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RESUMEN

En células vegetales, el calcio juega un papel importante en el mecanismo de

respuesta a varias señales externas y hormonales, ya que al aumentar su

concentración en el citoplasma se desencadenan cascadas enzimáticas que

promueven diversas respuestas fisiológicas.

La formación de raíces adventicias inducida por auxinas involucra respuestas

génicas y metabólicas en las que el calcio participa como segundo mensajero. Dentro

de los mecanismos que regulan la concentración de calcio citosólica se encuentran los

canales iónicos y las ATPasas-Ca2+ de distintos compartimentos celulares. Aún

cuando existen controversias, los reportes sugieren que las auxinas modifican la

actividad de ATPasas-Ca2+ para incrementar ¡a concentración de calcio en el citosol,

estimulando la formación de raíces adventicias. El presente trabajo tuvo como objetivo

determinar la participación de ATPasas-Ca2+ en el mecanismo de formación de raíces

adventicias promovido por auxinas. Para este fin se purificaron membranas de

mitocondria, plasmalema, tonoplasto y retículo endoplásmico por centrifugación

diferencial y ultracentrifugación en gradiente discontinuo de sacarosa, y se determinó la

actividad de ATPasa mediante la cuantificación de fosfato libre por el método

modificado de Taussky y Shorr.

La actividad de ATPasa se midió en presencia de inhibidores de otras posibles

ATPasas contaminantes y condiciones óptimas previamente determinadas (como pH,

temperatura, tiempo de incubación, distintas concentraciones de sustratos y

moduladores).

El ácido indol-3-acético y el ácido indol-3-butírico no mostraron un efecto significativo

sobre la actividad hidrolítica de la ATPasa mitocondrial, pero inhibieron en un 50 % la

actividad de ATPasa-Ca2+ de plasmalema, un 40 % la de tonoplasto y un 30 % la de

retículo endoplásmico. Estos resultados sugieren una disminución en la extrusión de

calcio al espacio extracelular, así como un retardo en la compartamentalización en la

vacuola y el retículo, que son los principales reservónos de calcio en la célula; esto

podría ocasionar un incremento en la concentración de calcio citosólico, que a su vez

desencadenaría cascadas enzimáticas involucradas en la promoción rizogénica.



INTRODUCCIÓN

La producción de raíces adventicias es uno de los factores críticos en la

reproducción asexual de plantas y es un proceso que cobra gran importancia cuando

se requiere propagar una especie sin que se pierdan sus caracteres genéticos por

causa de la segregación característica de la reproducción sexual. Por ello es importante

entender los mecanismos por los que la planta logra la formación de dichas raíces.

Desde la década de los años 30's, se ha determinado que las hormonas, y en particular

las auxinas, tienen una participación relevante en la promoción radicular (Salisbury y

Ross, 1994).

El término auxina proviene del griego "auxen" que significa incrementar. Estas

sustancias producen diversos efectos en el desarrollo y morfogénesis, promueven la

elongación de la radícula y la división celular y juegan un importante papel en las

respuestas al crecimiento unidireccional ocasionado por un estímulo lamados

tropismos (Taiz y Zeiger, 1998).

Las auxinas presentes en plantas son el ácido indol-3-acético (AIA) cuyos

efectos se conocen más que el de otras auxinas; el ácido 4-cloroindolacético (4-CI-AIA),

que se encuentra en semillas jóvenes de varias leguminosas (Engvild, 1986); el ácido

fenilacético (PAA), que con frecuencia es más abundante que el AIA, aunque mucho

menos activo (Wightman y Lighty, 1982; Lueba y LeTorneau, 1990), y el ácido indol-3-

butírico (AIB) presente en hojas de maíz y en varias dicotiledóneas, fig. 1, (Schneider et

al, 1985;Epsteinefa/., 1989).

También existen algunos compuestos sintéticos que ocasionan respuestas

fisiológicas comunes al AIA, como el ácido nafta I en acético (ANA), el ácido 2,4-

diclorofenoxiacético (2,4-D) y el ácido 2-metil-4-clorofenoxiacético (MCPA) (Salisbury y

Ross, 1994).



ACIDO INDOL-3-ACETICO ACIDO INDOL-3-BUTIRICO

Fig. 1.- Estructura de las moléculas con actividad auxíníca.

El AIA es sintetizado en el meristemo apical y es transportado hacia tallos y

raíces; su acción depende del estado de desarrollo del órgano o tejido, de su

concentración y de la proporción a la que se encuentre con respecto a otros

fitorreguladores. A pesar de los pocos estudios realizados con el AIB, se ha establecido

su mayor capacidad para inducir la formación de raíces adventicias, por lo que se utiliza

con frecuencia como enraizador comercial (Salisbury y Ross, 1994).

La regulación de los niveles de auxina en la planta depende de la tasa de

síntesis, de la velocidad de transporte, de la formación de conjugados y de la tasa de

degradación del compuesto.

Como toda hormona, las auxinas deben ser transportadas de un órgano o tejido

a otro. El AIA suele translocarse a través de células parenquimatosas que se

encuentran en contacto con haces vasculares. El movimiento de auxinas es lento en

raíces y tallos: 1 cm h"\ aunque es 10 veces más rápido que si sólo se tranportara por

difusión. El transporte de auxinas es polar, en tallos se presenta de manera

preferencia! en sentido basipétalo (Alón, 1987).



El transporte de la auxina requiere energía metabólica, pues es susceptible a los

inhibidores de la síntesis de ATP o la carencia de oxígeno. Otros inhibidores del

transporte polar de auxinas son el ácido 2,3,5-triyodobenzóico (TIBA) y el ácido

naftiltalámico (NPA), que interfieren directamente en el transporte, por lo que se les

conoce como antiauxinas. Además el transporte de auxinas depende de la participación

de calcio (Jarvis y Yasmin, 1985).

Las plantas poseen un sistema que les permite formar conjugados auxínicos, en

donde el grupo carboxilo del AIA se combina de manera covalente con otras moléculas,

para formar derivados como la amida del ácido indolacetilaspártico y los esteres del

AlA-inositol y del AlA-glucosa (Cohén y Bandurski, 1982; Caruso, 1987). En general

las plantas pueden liberar AIA a partir de estos conjugados mediante hidrolasas, lo que

sugiere que los conjugados son una forma de almacenamiento de AIA. Los conjugados

también pueden ser formas más fácilmente transportables (Caruso, 1987).

La planta también cuenta con sistemas para degradar al AIA; uno de ellos

implica la oxidación por O2 y la pérdida del grupo carboxilo en forma de CO2. Los

productos son variables, pero casi siempre el 3-metilenoxindol es el principal. Esta

actividad se ha denominado como AIA oxidasa y reside en enzimas que también tienen

actividad de peroxidasa (Savitsky et al, 1999). Existen varias ¡soenzímas de AlAoxidasa,

siendo la mayoría de ellas semejantes a las peroxidasas implicadas en la formación de

lignina.

Las auxinas sintéticas así como las auxinas conjugadas, no son degradadas

activamente por estas oxidasas, por lo que se considera que permanecen más tiempo

en la planta que el AIA.

Estas hormonas promueven la producción de raíces adventicias a

concentraciones de 10"7 a 10~13 M, dependiendo de la especie y la edad del vegetal. En

particular, promueven la elongación de raíces en tallos de especies leñosas, las cuales



poseen primordios de raíces adventicias que están latentes. Dichos primordios con

frecuencia se encuentran en los nudos o en los lados inferiores de los tallos que se

localizan entre los nudos y aún en el caso de que los tallos carezcan de primordios,

forman raíces adventicias, lo cual es una consecuencia de la división de una capa

externa del floema (Salisbury y Ross, 1994; Viesser y col, 1995; Jarvis y Yasmin, 1985).

La formación de raíces adventicias en segmentos de tallo y hoja comprende 4

etapas: a) desdiferenciación, b) inducción, c) diferenciación y d) elongación.

El periodo de determinación durante el cual los órganos se inducen por el

balance de reguladores del crecimiento para seguir una vía de desarrollo particular,

puede ocurrir mediante dos vías:

1. involucra la formación directa de primordios de raíz a partir de células

asociadas o próximas al sistema vascular, y

2. formación indirecta de raíces adventicias con un periodo intermedio de

divisiones de células indiferenciadas. Las especies de difícil enraizamiento siguen este

patrón.

En la inducción de raíces in vitro el tejido se vuelve competente (capaz de

reaccionar a las auxinas) y después de una incubación prolongada con auxinas, el

tejido se vuelve determinado y el proceso de formación de raíces se inicia. Se requiere

una alta concentración de auxina sólo durante la fase de iniciación y el crecimiento,

posteriormente este es inhibido por altas concentraciones de auxinas, por lo que en la

fase de emergencia se hace un transplante a un medio sin auxinas o se aplica luz y

riboflavina para oxidar la auxina (Gorst et al, 1983).

No se conocen las acciones específicas desencadenadas por las auxinas y que

deben realizarse de forma organizada para permitir la diferenciación del tejido.



Se sabe que hay una activación de genes después de la aplicación exógena de

auxinas. Se ha asociado un receptor (ABP) con la respuesta a auxinas, del cual se ha

determinado la secuencia de aminoácidos a partir de la secuencia del DNA que la

codifica. Esta proteína parece ser un homodímero compuesto por dos polipéptidos de

unos 20 kDa cada uno. Este supuesto receptor existe sobre todo en el retículo

endoplásmico, pero también se encuentra cerca de la superficie externa de la

membrana plasmática (Napier y Venis, 1990).

En diversos experimentos se ha determinado que la formación de raíces no

depende de la aplicación exógena de auxinas, lo cual indica que la hormona se sintetiza

en el tejido de manera suficiente para cubrir sus necesidades. Además, se ha

demostrado que los ácidos indol-3-ácetico e Índol-3-butírico estimulan la iniciación de

raíces en cortes de tallos. Se ha probado también el efecto de conjugados sintéticos en

la promoción de raíces adventicias, con resultados superiores a los encontrados con

hormonas naturales, debido probablemente a que los conjugados resisten la

degradación enzimática (Salisbury y Ross, 1994).



ANTECEDENTES

La aplicación exógena de calcio estimula la formación de raíces laterales en

hipocotilos de frijol mungo (Jarvis y Yasmin, 1985).

Los cambios en la concentración de calcio citosólico están involucrados en la

respuesta de células vegetales a varias señales externas y hormonales. El papel del

calcio como segundo mensajero es posible no sólo por la apertura y cierre de canales

de calcio, sino también por la fina regulación del transporte activo.

Se ha demostrado que diferentes respuestas de las células vegetales involucran

cambios locales o globales en la concentración citosólica de Ca2+ libre (Tester, 1990).

Sievers y Busch (1992) reportaron que al tratar raíces de berro con inhibidores délas

ATPasas transportadoras de calcio presentes en retículo endoplásmico, la curvatura

provocada por la respuesta gravitrópica se inhibió drásticamente, indicando que los

cambios en la concentración citosólica de Ca2+ deben constituir la señal necesaria para

la gravirrecepción.

En maíz la fosforilación de varios polipéptidos (de membrana y solubles) fue

promovida por la adición de Ca2+ y se incrementó en presencia de calmodulina

(Veluthambi y Poovaiah, 1984). Más recientemente, Verhey y colaboradores (1993) han

caracterizado cinasas de membrana plasmática que requieren calcio, aisladas de

plántulas de calabaza. Honda et a/., en radículas de soya (1994) encontraron una

cinasa de proteínas dependiente de Ca2+ y fosfolípidos que no se parece a la de

mamífero pues carece de estimulación por el ester de forbol.

Las evidencias, aunque hasta ahora escasas, de la presencia y la actividad de

los elementos que participan en la modulación covalente por

fosforilación/defosforilación de proteínas sugieren la existencia de un sistema similar al

que se ha caracterizado en animales.



Overvoorde y Grimes (1994) reportaron que la formación de embriones en

zanahoria disminuyó cuando !a concentración de calcio en el medio se encuentraba por

debajo de un umbral de 200 uM. Los bloqueadores de canales de calcio, verapamil y

nifedipina, así como el ionóforo A23187, inhibieron la formación de dichos embriones,

sugiriendo que el Ca2+ exógeno o el mantenimiento de los gradientes de este ion se

requieren para el desarrollo apropiado del embrión. En este mismo trabajo se indica que

la calmodulina activada (el complejo CaM-Ca2+) está localizada en las regiones

meristemáticas de los embriones en desarrollo.

Se ha demostrado que el Ca2+ actúa intracelularmente como una molécula seña!

tanto en plantas como en animales (Marmé, 1985;Hepler y Wayne, 1985, Gilory,

Blowers y Trewabas, 1986; Alian y Trewabas, 1987; Kauss, 1987).

En los tejidos vegetales, e! ion calcio se encuentra presente en el citosol en

concentraciones submicromolares y en compartimentos extracitosólicos en

concentraciones milimolares. Se considera que actúa como un segundo mensajero de

señales externas que determinan cambios en las células (Hepler y Wayne, 1985),

actuando como un elemento de acoplamiento estímulo-respuesta que conceptual mente

implica que un estímulo fisiológico conduce a cambios en la velocidad de flujo de Ca2+

entre reservónos internos o externos y el citoso!.

El cambio resultante en la concentración de Ca2+ libre en el citosol representa la

señal capaz de regular la actividad de las enzimas blanco respectivas, expresándose en

un efecto fisiológico (Kauss, 1987), como se esquematiza en la figura 2.

El control del calcio intracelular es mediado por un conjunto de canales que

dependen de un potencial electroquímico de calcio ( pCa2+) que existe a través de la

membrana plasmática, del tonoplasto y del retículo endoplásmico. Los gradientes de

calcio a través de estos organelos son generalmente estables, sin embargo ocurren

cambios durante la transducción de señales.
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HORMONAL 1
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Fig. 2. Elementos del transporte y homeostasis de calcio asociados a respuestas

celulares inducidas por señales hormonales en una célula vegetal hipotética. La

fitohormona (1) es percibida por un receptor en la membrana plasmática. La percepción

de la hormona puede ocasionar cambios en la actividad de la ATPasa-Ca2+ (2) o de

canales y acarreadores (3), resultando en cambios, usualmente incremento en la

concentración de calcio en el citosol (4). Alternativamente, la hormona puede provocar

un segundo mensajero (5) como el calcio cítosólico, o el 1P3 relacionado con el almacén

de calcio intracelular (6). El incremento en la concentración de calcio citosólico activa

proteínas que unen calcio (7) y estas proteínas activan enzimas que inician una cadena

de eventos en cascada que dirige una respuesta celular específica (8). Modificado de

Bethkeefa/, 1995.
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Existen gradientes menores entre ei citosol, los cloropiastos y las mitocondrias,

pero los cambios en ellos también involucran cambios en la actividad fotosintética y

respiratoria, (Terry, etal. 1992).

El potencia! eléctrico a través de la membrana plasmática es de entre -150 y -200

mV y la diferencia resultante del potencial de membrana de calcio calculado mediante la

ecuación de Nernst es de -45 a -60 kJ • mol"1 (Geisler et al, 2000). Por lo que se

requiere energía para remover el Ca2+ del citosol en contraste con la entrada que es a

través de canales pasivos (Sanders et al, 1999).

Funcionalmente estos transportadores se dividen en dos clases: los que median

la entrada (como los canales de calcio) y los que median la salida de calcio (como las

ATPasas-Ca2+ y los antiportadores de Ca27 H+). Estas moléculas se distribuyen

asimétricamente en el plasmalema, retículo endoplásmico, tonoplasto, mitocondria y

plástidos; el control de su actividad puede ser influenciado por cambios en el gradiente

eléctrico a través de las membranas biológicas (Terry et al., 1992), fig. 3.

Los canales permeables a los iones calcio en cualquiera de estas membranas

pueden activarse por un rápido incremento en la concentración citisólica de iones

calcio (Terry etal., 1992). En células internodales de Chara se ha descrito un influjo que

oscila entre 0.2 y 0.7 nmoles m"2s"\ el cual se incrementa a 2 nmoles m"2s"1 en

soluciones con alta concentración de calcio y al doble de este último valor en soluciones

con potasio elevado. Los resultados sugieren que el voltaje regula la permeabilidad de

los canales de calcio (Reid y Smith, 1992).

Hasta muy recientemente (Kluesener et al., 1995) no se había demostrado la

presencia de canales de calcio en el retículo endoplásmico de células de plantas

superiores y no se sabe mucho acerca de los sistemas de transporte en mitocondrias y

plástidos de plantas excepto que son capaces de acumular calcio del citosol (Evans,

1988).
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Figura 3. En la figura se observan el tipo y la localización de los transportadores

involucrados en mantener la homeostasis de calcio citosólico en células vegetales. Se

representa también la participación del bombeo de protones en el transporte de calcio.

La ATPasa-H+genera un potencial de membrana negativo (típicamente -150 mV). La

expulsión de calcio al medio extracelular depende principalmnte de una ATPasa-Ca2+

y en segundo lugar de un antiportador nH+/Ca2+ que utiliza el gradiente electroquímico

ge n e r a c jo por la ATPasa-H+. En la membrana plasmática también existen canales

permeables al calcio que permiten su incorporación a la célula, uno de ellos activado

por depolarización de la membrana. El sistema de transporte en tonoplasto incluye una

ATPasa-Ca2+ que incorpora calcio a la vacuola en contra del gradiente de

concentración. Existe también una ATPasa-H+ que genera un potencial de membrana

positivo en el interior de la vacuola (entre +20 y +50 mV), que es utilizado por un

13



antiportador Ca /H que incorpora calcio a la vacuola y dos tipos de canales que

permiten la salida de calcio hacia el citoso! uno estimulado por IP3 y otro dependiente

de voltaje. En el retículo endoplásmico se encuentra una ATPasa-Ca2+ que incorpora

calcio hacia las cisternas. En el cloroplasto se encuentra una ATPasa-Ca2+ y un

uniportador que utiliza la energía generada en el transporte fotosintético para incorporar

calcio al estroma. En la mitocondria se encuentra otro uniportador que incorpora calcio

a la matriz mediante el la energía generada en el transporte oxidativo y un canal que

permite la salida de calcio hacia el citosol. Modificado de Askerlund y Sommarin, 1996.

La mayor atención se ha enfocado en reportes recientes a los canales de calcio

en tonoplasto y membrana plasmática (Terry eí al , 1992). Se han encontrado en el

tonoplasto 2 clases de canales de calcio. Un tipo es activado por inosítol 1,4,5-trifosfato

(IP3) tanto en vesículas aisladas (Schumakery Sze, 1987) como en vacuolas completas

(Alexander eí al, 1990). Se asemejan a los canales de retículo endoplásmico de células

animales en que son inhibidos por heparina, para la que tienen gran afinidad (Brosnan y

Sanders, 1990).

El otro tipo es dependiente de voltaje, es insensible al IP3 y se caracteriza

también porque el Zn2+ y el Gd3+ son inhibidores efectivo del flujo (Johannes eí al.,

1992). Es relativamente poco lo que se conoce sobre canales de calcio de plasmalema

en plantas. Los estudios de fijación de voltaje en Charophytas indican la presencia de

un canal sensible a diferencia de potencial (Shiina y Tazawa, 1987) que es bloqueado

por nifedipina, pero que es insensible al verapamil (Tester, 1990). La existencia de un

canal equivalente a éste en plantas superiores no se ha demostrado (Graziana eí al.,

1988). En cambio sí hay evidencia que apoya la existencia de un canal sensible al

verapamil en protoplastos de Amaranthus (Rengel y Eliiot, 1992).
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El canal de calcio que reportan Kluesener y colaboradores (1995) se encuentra

en el retículo endoplásmico de Bryonia dioica es dependiente de voltaje y es bloqueado

por Gd3+. El gradiente eléctrico puede ser afectado por la actividad respiratoria o incluso

por la acción de auxinas que tiene la propiedad de hiperpolarizar la membrana

plasmática en protoplastos de mesófilo de tabaco (Barbier-Brygoo et ai, 1989).

También se ha reportado que con pequeños cambios en la concentración de

iones calcio pueden originarse cambios en la permeabilidad hacia otros iones, y afectar

la turgencia de las células.

Las ATPasas protónicas son las enzimas responsables de la homeostasis de la

concentración de protones. Su función es utilizar el gradiente electroquímico de

protones para la formación de ATP, el cual puede ser utilizado por otras bombas

iónicas y la energía liberada en la hidrólisis servirá para e! movimiento de iones o

nutrientes. Las ATPasas protónicas pueden dividirse en 3 clases:

a) la ATPasa tipo Membrana Plasmática (tipo P), que opera vía un intermediario

enzima-fosfato covalente como parte de una bomba iónica y es inhibida por vanadato.

La función de esta ATPasa es secretar protones y con e!lo mantener una diferencia de

pH, ácido en el exterior de la célula y un potencial negativo en el interior. Estas son muy

similares a las ATPasas de Na+/K+, de K+ y de Ca+2 y se les confiere un origen

evolutivo común (Serrano, 1990).

b) las ATPasas tipo Eubacteria ( tipo F), que se encuentran en membrana de

mitocondria, cloroplasto y plasmalema de procariontes, funcioanan co un intermediario

enzima-fosfato no covalente y este fosforüa al ADP a expensas de la Fuerza

protonmotriz formada por el transporte electrónico oxidativo o fotosintético. Son

inhibidas por diciclohexilcarbodimida y azida y por oügomicina solamente !a

mitocondrial.
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c) las ATPasas de tipo vacuolar (tipo V) que funcionan en el control del bombeo

de protones dentro de organelos de sistema vacuolar por un mecanismo desconocido

que posiblemente no involucre a un intermediario enzima-fosfato covalente. Sensibles a

nitrato (Nelson, 1988).

Durante mucho tiempo no había sido posible medir cambios en la concentración

de calcio citosólica, según lo reporta Kauss, 1987. Actualmente se sabe que varias

respuestas de las células vegetales involucran cambios previos en la concentración

citosólica de calcio libre (Tester, 1990). Se han empleado microelectrodos sensibles,

fotoproteínas y quelantes fluorescentes sensibles al calcio, llegándose a establecer por

estos medios, los cambios en la concentración de Ca2+ citosólico (Terry et al., 1992).

Sin embargo, aún permanece la incertidumbre acerca de las fuentes que son

responsables de la elevación de la concentración citosólica de los iones calcio.

Se mantiene una concentración citosólica de Ca2+ de 0.1 uM gracias al

transporte a través de diferentes sistemas membranales, que incluyen el tonoplasto, el

retículo endoplásmico, las envolturas de plástidos y mitocondrias y la membrana

plasmática.

Las bombas de calcio son ATPasas tipo P, que ya han sido clonadas y muestran

homología con las ATPasas de retículo de mamíferos (Geisler eí al, 2000).

El principal transportador de Ca2+ de la membrana plasmática es la ATPasa-

Ca2+, que muestra muchas similitudes con su equivalente en células de mamífero. Este

transportador ha sido purificado a partir de coleoptilos de maíz, está formada por un

solo polipéptido con una masa de 140 kDa. La masa molecular estimada para !a

enzima de rábano es de 133 kDa (Rasi-Caldongo eí al., 1995). Tiene una

estequiometría Ca2+/ATP cercana a uno. Durante su ciclo catalítico forma un
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intermediario fosforilado, por la transferencia del fosfato gama del ATP a un residuo

específico de ácido aspártico y su actividad es inhibida por el ortovanadato, por lo que

esta enzima ha sido clasificada dentro del grupo de las ATPasas tipo P. Se ha

observado en varias especies diferente sensibilidad de la ATPasa-Ca2+ de plasmalema

a la calmodulina (Kurosaki, 1997).

Una dificultad para registrar la actividad de esta bomba es distinguir su actividad

de la ATPasa-H+. Este problema se ha resuelto parcialmente sustituyendo al ATP por

ITP o GTP, ya que la ATPasa- Ca2+ tiene una afinidad semejante por estos sustratos a

diferencia de la ATPasa-H+ (Carnelli etal., 1992).

La Km aparente estimada para ATP se encuentra en un rango de 4-300 uM y los

valores más bajos se han obtenido en presencia de un exceso de Mg2+. La Km

aparente para calcio está en el rango de 0.4-8 uM. El pH óptimo para su actividad se ha

determinado entre 7.2 y 7.8 (Sommarin y Somarin, 1996).

La ATPasa-Ca2+ de plasmalema se caracteriza por mostrar alta sensibilidad a

derivados de fluoresceína iodada como la eritrosina B. Se asume que este inhibidor

modifica un residuo de lisina, causando una inhibición de la unión de ATP (Serrano,

1990); cabe destacar que las ATPasas de membranas intracelulares son menos

sensibles. La bomba de Ca2+ de plasmalema es sensible a ortovanadato, indicando la

formación de un intermediario fosforilado covalentemente durante el ciclo catalítico. La

potencia del ortovanadato depende de la composición iónica del medio y de la

concentración de ATP, reportándose valores de Dl5o entre 2-500 uM (Serrano, 1990).
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2+Tabla 1. transportadores de Ca2+ de vesículas de membrana plasmática.

Tejido/especie

Raíz de betabel

Hoja Commelina communis

Raíz Arabidopsis thaliana

KmATP KmCa¿*

\M

0.37

300 4.4

15

Calmodulina

Estimula 2X

No estimula

Estimula 1.5X

M. Mol.

kDa

124

n.d.

n.d.

pH óptimo

7-7.5

7.2

6.9-7.5

n.d. - no determinada. Modificado de Evans y Williams(1998); Geisler et al (2000).

El retículo endoplásmico de las plantas superiores también tiene una ATPasa-

Ca , que incorpora a este organelo calcio desde el citosol además de la actividad del

antiportador calcio/protón (Evans; Briars y Williams, 1991).

La ATPasa-Ca2+ de retículo endoplásmico es similar a la del plasmalema, pero

hidroliza ITP o GTP en un 25-50% con respecto al ATP. La Km aparente para ATP se

encuentra entre 70 y 400 uM y los valores de Km para calcio de 0.1 a 7.5 uM, similares

a los de la bomba del plasmalema. Se reportó un pH óptimo entre 6.8 y 7.5 (Bush,

1995).

Al igual que la ATPasa-Ca2+ del plasmalema, la de retículo endoplásmico se

inhibe con vanadato y eritrosina B. Sin embargo, la sensibilidad a eritrosina B es por lo

menos diez veces menor. El intermediario fosforilado aislado de betabel tiene una masa

de 119 kDa y es sensible a hidroxilamina (Thomson et al, 1993).
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Tabla 2. Transportadores identificados en retículo endoplásmico.

Tejido/especie

Raíz de betabel

Raíz de betabel3

Céls. Susp. Zanahoria

Coleoptilos de maíz

KmCa

\M

7.5

0.92

n.d.

n.d.

Calmodulina

No estimula

n.d.

Estimula 3-4X

Estimula

M. Mol.

KDa

96

119

120

102

n.d. - no determinada.a otro autor. Modificado de Evans y Williams (1998)); Geisler et

al (2000).

Empleando gradientes de sacarosa se consigue separarar perfectamente dos

fracciones que corresponden a la ATPasa-Ca2+ del plasmalema y a la del retículo

endoplásmico usando marcadores membranales específicos (Hsieh etai, 1991).

Se ha sugerido que la vacuola y el retículo endopíásmico son los principales

reservónos de calcio en la célula que podrían liberarlo durante la transducción de

señales. El calcio es transportado a través del tonoplasto por un antiportador H+/ Ca+2

que utiliza la diferencia de potencial electroquímico y tiene una baja afinidad por calcio.

Además, existe una ATPasa-Ca2+ con una alta afinidad por calcio y es estimulada por

calmodulina (Evans et al., 1991).

La diferencia de potencial para el Ca+2 a través del tonoplasto se ha calculado

entre 28 y 34 kJ mol ~1. La concentración de calcio vacuolar es aproximadamente 1 x

10"3 M . Asimismo, se ha observado que el movimiento de calcio en el retículo es

sumamente rápido (Evans y Williams, 1998).
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Tabla 3. ATPasas de Ca2+ identificadas en tonoplasto.

Tejido/especie

Células. Susp. Zanahoria

Fruto de manzana

Flores de coliflor

KmATP KrnCa

n.d. n.d.

n.d. 43

n.d. 2 (+C)

Calmodulina

Estimula

Estimula

Estimula

M. Mol.

kDa

120

n.d.

110

pH óptimo

n.d.

6.7

7.2

n.d.-no determinada, C-calmodulina. Moificado de Evans y Williams (998); Geisler et al

(2000).

La incorporación de calcio por ía mitocondria puede participar también en la

regulación de calcio citosólico, ya que este acarreador tiene 10 veces más afinidad por

calcio que el retículo endoplásmico. El mecanismo de entrada de calcio a la mitocondria

difiere entre especies en algunas especies participa un simple transportador y en otras

ocurre un cotransporte con fosfato. El calcio libre en la matriz difiere entre especies

desde 60 hasta 600 nM (Zottini y Zannoni, 1993). En contraste otras investigaciones

empleando isótopos reportan una Km de 30 uM (Muto, 1992).

La salida de calcio de la mitocondria en plantas es casi desconocido, es

independiente de sodio y fosfato e insensible a mersalyl (Silva et al., 1992) . Cambios

en la concentración de calcio en el citosol pueden relacionarse con el metabolismo

oxidativo en respuesta a un incremento en la demanda de energía (Askerlund y

sommarin, 1996).

El transporte de calcio al cloroplasto está asociado al transporte electrónico. La

concentración de calcio libre y unido a moléculas varía entre 4 y 23 mM, mientras que

en el estroma puede encontrarse desde 2.4 hasta 6.3 uM. (Evans etal., 1991).
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Las ATPasas tipo P también influyen en el crecimiento celular. De acuerdo con la

hipótesis de crecimiento por acidificación (Rayle y Cleland, 1977), las auxinas activan el

flujo protónico, provocando la relajación de la pared celular, mediante la ruptura de

enlaces en pH ácido o por la activación de enzimas que rompen la pared.

Esto ocasiona una modificación de la turgencia, por lo que se sugiere que las

ATPasas tendrían que compensar la presión celular que acompaña la elongación,

participando las ATPasas-H+ de plasmalema y tonoplasto (Michelet y Boutry, 1995).

Las auxinas incrementan la fluidez de las membranas de retículo endoplásmico y

de la membrana plasmática, por lo que aceleran los procesos de exocitosis. Las

auxinas también inducen un rápido incremento en la actividad de ATPasa-H+ de la

membrana plasmática, acelerando el transporte iónico probablemente involucrado en la

inducción de otros procesos (Michelet y Boutry, 1995).

Existe controversia acerca del efecto de las auxinas sobre la ATPasa protónica

de membrana plasmática, ya que algunos autores indican que las auxinas no tienen

efecto directo sobre la ATPasa, sino que modifican la permeabilidad de la membrana a

protones (Szponarski ef ai, 1991; Santoni ef al, 1990), pero otros señalan que existen

receptores de auxina en la membrana plasmática asociados a la ATPasa-H+, y que

esta es estimulada por auxinas ( Barbier-Brygoo ef a/., 1989). También se ha reportado

que el AIA estimula la incorporación de la ATPasa-H+ en la membrana plasmática (Jahn

eía/., 1996).

Como puede verse, los gradientes de calcio y protónicos juegan un

importante papel en la regulación del mecanismo de acción de las auxinas y por ello

pueden estar involucrados en ia rizogénesis. De ahí que sea importante analizar la

participación de las ATPasas, particularmente la ATPasa-Ca+2 del plasmalema, la del

retículo endoplásmico, y la de tonoplasto así como la ATPasa-H+ de la mitoconria en el

proceso de formación de raíces secundarias ya que estas enzimas pueden modificar los

niveles iónicos del citosol provocando respuestas específicas.

21



Las ATPasas de membranas biológicas juegan un papel importante en la

regulación iónica, por lo que fue el propósito del presente trabajo determinar si las

ATPasas-Ca+2 están involucradas en la elevación del calcio citosólico mediado por

auxinas durante la formación de raíces adventicias.

Objetivo general

Evaluar el efecto de las auxinas en la actividad de ATPasas-Ca2+ de hipocotilos

de frijol mungo (Vigna radiata).

Objetivos particulares

- Determinar el efecto de algunos inhibidores de ATPasas sobre la formación de

raíces adventicias en hipocotilos de frijol mungo.

- Aislar fracciones enriquecidas de ATPasas-Ca2+ de plasmalema, retículo

endoplásmico y tonoplasto y ATPasa-H+ de mitocondria de hipocotilos de frijol mungo.

- Evaluar la actividad de las ATPasas en presencia de AIA y AIB.

Para cumplir los objetivos planteados se empleó la siguiente metodología:
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MATERIALES Y MÉTODOS

OBTENCIÓN DEL MATERIAL BIOLÓGICO

Se emplearon 100 g de semillas de frijol mungo previamente tratadas con

hipoclorito comercial (a! 3 %) durante 30 minutos. Posteriormente las semillas fueron

lavadas con agua corriente y se mantuvieron en agua durante 24 h para su hidratación;

transcurrido este tiempo, se trasladaron a una cámara en obscuridad a 30° C y

humedad relativa de 70%, agregandoo sobre ellos agua destilada para recuperar la

pérdida por evaporación, durante 4 días.

BIOENSAYO

Las plántulas se cortaron a 5 cm por debajo del nodo cotiledonar para eliminar

las raíces primarias, colocándose 30 secciones de plántulas en recipientes con 30 mi

de solución conteniendo 100 uM CaCb, 100 uM AIA o AÍB, 100 uM o-vanadato de

sodio, 100 uM nitrato de potasio, 10 uM azida de sodio o 10 uM Rojo de Rutenio, y las

combinaciones respectivas de inhibidor, calcio y auxinas, manteniendo los tratamientos

por 24 hrs. Posteriormente se sustituyó esta solución por agua destilada,

manteniéndose en obscuridad a 30°C y humedad relativa de 70% durante 5 días.

Transcurrido este tiempo, se contó el número de raíces por plántula.

AISLAMIENTO DE FRACCIONES MEMBRANALES ENRIQUECIDAS.

AISLAMIENTO DE MEMBRANAS DE TONOPLASTO Y MITOCONDRIA.

100 g de hipocotilos se homogenizaron en 200 mi de medio conteniendo 250 mM

sacarosa, 25 mM MES-Tris pH 7.5, 3 mM EDTA, 1 % PVP, 1 mM DTT, 1% BSA y 1 mM

Cys, empleando una licuadora a velocidad media durante 8 seg. El homogenizado se

filtró a través de 8 capas de gasa y se centrifugó a 3 000 x g durante 10 minutos, se

recuperó el sobrenadante y se centrífugo a 11 000 x g durante 15 min, recuperándose

la pastilla que contenía las mitocondrias que se centrífugo a 10 000 x g durante 10
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minutos, mientras que el sobrenadante que contenía membranas de tonoplasto se

centrifugó a 126 000 x g durante 1 h, resuspendiendo después la pastilla en 5 mi del

medio que contenía 10 mM HEPES- Tris pH 7.2, 1 mM DTT y 10 % sacarosa . La

pastilla se purificó centrifugando a 110 000 x g durante 2 h en un gradiente discontinuo

de sacarosa (10 mi al 15 %, 10 mi al 33 % y 8 mi al 45 %), colectando la interfase 15/33

% (Alien efa/., 1995).

AISLAMIENTO DE MEMBRANAS PLASMÁTICAS

Se homogenizaron 100 g de hipocotilos en licuadora a velocidad media, durante

5 seg en 200 mi de medio conteniendo: 0.3 M sacarosa, 1 mM EGTA, 10 % glicerol, 5

mM DTT, 0.5 % BSA, durante 8 segundos y se filtró el homogenizado a través de 8

capas de gasa. El filtrado se centrifugó a 13 000 x g durante 15 min, para recuperar el

sobrenadante que se centrifugó a 80 000 g durante 30 minutos. La pastilla se

centrifugó en gradiente discontinuo de sacarosa 35 y 25 %, a 115 000 x g durante 3 h,

recuperando la interfase 35/25 (Packer y Douce, 1987).

AISLAMIENTO DE MEMBRANAS DE RETÍCULO ENDOPLÁSMICO

Se homogenizaron 100 g de hipocotilos en licuadora a velocidad intermedia; en

200 mi de medio con 150 mM Tricina pH 7.5, 10 mM KCI, 1 mM MgCI2, 1 mM EDTA y 3

% sacarosa, durante 8 seg y se filtró a través de 8 capas de gasa. El filtrado se

centrifugó a 7500 x g durante 10 minutos, se recuperó el sobrenadante y se centrifugó

en gradiente continuo 32, 22 y 15 % de sacarosa en tricina 150 mM, KCI 10 mM y

EDTA 1 mM pH 7.5, a 70 000 x g durante 2 h colectando la fase 22/32 % (Morré et al,

1987).
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DETERMINACIÓN DE ACTIVIDAD DE ATPasa (hidrólisis de ATP) POR

CUANTIFICACIÓN DE FOSFATO INORGÁNICO

Las fracciones enriquecidas se almacenaron a -70°C para su posterior

evaluación. Se procedió a registrar la actividad de ATPasa en medio de ensayo con

120 mM MES-Tris pH 7.5, 20 mM MgC!2, 200 mM KCI, 3 mM ATP, en presencia y

ausencia de AIA y AIB 10-100 uM, CaM 10 U. Para mantener el Ca2+ libre en el medio

se utilizaron soluciones amortiguadoras Ca2+-EGTA. La concentración de EGTA se

mantuvo a 1 mM y se realizaron las adiciones del calcio necesarias para alcanzar la

concentración deseada, de acuerdo al método de Fabiato,1998. Se emplearon los

siguientes inhibidore: Molibdato de Amonio 0.1 mM (Fosfatasas), Azida de sodio 0.5

mM (ATPasa-H+ mitocondrial), Vanadato de amonio 0.1 mM (ATPasa-H+ de

Plasmalema), Nitrato de potasio 50 mM (ATPasa de tonoplasto), Eritrosina B 1 uM

(ATPasa-Ca2+ de plasmalema) y 15 uM (ATPasa-Ca2+ de Retículo) con 80 ug de

proteína de cada muestra (Bellamine y Gaspar, 1998). Las mezclas de reacción se

incubaron durante 20 min a 30° C, adicionando 0.5 mi de TCA al 30 % para detener la

reacción y centrifugando a 18 000 x g durante 2 min para precipitar los restos de

membranas. Se recuperó 1 mi del sobrenadante y se adicionó 1 mi de TCA 0.5 N.

Para la determinación de fosfato libre se agregó a la mezcla anterior 1 mi de

reactivo de color que se preparó en fresco de la siguiente manera: se disolvieron 2 g de

sulfato ferroso en 36 mi de agua destilada y se agregaron 4 mi de molibdato de amonio

al 16 % en H2SO4 10 N (previamente preparado).

La mezcla anterior se incubó durante 10 minutos exactamente a temperatura

ambiente y se leyó la absorbancia a 660 nm, elaborando previamente una curva patrón

con 10 a 50 uM KH2PO4, (Wharton y McCarty, 1972).

La determinación de proteína se realizó por el método de azul de Comassie,

utilizando un patrón de BSA de 10 a 50 ug (Bradford, 1976).
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Se realizaron 3 experimentos independientes y cada ensayo se realizó por

duplicado, por lo que los resultados son el promedio de 6 determinaciones. La

significancia de los resultados se determinó mediante un análisis de varianza y una

prueba de comparación entre medias de Tukey.

DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE ATPasa POR HIDRÓLISIS DE ATP CON

PIRANINA.

Se emplearon vesículas de membrana plasmática para determinar la actividad de

ATPasa con piranína (Clement y Gould, 1981; Rottenberg y Moreno-Sánchez,. 1993),

para lo cual se empleó un espectrofotómetro Perkin Elmer con una longitud de onda

de excitación de 450 y de emisión de 510, intervalo de respuesta de 6 seg. y slit de 10

nm, cada registro se siguió durante 2 minutos, en 2.5 mi de buffer conteniendo200 mM

de sacarosa, 5 mM de MgCI2, 0.5 mM de MOPS, 0.1 mM de EGTA pH 7.5 (ajustado con

Tris), con agua desionizada; 2 mM de ATP, 10 ul de piranina 10 mM, 500 ug de

proteína de vesículas con ATPasa-Ca2+ de membrana plasmática, 10 ul de NaOH 0.1

N. Se realizaron registros en ausencia y presencia de Ca2+ y auxinas.

Los cálculos se realizaron con la siguiente fórmula:

Exp/calx700x60xtiempox1/con.prot.x1/0.88 = ATP/min./mg prot.

Donde:

Exp = cm recorridos en 2 min.

cal = cm recorridos al adicionar NaOH

700 = nmoles de protones generados por la adición de 10 ul de NaOH

60 = seg de 1 minuto

tiempo = segundos que dura e! trazo
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AISLAMIENTO DE PROTOPLASTOS DE FRIJOL MUNGO.

Desinfectar 30 g de semillas con hipoclorito de sodio al 2 % durante 30 minutos y

enjuagar varias veces con agua esterilizada, germinar en cajas de petri con agua

destilada, durante 24 horas en obscuridad. Cortar 10 g de radículas de 1 cm de largo

aproximadamente, en fracciones de 3 mm en presencia de 10 mi de medio CPW13M

modificado que contiene 600 mM manitol, 1 mm de sulfato de magnesio, 1 mm de

nitrato de potasio, 200 uM de fostato de potasio monobásico, pH 5.8, lavar con 10 mi

del medio y plasmolizar durante 30 minutos en 15 mi de medio. Cambiar el medio por

solución nueva con 150 mg de Celulasa (1000 U, SIGMA) y 1 mi de Pectinasa (70 U

SIGMA), agitar a 40 rpm durante 5 horas a 30 ° C. Filtrar en un tamiz de nylon con una

apertura de 70 um, enjuagar con 5 mi de medio y centrifugar a 2 500 rpm durante 20

minutos a 10 ° C. Resuspender la pastilla en 8 mi de sacarosa 0.7 M, dividir en dos

tubos y agregar a cada uno 4 mi de sacarosa 350 mM/manitol 300mM en Mes-Tris 25

mM pH 6.5, 2 mi de manito! 0.6 M en Mes-tris 25 mM pH 6.5 y centrifugar a 1 500 rpm

durante 10 minutos en centrífuga clínica. Colectar los protoplastos en la interíase

manitol 0.6 m y manitol/sacarosa, (Evans, 1991).
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN

FORMACIÓN DE RAICES CON INHIBIDORES DE ATPasas

Se analizó el efecto de inhibidores de algunas ATPasas y de quelantes o

bloqueadores del transporte de calcio sobre la emergencia de raíces adventicias en

hipocotilos desprovistos de raíces primarias. La formación de raices en presencia de

calcio con respecto al control se duplicó lo cual confirma la participación del calcio en la

formación de raices adventicias (Nikolayevich etal, 1997; SchroederyThuleau, 1991)).

El EGTA y el LaCb impiden la incorporación del calcio y ocasionan una

disminución en la formación de raíces adventicias con respecto al grupo con calcio.

Este efecto sugiere un papel importante del calcio en la inducción del enraizamíento

(fig.4). El LaCb ocasionó ausencia total de raíces en ia concentración de 2 mM

impidiendo la entrada de calcio a la célula. Estos datos coinciden con los reportados por

Bellamine y colaboradores en 1998, quienes reportaron una disminución en el

porcentaje de enraizamiento a un 20% en ausencia de calcio con EGTA y a un cero

porciento con LaCb .

En todos los experimentos las auxinas promovieron más raices que los

inhibidores de ATPasas empleados por separado. Los tratamientos con auxinas

muestran un incremento en el número de raíces del 150% para Al A y del 250% para

AIB lo cual confirma la inducción de raices adventicias por auxinas (Bethke ef al, 1995;

Felle, 1988).

Se observó que el vanadato promovió un aumentó en la producción de raíces

adventicias con respecto al control aunque este no es fue significativo estadísticamente

(Fig. 5), ya que este incremento fue menor que el observado en presencia de auxinas.

Nuestros resultados no indican un efecto del vanadato en la formación de raíces

lo que podría deberse a las concentración empleada (100 uM) o al tiempo que duró el

tratamiento (24 hrs), sin embargo otros autores sugieren la participación de ATPasas

durante la formación de raíces (Muchal ef al, 1997; Olbe y Sommarin, 1991).
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Fig. 4.- Formación de raíces adventicias en presencia de un queiante de calcio y de un

bloqueador de canales de calcio. La figura muestra el número de raíces que en

promedio se formaron al tratar lotes de 30 plántulas con las sustancias indicadas. Las

barras son el promedio de 3 experimentos independientes y la dispersión indica la

desviación estándar, a indica diferencias significativas con respecto al control mediante

una prueba de Tukey.
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F¡g. 5.- Formación de raíces adventicias en presencia de vanadato. La figura muestra el

número de raíces que en promedio se formaron al tratar lotes de 30 plántulas con las

sustancias indicadas. La concentración final para todas ellas fue de 100 uM. Las barras

son el promedio de 3 experimentos independientes y la dispersión indica la desviación

estándar, a indica diferencias significativas con respecto al control y b con respecto al

tratamiento con calcio mediante una prueba de Tukey.
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Fig. 6.- Formación de raíces adventicias en presencia de nitrato de potasio. La figura

muestra el número de raíces que en promedio se formaron al tratar lotes de 30

plántulas con las sustancias indicadas. La concentración final para todas ellas fue de

100 uM. Las barras son el promedio de 3 experimentos independientes y la dispersión

indica la desviación estándar, a indica diferencias significativas con respecto al control

mediante una prueba de Tukey.
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Bellamine y colaboradores (1998) reportan un 97% de enraizamiento en tallos

de álamo para el tratamiento control, un 47% con vanadato 200 uM en presencia de 0.3

mg r1 de ácido naftalenacético durante 7 horas, y un 93% de enraizamiento en un

medio con vanadato200 uM sin auxina, atribuyendo estos resultados a la participación

de la ATPasa-H+ de membrana plasmática.

En la figura 6 se muestra el número de raices por plántula después de tratarlas

con Nitrato de Potasio encontrando diferencias significativas del tratamiento de Nitrato

de Potasio solo con respecto al control, con auxinas solas o en combinación con el

inhibidor. Sin embargo, debe subrayarse que en condiciones en las que el nitrato se

aplicó en combinación con AIB y Ca2+, se obtuvo el mayor número de raíces del

experimento, que es coherente con la función de la vacuola como depósito potencial de

calcio (Pfeiffer, 1995), por lo que la inhibición de la ATPasa que compartamentaliza

calcio en esta célula en este organelo contribuiría a elevar el calcio citosólico. También

podrían atribuirse dichos efectos a que el nitrato de potasio estuviera actuando solo

como nutriente y esto favoreciera el desarrollo vegetativo.

Es claro que el posible aumento de Ca2+ en el citosol no sustituye a la actividad de las

auxinas, lo que sugiere que las auxinas intervienen activando varios procesos.

La azida de sodio inhibió la promoción de raíces aun en presencia de auxinas

(fig. 7). Este efecto puede explicarse si se atiende a que la ATPsintetasa genera ATP

para todas las funciones celulares, de manera muy importante se afecta el transporte

de iones, por lo que no sólo la rizogénesis sino otros procesos celulares se veían

afectados. Lo anterior también explica por qué la mayor parte de los explantes no

sobrevivieron.

En la figura 8 se observa que el rojo de Rutenio ocasionó una inhibición de la

rizogénesis aún en presencia de auxinas (50% menos con respecto al control) dado que

impide el transporte de calcio el rojo de Rutenio pudo modificar la concentración de

calcio citosólica.
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Fig. 7.- Formación de raíces adventicias ,,en presencia de azida de sodio. La figura

muestra el número de raíces que en promedio se formaron a! tratar lotes de 30

plántulas con las sustancias indicadas. La concentración final de las mismas fue de

calcio, AIA y A!B 100 uM y azida de sodio 10 uM. Las barras son promedio de 3

experimentos independientes y la dispersión indica la desviación estándar, a indica

diferencias significativas con respecto al control mediante una prueba de Tukey.
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Fig. 8.- Formación de raíces adventicias en presencia de rojo de rutenio. La figura

muestra el número de raíces que en promedio se formaron al tratar lotes de 30

plántulas con las sustancias indicadas. La concentración final de las mismas fue de

calcio, AIA y AIB 100 uM y rojo de Rutenio 10 uM. Las barras son promedio de 3

experimentos independientes y la dispersión indica la desviación estándar, a indica

diferencias significativas con respecto al control mediante una prueba de Tukey.
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Fig.9.- Formación de raíces adventicias en presencia de Eritrosina B. La figura muestra

el número de raíces que en promedio se formaron al tratar lotes de 30 plántulas con las

sustancias indicadas. La concentración final de las mismas fue de 100 uM de calcio,

AIA y A!B y 10 uM rojo de Rutenio. Las barras son promedio de 3 experimentos

independientes y la dispersión indica la desviación estándar, a indica diferencias

significativas con 99.95% de confianza con respecto al control mediante una prueba de

Tukey.
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El enraizamiento en presencia de eritrosina B aumentó no significativamente la

producción de raíces adventicias (Fig. 9), pero este incremento fue menor que el

observado en presencia de auxinas.

Estos resultados no son concluyentes porque no podría asegurarse que los

inhibidores llegan al sitio específico en donde deben actuar y en la concentración

adecuada, además el conteo de raices es muy variable por lo que se obtuvieron

desviaciones altas, lo cual es común en experimentos similares reportados en la

literatura. Sin embargo en el caso de vanadato, nitrato y eritrosina se observa una

tendencia a incrementar el número de raices con respecto al control, lo cual sugiere una

posible participación de las ATPasas-Ca2+ en la formación de raices adventicias.
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Efecto de las auxinas sobre ATPasas-Ca2+ in vitro.

Una vez purificada cada fracción se procedió a determinar las condiciones para

almacenar las membranas para lo cual se probaron cuatro diferentes temperaturas

almacenando las membranas en el buffer de resuspensión respectivo para cada

fracción a una concentración de 8 mg/mí, observándose una pérdida total de la

actividad a 25 y 4°C ; a -20°C la muestra mantiene solo un 70% de la actividad

inicial después de 8 días de almacenada y a -70°C se conserva la actividad inicial

por lo menos durante un mes.

Se registró la actividad total con respecto al tiempo entre 0 y 40 minutos

para cada fracción, determinándose que la actividad es lineal de 0 a 20 minutos y

se mantiene constante hasta los 40 minutos, por lo que se decidió registrar la

actividad para el resto de los ensayos a los 20 minutos. Otros autores registraron

la actividad entre 10 y 60 minutos (Malin y Sommarin, 1991; Askerlund, 1997;

Bellamine y Gaspar, 1998).

La actividad de hidrólisis de ATP de la fracción mitocondrial se midió en

presencia de inhibidores de distintas ATPasas encontrando una inhibición de más

del 75% con azida de sodio que indica la presencia mayoritaria de ATPsintetasa

en esta fracción (tabla 4).

Las mitocondrias aisladas se incubaron con 0.1% de Tritón X-100 durante 5

minutos previos al ensayo, encontrándose un incremento en la actividad de 3

veces.

Se emplearon diferentes concentraciones de AIA y AIB sobre la actividad

de ATPasa total en mitocondria, entre 20 y 100 uM. La concentración 100 uM fue

la más efectiva, por lo que esta fue utilizada en los siguientes ensayos.
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[1]

Total

Azida

KNO3

Molibdato

VO4Na3

mM

0.5

50

0.1

0.1

%de

100 ±

23 ±

94 ±

91 ±

92 ±

Actividad + DS

4

2

5

7

6

Tabla 4. Efecto de varios inhibidores en la hidrólisis por la la ATPsintetasa

de la fracción mitocondrial. La actividad se registró incubando membranas

mitocondriales a 30° C, durante 20 minutos en presencia de 3 mM de ATP a pH

7.4. La actividad total equivale a 108 nmoIPi min"1 mg"1 prot. Los datos son el

promedio de 6 repeticiones a partir de 3 aislamientos de lotes independientes,

cada determinación se realizó por duplicado ± DS.

Al incubar membranas mitocondriales en presencia de auxinas se observó

que el ácido indol acético incrementó un 18% la actividad de hidrólisis de la

ATPsintetasa con respecto al control. El AIA en presencia de calcio inhibió un 20%

con respecto a la actividad en presencia de solamente calcio y no tuvo efecto

significativo con respecto al control. El AIB ocasionó un incremento del 40% con

respecto al control y en combinación con calcio no tuvo efecto. Estos resultados

muestran efectos distintos de las 2 auxinas siendo el AIB la auxina con un efecto

mayor (Fig. 10).

Si bien no existen reportes del efecto de auxinas sobre esta ATPasa, otros

resultados de nuestro laboratorio sugieren que las auxinas actúan como

desacoplantes sobre mitocondrias intactaas y coinciden con reportes como el de

Nanda (1976), en el que se muestra que los desacoplantes promueven la

producción de raíces. La promoción de la actividad de hidrólisis de la ATPasa-H+

por parte de las auxinas en las membranas mitocondriales sugiere una

disminución en los niveles de ATP, que aunado a la acción desacoplante

restringiría el bombeo de Ca2+ dependiente de este nucleótido.
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Fig. 10. Efecto de auxinas sobre la ATP sintetasa. Las mitocondrias se incubaron

con 0.1% deTriton X-100 durante 5 minutos previamente. La actividad se registró

incubando membranas mitocondriales a 30° C, durante 20 minutos en presencia

de 3 mM de ATP, Ca2+ , AIA y AIB 100 uM, vanadato de sodio 0.1 mM, nitrato de

potasio 50 mM y eritrosina B 50 uM a pH 7.4. El control equivale a una actividad

específica de 110 nmol Pi min"1 mg"1 prot. Los datos son el promedio de 6

repeticiones a partir de 3 aislamientos de lotes independientes, cada

determinación se realizó por duplicado ± DS.

39



ATPasa-Ca2+ DE PLASMALEMA

La técnica empleada para la purificación de membrana plasmática en

gradiente de sacarosa, produjo un rendimiento del 59% (Tabla 5), superando a la

técnica de partición de fases en donde se obtienen rendimientos del 35 al 55 %

(Evans, et al, 1992).

[I]

Total

Azida

Dietilbestrol

Eritrosina B

KNO3

Molibdato

VO4Na3

ml\/

1

0.

0

50

0

0

1

1

002

1

1

% de Actividad + DS

100 ±6

91 ±3

34 ±9

59±11

89 ±5

95 + 7

27 + 14

Tabla 5. Efecto de varios inhibidores en la actividad de ATPasa de

Plasmalema. La actividad se registró incubando membranas plasmáticas a 30° C,

durante 20 minutos en presencia de 3 mM de ATP a pH 7.4. La actividad total

equivale a 230 nmoIPi min"1 mg"1 prot. Los datos son el promedio de 6

repeticiones a partir de 3 aislamientos de lotes independientes, cada

determinación se realizó por duplicado ± DS.
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Fig. 11. Efecto de auxinas sobre la ATPasa-Ca2+ de plasmalema. La

actividad se registró en presencia de ITP 3 mM, Dietilbestrol, nitrato de potasio

50 (JM, azida de sodio 1 mM a pH 7.5, en presencia de calmoduiina. La actividad

total equivale a 147 nmol Pi min"1 mg"1 prot. Los datos son promedio de 6

repeticiones a partir de 3 aislamientos de lotes independientes, cada

determinación se realizó por duplicado ± DS.
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Al incubar membranas de plasmalema en presencia de calmodulina

(0.25U), se observó que en todos los casos se presentó un aumento de 5 a 15%

en la actividad, Evans eí al. (1991, 1992 y 1994); Kurosaki (1997) y Askerlun

(1997). También reportaron una activación por calmodulina de un 25 a un 95%

La menor activación que registramos podría deberse a que el ensayo se registró

a pH 7.5 que es el óptimo para la ATPasa de Ca2+ y en los reportes antes

citados se evaluó a pH de 6.9 que es el óptimo para la calmodulina. Las

diferencias podrían deberse también a las concentraciones de calmodulina

empleadas.

Otros autores sugieren la presencia en plantas de una ATPasa-Ca2+ de

plasmalema que no se estimula con calmodulina y que la ATPasa-Ca2+ que

responde a calmodulina se encuentra en el retículo endoplásmico (Rasi-

Caldongo eí a/., 1995). Sin embargo la mayoría coincide en que la ATPasa-Ca2+

de plasmalema es estimulada por calmodulina.

Evans et al. (1992) reportan que el tritón promueve la disociación de la

calmodulina endógena unida a la membrana, en este trabajo se adicionó el

detergente para asegurar que la estimulación provocada por la adición de

calmodulina exógena fuera la m no se observó incremento en la actividad al

aplicarlo al 0.1%, lo que indica que no había calmodulina endógena unida a la

ATPasa, ya que además se observó estimulación por calmodulina exógena.

La ATPasa-Ca2+ de plasmalema se inhibió un 40% con 5 uM de AIA (Fig.

11). Este efecto adquiere particular relevancia, bajo el supuesto de que

inhibiéndose la expulsión del calcio por parte de esta ATPasa, se estaría

favoreciendo la elevación de este importante ion en el citosol, permitiendo así la

activación de un conjunto de sistemas que condujeran hacia la formación de

raíces adventicias.
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Durante la transducción de señales las ATPasas-Ca2+ participan en la

restauración primaria de la concentración de calcio citosólico, pero dada la

dificultad de medir la actividad de ATPasas en células vivas, las evidencia para

demostrar como son reguladas in vivo son escasas. El rápido decremento en la

concentración de calcio citosóiico inducido por ABA en protoplastos de aleurona

puede ser atribuido a la activación de la ATPasa-Ca2+, pero el mecanismo de

esta activación es desconocido (Wang et a/.,1991).

La aplicación de auxinas a coleoptilos de maíz ocasiona un incremento en

el calcio citosólico pero se desconoce el mecanismo que provoca este

incremento (Telle, 1988; Gehring et al., 1990; Zochi y Raboti, 1993).

ATPasa-Ca2+ DE TONOPLASTO

Se obtuvo un rendimiento de 67% de la actividad de ATPasa registrada

para esta fracción. Se registró la actividad de ATPasa de membranas de

tonoplasto y retículo endoplásmico en presencia de distintas concentraciones de

calcio para observar el comportamiento de esta ATPasa, encontrando una

máxima actividad con 5 uM de calcio (Fig. 12), por lo que se empleó esta

concentración en los siguientes experimentos.
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[1]

Total

Azida

Dietilbestrol

Eritrosina B

KNO3

Molibclato

VO4Na3

mM

1

0.1

0.002

0.05

0.1

0.1

% de Actividad + DS

100 ±7

92 + 6

91+6

82 + 11

33 + 9

96 + 7

89 + 11

Tabla 6. Efecto de varios inhibidores en la actividad de ATPasa de

tonoplasto. La actividad se registró incubando membranas de vacuola a 30° C,

durante 20 minutos en presencia de 3 mM de ATP a pH 7.4. La actividad total

equivale a 75 nmol Pi min"1 mg"1 prot. Los datos son promedio el de 6

repeticiones + DS a partir de 3 aislamientos de lotes independientes, cada

determinación se realizó por duplicado
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Fig. 12.- Efecto de la concentración de calcio sobre la ATPasa-Ca++ de

plasmalema y tonoplasto. La actividad se registró incubando membranas en

buffer con 0.1 mM de EGTA a pH 7.4 en presencia de 3 mM de ATP a 30° C,

durante 20 minutos. Los datos son el promedio de 3 repeticiones a partir de

lotes independientes.
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Fig. 13.- Actividad de ATPasa- Ca2+ de tonoplasto. La actividad se registró

incubando membranas a 30° C, durante 20 minutos en presencia de 3 mM de

ATP, Ca2+ , AIA y AIB 100 uM, dietilbestrol 100 uM, eritrosina B 50 uM, azida

de sodio 1 mM. El control equivale a una actividad específica de 111 nmol Pi

min"1 mg"1 prot. Los datos son el promedio de 6 repeticiones de lotes

independientes ± DS, cada determinación se realizó por duplicado.
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El efecto de las dos auxinas sobre la ATPasa-Ca2+ de tonoplasto fue

semejante, se observó una inhibición del 36 % con 20 uM de AIA y AIB. Si se

considera que la vacuola puede ser un reservorio importante de calcio, a!

interrumpir la compartamentalización del calcio en la vacuola se contribuiría a

incrementar el calcio citosólico.

Esta ATPasa ha sido caracterizada recientemente (Alien, 1995), por lo

que no existen trabajos acerca de su posible participación en la rizogénesis ni en

señales hormonales.

ATPasa- Ca2+ DE RETÍCULO ENDOPLASMICO

La fracción obtenida de retículo endoplásmico registró una actividad de

ATPasa-Ca++ de 70 %

En la figura 14 se observa que 20 uM de AIA provocaron una inhibición del 35

%, y esa misma inhibición se alcanzó con 5 uM de AIB. La participación del retículo

endoplásmico como reservorio de calcio está bien documentado en células animales,

en plantas este organelo parece tener funciones parecidas po lo que la modulación del

transporte de calcio debe estar determinada por distintos estímulos como podrían ser

las auxinas.
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[1]

Total

Azida

Dietilbestrol

Eritrosina B

KNO3

Molibdato

VO4Na3

mM

1

0.1

0.02

0.05

0.1

0.1

% de Actividad + DS

100 + 6

90+7

96 + 8

29 + 4

89 + 2

97 + 5

60 + 11

Tabla 7. Efecto de varios inhibidores en la actividad de ATPasa de

Retículo endoplásmico. La actividad se registró incubando membranas de

retículo endoplásmico a 30° C durante 20 minutos en presencia de 3 mM de ATP

a pH 6.8. La actividad total equivale a 196 nmoIPi min"1 mg"1 prot. Los datos son

el promedio de 6 repeticiones a partir de 3 aislamientos de lotes independientes

± DS, cada determinación se realizó por duplicado.
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Fig. 14.- Actividad de ATPasa-Ca2+ de retículo endoplásmico. La actividad se registró

incubando membranas a 30° C, durante 20 minutos en presencia de 3 mM de ATP,

Ca2+ , AIA y AIB 100 uM, dietilbestrol 100 uM, nitrato de potasio 100 uM, eritrosina B 1

uM, azida de sodio 1 mM. El control equivale a una actividad específica de 248 nmol Pi

min'1 mg"1 prot. Los datos sonel promedio de 6 repeticiones a partir de 3 aislamientos

de lotes independientes ± DS, cada determinación se realizó por duplicado.
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Para corroborar los datos obtenidos se registró la actividad de la ATPasas-Ca2+

de plasmalema utilizando la técnica de hidrólisis de ATP con piranina (fig. 15) mediante

un espectrofluorómetro PerkinElmer modelo LS50B. Los datos obtenidos con esta

técnica muestran una inhibición del 33% con AIA y de 31 % con AIB de la ATPasa-

Ca2+ Ca++ de plasmalema (fig. 16), aunque son valores menores, la inhibición de

ATPasa- Ca++ coincide con la registrada por cuantificación de fosfato.

Numerosos reportes involucran la modulación de la concentración de calcio

como respuesta a distintos estímulos como la luz, hormonas, depredadores, hipoxia,

salinidad, etc. (Evans y Williams, 1998; Zochi y Raboti, 1993).

Los resultados de este trabajo muestran una inhibición de las ATPasas-Ca2+ por

ambas auxinas in vitro y que coinciden con el efecto de inhibidores de estas ATPasas

en la formación de raíces adventicias, aunque se observó una diferente respuesta de

las ATPasas-Ca2+ de distintos compartimentos celulares, lo cual coincide con otras

evidencias que indican diferencias funcionales entre la ATPasa-Ca2+ de plasmalema y

las de endomembranas (Geisle et ai, 2000).

La inhibición de las ATPasas-Ca2+ por auxinas es mayor con AIB que con AIA lo

cual podría explicar la mayor inducción de raices con AIB que algunos autores atribuyen

a su mayor estabilidad, a que no existe una maquinaria enzimática para su degradación

o a que las formas activas de estas auxinas sean derivados metabólicos y que se

generan productos diferentes a partir de cada auxina (Riov y Epstein, 1988; Peñalosa,

1998).
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Fig. 15. Hidrólisis de ATP con piranina. El registro se realizó en un

espectrofluorómetro PerkinElmer modelo LS50B empleando una longitud de onda de

excitación de 450 nm de emisión de 507 nm con 2.5 mi de buffer conteniendo 200 mM

de sacarosa, 5 mm MgCI2, 0.5 mM MOPS, 0.1 mM EGTA pH 7.5. Se emplearon 500 ug

de proteína de plasmalema. Durante el registro se realizaron las adiciones que se

indican el gráfico, Piranina 10 mM, ATP 2 mM, CaCI2 10 mM, AIA 10 mM. Se

realizaron los controles sin auxina y con inhibidores de ATPasas por duplicado de lotes

¡independientes.
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Fig. 16 Actividad de ATPasa-Ca2+ de plasmalema mediante hidrólisis de ATP con

Piranina. En la gráfica se muestra el promedio ± D.S. de 4 registros de dos lotes de

plántulas independientes, a partir del registro de la figura 15.
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El mecanismo de esta inhibición se desconoce, pero se sabe que algunas

ATPasas-Ca2+ son inhibidas por una subunidad que funciona como autoínhibidor y otras

por una proteína separada de la ATPasa; cuando cualquiera de ellas son removidas se

incrementa la afinidad por el calcio y la Vmax. La inhibición se debe generalmente a un

bloqueo estérico que impide el acceso del sustrato al sitio activo o indirectamente por

una conformación inactiva de la enzima, cuyo mecanismo se desconoce (Geisler,M. et

al., 2000), por lo que habrá que investigarse cual de estos mecanismos o algún otro

determina la inhibición de auxinas y si el AIB actúa de forma diferente al AIA.

La regulación también puede depender de reacciones de fosforilación que

ocasionan la disociación de la bomba mediadas por cinasas reguladas por calmodulina

y del ambiente lípidico que rodea las ATPasas, como ocurre en animales (Evans y

Williams, 1998), es decir en cambios en algunos lípidos asociados a las ATPasas que

favorezcan arreglos conformacionales específicos. Se ha reportado que las auxinas

modifican la fluidez de la membrana (Naiper, 1995).

Se ha observado la modificación de ATPasas-Ca2+ por hormonas vegetales pero

se desconoce si existe una interacción directa o es reflejo de eventos indirectos

(Geisler,M. et al., 2000) como los mencionados anteriormente.

La cuantificación de calcio en células vegetales se complica por la presencia de

la pared celular que acumula grandes cantidades de este ion, algunos autores han

empleado microelectrodos pero esto ha sido posible en células de dimensiones

considerables que permiten la manipulación (Terry et al., 1992). Otros autores

determinaron el transporte de calcio utilizando calcio radioactivo (Zochi y Raboti, 1993).

Con la intención de confirmar si la inhibición de las ATPasas-Ca2+ por auxinas

provocaba un incremento en la concentración de calcio citosólico se montó un

experimento con protoplastos aislados de radículas de frijol mungo para determinar la

concentración de calcio citosólico en presencia de inhibidores de ATPasas-Ca2+

empleando Fura-2 mediante un espectrofluorómetro y por microscopía de fluorescencia.
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Estos experimentos no arrojaron resultados confiables debido a dos problemas:

primero la incorporación del fluoróforo no era eficiente o no se encontraba en su forma

activa y el segundo era lafragilidad de los protoplastos en un medio libre de calcio, que

se usaban en poco tiempo, lo que imposibilitó la determinación.

El empleo de isótopos radioactivos podría ayudar a establecer si se acumula

calcio en el citosol y en combinación con liposomas que incluyan ATPasas-Ca2+ podría

esclarecerse como inhiben las auxinas a estas enzimas, para contribuir con el

entendimiento del mecanismo de acción de las auxinas en la promoción de raíces

adventicias.

Algunos reportes indican un cambio en el potencial de membrana o la apertura

de canales de calcio en presencia de auxinas (Johannes et al, 1992), que explicarían un

incremento en la concentración citosólica, pero dado que la célula tiene bombas en

distintos compartimentos celulares que utilizan energía para mantener bajos niveles de

calcio citosólico, la entrada abrupta de este ion ocasionaría una estimulación de las

ATPasas-Ca2+ para mantener la homeostasis de calcio en la célula por lo que si las

auxinas también disminuyen su actividad, ya que debe haber diferentes receptores para

la misma señal, que generen una respuesta más compleja (Alian y Trewabas, 1994), se

alcanzaría rápidamente la concentración umbral de calcio necesario para desencadenar

una respuesta fisiológica como sería la formación de raíces adventicias.
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CONCLUSIONES

Los tratamientos de enraizamíento en presencia de inhibidores de ATPasas,

quelantes y bloqueadores de canales de calcio, indican la participación de este ion

en el mecanismo de formación de raíces adventicias. No se observó un efecto

significativo en presencia de inhibidores de ATPasas, sin embargo el vanadato y la

eritrosina B incrementaron el número de raíces con respecto al control, lo cual

coincide con los resultados de los experimentos in vitro.

Las auxinas ácido indol-3-acético y ácido indol-3-butírico, no mostraron

efecto significativo sobre la actividad hidrolítica de la ATPasa-H+mitocondr¡al.

El ácido indol-3-acétlco y ácido indol-3-butírico inhibieron en un 50 % la

actividad de la ATPasa-Ca2+ de plasmalema, un 40 % la ATPasa-Ca2+ de

tonoplasto y un 30 % la ATPasa-Ca2+ de retículo endoplásmico.

La inhibición de las ATPasas-Ca2+ de plasmalema, retículo y tonoplasto

podría significar una disminución en la expulsión de calcio al espacio extracelular,

así como un retardo en la compartamentalización en vacuola y retículo

endoplásmico que son los principales reservónos de calcio en la célula.
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PERSPECTIVAS

Para elevar los niveles de calcio citosólico rápidamente, tendrán que

activarse canales presentes en la membrana plasmática para permitir la

incorporación de calcio a la célula, pero junto con este evento tendría que detenerse

su expulsión o compartamentalización en organelos ya que la expulsión por

ATPasas retardaría alcanzar la concentración de calcio necesaria para

desencadenar la respuesta de formación de raíces además de emplear energía.

El mecanismo de formación de raíces adventicias involucra distintos eventos

por lo que no es sencillo discriminar la participación de cada componente. Distintas

evidencias indican la participación del calcio en este proceso, por lo que es

indispensable indagar como el calcio eleva su concentración citosólica, para

completar los resultados de este trabajo es necesario cuantificar el calcio citosólico

en presencia y ausencia de inhibidores del transporte de calcio (canales y

ATPasas), empleando isótopos radioactivos y/o por microscopía confocal.

Dado la participación de las cinasas en distintos eventos de regulación

enzimática y sabiendo que varias cinasas son dependientes de calcio y que están

asociadas a ATPasas en la membrana plasmática, sería importante analizar la

posible participación de estas enzimas en el enraizamiento.

Si se purifican las ATPasa-Ca2+ de plasmalema, tonoplasto y retículo

endoplásmico así como los canales de calcio de plasmalema y se incorporan por

separado en liposomas podría estudiarse el efecto de las auxinas en cada uno de

los transportadores de calcio y su interacción con otras moléculas como

calmodulina, cinasas, ATPasa-H+, entre otras.
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Entender el mecanismo de formación de raíces per se es importante y

posibilitaría el emplear esta información para aplicarla en cultivos que se

popagan empleando reproducción vegetativa, como es el caso de muchos

frutales y ornamentales.

Otros resultados de nuestro equipo indican que el impedimento de

muchas especies para formar raíces adventicias está relacionado con la

elevada actividad de indolacético oxidasa, una enzima que degrada la hormona

endógena y que incrementa su actividad cuando se aplica hormona exógena,

por lo que se ha sintetizado un derivado del AIA que no es reconocido por la

hormona, para emplearlo con fines de propagación vegetativa, por lo que es

importante evaluar la participación del calcio y las ATPasas-Ca2+ con este

derivado.
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