
UNIVERSITAT DE VALENCIA FACULTAT DE BIOLOGIA

Departament de Biología Vegetal

ATPasa DE PLASMALEMA DE PLANTAS DE ARROZ: CARACTERIZACION Y EFECTO 

DEL CADMIO Y NIQUEL SOBRE SU ACTIVIDAD. RELACIONES CON LA COMPOSICION 

LIPIDICA DE LA MEMBRANA

Memoria que presenta 

Roe Ros Palau 

para optar al grado de 

Doctor en Ciencias Biológicas

Valencia, Julio de!991



UMI Number: U607676

All rights reserved

INFORMATION TO ALL USERS 
The quality of this reproduction is dependent upon the quality of the copy submitted.

In the unlikely event that the author did not send a complete manuscript 
and there are missing pages, these will be noted. Also, if material had to be removed,

a note will indicate the deletion.

Disscrrlation Püblish<¡ng

UMI U607676
Published by ProQuest LLC 2014. Copyright in the Dissertation held by the Author.

Microform Edition © ProQuest LLC.
All rights reserved. This work is protected against 

unauthorized copying underTitle 17, United States Code.

ProQuest LLC 
789 East Eisenhower Parkway 

P.O. Box 1346 
Ann Arbor, MI 48106-1346



Da Isabel Picazo González, Profesora T itular de Biología Vegetal en la 

Facultad de Ciencias Biológicas de la Universítat de Valencia,

CERTIFICA: que D. Roe Ros Palau, Licenciado en Ciencias Biológicas, ha 

realizado bajo mi dirección la Tesis Doctoral que lleva por título: 

" ATPasa de plasmalema de plantas de arroz: Caracterización y 

Efecto del Cadmio y Níquel sobre su actividad. Relaciones con la 

Composición Lipídica de la Membrana”, trabajo que ha sido 

subvencionado con una beca de Formación de Personal 

Investigador del Ministerio de Educación y Ciencia.

Y para que así conste, en cumplimiento de la legislación 

vigente, firmo el presente certificado en Burjassot, a 15 de Julio 

de 1991.

Fdo. Isabel Picazo González



i N.° R.,_ .
i Fe.-.h.1 (C-6.:3¿.

S I G ínI A T ü R T  T5 H - l?
E\El\<j"XtA

c - D- u - % jn f£ r r } i
*2)0 Ctw5.



AGRADECIMIENTOS

En primer lugar, deseo expresar mi agradecimiento a la directora de 
esta Tesis, Dra. Isabel Picazo González, con quien me inicié en el mundo de la 
investigación, por su apoyo, orientación y ayuda.

En segundo lugar, al colectivo de personas de Long Ashton Research 
Station, en particular al Dr. David T. Cooke por su inestimable colaboración 
en todo momento durante mi. estancia en Bristol (Inglaterra). Al Dr. Juan 
Segura por el interés incondicional mostrado en mí trabajo y porque ha sido 
para mi un colega. A la Dra. Amparo Sanz, por sus sabios consejos.

Al departamento de Química Analítica de la Universitat de Valéncia, 
especialmente al Dr. Angel Morales, con cuya colaboración se pudieron 
realizar las medidas de niveles endógenos de metales pesados.

Al servicio de Microscopía Electrónica, concretamente a Agustín Tato 
que hizo posible el aprendizaje de las técnicas de microscopía con 
resultados satisfactorios en un corto espacio de tiempo.

Al Dr. Ramón Carreres (IVIA, Sueca) por la cesión de las semillas con 
que se ha realizado este trabajo.

A mis compañeros de laboratorio, Angeles, Maribel y José Luis, 
especialmente a la Dra. Carmen Martínez y a Lola (que pronto será Doctora) 
por haberme brindado su apoyo y amistad en todo momento y con los que he 
pasado momentos muy agradables. A Teresa por los miles de fotocopias y por 
los múltiples viajes a secretaría bajo el sol.

Finalmente, a mí fam ilia y amigos, que no pertenecen a este mundo, 
pero que me han animado continuamente para que siguiese adelante, y sin 
cuyo estímulo este trabajo no habría sido posible.



A mis padres 
A Laura, Cayetano e Isabel



ABREVIATURAS

ACMA: 9-amino 6-cloro metoxiacridina 
A6R: tasa de crecimiento absoluto
Bl: sumatorio de porcentaje de cada ácido graso por el número de dobles

enlaces
BSA: albúmina del suero bovino
C16:18: relación entre los ácidos grasos de 16 y 18 átomos de carbono.
Cd 5DR: plantas tratadas 5 días con cadmio 0.5 mM y recuperadas 5 días

en medio control
Cd 5DT : plantas tratadas 5 días con cadmio 0.5 mM
Cd 10DR: plantas tratadas 5 días con cadmio 0.5 mM y recuperadas 10 días

en medio control
Cd 10DT: plantas tratadas 10 días con cadmio 0.5 mM
DPH: 1,6 -d ife n il-1,3,5,-hexatrieno 
DR : días de recuperación tras el tratamiento con metales 
DT : días de tratamiento con metales pesados 
EE: error estándar
EGTA: ácido etilenglicol bis-(8-aminoetil éter) N,N,N‘,N'-tetraacético 
G -6-P: glucosa-6-fosfato
Hepes: ácido 4-(2-h1droxíetilH-píperazinaetansulfóníco
13 : fase inferior
M : fracción microsomal
Mes: ácido 2-(N-morfo1ino)-etanosulfónico
MP: membrana plasmática
NADPH-CCR : NADPH-cítocromo c reductasa
Ni 5DR : plantas tratadas 5 días con níquel y recuperadas 5 días en medio 

control
Ni 5DT : plantas tratadas 5 días con níquel 0.5 mM 
Ni 10DR: plantas tratadas 5 días con níquel 0.5 mM y recuperadas 10 días 

en medio control 
Ni 10DT : plantas tratadas 10 días con níquel 0.5 mM 
p/p: Peso/Peso 
PA: ácido fosfatídico 
PC: fosfatidilcolina 
PE: fosfatidiletanolamina 
PF; peso fresco 
PG: fosfatid ilg licerol 
Pl : fosfatid ilinosito l



PL: fosfolípldos
PNPP: p-nitrofenílfosfato
PPi: pirofostato
P5: fosfatidilserina
PS: peso seco
PVP: polivinipolipirrolidona
S3: fase superior
SDS: dodectl sulfato sódico
THF: Tetrahldrofurano
T ric ina : N-Tris(hidroximetil)-metil-glic1na
T r is : 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 antropogénica y el uso sistemático 

de productos fitosanitarios en los cultivos, está provocando desequilibrios en 

los ecosistemas. Los programas conducentes a la solución de este problema 

requieren necesariamente un conocimiento previo del mecanismo de acción de 

estos agentes sobre los seres vivos, y particularmente sobre las plantas, por 

constitu ir el primer eslabón de la cadena trófica.

En este trabajo hemos utilizado plantas de arroz, cultivo tradicional 

ampliamente extendido en el País Valenciano y de gran importancia en la 

alimentación humana. La mayor parte del arroz de nuestra Comunidad (16.000 

hectáreas) crece en las riberas del lago Albufera, siendo irrigado por sus 

aguas. Este lago recibe gran cantidad de aportes de aguas residuales 

procedentes de zonas urbanas, así como de la industria y de la agricultura, 

habiéndose detectado, en agua y sedimento, niveles importantes de metales 

pesados y productos fitosanitarios.

En nuestros experimentos hemos utilizado los metales cadmio y níquel, 

y los pesticidas MCPA, Carbaril y v-Ketotrlazol. Los metales Cd y Ñi han sido 

detectados en aguas de la Albufera y se sabe que excesos de ambos elementos 

producen efectos tóxicos sobre las plantas. El níquel reduce el crecimiento de 

las plantas a concentraciones relativamente bajas y se le considera muy 

tóxico para numerosas especies. El Cd, además de ejercer un efecto tóxico 

sobre los vegetales, ha sido considerado como un poderoso agente mutagénico, 

carclnogénico y teratogéníco en animales, pudiendo resultar altamente 

perjudicial para el hombre. Como ejemplo podemos cita r la enfermedad Ita l-  

Itai causada por la entrada de Cd vía plantas en la cadena alimentaría. 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 último, el v-Ketotrlazol fue elegido por constituir un 

herbicida experimental que inhibe específicamente la ruta bloslntétlca de los 

esteróles por lo que ha sido empleado en experimentos similares a los que 

pretendíamos llevar a cabo.

Hasta la fecha, se han realizado distintas aproximaciones al estudio del 

efecto de los xenobiótlcos en las plantas. Por ejemplo, estudios sobre 

absorción y bioacumulacíón o sobre alteraciones estructurales y morfológicas. 

Asimismo, se han estudiado los efectos de los xenobiótlcos sobre 

determinados procesos fisiológicos como fotosíntesis, respiración o 

actividades enzlmátlcas especificas. En este trabajo hemos estudiado el 

efecto de los xenobiótlcos sobre la composición y propiedades de la 

membrana plasmática así como sobre su actividad ATPasa por dos razones 

fundamentales:

-  La membrana plasmática es la barrera permeable más 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 v ita l Importancia para la planta, habiendo sido 

recientemente relacionada con la adaptación a las condiciones ambientales.

El modelo experimental utilizado ha sido vesículas de membrana, las 

cuales presentan diversas ventajas:

-  Carecen de constituyentes cltoplásmlcos y por tanto sus actividades 

metabóllcas quedan reducidas a las enzimas asociadas a la propia membrana. 

Esto permite estudiar la regulación directa de las enzimas por parámetros 

físicos o químicos.

-  Catalizan el transporte de solutos con propiedades comparables a las 

de las células Intactas, tales como tasas de transporte, regulación y
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de las células Intactas, tales como tasas de transporte, regulación y 

especificidad.

De acuerdo con todo lo expuesto, los objetivos concretos de este 

trabajo han sido:

1) Caracterización de la ATPasa de plasmalema de raíces de arroz: 

estimulación por cationes, efecto de inhibidores, determinación de los 

parámetros cinéticos, especificidad de sustrato y pH óptimo.

2) Estudio de las interacciones de la ATPasa con su medio acuoso mediante la 

modificación de las condiciones de ensayo.

3) Estudio del efecto y modo de acción de los xenobiótlcos anteriormente 

mencionados sobre la ATPasa de tallos y raíces de arroz.

4) Determinación de la composición y propiedades de la membrana plasmática 

así como de los cambios producidos tras los tratamientos con xenobiótlcos.

5) Estudio del posible papel regulador de la actividad ATPasa por lípidos, y de 

las relaciones entre crecimiento, ATPasa y adaptaciones a condiciones de 

estrés.
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1. LA MEMBRANA PLASMATICA DE LOS VEGETALES

1.1.- ESTRUCTURA V PROPIEDADES

Todas las membranas biológicas, incluida la membrana plasmática (MP) 

y las membranas internas de las células eucarióticas, tienen una estructura 

general común: se trata de agrupaciones de moléculas lipídlcas y proteicas 

unidas fundamentalmente por Interacciones no covalentes . Las moléculas 

lipídlcas, dispuestas en forma de una doble capa continua, constituyen la 

estructura básica de la membrana. Debido a su fluidez, los lípídos que forman 

esta bicapa pueden difundir rápidamente dentro de su propia monocapa, aunque 

rara vez pasan de una monocapa a otra. Igualmente, las proteínas pueden 

difundir libremente en el plano de la membrana. No obstante, las células 

pueden restringir la movilidad lateral de determinadas proteínas trabándolas 

a otras macromoléculas de la cara externa o cltoplasmática. Dependiendo de 

su solubilidad en la fase llpídlca, las proteínas pueden atravesar la bicapa o 

situarse a uno u otro lado de la misma estableciendo enlaces covalentes con 

cadenas de ácidos grasos o interacciones no covalentes con proteínas 

transmembrana (Alberts, 1986). Las regiones apolares de las proteínas 

ínteracclonan con las regiones hidrófobas de la bicapa llpídlca, mientras que 

las regiones polares o cargadas lo hacen con las cabezas polares lipídicas en 

la superficie de la bicapa (Genis, 1989). La MP de vegetales también contiene 

carbohidratos, que se unen covalentemente a las proteínas periféricas y a 

algunas de las moléculas lipídlcas de la monocapa externa (Alberts, 1986).

Las proporciones entre los distintos componentes de la membrana no 

están claras. Los análisis realizados en hojas de cebada y espinaca muestran
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que sus membranas contienen,' respectivamente, un 30 % y un 40 % (p/p) de 

proteínas. (Kjellbom y Larsson, 1984). El 60-70 % restante se repartiría 

entre lípídos 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 

(Morré y Bracker, 1976) y una carga superficial negativa a pH neutro, cuyo 

valor varía en las distintas especies (Moller et al., 1984) y órganos de la 

misma especie (Kórner et al., 1985). Dicha carga origina un potencial de 

superficie negativo que puede modificar el pH óptimo y la Km aparente de las 

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

1.2. COMPOSICION LIPIDICA

El conocimiento de la composición llpídlca de la membrana es 

importante, entre otras razones, porque la actividad de las proteínas 

integrales depende en gran medida de las propiedades de la bicapa (Carruthers 

yMelchíor, 1986).

Los lípídos más abundantes en la MP de las especies vegetales 

estudiados son fosfolípldos, esteróles y glucolípldos. La mayor parte de los 

esteróles aparecen en forma libre, constituyendo un porcentaje Importante de 

los lípídos totales. Así, en raíces de cebada llegan a representar el 57 % 
molar de los lípídos totales (Rochester et al., 1987 a). El sltosterol, el 

campesterol y el estlgmasterol son normalmente los más abundantes (Uemura 

y Yoshida, 1986; Lynch y Steponkus, 1987), aunque en algunas especies el 

colesterol es el componente principal (Burden et al., 1987).

El glucoíípido más importante es el glucocerebrósido, pero también 

aparecen cantidades pequeñas de monogalactosil-dlacil-glicerol y
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digalactosll-d lacll-glicerol (Rochester et al. 1987 a,b; Yoshlda y Uemura,

1986).

En cuanto a los rosrollpidos, PE y PC son los dominantes, aunque 

también se han detectado cantidades variables de PA, PG, Pl y PS (Lynch y 

Stenpokus, 1987; Yoshida y Uemura, 1986). Los ácidos grasos más abundantes 

son el palmítlco (16:0), linoléico (18:2) y llnolénlco (18:3) (Whlte et al., 1990; 

Rochester et al., 1987 b).

1.3. COMPOSICION POLIPEPTIDICA

Las electroforesls unidimensionales de extractos de MP muestran 

alrededor de 50 bandas polípeptídicas, algunas de las cuales se tiñen con 

concavalina A Indicando su naturaleza glucoproteica (Grlmes y Breidenbach,

1987). En electroforesls en geles bidlmenslonales se ha observado un número 

mucho mayor de bandas polípeptídicas (Uemura y Yoshida, 1985) pero 

únicamente algunas han sido identificadas. Entre ellas se encuentra la 

H+-ATPasa de 100 kD (Serrano, 1984 a), la Ca2+-ATPasa de 140 kD (Briars et 

al., 1989), un posible transportador de glucosa de 42 kD (Gallet et al., 1989), 

el receptor de fuslcocclna, que consta de dos pollpéptldos de 30 y 31 kD 

respectivamente (de Boer et al., 1989) y calmodullna de 18 kD (Collinge y 

Trewavas, 1989).

Del total de proteínas, se cree que un 80 % serían intrínsecas y 

solamente un 20 % periféricas, situándose fundamentalmente en la cara 

citoplásmica de la membrana (Kejllbom et al., 1989).
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1.4. FUNCIONES

La MP constituye una barrera llpídlca relativamente impermeable al 

paso de la mayoría de las moléculas hídrosolubles . A su vez, proporciona una 

matriz para las proteínas transportadoras. La combinación de la barrera 

lipídica y de los transportadores selectivos de iones permite a la célula 

acumular elementos esenciales y excluir iones tóxicos manteniendo un medio 

intracelular relativamente constante.

Además de estar implicada en la absorción y extrusión de solutos, la MP 

interviene en la síntesis de pared celular (Delmer, 1990), en la unión y 

respuesta a hormonas (Gilroy y Trewavas, 1990), en la interacción con 

simbiontes (Brewln, 1990) y patógenos (Kauss, 1990) y en la adaptación a 

bajas temperaturas (Uemura y Yoshida, 1984 b; Steponkus et al., 1990). Por 

todo ello, la composición química de la MP de las plantas se encuentra en un 

estado dinámico 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 la existencia de una ATPasa con 

características propias asociada a la MP de vegetales fueron realizados por 

Hodges y col. en 1972. Estos autores relacionaron la actividad de la enzima 

con la energlzaclón del transporte de iones. Desde entonces, se han conseguido 

importantes avances en el estudio de la estructura, mecanismo y funciones de 

la enzima. Asi, se ha demostrado el acoplamiento entre hidrólisis de ATP y
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transporte utilizando vesículas de membrana y liposomas (Sze, 1984, Serrano 

1983). Además, se ha obtenido una detallada caracterización bioquímica de la 

enzima en varias especies (De mcnens y spanswicn, 1986; Giannini y Briskln, 

1989) y, recientemente, se ha clonado el gen de la ATPasa y deducida su 

secuencia de aminoácidos (Pardo y Serrano, 1989).

La H+-ATPasa de la MP es una ATPasa de tipo P (o E1-E2 ) como la 

Na+/K+ ATPasa de animales, la K+-ATPasa de bacterias, la Ca2+-ATPasa de 

retículo sarcoplásmico, la Ca2+-ATPasa de la MP o la H+/K+-ATPasa de la 

mucosa gástrica (Palmgren, 1990). Todas ellas se caracterizan por formar un 

intermediarlo fosforllado durante el ciclo catalítico. Las electroforesis en 

geles de pollacrllamida con SDS de extractos de ATPasa de MP han 

demostrado que está formada por un pollpéptldo de peso molecular 100.000 

(Serrano, 1984 a,b) que constituye la subunldad catalítica mínima capaz de 

hldrollzar ATP, aunque en condiciones naturales podría encontrarse formando 

estructuras olígomérlcas (Briskln, 1990). Este pollpéptldo posee un residuo de 

aspártico al que se une el P| terminal del ATP durante el ciclo catalítico, 

formándose el intermediarlo fosforilado (Briskln y Leonard, 1982).

Mediante estudios cinéticos realizados con extractos de ATPasa 

parcialmente purificada se ha demostrado que su sustrato es el complejo 

Mg-ATP (Cocuccl y Marré, 1984 ; Bennett et al., 1985). Este sustrato da 

cinéticas hiperbólicas con valores de Km entre 0.3 y 0.7 mM (Serrano, 1990). 

No obstante, cuando se ensaya la actividad de la enzima en vesículas de 

membrana, estos valores pueden ser mayores (Gibrat et al., 1985). La alta 

especificidad por el ATP como sustrato es una característica de la H+-ATPasa 

de plasmalema. La actividad de la enzima con otros di, trlnucleótldos o 

monoésteres fosfato es menor del 10 % (Coccucl y Marré, 1984).

La ATPasa de la MP es inhibida por ortovanadato (que interfiere en la 

formación del intermediario fosforllado), pero es Insensible a azlda (inhibidor
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de la ATPasa mltocondrlal), nitrato (inhibidor de la ATPasa tonoplástica) y 

molibdato (Inhibidor de la fosfatasa ácida). También se han determinado otros 

inhibidores de la ATPasa, entre ellos los compuestos de cobre y de mercurio, 

lo que confirma la presencia en la enzima de grupos sulfhidrilo esenciales, 

como ya se había sugerido por los efectos protectores del d ítio tre ito l durante 

la purificación (Serrano, 1990). La actividad basal Mg2+-ATPasa es estimulada 

por cationes monovalentes (K+, Rb+, Na+, Li+, Nl-U+), siendo el potasio 

generalmente el más efectivo. No obstante, el grado de estimulación de los 

distintos cationes e incluso la selectividad de los mismos varía según los 

autores (Gibrat et al., 1985; Sze, 1985; Memon, 1987; Harada et al., 1990). Los 

aniones no parecen afectar a la actividad de la enzima, que es óptima a un pH 

entre 6.0 y 6.5 (Sze, 1985; Harada et al., 1989).

2.2. FUNCIONES

La H+-ATPasa de la MP proporciona la maquinaría proteica que permite 

el acoplamiento entre la hidrólisis de ATP y el transporte de H+, generando un 

gradiente electroquímico a través de la membrana. La energía potencial 

conservada en este gradiente de protones se acopla al movimiento de solutos 

medíante sistemas de transporte secundarlo (Briskln, 1990). Además, se cree 

que la ATPasa Juega un papel fundamental en diversos procesos fisiológicos a 

nivel celular e incluso a nivel de órgano que incluyen crecimiento, desarrollo y 

adaptaciones a las condiciones ambientales (Briskln, 1990; Serrano, 1989; 

BraueryTu, 1989).

La ATPasa puede controlar el crecimiento celular regulando la 

absorción de nutrientes, la turgencia y la actividad de enzimas dependientes 

del pH citoplasmático (Serrano, 1989). Además, según la teoría del 

crecimiento ácido, se requiere la acidificación del medio externo para
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desencadenar una serle de procesos conducentes a la elongación celular 

(Rayle y Cleland, 1977).

a  nivel de órgano, la absorción de nutrientes inorgánicos en el 

xilema, la carga en el floema y los cambios de turgencia responsables de los 

movimientos estomáticos y de los pulvínulos parecen depender de procesos de 

transporte activo controlados por la ATPasa (Lüttge y Higinbotham, 1979; 

Zeíger, 1983).

Por último, también se ha sugerido la participación de la bomba de 

protones en el desarrollo de polaridad en la células y órganos en crecimiento 

(Jafe, 1981).

2.3. ESTRUCTURA Y MECANISMO DE ACOPLAMIENTO

Los conocimientos actuales sobre la ATPasa a nivel molecular son 

escasos, por lo que los modelos propuestos sobre su estructura y mecanismo 

se han basado en otras ATPasas de su misma fam ilia mucho mejor estudiadas.

Serrano (1989,1990) ha propuesto un modelo estructural según el cual, 

la ATPasa está constituida por ocho o nueve segmentos hldrofóblcos que 

atraviesan la membrana, mientras que la mayor parte de las reglones 

hidrofílicas, donde se sitúan los dominios funcionales, se disponen en la cara 

cltoplasmátlca. La enzima constaría de un dominio con actividad qulnasa, de 

un dominio con actividad fosfatasa y de un dominio de transduccíón que 

acoplaría la hidrólisis de ATP al transporte de protones. Además, la ATPasa 

contendría un canal de H+ constituido por seis segmentos hldrofóblcos 

dispuestos atravesando la membrana. El dominio de transduccíón, que contiene 

el residuo de aspártlco que se fosforlla  durante el ciclo catalítico, se situaría 

en la abertura del canal de protones que da al lado citoplásmlco.
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El acoplamiento entre hidrólisis de ATP y transporte de H+ implica un 

cambio conformacional de la enzima (Serrano, 1989,1990; Briskln 1990). Así, 

se supone que la ATPasa presenta dos estados conformaclonales (Ei y E2 ) que 

se alternan durante el ciclo catalítico. En la conformación Ei es activo el 

dominio de la quinasa y el canal, abierto a la cara del citoplasma, presenta 

gran afinidad por los protones. En la conformación E2, es activo el dominio de 

la fosfatasa y el canal queda abierto al exterior celular con baja afinidad por 

los protones. La unión de un protón a la enzima (Ei) induciría la actividad 

quinasa (o viceversa) produciéndose la fosforilación del residuo de aspártlco 

en el dominio de transduccíón. Esto provoca el cambio conformacional de la 

enzima (E2) Induciéndose la actividad fosfatasa y liberándose un protón al 

exterior celular. Tras la defosforllaclón del Intermediarlo se produciría de 

nuevo un cambio conformacional relnlclándose el ciclo catalítico.

2.4. REGULACION

No se conocen con exactitud el mecanismo o mecanismos que regulan la 

H+-ATPasa. Puesto que la enzima está implicada en numerosas funciones de 

v ita l Importancia para la planta, se cree que puede estar controlada por 

diversos factores extrínsecos (luz, hormonas, medio externo) así como por 

mecanismos Intrínsecos (Serrano, 1989; Palmgren, 1990; Briskln, 1990).

Entre los factores extrínsecos, el efecto del medio (pH, concentración 

de Iones) sobre la actividad de la enzima es de particular interés en el 

plasmalema de raíces, ya que está expuesto a la variación de los Iones en el 

suelo y es el responsable de la absorción de todos los elementos minerales en 

la planta (Marschner, 1983).
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Se han sugerido varios posibles mecanismos de regulación intrínseca 

como control génlco, modificaciones covalentes de la enzima mediante 

fosforilación con protelna-qulnasa o proteollsls limitada y regulación no 

covalente con proteínas activadoras e inhibidoras (Palmgren, 1990). También 

se han descrito como candidatos de la regulación de la ATPasa los estados de 

oligomerizacíón de la enzima (Brlskin, 1990) y la modulación por el entorno 

lipídico (Cooke y Burden, 1990).

En relación a los lípidos, se han realizado diversos tipos de 

experimentos que apoyan su participación en la regulación de la ATPasa de la 

MP. El primer tipo de experimentos procede de estudios de reconstitución de 

preparaciones de ATPasa en vesículas sintéticas. Se ha observado que todas 

las preparaciones de enzima purificadas requieren fosfolípldos para 

presentar una actividad óptima, aunque el grado de estimulación y 

especificidad es variable. Por ejemplo, la ATPasa de rábano fue activa cuando 

se reconstituyó con Pl pero no con PE o PC (Coccucl y Marré, 1984), mientras 

que la ATPasa de plántulas de Vígnaradiata se activó con PC, PS y PG pero no 

con Pl o PE (Kasamo y Nouchl, 1987). En avena, todos los fosfolípldos 

activaron a la ATPasa reconstituida, aunque la actividad fue mayor con 

fosfolípldos neutros que con ácidos (Serrano et al., 1988). No se sabe s1 las 

discrepancias encontradas en los requerimientos lipidíeos de la ATPasa se 

deben al distinto origen de la enzima (Kasamo y Nouchl, 1987) o, por el 

contrarío, las preferencias dependen del tipo de ensayo empleado para 

conseguir la Interacción lípido-proteína (Brauer y Tu, 1989). Recientemente, 

se ha observado que la presencia de esteróles en los llposomas también 

modifica la actividad de la enzima (Grandmougln et al., 1989 a).

Un segundo tipo de experimentos se ha realizado modificando la 

composición llpídlca de vesículas de membrana nativas, bien con la adición 

exógena de lípidos (Palmgren et al., 1988; Palmgren y Sommarln, 1989; Memon
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et al., 1989; Cooke et al., 1990 a), bien con la eliminación parcial de éstos 

mediante surfactantes (Sandstrom y Cleland, 1989 a). El tercer tipo de 

experimentos ha consistido en la alteración de la composición llpídlca de la 

MP tratando las plantas con pesticidas o reguladores del crecimiento que 

modifjcan específicamente la biosíntesis lipídica (Cooke et al., 1989). En 

ambos casos se han observado alteraciones de la actividad ATPasa.

Por tanto, parece posible una intervención de los lípidos en la 

regulación de la ATPasa, aunque su complejo metabolismo no permite por el 

momento, explicar una respuesta rápida de la enzima.

Se han propuesto dos hipótesis para explicar la regulación por lípidos 

de la ATPasa. La primera, postula un mecanismo indirecto vía cambios en la 

fluidez de la membrana ( Douglas y Walker, 1984). La segunda, descrita por 

Simmonds y col. (1982) explica la regulación de la ATPasa mediante 

interacciones directas lípido-proteína. Estos autores propusieron la 

"hipótesis Anular", según la cual los fosfolípidos se unen a los sitios anulares 

de la enzima (ínterfase lípido/proteína) y los esteróles a los no anulares 

(interfase proteína/proteína). Los esteróles inactivan la ATPasa mediante la 

unión a los sitios anulares, desplazando a los fosfolípldos. Las cadenas de los 

ácidos grasos de los fosfolípldos unidos a los sitios anulares pueden 

interacclonar con los sitos no-anulares solamente si poseen la longitud 

adecuada. Esta Interacción determinaría la actividad de la enzima vía cambios 

conformacionales. El descubrimiento reciente de que el grado de saturación y 

la longitud de las cadenas de los ácidos grasos de los fosfolípldos influyen en 

la actividad de la ATPasa ( Palmgren y Sommarln, 1989; Kasamo, 1990) junto 

con la presencia de esteróles estrechamente asociados a la enzima 

(Sandstrom y Cleland, 1989 a) apoyarían esta hipótesis.
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3. LOS METALES PESADOS EN LAS PLANTAS

3.1. TOXIClDAD Y RESISTENCIA

Todas las plantas responden ante aumentos de la concentración de 

metales pesados en su ambiente. La naturaleza, dirección y magnitud de esta 

respuesta dependerá de la sensibilidad del individuo, de la intensidad 

(concentración y duración) de la exposición, del tipo de metal y de la forma 

en que esté presente (Baker y Walker, 1989 a).

Normalmente, los metales se acumulan en la planta a concentraciones 

superiores a las del medio y, dentro de ella, la raíz es el órgano de máxima 

acumulación (Barceló y Poschenrieder, 1989).

Entre los síntomas asociados a la toxicidad por los metales pesados 

aparecen generalmente, la clorosis y la reducción del crecimiento (Foy et al., 

1978). A nivel molecular, los iones metálicos pueden producir la toxicidad por 

distintos mecanismos:

-  Desplazando los iones metálicos esenciales de las biomoléculas.

-  Bloqueando grupos funcionales esenciales de biomoléculas, incluyendo 

enzimas y pollnucleótldos.

-  Modificando la conformación activa de las moléculas, especialmente 

enzimas y polinucleótidos.

-  Desorganizando la integridad de las moléculas.

-  Modificando otros agentes biológicos activos.

Resulta por tanto evidente que los metales pesados pueden in flu ir en 

una gran variedad de reacciones y procesos fisiológicos en las plantas. Así por 

ejemplo, se ha demostrado que el Cd puede alterar procesos como la 

fotosíntesis ( Weigel, 1985; Becerril et al., 1988), la respiración (Lee et al.,
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1976; Lamoreaux y Chaney, 1978) o las relaciones hídricas (Poschenrieder et 

al., 1989). La toxicidad por NI ha sido menos estudiada, aunque se sabe que 

puede modificar la absorción de elementos minerales (Bollard, 1983), la 

extrusión de protones (Cocuccl y Morguttl, 1986) o la fotosíntesis (Morguttl 

et al., 1984).

En cuanto a los mecanismos de resistencia, las plantas se defienden 

frente a los metales pesados, bien evitando su entrada, o bien volviéndose 

resistentes al elemento tóxico en el Interior celular por diversos procesos 

como la exclusión del metal pesado del metabolismo o la tolerancia a su 

presencia mediante Inmovilización o inactivación interna (Barceló y 

Poschenrieder, 1989). Las Investigaciones sobre resistencia se han centrado, 

principalmente, en el estudio de complejos de unión a los metales, 

especialmente péptldos y proteínas, que los Inactivan o inmovilizan en el 

Interior celular (Tomsett y Thurman, 1988). Aunque se ha implicado a las 

fltoquelatlnas en el mecanismo de resistencia al Cd, existen escasas 

evidencias que Indiquen la participación de un sistemas quelante interno en 

la resistencia al NI (Verklelj y Schat, 1989). Sin embargo, se ha postulado que 

la resistencia al NI está relacionada con la reducción de la absorción 

(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 

plasmática, pudiendo dañar su Integridad (De Fllippls, 1979) e Interacclonar 

con sus enzimas asociadas (van Assche y CHJsters, 1990). Además, los Iones 

metálicos pueden atravesar la membrana y ejercer sus efectos tóxicos en el 

citoplasma. Así, la permeabilidad de la MP va a in flu ir sobre la toxicidad de
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los metales en los sistemas biológicos (Simkiss y Tailor, 1989). De hecho, los 

cambios en la estructura y composición de la membrana pueden afectar tanto 

la difusión pasiva como el transporte activo de los compuestos (Ralson, 

1980). En este sentido, Verkleij y Shat (1989) han sugerido que los cambios 

en la composición de la membrana podrían estar implicados en la 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 podría 

estar implicada en el proceso de detoxlflcaclón.

A pesar del interés que presenta el estudio de las interacciones de los 

metales a nivel de membrana, los trabajos realizados hasta la fecha son 

escasos. Llndberg y Wlngstrand (1985) observaron que la aplicación in vitro 
de Cd Inhibía la actividad de la ATPasa. Otros autores han estudiado el efecto 

del Cd (Kennedy y Gonsalves, 1987) y Ni (Morguttl et al., 1984; Cocucci y 

Morgutti, 1986) sobre la extrusión de protones en tejido radicular. No se ha 

encontrado bibliografía sobre el efecto de estos metales en fracciones de 

plasmalema aisladas de plantas tratadas in vivo. No obstante, este tipo de 

estudios se ha realizado en plantas sometidas a otras condiciones de estrés 

como bajas temperaturas (Uemura y Yoshlda, 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 

Bahía. Las semillas fueron suministradas por el Instituto Valenciano de 

Investigaciones Agrarias, sección del arroz (IVIA, Sueca).

2. CULTIVO Y TRATAMIENTO DE LAS PLANTAS

2.1. CULTIVO

En los experimentos de caracterización de la ATPasa se partió de raíces 

de siete días crecidas en oscuridad a 30* C. La germinación y el crecimiento 

de las semillas se realizó en recipientes de plástico cerrados, en cuyo 

interior se habían depositado cuatro capas de papel de f ilt ro  humedecidas con 

agua destilada. En estos recipientes, se sembraron las semillas previamente 

esterilizadas con hipoclorlto cálclco al 2 % durante 20 minutos. Las raíces 

crecidas después de siete días de Incubación se utilizaron para la obtención de 

vesículas de membrana.

En los experimentos restantes, se utilizaron tallos y/o raíces de 

plantas crecidas en cultivo hidropónlco. Las semillas se esterilizaron con 

hipoclorlto sódico al 2  % y se sembraron sobre re jilla s  de acero inoxidable 

suspendidas en recipientes de plástico de 5 1 que contenían la solución 

nutritiva constantemente aireada. La composición de la solución nutritiva fue 

la siguiente: KC1 1 mM, KN03 3 mM, Ca(N03)2 4H20 1 mM, NahfePCU 2H20 ImM, 

MgS04  7H20 0.75 mM, NH4NO3 2.4 mM, Fe-EDDHA (Sequestrene) 3 mg/1,
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MnS04 4H20 IjjlM, H3BO3 3|jlM, CuS04 5H20 0.1 jiM, ZnS04 7H20 0.1 uM y 

(NH4 )6M07Ü24 4H20 0.03 jiM. Los cultivos se mantuvieron en una cámara de 

crecimiento a 30* C y 70 % de humedad relativa durante el día y a 25° C y 90 % 
de humedad relativa durante la noche, bajo un fotoperlodo de 16 horas y una 

radiación fotosintéticamente activa (PAR) de 30 uE cm-2 s-T La germinación 

de las semillas se llevó a cabo en oscuridad total durante los cinco primeros 

días.

En los experimentos de tratamiento y recuperación, las plantas 

crecieron en invernadero y fueron irradiadas con luz suplementaria para 

simular un fotoperlodo mínimo de 16 horas. Todas las demás condiciones 

fueron las mismas que para las plantas cultivadas en cámara de crecimiento.

2.2. TRATAMIENTO CON XENOBIOTICOS

2.2.1. TRATAMIENTOS /N VIVO

Los tratamientos in vivo se realizaron adicionando a la solución 

nutritiva donde crecían plantas de 6  días de edad los siguientes xenobióticos:

-  Varias concentraciones de los metales pesados Cd (0.01, 0.1, 0,5 mM) 

y Ni (0.1, 0.5, 1 mM).

-MCPA (ácido [(4-c lo ro-o-to lil)ox i] acético) 1.4 ^M.

-H<etotriazol (1 -[2-m etoxífenil]-4,4-dlm eti1-1 -(1 ,2 ,4 -tria zo l-1 - i l )  - 

1 -penten-3-ona) 0.5 jiM .

-  Carbarll (1 -na ftil metilcarbamato) 1 OjjlM.

La duración del tratamiento varió entre 5 y 10 días. Algunas de las
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plantas tratadas durante 5 días con Ni o Cd fueron recuperadas durante 5 ó 10 

días en soluciones nutritivas nuevas sin metal pesada Del mismo modo se 

renovó la solución nutritiva en sus controles respectivos.

Los tallos y/o raíces de las plantas control, tratadas y recuperadas 

fueron recogidos e inmediatamente utilizados para la obtención de vesículas 

de membrana.

2.2.2. TRATAMIENTO DE LA ATPasa /N V/TRO CON NIQUEL Y CADMIO

En los tratamientos realizados a extractos de vesículas de MP obtenidos 

de plantas control se utilizaron diversas concentraciones de Cd o Ni (0.01, 

0.1, 0.5 y 1 mM)

3. AISLAMIENTO DE VESICULAS DE MEMBRANA

Para obtener y separar las fracciones de membrana se siguió el método 

descrito por Larsson en 1985 con algunas modificaciones.

Todo el proceso se realizó 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 mi de medio de homogeneización que 

contenía sacarosa 0.5 M, ácido ascórbico 5 mM, clsteína 3.6 mM y 0.6% (p/p) de 

PVP (10 KDa) en Hepes-KOH 50 mM, pH 7.6. La in filtración se realizó en un 

matraz kitasato con ayuda de una bomba de vacío. Posteriormente, se
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Figura 1. Procedim iento de aislamiento de vesículas de plasmalema en un 

sistema acuoso de dos fases poliméricas (Dextrano y P o lie tileng lico l). Se añade 

la fracción microsomal suspendida en un medio adecuado a la mezcla de fases, 

obteniéndose el sistema de fases (S i, fracción superior; I i , fracción in ferio r). 

Tras una serie de purificaciones se obtienen las fracciones finales S3 e I3 .



homogenelzó el material con un triturador Lomi G-2 cuatro veces a máxima 

velocidad durante 2 0  segundos cada una.

El homogenado se f i lt ró  a través de una tela de muselina y se centrifugó 

a 10.000 g durante 15 minutos. El sobrenadante se centrifugó a 50.000 g 

durante 40 minutos, para conseguir un precipitado compuesto principalmente 

de membranas celulares que constituyó la fracción microsomal 01). El 

sedimento se resuspendló con la ayuda de un pincel en un volumen total de 10 

mi que contenía sacarosa 0.33 M, KC1 3 mM y Hepes-KOH 5 mM, pH 7.6. De los 

10 mi, uno se almacenó a -23* C hasta su uso y el resto se u tilizó  para 

obtener vesículas de plasmalema y de membranas internas.

3.2. AISLAMIENTO DE VESICULAS DE MEMBRANA PLASMATICA

Las vesículas de MP se obtuvieron por separación de la fracción 

microsomal en un sistema acuoso de dos fases pollméricas (Dextrano T500 y 

Polietilenglicol 3350), (Figura 1). La composición óptima del sistema de fases 

para el aislamiento de vesículas de plasmalema de arroz fue determinada en 

trabajos previos (Ros, 1988).

Se añadieron 9 g de fracción microsomal a un tubo de centrífuga de 

polícarbonato que contenía 27 g de mezcla de fases para obtener 36 g de 

sistema de fases con una composición final de Dextrano T500 6.2 % (p/p), 

Polietilenglicol 3350 6.2 % (p/p), sacarosa 0.33 M, KC1 3 mM y Hepes-KOH 5 

mM, pH 7.6. El contenido del tubo se mezcló, mediante varias Inversiones, y se 

centrifugó a 1.500 g durante 3 minutos para acelerar la separación de los 

polímeros en dos fases. A continuación, 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 resuspensión (sacarosa 0.33 M, KC1 

3 mM, mercaptoetanol 4 mM en Hepes-KOH 5 mM, pH 7.6) y se procedió al 

lavado de los polímeros mediante centrifugación a 100 .000  g durante una hora. 

Tras la resuspensión, las dos fraciones se lavaron de nuevo por centrifugación 

a 1 0 0 .0 0 0  g durante una hora.

Por último, los sedimentos se resuspendleron en medio de resuspensión 

en un volumen final de 4 mi y se almacenaron en pequeñas alícuotas a -23#C 

hasta su utilización.

En los experimentos de tratamiento con pesticidas y metales pesados 

se Introdujeron modificaciones al procedimiento descrito anteriormente. En 

ellos, se partió de 7 g de material vegetal y se resuspendló la fracción 

microsomal en 3 mi, de los cuales se añadieron 3 g a 9 g de mezcla de fases 

para formar 12 g de sistema de fases. Finalmente, sólo se recogió la fracción 

rica en plasmalema (S3) que se lavó a 100.000 g durante 30 minutos. El 

sedimento se resuspendíó en 1 mi de medio de resuspensión y se almacenó a 

-23* C hasta su utilización.

4. ANALISIS ENZIMATICOS

4.1. ACTIVIDAD ATPasa

La actividad Mg2+-ATPasa se ensayó en un volumen final de 225 jil que 

contenía los extractos celulares y el medio de reacción formado por MgSÜ4 3

mM, ATP (sal sódica) 3 mM, sacarosa 75 mM, Na2MoÜ4 0.7 mM, Tritón 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 ensayó en el mismo medio que la Mg2+-ATPasa, pero en 

presencia de KC1 50 mM. En el caso de la actividad Cl—Mg2+-ATPasa, un 

marcador del tonoplasto, el tampón del medio de reacción fue Tricina-Tris 50 

mM, pH 8.0.

La reacción enzlmátlca se inició con la adición del extracto de 

vesículas de membrana (entre 1 y 2 ug de proteína para S3 y entre 20 y 40 jig 

para I3 y M) y se llevó a cabo a 37* C. A menos que se especifique, la reacción 

se paró a los 30 minutos de iniciada añadiendo 500 jil de SDS 10 %.

La hidrólisis de ATP se determinó midiendo la cantidad de fosfato 

inorgánico presente en el medio según el método de Ames (1966) para lo que 

se añadieron al medio de reacción 600 jjlI de solución colorimétrlca formada 

por ácido ascórblco 10 % y molibdato amónico 0.42 % en ácido sulfúrico 1 N en 

proporción 1:7. Tras 45 minutos de Incubación a 37* C se paró la reacción 

bajando la temperatura hasta 4* C en baño de hielo y se midió la absorbancia a 

820 nm.

En cada ensayo se prepararon los correspondientes estándar con 0.025 

limóles de Pj y blancos de la misma manera que los tubos a determinar, pero se 

les añadió 500 pil de SDS 10 % antes del extracto para Impedir la reacción.

Determinados ensayos de actividad K*-Mg2+-ATPasa se realizaron en 

medios de reacción con algunas modificaciones respecto al descrito 

previamente. Las modificaciones Incluyeron adiciones de azlda sódica 1 mM, 

KNO3 50 mM, CaCl2 3 mM, ortovanadato sódico 0.1 mM, nucleótldos difosfato, 

nucleótldos trifosfa to , varias concentraciones de sales, MgS04  y ATP, y 

tampones como se describe en las tablas y figuras correspondientes.

26



4.2. ACTIVIDAD IDPasa y CITOCROMO C REDUCTASA

La actividad IDPasa latente, marcador del aparato de Golgi, se ensayó 

según el método de Chanson y col. (1984) modificado por Stall y col. (1987).

La reacción se llevó a cabo en un volumen final de 225 ul, que además 

de los extractos de vesículas de membrana (entre 10 y 30 ug de proteínas), 

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

La actividad de la enzima se determinó midiendo la diferencia de 

fosfato Inorgánico liberado (Ames, 1966) en presencia o ausencia de 0.1% de 

Tritón X-100 después de 20 minutos a 37 * C. Como en el caso de la ATPasa se 

prepararon los correspondientes blancos y estándar.

La actividad citocromo c reductasa NADPH dependiente, resistente a 

antimiclna A, utilizada como marcador de retículo endoplásmico, se midió en 

las fracciones de membrana según el método descrito por Lord (1973) con 

algunas modificaciones. El medio de ensayo contenía en un volumen final de 

t mi, NADPH 0.2 mM, citocromo c 0.02 mM, KCN 10 mM, antimiclna A 4 uM y 

tampón fosfato 50 mM a pH 7.2. La reacción se inició con la adición de 37 |il 

de extracto de membranas y se siguió la reducción del citocromo c a 550 nm. 

Se emplearon controles a los que se les añadió la enzima previamente hervida.

5. MICROSCOPIA ELECTRONICA

Se siguió el método descrito por Yoshlda y col. (1983) con algunas 

modificaciones.

Fracciones de vesículas de membrana fueron fijadas con una solución de 

glutaraldehido 3 % (v/v) en medio de resuspensión (Hepes-KOH 5 mM, sacarosa 

0.33 M, KC1 3 mM a pH 7.6) durante una hora a 4‘ C y durante una hora a 2 r  C
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(proporción muestra:d1solución fijadora, 1:7). Las fracciones fijadas se 

recogieron por centrifugación a 50.000 g durante 40 minutos y se lavaron con 

solución de resuspensión a 4* C (60 minutos). Posteriormente, se fijaron con 

tetróxido de osmio 1 % (v/v) en Hepes-KOH 5 mM, sacarosa 0.33 M, KC1 3 mM a 

la misma temperatura durante dos horas y se deshidrataron con 

concentraciones crecientes de etanol a temperatura ambiente, Los sedimentos 

deshidratados se trataron con óxido de propileno al 100  % durante una hora a 

temperatura ambiente, compuesto que es soluble en etanol y a su vez en la 

epoxi-resina (Araldíta). Para fa c ilita r la penetración de la resina epoxi se 

embebió el material objeto de nuestro estudio en concentraciones crecientes 

de Araldita:

A -  Araldita I: óxido de propileno (proporción 1:3, 1:1, 3:1) durante una

hora en cada caso a temperatura ambiente.

B -  Araldita 1 durante 24 horas a 60* C.

C.- Araldita II durante 48 horas a 60* C

La Araldita I está compuesta por 5 mi del componente A/M, 5 mi del 

componente B y 0.15 mi del componente D. La Araldita II consta de Araldita I 

mas 0.4 mi de un acelerador de la polimerización ( componente C).

En el paso C se obtuvieron bloques endurecidos de resina-epoxi con los 

que procedimos a la realización de cortes ultrafinos en el ultramicrotomo. Las 

secciones de 600-700 Á fueron blanqueadas con ácido periódico al 1 % durante 

15 minutos a temperatura ambiente y teñidas con slllcotungstato sódico 1 %, 
ácido clorhídrico 10 % (v/v) durante 10 minutos a 37* C según el método 

descrito por Roland (1978). Seguidamente se lavaron con agua destilada dos 

veces durante 2  minutos y se visualizaron con el microscopio electrónico de 

transmisión 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 análisis del contenido en metales pesados se realizó según Morales y 

col. (1990).

El material vegetal (tallos o raíces) se lavó con agua destilada y se 

desecó 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 Teflón de 125 mi donde se añadió 1 mi de 

ácido nítrico (65 %, v/v), 1 mi de agua oxigenada (30 %) y dos gotas de alcohol 

Isoamílico. Los reactores se cerraron herméticamente y se mantuvieron 

durante 5 minutos en microondas a 500 W de potencia. Tras d ilu ir 

adecuadamente, se procedió a la medida de los niveles endógenos de Cd y Ni 

utilizando un espectrómetro de absorción atómica Perkln-Elmer, modelo 5000, 

equipado con lámparas de cátodo hueco monoelementales de Cd y NI, y lámpara 

de deuterlo como corrector de fondo. Las condiciones de medida utilizadas 

fueron las siguientes:

Cadmio Níquel

Longitud de onda 

Rendija 

Tipo de llama 

Intensidad lámpara 

Técnica

228.8

0.7

232.0

0.2

Oxidante Oxidante

6  mA 12 mA

AA-BGi AA-BG

1AA-BG: absorción atómica con corrector de fondo.
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En todos los casos se utilizó una llama de aire-acetileno, bola de 

impacto y un tiempo de integración de 0.5 segundos. Los patrones se 

prepararon a partir de disoluciones patrón de 1 .000  ppm en medio nítrico 

(mismo porcentaje que en las muestras) mediante diluciones adecuadas con 

los siguientes intervalos de concentración para cada elemento:

Cd (ppm) 0.2, 0.4, 0.8, 1.2, 1.6 

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

6.2.C0NTENID0 DE CADMIO Y NIQUEL EN VESICULAS DE PLASMALEMA

La medida de los niveles de metales en las vesículas de plasmalelma se 

realizó mediante Análisis por Inyección en Flujo (FIA) utilizando un "loop" de 

2 0 0  jjlI a través del cual se inoculó la muestra, convenientemente diluida, a la 

llama.

El aparato y las condiciones de medida fueron las mismas que las 

descritas en el apartado anterior.

7. ANALISIS DE ESTEROLES

El análisis de esteróles se realizó de acuerdo con Burden y col. (1987).

7.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Se añadieron 200 pl de extracto a un tubo Plrex de crista l de 10 mi 

junto con 2.5 mi de KOH 5 % en etanol 80 % (v/v) y 10 pl de B-colestanol 

(1 mg/ml) como estándar Interno. El tubo se calentó en un "termo-block" a 80° 

C durante 3 minutos. Tras enfriar, se añadieron 10 mi de hexano (grado HPLC)
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y 5 mi de agua agitando suavemente hasta mezclar el contenido del tubo. 

Cuando las dos fases (hexano:agua) quedaron separadas, se transfirió  la fase 

superior de hexano a otro tubo (tubo 2 ) que contenía 0.1 g de sulfato sódico 

para secar el solvente. El tubo Inicial se reextrajo añadiendo 10 mi de hexano, 

que tras agitación y separación de fases, fueron transferidos al tubo 2. A 

continuación se pasó el contenido del tubo 2  a matraces apropiados donde se 

evaporó el hexano usando un rotavapor con una temperatura del baño de 80* C. 

El residuo obtenido se disolvió en 2 mi de hexano y se transfirió  a viales, 

donde el solvente fue evaporado en un concentrador de vacío (Savant, USA). Los 

derivados acetllados de los esteróles se prepararon añadiendo 50 pl de 

anhídrido acético (ANALAR) y 50 pl de plrldina (ANALAR). Trancurrldas al 

menos tres horas, los solventes se evaporaron con nitrógeno y el residuo se 

redlsolvló en 50 pl de acetato de etilo  (grado HPLC).

7.2. ANALISIS DE LOS ESTEROLES

Los acetatos de esteróles se analizaron por cromatografía gas-líquido 

usando una columna capilar SE-52 (25 m x 0.25 mm ID) en un cromatógrafo de 

gases, modelo Varian 3700, equipado con un detector de ionización de llama. 

El gas trasportador fue hidrógeno (0.75 kg cm-2) y se u tilizó  un programa de 

temperaturas de 120 a 260* C, aumentando 5* C por minuto. La temperatura de 

Inyección fue de 250* C y la del detector 350* C. La salida de los esteróles se 

produjo cuando el sistema alcanzó la máxima temperatura. Los datos 

obtenidos fueron analizados por ordenador utilizando el programa "Smarterm". 

La Identidad de los esteróles se obtuvo por comparación de los tiempos de 

retención relativos con patrones conocidos y por Identificación en un 

espectrómetro de masas (Hewlett-Packard 5970).
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8. ANALISIS DE FOSFOLIPIDOS

8.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

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

Eppendorf se añadieron 0.25 mi del extracto de plasmalema más 0.75 mi de 

cloroformo:metanol (1:2, v/v). Seguidamente, se agitó la muestra, se 

añadieron 0.25 mi de cloroformo, se agitó de nuevo y se centrifugó a 10.000 g 

durante 6  minutos en una centrífuga de mesa. La fase superior de cloroformo y 

la interfase fueron eliminadas y el solvente evaporado con Nitrógeno. El 

residuo se resuspendió con 0.2 mi de propan-2-ol:hexano:agua (54:40:6, v/v).

8.2. SEPARACION DE LOS FOSFOLIPIDOS

Los fosfolípldos fosfatídilcolina (PC), fosfatld ilínosíto l (Pl), 

fosfatidílserina (PS) y fosfatidiletanolamina (PE) se separaron por 

cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) según el método de Patton y 

col. (1982).

Se inyectaron 50)il del extracto lipídlco en un HPLC (Varion Vista 

5500) dotado de una columna de sílice (250 X 4.6 mm, Econosphere, Altech 

Associates/Applied Science Limited). El eluyente utilizado fue hexano:propan- 

2-o1:etanol:tampón fosfato 25 mM, pH 7.0:ác1do acético glacial 

(367:490:100:62:0.7, v /v) y su flu jo  de 1.5 mi minuto-i. La presencia de los 

fosfolípldos se detectó a una longitud de onda de 205 nm y fue registrada en 

un ordenador acoplado al HPLC. La identificación de los picos se obtuvo 

mediante comparación de tiempos de retención con patrones conocidos y 

mediante la adición de los patrones a las muestras y comparación posterior.
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Las distintas fracciones fueron recogidas en tubos Pirex de 10 mi 

donde se añadieron 2 0  jjlI de metil heptadecanoato (0.1 mg/ml) como estándar 

interno. Seguidamente, el solvente se evaporó con Nitrógeno a 40* C y se 

añadieron 2 mi de 2,2' dimetoxí-propano 5% (v/v) en metóxido sódico 0.5 N 

disuelto en metanol. Tras 10 minutos a 40* C se dejó enfriar la solución, se 

añadieron 2 mi de hexano y 1 mi de agua agitando seguidamente. La fase 

superior de hexano, que contenía los ésteres de los ácidos grasos provenientes 

de los fosfolfpidos hldrollzados, se transfirió a viales de crista l de 1 mi. El 

hexano fue evaporado en un concentrador con vacío (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 análisis de ácidos grasos.

8.3. ANALISIS DE LOS ESTERES DE LOS ACIDOS GRASOS

El contenido en ácidos grasos se analizó por cromatografía gas-líquido 

usando una columna capilar (RSL 500 BP, 25 m x 0. 25 mm ID) incluida en un 

cromatógrafo de gases (Varían modelo 3700) equipado con un detector de 

ionización de llama, y acoplado a un ordenador con el mismo programa de 

análisis de datos que el descrito para esteróles. El gas transportador fue helio 

(0.75 Kg cm-2) y el programa de temperaturas utilizado fue de 170 a 200* C, 

aumentando T  C por minuto. La temperatura de Inyección fue 240* C y la del 

detector 300* C. El contenido en fosfolípldos se expresó como cantidad de 

ácidos grasos (C16:0, 16:1, 18:0, 18:1, 18:2, 18:3) encontrados en las 

fracciones PE, PC, PS y Pl (Apéndice I). Los ácidos grasos se identificaron por 

comparación de los tiempos de retención relativos con los de patrones.
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9. DETERMINACION DE LA FLUIDEZ DE LA MEMBRANA

La fluidez de la MP se determinó por fluorescencia polarizada! e>n estado 

estacionarlo (Cooke et al., 1990 b) utilizando un espectrofluorímetno (Perkin- 

Elmer LS5) al que se acopló un polarlzador.

Las determinaciones de fluidez se realizaron en un volumen fina l de 1 

mi que contenía los extractos de MP (convenientemente diluidos pa¡ra dar una 

concentración de proteínas de 150 pg/ml), KC1 100 mM, MgS04  5 mM, EGTA 0.1

mM y Hepes-KOH 40 mM, pH 7.0. A este medio se le añadieron 0..5 pl de 

1 ,6 -d lfen ll-1,3,5 hexatrleno (DPH> 1 mM (compuesto fluorescente) en 

tetrahldrofurano (THF). Se prepararon blancos a los que se les añadió 0.5 pl de 

THF sin DPH. El exceso de THF se evaporó con Nitrógeno. Se Incubaron blancos y 

muestras tratadas durante una hora a 25* C, tras lo cual se midió la emisión 

de fluorescencia a 430 nm con excitación a 360 nm. La fluorescencia

polarizada (P) se calculó mediante la siguiente ecuación:

lw ”  *VH G
P=_________

lw + Ivh G

donde: I, intensidad de fluorescencia 

G, factor de corrección* Ihv/ I hh

Los subíndices V (vertical) y H (horizontal) se refieren a la posición de los 

polarlzadores en los haces de excitación y emisión. SI se sitúan en primer 

lugar se refieren al haz de excitación y en segundo lugar al de emisión.
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10. BOMBEO DE PROTONES

El bombeo de protones se determinó midiendo los cambios en la emisión 

de fluorescencia del compuesto fluorescente ACMA. Se añadieron vesículas de 

MP (200pg de proteína), previamente sometidas a tres cíelos de congelación- 

descongelación (de - 2 0 * C hasta +2 0 * C), a una cubeta que contenía KNO3 25 

mM, ACMA 1 pM, ATP-Trís 5 mM, BTP-Mes 20 mM, pH 6.5 en un volumen final 

de 1.98 mi. La cubeta se colocó en un espectrofluorímetro (Perkln-Elmer LS5) 

donde se mantuvo a 30* C con agitación constante.

La reacción se inició con la adición de 20 pl de MgCfe 0.5 M. Los 

cambios en la emisión de fluorescencia a 485 nm al excitar a 415 nm se 

registraron en un registrador Bryans, ajustado a una velocidad de 30 cm 

hora-L La tasa de transporte de H* en estado estacionario (R0) se calculó 

según la siguiente ecuación:

R0 =K aF

donde, K: tasa constante de formación del gradiente de pH.

a F: diferencia entre la emisión de fluorescencia inicial y 

en el estado estacionario.

11. PROTEINAS

Las proteínas se determinaron según el método de Bradford (1976) 

modificado por Read y col. (1981). A 100 pl de muestra, convenientemente 

diluida, se le añadieron 3 mi de medio de determinación que contenía 25 mg de
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Coomassle Brillant Blue G-250 disueltos en 12.5 mi de etanol 95 % (v/v) y 20 

mi de ácido fosfórico 85 % (v/v) aforados a 250 mi con agua. Transcurridos 5 

minutos, se determinó la absorbancia a 595 nm. La curva patrón se elaboró 

utilizando concentraciones crecientes de seroalbúmina bovina (desde 4x10-3 

hasta 2x l0 -2m g BSA/ml).

En los experimentos de tratamiento y recuperación, los patrones se 

prepararon con tlroglobulina.

12. ANALISIS DE LOS DATOS

La significación de los resultados se determinó sometiendo los datos a 

un análisis de la varianza (CLR ANOVA). La variación entre las medias de los 

datos se analizó mediante el test de Student-Newman-Keuls. El nivel de 

significación se f i jó  para P<0.05.

Las curvas hiperbólicas se ajustaron a cinéticas de Michaelis-Menten 

mediante análisis de regresión no lineal por mínimos cuadrados (Ralston, 

1983).

A menos que se especifique, 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 la tabla 1 se muestran las características generales de la fracción 

microsomal (M) y de las fases superior (S3) e in ferio r (I3), obtenidas durante 

el proceso de aislamiento de vesículas de plasmalema. Aproximadamente el 

4 % del contenido proteico de la fracción microsomal se recogió en S3. En esta 

fase, la riqueza en vesículas de MP fue semejante a la encontrada en otros 

estudios, donde se utilizó el método de separación en fases para obtener 

vesículas de MP de gran pureza (Larsson, 1985; Blum et al., 1988). Así por 

ejemplo, la actividad específica de la K+-Mg2+-ATPasa, descrita como un 

marcador de la MP, se enriqueció en S3 aproximadamente 4 veces con respecto 

a la fracción microsomal y fue más de 10 veces mayor que en I3. Además, la 

actividad K+-Mg2+-ATPasa sensible al vanadato (Inhibidor de la ATPasa de MP) 

se Incrementó aproximadamente 5 veces con respecto a la fracción 

microsomal y fue más de 18 veces mayor que en I3. La contaminación por 

tonoplasto y mltocondrlas, estimada como la actividad Cl-Mg2+-ATPasa, 

Inhibida por nitrato + azlda fue solamente del 2  % en 53 , mientras que en I3 

esta actividad constituyó el 71 % del total. También fue confirmada la 

ausencia en S3 de membranas procedentes del aparato de Golgí y tonoplasto, 

por la fa lta  de actividad plrofosfatasa, como puede observarse en la tabla 2 

donde se presentan los resultados obtenidos al ensayar distintos sustratos.

Por último, como ya se puso de manifiesto en trabajos previos (Ros, 

1988), la tinción con s111 cotungstato sódico, descrita como selectiva parala
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F ig u ra  2. Vesículas de membrana de raíces de arroz. 

M icrofotografías de secciones de las fracciones S3 (a y b) e I3 (c 

y d); a y e , preparaciones tratadas con silicotunstato sódico, b y 

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



Tabla 1. Proteínas (mg) y actividades específicas [pmol (mg proteína)-i h-i] de enzimas marcadoras 

en fracciones de membrana microsomal (M), plasmática ($ 3 ) e Intracelular ( I 3 ) obtenidas de raíces de

arroz. Las enzimas se ensayaron como se describe en Material y Métodos excepto que las reacciones de la 

ATPasa y de la IDPasa se llevaron a cabo durante 45 minutos; donde fue requerido se incluyeron las 

siguientes modificaciones y/o adiciones al medio de reacción: ortovanadato 0.1 mM, azida 1 mM, nitrato 

50 mM, y Tric1na-Tris 50 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 $3 l3

PROTEINAS 28 ± 5 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) 8.3 ±0.2 (42) 1.8 ± 0.2 (2) 5.5 ±0.6 (71)

Kf ,Mg2+-ATPasa 
(sensible a vanadato) 7.9 ±0.03(40) 42 ± 1 (53) 2.3 ±0.1 (30)

OCR 0.55±0.03 0.26±0.03 0.47±0.03

IDPasa 3.5 ±0.6 2.8 ± 0.5 3.3 ±0.7

39



MP de vegetales (Roland, 1978), mostró que en secciones obtenidas de 53 

aparecían estructuras cerradas, la mayor parte de ellas teñidas positivamente 

(Figura 2a). En cambio, en las secciones de I3 aparecieron teñidas pocas 

vesículas, presumiblemente de origen plasmático (Figura 2 c).

Las actividades específicas NADPH-cItocromo c reductasa (CCR) 

Insensible a antimícina y la IDPasa latente no aumentaron ni en 53 ni en I3, 

comparadas con la fracción microsomal (Tabla 1). Aunque la mayor parte de la 

actividad CCR se encuentra en el retículo endoplásmlco, esta enzima no es un 

marcador absoluto (Larsson, 1985; Moller y Lin, 1986; Robinson et al., 1988) y 

podría 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 Golgl (Robinson et al., 

1988). En nuestro caso, se demostró que la velocidad de hidrólisis de IDP por 

la ATPasa fue de un 2 -  4 % con respecto a la velocidad de hidrólisis de ATP 

(Tabla 2).

2. PROPIEDADES DE LA ATPasa DE MEMBRANA PLASMATICA

2.1. ESTIMULACION POR CLORURO POTASICO

Se estudió la estimulación por KC1 de la ATPasa en un rango amplio de 

concentraciones (0-200 mM) a pH 6.0 y 6.5 (Figura 3). La concentración óptima 

de KC1 a pH 6.5 se situó entre 25 -  50 mM, concentraciones que se 

corresponden con las usadas en la mayoría de los trabajos sobre la ATPasa de 

MP. Sin embargo, a pH 6.0 los requerimientos de KC1 fueron mucho mayores, 

siendo 150 mM la concentración óptima. Así, a pH 6.0 la actividad ATPasa en 

presencia de 50 mM de KC1 fue solamente el 79 % de la medida con 150 mM. En
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Tabla 2. Especificidad por el sustrato de la ATPasa de MP 

de raíces de arroz. Al medio de ensayo se añadieron Mg504

3 mM, sustrato 3 mM y KOI 150 mM a pH 6.0, o bien 

Mg$04 7 mM, sustrato 7 mM y KC1 50 mM a pH 6.5. Los

datos se refieren al porcentaje de hidrólisis con respecto al 

control. Las actividades específicas para el ATP son 69 y 90 

[pmol P| (mg proteínaH h-i] a pH 6.0 y 6.5 

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

SUSTRATO
ENSAYADO

OH 6.0 dH 6.5

ATP 100 100

CTP 0 5

UTP 0 6

ITP 0 4

CDP 0 2
UDP 2 5

IDP 2 4

GDP 3 2
PP, 0 0

PNPP 1 2
G-6-P 0 0
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Figura  3. Estimulación de la ATPasa de la MP por varias 
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cambio, a pH 6.5 esta actividad enzimátlca fue un 25 % superior con 50 mM 

que con 150 mM de KCl.

2.2 DEPENDENCIA DEL ATP

Los parámetros cinéticos para el ATP se determinaron variando 

equimolarmente las concentraciones de ATP y Mg a pH 6.0 y 6.5 (Figura 4). La 

concentración de KCl se mantuvo constante a 100 mM para ambos pHs. Aunque 

las dos curvas obtenidas se ajustaron a cinéticas de Mlchaells-Menten, las 

constantes cinéticas fueron muy distintas. Así, la Km fue 8  veces y la Vmax 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 

continuación se realizaron en dos medios de reacción distintos: uno de ellos 

contenía 7 mM de MgSO ,̂ 7 mM de ATP y 50 mM de KCl; el otro contenía 3 mM 

de MgSÜ4, 3 mM de ATP y 150 mM de KCl.

2.3. DEPENDENCIA DEL pH

Al estudiar el efecto de la variación del pH sobre la actividad ATPasa 

de nuestras preparaciones (Figura 5) se comprobó que en presencia de MgS04  

3 mM, ATP 3 mM y de KCl 150 mM el pH óptimo fue de 6.0. Sin embargo, en un 

medio que contenía 7 mM de MgS04 , 7 mM de ATP y 50 mM de KCl se encontró 

que el pH óptimo era 6.5.

Con el fin  de determinar de una manera más precisa los efectos del KCl 

y del pH sobre la actividad ATPasa, se realizó un estudio cinético en presencia 

de 50 y 150 mM de KCl a pH 6.0 y 6.5 (Figura 6 ). Al u tiliza r concentraciones 

equlmolares de Mg y ATP, la disminución de la concentración de KCl redujo la
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Figura 5. Efecto del pH sobre la actividad K+-M g 2+-ATPasa de la 

fracción de MP. Al medio de ensayo se añadieron 3 mM de Mg, 

3 m M  de ATP y 150 mM de KCl (• )  o bien 7 mM de Mg, 7 mM de 

ATP y 50 mM de KCl (O ) .  En todos los casos el medio contenía 

lm M  de azida. Los tampones usados fueron: Mes-Tris 50 mM  

(pH 5.5-Ó.5), Hepes-KOH (pH 7.0), y Tricina-Tris (pH 7.5-8.0).
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Km y la Vmax a los dos pHs. Bajo las mismas condiciones, un cambio del pH de 

6.0 a 6.5 aumentó estos dos parámetros cinéticos.

Cuando se introdujo un exceso constante de 10 mM de Mg sobre la 

concentración de ATP en el medio de reacción, 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 parámetros cinéticos . De esta forma, ambos 

parámetros aumentaron a pH 6.5, sobre todo la Km que llegó a sextuplicar su 

valor.

En todos los casos, pudo observarse una correlación positiva entre los 

valores de Vmax y de la Km.

2.4. ESPECIFICIDAD DE SUSTRATO Y DE IONES

La especificidad de la ATPasa se estudió sustituyendo en el medio de 

reacción el ATP por otros posibles sustratos. La ATPasa de MP de raíces de 

arroz fue muy específica para el ATP a los dos pHs ensayados, 6.0 y 6.5 (Tabla 

2). La actividad fosfatasa (PNPP) fue prácticamente inexistente y tampoco fue 

detectada la hidrólisis de Glucosa-6 -fosfato y pirofosfato. En los casos 

restantes, la actividad fue siempre menor del 7 % comparada con la 

detectada en presencia de ATP.

Respecto a la especificidad iónica, fue significativamente distinta en 

función del tipo de medio (Tabla 3). Así, mientras que a pH 6.0 la ATPasa fue 

estimulada igualmente por todos los cationes monovalentes ensayados, a pH 

6.5 la enzima presentó especificidad por K+ y Rb+.

El efecto de los cationes divalentes dependió tanto del medio donde se 

ensayaron como del tipo de catión (Tabla 3). Por ejemplo, el Ca2+ y el N12+ 

inhibieron la actividad ATPasa a los dos pHs. La inhibición por Ca2+ fue la más
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Tabla 3. Efecto de los cationes sobre la actividad ATPasa de 

MP de raíces de arroz. La actividad se ensayó como se 

describe en la tabla 2. Los cationes monovalentes se 

añadieron en una concentración' de 150 mM a pH 6.0 ó 

50 mM a pH 6.5 y los dlvalentes en una concentración 

final de 3 mM. Los datos representan porcentajes de 

actividad con respecto a los controles. Las actividades de los 

controles son 91 y 71 [pmol Pi (mg proteína)-1 h-1] a pH 

6.0 y 6.5 respectivamente.

SAL ENSAYADA
PH 6,0 .....PH 6.5.,.

KCl (CONTROL) 100 100
RbCl 103 98

NaCl 91 86*

L1C1 95 84*

CaCb 13* 20*

MgCl2 82* 95

N1C12 53* 88*

* , significativamente distinto del control.
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Tabla 4. Efecto de 30 mM d8 Mg sobre la actividad K+-Mg2+- 

ATPasa de MP de raíces de arroz en presencia de 

concentraciones crecientes de ATP a pH 6.0 y 6.5. La 

actividad se ensayó en el medio descrito en la figura 3, pero 

con una concentración constante de KCl de 50 mM. Los datos 

representan el porcentaje de actividad con respecto a 

controles con concentraciones equimolares de Mg y ATP.

[ATP] pH 6.0 pH 6.5

1 mM 122* 76*

3 mM 128* 82*

5mM 126* 95

7 mM 135* 105*

* , significativamente distinto del control.
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acusada, reduciendo la actividad enzimátíca hasta en un 80 % o más con 

respecto a la detectada en los controles con K+ Por el contrario, el Mg2+ 

estimuló la actividad ATPasa a ph 6.5 de forma s im ilar al K+ y Rtr, siendo 

esta activación menor y significativamente distinta a la del control a pH 6.0.

El distinto efecto del Mg2+ sobre la ATPasa no pareció depender 

solamente del pH del medio sino también de la presencia de potasio y de la 

concentración de ATP. Como puede verse en la Tabla 4, donde se presentan los 

resultados obtenidos en presencia de KCl y a distintas concentraciones de 

ATP, el Mg estimuló la actividad ATPasa a todas las concentraciones de ATP 

ensayadas a pH 6.0. Sin embargo, a pH 6.5 el Mg2+ inhibió la actividad 

enzimática a bajas concentraciones de ATP y solamente la activó a 

concentraciones elevadas (7mM de ATP).

2.5. INHIBIDORES

En la tabla 5 se presentan los resultados obtenidos al añadir al medio 

de reacción Inhibidores como azlda, nitrato, ortovanadato o Ca, comprobándose 

que el patrón de Inhibición fue el mismo a los dos pHs ensayados. La actividad 

K+-Mg2+-ATPasa no se vio afectada ni por azlda (inhibidor de la ATPasa 

mitocondrtal), ni por nitrato (inhibidor de la ATPasa tonoplástlca) pero si por 

ortovanadato y Ca, descritos como inhibidores de la ATPasa de MP.

3. EFECTO DEL NIQUEL Y CADMIO SOBRE LA ACTIVIDAD ATPasa DE 

PL ASM ALEMA DE TALLOS Y RAICES DE ARROZ

En este apartado, se examinó el efecto que produce la aplicación in vivo 

e in vitro de varias concentraciones de Cd y NI sobre la actividad ATPasa de 

la MP de tallos y ralees de arroz.
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Tabla 5. Efecto de distintos inhibidores sobre la ATPasa de MP de raíces 

de arroz. La actividad enzimática se ensayó como se describe en la tabla 2. 
Los inhibidores se incluyeron en el medio según se indica. Los datos 

representan porcentaje de actividad con respecto a los controles. Las 

actividades específicas de los controles son 75 y 72 [umol 

( mg proteína)-1 h-1 ] a pH 6.0 y 6.5 respectivamente.

TRATAMIENTO pH 6.0 pH 6.5

CONTROL 100 100
AZIDA (1 mM) 109 110
NITRATO (ImM) 96 96

ORTOVANADATO (0.1 mM) 51 38

CaCl2 (3 mM) 15 19
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Figura 8. Efecto de varias concentraciones de N i sobre la actividad Mg2+ (A) y 

K +-M g 2+ (B) ATPasa de la MP de tallos de arroz. Los tratamientos se realizaron 

in vivo durante 5 (cuadrados) o 10 (círculos) días. El ensayo enzimático se 

realizó en el medio descrito en material y métodos más 1 mM de azida. Los datos 

representan porcentajes de actividad con respecto a los controles.
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Figura 9. Efecto de varias concentraciones de N i sobre la actividad M g2+ (A) y 

K +-M g 2+ (B) ATPasa de la MP de raíces de arroz. Los tratamientos se realizaron 

in vivo durante 5 (cuadrados) o 10 (círculos) días. El ensayo enzimático se 

realizó como se describe en la figura 8. Los datos representan porcentajes de 

actividad con respecto a los controles.



180

160

140 >

120
■o

0 0,01

180

160

5  140

CC 120
TJto
1  100

40

Cadmio (mM) Cadmio (mM)
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y K+ - M g 2+ (B) ATPasa de la MP de tallos de arroz. Los tratamientos se
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enzimático se realizó como se describe en la figura 8. Los datos representan

porcentajes de actividad con respecto a los controles.
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3.1. EXPERIMENTOS /NV/VO

La presencia de NI en la solución nutritiva donde crecía el arroz afectó 

drásticamente las actividades Mg2+ y K+-Mg2+-ATPasa de vesículas de MP 

procedentes de tallos (Figura 8  A y B). Ambas actividades aumentaron 

significativamente tras el tratamiento de las plantas con concentraciones de 

0.1, 0.5 y 1 mM durante 5 días o con 0.5 y 1 mM durante 10 días. En cambio, la 

actividad ATPasa de plasmalema de raíces fue estimulada o inhibida 

dependiendo de la concentración de NI en la solución nutritiva (Figura 9 A y B). 

Así, 0.1 mM Incrementó significativamente la actividad ATPasa mientras que 

0.5 y 1 mM la Inhibieron después de 5 días de tratamiento. La misma tendencia 

se observó a los 10 días de tratamiento aunque solamente NI 1 mM inhibió 

significativamente la actividad de la enzima.

Aunque de menor magnitud, el efecto del Cd sobre la ATPasa de tallos 

fue sim ilar al del NI (Figura 10 A y B). Así, solamente en plantas tratadas con 

Cd 0.5 mM durante 10 días pudo determinarse un aumento significativo de la 

actividad ATPasa . En raíces, no se observó una tendencia clara, y en ningún 

caso se produjeron variaciones significativas de la actividad de la enzima 

(Figura 11 A y B).

El efecto in vivo del NI y Cd sobre la ATPasa no fue significativamente 

afectado por la presencia de K en el medio de reacción (Figuras 8,9,10 y 11, A 

yB) .

3.2. EXPERIMENTOS iN ViTRO

A diferencia de los resultados obtenidos in vivo, la aplicación in vitro 
de Cd o NI Inhibió la actividad ATPasa de MP tanto de tallos como de raíces 

(Figuras 12 y 13, A y B). El Cd inhibió significativamente las actividades Mg2+ 

y K+-Mg2+ de la ATPasa de tallos y raíces a pa rtir de una concentración final
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Figura 13. Efecto de la aplicación in vitro de varias concentraciones de Ni 

sobre la actividad Mg2+ (círculos) y K+-M g 2+ (cuadrados) ATPasa de la MP de 

tallos (A ) y raíces (B) de arroz. El ensayo se realizó como se describe en la 

figura 8. Los datos representan porcentaje de actividad con respecto a los 

controles.



en el medio de reacción de 0.1 mM (Figura 12, A y B). La concentración de NI 

requerida para modificar la actividad de la enzima fue mayor que la de Cd, 

siendo de 0.5 mM para raíces y de 1 mM para tallos (Figura 13, A y B).

Asimismo, se observó que la presencia de potasio en el medio de 

reacción atenuó la inhibición producida por el Ni en raíces (Figura 13 B), como 

lo evidencia el hecho de que la actividad Mg2+-ATPasa fuese inhibida por NI 

0.5 y 1 mM mientras que la K+-Mg2+-ATPasa solamente se Inhibió 

significativamente con 1 mM. Tales efectos no pudieron determinarse con Cd.

4. NIVELES ENDOGENOS DE CADMIO Y NIQUEL

Se determinaron los contenidos endógenos de Cd y Ni en tallos, raíces y 

vesículas de MP de plantas control y tratadas con estos metales (0.5 mM) 

durante 5 y/o 10 días.

4.1. NIVELES DE CADMIO

Las plantas de arroz acumularon enormes cantidades de Cd, sobre todo 

en las raíces. Así, a los 10 días de tratamiento la distribución del Cd en la 

planta fue del orden de 15 veces mayor en las raíces que en los tallos (Figura 

14 A). En el mismo sentido, el contenido en Cd fue mayor en las vesículas de 

MP obtenidas de raíces que en las obtenidas a partir de tallos (Figura 15 A). 

Este contenido se incrementó tras aumentar de 5 a 10 días el tiempo de 

exposición de las plantas al Cd, tanto en las vesículas de tallos como de 

raíces.
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4.2. NIVELES DE NIQUEL

El Ni también se distribuyó asimétricamente en la planta. Su contenido 

fue aproximadamente 4 veces mayor en las ralees que en los tallos (Figura 14 

B). Igualmente, esta distribución asimétrica se mantuvo en las vesículas 

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

plantas tratatados con Cd, no se observó un incremento de los niveles 

endógenos tras aumentar el tiempo de exposición de las plantas al metal de 5 

a 10 días.

En todos los casos los niveles de Cd fueron mayores que los 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 

acción del Cd y NI sobre la ATPasa y su membrana asociada, así como la 

posible reversibilidad del efecto al eliminar los tratamientos. Los 

experimentos se realizaron únicamente con tallos de plantas de arroz y 

utilizando concentraciones de NI o Cd de 0.5 mM, que como ya hemos visto 

producían alteraciones fisiológicas Importantes. Los tratamientos tuvieron 

una duración de 5 (Cd 5DT, Ni 5DT) o 10 (Cd 10DT, NI 10DT) días. 

Posteriormente, algunas plantas tratadas durante 5 días fueron colocadas en 

medios libres de metales durante otros 5 (Cd 5DR, Ni 5DR) o 10 (Cd 10DR, Ni 

10DR) días.
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5.1. 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 ta llo (AGR) fue 

drásticamente reducida tras la adición de Ni o Cd al medio de cultivo , siendo 

cero en Ni 10DT (Figura 16 A). La relación peso seco:peso fresco aumentó con 

respecto a los controles alrededor de un 45 % en Cd 5DT, 41 % en Cd 10DT, 

48 % en Ni 5DT y 90 % en Ni 10DT (Figura 16 B). Como puede verse, el efecto 

del NI sobre estos parámetros fue mayor que el del Cd. No obstante, al 

eliminar los metales pesados de la solución nutritiva se observó una 

recuperación de los dos parámetros, acercando sus valores a los de los 

controles. La recuperación fue particularmente importante en NI 10DR.

5.2. 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 tra tar las plantas de arroz durante 5 6 10 dias con NI, la actividad 

hldrolítlca de la ATPasa de la MP de tallos aumentó significativamente un 

6 6  % y un 67 % respectivamente en relación a la de los controles (Figura 

17 A). En los experimentos de recuperación, la actividad de la enzima 

disminuyó progresivamente con respecto a las plantas tratadas y no fue 

significaticativamente distinta a la de los controles.

El Cd también activó significativamente la hidrólisis de ATP un 37 % y 

un 34 % a los 5 y 10 días de tratamiento respectivamente (Figura 17 A). En la 

recuperación posterior durante 5 ó 10 días en un medio sin Cd, los valores 

absolutos de la actividad ATPasa fueron menores que en las plantas tratadas 

(131 [jimol Pj (mg proteínaH h - i]  en Cd 10DT frente a 112 en Cd 10DR). Pero
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Figura 17. Porcentaje de actividad específica (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 enzimática se ensayó en un medio como se 

describe en Material y Métodos más 1 mM de azida. Los valores de los

controles de 5DT, 10DT, 5DR, y 10DT son 102, 98, 96 y 87 [^imol Pi (mg

proteína) '1 h '1 ] en A, y 4.2, 5.8, 6.5 y 5.7 [p,mol P¡ (g peso fresco)'1 h*1] en

B.



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

(mg p ro tH  m in-i] y relación entre transporte y  actividad 

hidrolítica de la ATPasa en vesículas de MP de Cd y Ni 10DT, lODRy 

plantas control.

TRATAMIENTO Ro Ro/ Act. específica

10DT Control 27 0.28

Cd 21 0.16

Ni 22 0.14

1ODR Control 32 0.37

Cd 20 0.18

Ni 21 0.19

* ,  significativamente distinto del control.
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también se produjo una disminución en el tiempo del valor absoluto de la 

actividad enzlmátlca en plantas control con lo que el porcentaje de activación 

fue sim ilar en plantas tratadas y recuperadas. No obstante la mayor 

variabilidad encontrada en los experimentos de recuperación no permitió 

detectar diferencias significativas con los controles.

La actividad Mg-ATPasa total solamente fue significativamente mayor 

a los controles en Ni 5DT (Figura 17 B).

El bombeo de protones fue expresado como tasa de transporte de H+ en 

estado estacionarlo (Tabla 6 ). Este parámetro no fue afectado 

significativamente por los tratamientos aunque, contrariamente a la 

hidrólisis de ATP, se observó una tendencia a disminuir. Así, la relación 

R0:act1v1dad ATPasa siempre fue mayor en las plantas control que en las 

tratadas con Cd o NI, Incluso tras los experimentos de recuperación (Tabla 6 ).

5.2.2. CONTENIDO PROTEICO Y LIPIDICO DE LA MEMBRANA PLASMATICA

Como pauta general, el contenido (jig por g de peso fresco) en esteróles, 

proteínas y fosfolípidos de las vesículas aisladas de plantas tratadas fue 

menor que el de las plantas control correspondientes (Tabla 7). Este hecho se 

debió, posiblemente, a una disminución en términos absolutos de la cantidad 

de material de membrana aislado a partir de plantas tratadas, puesto que no 

varió la relación entre contenido lipídlco y proteico (Tabla 7).

5.2.2.1. ESTEROLES DE LA MEMBRANA PLASMATICA

Los resultados del contenido de esteróles se muestran en la tabla 8 . 

Como puede observarse, los esteróles más abundantes en la MP de tallos de 

arroz fueron estlgmasterol, sltosterol y campesterol, representando más del 

90 % del total. También se determinaron colesterol y A5-avenosterol pero

69



Tabla 7. Contenido en proteínas, esteróles y fosfolípidos (ug/g PF) en 
vesículas de plasmalema de tallos de arroz procedentes de plantas control, 
tratadas con Cd y Ni y recuperadas. Los datos son la media ± EE.

TRATAMIENTO PROTEINAS ESTEROLES FOSFOLIPIDOS
RELACION

PROT/UPIDOS

5DT Control 40 ± 5 6.8 1 1.5 21 1 3 1.4410.07

Cd 37 ±6 5.51 1.5 20 1 3 1.5 1 0.1

Ni 41 ± 6 5.61 1.1 22.91 1.4 1.4 1 0.2

10DT Control 55 ± 3 8 ±2 34 14 1.4 1 0.2

Cd 32 ±2 3.9 ± 1.3 21.610.3 1.3 1 0.1

Ni 37 ±6 4.4 ± 1.5 21.81 1.4 1.3210.05

5DR Control 67 ±3 9.2±0.5 22 1 4 2.2 i  0.1

Cd 48 ± 3 6.410.3 15 1 4 2.2 i  0.1

Ni 57 ± 2 7 .9 l  1.0 20.51 1.3 2.0 i  0.1

10DR Control 69 ±8 10 12 30 1 3 1.731 0.1

Cd 55 ±5 8 11 22 12 1.9 i  0.4

Ni 65 ±2 9 12 25 15 1.8 i  0.2
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Tabla 8.Estero1es de la MP de tallos de arroz obtenidos de plantas control y de Cd y Ni 5DT, 1ODT, 5DR y 1ODR. Los datos 
representan el porcentaje de cada esterol sobre el total.

TRATAMIENTO
5DT 10DT 5DR 10DR

CONTROL Cd Ni CONTROL Cd Ni CONTROL Cd Ni CONTROL Cd Ni

COLESTEROL 4.7 4.8 4.5 1.6 1.7 1.8 3.6 3.6 3.2 3.2 3.0 2.6

CAMPESTEROL 22 24# 18* 22 19 14* 22 22 17* 25 21* 20*

ESTI6MASTER0L 36 40* 41* 38 39 37 38 41 39 38

*ro 42*

SITOSTEROL 34 31* 35 35 40 46* 33 33 38* 32 33 35

A3-AVENOSTEROL 3.5 o io * 1.0* 3.7

*'Qo

1.2* 3.3 0.3* 2.8 2.2 - 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 

esteróles en ia np con respecto ai ae vos controles (Taoia e). a s i el 

campesterol disminuyó significativamente un 18 % y un 36% en NI 5DT y 10DT 

respectivamente. El A5-avenosterol también fue reducido significativamente 

en los dos tratamientos (aproximadamente un 70 %). Se observó una tendencia 

del sltosterol a aumentar en 5DT, que fue significativa en 10DT (33 %). 

Estigmasterol solamente fue modificado en 5DT. El porcentaje de colesterol y 

las cantidades totales (en relación al contenido proteico) no fueron distintas 

a los controles en ningún caso.

En los experimentos de recuperación, el porcentaje de campesterol, que 

se había reducido tras el tratamiento, aumentó aproximadamente un 21% en NI 

5DR y un 43 % en NI 10DR con respecto a Ni 10DT, aunque todavía fue 

significativamente menor al del control (Tabla 8 ). El sltosterol, que había 

aumentado en las plantas tratadas, disminuyó un 17 % en 5DR con respecto a 

10DT, y en 10DR, disminuyó un 24 % con respecto a 10DT no siendo 

significativamente distinto del control. No se obtuvieron diferencias 

significativas en el porcentaje de A5-avenosterol. Sin embargo, el de 

estigmasterol aumentó en 10DR significativamente con respecto a las plantas 

control y a 10DT.

El tratamiento con Cd también modificó los porcentajes en esteróles 

con respecto a los controles (Tabla 8 ). En Cd 5DT, se observó un aumento 

significativo de campesterol (9 %) y estigmasterol (11 %) y además una 

reducción de los porcentajes de A5-avenosterol (94 %) y sitosterol (9%). En Cd 

10DT, aunque solamente A5-avenosterol se redujo significativamente (83 %), 

pudo observarse una tendencia a la reducción de campesterol y al Incremento 

de sltosterol, como en las plantas tratadas con NI.

En los experimentos de recuperación se observaron cambios 

significativos en los porcentajes de A5-avenosterol en 5DR y de campesterol
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Tabla 9. Fosfolípidos, longitud (C16:18) e índice de insaturación (B l) de las cadenas de ácidos grasos de fracciones de NP de tallos 
de arroz obtenidas de plantas control y de Cd y Ni 5DT, 1ODT, 5DR y 10DR. Los valores de los PL representan el porcentaje sobre 
el total.

TRATAMIENTO
5 DT 10 DT 5 DR 10 DR

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 47 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 11 12 10 12 11 9 12 11

TOTAL
(ug/mgprot) 537 553 580 629 678 608 320 322 364 437 412 369

Bl 90 85 88 121 o en * *roo

109 93 104 123 112 110

C 16:18 0.96 1.03 0.91 0.64 0.78* 0.73* 0.72 1.02 0.86 0.67 0.74 0.73

RELACION MOLAR 
ESTEROL/PL 0.59 0.51 0.47 0.48 0.37 0.37 0.83 0.80 0.70 0.64 0.71 0.71

B l, sumatorio del porcentaje de cada ácido graso por el número de dobles enlaces. C16:18, Relación entre los ácidos grasos de 16 y 
18 átomos de carbono de los fosfolípidos. * ,  significativamente distinto del control.



en 10DR. Además, como en el caso de la recuperación del Ni, el porcentaje de 

estigmasterol aumentó significativamente en 10DR.

5.2.2.Z FOSFOLIPIDOS DE LA MEMBRANA PLASMATICA

Los fosfolípidos (PL) del plasmalema se expresaron como cantidades 

totales, porcentaje de cada PL y relación de la longitud (C16:18) e índice de 

insaturaclón (Bl) de las cadenas de sus ácidos grasos (Tablas 9, 10 y 11).

Los PL más abundantes en la MP de tallos de arroz fueron 

fosfatldlletanolamlna (PE) y fosfatld llcollna (PC), representando en los 

controles entre un 70 y un 87 % de total (Tabla 9). También pudieron 

identificarse fosfatidílserlna (PS) y fosfatld lllnosito l (Pl), que llegaron a 

constitu ir hasta un 30 % del total en el control de plantas tratadas 10 días.

Los tratamientos con Cd o NI no produjeron diferencias ni en las 

cantidades totales (por mg de proteína) ni en el porcentaje de cada PL. Sin 

embargo, se apreció una reducción global de la longitud de las cadenas 

(mayor relación C16:18) y del índice de Insaturaclón (menor Bl) de sus ácidos 

grasos en NI y Cd 10DT (Tabla 9). El estudio Individual de estos dos últimos 

parámetros en cada uno de los fosfolípidos, mostró una disminución 

significativa del índice de Insaturaclón en las fracciones de PC de Cd y NI 

10DT y de PE de Cd 10DR (Tabla 10), mientras que la longitud de las cadenas 

solamente se redujo significativamente en la fracción de PE de Cd 10DR 

(Tabla 11).

Por último, la relación molar esteroles:fosfolíp1dos también se vió 

modificada por el tratamiento con metales pesados, siendo menor en Cd y NI 

5DT, 10DT y 5DR pero mayor en Cd y NI 10DR (Tabla 9).
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Tabla 10. Indice de insaturación (B l) de los ácidos grasos presentes en los fosfolípidos de la MP de tallos de plantas control y de

CdyNi 5DT, 10DT, 5DRylODR.

TRATAMIENTO

5DT 10DT 5DR 10DR

CONTROL Cd Ni CONTROL Cd Ni CONTROL Cd Ni CONTROL Cd Ni

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

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

Bl, sumatorio del porcentaje de cada ácido graso por el número de dobles enlaces. * ,  significativamente distinto del control.



Tabla 11 . Relación entre la longitud de las cadenas (C16: 18) de los ácidos grasos de los fosfolípidos presentes en la MP de tallos de arroz obtenidos de
plantas control y de Cd y Ni 5DT, 1ODT, 5DR y 1ODR.

TRATAMIENTO
5DT 10DT 5DR 10DR

CONTROL Cd Ni CONTROL Cd Ni CONTROL Cd Ni CONTROL Cd Ni

PE 0.71 0.69 0.81 0.56 0.70 0.64 0.67 1.1 0.72 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 0.59 0.63

PS 1.9 2.7 2.7 0.66 0.84 0.90 1.3 2.4 2.3 1.2 2.4 2.2
Pl 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

□  MCPA 8 días

H  MCPA 10 días *

Figura 18. Efecto de aplicaciones i n  

vivo de Carbaril 10 pM , y-Ketotriazol 

0.5 |iM  (8 días) y MCPA 1.4 jiM  durante 

8 o 10 días sobre la actividad Mg-ATPasa 

de la MP de ta llo s . La reacción 

enzimática se llevó a cabo en un medio 

de reacción como se describe en la 

figura  17. Los datos representan % de 

actividad respecto a plantas controles.



5.2.3. FLUIDEZ DE LA MEMBRANA PLASMATICA

La fluidez de la membrana no fue significativamente diferente en 

plantas control y tratadas (Tabla 12), aunque sí que se observó una tendencia 

a disminuir en las tratadas (a mayor valor de P, menor fluidez).

Tabla 12. Fluidez de las vesículas 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 0.366 0.358

* , significativamente distinto del control.

6. EFECTO DEL MCPA , KETOTRIAZOL Y CARBARIL SOBRE LA 

ACTIVIDAD ATPasa Y CONTENIDO LIPIDICO DE LA MEMBRANA 

PLASMATICA

Además de los metales pesados se estudió el efecto de los herbicidas 

MCPA y^Ketotriazol, y del insecticida Carbaril sobre la actividad ATPasa de 

la MP.

No obstante, de todos los tratamientos realizados solamente el MCPA 

aplicado durante 10 días activó significativamente la ATPasa (Figura 18).

En la tabla 13 se muestra la composición de esteróles en la MP de 

plantas tratadas y control. Tanto en las plantas tratadas durante 8 ó 10 días
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Tabla 13. Esteróles de la MP de tallos procedentes de plantas control y tratadas durante 8 y/o 10 días con Carbaril 10 

pM, Ketotriazol 0.5 pM o MCPA 1.4 jjM.

TRATAMIENTO
8 DIAS 10 DIAS

CONTROL KETOTRIAZOL CARBARIL MCPA CONTROL MCPA

COLESTEROL 4 3 3 3 1.6 1.8
CAMPESTEROL 22 20 21 21 21 19

14-<*-METILA8-C0LESTAN0L - 7 - - - -

ESTIGMASTEROL 36 34 36 35 36 35

OBTUSIFOLIOL - 3.2 - - - -

DIHIDROOBTUSIFOLIOL - 4 - - - -

SITOSTEROL 34 27* 35 38 37 41

A5-AVEN0STER0L 5.0 1.6* 5.2 2.1* 4.2 2.4*

TOTAL (pg/mg prot) 79 69 86 96 160 195

* ,  significativamente distinto del control



con MCPA como con Hcetotriazol el porcentaje de A5-avenosterol disminuyó 

drásticamente. En las plantas tratadas con MCPA el sltosterol tendió a 

aumentar. Por el contrario disminuyó su porcentaje significativamente en 

plantas tratadas con v-ketotriazol. Además se identificaron 14-<*-metil 

esteróles, fundamentalmente el 14-a-metil A8-colestanol, los cuales no se 

detectaron en las plantas restantes.

Por último, también se produjo una reducción significativa de la 

longitud de las cadenas de los ácidos grasos de PC procedente de plantas 

tratadas 10 días con MCPA (Tabla 14). El índice de ínsaturación de las cadenas 

no fue significativamente modificado por ningún tratamiento (Tabla 15).

El Carbaril, no alteró significativamente ninguno de los parámetros 

determinados (Figura 18; Tablas 13, 14 y 15).
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Tabla 14. Relación entre la longitud de las cadenas (C 16:18) de los ácidos grasos de las fracciones PE y 

PC de la MP de tallos de plantas control y tratadas durante 8 y/o 10 días con Carbaril 10 pM, ketotriazol

0.5 pM y MCPA 1.4 pM.

8 DIAS 10 DIAS
TRATAMIFNTO

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 insaturación (Bl) de los ácidos grasos de las fracciones PE y PC de la MP de tallos de 

plantas de arroz control y tratados durante 8 y/o 10 dtas con Carbaril 10 pM, Ketotriazol 0.5 pM y MCPA 

1.4 pM.

TRATAMIENTO 8 DIAS 10 DIAS

CONTROL KETOTRIAZOL CARBARIL MCPA CONTROL MCPA

PE 128 

PC 130

119 118 

112 130

117 133 131 

126 131 123

Bl, sumatorio del porcentaje de cada ácido graso por el número de dobles enlaces.*, significativamente 

distinto del control.
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DISCUSION



1. CARACTERIZACION DE LA ATPasa DE PLASMALEMA DE RAICES 

DE ARROZ

Partiendo de fracciones ricas en vesículas de MP (S3) se han estudiado 

las propiedades y características de la ATPasa de plasmalema de raíces de 

arroz. La pureza de las fracciones de plasmalema empleadas fue demostrada 

por el incremento de la actividad ATPasa sensible al vanadato (5 veces mayor 

que en la fracción microsomal), (Tabla 1), por la tinción de la mayoría de las 

vesículas con sllicotunstato sódico (Figura 2) y por la ausencia de 

contaminación por marcadores de otras membranas (Tablas 1 y 2).

Las características de la ATPasa de raíces de arroz estudiadas por 

nosotros, no coinciden plenamente con las descritas en la literatura para 

otras especies. Así, la mayoría de los estudios describen un pH óptimo para 

actividad K+-Mg2+-ATPasa de 6.5 (Sommarln et al., 1985; Sandstrom et al., 

1987; Blum et al., 1988). En otros, la ATPasa parece poseer un pH óptimo 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 reacción 

fueron similares (aproximadamente ATP 3 mM y KC1 50 mM). Sin embargo, se 

ha descrito un efecto estimulante distinto del KC1 sobre la ATPasa 

dependiendo de la fuerza iónica (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 los requerimientos de ATP y KC1, así como en los 

parámetros cinéticos (Figuras 3 y 4). La escasa hidrólisis encontrada con la 

utilización de los distintos sustratos fosfornados (Tabla 2) y la presencia de
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molibdato sódico -  inhibidor de las fosfatasas acidas- en el medio de reacción 

elimina la posibilidad de contaminación por fosfatasas Inespecíflcas o 

pírofosfatasas (Larsson, 1985; Blum et a l, 1988).

Con el fin  de caracterizar los dos picos de actividad ATPasa 

determinados a pH 6.0 y 6.5, se estudió el efecto de iones e inhibidores, y la 

especificidad por el sustrato. Ambas actividades fueron inhibidas por 

ortovanadato y Ca2+, descritos como inhibidores de la ATPasa de la MP (Widell 

y Larsson 1990; Bérczl et a l, 1989) (Tabla 5), pero no por inhibidores de las 

membranas mitocondrlales (azlda) o tonoplástlcas (nitrato) (Widell y Larsson, 

1990). Además, las dos actividades enzlmátlcas fueron estimuladas por 

cationes y mostraron una elevada especificidad por el ATP (Tablas 2 y 3), 

siendo todas estas características típicas de la ATPasa de MP.

Estos resultados sugieren la presencia en las vesículas de MP de arroz 

de una ATPasa, cuyas características son afectadas drásticamente 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 a l, 1985; Giannínl y Briskín, 1989). En 1989, Glanniní y Brlskin, observaron 

que la concentración de KC1 afectaba la Km de la ATPasa de MP de Beta 

vulgarfs. Igualmente, Gibrat y col. (1985) mostraron que KC1 estimulaba la 

actividad ATPasa de la MP de raíces de Zeamays modificando la Kmy la Vmax. 

Similarmente, nosotros observamos que la concentración de KC1 y el pH 

modificaron los parámetros cinéticos de la ATPasa de la MP de raíces de arroz 

en presencia de concentraciones equlmolares de Mg y 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 

presencia de un exceso de Mg2+ (Figura 7). Por otra parte, también debe 

descartarse la posible interferencia del P| y del AMP, ya que prácticamente no 

inhiben la actividad ATPasa (Bennett et a l, 1985). Además, el efecto inhibidor
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del ADP sobre la enzima parece ser competitivo (Bennett et al., 1985) por lo 

que, en este caso, la Vmax no deberla cambiar.

Se sabe que las membranas biológicas presentan un potencial de 

superficie negativo a pH neutro, el cual depende tanto del número de cargas 

negativas de la superficie de las membranas como de la concentración y tipo 

de cationes presentes en la solución donde se encuentran. Este potencial de 

superficie afecta la Km aparente e incluso la Vmax de las enzimas de 

membrana que requieren sustratos cargados (Moller y Lundborg, 1985). Por 

ello, los dos picos de actividad ATPasa detectados en nuestras preparaciones 

podrían ser explicadas por interacciones electrostáticas. Puesto que el 

Mg-ATP está cargado negativamente a pH 6.0-6.5, los cationes facilitarían 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 la 

concentración de KC1 se obtuvieron mayores Km aparentes para el ATP en todos 

los casos. Además no solamente se determinaron cambios en la Km sino 

también en la Vmax (Figuras 6  y 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 la ATPasa de la MP de fíaphanus sativus a la 

fuslcoccina, Tritón X -100 y a la temperatura. En nuestros experimentos, se 

observó que Mg 30 mM en presencia de KC1, estimuló la actividad ATPasa a pH

6.0 a todas las concentraciones de ATP ensayadas, pero a pH 6.5 estimuló o 

inhibió la actividad de la enzima en función de la concentración de ATP 

presente en el medio (Tabla 4 ). En ausencia de KC1 en el medio de ensayo, la 

activación 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 podrían provocar cambios conformacionales en la 

enzima e in te rfe rir en la reacción enzima-sustrato, originando una mayor o 

menor afinidad del sustrato por la enzima. En este sentido, se han postulado 

múltiples estados conformacionales de la enzima asociados con la catálisis 

(Briskin, 1986), los cuales podrían estar inducidos por K o Mg (Brlskln, 

1988 a, b; Briskin, 1990).

En las interacciones ATPasa-medio de reacción también podrían estar 

implicados los lípidos asociados a la enzima. Se ha demostrado que algunas 

proteínas de membrana están sometidas al campo eléctrico producido por las 

cargas de los lípidos que las rodean (Glbrat y Grlgnon, 1982). De esta forma, 

los cationes monovalentes estimularían la ATPasa Interaccionando 

electrostáticamente con los lípidos cargados adyacentes a la misma. Así, los 

cambios en las propiedades electrostáticas de la membrana inducidos por la 

composición de metabolitos en el medio podrían constitu ir un mecanismo 

regulador de esta enzima, controlando su actividad mediante modificaciones 

de su Km. Según este mecanismo, la activación de la enzima por iones podría 

ser explicada sin necesidad de postular sitios específicos de unión a la 

proteína para las diferentes especies iónicas (Ahrens, 1981). Una prueba a 

favor de esta hipótesis sería la inespecifícidad mostrada por los cationes 

monovalentes a pH 6.0 (Tabla 3). No obstante, no hay que descartar una acción 

directa de algunos Iones ( K+, Mg2+) sobre la actividad de la 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 utilización reciente de nuevas técnicas de aislamiento de vesículas 

de plasmalema ha permitido determinar con un grado importante de exactitud 

la composición lipídica del plasmalema, ya que las preparaciones de MP 

obtenidas por gradiente de densidad contenían cantidades variables de otras 

membranas intracelulares (Sandstrom y Cleland, 1989 b).

El análisis de los esteróles de la MP de tallos de arroz mostró que los 

más abundantes fueron estigmasterol, sitosterol y campesterol, aunque 

también se determinaron colesterol y A5-avenosterol (Tabla 8). De los 

fosfolípidos Identificados, los mayorltarlos fueron PC y PE, encontrándose Pl 

y PS en cantidades menores (Tabla 9). Estos resultados coinciden, en general, 

con los obtenidos en raíces de maíz (6randmougín et a l, 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 composición lipídica de la MP, no sólo entre 

especies sino también entre los distintos órganos de la misma planta 

(Sandstrom y Cleland 1989 b; Rochester et al., 1987 a). Esta variabilidad 

Incluye diferencias cualitativas y cuantitativas tanto en los esteróles como 

en los fosfolípidos. Además, un mismo tejido puede presentar distinta 

composición en función de la edad y del estado nutrlclonal de la planta 

(Brown y Dupont, 1989; Bottacin et al., 1990). Así por ejemplo, pudimos 

observar modificaciones en los porcentajes de algunos lípidos en los distintos 

controles, fundamentalmente de PS, que podrían ser explicadas por alguna de 

las causas apuntadas anteriormente.

Según lo expuesto, se podría pensar que las enzimas embebidas en la MP 

se hallarían en ambientes lipidíeos muy distintos. Sin embargo, las 

características de la membrana están determinadas por las interacciones de
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todos los componentes de la bicapa (Carruthers y Melchlor, 1986) y además 

también existe la posibilidad de formación de mlcroamblentes lipidíeos 

alrededor de la enzima (Edldln, 1981), por lo que las diferencias serían 

menores de lo que podría sugerir el análisis de la composición lipídica.

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 órgano de 

procedencia de la enzima y del tipo de ensayo realizado. En los experimentos 

in vivo, ambos metales aumentaron la actividad ATPasa de la MP de tallos 

(Figuras 8 y 10), siendo la activación dependiente de la concentración. Sin 

embargo, cuando se estudió el efecto de los metales sobre la ATPasa de la MP 

de las raíces, no se observó una tendencia clara como en tallos. Mientras el 

tratamiento con Cd no modificó significativamente la actividad ATPasa de 

raíces, el NI estimuló la enzima cuando se aplicó a bajas concentraciones (0.1 

mM) y la Inhibió a concentraciones mayores ( Figuras 9 y 11).

Con el fin  de determinar si el efecto de los metales sobre la ATPasa era 

directo o Indirecto, procedimos a estudiar su efecto in v itro . En estos 

experimentos se observó una inhibición clara de la actividad ATPasa tras la 

exposición de las vesículas a Cd o Ni (Figuras 12 y 13). Este efecto fue 

dependiente de la concentración de metal, Independiente del origen de las 

vesículas y se víó afectado, en algunos casos, por la presencia de potasio en el 

medio de reacción.

La Inhibición por Cd2+ de la actividad ATPasa in vitro ha sido 

relacionada con la capacidad de los cationes dlvalentes para formar un 

complejo con el ATP ( Llndberg y Wingstrand, 1985). De Igual modo, el N12+
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también podría formar un complejo Ni-ATP, disminuyendo la concentración del 

sustrato de la ATPasa (Mg-ATP) en el medio y por tanto influyendo 

negativamente en la actividad de la enzima. Este mecanismo podría explicar, 

al menos en parte, la inhibición producida por el Cd y Ni in vitro . Otro posible 

mecanismo implicaría la interacción de los metales con los grupos -SH de la 

ATPasa (Van Assche y C lijsters, 1990), lo que causaría cambios 

conformaciones en la enzima y con ello su inhibición. Debido a las 

características de los dos metales, estas interacciones son mucho más 

probables con Cd que con Ni, por lo que la mayor inhibición producida por el Cd 

podría deberse a esta causa. Por último, los cationes Cd2+ y N12+ podrían 

también unirse a los fosfolípldos de la membrana que a su vez influirían sobre 

la actividad de la ATPasa (Sundaralíngam y Jensen, 1965).

Podríamos asumir, por tanto, que los efectos directos de los metales 

sobre la ATPasa, su sustrato o sobre los fosfolípidos son los responsables de 

la inhibición observada in v itro . Sin embargo, la activación de la ATPasa 

determinada en algunos experimentos in vivo no puede explicarse mediante 

los mismos mecanismos descritos anteriormente, sugiriendo que otro modo de 

acción distinto, posiblemente Indirecto, podría estar implicado en la 

regulación de su actividad.

Con respecto a los niveles de Cd y Ni en las plantas tratadas, se 

encontró que las raíces presentaban un contenido mayor que los tallos y que el 

Cd se acumuló mucho más que el NI, sobre todo en raíces. Estos resultados 

corroboran los numerosos estudios sobre acumulación y absorción de Cd en 

plantas de arroz, los cuales han puesto de manifiesto la gran avidez que posee 

esta planta por el tóxico (Honma y H írata, 1984).

La diferente distribución de metales en tallos y raíces ha sido 

observada por diversos autores (Hara y Sonoda, 1979; Barceló et al., 1986; 

Becerril et al., 1989). Algunos de ellos la han considerado como una
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estrategia de tolerancia a los metales tóxicos. La tolerancia en determinadas 

especies vegetales, especialmente monocotlledóneas, podría estar asociada 

con la estimulación de la acumulación de metales en raíces y la restricción de 

su transporte hacia el ta llo (Baker y Walker, 1989 b). En este sentido, Honma e 

Hlrata (1984) observaron que las raíces de arroz presentaban mayor afinidad 

por el Cd que por el Zn, sobre todo a concentraciones bajas en el medio, aunque 

las cantidades de Zn transportadas a los tallos fueron mucho mayores que las 

de Cd. Por otra parte, Dabin y col. (1978) pusieron de manifiesto la gran 

capacidad de fijación de Cd que poseían las paredes celulares de raíces de 

arroz en presencia de altas concentraciones en el medio, por lo que la distinta 

concentración de metales (fundamentalmente Cd) en tallos y raíces podría 

deberse a la unión de los metales a las paredes celulares de raíces y no a una 

restricción del transporte hacia el tallo. Finalmente, otro posible mecanismo 

de resistencia encontrado en nuestras plantas, podría estar relacionado con la 

aparición de una capa mucilaginosa alrededor de las raíces que, liberada por 

las células de la callptra y de la epidermis, retendría los Iones metálicos en 

la rlzosfera (Horst et al., 1982).

A nivel de vesículas, no se ha encontrado bibliografía que nos permita 

compararla con nuestos resultados. Es Interesante destacar el bajo contenido 

en metales detectado en las mismas, a pesar de la elevada acumulación 

encontrada en la planta entera (Figuras 14 y 15). No obstante, las vesículas 

obtenidas de raíces siempre mostraron un mayor contenido en dichos metales 

que las vesículas de tallos, manteniéndose así la asimetría encontrada a nivel 

de la planta. Asimismo, los niveles detectados de Cd fueron mayores que los 

de NI. Por tanto, no parece ex is tir una relación directa entre niveles 

endógenos de NI y Cd y actividad ATPasa de plasmalema in vivo, puesto que 

la mayor activación de la enzima se observó en vesículas con el menor 

contenido en metales, es decir, en vesículas de tallos tratados con NI
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(Figura 15). Estos resultados apoyan las sugerencias apuntadas anteriormente 

en relación a un mecanismo de acción indirecto de los metales sobre la 

ATPasa cuando se aplican in vivo.

Dado que los lípidos están implicados en la regulación de las enzimas 

de membrana, se procedió a la realización de determinaciones de la actividad 

ATPasa junto con medidas de los lípidos de la MP en plantas control, tratadas 

y recuperadas a distintos tiempos. Además, se realizó un seguimiento del 

estado de las plantas a lo largo de los experimentos que permitió relacionar 

los cambios de crecimiento y estado de la planta con la actividad ATPasa.

El tratamiento de plantas de arroz con NI o Cd 0.5 mM afectó 

drásticamente al crecimiento del ta llo y a la relación PS/PF (Figura 16). No 

obstante, estas plantas mostraron una gran capacidad de recuperación, 

particularmente del tratamiento con Ni, puesto que ambos parámetros 

alcanzaron los valores de las plantas control tras crecer durante 10 días en un 

medio sin metal pesado.

Los cambios de crecimiento producidos por los metales pesados fueron 

asociados con aumentos de la actividad ATPasa, especialmente la actividad 

específica ( Figura 17 A). Al Igual que el crecimiento, las plantas tratadas con 

NI fueron las más afectadas, pero las que más rápidamente recuperaron los 

valores control. La actividad ATPasa total no fue alterada tan drásticamente 

como la específica (Figura 17 A y B). Esta diferencia puede ser explicada más 

por una disminución en las cantidades totales de material de membrana 

aislado a partir de plantas tratadas que por una disminución específica del 

contenido en ATPasa, puesto que se encontró la misma relación entre el 

contenido proteico y lipídico en todos los casos (Tabla 7). Así, el efecto 

estimulante de los metales sobre la ATPasa fue solapado, en parte, por la 

menor cantidad de material aislado y solamente en Ni 5DT, donde no se redujo 

el contenido total de membranas, se mantuvo la activación de la enzima.
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El estrés Inducido por Cd y Ni también modificó la composición lipídlca 

de la MP. Los esteróles más afectados fueron campesterol, sltosterol y 

A5-avenosterol (Tabla 8). El estlgmasterol también se vió modificado en 

algunos casos. No pudieron observarse modificaciones del porcentaje de 

colesterol en las plantas tratadas con respecto a los controles. Esta diferente 

acción de los metales sobre los esteróles podría deberse a un efecto selectivo 

sobre su biosíntesis, ya que el colesterol, parece encontrarse en la ruta 

biosintética muy alejado del resto de los esteróles determinados.

Cambios en los lípidos de la MP similares a los descritos fueron 

encontrados por Uemura y Yoshlda (1984) durante el proceso de adaptación a 

bajas temperaturas de plántulas de centeno. Igualmente, la modificación de la 

composición llpídica de la MP podría estar relacionada con un mecanismo de 

resistencia a los metales pesados, bien modificando la permeabilidad de la 

membrana, bien alterando las actividades de las enzimas implicadas en el 

transporte de iones (Verkley y Schat,1989).

Aunque por el momento se desconoce el papel que pueden desempeñar 

los esteróles en la regulación de las enzimas de membrana, algunos estudios 

recientes han Indicado la Influencia de estos lípidos 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 relación Inversa entre el cociente esteroles:fosfolípidos y la actividad K+-  

Mg2+-ATPasa en fracciones de la MP de raíces de tres especies distintas del 

género Citrus. El cambio en dicho cociente se debió a un incremento del 

contenido en esteróles, por lo que concluyeron que la disminución en la 

actividad de la enzima era debida a la menor fluidez de la membrana (aunque 

no se determinó este parámetro).

En nuestros experimentos, también pudimos asociar una disminución del 

cociente esteroles:fosfolípidos con un aumento de la actividad ATPasa
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(Tabla 12, Figura 17). Sin embargo, no fue posible encontrar una relación 

entre fluidez y actividad ATPasa (Tabla 10, Figura 17 ). Otros autores tampoco 

han podido encontrar esta relación. Asi por ejemplo. East y col. (1984) 

observaron que era más Importante la estructura de los fosfolípidos en la 

actividad de la Ca2+-Mg2+-ATPasa de retículo sarcoplasmlco (ATPasa de tipo 

P) que la fluidez. Carruthers y Melchíor (1986) relacionaron la actividad de la 

Ca2+-Mg2+-ATPasa de retículo sarcoplásmlco con la longitud de las cadenas y 

el grado de Insaturación de los ácidos grasos de los fosfolípidos, no 

observando correlación alguna entre actividad de la enzima y fluidez. Por 

tanto, la regulación de la ATPasa de la MP no parece deberse, al menos 

únicamente, a los cambios de fluidez de la membrana.

En 1982, Simmonds y col. mostraron que el colesterol podía estimular o 

inhibir la actividad de la Ca2+-Mg2+-ATPasa de retículo sarcoplásmico 

dependiendo de las especies de fosfolípidos presentes en el medio, por lo que 

postularon la "hipótesis Anular”. Esta hipótesis explica la regulación de las 

enzimas de membrana medíante uniones directas lípido-proteína. Así, cambios 

en las proporciones de las especies moleculares presentes en las membranas 

podrían regular de forma directa la actividad de la ATPasa. En este sentido, 

Sandstrom y Cleland (1989 a) sugirieron que los esteróles podrían preservar 

la configuración de la enzima y modular las interacciones entre ésta y los 

fosfolípidos.

En nuestro trabajo, el cambio común a todos los tratamientos 

realizados con metales pesados que provocaron activación de la ATPasa, fue la 

disminución en A5-avenosterol (Tabla 8). Además los tratamientos con Ni 

siempre fueron acompañados por un aumento de sitosterol y una disminución 

de campesterol. La misma tendencia se observó en Cd 10DT. En los 

experimentos de recuperación se observó una reversión de la mayoría de estos 

cambios junto con un aumento del porcentaje de estigmasterol. Por otra parte,
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en los tratamientos con MCPA y Ketotrlazol también se produjo una reducción 

del porcentaje de A5-avenosterol (Tabla 13), aunque solamente el MCPA activó 

la ATPasa (Figura 18). No obstante, el Ketotrlazol, Inhibidor especifico de la 

ruta bloslntétlca de los esteróles, produjo la aparición de esteróles nuevos 

no presentes en los controles y además una reducción del sltosterol 

(Tabla 13).

De todos estos resultados podría Inferirse la participación del 

campesterol, sitosterlol, estigmasterol y A5-avenostero1 en la regulación de 

la ATPasa de la MP en tallos de arroz. Sin embargo, dado que se produjeron 

otros cambios en la membrana que podrían estar Igualmente Implicados en 

esta regulación, resulta d ifíc il a tribu ir a un determinado esterol una función 

específica. Además, según la "hipótesis Anular", el efecto de los esteróles 

depende, en gran parte, del resto de especies moleculares presentes en la 

bicapa lipídlca.

En la interacción ATPasa-fosfolípido podrían estar implicadas las 

cabezas polares de los fosfolípidos (Kasamo y Nouchi, 1987; Serrano et al.,

1988) y la longitud y grado de insaturaclón de las cadenas de ácidos grasos de 

los fosfolípidos (Kasamo, 1990; Palmgren y Sommarln, 1989).

Aunque en nuestros experimentos no pudimos detectar diferencias en 

las cabezas polares de los fosfolípidos, sí pudo observarse una disminución 

global de la longitud de las cadenas y del grado de insaturación de sus ácidos 

grasos en Ni y Cd 10DT (Tabla 9). En este sentido, Kasamo (1990) observó que 

la activación por PC de la ATPasa parcialmente solublllzada de cultivos 

celulares de arroz disminuía con el aumento de la longitud de las cadenas y 

con el grado de Insaturación de los ácidos grasos de los fosfolípidos. De forma 

sim ilar, PC, que constituye el fosfolípldo mayorltarlo de la MP de arroz, 

presentó una disminución del grado de Insaturación de sus ácidos grasos en Cd 

y NI 10DT (Tabla 10). Por tanto, la longitud de las cadenas y grado de
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insaturación de los ácidos grasos también podrían estar implicados en la 

regulación de la ATPasa de MP de tallos de arroz. No obstante, como ya 

apuntamos anteriormente, es d ifíc il atribuir a una especie molecular una 

función concreta, entre otras razones porque probablemente el efecto 

regulador de las enzimas de membrana sea el resultado de múltiples 

interacciones y no de acciones específicas. Según esto, las enzimas podrían 

ser funcionales dentro de unos rangos de lípidos determinados, reduciéndose 

así el costo que supondría un control estricto de todas las funciones de la 

membrana.

A diferencia de la actividad hldrolítlca, el bombeo de protones en las 

vesículas de MP no fue modificado significativamente por el tratamiento con 

metales pesados (Tabla 6). Pudo observarse una tendencia a disminuir pero en 

ningún caso un aumento. Estos resultados pueden compararse, en parte, con los 

de otros autores, aunque no utilizaron vesículas en sus experimentos sino 

tejido radicular. Morguttl y col. (1984), utilizando segmentos de raíces de 

maíz, observaron que la presencia de NI en el medio de Incubación estimulaba 

en pocos minutos la tasa de extrusión de protones con la consiguiente 

acidificación del medio. Sin embargo, a los 180 minutos de Incubación el Ni 

produjo el efecto opuesto. Kennedy y Gonsalves (1987) encontraron Igualmente 

que en raíces de maíz expuestas a concentraciones de Cd mayores de 50 |iM 

se Inhibió la extrusión de protones a los 75 minutos. En ninguno de estos dos 

experimentos se determinó la actividad hidrolítica de la ATPasa.

El efecto diferente de Cd y NI sobre el bombeo de protones y sobre la 

acividad hidrolítica de la ATPasa observado en nuestras preparaciones puede 

deberse a varias causas:

A) Distintos requerimientos lipidíeos para la hidró lisis de ATP y para el 

transporte de H+. En este sentido, Xle y col. (1986) comprobaron que PS activó 

la hidrólisis de ATP en vesículas cubiertas con clatrlna pero no el transporte
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de protones. Grandmougin y col. (1989 a) observaron que la adición de 

esteróles a extractos de ATPasa parcialmente solubilizada y reconstituida en 

llposomas inhibía menos la hidrólisis de ATP (10-20 % ) que el bombeo de 

protones (40-70 %). En otros casos, el bombeo de protones se activó más que 

la hidrólisis de ATP. Así, Palmgren y Sommarin (1989) mostraron que lisoPC 

estimulaba el bombeo de protones en vesículas de avena un 80 % mientras que 

la hidrólisis de ATP sólo fue estimulada un 25 %.
Se ha demostrado que la estequlometría de la ATP sintasa depende de la 

composición de la membrana (Mlchelangeli et al., 1989). Por ejemplo, Van 

Walraven y col. (1990) observaron que la estequlometría H+/ATP de la ATPasa 

de Cianobacterías y de cloroplasto de espinacas era distinta cuando se 

ensayaba en las membranas nativas respectivas, pero sí ambas se 

reconstituían en membranas con la misma composición lipídica, la 

estequlometría era idéntica. Este mecanismo podría ser utilizado por las 

enzimas para aumentar o disminuir la relación H+/ATP en respuesta al medio 

(Palmgren, 1990). Así, el ambiente lipídico de la ATPasa podría causar 

cambios estructurales en la enzima que modificasen su estequlometría.

B) Es posible que tanto la hidrólisis de ATP como el transporte de protones se 

activase en las plantas tratadas con metales, pero que además el flu jo  pasivo 

de H+ hacia el interior celular se viese aumentado con la consiguiente 

reducción del gradiente creado. Brauer y col. (1988) encontraron que la 

incubación de vesículas de membrana de maíz a una temperatura entre O y 

4* C durante 24 horas, reducía su capacidad formadora de gradiente de H+. La 

disminución del gradiente de protones coincidió con pérdidas en el contenido 

lipídico de la membrana, que fueron asociadas a un aumento de su 

permeabilidad a los iones. Sin embargo, no se encontró una modificación de la 

actividad hidrolítica de la ATPasa. De forma sim ilar, De Fllíppís (1978) 

observó que la exposición de cultivos celulares de Chlorella durante una hora
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a Cd o Ni 0.1 mM modificó la permeabilidad de sus membranas al potasio. Por 

el contrario, otros autores no encontraron daños en la membranas ni, por 

tanto, modificaciones de su permeabilidad tras el tratamiento con Cadmio 

(Strick.land, 1979).

También se ha demostrado que las plantas pueden reaccionar ante las 

modificaciones de la permeabilidad de las membranas causadas por los 

agentes tóxicos. Por ejemplo, Zwiazek y Shay (1988) estudiaron el efecto de 

la aplicación de fluoruro de sodio sobre la composición lipídica y la 

permeabilidad de la membrana de Pinus banksiana durante dos semanas, 

observando cambios en la permeabilidad durante la primera semana de 

tratamiento. Tales cambios se asociaron con modificaciones de la 

composición lipídica. Sin embargo, estas modificaciones desaparecieron a las

dos semanas de exposición al tóxico, no pudiéndose determinar diferencias ni 

en la permeabilidad ni en la composición lipídica de las membranas.

Así pues, parece evidente que los metales son capaces de modificar la 

permeabilidad de la membrana y por tanto disipar el gradiente de H+. Pero 

quedaría por explicar la estimulación de la actividad hidrolítica de la enzima. 

Aunque en principio se relacionó la disipación del gradiente de H+ con una 

consiguiente activación de la ATPasa (Churchill et al., 1983), estudios más 

recientes no observan tal efecto (Gibrat et al., 1989). Por otra parte, si los 

metales actuasen solamente a nivel de la permeabilidad de la membrana, y 

puesto que el gradiente de H+ fue igualmente afectado e incluso más por Cd 

que por Ni (Tabla 6 ), la activación de la hidrólisis de ATP por Cd debería ser 

sim ilar o mayor que la producida por Ni. Sin embargo, se observó lo contrario 

(Figura 17). Además, nuestros ensayos de actividad hidrolítica se realizaron 

en presencia de Tritón X-100, el cual permeablllza las membranas impidiendo 

la formación del gradiente de protones. Por tanto, no parece que la disipación
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del gradiente pueda explicar, al menos por sí solo, la activación de la 

hidrólisis de ATP por Cd y NI.

C) Disipación del gradiente de H+ en procesos de transporte. El gradiente de H+ 

formado en plantas tratadas con metales pesados podría estar siendo 

utilizado más 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 tóxico, mediante el bombeo activo del Ion al 

exterior celular (Sllver et al., 1989). El mecanismo responsable del flu jo  de 

Cd fue descrito como una ATPasa electroneutra con una estequlometría 

Cd2+/2H+.

En resumen, podemos decir que es probable que el tratamiento con 

metales pesados modifique las relaciones entre hidrólisis de ATP y bombeo de 

protones, bien a través de un desacoplamiento de ambos procesos o bien por 

la utilización del gradiente en procesos de transporte como un mecanismo de 

adaptación al estrés.
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CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos a lo largo del presente trabajo se 

desprenden las conclusiones siguientes:

1 -  Con el método de aislamiento de vesículas de membrana plasmática por 

separación en un sistema acuoso de dos fases pollmérlcas, se han conseguido 

fracciones de plasmalema con un alto grado de pureza, como lo demuestra el 

incremento (cinco veces) de la actividad ATPasa sensible al vanadato, la 

tinción selectiva con silicotunstato sódico y la ausencia de contaminación 

por marcadores de otras membranas.

2 -  El estudio de las características de la H+-ATPasa en vesículas de 

plasmalema de arroz demuestra que su actividad depende, en gran medida, de 

la composición del medio de ensayo y por tanto, pone de manifiesto la 

necesidad de u tiliza r condiciones Idénticas en estudios comparativos. Así, la 

variación del pH y de la concentración de cloruro potásico en el medio de 

reacción produce modificaciones importantes de los parámetros cinéticos de 

la enzima. Del mismo modo, el magnesio muestra un efecto complejo sobre la 

ATPasa. El efecto de estos iones puede deberse a una interacción directa ión- 

ATPasa o bien a un mecanismo indirecto via lípidos que la rodean. Las 

interacciones electrostáticas a nivel de membrana pueden in flu ir sobre los 

lípidos polares y estos a su vez modificar la actividad de la ATPasa, 

constituyendo un posible mecanismo de regulación de esta Importante enzima 

vegetal.
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3.- El análisis lipídico de las vesículas de plasmalema de tallos de arroz 

muestra una composición sim ilar a la descrita en otras especies vegetales, 

siendo el estlgmasterol, sltosterol y campesterol los esteróles más 

abundantes y detectándose cantidades menores de colesterol y 

A5-avenosterol. La fosfatldilcolina y fosfatídlletanolamina constituyen la 

mayor fracción de los fosfolípidos, aunque fosfatídíserina y fos fa tid ll- 

inositol también están presentes.

A- Las plantas de arroz son drásticamente afectadas por el tratamiento con 

cadmio o níquel como lo demuestra la Inhibición de su crecimiento y el 

Incremento de la relación Peso seco:Peso fresco. No obstante, con la 

eliminación de los metales del medio de cultivo se consigue la reversión de 

sus efectos tóxicos, especialmente en las plantas tratadas con níquel que 

recuperan de nuevo la tasa de crecimiento de los controles.

5 -  La medida de los niveles endógenos de cadmio y níquel en plantas de arroz 

tratadas con estos metales confirma que ambos se acumulan preferentemente 

en raíces. Esta asimetría también se mantiene a nivel de vesículas. Los 

niveles de cadmio detectados son muy elevados, corroborando asi la 

descripción del arroz como planta con gran avidez por este elemento.

6  -  Los tratamientos in vivo con cadmio o níquel demuestran que su efecto 

sobre la H+-ATPasa depende del órgano de procedencia de la enzima. En raíces 

no se observa un efecto claro. Sin embargo, en tallos puede determinarse una 

activación de la enzima dependiente de la concentración del metal. Dado el 

distinto efecto de los metales observado en los experimentos in vitro , donde 

siempre Inhiben a la ATPasa, y dada la fa lta  de correlación existente entre
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contenido endógeno de cadmio o niquel en vesículas y activación de la enzima, 

se postula un mecanismo indirecto para el efecto de estos metales in vivo.

I r  La activación de la ATPasa de la membrana plasmática de tallos de arroz 

tras el tratamiento con cadmio 0.5 mM, niquel 0.5 mM o con MCPA 1.5 jjlM está 

asociada con modificaciones de la composición lipídica de la membrana. Estas 

modificaciones incluyen alteraciones en las proporciones de esteróles y en la 

longitud y grado de insaturación de las cadenas de ácidos grasos de los 

fosfolípidos. La mayoría de estos cambios se invierten en los experimentos de 

recuperación, en los cuales también se consiguen niveles de actividad 

enzimátlca comparables a los controles. Se sugiere que los cambios en la 

composición lipídica de la membrana plasmática pueden ser los responsables 

de la modificación de su actividad.

8 .- Finalmente, la actividad hidrolítica y el bombeo de protones no son 

afectados de la misma forma por los tratamientos con los metales pesados. 

Estos resultados podrían explicarse asumiendo que el gradiente de protones se 

disipa más rápidamente en plantas tratadas o que los metales producen un 

desacoplamiento entre ambos procesos.
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APENDICE I



En las tablas siguientes se muestran los porcentajes de los distintos 

ácidos grasos presentes en las fracciones PE, PC, P5 y Pl de la MP de tallos de 

arroz procedentes de plantas control, tratadas con Cd o Ni 0.5 mM y de 

plantas recuperadas.
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TRATAMIENTO DURANTE 5 DIAS

CONTROL

PE PC PS Pl PE

16:0 33.3 34 44 46 33
16:1 8.1 14 21 16 7.8
18:0 9.9 9.5 27 20 10
18:1 6.4 9.5 4 5 7
18:2 33.2 26 5 7.5 33.7
18:3 9.2 7.7 - 5 8.5
Total

(|ig /m g)

170 254 45 68 177

CADMIO NIQUEL

PC PS Pl PE PC PS Pl

35 55 50 36 31 61 48
12 16 18 8.3 9.2 11 19
10.1 23.7 22.6 8.8 9 25 20.1
9.5 - 4 9 15.1 - 7.3

25 4 4 29 28 4 6
8.9 1 2 8 7.7 - -

250 65 61 202 263 51 65

CONTROL

PE PC PS Pl

16:0 32 34 34 41
16:1 2.6 2 5 18
18:0 4.1 4.8 10 17
18:1 3.5 6.9 5.5 5
18:2 42 37.5 30 15
18:3 14.8 15.5 15.7 4.1
Total

(ug /m g)

197 244 127 61

TRATAMIENTO DURANTE 10 D IAS

CADMIO

PE PC PS Pl

35.9 35.5 35.6 42.4
5 3 10 16
6.5 7.2 13 22
2 6.2 5.1 6.5

38 33.1 26 11
12.5 14.6 10.1 2.4

198 259 148 75

NIQUEL

PE PC PS Pl

34 34.9 35.3 40.9
5 3 11 16
6.4 6.9 13 21
7.8 11 10 7

37 32 23 12
10.3 12 8 3

177 214 145 72



RECUPERACION DURANTE 5 DIAS

CONTROL CADMIO NIQUEL

PE PC PS Pl PE PC PS Pl PE PC PS Pl

16:0 36 32.7 40 44.3 36.1 32.8 45 45 34.3 32.4 42 44.9
16:1 4 4.5 15 12 16 9.3 10.9 19.4 7.5 9 25 19
18:0 6.4 10 21.5 16.4 8.5 8.8 30 18 6.5 7.2 24 19
18:1 4.3 8.1 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 11.3 1 5
Total
(ng/mg)

115 147 22 34 116 159 25 50 1 17 181 27 39

RECUPERACION DURANTE 10 DIAS

CONTROL

PE PC PS Pl PE

16:0 35.3 32.1 48 46.0 36.3
16:1 3.4 4.4 6 9.2 4.3
18:0 4.5 5.4 21.3 14.4 5.6
18:1 3.9 6.5 . - 5.8 3.5
18:2 36.0 32.9 20 16.0 37.0
18:3 16.9 18.7 4 8.6 13.4

Total
(ug/mg)

161 217 20 39 139

CADMIO NIQUEL

PC PS Pl PE PC PS Pl

31.6 49 51 33.8 33 62 55
5.4 9 9 3.7 5.9 3 7
6.9 25 13 4.7 7.5 20.0 16.8
6.7 - 2.5 3.8 7.5 - 2

35.2 13.6 17.2 40.9 35.3 9 10
14.3 3.6 6.7 13.1 11.3 6 9

199 23 50 139 174 35 44
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