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L RESUMEN 

La est1mu1ac1on de las AlPasas de plantas crecidas 
en exceso de sales tiene relevancia por la posible 
tunc1 <'>n en la activación del transparte iónico a trav•s 
de la memb.-ana para expulsar o C0111Parta111entalizar 
ionés. t-'or otra par-te existen algunas evidencias de que 
¡:..!antas ci..11t1vadas en exceso de sales esti111Ulan las 
vtas de obtención de ener-gia coi.o la resp1r-ac16n v 
rosror11ac16n ox1dat1va. ~n e! presente trabaJo se 
e valuó el etecto del NaCl .., la actividad de A"IPasa-F1 
de rn1tocondr1as de a,.aranto in vi vo e in vitro, 
pur1f1cada por solub111zaci6n en cloroformo, f1ltrac16n 
et·o 9e1 y c..-o,.ato9rat1a de intercambio, y se caracterizó 
la enzuna pur1f1cada. Observando que la km de la enzima 
pur·if1c0<da d1sm1nuye por efecto del NaCl tantc• in. vitro 
c omo tn 'J t vo, pero 1a V•ax no se modifica en nin<;1Una 
c ond1 •= 1o n. La mayor afinidad de la enzima par el 
s•..1st.r-ato, ocasionada par el NaCl POdria estar 
,.-e1ac1onada c on uro •avor aporte energético para 
.:.:•n t ..-c.r· ..-estar el efecto de la sal en la planta. 

l 

La estxmulacxon de las filPasas do Plantas cracldas
en exceso de salas tlifla relevancia por la posxble
tunclon en la actxvaclúfl do! trlflifiürtl :único a travis
ue la membrana Para oxPu1sar o colPartanoflta11zar
xonos. Por otra Parte axnston algunas ovldencxas da que
plantas cultnvaoas en exceso dt ¡alos fistlmulan las
vias oe obtenclofl di ofltrflia Colo la rasplraclon y
rosfornlacxon oxxdatlva. tn ol presento trabaJo se
evaluo el efecto del Naül an la actlvldad de A1Pasa*F1
oe minocondrxas de anaranto an umun e in vitro,
pur1f1cada por solu1l1zac1¢n en cloroformo, f1ltrac1ún
en gel y cromatografía de Intercambio. V se caractirlzó
la anz1ma Purxfxcada. Úbiorvando qui la Km de la intima
Pur1f1csoa dxsnxnuve Por afecto dol N10! tanto in vitro
como un u¿uo, pero la Vnax no se nodlflca an niflãuna
cono1c1on. La mayor aflnxdad de la enzima Por el
sustrato, ocaslonada Por el Naül Podria ¡star
relacxonada con un mayor aporta enerqútlco Para
contrarrestar el efecto de la sal un la Planta.
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lNTROOUCCION 

( Las •embranas biologicas Juegan un papel import<ante 

regulación celular modulando procesos fisiológicos; algun¡as de 

en la 

el las 

llevan a cabo transducción energética lllediante un COlllPlejo sistema 

enzimático denominado H•-All-'asa; este compleJo utiliza un transporte 

electrónico para inducir una distribución asimétrica de H+ a ambos 

lados de la .embrana, transformando la energia electroquim1ca de 

eox1dorreducc1ón en una fuerza protonmotriz para producir AlP, ( 23 )
1 

grac, ias al cual se realizan las reacciones ender96nicas de la célula. ) 
/ 

Otras ATPasas, incapaces de sintetizar AH', producen un fluJo 

protónico que utilizan par· a transportar iones o solutos a través de la 

membrana 

l:xisten numerosos estudios referentes a los efectos negativos de 

la salinidad en plantas. tst• de90strado que el NaCl dist11inuye la 

germinación y el desarrollo t4>.Los efectos tóxicos ocasionados por el 

exceso de sales están siendo descritos, pero aun se desconoce mucho 

acerca de las alteraciones bioquimicas que el exceso de sales produce. 

Heciente.ente, se han realizado estuchos sobre la actividad de las 

AIPasas en plantas, para tratar de determinar que papel Juegan en la 

adaptación de la planta al •tress laalino. La esti1M.1lación de las 

ATPasas de plantas en exceso de sales tiene relevancia por la POS1ble 

tunción ero la activación d4i1 transPOrte ión1co a travff de la -..t>rana 

pa1· a expylsar o C0111Partamentalizar tones (8). A este respecto 

At~asas .más estudiadas han sido la de plas•alema y tor)9plasto 
~:.~-~.;,~ .. 

22,:.15>, pero existe por.a 1nfonnac 16n para •ttr...c:ondria i <36>. ¡ 
_____ .. / 

las 

'1 '::I, 

LHTHUDUECIÚH

_ Las membranas biolooicas Juegan un Papel importante en la

regulacion celular modulando Procesos fisiológicos: algunas de ellas
llevan a cabo transduccion energetica mediante un cdHPleJo sistema

ensimatico denominado H*-fl1Fasa¦ este comelejo utiliza un transporte
electronico Para inducir una distribucion asimetrica de H* a ambos
lados de la membrana, transformando la energia electrodulmica de
nxidorreduccion en una fuerza Protonmotris Para Producir HTF, i 23 l

gracias al cual se realizan las reacciones endergonicas de la celula.
ütras fiTFasas. incanaceas de sintetizar HIP. producen un flujo

Protonico que utilizan Para transportar ioes o solutos a traves de la
membranaf

existen numerosos estudios referentes a los efectos neoativos de
la salinidad en Plantas. esta demostrado que el Hatl disminuye la

serminacion v el desarrollo i4l.Los efectos toxicos ocasionados Por el
exceso de sales estan siendo descritos, Pero aun se desconoce mucho
acerca de las alteraciones bioquimicas que el exceso de sales Produce.

Hecientemente. se han realiiado estudios sobre la actividad de las
ñIPasas en Plantas, Para tratar de determinar que Paflel Jueeln en la

adaptacion de la Planta al stress salino. La estimulacion de las
afPasas de Plantas en exceso de sales tiene relevancia Por la Posible
funion en la activacion del transeorte ionico a traves de la membrana

Para expulsar o coeeartamentelizar iones lol. H este resnecto las
nlrasas más estudiadas han sido la de Plasmalema ¡_ bonoplasto llu,

22,351. Pero existe poca informacion para mitocondria`i3GJ.`
¬¬.
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Ya que las distintas ATPasas tienen un origen cot11ún y han - -· ·------permanecido casi invariables durante la evolución (33), el efecto 

ion1co puede ser similar entre ellas. 

~or otra parte, 

plantas cultivadas 

existen aunque muy pocas, evidencias de que 

en exceso de sales estimulan las vias de 

obtención de energia, cOlllO la respiración y fosforilación oxidativa ---f 2ú>. Pero la mayor parte de referencias a este respecto reportan una 
' int-.it.ición en la respiración y fosforilación oxidativa (14). 
_......____ ·- ., ..--r'_- - - - -.- --..... -- ..... • ... ..--

en este trabaJo se evalua el efecto del NaCl en la ATPasa de 

mitocondrias de amaranto. que es una eapecie tolerante a a la 

satin1dad <1>. 

Ya que las distintas ATPasas tienen un origen común v han
permanecido casi invariables durante la evolucion (331. el efecto
ionico Puede ser similar entre ellas.

Por otra parte, existen aunque muy pocas, evidencias de que

Plantas cultivadas en exceso de sales estimulan las vias de
obtencion de enersla, como la respiracion y fosforilacion oxidativa
ltul. Pero la mavor Parte de referencias a este resPacto reeortan una
innibicion en la respiracion v fosforilacion oxidativa_(l4l.

tn este trabaio se evalua el efecto del Naül en la flTPasa de
mitocondrias de amaranto. que es una esnecie tolerante a a la
salinidad ill.

I'
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ANTECEDENTES 

ESl ~UCTURA Y ~UNCION DE LAS ATPasas. 

1 úebido a que un gradiente i:-1-otóruco solo J>Uede for•arse a través 

•je una barrera de pen11eabi l idad C OIM> la bicapa l ipidica, las enz1•as 

que utilizan el grad\ ~nte elactroqui•ico se encuentran asociadas 

siempre a la mefllbrana.XLas H•-AlPasas bacterianas se localizan en la 

membrana plasmática, •ientras que en las plantas además de formar 

parte de esta estructura, se eroeuentran en ..-t>ranas tilacoides del 

clorop1asto v al igual que en levaduras v teJidos animales, en las 

membranas internas de las .. itocondrias.) La orientación de las 

H·-A1Pasas en bacterias, clorOPlastos v m1toc:ondrias es dife1-ente, 

pr..i-o en todos los casos la dirección del gradiente protónico v el 

s itio de sintesis de AlP está siet11Pre al lado contrario al de -.vor 

concentracion de H•.en el caso de la ATPasa d9 •itoc:ondr1a esta se 

encuentra dirigida hacia la .. tr1z (34). 

~ ( La -rgla que se libera en el proceso <Ml transporte protónico a 

trav~ de la ..-t>r- está termodinaica--.te favorec1d\ _ v es la 

t T za utilizada por las H•-AT~asas para s1ntet1zar el ATP ~;~~ 
_1 l odas las ATPasas protónicas conti.,._... un co.poueute denominado ,, 

Fo ; que es el encargado de la captura v transporte de H• a trav•s de 

la ..albrana v un segundo C011PQnet1te d9nominado F& que - el c~te 

catalit1co, constituido por cinco ~idiiidas POlipeptidicas, donde -;oe 

realiza la sintes1s •hidrólisis de ATP~V') 
El proceso de transducción dE: -.-gla PoUede divid1r5e en ·3 

etapas: 

l \ La pri .. ra consiste en el paso del gradiente protónico 981'Mtrado 
~/·--~ 

par la cadena de transporte de electrones, por un canal local izado en 

_: , /\- r r 
~ \( \ 1 ) 

ANIHCEDEHTES

ESTRUCTURA Y FUHCIÚH DE LÄS ATPasas.

Debido a que un oradiente Protonico solo Puede formarse a traves

de una barrera de Permeabilidad como la bicaPa liPldica. las enzimas

que utilizan el sradiente electrodulmico se encuentran asociadas
siempre a la membrana., Las H*-fi1Pasas bacterianas se localizan en la
membrana Plasmatical mientras que en las plantas ademas de formar
Parte de esta estructura. se encuentran en membranas tilacoides del
cloroelasto v al ioual que en levaduras v ¬F&Jidos animales, en las
membranas internas de las mitocondrias.I La orientacion de las
H*-fi|Pasas en bacterias, cloroplastos v mitocondrias es diferente,

Pero en todos los casos la direccion del sradiente protonlco v el
sitio de sintesis de MP esta sielm=-re al lado contrario al de mavor
concentracion de H*.En el caso de la âTPasa de mitocondria esta se
encuentra dirigida hacia la matriz 13;).

fi' /La energia que se libera en el Proceso del transporte protonico a
traves de la membrana esta termodinamicam-ente favorecida v es la
f za utilizada por las H*-ñTPasas Para sintetizar el QTP fi23l.

"Todas las âTPasas Protonicas contienen un componente' de-iominado
Fo, que es el encargado de la captura v transporte de H* a traves de
la membrana v un se-cundo componente denominado Fi que es el coaronente
catalitico, constituido por cinco slliunidadas Polieeptidicas. donde se
realiza la sintesis e hidrolisil de flTP.(lll.

El Procesode transduccion de enerola puede dividirse en '3
etaPasi

LI Pflfifl CCI"II`I›'it-H I'I"I il PIID Él 'flflfllflflt-I Ffüt-IÍI'1lCfl Kfliflï

Por la cadena de transPorte de electrones. Por in canal loca l izado en

ahh. 1
If*

J _

1_'
I I '
. L -Í ¡1

-¡U F

""i.



ei interior de la membrana y que constituye el segmento estructural 

Fo; La segunda etapa ca.prende la transforiaación de la enar9ta del 
~-~-.. .___..._... ... .,.,.._---..,.. 

la enzima loca! izado f'uer-a de la nrembrana v del lado contrarió de 

ésta, en el cual se genera el gradiente; La tercera v última etapa 
.;;__-~------·---

C0111Prende el proceso ,.cat.ali tico pn)f>1a.ente dicho en el que se P.roduce ! -·- ' 
la cifshidratac1ón ~l AD~--~ el fosfato v la ~º~llac:~--~ --~~!'. .. t~_~) 

--t' 1
1 De acuerdo a l~eoria de Margulls <ll l, las ATPasas de --c élulas o . 

\... eucar iotas se originaron 
.:\.J/ 

r t\J 1 ...._y 
intracelulares de pro~ariotas, 

probable111ente por endosilllbiosis 

hace 1 500 •illones de aí"los. Las 

' .. '> 

\~) 

' "'--~ 
Ú' ... 

\ ,,:.Y~.~ 
\J ~ 

~-
-

\ 

subunidades funcionalmente responsables de la actividad catalitica 

están p r esentes 

ad1c1onado ot1·as 

desde las ATPasas rnás pri1111tivas, a estas s \ han 

suburndades que incrementan la efic1enc1a ,·:<33 .. Í) .) 
~A está for•ado par cinco subunidades diferentes , 3 

cap1as a, 3 ~. y. 6 y &. Las subu n idades oo y f~ tienen func1on 

estructural y catalit1ca, las subuniáades restantes tienen sola111ente 

tunc1ón -tructural 111ienclo al co..plejo ~con el factor Fo <Fig.A>. 

++ • ••• '2) " • ~ 1 -~.,'J fo ., • • 
"·'·"" • t ,_ 

...... -.. 
"' 

Fh;·A·- :>actores "'o .Y ~l do la \:•paso.. 

5 

r

|_`II'\- _

.I

'1-._.¦'

e 1 I

¬.

I.
I

1 ._
'$1 'In

el Lnterlor de la membrana y que constltuïe el segmento estructural
Fo. ta segunda etapa comprende la transformacion de la energia del
grad1ente o quxnxosnútica en energia conforeac1ona1 del sefllento F1 de

la er-¡tuna locauzaclo fuera de la membrana af del lado contrario de
esta, en el cual se genera el Qradlenteå La tercera y últlna etapa
comprende el proceso catalitlco propiamente dicho en el que se produce

la dfishldratacxon del ADP ï`úi foifatfl F la furiaclúfl de RTF (32J¬
` J De acuerdo a la Teoria de Hargulls (331. las fiTPasas de celulas
eucarlotas se origlnaron Probablemente _ por endosìnblosls
lntracelularei de procarlotas, hace 1-. 500 llillones de años. Las
subunloades funcionalmente responäablea de la actlvldad catalitlca

eaten presentes desde las i-xflfiasas mas Pr1a1t1-vas, a estar. se han
aülclonado otras subunldades que Lncrenenten la eflclencxa (33J.ï

El segmento F1 esta formado Por clnco subunldades dlferentes, J
1:0-P1as au, 3 (-3, y, 6 y 1:. Lai suaunndades o y (9 tienen funcxon

estructural y catalitlca, las sul:-unloades restantes taenen solallente
tumnon estructural wuimdo al colmlejo af? con el factor Fo (F19.fll.

+0 Ii

fllìg Q-a ¡_

ILTJL

tuu-

Fin;-Av Tnctoras 'fu 1' 11'! flo L1 1.='¦*nan.
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-o ¡.J 
AISLAMIENTO 

.J 
Las Ínol-éculas de ATPasa •ás estudiadas son la de lllAl91fero, tanto 

de 1111t-ocondria como de membrana plasmática (3,4,37>, por lo que est~ 

bien caracterizadas. Los reportes sobre estas enzi-s en plantas·-50n 

más recientes. existiendo mayor infor-ción de AfPasa de -b·;:ana 
plaSlllática (18), cloroplasto <6> y de vacuola <34,36> . En relación a 

- las- -AtP;;as mitocondriales de plantas, r.c:ientemente se ha obt.enido 

información sobre sus caracteristicas estructurales y funcionales, 

esto debido , entre otras causas, a la dificultad del aisla• iento y 

pur1f1cac16n, además de la poca estabilidad de la enzi•a. 

Se ha purificado parcialniente Ft de mitocondrias de cotiledones 

de ct-1.1.cnaro < 14) y endoSPerlllO de haba <38>, uti l 1zando pr-ecipi tacio!of-, 

con sulfato de a1110nio, pero e5ta téCnica afecta la actividad 

de t-1, por lo qc,Ae se ha intentado inc l uir ATP y glicerol en el medio 

de extracción para -ntener estable la enzi•aJ su-, e.bargo el 91 icerol 

interfiere en los procesos de caracterización, por lo que es necesario 

retirarlo de!iPUé-5 de la extraccc16n, con los inconveruentes del caso. 

tn reportes posteriores se ha utilizado cloroforlllO para la extracc16n, 

en mitocondrias de papa, avena y •aiz (17,30>. 

La particula t-a precip1tadla con sulfat-o de amonio <al 30-50 r. de 

¡¡aturac16n ), registra una actividad de 2 µMC>l Pi •in-'iag prot. -•, con 

25 ::i: de glicerol en el medio de extracción la actividad aUMenta a 

B- 9 µmol Pi •in ""'mg prot. -t CJ~). Fa solubi 11 zada en cloroforltO 

n191stra ur1a actividad de 15 µlllOl Pi •in-'1119 prot. _, <30>, por lo ~ 

al parecer este _.todo es rec0111endable. 

ri; É
AISLAIIIIEHTU

Las moleculas de flTFasa más estudiadas son la de mani faro. tanto
de aii:-ocondria cono de membrana Pla-snática (3.-4.3?i. Per io que estan
bien caracterizadas. Los rePortes sobre estas eritiiaas en Plantas son
nas recientes, existiendo iaayor información de ñl'F'asa de eelbrana
plasmática (18).. cloroplasto (6) y de vacuola (3-1,361. En relación a

las ATPasas nitocondriales de plantas, reciente-lente se ha obtenido
información sobre sus caracteristicas estructurales v fi-Iìcionales,
esto debido. entre otras causas, a la dificultad del aislaia iento if
P-urificaci-on. además de la poca estabilidad de la enzima.

Se ha Purificado Parcialmente Fi de mitocondrias de cotiiedc-nes

de cn!-charo (141 v end-ospereo de haha (1381, utiiixando Precinitaci-or-
con sulfato de amonio. Pero esta tecnica afecta la actividad
de I-1, por io que se ha intentado incluir RTF ir -alicerol en ei medio
de extracción Para eantener estable la enzima: sin elbareo el glicerol
interfiere en los Procesos de caracterización, Por lo que es necesario
retirarlo deSPu-ti de ia ei-ctracccion. con los inconvenientes del caso.
cn rflP0rt-aa Post-erioras aa ha utilizado cloroforllio Para la extraccion.
an mitocondriaa de PiIPa. avena if maiz (17.301. .

La Particula I-i Precipitada con sulfato de aaonio tai 30-50 Z de
saturación I.. registra una actividad de 2 pfiol Pi. ein-tee Prot.'t, con

25 Z de Qlicerol en el medio de extraccion la actividad alifienta a
Ei-9 peo! Pi ainqle Protf' mb). Fi aollibiiizada en cloroforeo
reeistra iria actividad de 15 ,uaol Pi einúno protf' lãüi, Por lo que
al F-aracer esta aetodo es recomendable.

ii



SALINIDAD 

Las plantas difieren grandeinente en cuanto a la tolerancia a 

medios salinos, por lo que se ha propuesto una división de plantas 

halófilas y no halófilas dependiendo de la resistencia o sensibilidad 

a sales en el medio, aunque existe un rango de tolerilr\cia interi.edio 

( 13). 

La disrninución en el desarrollo de plantas sensibles eXPuestas a 

exceso de sales se conoce desde hace tiempo; se sabe que la baJa 

product1v1dad puede ser ocasionada por un déficit hidrico, por efectos 

téxicos de los iones en exceso o a la desviación energética hacia 

procesos distintos al creci•iento, C090 POdrian ser el transporte de 

iones <26>. 
Las estrategias que utilizan !as plantas que se desarrollan en 

ambientes salinos, para contrarrestar los efectos adversos ocasionados 

por el elevado potencial oSMótico axt.E.rno, incluyen: 

Control de la absorción iónica. La caracteristica de 

selectividad propia de la ..embrana plasm~tica per•ite la absorción 

diferencial de sustancias . del -.dio externo. A travé>s de la absorción 

contr·olada de iones y el transPOrte de estos, algunas plantas pueden 

111ipe<Sir el exceso 16nico en el citopla.... Ca.o parte de estos 

.ecan1s- se ha observado la eXPUlsión de sales a trav•s de gl~dulas 

salinas <16>. 
- Comparta1MK1talizac16n de iónes. Caracteristico de halófitas las 

plantas generan tun;,enc1a celular •anternendo l.WlA alta concentración 

interna de Na• y Cl : Al parecer estos niveles altos F>Ueden ser 

tolerados por la planta gracias a que las conc.,..tra~iones de esto 

iones en el c1topla-a son relativ~te baJas comparadas con las de 
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SåLIHIDAD

Las Plantas difieren grandemente en cuanto a la tolerancia a
medios salinos, Por lo que se ha Proeuesto una division de Plantas

naiofilas y no halofilas dePendiendo de la resistencia o sensibilidad
a sales en el medio, aunque existe un rango de tolerancia intermedio
1131.

La disminución en el desarrollo de Plantas sensibles exPuestas a
exceso de sales se conoce desde hace tiemPo¦ se sabe que la baja

Productividad Puede ser ocasionada Por un deficit hidrico, Por efectos
tcsicos de los iones en exceso o a la desviación energetica hacia

Procesos distintos al crecimiento, colü Pfldrlan ser el transPorte de
iones (261.

Las estratesias que utilizan las Plantas que se desarrollan en
ambientes salinos, para contrarrestar los efectos adversos ocasionados
por el elevado Potencial osmotico eterno, incluyen:

- Control de la absorcion ionica. La caracteristica de
selectividad propia de la membrana plasmática Permite la absorcion
diferencial de sustancias del medio externo. A traves de la absorcion
controlada de iones v el transPorta de estos, alsunas Plantas Pueden
ilPedir el exceso ionico en el citoPlasma. Como Parte de estos
mecanisaos se na observado la esPulsion de sales a traves de slandulas
salinas (lol.

- ComPartamentalizacion de iones. Caracteristico de halofitas las
Plantas generan turflencia celular manteniendo una alta concentracion
interna de Ha* v El Í ñl Parecer estos niveles altos Pueden ser
tolerados Por la Planta sracias a sue las concentraciones de esto
iones en al citoPlasma son relativamente balas comparadas con las de
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vacuo la, y a que !a siY1te s is de solutos Ol'9á.nicos contl'ibuyen al 

pote n c ia! osmótico del citoplasma. <13> 

SLntesis de solutos ot'gánicos. La producción de s o lutos 

organi c os neutro s como gli c ina, betaina, pt'olina, sacar o s a, etc. puede 

lMPedir el déficit hidr1co; este proceso puede ser muy costoso para la 

econot111a celular pues implica la util1zac16n de una buena porción de 

fotosintatos <8>. 

A f Pasas y NaCl. 

La esti1M.1lac1ón iónica de las AlPasas de plantas ha cobrado 

importancia por la participación que estas tienen en el transperte 

ión1co a través de las niemt>,..anas. A este reSPeCto la •avor infor•ac 1á-1 

obtenida se refiere a ATPasas de plasiaalema y tonoplasto (19, 22, 34>, 

par su asociación directa con estos procesos, pero existe menos 

inforiaación para or9&nelos cOlllO la •itocondr1a o el cloroplasto <36>. 

No obstante, debido a que la Al~asa •itocondrial esta involucrada 

en 1a producción de energia en for•a de ATP, se POdria pensa,.. en que 

Juega algún papel en los -canis.os de adaptación a sa.les. 

txisten reportes en •aiz y chícharo, tratados con sales en los 

cuales Mil incrementa la reSPirac16n y fosforilación oxidativa Cl9l , 

otros autores report.n que en av- el NaCl inhibe la ATPasa y 

estimiula 1a respiración <14). 

S. ha propuesto tM'lA posible relación entre la resp1rac16n 

est1111ulada Por sales, que ;algunos autores reportan, y los miecanisMos 

de transpo,..te i6n1co de plantas en estres salir.o, apoyados en ensayos 

con discos de zanahoria; en discos de betabel se ob-rva lM"I incr-nto 

en los niveles de ATP que se correlaciona con ~l flujo iónico <29>. 

f\ 

vacuola. y a que la sinnesans de solutos urqanncui cuntrxbuyen Il

Dotenc1a1 osmútxcu del c1tuPlesma.(13}
- $Lntes1s de sulutus orgànlcos. La preducclún de sulutos

urgànacos neutros como g11c1na, betanna, prolxna, sacaroaa, etc. puede
1npeu1r el def1c1t h1dr1cu; ente Proceso Puede ser muy cnitosø para le

ecunonii telular Pues 1np11ca la utllazacmún de uni buefii Perclón de
futasxntatns (81.

ATPasas V Naül.
La estllulaclün Lúnlca de las fiìPail5 de Pllntas ha Cübridü

lnpurtancla per la Partlclpaclún que estat tienen en el brafl5Púrte
núnlco a traves de las membranas. H este relnectu la never lnfurnaclún

nbtennaa se refxere a ñTPas¡s de Plasnalema 9 tununlasnu (19. 22. 341,
por su asoclaclón directa cun estos Prficfifi-Di. Pere euust-e menos
información Para erfllnelus ¿ono la Hltocofldrll 0 el cluropliito (36).

No obstante. debido a que la ñ1Pasa nntncnndrxal esta xnvolucrada

en la Producciún de energia en forma de RTF. se Pndrii pensar en que

Julüi elflún PiPel en lui lecinlsnos de ldlpticlún 1 salen.
hxlsten reportes en Iii: y chlcharo, tratados cun :lle: en los

cuales se mncrenenta Li reieiruclúh Y fosfornlaclún oxxditxva (191.
otro! iuturti repflrtln QUE In ivtnl el NIC! inhibe ll fiTPasa y
estxnula ll respzraciún 1141.

Se ha propuesta una posible rulncxún entre la resplricxún
estxnulada nur salel. Que algunos autores renurtan. r lui necanllnoi

de transpurte ¡única de Plantli en eitres inline, iPflwadus en ensayos
cun discos de Ilnahnrlai en diicul de bitlbel te ebiervi un incremente
en lei navales de RTF que te cnrrilicxuni cen el flujn núnncu 1291.
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Utilizando la t..or-ia de cent.rol de flujo, se 

con•. rib1Jción de cada 1Jna d• las .. nzima.s que 

ha det.er- mi nado la 

par ti ci pan en la 

respiración. observandos9 un 1ncr-&mento en la influencia de la ATPasa 

s o bre la via, en plantas de alfalfa expuestas a NaCl C29) . 

e llJ JE í1 VOS 

1_1t-jet1vo general . - Ev,duar- el efecto del lfaCl t:n. vi:vo e t:n. vi:tro 

en e¡ componente Ft de mitocondrias de amarant.o . 

Objetivos Particulares.-

- Aislar y purificar- el component.e Ft. 

Caracterizar la enzima purificada. 

9 

l_H.iJ.izandc› le teerie de centr-oi de flujo, se he. determinado le

coniriblxción de cada una de las enzimas que participen en la
resp1raci¢n. ebservandese un incremento en la influencia de la ATPese

fiebre la via. en plantas de alfalfa expuestas a Haül (293.

IIHlEI`lVÚ5

Ihjetivc general.- Evaluar el afecte dei Hafll tn uiue e in vitro
en el componente F1 de mitdcdndries de amerentd.

Ubjet 1 ves Parti cul eres. -

- Aisiar y purificar ei cdmpenente FL
- Ceracterizar ie enzima purificada.
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MF.TOOOLOGI A 

En el s19u1ente d1a9rama se resumen los pasos metodológicos del 
presente trabaJo: 

Luantificac ion 
de proteina 

!Je.lernú nac ion 
de a <et ividad 

CULTIVO 

Al SI.AMI Ef!ITO DE MI TOCONDRI AS 

SÓLU~ILIZACION DE F• 

PURI FI CACI ON 

CARACTERI V.CI OH 

F19ura B.- Secuencia 19etodol6g1ca. 

10 

Cuantificacion 
Ionica 

I de prnteina

HETUDÚLDGIA

En el iieuzente diaereee se resueen los Pases eetedelógices del
Presente trabaJe¦

I CULTIVO N

AISLAMIENTO DE HITOCDHDRIAS

Cuantificacien
Ienice

só|.uBI|.1zAcIo|~| DI-: F;
Hi '†" ¿_ __""" _

Uuentificecien

Ueterninacien FURIFICAEIÚH
de actividld

4

""_ CARACTERIZACION i

Figura B.- Secuencia eetedolóqice.

10



Cultivo de Plantas. 

Se desinfectaron s-illas de ;a-ranto AllM2ranthus hypochondrl.ac'\J.S 

con n1poclor1to de sodio al 2 ;( , durante 30 •inuto• y se hidrataron 

durante 24 horas. Posterior.ente se colocaron en rejillas 11Mttál1cas 

de 24 X 27 cm con abertura de malla de .,. en una cá•ara de 

germ1nac16n con fluJo de agua continuo donde per•Aneeieron durant~ 

72 hrs. 
lranscurrido este lapso los bastidores se trasladaror1 a 

recipientes de plástico conteniendo 1.5 L de solución nutritiva 

Hoagland (9), para constituir el lote control y o~ras con el m1sR10 

volumen de solución nutritiva adicionada con NaCl 100 lllM. 1:.1 -dio se 

renovó al tercer dia para evitar contaminación. 

Los cultivos h1droPón1cos se .. ntuvieron durante 5 dias en una 

cámara entre 18 - 20°C, en obscuridad. 
- _,..., 

¡_ ~s~~~•n_t_o ~~ --~~-~~ i 
/ A 105 culeo dias de tratuianto - cosecharon los 99r•inados, de 

!Ótes control y -linizados,se desecharon las ra1ces y los hipocot1los 

se lavaron con ª9U<l corriente y después con agua destilada. 

Aprox1-da--.te 800 9r de tejido se separaron en parciones de 100 gr 

para al aislamiento de •1tocondrias par el Htodo 

Randall, COIM> Si'ilUel 

mod i fl cado de 

Se hol9ogenizaron 100 gr de tejido en licuadora a •bi•a velocidad 

durante b segundos en 100 •l de buffer c~iendo 2::i0 111"1 Manitol. 

6 ... EGTA, l ... OTl, 0.1 X BSA. ~o ... Has>es pH /.~. 

El ho11K>9atuzado asi obt.-.1do se f1ltr6 a travn de ocho capas de 

98- Y se a.Justó el pH a 7.5. 9e centrifugó a 1 000 X 9 durante 10 

••~t.o• .. .-- la PO•t•lla. al ·-- - ,_,,,.,_ • ) 
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Cultivo de Plantas.

Se desinfectaron semillas d aearanto Aeoronthus hypochondriocus
con niPoclorito de sodio al 2 I . durante 30 einutos v se hidrataron

durante 24 horas. Posterioreente se colocaron en rejillas metalicas
de ;¿-432? ce con abertura de ealla de 1 einen una caeara de

sereinacion con fluio de ¡sua continuo donde Pereanecieron durante
?2 hrs.

Iranscurrido este lapso los bastidores se trasladaron a

reciPientes de Plástico conteniendo 1.5 L de solucion nutritiva
Hoaqiand (91. Para constituir el lote control v otras con el miseo
voluen de solucion nutritiva adicionada con Nati 100 nfl. hi eedio se
renovó al tercer dia Para evitar contaeinacion.

Los cultivos hidroeonicos se eantuvieron durante 5 dias en una
caeara entre 18 - 20°C. en ooscuridad.

Aislaldento de Iútooondrias.
;, _ _-----._ _ _ __-

` H los cinco dias de trateeiento se cosecharon los dereinadosi de
lotes control v salinizadosise desecheron las raices v los hipocotilos
se laveron con aoua corriente y despues con agua destilada.

ñeroxieadaeente Büü or de tejido se Sefiareron en Porciones de 100 er

Para el aislaeiento de eitocondrias Por el eetodo eodificado de
Randall. coeo sisuei

Se hoeodenizaron 100 dr de tejido en licuadora a eaxiea velocidad
durante o segundos en 100 el de buffer conteniendo 250 en Hanitol.
6 en Eüïfi, 1 ed DFI, 0.1 Z BEA. oü efl Hepes pH ?.b.

El hofioflenizado asi obtenido se filtro a traves de ocho capas de

else Y se ¡Justo el PH a 7.5. Se centrifueú e 1 000 H 9 durante 10
einutos desechandose la Pastilla. el soorenadante se centrifugo a

ll



1Lú00 )<; 9 durante 12 minutos. La pastilla asi obtenida que conten1a 

las mitocondrias se resuspendi6 en buffer A <250 mM sacarosa,1 mM EGTA 

1 mM ATP, 10 mM de Tris-HCl pH 7.5> y se centrifU96 a 9000 X g durante 

12 minutos. La pastilla conteniendo las mitocondrias se resuspendió en 

1 ml de buffer A. Todo el proceso se realizó a 4°C. 

~--_..- Solubilización d• Ft. en ·c1orOcor.,. 
,) 

Se Juntaron los paquetes de •itocondrias del total de teJ1dO 

aproximadamente 30 m9 de proteina en 8 •l > y se ..ezc laron con dos 

volURMtnes de cloroforaio, agitando la mezcla v19orosaniente durante ~ 

minutos, posteriormente se centrifugó a 12000 X g durante 2 minutos. 

La fase acuosa superior se retiró y centrifugó a 100 000 X g 

durante 90 minutos. El sobr enaelante asi obtenido contenia t=•. 

Purificación. 

Las part!culas de t=• solub1l1zadas corrieron a través de una 

col~a de Seph¡¡,dex G-200 de 60 X 1.5 c•, equilibrada en buffer A con 

un fluJo de 3 ml/ hr. Se colectaron fracciones de 3 ml a las cuales se 

determinó proteina a 280 nai; a las f r acciones que contenian proteina 
• se les ml<lló act1v1dad de ATPAsa, por cuant1 ficación de f ó:oo fr o 1 ibr e 

13 81. 

Las fracciones con actividad positiva, se colectaron constit.uyendo 

una solil muestra, la que fue corrida en otra columna de Sephadex-DtAt:: 

de l.5 X 0.6 cm equilibrada en buffer A COt"l 2~ mM de NaCl, con un 

f luJo de 40 ml/hr, eluyerodo coro un 91-adiente de NaCl de 25 a 500 111M en 

buffer A. colectando fracciones de .J •l y detect <sndo la enzima c on el 

•lSllO procedimiento ut1l1zado en la colu.na anterior. 

l¿uU0 H 9 durante 12 ainutos. La pastilla asi obtenida que contenía

las mitocondrias se resuieendio en buffer R 1250 efl sacarosa,i ¡H ESTA
1 mn QTP, 10 mfl de Tris-HCI PH 7.5) y se centrifugo a 9000 X 9 durante
12 einutos. La Pastilla conteniendo las eitocondrias se resuspendio en
i mi de buffer A. Toco ai proceso se realize ii -fc.

Solubilizacidn de F1 en Cloroforeo.
Se juntaron los Paquetes de eitocondrias del total de tejido

i aproximadamente BG ms de Proteina en 8 el > v se eezciaron con dos
volumenes de cloroforao. editando la eezcla vidorosanente durante 5
einutos, posteriormente se centrifugo a 12000 H 9 durante 2 einutos.

La fase acuosa superior se retiro v centrifueo a ¡UD 000 H s
durante 90 minutos. El soorenadante asi obtenido contenía Fi.

Purificación.

Las Partículas de Fi soluoilizades corriero a traves de una

coluena de äeehades G-200 de 60 H 1.5 ce. equilibrada en buffer H con
un flujo d 3 eli hr. Se colectaron fracciones de 3 el a las cuales se
determine Proteina a 280 ne: a las fracciones sue contanian Proteina
se les midio actividad de HTPase. Por cuantificacion*de fosofro libre
(1333.

Las fracciones con actividad Positiva, se colectaron constituyendo
una sola nuestra, la que fue corrida en otra coluena de Bephadex›üEAE
de 1.5 X 0.6 ce equilibrada en buffer Q con 25 efl de Naül, con un
fiuio de 40 elfhr. eluvendo con un eradiente de Maui de ¿5 a 500 en en
buffer ñ. colectando fracciones de J el v detectando la encina con al
eisno Procedimiento utilizado en la coluna anterior.
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~ar a corroborar ia pureza de la enzima 

ei e ctr-o f•::i res1s en 9eles de pol1acrilamida al 7.5 /. 

cc•ro azul de Comass1e para proteinas totales < /). 

se real l zar·on 

<24), revelando 

En c ada etapa de pur1f1cación se cuantificó proteina par el 

mét.Odo d e ~radford <S>. 

Car a o: ter i zac i ón. 

!::>-=: reg istr ó la a.::t 1vidad de ATPasa en cada etapa de purificación, 

s i ·;¡u 1ena o Ja ,-e a cc1 o n de hidrólisis de ATP, incubitndo a la 

t:••.dfer 1r 1s-HCl 30 mM, en presencia de AlP 3 lllM a pH y 

enzima en 

temperatura 

<">p t1rnc•s dur ante 15 minutos , en un volumen total de 1111, utilizando 0.5 

ml de TCA al 3 0 % para detener la reacción. Las muestras fueron 

c entr· 1 fugadas durante 2 minutos a 15000 X 9. Del sobrenadante se 

utii1zaron 0. 5 ml para cuant1f1car Pi libre por el _.todo Taussky 

modificad o \ 3 8), para lo cual se adicionó 1.5 ml de TCA al 0.5 Na 

c ada muestra y 1 ml de reactivo de color conteniendo: 4 ml de 

Mo l ibdatc• de amon io al 16 /. en HzSO• al 10 N, 2 gr de sulfato ferroso 

Y 3 t> mi de agua , e xacta11ente a los 10 •inutos después de la adición 

e s pectro f o téfnetro; 

c ol o r se procedió a tomar 

se elaboró una curva patrón 

par-a int erpolar las lecturas. 

lecturas a 660 nm en 

de Pi de 0.1 a 0.5 ¡.JWI 

Se e.val•.Jó la acti v idad de la enzima variando pH en un rango de 

t> . •) a 9 . u con Tris-HC l 30 lllM y teniperatura de 10 a 60° C, para 

det-<er- m1na r condiciones ópt imas, una vez obtenidas estas condiciones se 

ut1J i z aro n para registrar la actividad de A'IPasa en presencia de 

distinto s ir1hibidores, iones y sustratos. 

Para corroborar la pureza de la enzlna se realizaron

electroforesna en geles de pol1acr11am1da al ?.5 Z 124). revelando
con azul de Comass1e Para proteinai totalefi (II.

En cada etapa de Purxfxcacxon se cuantnficó Proteina Por el
menodo de Bradford 151.

Ilarar: ter l 2-ici d-rs.

oe red1stro la actlvldad de ATPasa en cada etapa de purificación,

axeulendo la reaccion de hldrüllsls de HTP. Incubando a la enzlma en
buffer Irlfi-HG1 30 mfl. en Presencla de ñ1P 3 ¡H a PH y teIPeratura

fivtxmoe durante 15 m1nutos. en un volumen total de III, utilizando 0.5
ml de ¡LH al 30 E para detener la reacción. Las muestras fueron
centrnfudadas durante 2 mlnutos a 15000 H 9. Del sobrenadante Se

ut1l±:aron 0.5 ml Para cuanulfxcar Pi libre per el metodo Taussky

mudlfnfladfl \3BJ. Para lo cual se adìcionó 1.5 nl de TCH al 0.5 H a
cada muestra y 1 ml de reactlvo de color conteniendo: 4 nl de
Mollbdato de amonxo al 16 K en HzSü4 al 10 N, 2 gr de sulfatcr ferrofio

y Bb ml de adua, exactamente a los 10 llnutos delpuúfi dl la adición
del reacL1vo de color se procedió a tomar lectura: a 660 nn en

especnrofonometroç se elabore una curva Patron de P1 de 0.1 a 0.5 ph
Para nnterpolar las lecturas.

I-

áe evaluó la act1vLdad de la enzima varilndü PH en un rindo de
o.H a ü.U con Tr1s*HC1 30 mfl y temperatura de 10 a 60° C. Para
determrnar cond1c1oneS üPt1ma5. una vez obtenidas estas Cúfldìcinfieì se

uL1J12aron Para redlatrar la acL1v1dad de HIPaia en Prelencia de
dlsninnos 1nh1b1dore5. ¡ones V sustratos.
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~e determinaron los parámetros cinéticos Vmax en 

m1tocondrias aisladas y t-1 purificada, en presencia v ausencia de 

Na~! 100 mM, de plantas control y tratadas con NaCl 100 •M en el 

medio de crecimiento. 

Para deter~inar el peso molecular v las subunidades constituyentes 

se realizaron electroforesis en geles de poliacrila•ida al 7.5 r. con 

SDS al 1 r. <9>. revelando con azul de Coulassie para proteinas 

totales <7>, utilizando COfflO marcadores de peso molecular: alfa 

lactoalbúm1na (14 200 D>, anhidrasa carbónica (29 000 Dl, albulllina de 

suero de bovino (66 000 D>. 

Se evaluó el efecto de distintos inh1bidores que actúan de la 

s1gu1ente manera: Oligom1cina: sobre el comp0nente Fo de la AlPasa 

m1tocondrial , DCCD que actúa sobre la ATPasa mitocondrial, al igual 

que el NEM, el lllO! ibdato de alltOl'"1io que act.:ia sobre fosfatasas, 

vanadato de sodio que actúa ~obre ATPaS<il de ,p \c,~.,_111,,ie.~C!ir Az1da que es 

e1 inhit.idot· especl f1co para el factor t-1 de Al,..asa m1tocondr1al y el 

nitrato de POtas10 que inhibe a la ATPasa de 1oho p\~bfG; los 

1nhib1dores se utilizaron en concentraciones qtA9 ocasionan la mitad de 

la intubición total <1=50>. 

TAmlbién se registró el efecto de al~ aniones y cationes in 

vitro sobre la actividad de la enzima purificada. 

CUAtn"IFICACION DE IONES INTRAMITOCONDRIALES. 

Se aislaron mitocondrias con el descrito 

anterior111ente, ut1l1zando agua des1on1zada para ia resuSPensión final 

y agitando vigorosa..,..te para roiaper las •1tocondrias1 para precipitar 

l•>S restos de meMbrana se centrifl.A9ó a 12 000 X g durante 2 minutos, 

el sobrenadant@ Obtenido se utilizó para cuantificar iones POr 

espectrofotonietrla de absorción atómica (271. 

de determinaron los parámetros cineticos He v Unas en
mitocondrias aisladis¬rl¬.purificada, en presencia v ausencia de
Nati 100 eh, de Plantas control v tratadas con Haül 100 eh en el
eedio de crecimiento.

Para determinar el Peso eolecular v las subunidades constituyentes
se realizaron electroforesis en geles d poliacrilaaida al 7.5 E con

505 al l K 191, revelando con azul de Eonassie Para Proteinas
totales i?l, utilizando como marcadores de Peso molecular: alfa

lactoalbúmina 114 200 bl, anhidrasa carbonica (29 000 Dl, albueina de
suero de bovino (66 000 Dl-

Ee evalud el efecto de distintos inhibidores que actuan de la

siguiente manera: ülidoicinai sobre el componente Fa de la ñTFasa
mitocondrial, DCCD due actúa sobre la flTPasa mitocondrial. al igual
que el HEH, el eolibdato de aeonio Que actúa sobre fosfatasasi
vanadato de sodio que actúa sobre FlTPase de ,P'lu&.fu¢¬_},:g.-ls@ ñzida que es

el inhibidor especifico Para el factor ri de fllFasa eitocondrial v el
nitrato de Potasio que inhibe a la flTPeee de +oh@FÄ@¿†G: los
inhibidores se utiliïeron en concentraciones que ocasionan la mitad de
la innibicien total lI=5üi.

Tambien se registro el efecto de alounos aniones v cationes in
vitro sore la actividad da la entiaa Purificada.

CUlHTIFIClCIflH DE IÚHE5 IHTEàIITflCflHDEIlLES.

Se aisleron nitocondrias con el Procedimiento descrito
anteriormente, utilizando aoua desionisada para la resuspansion final
v agitando vioorosalente Para roeper las eitocondriasi para precipitar
los restos de membrana se centrifuoo a l2 000 H 9 durante 2 minutos,
el sobrenadante obtenido se utilizo Para cuantificar iones Por
esnectrofotoeetrla de absorcion atonica i2?¦.

14



kESUL T ADOS Y DI SCUS:I ON. 

Al SLAMI ENTO 

La técnica de solubilizac16n con cloroforlllO brinda buenos 

resultados , como se oserva en la figura 1, se ot>tuvo un 20 /. de 

proteina en la fase acuosa, con actividad eSPeC!fica elevada con 

respecto a la reportada con otras metodol091.as de aisla•iento. Existen 

varias técnicas para aislar e! componente ~ •• una muy et11Pleada ha sido 

!a precipitación con sulfato de a1110nio, aunque no es la •ás 

recomendable debidO a que la sal 1nterfer1r en la 

caracterizac i ón de la enzima. En este trabaJO se aisló esta molécula 

mediante la so1ubil1zaci6n en cloroformo, de acuerdo a los resultados 

obterudos esta técruca brinda buenos; resultados;, •antenittndo la enzima 

en buenas; condiciones y alto rendimiento, lo que se refleJa en valores 

de actividad especifica mayores a los; reportados POr precipitación con 

sulfato de a1110n101 de 8 µmol Pi .¡,-,-•199 prot-1en -1.z (36) y no mayo r 

de 10 µ11101 Pi •ln-1199 prot1 en otros reportes <2>. El valor más alto 

de actividad especifica rePOrtado con otras mietodolog!as es de 60 µmol 

Pi •1n-••~ prot-• para papa <17>. ~s de que esta metodología 

sencilla y r~ida. 

15 

HESULTaÚÚ5 Y DISCUÉIUH.

nISLåHIEHTÚ

La tecnica de solubilizacion con cloroformo brinda buenos
resultados, como se oserva en la fisura 1. se obtuvo un 20 H de
proteína en la fase acuosa. con actividad especifica elevada con
respecto a la reportada con otras metodolddlas de aislamiento. Existen
varias tecnicas Para aislar el comoonente ri, una muv emeleada ha sido
la orecioitacion con sulfato de amonio. aunque no es la mas
recomendable debido a que la sal Puede interferir en la

caracterización de la enzima. En este trabajo se aislo esta molecula
mediante ia solubilizacion en cloroformo, de acuerdo a los resultados
obtenidos esta tecnica brinda buenos resultados. manteniendo la enzima
en buenas condiciones v alto rendimiento. lo que se refleja en valores

de actividad eseeclfica mavores a los reportados Por Precipitación con
sulfato de amonio: de B ,umol Pi mindmg |¦›rot_'en maiz (361 v no mavor

de 10 ,ueol Fi minúme Protfl en otros reportes 1211. El valor mas alto
de actividad esfiecifica redoftado con otras eetodoloolas es de E0 pmol

Pi ainda; prota' para papa 1171. edemas de que esta metodologia es
senci l la v rapida.
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FRACCION ACT. TOTAL ACT. ESPECIFICA YOL. T. PROT. T. PURIFIC. 
Pt . mi.-. 

- . -. -· "'\ µf'f'lol µ.roo l ., . 
"''" . "'9 "'9 

Ml TOCONDRIA 1 3. 86 0.451: 0.34 10.2 32. l 

CHCl• 4.75 l. lól85: o.« 7." 6.4 5 

G-200 4.96 2.010:: 0.33 9.3 3.l 10 

DEAE 3.79 40. 400: 5.90 6.5 0.7 155 

t-19. l .- f'ur1f1cac:1or1 de t-1 de AlftQrantln.1s hypchon.driac,,.. La ac:t1v1áad 
rue 111ed1oa POr c:uant1f1c:ac:1ón de fósforo libre, a pH 8.0 v 30 •C. Los 
valores son promedio de 4 E:nsavos. 1: SD I . 

lú 

Fkaccldfl At?. TUTAL_ ACT. ESPECIFICA VUL- T. PRO?. T. PURIFIC.
pnnol Pi min I pfnol. I'\..m\.r--..mg-I ml mg

rumcouneii 11.95 o.«-asii 0.114. 10.2 ia.: 1
cu-cin 4.15 i.uas1` 0.44 La fs.-i 5 ,
G-son 4.90 2.0101' o.:ar.i Q.:-i 3.1 ia
oi-:is 3. 'ra -io. -moi 5. ao ets 0. 1 :ss

rie. 1.- Purificacion de ri de Amordntnue hypchondrtdcul. La actividad
TUI lfirflllfli PDI" Cl-liflli-I.fI,CiCItfI"I GB fòãfüfú |.lbI"&|› 3 PH ÉLÚ Y ÚÚ *I-_. LOS
valores son Promedio de 4 ensavos. i- 50:.
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PUIUFICACION 

Al pasar la muestra solubilizada p0r la columna de sephadex 

G-¿oo <FJg. 21, se logró separar varJas proteinas, la segunda en 

elu1rse, que corresponde al 10 X de proteina to~l. mostró actividad 

ó~ ATPasa sensible a AzJda de sodio, esta fracción se eluy6 a trav•s 

de una colu111na de intercambio ión1co para completar la purificación 

1F19. 3 >. La ATPasa purificada presentó una ac':-ividad especifica 100 

veces mayor que en la m1toc ondr1a ( 40.4 J..DOl P1 m1n-•m9 prot-1 >. 

La técnica cromat09ráfica permitió purificar totalmente la 

enzuaa, manteniendo !a 1111siaa a c tividad durante tres SE!tllanas después 

del a1sla•iento, almacenada a 25°C v 4°C , viéndose d1sm1nu1da la 

act1v1dad a -20°C. Aunque algunos autores reportaban al ta sens1t•1l1 dad 

de la enzima~ bajas temperaturas <30>. Sin embargo cabe 1nd1car que 

la enzima pierede su actividad 9radual111ente despu~ del a1slam1ento ya 

q 1_1e se manten! a en di so 1uci6n que e x p l i ca que no todos los r esu 1 ta dos 

muestren la misiaa actividad especifica, por 

l1ofil1zar la muestra. 

CARACTERIZACION 

lo que se recOfllienda 

tn cuanto a la caracterización, la Fs de m1tocondrias 

hipocotilos de amaranto comparte caractaristicas con ATPasas aisladas 

de otras especies llS> , como la preferencia por ATP a otros sustratos 

<~19.4>, el pH 6pt11110 de 8.0 (30,371 ligeramente más básico que el 

6Ptii.o er-1 •1tocondr1as v la tetAPer-atura de :ioºc (21> <Fi9.S>, 

ob•ervandOse que la enzima en mitocondria muestra una temperatura 

óptima ae 40°C, elevada para otras enzimas pero reportado en al~as 

.,., Pa1>c.s (31 >. 
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PURIFICACIOH

el pasar la muestra solubilizada Por la columna de sephadex
G-200 ¢Fig. 21, se logro separar varias proteinas, le segunda en

eluirse, que corresponde al 10 Z de Proteina total, mostro actividad

de ñTPasa sensible a Hzida de sodio, esta fraccion se eluvo a traves
de una columna de intercambio ionico Para completar la Purificación
~Fig. 3 1, La eTPasa Purificada presento una actividad eseecifica 100
veces mavor que en la mitocondria 1'. 40.4 imol Pi minflmg orot-i II.

La tecnica cromatoorafica Permitio Purificar totalmente la
enzima, manteniendo ia misma actividad durante tres semanas desoues
del aislamiento, almacenada a 25°C v 4°C, viandose disminuida la
actividad a -20°C. Hundue algunos autores reportaban alta sensibilidad
de la enzima m bajas temperaturas (30). Sin embargo cabe indicar que
la enzima Pierede su actividad sradualmente despues del aislamiento va
que se mantenía en disolución que esPlica que no todos los resultados
muestren la misma actividad especifica, Por lo que se recomienda
liofilizar la muestra.

CARACTERIZACION

en cuanto a la caracterizacion, la Fi de mitocondrias de
niPocotilos de amaranto comParte caracteristicas con flTPasas aisladas
de otras especies l15l, como la Preferencia Por HTP a otros sustratos

irte-41. el PH Cotino de 3.0 {30,3?l liseramente mas basico que el
option en nitocunorias v la taaper.-.tura oa :flfc :eu u=ig.s›,
observándose que la enzima en mitocondria muestra una temperatura
optima de 40°C, elevada Para otras enzimas pero rePortado en aldunas
H|Pasas (Sii.
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o.e 
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0 .3 
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0.1 

SEPHADEX G-200 

Oé---l~~t-flf-8-L__.___._~...,..-e---&-11!t---t1-t1-t1i-e-e-e--e--e-_..-e-e-w 

o 10 20 30 40 80 80 70 80 to 100 110 120 180 
VOL. ELUCION (mi) 

__._ PROTEINA -e- ACTIVIDAD 

F1g . 2 . - Purificación de F't solubilizada en cloroformo, la 

m•Jest. ra corrió durante 4"3 hrs . , a través de una columna de 

sephadex G-200 de 50 X 1 . 5 cm. La prot.eina de las fracciones 

s e do<>lerntinó .a 290 nm y la actividad por cuant.1ficaci6n de 

fósforo 1 i bre . 

SEPHADEX G-200
U AB-B.

0.7

cia ---~ --
0.5 " '¬" '-¬"' ' _ _ ' _ '

0.4 - ~ ›››› ~- - -
cia ~ X
0.2 . __ _ _ ._ ___ -.._

Ue--e/ee›¬e a-- 1 *| B
0 10 20 30 40 50 GO

VOL. ELUOION (ml)

-If- rncrrenm -H- Acmvlmn

3-E`\ gn4gn aa2:ã
I-ig. 2.- Pur-ificacion de Fi soiubilizada en cloroformo, la
muestra corrio durante -il! hrs. , a traves de una collimna de
aopnadox G-Boo de do R 1.8 om. La proteina de las fracciones
se determine .a E80 nm y la actividad por cuantificación de

f`ost`oro libre.

IF!



SEPHADEX-DEAE 
U Ab• 

2[ 
1.6r - --- ---- ----- -----

1 
1 

1 : 
1 
1 
1 
1 

o e ¡-------- --- ------
' o¡ --.------------------~"--._____.__.,.._~----o 10 20 30 40 ªº 60 70 80 100 

VOL. ELUCION (mi) 

-+-- PROTEINA -- ACTIVIDAD 

i-19. 3.- Pui· if1 cación de i-1 en sephadex-DEAE. La fraccíon 

colect-ada de la columna de G-200 con actividad de ATPasa se 

con· 16 a travé-5 de una col1..1111na de 1.5 X 0.6 cm v se eluv6 la 

mue stra •ed1imte un gradiente de NaCl de 25 a 500 111'!. 

SUSTRATO - f. -f. 
µinol Pi. ain • 1111!1 " 

ATP 100 

AL>P 18.0 

OOP 3.0 7 

Fig. 4. PrP.fP.rencia por sustratos. Actividad registrada 
•rtilizando 3 mM de sustrato a pH 8.0 y 30 •C. 

l!'J 

SEPHADEX-DEAE

¡_____,_, .__ _-______ ,_ __ si _

D

CI'G-4
OI---¬r--*-- E FJ -D ElQ -IiO GO

____. _.. ___.. - - -- .im - __

_-,-,._-_._-

TU BU HO flfll
VOL. ELUGION (ml)

-*- PHOTEINA -9- AOTWIDÁD

|-ig. J. - Purificacion de ri en seohadex-DEHE. La fraccion
colectada de la columna de G-200 con actividad de flTPasa le
corrio a traves de una columna de 1.5 H 0.6 cm v se eluïd la

muestra mediante un gradiente de NaCl de 25 e 500 mfli

sui-rr¡u†o imei Pi. air." *. ag" ii

¿TP 41,0 100

¿DP IB.-O le

G-BF' 3.1) 7

Fig. 4- Preferencia por sustratos. Actividad registrada
utilizando 3 mH de sutrato a pH 8.0 y 30 'C.
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uM PI mln-1 mg prot.-1 
6~----------------------------. 
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TEMPERATURA 

_._ F1 -e- Mltocondrlaa 

uM PI mln-1 mg prot-1 

eo 80 
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---····-·--·-·----·---·-·---------------·---------1 

o 
6.6 7.0 7.6 8.0 e.e 

pH 

__._ Mltocondrlaa -e- 1'1 

Fi!J. 6. - Condicion .. s d.. t•m~ra.t•Jra y pH 

t.O 

6ptilll09 para la 

Anztm... S.. det'l'rminó la actividad ma><ima utilizando un rango 

de t•mp•ratur., de 10 a 60 ºe y otrQ de pH d• 6 a g_ En 

presencia de ~rP 3 mH. 

aula! FI mln-1 mg prat.-1_ _ _, _ . _ I

“ A Agi.- --_ ----_,-' . ¬-,_ ¬¬_. -- --------†- - ,
/' ...><"' `“--..

.-"' .-f"";a', R `\"¬-._

,ff \_.--""f' H,
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TEMPEHATUFIà

+ F1 -ir' illiaoindrlu
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/"\
ik- P r~ ~ ~~
,, __ __ __fÍ`Í;- _ "`\ _ __

ff/B/A -K
1-

_ _.-""' _. ._ _ ___,_,__._.,,___... ___ -.._ .___:i ,-
Í.

E _ _ . _ __.._.._ ...._.._-- -_ _

1 - ¬--- --._-¬-.-..-.-.-- .- _ _. ¡__

D -'I-_' _ - 'La _ I-I__I-| -1-¡JF!-II-me I I-me

es in ra no is no
DH

-"'-lulllaeenilrlaa “U-F1
I-Hg. EL- condiciones de temperatura ¦-_: pi-I optimoe para la

ensima Se de-termino la actividad ma:-cima utilizando un rango

de temperatura de 1.0 a $0 °fI y otro de pH de E a 0. En
presencia de .-'iï`P 5 ml'-l.
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Se probó el ef~cto de distintos inhibidores en la actividad de 

ATPasa m1tocondr1al y Ft pUr1ficada, encontrando que para la AlPasa 

mitocondrial se presentó inhibición POr az1da. oligomicina, vanadato, 

DCCD, NEM • . KN09 y mol1bdato de amonio, en orden decrec1etlte, lo que 

indica la presencia de otras ATPasas y fosfatasass en la fracción rt 
no hay inhibición con molibdato de a1110nio, ni con KNOa, observandose 

un 17 /.de inhibición con vanadato, además de la inhibición especifica 

de Fs, con NEM, DCCD y azida <Fig.9). F1 es 1nh1bida POr azida, pero a 

concentrac1on de !so= 2 1111'1, 111ayor a las reportadas para otras especies 

1 !so= 10-200 µM >, cons1gu1endo la 1nhib1c1ón total con 5 mM. Se 

ooservó inh1b1c16n POr vanadato, exist.en reportes que 1nd1can que a 

concentraciones -nores de 500 ¡.A't se inhibe la ATPasa de plasmalema y 

no la de mitocondria <~6) por lo que se eligió una concentración de 

250 ¡.Jf'l y aun asl se encontró 1nhit:oici6n. Otros autores reportan 

inhibición POr vanadato de la AfPasa •1tocondrial de •aiz con 50 µM 

<30). 

Se observó act1vac16n por tripsirla para la ATPasa 111itocondr1al de 

50 X , no hab1endo mod1f1cación en la actividad de Ft pUr1f1cada. El 

efecto de tr1PSina en la ATPasa •itocondrial fue activador, ya que 

seg.:r. algunos investigadores, esta técnica desplaza la proteina 

1nhibidora. cuya f\.WK:ión en plantas se atribuye a la subunidad &. En 

el caso de ~t pUrificada la trips1na no mostró efecto, lo que pUftde 

explicarse porque algunos autores reportan el deSPlaz .. iento de la 

prot.elna 1nh1b1tor1a de su sitio d,;; acción, 

PUrif1cac16n <l~>. 

~l 

durante el proceso de 

.-i_._i.

IHHIBIDORES

Se probo el efecto de distintos inhibidores en la actividad de

FiTP-asa Initncondrial v Fi purificada, encontrando que para la A'IPaSa
mitocondrial se presenta inhibición Por azida. olieoiicina. vanadatd.
DCCD, NEH, Khlüa y mol ibdato de amonio, en orden decreciente, lo que

indica la Presencia de otras 4'-\TPasas v fosfatasasl en la fraccion I-i
no hav inhibición con ndlibdato de amonio. ni con Kflüa. obsarvandoee
un 1'? P; de inhibición con vanadat-o, adenás de la inhibición eslflecifica

de Fi.. con NEIII. DISCD v azida €Fig.9). Fi es inhibida por axida, pero a
concentracion de .lflo-'= 2 lnfl, niavor a las rep-ortadas. para otras especies
1 iso = 10-'.2úI.`I ¡JH I. consiguiendo la inhibicifbn tot-al con 5 Im. Se
ooservo inhibición Por vanadato, eicisten ree-ortes que indican que a

concentraciones ¡andres de 500 ph sa inhibe la flTPasa de elasmalena v
no ia de llibocondria Liú-J lo mi se elidie una concentracion de
.E-'àu ¡ifl y aun asi se encontró inhioicion. Ut-ros aut-ore! refl-ort-an

innioiciún Por vanadata de la fifPasa eitocondrial de nai: con 50 pm
(30).

Ee obiervó activacion por tripsina para la ¡UPI!-a nuit-ocondrial de
50 X . no habiendo modificacion en la actividad de-Fi Purificada. E1
efecto de tripiina en la flTPasa eiudcdndrial fue activador, ya que
se-gliri algunos investigadores, eita tecnica d-aìlalaze la Proteina
inhibidora. cuva fincicn en Plant-as se atribuye a la Iubunidad :_ En
el caso de ri purificada la tripsina no mostró efecto, lo que puede

explicarse Por-que algunos autores reoortan el deiplazanient,-0 de la

Proteina inhibitoria de su sitio de accion. durante el Proceso de
Fflurificacidn (121.
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EFFECTO DE INHIBIDORES 
('li) DE A.CTIVIDAD DE ATPHa 

1201 

100 ¡- --- -----
1 
1 

80 ¡--- ~ ·~ 

:r-. 
20 

o 
OLIOO DCCD Nl!M MOL.AMON. W.NA. 

- MITOCONDRIA 8 F1 PURIFICADA 

F 1g. 7 . - E fec to de lnhib1dores. Se registró 

KN08 

actividad de 

ATF"a sa •j e 111to condr1a y 1-t pyr1f1cada a 30ºC. pH 8.0; 76 

¡.g/ml de ol 19om1c1na, lOOµM de OCCD, 100 µf'I de NEl'I, 100 µM de 

l'l.:.d 1bdc.to de ' Amon10, 500 µM de V¡madilto de sodio, 2 111'1 de 

Az 1oa y 10 mM de KNOa. 
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EFFECTO DE INHIBIDORES
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_ _ _. _ -.-1... n.a..i_-1..-í100
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40

20

0

ig. H - erecto da inhibidores Se registró actividad
HTFaaa Je mitocdndria v ki purificada a 3ü B PH B U:
pqfml de olidomicina lüüpfl de DECD ¡UU pH de HEH 100 pH
Nclibdato de Hmonio, Suú MH de Vanadato de Iodio, 2 nfl
Hzida v lu mfl de Kflüa.
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P ARAMETROS CI NETI COS 

EJ valor de Km de la ATPasa •itocondr1al d1s•inuyó de 3.3 a 0.22 

nol'I en la Ft pyrif1cada <Fig. 6>, esto era de esPerarse, va que los 

vaJor·es de K• disnunuyen en las enzi•as J>Urificisdas. Los valores de 

V•ax se •antuv1eron constantes , tanto para las plantas control colllO 

Para las crecidas en NaCl, en presencia y ausencia de NaCl Ln .vi: tro, 

se observa que el valor de V•ax es se.aJante al de otros reportes 

L36, :Ja) y no se lllOd1 fica en nir19t"lrNl de las condiciones exper1111entales; 

no sucede lo •1S1110 para los valores de K•, observAndose 

disminuciñn en la enzima de plantas salinizadas con respecto a las 

control, tanto en •itoconclr1as ca.o en la Ft pUrificada, en este caso 

la !<.- disminuye a la mitad en condiciones de salinidad. El valor de Km 

con NaCl in vitro disminuye con respecto al control sin NaCl en . el 

llledio, pero es igual para las plantas control y salinizadas. En otras 

ATPasas colllO la de Plant<JBO maritilfta la sal in vivo no afecta las 

propiedades cinéticas, pero in vitro, si (4). Estos ~tos indican que 

el NaCl podria incrementar la afinidad p0r el sustrato ya sea p0r 

cambios conformaciona.les en la enzi- o favoreciendo la interacción 

entre el sustrato , la enzi•a y p0sibl--.te el magnesio, ya que se 

sabe que es requerido para que la enzi- se 111a al sustrato. Se ha 

encontrado que el "9•• en presencia de soodio incr.-nta la actividad 

de la enzima <12>. 

:.!3 

PARÁMETROS CINETIEDS

El valor de Km de la ñTPasa eitocondrial diseinuvo de 3,3 a 0.22
mn en la Fi purificada iFi9- ol, esto era de esperarse, va que los
valores de He disninuven en las enzieas Purificadas. Los valores de

Vnax se mantuvieron constantes, tanto Para las Plantas control cono
Para las crecidas en Hafll, en Presencia v ausencia de Haül in uitro,
se observa que el valor de Vean es seeejante al de otros rePortes
136,38! v no se aodifica en nindfma de las condiciones esperiaentalesi
no sucede lo eisno Para los valores de He, observándose una
disminucidn en la eneiea de Plantas salinizadas con respecto a las
control, tanto en eitocodrias cono en la Fi Purificada, en este coso
la Ke diseinuve a la mitad en condiciones de salinidad. El valor de Km
con Raül in vitro disminuye con respecto al control sin Naül en el
medio, Pero es ieual para las Plantas control v salinizadas. En otras
ñTPasas como la de Plontdgo maritima la sal in uiuo no afecta las
propiedades cineticas, pero iri vitro, si i-H. Estos datos indican que
el Haül Podria increeentar la afinidad Por el sustrato ya sea Por
cambios conforeacionales en la enziea o favoreciendo la interaccion
entre el sustrato , la enziaa v Posiblemente al masnesio, ya que se
sabe Que es requerido Para que la enziea sa una al sustrato. Se ha
encontrado ¢lLIe el He” en Presencia de sodio incrementa la actividad
de la enzima (12),
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CULTIVO HOAGLAND NaCl 1 00 llllM 

in. vi tro Control NaCl Control NaCl 

3. 3 2.15 
MI TOCONDRI AS 

F' t 

0.58 

'(). 22 0.18 0.10 0.18 

0.60 0.62 0.60 

F i g. 6.- Parámetros c1nét1cos. La act1v1dad fue registrada a 
ptt c¡.u y JO • C, variando el sustrato de 0.2 a 9.0 ..,., utili­
zando el 1110delo de Lineweaver-Burk. Los valores de v .. x se 
e xpresan en µMOl P1.m1n-1 . mg-•, y los de Km en lllM de AlP. 
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'LIULTI VU I-IÚAGLAHD HICI 100 fll

ll n u 11 tro Centrol HICI. Control IIIJCJ.

Iüni 3, 3 2, 1 5
HI TOCÚHDRI AS

veas: 0. 5? 0, BB

lili 0,2-2 0.13 0,-llfl 11,13
Fi

'fnaxt 0, B0 O. B0 O. B2 O. GD

Fig. B.- Parámetros cineticos. La actividad fue resiltrada a
pri d.U v ,JU IE., variando el sustrato de 0,2 a 9.0 flh utilir
:ando el modelo de Lineueaver-Burn. Los valores de Vean se
expresan en yaoi Pi.,min".ll9-1, v los de Ke en lil de PHP.,
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EFECTO lOHICO 

En cuanto al efecto de iones in vi tro sobre la actividad de Ft, 

se observó un efecto inhibitorio del sodio en la enzima aislada de 

plantas control <Fig.8), observandose un C0111POrta.iento seateJante para 

el Potasio <Fig.9), el calcio estunula a baJas concentraciones e 

inhibe a concentraciones mayores de 50 mM (~19.10). Para el caso de la 

enzima aislada de plantas crecidas en 100 -"' de NaCl no se observa 

inhibición con sodio, existiendo el m1S1110 co111POrtamiento para los 

demás iónes aunque menos significativo. 

El ión sodio activa la enzima de plantas control a 25 mM, a 5 0 mM 

la mantienen inalterable y a 100 y 200 mM la inhibe, pe1-o en el caso 

de la enzima de plantas crecidas en salinidad el NaCl estimuló 

.ligeramente la enzuaa en todc.s las concentraciones aunque la 

diferencia no eso s1gnificat1va, lo que concuerda con varias 

referencias que reportan una estimulación de la enziraa por sal 

<16, 20>. 

El efecto de iones en la actividad de ATf'asa per•ite observar que 

el potat010 no •ochf1ca la actividad en la enzima d9 plant.ils 

saJ1nizadas y en la de plantas control la inhibe; ca.parando estos 

resultados con otras referencias se encontró que el POtas10 de 10 a 

100 ,.,,.. en m1tocondrias de rata no -stra ef.cto al9'M'l0 <12>. pero ero 

ma1z y avena <30,34> esti111Ula la actividad de la enzi .. , lo que 

permite suponer que el efecto iónico es distinto en mitocondr1as de 

animales y plantas. 

El-`El.* TU I. UNI ¡IU

En cuanto al efecto de ioes in vitro sobre la actividad de Fi,
se observo un efecto innibitorio del sodio en la enzima aislada de
plantas control lFiQ,Bl, observandose un comportamiento semejante para
el potasio lFio.9), al calcio estimula a baias concentraciones e
inibe a concentraciones mavores de 50 mfl (Fig.lUl. Para el caso de la

enzima aislada de plantas crecidas en lüü en de Hafil no se observa

inhibición con sodio, existiendo el mismo comportamiento Para los
demas iones aunque menos significativo.

El ion sodio activa la enzima de plantas control a ¿S mfl, a 50 mn
la mantienen inalterable v a lúü v 2úD mn la inhibe, pero en el caso

de la enzima de plantas crecidas en salinidad el Naül estimulo
lioeramente la enzima en todas las concentraciones aunque la
diferencia no es significativa, lo que concuerda con varias
referencias que rePortan una estimulacion de la enzima Por sal
115,20).

El efecto de iones en la actividad de flTPasa Permite observar que
el potasio no modifica la actividad en la enzima de Plantas
salinizadas v en la de Plantas control la inhibe: comparando estos

resultados con otras referencias se encontro que el Potasio de lü a

lüú am en mitocondrias de rata no muestra efecto aleuno 1121, Pero en
maiz v avena 130,34) estimula la actividad de la enzima, lo que

Permite lunoner que el efecto idnico es distinto en mitocondrias de
animales v Plantas.
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EFECTO DE SODIO in vitro 
' '-CTIVIDAD 

120~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~--. 

100 

80 

o eo 
NaCI (mM) 

100 

- CONTROL B SALINIZADAS 

zoo 

~i9.8.- Efecto del sodio in vitro, sobre la actividad de Fa 

F>Ur1f1cada de plantas control v salinizadas. El r119istro se 

realizó a pH 8.0 v 30 ºe, con J.,.. de AlP. 
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EFECTO DE SODIO in vitro
120

100 - -+- -¬ -* -*-“ -¬

ao. - ¬- -- --V - --¬ _ -F
su ; f

1 _
40 --›- - - _ -- ¬

ao 1- ~--- -¬~ --- --- --
°_ ___. ___ ;._.

o ze _ no __ no mo
NaOI(rnM)

_cuN†noL 2-W@ amnlnnm

r1g.B.- Efecto del sodlo un vitro, sobre ln actividad de F
purxfxcada de Plantas control y salinnzadin. E1 rnqistro se
raul.-._-¢~ a pu a=.u v :au °c, con 3 un un mP.
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EFECTO DE POTASIO in vitro 
'ACTIVIDAD 

120~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~--. 

100 

80 

40 

20 

o ae eo 
KCI (mM) 

100 200 

- CONTROL B SALINIZADAS 

Fig.9.- Efecto del potasio in vitro, sobre la ac:t.ividad de F1 

Plff 1 f icada de plantas control y 

como en la ~19. 8. 
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sal1n1zadas. Condiciones 

EFECTO DE POTASIO in vitro
1. n.c†w|un.n1:n_ ~ « ----_--

.bay ¬ __- W- H- _
I, I

au1---- --- --- -- --
-I

un †-
4nL¬ _ ¬- - -
zur- -¬~~ -_ - ¬
nl.. __; ___. _... _ _

u au un no aun
KGI ¡mill

_cu|~n'no|. aunmnnaa

F1g.9.- Efectu del putailu un uitra. ¡abri li actividad da F1
Purafacada de plantas control y sa11n1:ada:. ünndxcxunas
como en la F1-9. 8.
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EFECTO DE CALCIO in vitro 
4' actividad 

140~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~-, 

1 
120¡ 

100 . 

80 

60 

40 

20 

o 
o 10 20 40 

NaCI (mM) 
80 

- CONTROL B SALINIZADAS 

100 

F i9. lú. - Efect.o de calcio in vi tro, sobre la act.iv1dad de Ft 

pur· 1 f ic.ada de plantas control v sal in izadas. Condiciones como 

en les F1g. 8. 
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EFECTO DE CALCIO in vitro
140

120 T
mo ------ ----- - -----
ao - --
S01 -

40- ~ .

1-._|__.í-|_20,1 _ _ _ _

D _ ¡__ _

o 10 un 4a ao 100
NaGI (mm)

_common. su.||~||z›.nAa

Fig.iU.- Efecto de calcio an uitro. ¡abri II actividad de Fi

Purificada de Plantas control V talinizadas. Condiciones como
en ia Fig. 8.
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EFECTO DE MAGNESIO in vitro 

"" ACTIVIDAD 
120,~ 

1 
1001-

1 
1 

ao ' 

60 

40 

o 10 26 

MgCl2 (mM) 

- CONTROL B SALINIZADAS 

100 

F1g.11.- Efecto del ma90es10 in vitro. sobre la actividad de 

1-. pUr1f1ca<la áe plantas control y sal iniz:adat>. 

·~-ono1c1ones como en !a l-19. a. 

1
J'

EFECTO DE MAGNESIO in vitro
1›NTHHDåDI _ __ “_____129

`_"T̀

mu -- ---- - ¬-

au¡ ----¬ - ~ -
uu,

m†¬ -- ---- - -

Q' ...__ _..

D 10 El HD 1DD
IHIQGI2 ímlulì

_ coflïnm. aiilruznnaa

F1c.1i.- Efecto del magnesio in uiiro. sobra la actividad da
ri purificada de Plantas control 1 salinizldli.
condiciones como en la big. E.
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EFECTO DEL CLORO 
in vitro 

mMHCI 

•Control m a.llnludaa 

f19.12.- Efecto del cloro tn vítro, sobre la actividad et. 

t-1 puri f1caáa de plantas control y -11nizadas. Condiciones 

como ero la Fig. 8. 

;o 

EFECTO DEL CLOR0
in vitro

s »mma1201 - --- ¬- I
10Ú" '

___... ...___ _..._..._. -.-.__

-_ ._-¬ ___ .-npìí ¡___-

íà _.-...__-._ -:ii-_ íj

2° L.. ,_ _ __... ...._. ._ ...___ j

OL. ___ D...
O IU W 100

MH HGI

_:mua alumna

Fig.i2.¬ Ef-acto del cloro in -micro. ¡ooro la actividad dl
ri ouriiicada de plantas control v aaiinixadol. Condicionos
como en ia Fid. B.
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EFECTO DE 003 
~ACTIVIDAD 

120~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

100 

80 

80 

40 

20 

o 
o H IO 100 

C03mM 

- CONTROL - 8ALINIZADA8 

F19. 13.- Efecto del bicarbonato in vitro, sobre la actividad 

de t-1 pur· if1cada de plantas control v salinizadas. 

1.:.c-nd1c1ones COlllO en la Fig. 8. 

EFECTO DE CO3
1. wrnvsom120 -----~¬-fr

,.,.,¡L_ _ - -- . ._
'O -.._ ._____. _. .__

H
J

6,°L_.- ..._ ...¬¬.._

4o 1---T --- - -
lo ._-¬ ._ -_-_ __. -_-.-.-_...

n.__. ..____.._.. .__

o II la no
003 mil

_cufl'moL aiilmzmia

Fi-;. 12.1.- Efecto d-al bicarbonato nin vitro. iobra- la act.-ividod
de H Purificada dc Planta: control v ialinizadai.
Lic-ndiciorios como en la Fic. B.

31



EFECTO DE 504 in vitre 
.. ACTIVIDAD 

120~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~--. 

100 

80 

60 

o 26 100 

S04mM 

- control E Nllnliadu 

~1g. 14.- Efec t o del sulfato t n vitro, sobre la actividad de 

~· p u F1f1cad a oe Plantas control v salin1zadas. Condiciones 

como e n la F19. 8. 
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EFECTO DE S04 |n vltro
1» ÃBTIVIDÄD

120 -_ _' _

100 “-

80-

anL

40f

ha
__'É`†"_

¡_

oi-

g.14. E echo del sulfato in nitro, sobre la actividad de
ri purificada de plantas control v salinizadas Condiciones

L.- INM.- I-2'I"1 mi

304 mil

_ control lallnlzadu



G_1 ___ c;_a _lc!2_/' en las plantas control, estu1ula hasta 20 mM v a 

concentraciones •avor-es de 40 1111'1 inhibe. pero en el caso de la enzi­

de piantas salinizadas la actividad se .anti- constante en todas las 

concentraciones. En r-a1z de Avena sativa, Triticwn aestiwn v Brassica. 

la actividad de la ATPasa se estimula en presencia de calcio <8, 13). 

1::.1 i6n magnesio activa ligeramente a 10 lllM pero a conc.-itr-aciones 

•avor-es de 25 llM inhibe la enzima de pl.;antas control, no asi para las 

plantas salinizadas donde la actividad se mantiene igual en cualquier-

concentración. 

Se observó que el cloro activó lil enzi.a (Fig.12); el COa al 

iguai que el SO• la inhiben <Figs . 13-14) ; lo que concuerda con los 

resultados de Sze <36>. 

Los resultados muestr·an una •avor- influencia de los cationes que 

de los aniones lo que descarta la pasibilidad de inc urrir- en 

int.er-pr-etaciones erróneas al utilizar- sales. 

u.~~~AClotf DE CATIONES . 

Con respecto a la combinación de cationes Na•- K•. Na•- ca• 2
, 

<Fi9. 15). 

evidenció diferencias entra la enzi .. plantas control y 

sal 1nizadas; para la t't aislada de plant.as control todas. las 

coiab1naciones 1ntubier-on la actividad, pero en el caso de Ft de 

plantas crecidas en stress salino. solo Na•-K• 

y Na•-M9• 2
• y 

Na·-ca•z y 

Ca•Z-l'tg+Z 

incr...ntan la actividad. Cuando está presente el catión diva lente 

t"9ª•, 1as Plantas salinizadas est1.ul.;an la actividad, 

1111POrtar la combinación; en planta~ control c ualquier combinación 

inhibe. La c0tlbinac1ón de sodio y patasio inhibe en allbos casos. 
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' El calcio en las plantas control. estieula hasta 20 ¡H v a
concentraciones eavores de 40 en inhibe. pero en al caso de la enziaa
de plantas salinizadas la actividad se Iantiene constante en todas las
concentraciones. En raiz de Avena activo. Triticum oaatium v Brossica,
la actividad de la fiTPasa se estimula en presencia de calcio (8. 131.

El ion eaonesio activa ligeramente a iü efl pero a concentraciones
eavores de 25 eh inhibe la enzima de Plantas control. no asi Para las
plantas salinixadas donde la actividad se mantiene idual en cualquier
concentracion.

Se observo que el cloro activó la enziea (Fig.l2l¦ el Cüa al
igual que el Süi la inhiben (Fios. 13-l4); lo que concuerda con los
resultados de åze (36).

Los resultados muestran una eavor influencia de los cationes que
de los aniones lo que descarta la Posibilidad de incurrir en
interflretacionee errónea! al Utilizar eales.

EDHBIHàCIÚH DE CATIDNES

con respecto a la combinacion de cationes Ha'- KT. Ha'- Ca*=.
|~ia*'- rn", i=:*- ng”, |=:*- I::.a"". ci*'- nn" <Fii;.i5i. tanoiim
evidancio diferencias entre la enziaa de Plantas control v
salinieadasi para la Fi aislada de plantas control todas las
coeoinaciones inhibieron la actividad. Pero en el caso de Fi de
plantas crecidas en stress salino, solo Na*-K* inhibio, Ha'-Ca*2 v

K*-Ca*¦ no eodifican la actividad v Na'-H9'¦, K*-HQTÍ v ca*¦›Hg*2
increeefltan la actividad. Cuando esta presente el cation divalente

¡Herb las plantas salinizadas estieulan la actividad. sin
importar la coebinacioni en plantas control cualquier colbineclon
inhibe. La coebinacion de sodio v Potasio inhibe en aebos casos.
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EFECTO DE CATIONES 
't. ACTIVIDAD 

120.--~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~--, 

100 

80 

80 

40 

20 

o 
COHTROL Na-1< Na-Ca Na~g K-0. 

50mM 

- CONTROL - &AUNIZADAB 

f1 9. 15.- Efect.o de la c0fllb1nac16n de cationes 

sobre la a•=t i v l dad de t- • pur i ti cada de plantas 

tn vi tro, 

control v 
sa!lruzadas. El registro se realizó a pH 8.0 y 30 ºc. con 3 

1111'1 de ATP. Se probaron dos iones a la vez 

fina! de 50 mM. 
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en concentración 

EFECTO DE CATIONES

100 _

BU '1

1
sul

40-- -

in- -

DL- .
CONTROL Haflfl IHPGI Hlifli IHUI Idfli flifl

50 inll

_cowrnoi. aiufllzmiø

Fio.io.- Efecto de la combinacion de cationes tn vitro,
sobre la actividad de ri purificada de plantas control v
saiinixadas. El registro sa realizo a pH 8.0 v 30 "C, con 3
en de HIP. äe_ probaron dos iones a la vez en concentracion
final de 5U mfl.
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1 ONES 1 NTRAMI TOCONDRI ALES 

Al evaluar los iones intra.itocondriales en Plantas control y 

crecidas en NaCl 100 ... S4t observó que los niveles de socho au.entaron 

en ~s del 40 ~ en las plantas salinizadas. por el contrario el 

potasio dis•inuvó al SO X en las plantas salinizadas. El calcio se 

mantuvo igual en las plantas control y salinizadas. El magnesio se 

incrementó aproximada-1te un 10 ;¡~ er1 las plantas salinizadas. 

De alguna manera la concentración del total de iones es casi la 

m1S111a: 0.82 µ1110ies1•9 pr-ot. para .las control y O.do µ1110les/1119 prot. 

para las saiinizadas; ai incrementarse el sodio (y en 111enor proporción 

ei •agne10iol en las plantas sal1nizadas el potasio disminuyó, 

posiblem...-.te para equilibrar y mantener. la concentración total 

constant.e. 

~os1ble•ente es e.l ión potasio el que modifica más 

s1g1u f icati va...-.te su concentración • al incre91entarse el sodio detndo 

a que este ión parece no e-r "'ª función relevante en la 

•it.ocondria, de tal -ra que su salida no afecta su fWlCiona1uento, 

contrario a lo que aucederia s1 fuesen calcio o magnesio los que 

sufrieran calllbios ya que estos iones jl.1e94ln un papel importante en la 

tostorilación ox1dativa. 

SUBUNI DADES <.:ONSTI TUYENTES 

E.n lo que respect.a a las subunidades constituyentes de t-&, se: 

observo e1 •is.o patrón report.ac:IO para otras eSPeCies con pesos 

mo&ecul•r- que c..,.-. los •1smos rangos <~ig.18>. Se detActaron los 

::> tipos de subt.wudades con pesos moleculares de: o ~2 KI>, ~ 46 Kl>. 

r 37 KD, ó 25 Kv v & 15 Kv. Siendo llUV setMtJantes a los de Fa de ••1z 
<331. No se Observó t.r1a sexta subun1dad. que han denolainado 6'. 

reportada en papa v remolacha <2:il, esto concuerda con el Mc:ho de que 

las ATPasas se han aantenido a lo largo de la evolución casi sin 

calllb1os. 

IÚHES IHTRÁHITOCOHURIALES

ål evaluar los iones intraeitocondriales en Plantas control v
crecidas en HaCl iüú ah se observo que los niveles de sodio aueentaron
en mas del 40 2 en las plantas salinizadas, Por el contrario el

Potasio dislifluïo al SÚ Z en las plantas salinizadas. El calcio se
mantuvo ioual en las plantas control v salinizadas. El eaonesio se
incremento aproaimadaeente un lU E en las Plantas salinisaoas.

De alguna eanera la concentracion del total de iones es casi la
misma: ü.B2 peolesƒno prot. Para las control v U.dü polesfng prot-
para las salinizadas: al increaentarse el sodio lv en eenor proporcion
el eagnesiol en las Plantas salinizadas el potasio diseinuvo,
posiblemente para equilibrar y eantener- la concentracion total
constante.

Posibleeente es el ion potasio el que modifica mas
sionificativaaante su concentracion . al increeentarsa al sodio debido
a que este ion parece no tener una funcion relevante an la
eitocondria. de tal aanera que su salida no afecta su funcionamiento.
contrario a lo que sucederia si fuesen calcio o aaonesio los que
sufrieran caebios va que estos iones juegan un papel ieportante en la
fostorilacion oxidativa.

SUBUHIDMDES coH5TITUïEHTES
En lo cue respecta a las subunidades constituïentes de ri, se

observo el eiseo patron reportado Para otras especies . con pesos
aoleculares sue caen en los eisnos ranoos irisilül. Se detectaron los
o tipos de subunidadas con pesos eolecularas de: a 52 RD, B 46 KB.
r 3? Kb. o 25 Hb v r lo KU. Siendo euv seeeiantes a los de Fi de aaiz
1331. No se observo una sexta subunidad. que han denoeinado 6',
reportada en papa v raeolacha ¢25l, esto concuerda con al hecho de que
las flTPasas se han aantenido a lo largo de la evolucion casi sin
caeoios.
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IONES INTRAMITOCONDRIALES 
0 .4 

molea/mg prot. 

0.3151-----

0.3 

0.215 

0 .2 

0. 115 

0.1 

0.015 

o 
CONTROL MUNIZADA8 

- SODIO g POTASIO E5J CALCIO - MAONE810 

t- 19. - !7.- Cuant1t1cac1ón de iones intramitocond,.iales. Se 

a 1s 1aron m1t.ocondr1as de plantas control y aalini:z:adas y se 

r·omp1eron par· a .l 1ber¡¡,1· los iones y cuantificar los p0r 

espectrofotornet.rla de absorción at6-ica. 
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IONES INTRAMITOCONDRIALES
0.4

o.au;¬ - - - - - - - - - E ----- -L
I-n.a-- -- --~~---E - -
Fima +--- --~ - -

0.2 , -cr _ r--*

me -- - -
o.1 1+- ---- - -- -
W-.- *_ _ -

COHTH'-OL BAUNIZÄDJH

_sonic remain ciicio _ iiiiaiieaio

riq.~ 1?.- cuantificacion de iones intramitocondriales. Se
aisiaron mitocondrias de Plantas control Y selinisades Y se
rompieron para liberar los iones v cuantificarlos Por
espectrofotometria de absorcion atoeica.
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At 

1-'tg 16 . - Subunidad•s const.it.uyent.•s d• F't purificada. El g•l 

de la derecha presenta un patrón de prot.•1 nas cuyos pesos 

moleculares son: BSA <.68 KD), AC. C2Q KO), al.A C14.2 KO).A 

partir de una gráfica de log d• PM vs Rf s• int.•rpolaron 

l "'l: PM de las s<Jbtmi dades: oo C92 KD), ~ C 46 KO), y C36 KO), 

6 ( 2"'.i l<'.l.•.> y E: ( l '3KD) 
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HHH

DL

iì
J'

MC. Í

LH E

I-ig. lo - Subunidades ooristltuyantes de Fi purificada. El gel
de la derecha presenta un patron de proteinas cuyos pesos

fiiolecuiares son: BEA LEE ICDJ. ¿C (29 KDD. GLA (14.2 KDÍLA
partir de una grafica de loq de PH vs Ef' se iriterpolarori
los PH de las siihiinidadii-si oi C52 HD?. fl C-id KU). 3' C36 ICDJ.
o L¿É FUJ y E tlfiflüì
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CONCLUSI OHES. 

- La técnica de aisla•iento y pUrificación de AfPasa •itocondrial <Fil 

basada 411"1 extracción con cloroforl90 y P"rificación par filtración en 

gel e intercambio iónico brinda buenos resultados en cuanto a 

recuperación v estabilidad. 

- La concentración de sodio intra.itocondrial de hipacot1lO$ de 

a11aranto, se incrementa cuando las plantas crecen con 100 1111'1 de 

NaCl en el ~io. 

- El NaCl en el cultivo ocasiona un ~alllbio en las conc41ntrac1ones de 

K•, Mg ++Y Ca ••1ntra.itocondrial con reSPeCto a las plantas control. 

- La ~' de a111aranto comparte las caracteri~t1cas principales de 

ATPasas de otras especies C090 el pH y temperaturas 6Pt11110s, 

pará-tros cinéticos. subunidades constituyentes y peso molecular. 

- La K• disminuye par efecto de NaCl. ~to in u(tro.como in vivo. 

- La 11avor afinidad de la enzi- par el sustrato ocasionado por el 

NaCl. podria estar relacionado con t.ri -yor aparte -r9ético para 

contrarrestar el efecto de la sal en la planta, --=hante transporte 

1ónico o par alguna otra via. 

1-r

_'

p.

CONCLUSIONES.

La tecnica de aislaaiento v purificacion de fiIPasa eitocondrial (Fil
basada en extraccion con cloroforeo v purificacion por filtracion en
sei e intercaabio ionico brinda buenos resultados en cuanto a
recuperacion Y estabilidad.

La concentracion de sodio intraaitocondrial de hipocotilos de
aparente, se increeenta cuando las plantas crecen con lüü an de
NaCl en el medio.
El Nacl en el cultivo ocasiona un caabio en las concentraciones de
K*,Hs **v Ca **intraaitocondrial con refipecto a las plantas control.
La ri de aearanto comparte las caracteristicas principales de
ATFasas de otras especies coeo el pH v temperaturas optimos,
paraaetros ciniticosi suhunidades constituyentes y peso eolecular.

La Ka disllfluïe por efecto de Hafili tanto En uilroicoeo in uiuo.
La navor afinidad de la enziea por el sustrato ocasionado por el

Haüli podria estar relacionado con un eavor aporta energetico para

contrarrestar el efecto de la sal en la planta. mediante transporte
IEÑUICD G FUI' IIQÍ-iI"'Ii DCFI Uli-
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