UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

ESCUELA NACIONAL DE ESTUDIOS PROFESIONALES
IZTACALA

“PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE

LA ATPasa-F1 MITOCONDRIAL DE Amaranthus

hypocondriacus CULTIVADO EN STRESS
SALINO™.

T E S i S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

B I O L O G O
P R E S8 E N T A

JOSEFINA VAZQUEZ MEDRANO

LOS REYES IZTACALA, EDO. DE MEX. 1992



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



EL PRESENTE TRABAJO SE REALIZO EN EL LABORATORIO DE
BIOQUIMICA DE LA UNIDAD DE BIOLOGIA VEGETAL, BAJO
LA ASESORIA DEL M.en C., SERGIO GONZALEZ MORENO.



ABREVIATURAS

ADP Adenosin difosfato

ATP Adenosin trifosfato

BSA Albtimina de suero de bovino

IXCCD Diclohexil-carbodiimida

DTy Ditriotreitol

EGTA Acido tetraacético-etilenglicol

Hepes Acido etanosulfonico-N-2-hidroxietilpiperazina
NEM N-Etil-maleimida

SUs Dodecil sulfatno de sodio
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La estimulacion de las AlFPasas de plantas crecidas
en exceso de sales tiene relevancia por la posible
funcion en la activacidn del transporte 16N1co a través
de la membrana para expulsar o compartamentalizar
10nés. Por otra parte existen algunas evidenclas de que
plantas cultivadas en exceso de sales estimulan las
vias de obtencion de energia como la respiracién vy
rosforilacidn oxidativa. EkEn el presente trabajo se
evalud el efecto del NaCl en la actividad de AlPasa-F1
de mitocondrias de amaranto tn wviuo e in witro,
purificada por solubilizacidn en cloroformo, filtracidn
en gel vy cromatogratia de intercambio, y se caractarizdé
la enzima purlficada. Ubservando qua la km de la enzima
purificada disminuye por afecto del NaCl tanto in vitre
Como Ln wive, perc la Vmax no se modifica en ninguna
condicion. La mayor afinidad de la enzima por el
sustrato, ocaslionada por el NaCl podria estar
relacionada  coOon Wn mMayor aporte enargético Para
contrarrestar el efecto de la sal en la rplanta.



LNTRODUCCION

Las membranas biologicas jJuegan un papel 1mportante en la
regulacidn celular modulando procesos fisioldgicos; algunas de ellas
llevan a cabo transduccidén energética mediante un complejo sistema
enzimitico denominado H' -Allasa; este complejlo utiliza un transporte
electrénico para 1i1nducir una distribucidn asimétrica de H' a ambos
lados de ia membrana, transformando la energia electroquimica de
oxidorreduccion en una fuerza protormotriz para producir AP, ( 23 )
gracias al cual se realizan las reacciones endergdnicas de la célula.

Otras ATPasas, 1ncapace s de sintetizar #IF, producen un flujo
Frotdnlco que utilizan para transportar 10nes o solutos a traveés de la
membrana.’

Exi1sten numerosos estudios referentes a los efectos negativos de
la salinidad en plantas. kstid demostrado que el NaCl disminuye la
germinacién y el desarrollo (4).Los efectos téxicos 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.
Recientemente, se han realizado estudios sobre la actividad de las
AlPasas en plantas, para tratar de determinar que papel )juegan en la
adaptacién de la planta al stress salino. La estimulacidn de las
ATPasas de plantas en exceso de sales tiene relevancia por la posible
funcidn er la activacidn del transporta 14nico a través de la membrana
para expulsar o compartamentalizar 1onas (3). A este respacto las
RiFasas mas estudiadas han si1do la de plasmalema vy . t.mop_‘lnst.o (149,

22,3%), pero exlste poca 1nformaci1dn para mitocondria (36).



Ya que las distintas ATPasas tienen un origen coman y han
permanecido casi 1nvarlables duranta la evolucién (33), el efecto
19N1Co puede ser simllar entre ellas.

For otra parte, aexisten aunque muy PpPocas, evidenclas de que
FPlantas cultivadas en exceso de sales aeastimulan las vias de
obtencidn de energia, como la re_sfp:racxm y fosforilacidén oxidativa
(20). Pero la mayor parte de refaerencias a este respecto reportan una
1nhubilcidn en la rasplracidn y tfosforilacidn oxidativa (14).

en este trabajo se evalua el afecto del NaCl en la ATPasa de
mitocondrias de amaranto, Qque es una especle tolerante a a la
salinigad (1).



ANTECEDENTES

ESTRUCTURA Y FUNCION DE LAS ATPasas.

; lbebido a que un gradiente protdnico solo puede formarse a través
de una barrera de permeabllidad como la bicapa lipidica, las enzimas
que utilizan el gradiente electroquimico se encuentran asociadas
siempre a la membrana. lLas H'-AlPasas bacterianas se localizan en la
membrana plasmatica, mientras que en las plantas ademas de formar
parte de esta estructura, se encuentran en membranas tilacoides del
cloroplasto y al i1gual que en levaduras y tejidos animales, en las
membranas 1nternas de las lnl.t.o-:ondrlas._.‘-' La orientacidn de las
H -AlPasas en bacter 1as, cloroplastos y mitocondrias es diferente,
pero @n todos los casos la direccidn del gradiente proténico y el
S1t10 de sintesis de AIP esta siempre al lado contrarioc al de mayor
concentracion de H' .En el caso de la ATPasa de mitocondria esta se
encuentra dirigida hacia la matriz (3;)..

e ;"Ln energia que se libara en @l proceso del transporte proténico a
través de la membrana esta termodinimicamente favorecida y es la
fuerza utilizada por las H -ATPasas para sintetizar el ATP [(23),

| “lTodas las ATPasas proténicas contienen un coupormh’ denominado
Fo; que es el encargado de la captura y transporte de H' a traveées de
la membrana y un segundo componente denominado Fi1 que es el componente
catalitico, constituido por cinco subunidadas polipeptidicas, donde se
realiza la sintesis e hidrélisis de ATP. (11))
El proceso da transduccidn de enargia pueda dividirse en 3
etapas:
La primara consiste en el paso del gradiente Pprotdénico generado
Por la cadena de transporte de electrones, por un canal local i1zado en
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el 1nterior de la membrana y que constituye el segmento estructural
Fo. La segunda etapa comprende la transformacidn de la energia dal
gradiente o quimlosmotlica en energlia conformacional del segmento Fi de
la enzima localizado fuera de la membrana y del lado contrarioc de
ésta, en el cual se genera el gradiente. La tercera y udltima etapa
comprende el proceso catalitico Droplaueo.ﬁ_t.e d'l'l:h.o én”el que se produce
la déshidratacién del ADP y el fosfato y la formacisn de ATP (32).

: De acuerdo a la Teoria de Margulis (33), las ATPasas de células
eucari1otas se originaron probablemente . por endosimbilosis
intracelulares de procarlotas, hace 1 500 millones de afos. Las
subunidades funcionalmente responsables de la actividad catalitica
estan presentes desde las AlPasas mas primitivas, a estas se han
adicionado otras subunidades que 1ncrementan la eficiencia (33)..‘2

El segmento Fi esta fo‘rnado por cinco subunidades diferentes, 3
coplas o, 3 3, ¥, & y £. Las subunidades a y 3 tienen funcion
estructural y catalitica, las subunidades restantes tienen solamente
funcién estructural uniendo al complejlo o con el factor Fo (Fig.A).

L |

FigeAe~ Tactores To v T1 de 1la \M'asa.
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AISLAMIENTO

Las moléculas de ATPasa mas estudiadas son la de mamifero, tanto
de mitocondria como de membrana plasmatica (3,4,37), por lo que estan
bien caracterizadas. Los reportes sobre estas enzimas en plantas son
mas reclentes, existiendo mayor informacién de AflPasa de membrana
plasmatica (18), cloroplasto (6) yv de vacuola (34,36). En relacién a
las ATPasas mitocondriales de plantas, recientemente se ha obtenido
informacidn sobre sus caracteristicas estructurales vy funcionales,
esto debido, entre otras causas, a la dificultad del aislamiento 14
purificacion, ademas de la poca estabilidad de la enzima.

Se ha purificado parcialmente Fi1 de mitocondrias de coti) edones
de chicharo (14) y endospermo de haba (38), utilizando precipltacids
con sulfato de amonio, pero esta tecnica afecta la actividad
de F1, por lo que se ha 1ntentado incluir ATP y glicercol en el medio
de extraccidn para mantener Itstable la enzima; sin embargo el glicerol
interfiere en los procesos de caracterizacién, por lo que es necesario
retirarlo después de la extracccidn, con los inconvenientes del caso.
En reportes posteriores sa ha utilizado cloroformo para la extraccidn,
en mitocondrias de papa, avena y maiz (17,30).

La particula k1 precipitada con sulfato de amonio (al 30-50 X de
saturacién ), registra una actividad de 2 (mol Pi nin_‘m Prot..—", con
25 % de glicercl en el medio de extraccidn la actividad aumenta a
8-9 tmol P1 min'mg prot.”™ (35). F:1 solubilizada en cloroformo
registra una actividad de 15 pmol P1 min 'mg prot.”* (30), por lo que
al parecer este método es recomendable.



SALINIDAD

Las plantas difieren grandemente en cuanto a la tolerancia a
medi1os salinos, por 1o que se ha propuesto una divisidon de plantas
haléfilas vy no halérilas dependiendo de la resistencla o sensibilidad
a sales en el medio, aunque existe un rango de tolerancia intermedio
(13).

La disminucidn 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 déficit hidrico, por efectos
téxX1cos de los 1ones en exceso O a la desviacidn energética hacla
procesos distintos al crecimiento, como podrian ser el transporte de
1ones (26).

Las estrategias que utilizan las plantas que se desarrcollan en
ambientes salinos, para contrarrestar los efectos adversos ocasionados
por el elevado potenclal osmético externo, 1ncluyen:

- Control de la absorcién 1énica. La caracteristica de
selectividad propia da la membrana plasmatica permite la absorcidn
diferencial de sustancias del medio externo. A través da la absorcidn
controlada de 1ones y el transporte de estos, algunas plantas pueden
impedir el exceso 14nico en el citoplasma. Como parte de estos
mecanlsmos se ha observado la expulsién da sales a través de glindulas
salinas (16).

- Compartamentalizacién de 14nes. Caracteristico de haldéfitas las
Plantas generan turgencia celular manteniendo una alta concentracidn
interna de Na° y Cl . Al parecer estos niveles altos Puaeden ser
tolerados por la planta gracias a qua las concentraciones de esto
1ones en el citoplasma son relativamente ba)as comparadas con las de



vacuola, y a que la sintes1s de solutos organicos contribuyen al
Potencial osmético del citoplasma. (13)

- Sintesis de solutos oOrganicos. La peroduccidén de solutos
organlcos neutros como g9licina, betaina, prolina, sacarosa, etc. puede
impedlr el déficit hidrico; este procesc puede ser muy costoso para la
economia celular pues 1mplica la utilizacidn de una buena porcidn de
fotosintatos (8).

AlTrasas y NaCl.

La estimulacién 1dnica de las AlIPasas de plantas ha cobrado
1mportancia por la participacidn que estas tienen en el transporte
14n1co a través de las membranas. A aeste respecto la mayor informaci®n
obtenida se refiere a ATPasas de plasmalema y tonoplasto (19, 22, 34),
POr Su asoclaciéon directa con estos PpProce sos, pPero existe menos
informacién para organelos como la mitocondria o el cloroplasto (36).

No obstante, debido a que la AlFasa mitocondrial esta 1nvolucrada
en la produccidn de energia en forma de ATP, se podria pensar en que
Jjuega algin papel en los mecanismos de adaptacidn a sales.

kExisten reportes en maliz y chicharo, tratados con sales en los
cuales se 1ncrementa la respiracidn y fosforilacidn oxidativa (19),
otros autores reportan Qque en avena el NaCl inhibe la ATPasa vy
estimula la respiracion (14).

Se ha propuesto una posible relacidn entre la respiracion
estimulada por sales, que algunos autores reportan, y los mecanismos
de transporte 14nico de plantas en estres salino, apoyvados en ensayos
cun discos de zZanahoria; en discos de betabel se observa un i1ncremento
en los niveles da ATP que se corraelaciona con al flujo i1dnico (29).



Utilizando la teoria de control de flujo, se ha determinado la
contribueclén de cada wuna de las enzimas que participan en la
respiracictn, observandose un incremento en la influencia de la ATPasa

sobre La via, en plantas de alfalfa expuestas a NaCl (28).

OBJETLVOS

‘ihjetivo general. - Evaluar el efecto del NaCl tn vivo e in vitro

en el componente Fi1 de mitocondrias de amaranto.

Objetivos Particulares. -
- Aislar y purificar el componente Fi.

- Caracterizar la enzima purificada.



METODOLOGI A

En el siguiente diagrama se resumen los pasos metodoldgicos del
Presente trabajo:

CULTIVO

AISLAMIENTO DE MITOCONDRIAS

E==
Cuantificacion
Ionica

I__‘ SOLUBILIZACION DE Fi

tuantificacion
e proteina

!

Ueterminacion - PURIFICACION
de actividad

____ ] CARACTERI ZACION

Figura B.- Secuencia metodoldgica.
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Cultivo de Plantas.

Se desinfectaron semillas de amaranto Amaranthus hypochondriacus
con hipoclorito de sodio al 2 X , durante 30 minutos vy se hidrataron
durante 24 horas. Posteriormente se colocaron en rejillas matalicas
de 24 X 27 cm con abertura de malla de 1 mm en wuna camara de
germinacién con flujo de agua continuo donde permanecieron durante

72 hrs.
Iranscurrido este lapso los bastidores se trasladaron a

reciplentes de plastico conteniendo 1.5 L de solucidn nutraitiva
Hoagland (9), para constituir el lote control y otras con el mismo
volumen de solucidn nutritiva adicionada con NaCl 100 mM. El medio se
renové al tercer dia para evitar contaminacion.

Los cultivos hidropdnicos se mantuvieron durante 5 dias en una
- camara entre 18 - 20°C, en obscuridad.

Aislamiento de mitocondrias.

{ A los cinco dl;ﬁua;"bfata-;anto se cosecharon los germinados, de
lotes control y salinizados,se desecharon las raices y los hipocotilos
se lavaron con agua corriente y después con agua destilada.
Aproximadamente 800 gr de tejldo se separaron en porciones de 100 gr
Frara el aislamiento de mitocondrias por el método modificado de
Randall, como sigue:

Se homogenizaron 100 gr de tejido en licuadora a maxima velocidad
durante 6 segundos en 100 ml de buffer conteniendo 250 mM Manitol,
6 mM EGTA, 1 mM D71, 0.1 X BSA, 90 wM Hepes pH 7/.5.

El homogenizado asi obtenido sa filtré a través de ocho capas de
gasa y se ajustd el pH a 7.5. Sa centrifugd a 1 000 X 9 durante 10
minutos desechandose la pastilla, @]l sobrenadante se centrifugd a

11
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12000 X g durante 12 minutos. La pastilla asi obtenida que contenia
las mitocondrias se resuspendié en buffer A (250 mM sacarosa,l1 mM EGTA
1 mMm ATP, 10 mM de Tris-HCl1l pH 7.5) v se centrifugd a 000 X g durante
12 minutos. La pastilla conteniendo las mitocondrias se resuspendid en
1 ml de buffer A. Todo el proceso se realizé a 4°C.

Solubilizacidén de Fi1 en Cloroformo.
Se juntaron los paquetes de mitocondrias del total de tejido
( aproximadamente 30 mg de proteina en 8 ml ) y se mezclaron con dos
volumenes de cloroformo, agitando la mezcla vigorosamente durante S
minutos, posterlormente se centrifugd a 12000 X g durante 2 minutos.
La fase acuosa superior se retird y centrifugd a 100 000 X 9
durante 90 minutos. El sobrenadante asl obtenido contenia Fi.

Purificacidn.

Las particulas de Fi1 solubilizadas corrieron a través de una
columna de Sephadex G-200 de 60 X 1.5 cm, equilibrada en buffer A con
un flujo de 3 ml/ hr. Se colectaron fracciones de 3 ml a las cuales se
determind proteina a 280 nm; a las fracciones que contenian proteina
se les midid actividad de ATPasa, por cumt.lf:cac:.dn‘da fosofro libre
(38) .

Las fracciones con actividad positiva, se colectaron constituyendo
una sola muestra, la que fua corrida en otra columna de Sephadex-DEAE
de 1.5 X 0.6 cm equilibrada en buffer A con 25 mM de NaCl, con un
flujo de 40 ml/hr, eluyendo con un gradiente de NaCl de 25 a S00 mM en
bufrer A, colectando fracciones de 3 ml y detectando la enzima con el

mismo procedimlento utilizado en la columna anterior.



rara corroborar la pPureza de la enzima se realizaron
electroforesis en 9eles de poliacrilamida al 7.5 %4 (24), revelando
con azul de Comassie para proteinas totales (/7).

En cada etapa de purificacidn se cuantificéd proteina por el

matodo de Bradford (5).

Caracterizacidn.

se registrd la actividad de ATPasa en cada etapa de purificacién,
s19ulendo la reaccion de hidrélisis de ATP, i1ncubando a la enzima en
coaf fer iris-HCl 30 mM, en presencia de AIF 3 mM a pH y temperatura
Aetimos durante 1S minutos, en un volumen total de 1ml, utilizando 0.5
ml de TLA al 30 X para detener la reacCidn. Las muestras fueron
centrifugadas durante 4 minutos a 15000 X 9. Del sobrenadante se
utilizaron 0.5 ml para cuantificar Pi libre por al método Taussky
modificado (38), para lo cual se adiciond 1.5 ml de TCA al 0.5 N a
cCada muestra v 1 ml de reactivo de color conteniendo: 4 ml de
Molibdato de amonio al 16 % en H2S0e al 10 N, 2 gr de sulfato ferroso
y 36 ml de agua, exactamente a los 10 minutos después de la adicidn
del reactivo de color se procedid a tomar lecturas a 660 nm en
espectrofotdmetro; se elabord wna curva patrén de Py de 0.1 a 0.5 M
Fara 1nterpolar las lecturas.

Se evalus la actividad de la enzima variando PH en un rango de
6.1 a F.u con Tris-HCl 30 mM y temperatura de 10 a 60° C, para
determinar Condiclones dptimas, una vez obtenidas estas condiciones se
utili1zaron para reglistrar la actividad de AlIPasa en presencia de

distintos 1nhibildores, 1o0ones y sustratos.
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Se determinaron los parametros cinéticos Km Yy Vmax en
mitocondrias aisladas y Fi1 purificada, en presencla y ausencla de
MNaLl 100 mM, de plantas control y tratadas con WNaCl 100 mM en el
medio de crecimiento.

Fara determinar el peso molecular y las subunidades constituyentes
se realizaron electroforasis en geles de poliacrilamida al 7.5 % con
SDS al 1 %X (9), revelando con azul de Comassie para proteinas
totales (7), wutilizando como marcadores de pesc molecular: alfa
lactoalbumina (14 200 D), anhidrasa carbdnica (29 000 D), albumina de
sueroc de bovino (66 000 D).

Se evalud el efecto de distintos i1nhibidores que actuan de la
sigulente manera: Oligomicina: sobre el componente Fo de la AlPasa
mitocondrial, DCCD que actda sobre la ATPasa mitocondrial, al 1g9ual
que el NEM, el wmolibdato de amonlo 9gue actua sobre fosfatasas,
vanadato de sodio que actda sobre ATPasa de ,P'lusmod,eﬁg, Azida que es
el 1nhibidor especifico para el factor ki1 de Iﬂ"ll-'asa mitocondrial v el
nitrato de potasio que inhibe a la ATPasa de tonoplustos los
inhibldores se utilizaron en concentraciones que ocasionnn'la mitad de
la 1nhibicién total (I=50).

También se registré el efecto de algunos aniones Yy cationes n
vitro sobre la actividad de la enzima purificada.

CUANTIFICACION DE IONES INTRAMITOCONDRIALES.

Se aislaron mitocondrias con el procedimiento descrito
anteriormente, utilizando agua desionizada pPara la resuspensién final
y agitando vigorosamente para romper las mitocondriasi para precipitar
los restos de membrana se centrifugd a 12 000 X g9 durante 2 minutos,
el sobrenadante obtenido se utilizd para cuantificar 10nes por

espectrofotometria de absorcidn atdmica (27).

11



RESULTADOS Y DISCUSION.
ALSLAMIENTO

La técnica de solubilizacidn con cloroformo brinda bueros
resultados, como se oserva en la figura 1, se obtuvo wun 20 X de
proteina en la fase acuosa, con actividad especifica elevada con
respecto a la reportada con otras metodologias de aislamiento. Existen
varias técnicas para alslar el componente Fi, una muy empleada ha si1do
la precipitacidn con sulfato de amonio, aunque no es la mas
recomendable debidoc a que la sal Puede inter ferar en la
caracterizaci®n de la enzima. En este trabajo se aisléd esta molécula
mediante la solubilizacidn en cloroformo, de acuerdo a los resultados
obtenidos esta técnica brinda buenos resultados, manteniendo la enzima
en buenas condiciones y alto rendimiento, lo que se refleja en valores
de actividad espaecifica mayores a los reportados por precipitacidn con
sul fato de amonio: de 8 imol P1 mir 'ma prot'en malz (36) v no mayor
de 10 pmol Pi .u\"‘ug prot" en otros reportes (2). El valor mas alto
de actividad especifica reportadc con otras metodologias es de 60 pmol
F1 man 'mg prot™ para papa (17). Ademas de que esta metodologia es
sencilla y rapida.

13



FRACCION

ACT. TOTAL_ ACT. ESPECIFICA_  VOL. T. PROT. T. PURIFIC.
pmel P1.omun Hmol PL.mLr . mg ml mg
M1 TOCONDRI A 13.86 0.4517 0.734 10.2 32.1 1
CHCls 4.75 1.085> 0.44 7.8 6.4 s
G-200 4.96 2.010> 0.33 9.3 3.1 10
DEAE 3.79 40. 400> S5.80 6.5 0.7 155

F19. l.- Purificacion de k1 de Amaranthus hypchondriacus. La actividad

Tue medida por cuantificacidn de fosforo libre,
valores son promedio de 4 ensayos.

16
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PURIFICACION

Al pasar la muestra solubillizada por la columa de sephadex
G-200 (Fi19. Z2), se logréd separar varias proteinas, la segunda en
eluirse, que corresponde al 10 X de proteina total, mostréd actividad
de ATFPasa sensible a Azida de sodio, esta fraccion se eluyd a traveés
de una columna de intercamblo 16ni1co para completar la purificacidn
«Fi1g9. 3 ). La ATPasa purificada presentd una actividad especifica 100
veces mayor que en la mitocondria ( 40.4 pmol FPi mxn—'mg prot-‘ |

La teécnica cromatografica permitid purificar totalmente la
enzima, manteniendo la misma actividad durante tres semanas dJdespués
del aislamiento, almacenada a 25°C v 4°C, viégndose disminuida la
actividad a -20°C. Aunque algunos autores reportaban alta sensibiliocad
de la enzima a bajas temperaturas (30). Sin embargo cabe 1indicar que
la enzima plerede su actividad gradualmente despues del aislamiento va
que se mantenia en disolucidn que explica que no todos los resultados
muestren la misma actividad especifica, por 10 que se recomlenda

liofi1li1zar la muestra.
CARACTERLZACION

En cuanto a la caracterizacion, la F: de mitocondrias de
hipocotilos de amaranto comparte caracteristicas con ATPasas ai1sladas
de otras especies (15), como la preferencla por ATF a otros sustratos
(F19.4), el pH Sptimo de 3.0 (30,37) ligeramente mas bAsSICO que el
optimo en mitocondrias y la temperatura de 30°C  (21) (F19.5),
observandose que la enzima en mltocondria muestra wna temperatura
4ptima age 40°C, elevada para otras enzimas pero reportado en algunas
HiPasas (31).
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SEPHADEX G-200

o.s_ - — B B

0.2 A . . — -

O 10 20 30 40 80 60 70 80 90 100 110 120 130
VOL. ELUCION (mi)

—*— PROTEINA —=— ACTIVIDAD

Fig. 2.- Purificaciédn de Fi1 solubilizada en cloroformo, la
muestra corridé durante 48 hrs., a través de una columna de
sephadex G-200 de 60 X 1.5 ecm. La proteina de las fraccicnes
se determind .a 280 nm y la actividad por cuantificacién de
fésforo Libre.
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SEPHADEX-DEAE

U Abe
2

O 10 20 30 40 80 60 70 80 90 100
VOL. ELUCION (ml)

—¥-PROTEINA —=— ACTIVIDAD

F19. 4.- Purificacidn de r1 en sephadex-DEAE. La fraccion
colectada de la columa de G-200 con actividad de ATPasa se
Zorcid a travées de una columna de 1.5 X 0.6 cm v se eluyd la
muestra mediante un gradiente de NaCl de 25 a 3500 mM.

SUSTRATO pumol Pi.min *.mg™* x
ATP 41.0 100
ADP 18.0 44
G6P 3.0 7

Fig. 4. Preferencia por sustratos. Actividad registrada
utilizando 3 mM de sustrato a pH 8.0 y 30 ~C.
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uM Pi min=1 mg prot.-1

10 20 30 40 60
TEMPERATURA

—¥-F1 —5 Mitocondrias

o uM Pi min-1 mg prot-1

[v] L 1 ] L
6.6 7.0 7.6 8.0 8.6 9.0

pH

—*— Mitocondrias —5—F1
Fig. B.- Condiciones de temperatura y pH éptimos para la

anzima S determind la actividad maxima utilizande un rango
de temperatura de 10 a B0 % y otro de pH de 68 a 9. En
presencia de AP 3 mM.



1NH1BIDORES

Se probd el efecto de distintos inhibidores en la actividad de
ATPasa mitocondrial y Fi1 purificada, encontrando que para la AlPasa
mitocondrial se presentd inhibicién por azida, oligomicina, vanadato,
DCCD, NEM, KNOs y molibdato de amonio, en orden decreciente, lo que
indica la presencia de otras ATPasas y fosfatasass en la fraccidn 1
no hay inhibicidén con molibdato de amonio, ni con KNOs, observandose
un 17 % de 1nhibicidn con vanadato, ademis de la inhibicidén especifica
de Fi, con NEM, DCCD v azida (F19.9). F1 es 1nhibida por azida, pero a
concentracion de lso= 2 mM, mavor a las reportadas para otras especies
{ 1m0 = 10-200 uM ), consiguiendoc la 1nhibicidn total con 5 mM. Se
observéd  1nhibicidén por vanadato, existen reportes que 1ndican que a
concentracionas menores de 500 (M se i1nhibe la ATPasa de plasmalema v
no la de mitocondria (36) polr lo que se eli191® wna concentracidn de
£50 M y aun asi se encontr® 1nhibicidn. Otros autores reportan
1nhibicidén por vanadato de la AlPasa mitocondrial de maiz con 50 M
(30).

Se observéd activacidn por tripsina para la ATPasa mitocondrial de
S50 X , no habiendo modificacién en la actividad de Fi purificada. E1
efecto de tripsina en la ATPasa mitocondrial fue activador, ya que
segun algunos 1nvestigadores, easta técnica desplaza la proteina
inhibidora, cuya funcién en plantas se atribuye a la subunidad &. En
el caso de F4 purificada la tripsina no mostrd efecto, lo que puede
explicarse porque algunos autores reportan el desplazamiento de la
pProteina 1nhibitoria de su si1ti1o de accidn, durante el procesco de
Fpurificacaon (12).



EFFECTO DE INHIBIDORES

(%) DE ACTIVIDAD DE ATPasa
20 '—
i

100 - -

80

40

AN
L

20

S50 MITOCONDRIA F1 PURIFICADA

Fi1g. /.- Efectc de inhibidores. Se registroé actividad
ATFasa Je mitocondria y ks purificada a 30°C, pH 8.0;
(as/inl de oligomicina, 100uM de DCCD, 100 M de NEM, 100 1M
Molibdato de’ Amonio, SU0 M de Vanadato de sodio, 2 mM
Az1da v 10 mM de KNOs.
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PARAMETROS CINETICOS

El valor de Km de la ATFasa mitocondrial disminuyd de 3.3 a 0.22
mM en la F1 purificada (Fi1g9. 6), esto era de esperarse, ya que los
valores de km disminuyen en las enzimas purificadas. Los valores de
Vmax se wmantuvieron constantes, tanto para las plantas control como
rara las crecidas en NaCl, en presencia y ausencia de NaCl wn wvtitro,
se observa que el valor de Vmax es seme)lante al de otros reportes
(36,38) y no se modifica en ningima de las condiciones experimentales:
no sucede lo mismo pPara los valores de Km, observandose una
disminucidn en la enzima de plantas salinizadas con respecto a las
control, tanto en mitocondrias como en la Fi1 purificada, en este casc
la Km 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
medio, pero es i1gual para la.s rplantas control y salinizadas. En otras
ATPasas como la de Plantago maritima la sal in wvivoe no afecta las
Propledades Cinédticas, Pero in vitro, si (4). Estos datos indican Qque
el NaCl podria incrementar la afinidad por el sustrato ya sea por
cambios conformacionales en la enzima o favoreciendo la interaccion
entre el sustrato , la enzima y posiblemente el magnesio, ya que se
sabe que e@s requer1do para que la enzima se una al sustrato. Se ha
encontrado que el Ma' en presencia de sodio i1ncrementa la actividad
de la enzima (12).



CULTIvVO HOAGL AND NaCl 100 mM
in witro Control NaCl Control NaCl
Kmz 3.3 2.158
ML TOCONDRI AS
VYmax: 0.57 0.58
Kmz 0.22 0.18 0.10 0.18
Fi
Vmax: O.60 0. 60 0. 62 0.80

Fig. B6.= Farametros Cinéticos.

La actividad fue registrada a

FH B.U y 40 °C, variando el sustrato de 0.2 a 9.0 mM; utili-

zando el modelo de Lineweaver-Burk.
expresan en pmol Pi.min

24

. mg

Los valores de Vmax se
» ¥ los dae Km en mM de AlF.



EFECTO LONICO

En cuanto al efecto de 10ones in vitro sobre la actividad de Fi,
se observé un efecto 1nhibitorio del sodioc en la enzima alslada de
plantas control (F19.8), observandose un comportamiento seme)ante para
el potasio (F19.7), el calcio estimula a bajas concentraciones e
inhibe a concentraciones mayores de S0 mM (Fi1g9.10). Fara €l caso de la
enzima ailslada de plantas crecidas en 100 mM de NaCl no se observa
inhibicidn con sodio, existiendo el mismo comportamiento para los
demas 1d4nes aunque menos significativo.

El 14n sodio activa la enzima de plantas control a 25 mM, a S0 mr
la mantienen 1nalterable y a 100 y 200 mM la 1nhibe, perc en el caso
de la enzima de plantas crecidas en salinidad el Nacl estimuld
ligeramente la enzima en todas las concentraciones aunque la
diferencia no es szmxficatlva. lo que concuerda con varias
referencias que reportan una estimulacidn de la enzima por sal
(16,20).

El efecto de 1ones en la actividad de ATFasa permite observar que
el potasio no modifica la actividad en la enzima dea Plantas
salinizadas y en la de plantas control la i1nhibe; comparando estos
resultados con otras referencias se encontrd que al potasio de 10 a
100 mM en mitocondrias de rata no muestra efecto alguno (12), pPero en
maiz y avena (30,34) estimula la actividad de la enzima, lo que
rermite suponer qua el efecto 14ni1co es distinto en mitocondrias de
animales y plantas.

]
-



EFECTO DE SODIO in vitro

> % ACTIVIDAD

L : AN AN AN AN
so B . . \\\ § \— \w
80 N\ W \ AN \\
\ \
20 | — \\ %\l \ \\""-f.
80

A A
0 26

100 200

NaCl (mM)
B conTROL NS SALINIZADAS
F19.8.- Efecto del sodio in vwitro, sobre la actividad de Fi

purificada de plantas control y salinizadas. E1l registro se
real1zé a pH 8.0 y 30 °C, con 3 mM de A1P.
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EFECTO DE POTASIO in vitro
\ \\\‘
Bl conTROL [ sALINIZADAS

F19.9.~- Efecto del potasio in vitro, sobre la actividad da Fi
purificada de plantas control y salinizadas. Condicionas

como en la Fig. 8.
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EFECTO DE CALCIO in vitro

% sotividad
140

120

100
80
80

40}

20 .-

0

) Al \
0 10 20 40 80 100
NaCl (mM)

B conTROL [N SALINIZADAS

Fi19.1u.- Efecto de calcio in vitro, sobre la actividad de Fi
Purificada de plantas control y salinizadas. Condiciones como
en la Fig. 8.



EFECTO DE MAGNESIO in vitro

% ACTIVIDAD

W

10 26 50 100
MgCi2 (mM)

I CONTROL SALINIZADAS

b\ W\
AN
Al

Fi13.11.- Efecto del magnesio in vitro, sobrae la actividad dea
F1 purificada de pPlantas control Yy salinizadas.

lLondiciones como en la Fi1g. 8.



EFECTO DEL CLORO
in vitro

% actividad
120

100}
80
80
40

20}-

0

F19.12.- Efecto del cloro in vitro, sobre la actividad de
k1 purificada de plantas control y salinizadas. Condiciones
como en la Fig9. 8.



EFECTO DE CO3

% ACTIVIDAD
20

Fig9. 13.- Efecto del bicarbonato i(n vitro, sobre la actividad
de Frs purificada de plantas control y salinizadas.
Londiciones como en la Fig9. B.
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EFECTO DE SO4 in vitro

% ACTIVIDAD
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l4.~- Efecto del sulfato in vitre, sobre la actividad de

F1 purificada de wlantas control y salinizadas. Condiciones

o en la F13. B.



£l calcio en las plantas control, estimula hasta 20 mM vy 2
concentraciones mayores de 40 mM i1nhibe, pero en el caso da la enzima
de plantas salinizadas la actividad se mantiene constante en todas las
concentraciones. En raiz de Avena sativa, Triticuwn aestiun y Brassica,
la actividad de la ATPasa se estimula en presencia de calcio (8, 13).

El 16n magnesic activa ligeramente a 10 mM pero a concentraciones
mayores de 25 mM i1nhibe la enzima de plantas control, no asi para las
plantas salinizadas donde la actividad se mantiene i1gual en cualquier
concentracion.

Se observd que el cloro activéd la enzima (F19.12); el CoOs al
igual que el S04 la 1nhiben (Figs. 13-14); lo que concuerda con los
resultados de Sze (36).

Los resultados muestran una mayor influencia de los cationes que
de los aniones lo que descarta la posibilidad de 1ncurrir en
interpretaciones errdneas al utilizar sales.

COMBINACION DE CATIONES

Con respecto a la combinacidén de cationes Na'- k*, Na'- Ca'z
Na"®- me'®, K'- mg®?, K'- ca'?, ca’*- me'? (F1g.15), también
evidenclid diferencias entre la enzima de Plantas control y
salini1zadas; para la F1 alslada de plantas control todas las

combinaciones inhibieron la actividad, paro en al caso de Fi de

»

rplantas crecidas en stress salino, solo Na®-k* inhibid, l«ia"—t;a‘2

+2

k'-Ca'? no modifican la actividad y Na'-Ma*?, K'-me'? y ca'?-mg'?
incrementan la actividad. Cuando esta presente el catidén divalente
(ﬂo"l las plantas salinizadas estimulan la actividad, f $14]

importar la combinacidon; en plantas control cualquier combinacidn
inhibe. La combinacion de sodio y potasio inhibe en ambos casos.
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EFECTO DE CATIONES

% ACTIVIDAD
20

100

80

80 §\\\E
\
\

o - A LSRN
CONTROL  Na-K Na-Ca MNa-Mg K-Ca K-Mg Qa-idg

40 -

20

50 mM
I CONTROL
Fie.15%.- Efecto de la combinacién de cationes in vitro,
sobre la actividad de ks puriticada de plantas control Yy

salinizadas. El registro se realizé a pH 8.0 y 30 °C, con 3
mM de ATF. Se probaron dos 1ones a la vez en concentracidén
final de Su mMm.
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IONES INTRAMITOCONDRIALES

Al evaluar los 10nes 1ntramitocondriales en plantas control vy
crecidas en NaCl 100 mM se observéd que los niveles de sodio aumentaron
en mAs del 40 X en las plantas salinizadas, por el contrario el
Potasio disminuyd al 50 X en las plantas salinizadas. El calcic se
mantuvo 19ual en las plantas control y salinizadas. El magnesio se
incrementd aproximadamente un lU X en las plantas salinizadas.

De alguna manera la concentracidn del total de i1ones es casl la
misma: U.82 ipmoles/mg prot. para las control v U.30 pmoles/mg prot.
para las salinizadas; al i1ncrementarse el sodio (y en menor Proporcidn
el magnesico) en las plantas salinizadas el potasio disminuys,
FPOsSlblemente para equllibrar y mantener la concentracidén total
constante.

Fosiblemente as al 14N potasio el que modifica mas
significativamente su concentracién , al incrementarse &l sodio debido
a qua aeste 14n parece no taenar una funcidn relevante en la
mitocondria, de tal manera que su salida no afecta su funcionamiento,
contrario a lo que sucederia s1 fuesen calcio o0 magnesio los que
sufrieran cambios va que estos 10nes juegan un papel 1mportante en la
fostorilacién oxidativa.

SUBUNIDADES CONSTITUYENTES

En lo que respecta a las subunidadas constituyentes de Fi, se
observd el mismo patrdn reporr,_ado Para otras especlas » con Pesos
moleculares qua caen en los mismos rangos (F19.18). Se detectaron los
D tipos de subunidades Con Pes0os moleculares de: o 52 KD, 7 46 KD,
¥ 37 KD, 6 25 KD y ¢ 15 Kb. Si1endo muy semejantes a los de Fi1 de malz
(33). No se observéd una sexta subunidad, qua han denominado &',
reportada en papa y remolacha (25), esto concuerda con al hecho de qua
las ATPasas se han mantenido a 1o largo de la avolucidn casi sin
cambl0s.

ol
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IONES INTRAMITOCONDRIALES

moles/mg prot.
0.4

0.36

0.3

0.28

0.2
0.18

0.1

0.06 —

B sopio POTASIO caLcio I MAGNESIO

Fig.- 17.- Cuanti1ticacidn de 1ones 1ntramitocondriales. Se
alslaron mitocondrias de plantas control y salinizadas y se
rompleron  para liberar los 10nes vy cuantificarlos por

espectrofotometria de absorciédn atémica.

36



BSA

~ >

AC

Sy

LA €

Fig. 16. - Subunidades constituyentes de Fi purificada. El gel
de la derecha presenta un patrén de proteinas cCuyos pesos
moleculares son: BSA (66 KD), AC (20 KD), alA C14.2 KDD.A
partir de wuna grafica de log de PM vs Rf se interpolaron
lne PM de las subunidades: a (82 KD), 2 (48 KD), y (38 KD,
A (25 KLy vy £ CLSKDD
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CONCLUSI ONES.

La técnica de aislamiento vy purificacion de AlPasa mitocondrial (Fi)
basada en extraccidn con cloroformo y purificacidon por filtracidn en
gel & 1ntercambic 146nico brinda buenos resultados en cuanto a
recuperacicn y estabilidad.

La concentracidn de sodio 1ntramitocondrial de hipocotilos de
amaranto, se 1ncrementa cuando las plantas crecen con 100 mM de
NaCl en el medio.

El NaCl en el cultivo ocasiona un cambic en las concentraciones de
K mg *

La Fr1+ de amaranto comparte las caracteristicas principales de

*y Ca ""intramitocondrial con respecto a las plantas control.

ATFasas de otras especles como el pH y temperaturas &pPLIMOS,
Parametros cinédticos, subunidades constituyentes y peso molecular.
La Km disminuye por efecto de NaCl, tanto in vitro,como in vivo.

La mayor afinidad de la enzima por el sustrato ocasionado por el
NaCl, podria estar relacionado con un mayor aporte energétlico para
contrarrastar el efecto de la sal en la planta, mediante transporte

1GN1COo O pOr alguna otra via.
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