdico y proteico (Tabla 7). |

5.2.2.1. ESTEROLES DE LA MEMBRANA PLASMATICA

Los resultados del contenido de esteroles se muestran en la tabla 8.
Como puede observarse, 10s esteroles mas abundantes en la MP de tallos de
arroz fueron estigmasterol, sitosterol y campesterol, representando mas del
90 % del total. También se determinaron colesterol y AS-avenosterol pero
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Tabla 7. Contenido en proteinas, esteroles y fosfolipides (ng/g PF) en
vesiculas de plasmalema de tallos de &rroz procedentes de plantas control,

tratadas con Cdy Niy recuperadas. Los datos son la media + EE.

RELACION

TRATAMIENTO PROTEINAS ESTEROLES FOSFOLIPIDOS PROT/LIPIDOS

SDT Control 404+5 68+15 21 13 1.44£0.07
Cd 37+6 95¢15 20 +3 15 £ 0.1

Ni 4116 S6+1.1 229+14 14+ 02

10DT Control 553 8 £2 34 4 14+ 02
Cd 32%2 39 £13 21603 13 £ 0.1

Ni 3716 44 £15 218+14 1.32 £ 0.05

SDR Control 673 92105 22 4 22 £+ 0.1
Cd 48+3 64+03 ‘ 15 4 22 + 04

N 57¢2  79:10 205+13 20 £ 0.1

10DR Control 69+8 10 %2 30 £3 1.73% 0.1

Cd 555 8 %1 22 2 19 £+ 04

Ni 65+2 9 12 25 15 18 £ 02
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Tabla 8.Esterolss de 1a MP de tailos de arroz obtenidos de plantas control y de Cd y Ni SDT, 10DT, SDR vy 10DR. Los deatos

representan el porcentaje de cada esterol sobre el total.

SDT 10DT SDR 10DR

TRATAMIENTO

CONTROL Cd Ni CONTROL Cd Ni CONTROL Cd Ni CONTROL Cd Ni
COLESTEROL 4.7 a8 45 16 17 18 36 36 32 32 30 26
CAMPESTEROL 22 24% 18% 22 19 14+ 22 22 17% 25 21%  20%
ESTIGMASTEROL 36 40%  41% 38 39 37 38 41 39 38 43%  42n
SITOSTEROL 34 3w 35 35 40 4% 33 33 38% 32 33 35
AS-AVENOSTEROL 35 02* 10* 37 06% 12% 33 03% 28 22 - 0.8
TOTAL :
(ug/mgprot) 165 146 143 158 131 116 138 135 141 146 153 136

* significativamente distinto del control.




siempre en porcentaje menor del 5 % del total.

Los tratamientos con metales pesados modificaron el porcentaje de
esteroles en 1a MP con respecto al @e 10S controles (Tapla 8). Asl, el
campesterol disminuy6 significativamente un 18 %y un 36% en Ni SDT y 10DT
respectivamente. El AS-avenosterol también fue reducido significativamente
del sitosterol a aumentar en 5DT, que fue significativa en 10DT (33 %).
Estigmasterol solamente fue modificado en 3DT. El porcentaje de colesterol y
las cantidades totales (en relacién al contenido proteico) no fueron distintas
a 1o0s controles en ningun caso.

En los experimentos de recuperacién, el porcentaje de campesterol, que
se habia reducido tras el tratamiento, aumentd aproximadamente un 21% en Ni
SDR y un 43 % en Nif 10DR con respecto a Ni 10DT, aunque todavia fue
significativamente menor al del control (Tabla 8). El sitosterol, que habia
aumentado en las plantas tratadas, disminuy6 un 17 % en SDR con respecto a
10DT, y en 10DR, disminuy6 un 24 % con respecto a 10DT no siendo
significativamente distinto del control. No se obtuvieron diferencias

- significativas en el porcentaje de AS-avenosterol. Sin embargo, el de
estigmasterol aument6 en 10DR signlflcativamente con respecto a 1as plantas
controly a 10DT. '

El tratamiento con Cd también modificé los porcentajes en esteroles
con respecto a los controles (Tabla 8). En Cd SDT, se observd un aumento
significativo de campesterol (9 %) y estigmasterol (11 %) y ademas una
reduccién de los porcentajes de AS-avenosterol (94 %) y sitosterol (9%). En Cd
10DT, aunque solamente AS-avenosterol se redujo significativamente (83 %),
pudo observarse una tendencia a la reduccién de campesterol y al incremento
de sitosterol, como en las plantas tratadas con Ni.

En los experimentos de recuperacion se observaron cambios
significativos en los porcentajes de AS-avenosterol en SDR y de campesterol
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Tabla 9. Fosfolipidos, longitud (C16:18) e indice de insaturacién (B!) de 1as cadenas de écidos grasos de fracciones de MP de tallos
de arroz obtenidas de plantas control y de Cdy Ni SDT, 10DT, SDRy 10DR. Los valores de los PL representan el porcentaje sobre
el total. ' :

50T 10 DT S DR | 10 DR

TRATAMIENTO

CONTROL Cd - Ni CONTROL Cd Ni CONTROL Cd Ni CONTROL Cd Ni
PE ' 32 31 34 31 29 29 36 36 32 37 34 37
PC 4q7 45 46 39 38 36 46 45 50 50 48 47
PS 9 13 9 20 22 23 8 7 7 5 6 5
Pl 12 11 11 10 1 12 10 12 1 9 12 11
TOTAL
(ug/mgprot) 537 553 580 629 678 608 320 322 364 437 412 369
BI 90 85 88 121 105% 103% 109 93 104 123 112 110
C16:18 096 103 091 064  078* 073* 072 102 086 067 074 073
RELACION MOLAR
ESTEROL/PL 0.59 0.51 0.47 0.48 0.37 0.37 0.83 0.80 0.70 064 0N 0N

BI, sumatorio del porcentaje de cada &cido graso por el nimero de dobles enlaces. C16:18, Relacidn entre los dcidos grasos de 16 y
18 &tomos de carbono de los fosfolipidos. *, significativamente distinto del control.




en 10DR. Ademas, como en el caso de la recuperacién del Ni, el porcentaje de
estigmasterol aumenté significativamente en 10DR.

9.2.2.2. FOSFOLIPIDOS DE LA MEMBRANA PLASMATICA

Los fosfolipidos (PL)_ de] plasmalema se expresaron como cantidades
totaies, 'porCentaje de cada PL y relacion de 1a longitud (C16:18) e indice de
insaturacion (Bl) de las cadenas de sus acidos grasos (Tablas 9, 10y 11).

Los PL més abundantes en la MP de tallos de arroz fueron
fosfatidiletanolamina (PE) y fosfatidiicolina (PC), representando en los
controles entre un 70 y un 87 % de total (Tabla 9). También pudieron
identificarse fosfatidilserina (PS) y fosfatidilinositol (PI), que llegaron a
constituir hasta un 30 % del total en el control de plantas tratadas 10 dias.

Los tratamientos con Cd o Ni no produjeron diferencias ni en las
cantidades totales (por mg de proteina) ni en el porcentaje de cada PL. Sin
embargo, se aprecié una reduccion global de la longitud de las cadenas
(mayor relacion C16:18) y del indice de insaturacion (menor Bl) de sus acidos
grasos en N1y Cd 10DT (Tabla 9). El estudio individual de estos dos uitimos
parametros en cada uno de los fosfolipidos, mostré una disminucion
significativa del indice de insaturacién en las fracciones de PC de Cd y Ni
10DT y de PE de Cd 10DR (Tabla 10), mientras que la Iongitud de las cadenas
solamente se redujo significativamente en la fraccién de PE de Cd 1ODR
(Tabla 11). | |

Por Ultimo, la relacién molar esteroles:fosfolipidos también se vié
modificada por el tratamiento con metales pesados, siendo menor en Cd y Ni
SDT, 10DT y SDR pero mayor en Cdy Ni 10DR (Tabla 9).
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Tabla 10. Indice de insaturacién (Bl) de los écidos grasos presentes en los fosfolipidos de 1a MP de tallos de plantas control y de
Cdy Ni SDT, 10DT, SDR y10DR.

SDT 10DT SDR ; 10DR
TRATAMIENTO ;
CONTROL Cd Ni  CONTROL Cd Ni  CONTROL Cd Ni  CONTROL Cd N
PE 108 107 100 134 120 117 121 98 116 130 122% 129
PC 98 99 104 130 120% 114* 118 113 115 133 125 118
PS 35 27 18 118 97 = 92 63 34 44 60 47 39

PI 51 35 38 65 50 57 66 54 54 73 66 51

BI, sumatorio del porcentaje de cada 4cido graso por el nimero de dobles enlaces. *, significativamente di‘stinto del control.




Tabla 11. Relacitn entre la longitud de las cadenas (C16: 18) de los 4cidos grasos de los fosfolipidos presentes en 1a MP de tallos de arroz obtenidos de
plantas control y de Cdy Ni SDT, 10DT, SDRy 10DR.

SDT 1007 SDR 10DR
TRATAMIENTO
CONTROL Cd Ni CONTROL Cd Ni CONTROL Cd Nf CONTROL Cd Ni
PE 0.71 0.69 0.81 0.56 0.70 0.64 0.67 1.1 0.?2 0.63 0.68* 0.60
PC 0.92 0.86 0.67 0.55 0.64 0.63 0.60 0.73 0.70 0.58 059 0.63
PS 1.9 2.7 2.7 0.66 0.84 0.90 1.3 2.4 23 1.2 2.4 2.2
P 1.7 2.3 2.1 1.5 1.4 1.3 1.3 1.8 1.8 1.2 1.6 1.7

* significativamente distinto del control.




o CARBARIL
E3 KETOTRIAZOL
o MCPA 8 dias

H McPA 10 dias *

Figura 18. Efecto de aplicaciones in
vivo de Carbaril 10 pM, y-Ketotriazol
0.5 |iM (8 dias) y MCPA 1.4 jiM durante
8 o 10 dias sobre la actividad Mg-ATPasa
de la MP de tallos. La reaccién
enzimatica se llevd a cabo en un medio
de reaccibn como se describe en la
figura 17. Los datos representan % de

actividad respecto a plantas controles.



2.2.3. FLUIDEZ DE LA MEMBRANA PLASMATICA

La fluldez de la membrana no fue significativamente diferente en
plantas control y tratadas (Tabla 12), aunque si que se observd una tendencia
a disminuir en las tratadas (a mayor valor de P, menor fluidez).

Tabla 12. Fluidez de las vesiculas de MP de
tallos de Cd y Ni 10DT y plantas controles. Los
valores de P (fluorescencia polarizada)
representan la media ; n=2.

CONTROL CADMIO NIQUEL

0.339 C0.366 0.358

* significativamente distinto del control.

6. EFECTO DEL MCPA , KETOTRIAZOL Y CARBARIL SOBRE LA
ACTIVIDAD ATPasa Y CONTENIDO LIPIDICO DE LA MEMBRANA
PLASMATICA

Ademads de los metales pesados se estudié el efecto de los herbicidas
MCPA yy-Ketotriazol, y del insecticida Carbaril sobre la actividad ATPasa de
laMP. |

No obstante, de todos los tratamientos realizados- solamente el MCPA
aplicado durante 10 dias activo significativamente la ATPasa (Figura 18).

En la tabla 13 se muestra la composicién de esteroles en la MP de
plantas tratadas y control. Tanto en 1as plantas tratadas durante 8 6 10 dfas
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Tabla 13. Esteroles de 1a MP de tallos procedentes de plantas control y tratadas durante 8 y/o0 10 dias con Carbaril 10
uM, Ketotriazol 0.5 uM o MCPA 1.4 uM.

8 DIAS 10 DIAS

TRATAMIENTO

CONTROL KETOTRIAZOL  CARBARIL MCPA CONTROL  MCPA
COLESTEROL ! 4 3 3 3 1.6 1.8
CAMPESTEROL 22 20 21 21 21 19
14-a-METILAB-COLESTANOL - 7 - - - -
ESTIGMASTEROL | 36 34 36 35 36 - 35
0BTUSIFOLIOL - 3.2 - - - -
DIHIDROOBTUSIFOLIOL - 4 - - - -
SITOSTEROL 34 27% 35 38 37 41
AS-AYENOSTEROL ©.0 1.6% 5.2 2.1% 4.2 2.4%

79 69 160 - 195

TOTAL (ng/mg prot)

86 , 96

*  significativamente distinto del control




con MCPA como con »-ketotriazol el porcentaje de AS-avenosterol disminuy6
drasticamente. En 1as plantas tratadas con MCPA el sitosterol tendit a
aumentar. Por el contrario disminuyé su porcentaje significativamente en
plantas tratadas con v-ketotriazol. Ademéas se identificaron 14-a-metil
esteroles, fundamentalmente el 14--metil A8-colestanol, 10s cuales no se

Por dltimo, también se produjo una reduccion significativa de la
longitud de las cadenas de los acidos grasos de PC procedente de plantas
tratadas 10 dias con MCPA (Tabla 14). El indice de insaturacién de 1as cadenas
no fue significativamente modificado por ningun tratamiento (Tabla 15).

El Carbaril, no alter¢ significativamente ninguno de los parametros
determinados (Figura 18; Tablas 13, 14y 13).
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Tabla 14. Relaci6n entre la Tongitud de 1as cadenas (C 16:18) de los cidos grases de las fracciones PEy

PC de 1a MP ds tallos ds plantas control y tratadas durante 8 y/o 10 dias con Carbaril 10 uM, ketotriazol
0.5 uMy MCPA 1.4 uM.

8 DIAS ' 10 DIAS
TRATAMIENTO ‘
CONTROL KETOTRIAZOL  CARBARIL MCPA CONTROL MCPA
PE 0.62 0.77 0.70 0.80 0.52 0.62
PC 0.53 0.67 0.50 0.62 0.53 0.64*

*  significativamente distinto del control.

Tabla 15. Indice de insaturacion (B1) de los écides grasos de las fracciones PE y PC de 1a MP de tallos de
plantas de arroz control y tratados durante 8 y/o 10 dfas con Carbaril 10 uM, Ketotriazol 0.5 uMy MCPA
1.4 uM.

TRATAMIENTO 8 DIAS 10 DIAS
CONTROL  KETOTRIAZOL CARBARIL MCPA CONTROL MCPA
PE 128 119 118 17 133 131

PC 130 112 130 126 131 123

BI, sumatorio del porcentaje de cada &cido graso por el ndmero de dobles enlaces. *, significativamente
distinto del control. ‘
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DISCUSION



I. CARACTERIZACION DE LA ATPasa DE PLASMALEMA DE RAICES
DE ARROZ | |

Partiendo de fracciones ricas en vesficulas de MP (S3) se han estudiado
las propiedades y caracteristicas de la ATPasa de plasmalema de raices de
arroz. La pureza de las fracciones de plasmalema empleadas fue demostrada
por el incremento de la actividad ATPasa sensible al vanadato (S veces mayor
que en la fraécién microsomal), (Tabla 1), por 1a tincién de 1a mayoria de las
vésiculas con silicotunstato sédico (Figura 2) y por la ausencia de
contaminacion por marcadores de otras membranas (Tablas 1y 2).

Las caracteristicas de 1a ATPasa de raices de arroz estudiadas por
nosotros, no coinciden plenamente con las descritas en la literatura para
otras especies. Asi, 1a mayoria de 10s estudfos describen un pH O0ptimo para
actividad K+-Mg2+-ATPasa de 6.5 (Sommarin et al., |9_85; Sandstrom et al.,,
1987; Blum et al.,, 1988). En otros, 1a ATPasa parece poseer un pH 6ptimo de
6.0 (Larsson et al., 1984; Robinson et al., 1988). No obstante, en todos estos
estudios las concentraciones de ATP y KC1 utilizadas en el medio de reaccion
fueron similares (aproximadamente ATP 3 mM y KCI 50 mM). Sin embargo, se
ha descrito un efecto estimulante distinto del KCl sobre la ATPasa
dependiendo de la fuerza i6nica (Gibrat et al, 1985) y del pH del medio
(Palmgren et al., 1988). En este sentido, en nuestras preparaciones de MP
observamos dos picos de actividad K+-Mg2+-ATPasa a pH 6.0 y 6.5 (Figura 5)
con grandes diferencias en 10s requerimientos de ATP y KCl, asi como en 10s
parametros cinéticos (Figuras 3 y 4). La escasa hidrélisis encontrada con 1a
utilizacion de los distintos sustratos fosforilados (Tabla 2) y la presencia de
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molibdato sédico - inhibidor de las fosfatasas acidas- en el medio de reaccién
elimina 1a posibilidad de contaminacién por fosfatasas inespecificas o
pirofosfatasas (Larsson, 1985; Blum et al., 1988).

Con el fin de caracterizar los dos picos de actividad ATPasa
determinados a pH 6.0 y 6.5, se estudi6 el efecto de iones e inhibidores, y la
espeCif icidad por el sustrato. Arhbas actividades fueron inhibidas por
‘ortovanadato y Ca2+, descritos como inhibidores de la ATPasa de 1a MP (Widell
y Larsson 1990; Bérczi‘ et al,, 1989) (Tabla S), pero no por inhibidores de las
membranas mitocondriales (azida) o tonoplasticas (nitrato) (Widell y Larsson,
1990). Ademads, las dos actividades enzimaticas fueron estimuladas por
cationes y mostraron una elevada especificidad por el ATP (Tablas 2 y 3),
siendo todas estas caracteristicas tipicas de 1a ATPasa de MP.

Estos resultados sugieren 1a presencia en l1as vesiculas de MP de arroz
de una ATPasa, cuyas caracteristicas son afectadas drasticamente por el
medio. El efecto de las condiciones de ensayo en las propiedades de las
enzimas asociadas a membrana ya ha sido descrito por otros autores (Edman
et al., 1985; Giannini y Briskin, 1989). En 1989, Giannini y Briskin, observaron
que 1a concentracién de KCI afectaba la Ky de la ATPasa de MP de BGeta
vulgaris. |qualmente, Gibrat y col. (1985) mostraron que KCl estimulaba la
actividad ATPasa de 1a MP de rafces de Zea mays modificando 1a Kmy 13 Vemax.
Similarmente, nosotros observamos que la concentracion de KCl y el pH
modificaron los parametros cinéticos de 1a ATPasa de 1a MP de rafces de arroz
en presencia de concentraciones equimolares de Mgy ATP en el medio (Figura
6). Estas modificaciones no parecen deberse a interferencias del ATP libre
sobre el equilibrio Mg-ATP, puesto que se obtuvieron resultados similares en
presehcia de un exceso de Mgz+ (Figura 7). Por otra parte, también debe
descartarse la posible interferencia del Py y del AMP, ya que practicamente no

inhiben 1a actividad ATPasa (Bennett et al., 1985). Ademas, el efecto inhibidor
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del ADP sobre la enzima parece ser competitivo (Bennett et al.,, 1985) por lo
‘que, en este €aso, 1a Vmax N0 deberia cambiar.

Se sabe que las membranas bioldgicas presentan un potencial de
superficie negativo a pH neutro, el cual depende tanto del nimero de cargas
negativas de la superficie de las membranas como de 1a concentracién y tipo
de 'cati‘on'es preserntes en la solucidén donde se encuentran. Este potencial de
superficie afecta la Ky aparente e incluso 1a Vmax de las enzimas de

membrana que requieren sustratos cargados (Maller y Lundborg, 1985). Por
ello, 1os dos picos de actividad ATPasa detectados en nuestras preparaciones
podrian ser explicadas por interacciones electrostaticas. Puesto que el
Mg-ATP esta cargado negativamente a pH 6.0-6.5, los cationes facilitarian la
accesibilidad del sustrato a la enzima al reducir el potencial de membrana
(Gibrat et al., 1985). Sin embargo, pudimos encontrar que con el aumento de 1a
concentracién de KC1 se obtuvieron mayores Kp, aparentes para el ATP en todos
los casos. Ademas no solamente se determinaron cambios en la Ky, sino
también en 1a Ve (Figuras 6y 7).

El efecto complejo del Mg2+, que es un cofactor de la enzima, también
debe tenerse en cuenta. De Michelis y col. (1988) comprobaron que el Mg
modificaba la sensibilidad de 1a ATPasa-de 1a MP de Aaphanus sativus a la
fusicoccina, Triton X-100 y a 1a temperatura. En nuestros experimentos, se
observé que Mg 30 mM en presencia de KCI, estimul6 1a actividad ATPasa a pH
6.0 a todas las concentraciones de ATP ensayadas, pero a pH 6.5 estimuld o
inhibié la actividad de la enzima en funcién de la concentracion de ATP
presente en el medio (Tabla 4 ). En ausencia de KCl en el medio de ensayo, 1a
actWacién por Mg2+ fue mayor a pH 6.5 que a pH 6.0. _ ‘

Todos estos resultados evidencian las complejas interacciones que
existen entre el medio de ensayo y la ATPasa asociada a la MP. Las
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condiciones del medio podrian provocar cambios conformacionales en la
enzima e interferir en 1a reaccién enzima-sustrato, originando una mayor o
- menor afinidad del sustrato por 1a enzima. En este sentido, se han postulado
multiples estades conformacionales de la enzima asociados con la catalisis
(Briskin, 1986), los cuales podrian estar inducidos por K o Mg (Briskin,
1988 a, b; Briskin, 1990).

'En las interacciones ATPasa-medio de reaccion también podrian estar
implicados los lipidos asociados a la enzima. Se ha demostrado que algunas
proteinas de membrana estan sometidas al campo eléctrico producido por 1as
cargas de los 1ipidos que 1as rodean (Gibrat y Grignon, 1982). De esta forma,
los cationes monovalentes estimularfan 1a ATPasa interaccionando
electrostaticamente con los lipidos cargados adyacentes a la misma. Asi, 10s
cambios en las propiedades electrostaticas de 1a membrana inducidos por la
composicion de metabolitos en el medio podrian constituir un mecanismo
regulador de esta enzima, controlando su actividad mediante modificaciones
de su Kp, Segun este mecanismo, 1a activacién de 1a enzima por iones podria
ser explicada sin necesidad de postular sitios especificos de unién a la
proteina para las diferentes especies i6nicas (Ahrens, 1981). Una prueba a
favor de esta hipétesis serfa Ja inespecificidad mostrada por los cationes
monovalentes a pH 6.0 (Tabla 3). No obstante, no hay que descartar una accion
directa de algunos fones ( K+, Mg2+) sobre la actividad de 1a ATPasa como han
sugerido algunos autores (Serrano, 1990; Briskin, 1990).
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2. LIPIDOS DE LA MEMBRANA PLASMATICA DE TALLOS DE ARROZ

La utilizacion reciente de nuevas técnicas de aislamiento de vesiculas
de plasmalema ha permitido determinar con un grado importante de exactitud

la composicion lipidica del plasmalema, ya que las preparaciones de MP
obtenidas por gradiente de densidad contenian cantidades variables de otras
membranas intracelulares (Sandstrom y Cleland, 1989 b). -

El1 andlisis de los esteroles de 1a MP de tallos de arroz mostré que 10s
mas abundantes fueron estigmasterol, sitosterol y campesterol, aunque
también se determinaron colesterol y AS-avenosterol (Tabla 8). De los
fosfolipidos identificados, l1os mayoritarios fueron PC y PE, encontrandose Pl
y PS en cantidades menores (Tabla 9). Estos resultados coinciden, en genei'al,
con los obtenidos en raices de maiz (Grandmougin et al.,, 1989 b), hojas de
cebada (Rochester et al,, 1987 b) u hojas de centeno (Lynch y Steponkus,
1987). No obstante, los estudios realizados parecen indicar la existencia de
una gran variabilidad en la composicién Hbidica de 1a MP, no sé6lo entre
especies sino también entre los distintos 6rganos de la misma planta
(Sandstrom y Cieland 1989 b; Rochester et al, 1987 a). Esta variabilidad
incluye diferencias cualitativas y cuantitativas tanto en los esteroles como
en los fosfolipidos. Ademas, un mismo tejido puede presentar distinta
composicion en funcién de 1a edad y del estado nutricional de la planta
(Brown y Dupont, 1989; Bottacin et al, 1990). Asf por ejemplo, pudimos
observar modif icaciones en 10s porcentajes de algunos lipidos en los distintos
controles, fundamentaimente de PS, que podrian ser explicadas por alguna de
las causas apuntadas anteriormente.

Segun 10 expuesto, se podria pensar que las enzimas embebidas en 1a MP
se hallarfan en ambientes lipfdicos muy distintos. Sin embargo, 1as
caracterfsticas de la membrana estan determinadas por 1as interacciones de
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todos los componéntes de l1a bicapa (Carruthers y Melchior, 1986) y ademas
también existe la posibilidad de formacion de microambientes lipidicos
alrededor de 1a enzima (Edidin, 1981), por lo que las diferencias serfan
menores de 10 que podria sugerir el analisis de 1a composicién lipidica.

3. EFECTO DE LOS XENOBIOTICOS SOBRE LA ATPasa Y SOBRE LA
COMPOSICION LIPIDICA DE LA MEMBRANA PLASMATICA

Los metales pesados Cd y Ni modificaron de distinta manera la
actividad ATPasa de plasmalema de arroz, dependiendo del érgano de
procedencia de la enzima y del tipo de ensayo realizado. En los experimentos
/n vivo, ambos metales aumentaron 1a actividad ATPasa de la MP de tallos
(Figuras 8 y 10), siendo la activacion dependiente de la concentracion. Sin
embargo, cuando se estudio el efecto de los metales sobre 1a ATPasa de 1a MP
de las raices, no se observé una tendencia clara como en tallos. Mientras el
tratamiento con Cd no modifico significativ'amente la actividad ATPasa de
raices, el Ni estimul6 la enzima cuando se aplic6 a bajas concentraciones (0.1
mM) y 1a inhibi6 a concentraciones mayores ( Figuras 9y 11).

Con el fin de determinar si el efecto de 1os metales sobre 1a ATPasa era
directo o indirecto, procedimos a estudiar su efecto /n v/tro. En estos
experimentos se observé una inhibicidn clara de 1a actividad ATPasa tras la
exposicion de las vesiculas a Cd o Ni (Figuras 12 y 13). Este efecto fue
dependiente de l1a concentracion de metal, independiente del origen de las
vesiculas y se vi6 afectado, en algunos casos, por la presencia de potasio en el
medio de reaccion.

La inhibicion por Cd2+ de la actividad ATPasa /m» vitro ha sido
relacionada con 1a capacidad de los cationes divalentes para formar un
complejo con el ATP ( Lindberg y Wingstrand, 1985). De igual modo, el Ni2+
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también podria formar un complejo Ni-ATP, disminuyendo 1a concentracién del
sustrato de la ATPasa (Mg-ATP) en el medio y por tanto influyendo
negativamente en 1a actividad de 1a enzima. Este mecanismo podria explicar,
al menos en parte, 1a inhibicién producida por el Cdy Ni /7 vrtro. Otro posible
mecanismo implicaria la interaccién de los metales con los grupos -SH de la
ATPaSa '(Van Asséhe y Clijsters, 1990), lo que causaria cambios
~conformaciones en la enzima y con ello su inhibicién. Debido a las
caracteristicas de los dos metales, estas interacciones son mucho mas
probables con Cd que con Ni, por 1o que 1a mayor inhibicion producida por el Cd
podria deberse a esta causa. Por Ultimo, los cationes Cd2+ y Ni2+ podrian
también unirse a los fosfolipidos de 1a membrana que a su vez influirfan sobre
la actividad de 1a ATPasa (Sundaralingam y Jensen, 1965).

Podriamos asumir, por tanto, que los efectos directos de los metales .
sobre l1a ATPasa, su sustrato o sobre 10s fosfolipidos son los responsables de .
la inhibici6n observada /2 v7tro. Sin embargo, la activacion de la ATPasa
determinada en algunos experimentos 7 w‘vb no puede explicarse mediante
10s mismos mecanismos descritos anteriormente, sugiriendo que otro modo de
accién distinto, posiblemente indirecto, podria estar implicado en la
regulacion de su actividad.

Con respecto a los niveles de Cd y Ni en las plantas tratadas, se
encontré que las rajces presentaban un contenido mayor que 1os tallos y que el
Cd se acumulé mucho mas que el Ni, sobre todo en raices. Estos resultados
corroboran 1os numerosos estudios sobre acumulacion y absorcion de Cd en
plantas de arroz, 10s cuales han puesto de manifiesto la gran avidez que posee
esta planta por el toéxico (Honma y Hirata ,1984).

La diferente distribucién de metales en tallos y rafces ha sido
observada por diversos autores (Hara y Sonoda, 1979; Barceld et al, 1986,
Becerril et al, 1989). Algunos de ellos 1a han considerado como una
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estrategia de tolerancia a los metales téxicos. La tolerancia en determinadas
especies vegetales, especialmente monocotiledéneas, podria estar asociada
con la estimulacion de 1a acumulacién de metales en rafcesy 1a restriccion de
su transporte hacia el tallo (Baker y Walker, 1989 b). En este sentido, Honma e
Hirata (1984) observaron que las raices de arroz presentaban mayor afinidad
poh el Cd q'ue por el Zn, sobre todo a concéntraciones bajas en el medio, aunque
~ las cantidades de Zn transportadas a 1os tallos fueron mucho mayores que las
de Cd. Por otra parte, Dabin y col. (1978) pusieron de manifiesto la gran
capatidad de fijacién de Cd que posefan las paredes celulares de raices de
arroz en presencia de altas concentraciones en el medio, por lo que 1a distinta
concentracion de metales (fundamentalmente Cd) en tallos y raices podria
deberse a l1a unidn de 10s metales a las paredes celulares de raices y no a una
restriccidon del transporte hacia el tallo. Finalmente, otro posible mecanismo
de resistencia encontrado en nuestras plantas, podria estar relacionado con la
aparicion de una capa mucilaginosa alrededor de las raices que, liberada por
las células de la caliptra y de 1a epidermis, f‘etendria los iones metalicos en
la rizosfera (Horst et al., 1982).

A nivel de vesiculas, no se ha encontrado bibliografia que nos permita
compararla con nuestos resultados. Es interesante destacar el bajo contenido
en metales detectado en las mismas, a pesar de 1a elevada acumulacién
encontrada en la planta entera (Figuras 14 y 15). No obstante, las vesiculas
obtenidas de raices siempre mostraron un mayor contenido en dichos metales
que las vesiculas de tallos, manteniéndose asi 1a asimetrfa encontrada a nivel
de la planta. Asimismo, los niveles detectados de Cd fueron mayores que 10S
de Ni. Por tanto, no parece existir una relacion directa entre niveles
endogenos de Ni y Cd y actividad ATPasa de plasmalema /7 vivo, puesto que
la mayor activacién de la enzima se observé en vesiculas con el menor
contenido en metales, es decir, en vesfculas de tallos tratados con Ni
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(Figura 15). Estos resultados apoyan las sugerencias apuntadas anteriormente
en relacion a un mecanismo de accion indirecto de los metales sobre la
ATPasa cuando se aplican /» vivo.

Dado que los lipidos estan implicados en la regulacion de las enzimas
de membrana, se procedidé a 1a realizacidn de determinaciones de la actividad
ATPasa junto con medidas de 10s 1ipidos de 1a MP en plantas control, tratadas
estado de las plantas a 10 largo de 10s experimentos que permitié relacionar
los cambios de crecimiento y estado de 1a planta con la actividad ATPasa.

El tratamiento de plantas de arroz con NI o Cd 0S5 mM afectd
drasticamente al crecimiento del tallo y a 1a relacion PS/PF (Figura 16). No
obstante, estas plantas mostraron una gran capacidad de recuperacion,
particularmente del tratamiento con Ni, puesto que ambos parametros
alcanzaron los valores de las plantas control tras crecer durante 10 dias en un
medio sin metal pesado.

Los cambios de crecimiento produéidoé por los metales pesados fueron
asociados con aumentos de 1a actividad ATPasa, especialmente 1a actividad
especifica ( Figura 17 A). Al igual que el crecimiento, 1as plantas tratadas con
Ni fueron las mas afectadas, pero 1as que mas rapidamente recuperaron 10s
valores control. La actividad ATPasa total no fue alterada tan drasticamente
como la especifica (Figura 17 Ay B). Esta diferencia puede ser explicada mas
por una disminucién en las cantidades totales de material de membrana
aislado a partir de plantas tratadas que por una disminucién especifica del
contenido en ATPasa, puesto que se encontré la misma relécién' entre el
contenido proteico y lipidico en todos los casos (Tabla 7). Asi, el efecto
estimulante de los metales sobre 1a ATPasa fue solapado, en parte, por la
menor cantidad de material aislado y solamente en Ni SDT, donde no se redujo
el contenido total de membranas, se mantuvo 1a activacion de 1a enzima.
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El estrés inducido por Cdy Ni también modificé 1a composicién lipidica
de la MP.Los esteroles mas afectados fueron campesterol, sitosterol y
AS-avenosterol (Tabla 8). El estigmasterol también se vi6 modificado en
algunos casos. No pudieron observarse modificaciones del porcentaje de
colesterol en 1as plantas tratadas con reépecto alos controlés. Esté diferente
accion de los metales sobre loé esteroles podria deberse aun efecto selectivo
sobre su biosintesis, ya que el colesterol, parece encontrarse en la ruta
biosintética muy alejado del resto de los esteroles determinados.

Cambios en los lipidos de la MP similares a los descritos fueron
encontrados por Uemura y Yoshida (1984) durante el proceso de adaptacion a
bajas temperaturas de plantulas de centeno. Igualmente, 1a modificacion de 1a
composicidén lipidica de 1a MP podria estar relacionada con un mecanismo de
resistencia a los metales pesados, bien modificando la permeabilidad de la
membrana, bien alterando las actividades de 1as enzimas implicadas en el
transporte de iones (Verkley y Schat,1989).

Aunque por el momento se desconoce el papel que pueden desempefiar
l0s esteroles en' 1a regulacton de las enzimas de membrana, algunos estudios
recientes han indicado la influencia de estos lipidos en la actividad de la
ATPasa de la MP (Grandmougin et al.,, 1989 a; Sandstrom y Cleland, 1989 a;
Cooke y Burden, 1990). En este sentido, Douglas y Walker (1984) detectaron
una relacién inversa entre el cociente esteroles:fosfolipidos y 1a actividad K+-
Mg2+-ATPasa en fracciones de la MP de raices de tres especies distintas del
género C7irus . E1 cambio en dicho cociente se debié a un incremento del
contenido en esteroles, por 10 que concluyeron que la disminucién en la
actividad de 1a enzima era debida a 1a menor fluidez de la membrana (aunque
no se determiné este parametro).

En nuestros experimentos, también pudimos asociar una disminucién del
cociente esteroles:fosfolipidos con un aumento de la actividad ATPasa
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(Tab‘la 12, Figura 17). »Sin embargo, no fue posible encontrar una relacién
entre fluidez y actividad ATPasa (Tabla 10, Figura 17 ). Otros autores tampoco
han podido encontrar esta relacién. Asi por ejemplo, East y col. (1984)
observaron que era mas importante la estructura de los fosfolipidos en la
actividad de la Ca2+-Mg2+-ATPasa de reticulo sarcoplasmico (ATPasa de tipo
P) que la fluidez. Carruthers Y Melchior (1986) relacionaron la actividad de 1a
Ca2+-Mg2+-ATPasa de reticulo sarcoplasmico con 1a longitud de las cadenas y
el grado de insaturacién de los acidos grasos de los fosfolipidos, no
observando correlacion alguna entre actividad de la enzima y fluidez. Por
tanto, 1a regulacion de la ATPasa de la MP no parece deberse, al menos
Unicamente, a 10s cambios de fluidez de 1a membrana.

En 1982, Simmonds y col. mostraron que el colesterol podia estimular o
inhibir la actividad de la Ca2+-Mg2+-ATPasa de reticulo sarcoplasmico
dependiendo de 1as especies de fosfolipidos presentes en el medio, por 10 que
postularon la "hipdtesis Anular®. Esta hipétesis explica la regulacién de las
enzimas de membrana mediante uniones directas'lipido-proteina. Asi, cambios
en 1as proporciones de las especies moleculares presentes en las membranas
podrian regular de forma directa la actividad de la ATPasa. En este sentido,
Sandstrom y Cleland (1989 a) sugirieron que los esteroles podrian preservar
l1a configuracion de la enzima y modular las interacciones entre ésta y los
fosfolipidos.

En nuestro trabajo, el cambio comun a todos los tratamientos
realizados con metales pesados que provocaron activacion de 1a ATPasa, fue Ia
disminucién en AS-avenosterol (Tabla 8). Ademas los tratamientos con Ni
siempre fueron acompanados por un aumento de sitosterol y una disminucion
de campesterol. La misma tendencia se observé en Cd 10DT. En los
experimentos de recuperacion se observé una reversion de 1a mayorfa de estos
cambios junto con un aumento del porcenta je de estigmasterol. Por otra parte,
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en los tratamientos con MCPA 'y Ketotriazol también se produjo una reduccién
del porcentaje de AS-avenosterol (Tabla 13), aunque solamente el MCPA activé
la ATPasa (Figura 18). No obstante, el Ketotriazol, inhibidor especifico de la
ruta biosintética de los esteroles, predujo la aparicidn de esteroles nuevos
no presentes en los controles y ademas una reduccion del sitosterol
- (Tabla 13).

De todos estos resultados podria inferirse la participacion del
campesterol, sitosteriol, estigmasterol y AS5-avenosterol en 1a regulacion de
1a ATPasa de la MP en tallos de arroz. Sin embargo, dado que se produjeron
otros cambios en 1a membrana que podrian estar igualmente implicados en
esta regulacion, resulta diffcil atribuir a un determinado esterol una funcion
especifica. Ademas, segun 1a "hipétesis Anular®, el efecto de 10s esteroles
depende, en gran parte, del resto de especies moleculares presentes en la
bicapa lipidica.

En la interaccién ATPasa-fosfolipido podrian estar implicadas las
cabezas polares de los fosfolipidos (Kasamo' y Nouchi, 1987; Serrano et al.,
1988) y la longitud y grado de insaturacién de 1as cadenas de acidos grasos de
10s fosfolipidos (Kasamo, 1990; Palmgren y Sommarin, 1989).

Aunque en nuestros experimentos no pudimos detectar diferencias en
las cabezas polares de los fosfolipidos, sf pudo observarse una disminucidn
global de 1a lohgitud de las cadenas y del grado de insaturacion de sus acidos
grasos en Ni y Cd 10DT (Tabla 9). En este sentido, Kasamo (1990) observé que
la activacion por PC de la ATPasa parcialmente solubilizada de cultivos
celulares de arroz disminuia con el aumento de 1a longitud de las cadenas y
con el grado de insaturacion de los acidos grasos de los fosfolipidos. De forma
similar, PC, que constituye el fosfolipido mayoritario de 1a MP de arroz,
presentd una disminucion del grado de insaturacion de sus acidos grasos en Cd
y NI 10DT (Tabla 10). Por tanto, 1a longitud de las cadenas y grado de
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insaturacion de los acidos grasos también podrian estar impiicados en la
regulacién de la ATPasa de MP de tallos de arroz. No obstante, como ya
apuntamos anterformente, es dificil atribuir a una especie molecular una
funcion concreta, entre otras razones porque probablemente el efecto

regulador de las enzimas de membrana sea el resultado de multiples
interacciones y no de acclones especificas. Segin esto, las enzimas podrian
ser funcionales dentro de unos rangos de lipidos determinados, reduciéndose
asi el costo que supondria un control estricto de todas las funciones de la
membrana. |

A diferencia de 1a actividad hidrolftica, el bombeo de protones en las
vesiculas de MP no fue modificado significativamente por el tratamiento con
metales pesados (Tabla 6). Pudo observarse una tendencia a disminuir pero en
ningun caso un aumento. Estos resultados pueden compararse, en parte, con 10s
de otros autores, aunque no utilizaron vesiculas en sus experimentos sino
tejido radicular. Morgutti y col. (1984), utilizando segmentos de raices de
maiz, Qbservaron que la presencia de Ni en el medio de incubacién estimulaba
en pocos minutos la tasa de extrusion de protones con la consiguiente
acidificacion del medio. Sin embargo, a los 180 minutos de incubacién el Ni
produjo el efecto opuesto. Kennedy y Gonsalves (1987) encontraron fgualmente
que en raices de maiz expuestas a concentraciones de Cd mayores de 50 M
se inhibid 1a extrusién de protones a los 75 minutos. En ninguno de estos dos
experimentos se determind la actividad hidrolitica de 1a ATPasa.

El efecto diferente de Cd y Ni sobre el bombeo de protones y sobre 1a
acividad hidrolitica de 1a ATPasa observado en nuestras preparaciones puede
deberse a varias causas:

A) Distintos requerimientos lipidicos para la hidrélisis de ATP y para el
transporte de H+. En este sentido, Xie y col. (1986) comprobaron que PS activo
1a hidrélisis de ATP en vesiculas cubiertas con clatrina pero no el transporte

95



de protones. Grandmougin y col. (1989 a) observaron que la adicién de
esteroles a extractos de ATPasa parciaimente solubilizada y reconstituida en
1iposomas inhibfa menos 1a hidrélisis de ATP (10-20 % ) que el bombeo de
protones (40-70 %) . En otros casos, el bombec de protones se activé mas que
1a hidrélisis de ATP. Asi, Palmgren y Sommarin (1989) mostraron que 1isoPC
estimulaba'el bombeo de pfotones en vesiéulas de avena un 80 % mientras que
la hidrélisis de ATP sdlo fue estimulada un 25 %.

‘Se ha demostrado que 1a estequiometria de 1a ATP sintasa depende de 1a
composicion de 1a membrana (Michelangell et al., 1989). Por ejemplo, Van
Wairaven y col. (1990) observaron que la estequiometria H+/ATP de la ATPasa
de Cianobacterias y de cloroplasto de espinacas era distinta cuando se
ensayaba en 1as membranas nativas respectivas, pero si ambas se
reconstitufan en membranas con la misma composicién lipidica, la
estequiometria era idéntica. Este mecanismo podria ser utilizado por las
enzimas para aumentar o disminuir 1a relaciéon H*/ATP en respuesta al medio
(Palmgren, 1990). Asi, el ambiente lipidicb de la ATPasa podria causar
cambios estructurales en la enzima que modificasen su estequiometria.

B) Es posible que tanto 1a hidrélisis de ATP como el transporte de protones se
activase en las plantas tratadas con metales, pero que ademas el flujo pasivo
de H* hacia el interior celular se viese aumentado con la consiguiente
reduccion del gradiente creado. Brauer y col. (1988) encontraron que la
incubacion de vesiculas de membrana de maiz a una temperatura entre 0 y
4* C durante 24 horas, reducia su capacidad formadora de gradiente de H+ La
disminucién del gradiente de protones coincidié con pérdidas en el contenido
lipidico de 1a membrana, que fueron asociadas a un aumento de su
permeabilidad a los fones. Sin embargo, no se encontrd una modificacton de 1a
actividad hidrolitica de la ATPasa. De forma similar, De Filippis (1978)
observé que la exposicidon de cultivos celulares de (h/orel/a durante una hora
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a Cd o Ni 0.1 mM modificé la permeabilidad de sus membranas al potasio. Por
el contrario, otros autores no encontraron dafios en la membranas ni, por
tanto, modificaciones de su permeabilidad tras el tratamiento con Cadmio
(Strickland, 1979).

También se ha demostrado que las plantas pueden reaccionar ante las
modificaciones de la permeabilidad de las membranas causadas por 10s
agentes toxicos. Por ejemplo, Zwiazek y Shay (1988) estudiaron el efecto de
1a aplicacion de fluoruro de sodio sobre la composicion lipidica y la
permeabilidad de la membrana de APinus banksiana durante dos semanas,
observando cambios en la permeabilidad durante la primera semana de
tratamiento. Tales cambios se asociaron con modificaciones de la
composicion lipidica. Sin embargo, estas modificaciones desaparecieron a 1as

dos semanas de exposicion al téxico, no pudiéndose determinar diferencias ni
en la permeabilidad ni en 1a composicién lipidica de 1as membranas.

Asi pues, parece evidente que los metales son capaces de modificar la
permeabilidad de 1a membrana y por tanto disipar el gradiente de H+. Pero
quedaria por explicar 1a estimulacién de la actividad hidroiftica de 1a enzima.
Aungue en principio se relacioné 1a disipacidn del gradiente de H+ con una
consiguiente activacién de la ATPasa (Churchill et al.,, 1983), estudios mas
recientes no observan tal efecto (Gibrat et al., 1989). Por otra parte, si 10s
metales actuasen sbélamente a nivel de la permeabilidad de la membrana, y
puesto que el gradiente de H+ fue iguaimente afectado e incluso mas por Cd
que por Ni (Tabla 6), 1a activacion de 1a hidrdlisis de ATP por Cd deberia ser
similar o mayor que la producida por Ni. Sin embargo, se observé 1o contrario
(Figura 17). Ademas, nuestros ensayos de actividad hidrolitica se realizaron
en presencia de Triton X-100, el cual permeabiliza las membranas impidiendo
1a formacién del gradiente de protones. Por tanto, no parece que ia disipacion
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del gradiente pueda explicar, al menos por sf Solo, la activacién de la
hidrélisis de ATP por Cd y Ni. '

C) Disipacion del gradiente de H+ en procesos de transporte. El gradiente de H+
formado en plénfas tfétadaé con metales pesados podria estar siendo
utilizado mas activamente en procesos de transporte. A este respecto, la
resistencia al Cd en bacterias se ha relacionado con el mantenimiento de
niveles intracelulares bajos del tdxico, mediante el bombeo activo del fon al
exterior celular (Silver et al., 1989). El mecanismo responsable del flujo de
Cd fue descrito como una ATPasa electroneutra con una estequiometria
Cd2+/2H*.

En resumen, podemos decir que es probable que el tratamiento con
metales pesados modifique 1as relaciones entre hidrolisis de ATP y bombeo de
protones, bien a través de un desacoplamiento de ambos procesos o bien por
la utilizacion del gradiente en procesos de trénsporte como un mecanismo de
adaptacioén al estrés.
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CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos a lo largo del presente trabajo se
desprenden . 1as conclusiones siguientes:

1.- Con el método de aislamiento de vesiculas de membrana plasmatica por
separacion en un sistema acuoso de dos fases poliméricas, se han conseguido
fracciones de plasmalema con un alto grado de pureza, como 1o demuestra el
incremento (cinco veces) de la actividad ATPasa sensible al vanadato, 1la
tincion selectiva con silicotunstato sddico y 1la ausencia de contaminacion
por marcadores de otras membranas.

2~ El estudio de las caracteristicas'de la H+-ATPasa en vesiculas de
plasmalema de arroz demuestra que su actividad depende, en gran medida, de
la composicion del medio de ensayo y por tanto, pone de maniffesto la
necesidad de utilizar condiciones idénticas en estudios comparativos. Asi, 1a
variacion del pH y de la concentracién de cloruro potasico en el medio de
reaccion produce modificaciones importantes de los parametros cinéticos de
1a enzima. Del mismo modo, el magnesio muestra un efecto complejo sobre 1a
ATPasa. El efecto de estos iones puede deberse a una interaccion directa ion-
ATPasa o bien a un mecanismo indirecto via lipidos que la rodean. Las
interacciones electrostaticas a nivel de membrana pueden influir sobre los
lipidos polares y estos a su vez modificar la actividad de la ATPasa,
constituyendo un posible mecanismo de regulacién de esta importante enzima
vegetal.
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3.- El anélisis lipidico de las vesiculas de plasmalema de tallos de arroz
muestra una composicion similar a la descrita en otras especies vegetales,
siendo el estigmasterol, sitosterol y campesterol 1os esteroles mas
abundantes vy detectandose cantidades menores de colesterol y
AS-avenosterol. La fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina constituyen la
mayor fraccion de los fosfdlipidos, auane fosfatidiserina y foéfatidil-
“inositol también estan presentes. ' '

4.- Las plantas de arroz son drasticamente avfectadas por el tratamiento con
cadmio o nfquel como 1o demuestra l1a inhibicién de su crecimiento y el
incremento de la relacién Peso seco:Peso fresco. No obstante, con Ia
eliminacidn de los metales del medio de cultlvo se consigue 1a reversién de
sus efectos toxicos, especialmente en las plantas tratadas con niquel que
recuperan de nuevo la tasa de crecimiento de 1os controles.

5.- La medida de los niveles enddgenos de cadmio y niquel en plantas de arroz
tratadas con estos metales confirma que ambos se acumulan preferentemente
en rafces. Esta asimetrfa también se mantiene a nivel de vesiculas. Los
niveles de cadmio detectados son muy elevados, corroborando asf la
deschtpcién del arroz como planta con gran avidez por este elemento.

6.- Los tratamientos # vivo con cadmio o niquel demuestran que su efecto
sobre 1a H+-ATPasa depende del 6rgano de procedencia de la enzima. En raices
no se observa un efecto claro. Sin embargo, en tallos puede determinarse una
activacién de la enzima dependiente de la concentracién del metal. Dado el
distinto efecto de los metales observado en 10s experimentos /7 vitro, donde
~ siempre Inhiben a 1a ATPasa, y dada 1a falta de correlacién existente entre
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contem’do endogeno de cadmio o niquel en vesiculas y activacion de 1a enzima,
se postula un mecanismo indirecto para el efecto de estos metales /7 vivo.

7.- La activacion de 1a ATPasa de la membrana plasmatica de tallos de arroz
tras el tratamiento con cadmio 0.5 mM, niquel 0.5 mM o con MCPA 1.5 uM esta
asociada con modificaciones de 1a composicién lipidica de 1a membrana. Estas
- modificaciones incluyen alteraciones en l1as proporciones de esterolesy en la
longitud y grado de insaturacién de las cadenas de acidos grasos de los
fosfolipidos. La mayoria de estos cambios se invierten en los experimentos de
recuperacién, en los cuales también se consiguen niveles de actividad
enzimatica comparables a 10s controles. Se sugiere que 10s cambios en la
composicion lipidica de 1a membrana plasmatica pueden ser 10s responsables
de 1a modificacién de su actividad.

8.- Finalmente, la actividad hidrolitica y el bombeo de protones no son
afectados de 1a misma forma por l0s tratarﬁientos con los metales besados.
Estos resultados podrian exp'licarse asumiendo que el gradiente de protones se
disipa mas rapidamente en plantas tratadas o que 1os metales producen un
desacoplamiento entre ambos procesos.

102



BIBLIOGRAFIA



BIBLIOGRAFIA

Ahrens, M. L. (1981). Electrostatic control by lipids upon the membrane-
bound Na*-K*-ATPase. Blochim. Biophys. Acta, 642: 252-266.

Alberts, B., Bray, D.,, Lewis, J., Raff, M., Roberts, K., Watson, J. D. (1986). La
membrana plasmatica. En: Biologia molecular de 1a célula. Pp. 269-
302. Omega. Barcelona. -

Ames, B. N. (1966). Assay of inorganic phosphate, total phosphate and
phosphatases. Methods Enzymol., 8: 115-118,

Baker, A. J. M, Walker, P. L. (1989 a). Physiological responses of plants to
heavy metals and the quantification of tolerance and toxicity.
Chemical Speciation and Bioavailability, 1. 7-17.

Baker, J. M., Walker, P. L. (1989 b). Ecophysiology of metal uptake by tolerant
plants. En: Heavy metal tolerance in plants: Evolutionary aspects. (A.
J., Shawn, ed), pp. 155-178. CRC press Inc. Boca Raton, Florida.

Barcel6, J., Poschenrieder, CH. (1989). Estrés vegetal inducido por metales
pesados. Investigacién y Ciencia, 154: 54-63.

Barceld, J., Cabot, C., Poschenrteder, CH. (1986). Cadmium-induced decrease
of water stress resistance in bush bean plants ( Phaseolus vuigaris L.
cv. Contender). 11. Effect of Cd on endogenous abscisic acid levels. J.
Plant. Physiol., 125: 27-34.

Becerril, J. M., Muifoz-Rueda, A., Ap»aricio-Te jo, P., Gonzalez-Murua, C. (1988).
The effect of cadmiun and lead on photosynthetic electron transport
in clover and lucerne. Plant Physiol. Biochem., 26: 357-363.

104



Becerril, J. M, Gonzalez-Murua C., Muiioz-Rueda, A., De Felipe M. R. (1989).
Changes induced by cadmium and lead in gas exchange and water
relations of clover and lucerne. Plant. Physiol. Biochem., 27: 913-918.

Bennett, A. B., O'Neill, S. D., Eilmann, M., Spanswick, R. M. (1985). H*-ATPase
activity from storage tissue of Beta wulgaris 111, Modulation of
ATPase activity by reaction substrates and products. Plant. Physiol.,
78: 495-499.

Bérczi, A, Larsson, C., Widell, S., Maller, |. M. (1989). On the presence of
inside-out plasma membrane vesicles and vanadate inhibited K*,
Mg2*-ATPase in microsomal fractions from wheat and maize roots.
Physiol. Plant., 77: 12-19.

Blum, W., Key, G.,Weiler, E. W. (1988). ATPase activity in plasmalemma-rich
vesicles {solated by aqueous two-phase partitioning from Vicia raba
mesophyll and epidermis: characterization and influence of abscisic
acid and fusicoccin. Physiol. Plant., 72: 279-287.

Bollard, E. G. (1983). Involvement of unusual elements in plant growth and
nutrition. En : Encyclopedia of Plant- Physfology. New Series (A.
Lauchli, R. L. Bieleski, eds), Vol. 15 B, pp. 695-744. Springer-Veriag,
Berlin.

Bottacin, S., Saccomani, M,, Ferrari, G. (1990). Sterol content and efficiency
of ion uptake by roots of maize genotypes. Plant Soil., 123: 181-183.

Bradford, M. H. (1976). Rapid and sensitive method for the quantitation of
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye
binding. Anal. Biochem.,72: 248-254.

Brauer, D., Tu, S-I. (1989) Phospholipid requirements of the vanadate-
sensitive ATPase from maize roots evaluated by two methods. Plant
Physiol., 89: 867-874.

Brauer, D., Hsu, A-F, Tu, S. 1. (1988). Factors associated with the instability
of nitrate-insensitive proton transport by maize root microsomes.
Plant. Physiol., 87: 598-602.

105



Brewin, N. J. (1990). The role of the plant plasma membrane in symbiosis. En:
The plant plasma membrane. Structure, function and molecular
biology. (C. Larsson, |. M, Maller, eds), pp. 351-375. Springer-Verlag,
Berlin.

Briars, S. A, Kessler, F., Evans, D. E. (1989). The calmodulin stimulated
ATPase of maize coleoptiles is a 140.000 Mr polypeptide. Planta, 176:
283-285.

Briskin, D. P. (1986). Intermediate reaction states of the red beet plasma
membrane ATPase. Arch. Biochem. Biophys., 248: 106-115.

Briskin, D. P. (1988 a). Chemical equivalence of phosphoenzyme reaction
states in the catalytic mechanism of the red beet (Betg vuigaris L)
plasma membrane ATPase. Plant Physiol., 88: 77-83.

Briskin, D. P. (1988 b). Phosphorylation and dephosphorylation reactions of
the red beet plasma membrane ATPase studied in the transient state.
Plant Physiol., 88: 84-91.

Briskin, D. P. (1990). The plasma membrane H+-ATPase of higher plant cells:
bichemistry and transport function. Blochim. Biophys. Acta, 1019: 95-
109.

Briskin, D. P, Leonard, R. T. (1982). Partial characterization of a
phosphorylated intermediate associated with the plasma membrane
ATPase of corn roots. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 79: 6922-6926.

Brown, D. J., Dupont, F. M. (1989). Lipid composition of plasma membranes
- and endomembranes prepared from roots of barley (Aordeum vuigare
L. ). Effect of salt. Plant Physiol., 90: 955-961.

Burden, R. S., Cooke, D. T., White, P. J,, James, C. S, (1987). Effects of the
growth retardant tetcyclacis on the sterol composition of oat (Avena
sativa ). Plant Growth Regulation, 5: 207-217.

Carruthers, A., Melchior, D.L. (1986) How bilayer lipids affect membrane
protein activity. TIBS, 11: 331-335.

106



- Cocucci, M. C, Marré, E. (1984). Lysophosphatidylcholine-activated, vanadate
inhibited, Mg2*-ATPase from radish microsomes. Biochim. Biophys.
Acta,771: 42-52.

Cocucci, S. M., Morgutti, S. (1986). Stimulation of proton extrusion by K+ and
divalent cations (Ni2+,Co2*, Zn2*) in maize root segments. Physiol.
Plant., 68: 437-501.

- Collinge, M.; Trewavas, A. J.-(1989). The location of calmodulin in the pea = = -

plasma membrane. J. Biol. Chem., 264: 8865-8872.

Cooke, D.T., Burden, R.S. (1990). Lipid modulation of plasma membrane-bound
ATPases. Physiol. Plant., 78: 133-139.

Cooke, D. T., Burden, R. S., Clarkson, D. T., James, C. S. (1989). Xenobiotic-
induced changes in membrane lipid composition: Effect on plasma-
membrane ATPases. En: Mechanism and regulation of transport
processes. (R. K. Atkin, D. R. Clifford, eds.). British Plant Growth
Regulator Group. Monografico 18, pp. 41-53.

Cooke, D. T., Burden, R. S,, Clarkson, D. T., James, C. S. (1990 a). The influence
of sterols on the specific activity of the plasma membrane (Mg2*) and
(Mg2+-K*) ATPases of oat and rye shoots. Physiol. Plant., 79: A 89.

Cooke, D.T., Munkonge, F.M, Burden,'R.S,, James, C.S. (1990 b) Fluidity and
lipid composition of oat and rye shoot plasma membrane: Effect of
sterol perturbation by xenobiotics. Biochim. Biohys. Acta, 106: 156~
162.

Chanson, A., MC Naughton, E., Taiz, L. (1984). Evidence for a KCl-stimulated,
Mg2*-ATPase on the Golgi of corn coleoptiles. Plant Physiol.,, 76:
498-507.

Churchill, K. A, Holloway, B.,, Sze, H. (1983). Separation of two types of
electrogenic H* pumping ATPases from oat roots. Plant. Physiol,, 73:
921-928.

Dabin, P., Marafante, E. Mousny, J. M., Myttenaere, C. (1978). Absorption,
distribution and binding of cadmium and zinc in irrigated rice plants.
Plant Soil, 50: 329-341.

107



de Boer, A. H, Watson, B. A, Cleland, R. E. (1989). Purification and
identification of the fusicoccin binding protein from oat root plasma
membrane. Plant Physiol., 89: 250-259.

De Filippis, L. F. (1979). The effect of heavy metal compounds on the
permeability of Chlore//a cells. Z. Pflanzenphysiol., 92: 39-49.

De Michelis, M. 1., Spanswick, R. M. (1986). H* pumping driven by the

------- vanadate sensitive ‘ATPase in-membrane vesicles from corn roots. = -

Plant Physiol,, 81: 542-547.

De Michelis, M. 1., Olivari, C., Pugliarello, M. C., Rasi-Caldogno, F. (1988).
Effect of Mg2+, Triton X-100 and temperature on basal and FC-
stimulated plasma membrane ATPase activity. Plant Sci.,,54: 117-124.

Delmer, D. P. (1990). Role of plasma membrane in cellulose synthesis. En: The
plant plasma membrane: Structure, function and molecular biology. (C.
Larsson, I. M. Mgller ,eds.). Pp. 256-268. Springer-Verlag, Berlin.

Douglas, T. J., Walker, R. R. (1984). Phospholipids, free sterols and adenosine
triphosphatase of plasma-membrane enriched preparations from roots
of c¢/trus genotypes differing in chloride exclusion ability. Physiol.
Plant,, 62: 51-58.

East, J. M, Jones, 0. T., Simmonds, A. C,, Lee, A. G. (1984). Membrane fluidity
f{s not an important physiological regulator of the (Ca2* -Mg2+)
dependent ATPase of sarcoplasmic reticulum. J. Bfol. Chem., 259:
8070-8071.

Edidin, M., (1981). Molecular motions and 'membralne organization and
function. En: membrane structure (J. B., Finean, R. M., Michell, eds). Pp.
37-82. Elsevier, Amsterdam.

Edman, K, Ericson, I, Meller, 1. M. (1985). The regulation of exogenous
NAD(P)H oxidation in spinach (Spinacia o/eracea) leaf mitochondria
by pH and cations. Biochem. J., 232: 471-477.

Foy, C. D, Chaney, R. L., wmfe, M. C. (1978). The physiology of metal toxicity
in plants. Annu. Rev. Plant Physiol., 29: 511-566.

108



Gallet, O., Lemoine, R,, Larsson, C., Delrot, S. (1989). The sucrose carrier of
the plant plasma membrane. |. Differential affinity labeling. Biochim.
Biophys. Acta, 978: 56-64.

Genis, R. B. (1989). Composition of membranes. En: Biomembranes.(C. R.
Cantor, ed). Pp. 20-33. Springer-Verlag, New York.

Giannini, J. L., Briskin, D. P. (1987). Proton transbort in plasma membrane
- and tonoplast vesicles. from red beet (Beta wulgaris L.) storage
tissue. A comparative study of ion effects on ApH and A¥. Plant

Physiol., 84:613-618.

Giannini, J. L., Briskin, D. P.(1989). The effect of assay composition,
detergent solubilization and reconstitution on red beet (Beta vuigaris
L.) plasma membrane H*-ATPase kinetic properties. Plant Sci., 60:
189-193.

Gibrat, R, Grignon, C. (1982). Effect of pH on the surface charge density of
plant membranes. Comparison of microsomes and liposomes. Biochim.
Biophys. Acta, 692: 462-468.

Gibrat, R, Grouzis, J. P. , Rigaud, J, Grignon C. (1985). Electrostatic
characteristics of corn root plasmalemma: effect on the Mg2+*-
ATPase activity. Biochim. Biophys. Acta, 816: 349-357.

Gibrat, R, Grouzis, J. P.,, Rigaud, J, Galtier, N, Grignon, C. (1989).
Electrostatic analysis of effects of fons on the inhibition of corn root
plasma membrane Mg2*-ATPase by the bivalent orthovanadate.
Btochim. Biophys. Acta, 979: 46-52.

Gilroy, S., Trewavas, A. (1990). Signal sensing and signal transduction
across the plasma membrane. En: The plant plasma membrane.
Structure function and molecular biology. (C. Larsson, I. M., Maller,
eds). Pp. 203-232. Springer-Verlag, Berlin.

Grandmougin, A., Benveniste, P., Hartmann, M. A. (1989 a). Effect of sterols
on reconstituted plasma membrane H*-ATPasa from maize roots. En:
Plant Membrane Transport: The current position. (J. Dainty, M. |. de
Michelis, E. Marré, F. Rasi-Caldogno, eds). Pp. 111-112 Elsevier,
Amsterdam. :

109



Grandmougin, A., Bouvier-Nave, P., Ulimann, P., Benveniste, P., Hartmann, M.
A. (1989 D). Ciclopropyl sterol and phospholipid composition of
membrane fractions from maize roots treated with fenpropimorph.
Plant Physiol., 90: 591-597. |

Grimes, H. D., Breidenbach, R. W. (1987). Plant plasma membrane proteins.
Immunological .characterization of a major 75 kilodalton protein
group. Plant Physiol., 85: 1048-1054.

Hara, T., Sonoda, Y. (1979). Comparison of the toxicity of heavy metals to
cabbage growth. Plant Soil, 51: 127-133.

Harada, H., Wakiuchi, N, 0ji, Y., Shiga, H. (1990). Properties of the vanadate-
sensitive ATPase of the plasma membrane vesicles from rice roots.
Soil Sci. Plant Nutr., 36: 545-553.

Hodges, T. K., Leonard, R. T. Bracker, C. E., Keenan, T.W. (1972). Purification of
an ion-stimulated ATPase from plant roots: association with plasma
membranes. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 69: 3307-3311.

Honma, Y., Hirata, H. (1984). Kinetics of cadmium and zinc absorption by rice
seedling roots. Soifl Sci. Plant Nutr., 30: 527-332.

Horst, W. J.,IWagner, A., Marscher, H. (1982). Mucilage protects meristems
from aluminium injury. Z. Pflanzenphysiol., 105: 435-444.

Jaffe, L. F. (1981). The role of ionic currents in establishing developmental
patterns. Phil. Trans. R. Soc. London B, 295: 553-66.

Kasamo, K. (1990) Mechanism for the activation of plasma membrane
H*-ATPase from rice (Oryza sativa L) culture cells by molecular
species of a phospholipid. Plant Physiol., 93:1049-1052.

Kasamo, K., Nouchi, I. (1987) The role of phospholipids in plasma membrane
ATPase activity in Vigna raaiata L. (Mung bean) roots and hypocotyls.
Plant Physiol., 83: 323-328.

Kauss, H. (1990). Role of the plasma membrane in host-pathogen
interactions. En: The plant plasma membrane. Structure, function and
molecular biology. (C. Larsson, I. M, Msgller, eds). Pp. 320-350
Springer-Verlag, Berlin.

110



Kennedy, C. D, Gonsalves, F. A. N. (1987). The action of divalent zinc,
cadmium, mercury, copper and lead on the trans-root potential and H*
efflux of excised roots. J. Exp. Bot., 38: 800-817.

Kjellbom, P., Larsson, C. (1984). Preparation and polypeptide composition of

chlorophyll-free plasma membranes from leaves of light-grown
spinach and barley. Physiol. Plant., 62: S01-509.

- Kjellbom, P, Larsson, C.; Rochester, C. P., Anderson, B. (1989). Integral and -

peripheral proteins of the spinach leaf plasma membrane. Plant
Physiol. Biochem., 27 1-6.

Korner, L. E., Kjellbom, P., Larsson, C., Maller, I. M. (1985). Surface properties
of right-side-out plasma membrane vesicles isolated from barley
roots and leaves. Plant Physiol., 79: 72-79.

Lamoreaux, R. J. , Chaney W. R. (1978). The effect of cadmium on net
photosynthesis, transpiration and dark respiration of excised silver
maple leaves. Physiol. Plant., 43: 231-236.

Larsson, C. (1985). Plasma membranes. En: Modern methods of plant analysis.
New Series (H. F. Linskens, J. F. Jackson, eds). Vol. 1, pp. 85-104.
Springer-Verlag, Berlin.

Larsson, C,, Kjellbom, P., Widell, S.‘, Lundborg, T. (1984). Sidedness of plant
plasma membrane vesicles purified by phase partitioning in aqueous
two-phase system. FEBS Lett., 171: 271-276.

Larsson, C., Widell, S., Kjellbom, P. (1987). Preparation of h1gh-pur1ty
plasma membranes. Methods Enzymol., 148: 558-568.

Lee, K. G., Cunningham, B. A, Paulsen, G. M, Liang, G. H., Moore, R. B. (1976).
Effect of cadmium on respiration rate and activity of several enzymes
in soybean seedlings. Physiol. Plant., 36: 4-6.

Lindberg, S., Wingstrand, G. (1985). Mechanism for Cd2* {nhibition of (K* +
Mg2+) ATPase activity and K* (86Rb*) uptake join roots of sugar beet
(Beta vuigaris). Physiol. Plant., 63: 181-186.

111



Lord, J. M. (1973). Endoplasmic reticulum and ribosomes. En: Isolation of
membranes and organelles from plant cells (A. L. Moore, J. L. Hall,
eds). Pp. 119-134. Academic Press, London.

Luttge, U., Higinbotham, N. (1979). Transport in plants. Springer-Verlag, New
York. '

Lundborg, T., Widell, S., Larsson, C. (1981). Distribution of ATPases in wheat
root membranes separated by phase partition. Physiol. Plant., 52: 89-
95.

Lynch, D. V., Steponkus, P. L. (1987). Plasma membrane lipid alterations
associated with cold acclimation of winter rye seedlings (Seca/e
ceréale L. cv. Puma). Plant Physiol., 83: 761-767.

Marschner, H. (1983). General introduction to the mineral nutrition of plants.
En: Encyclopedia of plant physiology. New Series (A. Lalchli, R.L.
Bieleski, eds), Vol. 15 A, pp. 5-60. Springer-Berlag, Berlin.

Memon, A. R. (1987). Characterization of plasma membrane bound cation-
stimulated ATPase isolated from the roots of Cucumis sativus. Can.
J. Bot., 66: 1470-1473.

Memon, A. R, Chen, Q., Boss, W. F. (1989). Inositol phospholipids activate
plasma membrane ATPase in plants. Biochem. Biophys. Res. Comm., 3:
1295-1301.

Michelangeli, F., East, J._ M., Lee, A G. (1989). Structural effects on the
interactions of sterols with the Ca2*-Mg2+*-ATPase. Biochim. Biophys.
Acta, 1025: 99-108.

Meller, 1. M, Lundborg, T. (1985). Electrostatic surface properties of
plasmalemma vesicles from oat and wheat roots. lon binding and
screening investigated by 9-aminoacridine fluorescence. Planta, 164:
354-361.

Maller, I. M, Lin, W. (1986). Membrane-bound NAD(P)H dehydrogenase in
higher plant cells. Annu. Rev. Plant Physiol., 37: 309-334.

112



Meller, 1. M, Lundborg, T., Bérczi, A. (1984). The negative surface charge
density of plasmalemma vesicles from wheat and oat roots. FEBS
Lett., 167: 181-185.

Morales Rubio, A, Salvador Carrefio, A, De 1a Guardia Cirugeda, M. (1990).
Flame atomic absorption spectrometric determination of iron, nickel,
cobalt and molybdenum in petroleum  industry catalysts after
microwave oven digestion Anal Cmm Acta, 235: 405-411.

Morgutti S., Sacchi A., Cocucci, S. (1984). Effects of Ni2* on proton

extrusion, dark CO2 fixation and malate synthesis in maize FOOtS
Physiol. Plant., 60: 70-74.

Morré, D. J.,, Bracker, C. E. (1976). Ultrastructural alteration of plant plasma
membranes induced by auxin and calcium ions. Plant Physiol., 58: 544-
547.

Paimgren, M. G. (1990). Regulation of the plant plasma membrane H*-ATPase.
Modification of plant plasma membrane H*-ATPase activity by
lysophospholipids. Tesis Doctoral. University of Lund, Lund.

Palmgren, M. G., Sommarin, M. (1989). Lysophosphatidylcholine stimulates
ATP dependent proton accumulation in isolated oat root plasma
membrane vesicies. Plant Physiol., 90: 1009-1014.

Paimgren, M. G., Sommarin, M., Ulvskov, P, Jergensen P.L. (1988). Modulation
of plasma membrane H*-ATPase from oat roots by
lysophosphatidylcholine, free. fatty acids and phospholipase A2,

Physiol. Plant., 74:11-19.

Pardo, J. M., Serrano, R. (1989). Structure of a plasma membrane H*-ATPase
gene from the plant Arabiaopsis thaliana J. Biol. Chem., 264: 8557~
8562.

Paton, G. M, Fasulo, J. M, Robins, S. J. (1982). Separation of phospholipids by
high-performance 1iquid chromatography. J. Lipid Research, 23:190-
196. '

Poschenrieder, CH., Gunsé, B., Barcel6, J. (1989). Influence of cadmium on
- water relations,. stomatal resistance and abscisic acid content in
expanding bean leaves. Plant Physiol., 90: 13635-1371.

13



Quatl, P. H. (1979). Plant cell fractionation. Annu. Rev. Plant Physiol.,, 30:
425-484. .

Raison, J. K. (1980). Membrane lipids: structure and function. En: The
biochemistry of plants. (P. K. Stumpf, ed). Vol. 4. pp. 57-83. Academic
Press, New York.

Ralston, M. (1983). Derivative-free nonlinear regresion. En: BMDP statistical

- sofware (W. J. Dixon, ed.) pp. 305-314. University of California Press. = =

Berkeley.

Rayle, D. L., Clelahd, R. (1977). Control of piant cell enlargement by hidrogen
jon. Curr. Top. Dev. Biol,, 11: 187-214.

Read, S. M, Northcote, D. M, (1981). Minimization of variation in the
‘ response to different proteins of the Coomassie Brillant Blue G dye-
binding assay for protein. Anal. Biochem., 116: 53-64.

Robinson, C., Larsson, C., Buckhout, T. J. (1988). Identification of a
calmodulin-stimulated (Ca2*, Mg2*) ATPase in a plasma membrane
fraction isolated from maize (Ze2 mays) leaves. Physiol. Plant.,, 72:
177-184, "

Rochester, C. P., Kjellbom, P., Larsson, C. (1987a). Lipid composition of
plasma membranes from barley leaves and roots, spinach leaves and
cauliflower inflorescences. Physiol. Plant., 71: 257-263.

Rochester, C. P., Kjellbom, P., Andersson, B., Larsson, C. (1987b). Lipid
composition of plasma membranes isolated from light-grown barley
(Hordeum vulgare ) \eaves: identification of cerebroside as a major
component. Arch. Biochem. Biophys., 2: 385-391.

Roland, J. C. (1978). General preparation and staining of thin sections. En:
electron microscopy and cytochemistry of plant cells (J. L. Hall,
ed.). Pp. 1-62. Elsevier, North Holland. Inc. New York.

Ros, R. (1988). Aislamiento y purificacién de vesiculas de plasmalema de
raices de arroz (Oryza sativa L. subespecie comunis ). Tesis de
Licenctatura. Universitat de Valéncia. Valéncia.

114 -



Sandstrom, R. P., Cleland, R. E. (1989 a). Selective delipidation of the plasma
membrane by surfactants. Enrichment of sterols and activation of
ATPase. Plant Physiol,, 90: 1524-1531.

Sandstrom, R. P, Cleland, R.VE., (1989 b). Comparison of the lipid composition
| of oat root and coleoptile plasma membranes. Lack of short-term
change in response to auxin. Plant Physiol. 90, 1207-1213.

- Sandstrom, R: P., de Boer, A. H,, Lomax, T. L., Cleland, R. E. (1987). Latency of =

plasma membrane H*-ATPase in vesicles isolated by aqueous phase
partitioning. Increase substrate accesibility or enzyme activation.
Plant Physiol., 85: 693-698.

Serrano, R. (1983). Purification and reconstitution of the proton-pumping
ATPase of fungal and plant plasma membranes. Arch. Biochem.
Biophys., 227: 1-8.

Serrano, R. (1984 a). Plasma membrane ATPase of fungi and plants as a novel
type of proton pump. Curr. Top. Cell. Regul.,, 23: 87-126.

Serrano, R. (1984 b). Purification of the proton pumping ATPase from plant
plasma membranes. Biochem. Biophys. Res. Commun., 121: 735-740.

Serrano, R. (1989). Structure and function of plasma membrane ATPase.
Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol., 40: 61-94.

Serrano, R. (1990). Plasma membrane ATPase. En: The plant plasma
membrane. Structure, function and molecular biology. (C. Larsson
and 1. M. Maller, eds). Pp. 127-133. Springer-Verlag, Berlin.

Serrano, R., Montesinos, C., Sanchez, J. (1988). Lipid requirements of the
plasma membrane ATPase from oat roots and yeast. Plant Sci., 56:
117-122.

Silver, S., Nucifora, G.,, Chu, L., Misra, T. K. (1989). Bacterial resistance
ATPases: primary pumps for exporting toxic cations and anions. TIBS,
14: 76-80. '

Simkiss, K., Tailor, M. G. (1989). Metal fluxes across the membranes of
| aquatic organisms. CRC Critical Rev. Aguat. Sci., 1: 173-188.

115



Simmonds, A. C, East, J M, Jones, O. T., Rooney, E. K, McWhirter, J., Lee, A.
G. (1982). Annular and non-annular binding sites on the (Ca 2+-Mg2+)-
ATPase. Biochim. Blophys. Acta, 693: 398-406.

Sommarin, M., Lundborg, T. Kylin, A (1985). Comparison of K*, Mg2+,
ATPases in purified plasmalemma from wheat and oat. Substrate
specificities and effects of pH, temperature and inhibitors. Physiol.
Plant., 63: 27-32.

Staal, M, Hommels, C, Kuiper, D. (1987). Characterization of the
plasmalemma ATPase activity from roots of APlaniago major ssp.
plelosperma purified by the two-phase partitioning method. Physiol.
Plant., 70: 461-466.

Steponkus, P. L., Lynch, D. V., Uemumura, M. (1990). The influence of cold
acclimation on the lipid composition and cryobehaviour of the plasma
membrane of isolated rye protoplasts. Phil. Trans. R. Soc. Lond. B, 326:
571-583. '

Strickland, R. C,, Chaney, W. R, Lamoreaux, R. J. (1979). Cadmium uptake by
Pinus resinosa Aft. pollen and the effect on cation release and
membrane permeability. Plant. Physiol., 64 366-370.

Sundaralingam, M., Jensen, L. M. (1965). Crystal and molecular structure of a
phospholipid component: L- a-glycerophosphoryicholine cadmium
chloride trinydrate. Science, 150: 1035-1036.

Sze, H. (1984). H* translocating ATPases of the plasma membrane and
tonoplast of plant cells. Physiol. Plant., 61: 683-691.

Sze, H. (1985). H* translocating ATPase: advances using membrane vesicles.
Annu. Rev. Plant Physiol., 36: 175-208.

Tomsett, A. B., Thurman, D. A. (1988). Molecular biology of metal tolerances
of plants. Plant Cell Environ,, 11: 383-394.

Uemura, M., Yoshida, S. (1984). Involvement of plasma membrane alterations
in cold acclimation of winter rye seedlings (Seca/e cereale L. cv.
Puma). Plant Physiol., 75: 818-826.

116



Uemura, M., Yoshida, S. (1985). Comparisons of blasma ‘membranes from
shoots and roots of winter rye (Secale cereale L. cv. Puma):
Polypeptide  composition, ATPase activity and  specific

naphthylphthalamic acid binding capacity. Plant Cell Physiol., 26: 35-
45.

Uemura, M., Yoshida, S. (1986). Studies on freezing injury in plant cells. Il
Protein and lipid changes in the plasma membranes of Jerusalem
artichoke tubers during a lethal freezing /7 vivo. Plant Physiol., 80:
187-195. '

Van Assche, F., Clijsters, H. (1990). Effects of metals on enzyme activity in
plants. Piant, Cell Environ.,, 13: 195-206.

van Walraven, H. S., Scholts, M. J. C., Koppenaal, F., Bakels, R. H. A., Krab, K.
(1990). Dependence of the proton transiocation stoichiometry of
cyanobacterial and chloroplast H*-ATP synthase on the membrane
composition. Bichim. Biophys. Acta, 1015: 425-434.

Verkleij, J. A. C,, Schat, H. (1989). Mechanism of metal tolerance in higher
plants. En: Heavy metal tolerance in plants: Evolutionary aspects. (A. J.
Shawn, ed). Pp. 179-194. CRC Press Inc. Boca Raton, Florida.

Weigel, H. J. (1985). The effect of Cd2* on photosynthetic reactions of
mesophyll protoplasts. Physiol. Plant., 63: 192-200.

white, P. J., Cooke, D. T., Earnshaw, M. J., Clarkson, D. T., Burden, R. S. (1990).
Does plant growth temperature modulate the membrane composition
and ATPase activities of tonoplast and plasma membrane fractions
from rye roots?. Phytochemistry., 29: 3385-3393.

widell, S., Larsson, C. (1990). A critical evaluation of markers used in
plasma membranes purification. En: The plant plasma membrane.
Structure function and molecular biology. (C. Larsson and |. M. Mgller
eds). Pp. 127-153. Springer-Verlag, Berlin. '

woolhouse, H. V. (1983). Toxicity and tolerance in the responses of plants to
metals. En: Encyclopedia of Plant Physiology, New Series, (O. L. Lange,
P. S. Nobel, C. B. Osmond, H. Ziegler, eds). Vol. 12, pp. 245-300.
Springer-Verlag, Berlin.

117



- Xie, X-S., Tsal, S-J, Stones, D. K (1986) Lipid requirements for
reconstitution of the proton-transiocating complex of clathrin-coated
vesicles. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83:8913-8917.

Yoshida, S., Uemura, M. (1984). Protein and lipid composition of isolated
plasma membranes from orchard grass (Dactil/is glomerata L.) and
changes during cold acclimation. Plant Physiol., 75: 31-37.

- Yoshida, S., Uemura, M. (1986). Lipid composition of plasma membranes and
tonoplasts isolated from etiolated seedlings of mung bean ( Vigna
- radiata L.). Plant. Phystol., 82: 807-812.

Yoshida, S., Uemora, M., Niki, T., Sakai, A, Gusa, L. V. (1983). Partition of
membrane particles in agueous two-polymer phase system and its
practical use for purification of plasma membranes from plants.
Plant Physiol., 72: 105-114

Zeiger, E. (1983). The biology of stomatal guard cells. Annu. Rev Plant
Physiol., 34: 441-475.

IZwiazek, J. J.,, Shay, J M (1988). The effects of sodium fluoride on
cytoplasmic leakage and the lipid and fatty composition of jack pine
( Pinus banksiana) seedlings. Can. J. Bot., 66: 535-541.

118



APENDICE |



- En las tablas siguientes se muestran los porcentajes de los distintos

- acidos grasos presentes en 1as fracciones PE, PC, PSy Pl de 1a MP de tallos de

arroz procedentes de plantas control, tratadas con Cd o Nf 0.5 mMy de
plantas recuperadas. |
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TRATAMIENTO DURANTE 5 DIAS

{png/mg)

CONTROL CADMIO NIQUEL
PE PC PS Pl PE PC PS Pl PE pPC PS Pl
16:0 333 34 44 46 33 35 55 50 36 31 61 48
16:1 8.1 14 21 16 7.8 12 16 18 8.3 9.2 1" 19
18:0 9.9 95 27 20 10 101 237 22.6 8.8 9 25 20.1
18:1 6.4 9.5 4 5 7 9.5 - 4 9 15.1 - 7.3
18:2 1332 26 S 75 33.7 25 4 4 29 28 4 6
18:3 9.2 7.7 - 5 85 8.9 1 2 8 7.7 - -
Total 170 254 45 68 177 250 65 61 202 263 51 65
(ug/mg)
TRATAMIENTO DURANTE 10 DIAS
CONTROL CADMIO NIQUEL
PE PC PS PI PE PC PS P PE PC PS PI
16:0 32 34 34 41 35.9 355 356 42.4 34 34.9 35.3 40.9
16:1 2.6 2 S 18 S 3 10 16 5 3 1" 16
- 18:0 4.1 4.8 10 17 6.5 7.2 13 22 6.4 6.9 13 21
18:1 35 6.9 5.5 S 2 6.2 5.1 6.5 7.8 1" 10 7
18:2 42 375 30 15 38 33.1 26 1 37 32 23 12
18:3 14.8 15.5 15.7 4.1 12,5 14.6 10.1 2.4 10.3 12 8 3
Total 197 244 127 61 198 259 148 75 177 214 145 72



RECUPERACION DURANTE 5 DIAS

CONTROL CADMIO NIQUEL
PE PC PS PI PE PC PS PI PE PC PS Pl
16:0 36 327 40 443 36.1 328 45 45 343 324 42 44.9
16:1 4 45 15 12 16 93 109 19.4 75 9 25 19
18:0 6.4 10 21.5 16.4 8.5 88 30 18 6.5 72 24 19
18:1 43 81 5 7 6 7.1 5 5 5.6 7.6 - 4
18:2 34.6 29 12.6 13.8 25 29.3 9 9.9 35.6 32 7 8
18:3 14.6 15.4 6.2 6.2 9 12.6 - 3 10.4 1.3 1 5
Total 115 147 22 34 116 159 25 50 17 181 27 39
(ng/mg) |
RECUPERACION DURANTE 10 DIAS
CONTROL CADMIO NIQUEL
PE PC PS P PE PC PS Pl PE PC PS P
16:0  35.3 321 48 46.0 36.3 31.6 49 51 33.8 33 62 55
16:1 3.4 44 6 9.2 4.3 5.4 9 9 37 5.9 3 7
18:0 45 54  21.3 14.4 5.6 69 25 13 47 75  20.0 16.8
18:1 3.9 6.5 - 5.8 35 6.7 - 2.5 3.8 75 - 2
182  36.0 329 20 16.0 37.0 352 136 17.2 40.9 35.3 9 10
18:3 16.9 18.7 4 8.6 13.4 14.3 3.6 6.7 13.1 11.3 6 9
Total 161 39 139 199 23 50 139 174 35 44

(ng/mg)

217 20
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