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Carta del Presidente

Queridos amigos:

Lo primero que habéis observado al recibir el boletin, es el aumento del nimero de padginas. Cada
vez observamos mayor interés para contribuir con revisiones y esto nos satisface enormemente por la
acogida que ha tenido esta idea.

En este boletin iniciamos la publicacién de puesta a punto de metodologias de interés en nuestra
investigacion en Fisiologia Vegetal; esperamos que esta seccién tenga la misma aceptacion que las
revisiones docentes; os animamos a contribuir.

A pesar de que nos hemos visto pricticamente todos en Madrid, pasamos a informaros sobre la
Asamblea General. Dos cosas creemos que fueron importantes, una la aprobacién de la modificacion
deestatutos, en lacual se establece elaccesoala SEFV a través de la figura de socio adherido. La segunda
fué el aumento de la cuota, pasando a 3.000 pesetas. También queremos informaros que el préximo
Congreso se celebrard en Pamplona, en donde esperamos contar con vuestra presencia.

La Junta Directiva ha recibido sé6lo dos propuestas de candidatos al premio de la FESPP, y que
han sido tramitadas ambas. Los investigadores presentados son D. Manuel Becana Aurejo, de la
Estacién Experimental de Aula Dei, C.S.1.C. (Zaragoza); y Dfia. Marfa de los Angeles Pedrefio, del
Departamento de Biologia Vegetal de la Universidad de Murcia. Esperamos que con estos magnificos
«curricula» consigamos el premio.

El boletin lo hemos enviado en Enero, para asegurarnos su buena distribucién, evitando la
aglomeracién de Correos en Navidades.

Esta Junta Directiva os desea un feliz afio 1.992.
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Revisiones

The (Re)-distribution of
Phytochrome in Cells and Tissues.

J.-P. Verbelen.

University of Antwerpen, U.LA. Departament of Biology
Universiteitsplein 1, B-2610 Wilrijk, Belgium.

The earlist evidence for a plant specific
photomorphogenesis mechanism was published
by Batalin in 1871. Based on experiments with
low lightlevels the author predicted the existence
of a photoperception system, different from the
well known chlorophyll system, responsible for
typical photomorphoses.

It was more than 70 years later that a group of
scientists of the USDA laboratory in Beltsville
(USA) defined clearly a very specific
photoreceptor governing decision making in
plants on crucial steps in the life cycle:
germination, stem growht, leaf expansion,
floewing and senescence. This pigment seemed
to be a highly soluble protein with a unique
feature: it existed in two interconvertible forms:
the one absorbing maximally in the red part of the
light spectrum was considered to be the inactive
form, the other, absorbing maximally far-red
light was the active.

During the following decade the name
«phytochrome» was coined for this protein.

During the nearly fifty years since the
discovery of phytochrome by Parker etal. (1945)
alot of research was done on this photoreceptor,
many theories on its primary action were
formulated, but still we have no exact picture of
how the composition of the light illuminating the
plant, is sensed as a message and translated into
commands for the plant‘s biochemistry and

physiology.

Soon after the development of directed against
phytochrome the first localization studies were
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performed (Pratt & Coleman, 1971). It was
generally hoped that the outcome of these studies
would bring new importantdata helping to unravel
the problem of the primary action of the
photoreceptor. Two important features of
phytochrome distribution were soondescribed: a
organ- and tissue specific distribution of the
photoreceptor in etiolated grass seedlings, and a
fast change in the

and crysectioned following the method of
Tokuyasu (1980) or embedded in LR White and
sectioned for electron microscopy. Either
polyclonal rabbit or monoclonal rat antibodies
were used in combination with fluorescent or
colloidal gold labeled secondary antibodies.

For in situ hybridisation tissue was fixed in
49% paraformaldehyde, embedded in Paraplast,

subcellular
distribution in
coleoptile cellsupon
illumination of the
plants with red light
(Pratt & Coleman,
1974, McKenzie et
al., 1975).

Further efforts
focused mainly on
the latter effect. It is
now clear that the
«sequestering» of
phytochrome upon
illumination of
etiolated coleoptiles
is very probably
related to the
destruction
reactions (Speth et
al, 1986).

We bring here
new data on tissue
specific expression
as found in Avena
sativa during
germination and in
Phaseolus vulgaris
seedlings grown in
light and in
darkness.

F (o) T
immunocytochemistry

tissue blocks were

fixed in 0,5% Figure 1: Localization of phytocrome in the coleoptile of the dry embryo using

glutaraldehyde 3% immunofluorescence and polyclonal antibodies on transverse sections of the

paraformaldehyde ©784n- @: low magnification. b: high magnification, phase contrast. c¢: high
magnification, fluorescence of b.
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sectioned and rehydrated. As probes we used

the dry seed nor after 12, 24 or 36 hours of

35S-labeled c¢-DNA (pAP 3.2) and germination did red light cause any change in the

oligonucleotides OLIGO I and CJ 1. The probes

were put to our disposal by B.

distribution of the photoreceptor. During fufther

Thomas. Detection was by !
autoradiography using emulsion
LM1 (Amersham).

Localization in Avena:

In the embryo of dry seeds
phytochrome wasdetectedinthe |
coleoptile, coleorhiza, and the .
calyptra of the primary root.
Distribution 1is typically
cytoplasmic throughoutthe latter
organ. Bothin the coleoptile and
the coleohiza the greater part of
the specific label is present in
discrete particles. They are

abundant in subepidermal

parenchyma layers and are
absent from the epidermis itself.
This distribution is illustrated
for the coleoptile in Fig. 1.

A positive result with the
mcnoclonal antibody MAC 200
indicates that the phytochrome
detected here is of stable Type 2
nature. Electron microscopy
revealed the labeled particles to
be proplastids.

The pattern of the distribution
did not change during the first
12 hours of imbibition. After 24
hours the shape of the

phytochrome  containing

particles in the coleoptile and
the coleorhiza had changed a
bit, and after 36 hours the
proplastids had clearly evolved
into amyloplasts.

Electron microscopy
confirmed the nature of the
organelles carrying

phytochrome label. Neither in

Figure 2: Localization of phytocrome in different parts of bean
seedlings using immunofluorescence andpolyclonal antibodies.
a: longitudinal section through the calyptra. b: longitudinal
section through the apical meristem of the stem. ¢: transverse
section through the peripheral tissues of the stem. d: section
through the primary leaf. e: section through the primary leaf,
non immune control. a-c: etiolated plants. d-e: green plants.
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vegetal puestoen cultivo. A partir de estas yemas
podran desarrollares brotes normales que, una
vez enraizados, constituirdn las plantitas com-
pletas.

En funcién de lodicho, resultaevidente quela
organogénesis es la base fundamental de la
multiplicacién vegetativa. En los vegetales su-
periores, este tipo de multiplicacién representa
una potencialiadad unida a la existencia de
meristemos. Y asi, puede afirmarse que no hay
multiplicacién sin que hayan meristemos
(Margara, 1988). Los meristemos conducirdn a
la formacién de 6rganos y, finalmente, a la
obtencién de plantas que usualmente tendrédn las
caracteristicas genéticas de los progenitores
(Murashige, 1974).

En los explantos puestos en cultivo, los
meristemos pueden estar preformados, por
ejemplo, en forma de yemas axilares inhibidas, o
bien ser de neoformacién, caso de las yemas
adventicias. Los meristemos neoformados son el
resultado de una desdiferenciacién celular, lo
que significa la recuperacién de las caracteristi-
cas cit6logicas y de las potencialidades de las
células embrionarias. El cultivo in vitro de 6r-
ganos, tejidos o células, provoca la reanudacién
de las mitosis, favoreciendo la desdiferenciacién
celular y ocasionando la expresién de potencia-
lidades normalmente reprimidas. Es decir, el
cultivo in vitro permite la expresién de la
totipotencia de las células vegetales.

2.-MULTIPLICACION VEGETATIVA DE
ESPECIES FORESTALES MEDIANTE
EL CULTIVO IN VITRO.

Las primeras plantas forestales obtenidas
mediante cultivo in vitro fueron Populus
tremuloides (Winton, 1970) y Pinus palustris
(Sommer et al., 1975). En ambos casos, la re-
generacion de plantas se logré mediante
organogénesis.

Actualmente, la multiplicacién asexual me-
diante las técnicas de cultivo in vitro, tanto de
angiospermas como de gimnospermas, puede
lograrse por dos vias: a) organogénesis, y b)

embriogénesis somdtica. La primera via lleva a
la formacién de plantas mediante la ruptura de la
dormancia de yemas axilares o mediante la
induccién de yemas adventicias. En ambos casos
se obtendrdn estructuras unipolares, esto es bro-
tes, que posteriormente deberdn enraizarse. Por
el contrario, la embriogénesis somdtica conduce
a la formacién de una estructura bipolar con un
eje tallo/raiz, un embrién somadtico, que pasa por
estadiosmuy semejantes alos delaembriogénesis
zigética.

La embriogénesis somdtica presenta un po-
tencial mayor para regenerar plantas que la
organogénesis. Sin embargo, mediante éstailtima
las posibilidades de tener resultados con éxito
son, al menos por ahora, notablemente mds ele-
vadas.

Para conseguir la micropropagacién o multi-
plicacion asexual mediante cultivo in vitro, de-
ben superarse distintas etapas, a través de las
cualeslostejidos evolucionaran hasta laobtencién
de plantitas listas para ser pasadas a tierra. Esta
técnica estd basadaen el hechodeque el desarrollo
organizado se inicia en un explanto apropiado
mediante la adiciénde reguladores de crecimiento
al medio de cultivo. Poco después, este o estos
reguladores del crecimiento, pueden inhibir el
desarrollo deseado. Resulta necesario, por lo
tanto, saber qué reguladores del crecimiento
aplicarparalainiciaciénde organogénesis. Ahora
bien, igualmente importante es conocer cudndo
se deben eliminar dichos reguladores para lograr
el desarrollo que se pretende (Mott y Amerson,
1982).

Tenemos, por consiguiente, que la
metodologia de micropropagacién estd basada
en una serie de pasos secuenciales durante el
cultivo. Cada uno de estos pasos debe cumplirse,
y ademds se debe reconocer la sefial de transicién
que indica el fin de uno y el comienzo del
siguiente.

Recientemente se han realizado numerosas
publicaciones sobre los principios y aplicaciones
de la multiplicacion por cultivo in vitro en es-
pecies forestales (Dunstan y Thorpe, 1986;
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Bonga, 1987; Thorpe et al., 1991), motivo que
obliga a mencionar sélo lo mds sustancial.

2.1.Micropropagacion mediante organo-
génesis. Esta metodologia es, en la actualidad, la
que tiene mayor importancia y uso. Consta, al
menos, de cuatro etapas: 1) establecimiento del
cultivo y/o induccion de yemas sobre el explanto
inicial; 2) desarrollo de estas yemas en brotes y
su multiplicacién; 3) enraizamiento de los brotes
desarrollados y 4) aclimatacioén de las plantas
para su paso a tierra (Thorpe, 1977; Biondi y
Thorpe, 1982). En algunos casos, las etapas 3 y
4 estdn combinadas, particularmente cuando el
enraizamiento se lleva a cabo en condiciones ex
vitro. Losrequisitos 6ptimos de cada etapadeben
determinarse empiricamente para cada especie.

Hoy endia, estd ampliamente aceptado que en
lainduccién de organogénesis in vitro influye un
gran nimero de factores; entre ellos, cabe desta-
car la eleccién del explanto inicial, el medio de
cultivo empleado, y las condiciones ambientales
que rodean a los tejidos cultivados (Murashige,
1974).

Sobre las respuestas que puede proporcionar
un explanto en cultivo, inciden factores como: la
edad fisiologica del explanto; su tamaiio y cali-
dad general, las caracteristicas del érgano que ha
servido como fuente,... etc. Por este motivo, los
tipos de explantos usados para inducir
organogénesis en especies forestales, han sido
muy variados, aunque lamayorfa de losresultados
con éxito se han logrado partiendo de explantos
juveniles.

En lo que respecta al medio de cultivo, en las
especies forestales suele usarse un mediodefinido
consistente en: macro y microelementos
inorgédnicos; carbono como fuente energética;
vitaminas; nitrégeno reducido, y fitohormonas.
Las formulaciones de sales minerales empleadas
han sido muy diversas, habiéndose observado
que, en algunos casos, durante las diferentes
etapas de un cultivo puede ser conveniente el uso
de formulaciones distintas, o bien, la dilucién de
las sales. Las formulaciones minerales usadas
con coniferas son, en general, mucho mds va-
riables, y contienen niveles de nitrégeno mds

bajos que las usadas en angiospermas forestales.
Como fuente de carbono suele usarse sacarosa.
La mayoria de los medios de cultivo cuentan en
su composicion con el azicar alcohol inositol y
las vitaminas tiamina, piridoxina y dcido
nicotinico. Laasparragina consitituye una fuente
de nitrégeno reducido muy efectiva. En relacion
a las fitohormonas, y en contraste con las espe-
cies herbédceas, en la mayoria de las especies
lefiosas es posible inducir organogénesis en pre-
sencia de una citoquinina sola.

Es asimismo importante tener presente que
muchos de los factores ambientales que rodean
al cultivo tienen también influencia sobre la
organogénesisin vitro. Estos factores incluyen a:
la forma fisica del medio; su pH; la humedad; 1a
luz y la temperatura (Bonga y Durzan, 1987).

2.1.1.Ruptura deladormancia delas yemas
axilares. Este es el principal método usado en
angiospermas forestales. Ahora bien, en las es-
pecies de coniferas no siempre es eficiente, ya
que en algunos casos es imposible estimular una
yema axilarenlabasede cada acicula, resultando
asfuna tasa de multiplicacién muy baja (Boulay,
1987).

Se trata de un método directo que implica la
multiplicacién de yemas preformadas, general-
mente sin formacién de callo. Es ademds, un
método conservativo, debido a su capacidad
relativa de producir plantas genéticamente
idénticasala plantamadre. Razén que laconvierte
en la técnica a menudo preferida en los labora-
torios comerciales de micropropagacién de
plantas lefiosas, a pesar de que su potencial de
multiplicacién es mds bien bajo si se lo compara
con la induccién de yemas adventicias o la
embriogénesis somdtica.

Lametodologiade rupturade ladormanciade
las yemas axilares también ha demostrado ser
util en la multiplicacién de drboles maduros de
angiospermas como el dlamo (Ahuja, 1985) o el
eucalipto (Guptaetal., 1981). Igualmente, se han
usado yemas durmientes y no-durmientes de
coniferas maduras, st bien éstas, a menudo, re-
quieren un pretratamiento o condiciones de
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cultivo especiales (Bonga, 1987).

2.1.2. Induccion de yemas adventicias. La
induccién de yemas adventicias es un método
que ha tenido mucho éxito con especies de coni-
feras, por lo que se emplea con mucha mayor
frecuencia que en angiospermas forestales. Este
método tiene un mayor potencial de multiplica-
cién debido a su capacidad para provocar la
induccién de numerosas yemas en tejidos que
normalmente no las producirfan. La formacién
de yemas adventicias y su subsiguiente desarro-
llo en brotes enraizables, ofrece un elevado po-
tencial para la produccién comercial de plantas
clonadas.

Normalmente, las yemas adventicias se indu-
cen sobre el explanto inicial, con formacién de
un tejido nodular caracteristico, evitdndose en lo
posible la formacién de callo. En general, cuanto
mds juvenil es un tejido (y por lo tanto estd en un
estado de crecimiento activo), mejor responderd
a los tratamientos in vitro que llevan a la
organogénesis. Asi, es frecuente el uso de em-
briones enteros y maduros, extirpados del
gametofito, o bien de partes de pldntulas (seg-
mentos de hipocotilo o epicotilo, o de
cotiledones). Tipicamente el explanto seleccio-
nado seinoculaenun mediode cultivode elevada
conceniracion de sales minerales, solidificado
con agar y con citoquinina, manteniéndose a la
luz durante un periodo de tiempo de semanas.
Trasesafase, sediferenciardn los primordios que
posteriormente, y por lo general en ausencia de
fitohormonas, se desarrollardn en brotes (Biondi
y Thorpe, 1982). El niimero de brotes enraizables
obtenidos en un tiempo dado es funcién directa
del niimero de brotes inducidos inicialmente. Es
por lo tanto de gran importancia, obtener un
explanto inicial con capacidad médxima para
formar yemas (Thorpe, 1984).

El proceso de formacién de brotes es similar
en gimnospermas y en angiospermas. En gene-
ral, Nbenziladenina es la citoquinina elegida y
lainica hormonarequerida. Las auxinas pueden,
a veces, ser utiles, como se demuestra en el
ejemplo de Populus nigra (Whitehead y Giles,
1977). En coniferas, la adicidn de auxinas tiende

a estimular la formacién de callo y a reducir la
organogénesis (Biondi y Thorpe, 1982).

2.1.3.Desarrollo y elongacion de las yemas.
El objetivo de esta etapa consiste en obtener el
mayor nimero posible de brotes elongados a
partirdelas yemas inducidas. Estos brotesdeberdn
presentar un crecimiento vigoroso y alcanzar un
longitud apropiada para su enraizamiento.

Lo mds frecuente es que en la etapa del de-
sarrollo de los brotes, no se requieran
fitohormonas en el medio de cultivo. También es
necesaria la realizacién de transferencias a me-
diode cultivo fresco cada 3-5 semanas, hasta que
los brotes se hayan elongado de 1,0 a 1,5cm
(porcién visible del tallo). Durante este pericdo
de elongacidn, los apretados grupos de brotes se
seccionan en grupos menores. Los brotes se
elongan a velocidades distintas, observdndose
que cuando estdn en grupos pequefios lo hacen
mdsrdpidoque siestdndemasiado amontonados.
Cuando los brotes tienen un tallito cuya longitud
alcanza como minimo lcm, pueden ser usados
para enraizamiento o bien para remultiplicacién.

En angiospermas, los brotes establecidos du-
rante el cultivo inicial se tratan con citoquinina a
fin de vencer la dominancia apical y estimular la
ramificacién de las yemas axilares en las axilas
de las hojas (Hu y Wang, 1983). Este proceso
puede repetirse para producir ciclos de brotes
enraizables en periodos de semanas 0 unos pocos
meses. En general, las auxinas contrarrestan el
efecto de las citoquininas, ya que estimulan la
formacién de callo.

En gimnospermas, por otro lado, esta etapa
implica el desarrollo del tejido nodular formado
durante la induccién de yemas en brotes con
aciculas primarias. Para eso, los primordios for-
mados en el medio de cultivo inicial se transfie-
ren a un medio para el desarrollo de yemas. Mds
tarde, se transferirdn a otro medio que permitird
la elongacidn de las yemas en brotes. Al medio
de elongacion se le afiade carbono activado de
una manera casi rutinaria, ya que suele dar muy
buenos resultados en la obtencién de un creci-
miento vigoroso. Una vez que los brotes se han
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alargado, se induce su remultiplicacion paracon-
seguir hacerrealidad el potencial de propagacién
clonal a gran escala. Lametodologia seguidaestd
designada con el fin de lograr esta propagacién y
simultdneamente inducir la minima formacién
de callos, pues se ha demostrado que éste
incrementa las posibilidades de producir plantas
anormales (Patel y Berlyn, 1982).

La remultiplicacién de los brotes puede
lograrse cortando su extremo apical de manera
que se extirpe la yema terminal; en consecuen-
cia, y probablemente debido a la eliminacién de
ladominancia apical, se estimula laformaciénde
nuevos brotes a partir de los meristemos axilares
de las porciones basales. Los brotes elongados
pueden enraizarse, o ser nuevamente
remultiplicados, o bien conservarse en frio (a
4°C) para la preservacién del germoplasma
(Thorpe et al., 1991).

2.1.4. Enraizamiento y aclimatizacién de
las plantitas de in vitro. Estos dos procesos
puedenllevarse a cabo separada oconjuntamente,
dependiendo de si el enraizamiento se realiza in
vitro o ex vitro. A pesar de que la mayor parte de
laliteratura atin describe el enraizamiento invitro,
existe un creciente interés, especialmente en
operaciones comerciales, por el enraizamiento
invivo (6 exvitro, extravitrum). El enraizamiento
in vivo tiene muchas ventajas, destacando que
resulta mds facil manipular un brote antes que
una plantita enraizada. Otras razones para prefe-
rir el enraizamiento ex vitro ante el enraizamiento
invitroson: 1) seelimina el delicado paso a tierra
de plantitas enraizadas; 2) se evitan problemas
derivados de que el sistema radical que se ha
formado in vitro pueda no ser funcional; 3) en la
base de los tallos enraizados ex vitro raramente
se forma callo y esto asegura una continuidad en
la conexién del sistema vascular entre las raices
y el tallo.; 4) existen altas posibilidades de dafiar
las raices producidas in vitro en el traspaso a
tierra, y esto hace que sea mds fécil provocar
enfermedades de las raices o del tallo; 5) para
aquellas plantas que son dificiles de enraizar es
mds fdcil y mds baratoel crear buenas condiciones
de enraizamiento ex vitro que in vitro.

Cuando el enraizamiento se hace bajo condi-
ciones de in vitro, se usan bdsicamente dos tipos
de substratos y diversas auxinas. Los sustratos
empleados incluyen un medio solidificado con
agar, o bien una mezcla de suelo como turba,
vermiculita y perlita, humedecida con el medio
nutrivo y estirilizada. En general, los brotes
enraizables se tratan durante un tiempo corto con
soluciones de auxina, siendo AIB la mds fre-
cuentemente empleada. De manera alternativa,
también pueden incorporarase al medio niveles
bajos de auxina, o bien el extremo basal de los
brotes puede tratarse con polvo comercial de
enraizamiento estéril. Las sales minerales en el
medio de enraizamiento, usualmente estin
diluidas a la mitad o a la cuarta parte de la
composicién original, siendo reducida la con-
centracioén de sacarosa.

Bajo condiciones de enraizamiento in vivo o
ex vitro, los brotes, previamente tratados con
auxina, se siembran en una mezcla de suelo
humedecida con agua corriente. Seguidamente,
se mantienen bajo un sistema de niebla intermi-
tente a la sombra, si bien a veces, se someten a un
calentamiento en su base. Este enraizamiento
bajo condiciones no estériles puede ser equiva-
lente o incluso superior al aséptico.

Ademds de las ventajas ya mencionadas, una
ganancia adicional del enraizamiento ex vitro es
que puede llevarse a cabo simultdneamente con
el proceso de aclimatizacion, es decir con la
adaptacion de los brotes a las condiciones de
invernadero. También es interesante tener pre-
sente que a menduo, el enraizamiento bajo con-
diciones estériles produce plantas con cuticula y
estomasinadecuados. Ademds, las elevadas con-
centraciones de sales minerales y sacarosa en el
medio limitan la capacidad fotoautotréfica de los
brotes con hojas. Por otra parte, las plantitas
enraizadas in vitro deberdn pasar desde los reci-
pientes de cultivo en el laboratorio a tierra. Este
esun paso muy delicado que implica una serie de
condiciones, entre las que cabe mencionar la
existenciade un equilibrio razonable entre raices
y brotes, de tal modo que cada uno de ellos sea
capaz de sostener al otro, pues una situacién
desequilibrada del sistema brote-raiz puede
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conducir a formas de crecimiento anormales.
Las plantitas enraizadas in vitro deberdn, ade-
mds, pasar por una aclimatizacién gradual (de
dos a tres semanas), cambidndose desde un
regimen de humedad elevada constante a unode
baja humedad variable.

De lo expuesto se desprende que, a ser posi-
ble, siempre es preferible la combinacién de
enraizamiento ex vitro con aclimatizacién si-
multdnea.

El enraizamiento de brotes procedentes de
drboles de angiospermas ha resultado relativa-
mente ficil, mientras que el de gimnospermas ha
presentado mds problemas (Sommer y Caldas,
1981). Encondiciones de exvitro se han enraizado
s6lo unos pocos brotes de especies de
gimnospermas, mientras que varias especies de
angiospermaras, incluyendo Salix, Betula y
Ulmus, se han enraizado facilmente enunamezcla
de turba, perlita y arena, en condiciones no
estériles (Chalupa, 1987).

2.2. Micropropagacion mediante
embriogénesis somatica. La embriogénesis
somdtica o asexual tiene lugar, como ya se ha
mencionado, cuando a partir de tejidos que
proliferan de un explanto inicial en cultivo, se
desarrollan embriones (llamados somaticos o
asexuales) que no son el resultado de una fusién
gamética. Estos embriones somdticos pasan por
estadios muy similares alos embriones zigéticos,
y si se convierten en plantitas diferenciadas
presentan un potencial de micropropagacion muy
elevado.

Con el fin de desarrollar esta potencialidad,
en las angiospermas se han usado diversos
explantos para lograr embriogénesis somatica,
pero en las gimnospermas se han obtenido re-
sultados positivos unicamente al utilizar como
explantos embriones, ya sean inmaduros o ma-
duros. S6lomuy recientemente, se han empleado
tejidos de pldntulas muy jévenes (Attree et al.
1990). En la mayor parte de los casos, los em-
briones somdticos surgen de callos
embriogénicos. El callo es un tejido vegetal
bédsicamente integrado por una masa no organi-

zada de células parenquimdticas, que pueden
contener zonas con diversos grados de organi-
zacién; cuando se trata de un callo embriogénico,
en €l se observan estructuras bipolares en distin-
to grado de desarrollo. En algunos pocos casos,
se ha logrado la diferenciacién de embriones
directamente a partir de los tejidos del explanto
inicial, sobresaliendo los ejemplos de los géne-
ros Populus (Park y Sonh, 1988) y Juglans
(Tulecke y McGranahan, 1985), y en la especie
Camellia reticulata (Plata et al., 1991).

En general, el medio usado para conseguir
embriogénesis contiene elevados niveles de sa-
les y de NH, y NO,. Tambi€n es necesaria una
auxina, generalmente 2,4-D o ANA. En algunos
casos, se precisa ademds una citoquinina. Fre-
cuentemente, no se requieren otras fitohormonas
para la induccién de embriones, pero el dcido
absicico estimula la maduracién de los embrio-
nes tanto en angiospermas como en
gimnospermas (Dunstan, 1988).

La embriogénesis somdtica constituye la
técnica preferida para la micropropagacién de
las plantas, siempre que su aplicacion sea posi-
ble, ya que presenta claras ventajas frente a las
técnicas de organogénesis. La ventaja mis des-
tacada es que lleva a la regeneracién de plantas
con menos etapas, pues omite la fase de
enraizamiento de los brotes elongados. Por otro
lado, ademds de proporcionar un método efectivo
en la propagacién rdpida de un nimero elevado
de plantas, la embriogénesis somdtica representa
también un método para obtener un verdadero
rejuvenecimiento de drboles maduros (Boulay,
1987). Otra de las ventajas reside en que los
embriones somdticos pueden almacenarse en
grandes cantidades de manera relativamente
sencilla en cultivos liquidos. Por si ello no bas-
tara, el coste de esta técnica es relativamente
reducido, si se lo compara con la produccién de
plantitas mediante yemas axilares o adventicias.

Pese a todo lo dicho, debe ponerse de mani-
fiesto que, especialmente en especies lefiosas,
con embriogénesis somdtica es mas dificil con-
seguirresultados con éxito. Ademds, la frecuencia
de regeneracién de plantas es menor que con
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otros métodos (Thorpe et al. 1991). En
angiospermas, la primera publicacién sobre
embriogénesis somadtica en una especie forestal
fue larealizada con Santalum album (Rao, 1965),
donde no se consiguid el desarrollo de plantas
funcionales. Veinte afios mds tarde, se tuvo éxito
con la primera gimnosperma, Picea abies
(Hakman et al., 1985).

Aunque actualmente el niimero de especies
que pueden propagarse mediante este método
estd creciendo, y los resultados positivos van
siendo cada vez mds numerosos, el porcentaje de
plantitasrecobradas atin permanece relativamente
bajo. En Picea abies, por ejemplo, Becwar et al.
(1989) estimaron que menos del 1% de los em-
briones inducidos se desarrollan en plantitas
completas. En consecuencia, puede afirmarse
que, pese a los intensos esfuerzos realizados, y a
que en todos los aspectos de embriogénesis
somdtica se estdn haciendo notables progresos,
lo relevante es que hasta ahora s6lo un pequefio
porcentaje de los embriones somdticos han
continuado desarrolldndose hasta plantas com-
pletas. Ademds, muchas de las plantas regene-
radas, sobre todo en especies de coniferas, a
menudo producen yemas en dormancia y detie-
nen su crecimiento; por otra parte, las plantitas
procedentes de embriones somdticos también
suelen presentar serios problemas debidos a un
pobre desarrollo radicular.

Actualmente, todavia se requiere mucho tra-
bajo de investigacién antes de que la
embriogénesis somdtica pueda ser considerada
como un métodoreal para la propagaciéon masiva
de especies forestales (Bornman, 1987).

3.-ULIMITACIONES DEL CULTIVO IN
VITRO DE ESPECIES FORESTALES.

3.1.Cultivo de 6rganos, tejidos y células
procedentes de arboles adultos. Uno de los
mayores problemas en el uso de las técnicas de
cultivo in vitro en las especies forestales, es la
dificultad de manipular explantos obtenidos de
drboles maduros. A medida que aumenta la edad
de un drbol, mds recalcitrante ser4 su en cultivo.
Se ha observado que la regeneracién de 6rganos

en la mayor parte de las especies recalcitrantes,
puede inducirse s6lo durante la fase juvenil. Asi,
la seleccidn de genotipos de é€lite que se desea
propagar asexualmente, se verd obstaculizada,
ya que los cambios fenotipicos que acompaiian a
la maduracién hacen dificil el elegir los indivi-
duos superiores en el estadio de pldntula. Cuando
un 4rbol es lo suficientemente adulto como para
poder seleccionarlo por sus caracteristicas, su
micropropagacion resulta o extremadamente di-
ficil, o imposible (Bonga, 1982).

Tanto en angiospermas como en
gimnospermas, esta dificultad en la
micropropagacion de drboles maduros es lo que,
con toda probabilidad, impide una aplicacién
mds amplia de la tecnologia del cultivo de tejidos
alasespecies forestales. Asimismo, esto justifica
los esfuerzos que constantemente se estdn reali-
zando, y que han llevado a confirmar que es mds
facil propagar material juvenil que maduro, por
loque se habrd de elegir una de las dos siguientes
opciones: a) seleccionar los tejidos mds juveni-
les en un drbol, o b) rejuvenecer el drbol donante
mediante tratamientos especiales anteriores a la
escicion (Bonga, 1987). Por ejemplo, los tejidos
procedentes de las ramas mds bajas del tronco
son mds juveniles que los procedentes de otras
ramas del drbol.

En muchas especies, pero sobretodo en las
coniferas, se aplican tratamientos
rejuvenecedores especiales antes o durante la
clonacién. Por ejemplo, se ha patentado la
pulverizacion repetida de ramas seleccionadas,
con citoquinina (BA es la mds frecuentemente
usada) (Abo El-Nil, 1982). También puede
lograrse una reactivaciéon mediante injertos en
serie, es decir, que injertando repetidamente es-
quejes de drboles maduros en raices de plantulas
se acentda y prolonga el comportamiento juvenil
en Hevea, Eucalyptus y Pseudotsuga menziesii
(Franclet et al., 1987). En el hibrido Castanea
sativa x C. crenata, la combinacién de un injerto
juvenilyla pulverizacién con BA ha permitido el
establecimiento y proliferacién in vitro de teji-
dos procedentes de ramas altas de drboles madu-
ros (Vieitezetal., 1983). Asimismo, la etiolacién
deramasantesde escindir los dpices hafacilitado




14 Boletinn® 16

Sociedad Espaifiola de
Fisiologia Vegetal

en gran medida el establecimiento in vitro, y la
subsiguiente multiplicacién, de tejidos proce-
dentes de drboles maduros de Castanea sativa x
C.crenatayde Quercus robur. Presumiblemente,
un fenémeno de esta naturaleza es debido a que
la etiolacién reduce la edad fisioldgica. La
‘etiolacién ademds, ha demostrado ser iitil para
facilitar el enraizamiento in vivo e in vitro
(Ballester et al., 1989).

También se haconseguidoelrejuvenecimiento
en tejidos de drboles, mediante subcultivos re-
petidos de dpices de brotes en un medio conte-
niendo citoquininas. Esta metodologia ha per-
mitido una reactivacién de los meristemos,
incrementdndose el grado de rejuvenecimiento
conelnimerode subcultivosen algunas especies
de Eucalyptus, Pinus y Sequoia (Thorpe et al.,
1991). En el género Sequoia se ha concretado el
mayor éxito conseguido en la micropropagacién
de una gimnosperma adulta (Ball et al., 1978;
Boulay, 1987)

Unautor dereconocida autoridad como Bonga
(1987), ha recomendado para la
micropropagacion de especies forestales madu-
ras, la recoleccién de los tejidos mds juveniles
disponibles en el drbol donante y el uso de los
explantos mds pequefios posible, con el fin de
interrumpir cualquier control correlativo presente.
Asfmismo, sostiene que deberian evitarse los
tejidos que tienen un modelo de desarrollo
fuertemente fijado, como por ejemplo el
cambium.

Finalmente, la modificacién de las condicio-
nes de cultivo ha demostrado ser til para ciertos
explantos; por ejemplo, 1a adicién de NH,NO, al
medio, para el cultivo de yemas vegetativas de
Pseudotsuga menziesii con 17-20 afios de edad
(Dunstan et al., 1986).

Es importante destacar que la
micropropagacién de drboles maduros sélo se ha
conseguido a pequeiia escala. Ademds, en
aquellos casos en que se ha logrado, el éxito ha
sido generalmente el resultado node uno, sinode
una sucesién de experimentos (Bonga, 1987).

3.2.0rganogénesis en cultivo de callos. Una

una aplicacién completa de las técnicas de pro-
pagacion asexual alos drboles forestales, deberia
conseguir también la regeneracién de plantas a
partir de callos o células en suspension (Haissig
et al., 1987). Los cultivos de células en suspen-
sién, son aquellos resultantes de subcultivar un
callo en medio liquido, lo que provoca la disgre-
gacion o separacion de sus células. Un cultivo de
estas caracteristicas debe ser agitado constante y
vigorosamente, al objeto de mantener el estado
de disociacién celular.

El establecimiento in vitro de un callo
organogénico puede llevar a la regeneracién de
plantas. Este es un proceso relativamente fre-
cuente entre la angiospermas; por ejemplo, en
especies del género Populus (Sommer y
Wetzstein, 1984).

Los callos pueden inducirse en gran variedad
de 6rganos y tejidos. Generalmente, un tejido
meristemadtico como el cambium, responde fa-
vorablemente. Ha resultado mds f4cil mantener
callos de angiospermas mediante subcultivos en
serie, que en gimnospermas. La induccién de
yemas adventicias en estos tejidos, requiere la
adicién de una citoquinina, y usualmente, tam-
bién de auxinaen unarelaciéon adecuada (Dunstan
y Thorpe, 1986). Desde la publicacién original
de Ball, en 1950, se han publicado sélo unos
pocos casos de cultivos de callos de
gimnospermas con formacién de yemas. Re-
cientemente, Gladfelter y Phillips (1987) han
sido capaces de obtener el cultivo de un callo
organogénico en Pinus eldarica. Por su parte, Lu
y Thorpe (1988), han conseguido la iniciacién y
mantenimiento de un cultivo de callo, obtenido a
partirde embriones maduros de Picea engelmani,
logrando la regeneracién de brotes a partir del
callo ya establecido.

Lointeresante de la metodologia de induccién
de organogénesis en callo, significa la posiblidad
de desarrollar un sistema regenerador yemas-
brotes en callos de larga duracién, lo que com-
plementaria el proceso de organogénesis directa.

No obstante, deben considerarse diversos fac-
tores si se desea emplear la técnica de
organogénesis en tejidos de callo (Dunstan y
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Thorpe, 1986). El primero de ellos es tener en
cuenta si se trata de un verdadero callo, es decir,
de una masa no organizada de células
parenquimadticas, o sélo se trata de una estructura
semejante a un callo constituida por unas pocas
capas de células desorganizadas cubriendo el
explanto diferenciado. Los brotes formados so-
bre un callo, en realidad podrian surgir del
explanto original.

Otro punto importante de la organogénesis en
cultivo de callos, es el que hace referencia a la
reproductibilidad del sistema de regeneracion,
es decir, a la necesidad de que los callos puedan
subcultivarse indefinidamente y conserven el
potencial de regeneracion.

Finalmente, un aspecto importante a consi-
derar es que los brotes originados de los callos
deben ser genéticamente iguales al explanto
original. Se ha observado que algunas plantitas
regeneradas de callos de Populus, han mostrado
variacion en relacion con la tasa de crecimiento,
altura y nimero de cromosomas, mientras que
otras se han comportado normalmente (Sommer
y Wetzstein, 1984). De manera semejante, la
formacién de callo durante la induccién yemas
en Pinus coultieri ha mostrado un incremento de
las probabilidades de producir plantitas anormales
(Patel y Berlyn, 1982).

Recientemente, se ha propuesto otra técnica
interesante, la de «multiplicacién mediante
nédulos meristemdticos». Este sistema ha pro-
ducido resultados con éxito en Pinus radiata
(Aitken-Christie et al., 1988), y también en el
género Populus (McCown et al., 1988). A partir
de embriones de Pinus radiata, se indujo un te-
jido meristemdtico, no un verdadero callo, em-
pleando altas concentraciones de BA; en varios
explantos de Populus, se logré un resultado se-
mejante usando una elevada relacidn auxina/
citoquinina. En ambos casos, el tejido
meristemdtico nodular se mantuvo, se multiplicé
y se indujo a la produccién de yemas.

3.3.Cultivo de protoplastos. Los callos y
cultivos celulares en suspensién, constituyen
también una excelente fuente de protoplastos.

Estos soncélulas vegetales sin su pared celuldsica,
por lo que sélo estdn rodeados de la membrana
plasmdtica, teniendo forma esférica. La elimina-
cién de la pared celuar puede hacerse por medios
mecénicos, 0 mds frecuentemente, por medios
enzimdticos.

Debido a la creciente importancia que el cul-
tivo de protoplastos estd cobrando, principal-
mente por su papel en la ingenieria genética de
las plantas, consideramos que el estudio detallado
de esta técnica se escapa del presente trabajo. En
cualquier caso, podria formar parte de un articulo
de revisién dedicado por entero a la Ingenieria
Genética de las Plantas Forestales.

3.4.Variacion Somaclonal. Existen nume-
rosas publicaciones que demuestran que las
plantas derivadas del cultivo de tejidos no son
siempre idénticas a la planta madre, lo que sig-
nifica que en las células de estas plantas ha
producido una variacién genética.

Lasvariaciones asociadas al cultivode tejidos
reciben el nombre de variacién somaclonal.
Pueden detectarse como cambios en las caracte-
risticas morfoldgicas y bioquimicas de la planta,
o en el nimero y estructura de los cromosomas,
por lo tanto, en el contenido de ADN.

A pesar de que durante las dltimas décadas el
cultivo de tejidos se ha convertido en una parte
integrante de la investigacién forestal, no se ha
prestado mucha atencién a la variacién
somaclonal en las especies de drboles forestales.
En general, se ha considerado que las
gimnospermas son mds estables durante el culti-
vo de tejidos que las angiospermas (Mo et al.,
1989). Sin embargo, se ha publicado que algunas
especies de coniferas se poliploidizan cuando se
cultivaninvitro (Bayliss, 1980). Actualmente, la
informacién existente acerca del ndmero de
cromosomas y del contenido en ADN de células
y 6rganos cultivados de las coniferas, presentan
un panoramaconflictivoy poco claroenloque se
refiere a la estabilidad genética. Mientras diver-
sas especies permanecen diploides en cultivo,
como por ejemplo, Picea pungens, Pinus
gerardiana, Pseudotsuga menziesii, y Picea
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abies; otras muestran tendencia a la
poliploidizacién, como Picea glauca, Pinus
cembra, Pinus lambertiana, Sequoia
sempervirens, Pinus roxburghii,y Pinus coultieri.

Cuando las plantasregeneradas in vitro se van
-a usar con fines précticos, es importante que
éstas se comporten en el campo de manera se-
mejante a las plantas de semilla. En estos casos,
la variacién somaclonal presenta claras desven-
tajas, exigiendo poner los medios precisos para
reducirla al minimo posible.

Sin embargo, muy recientemente se han rea-
lizado estudios, en plantas herbdceas como to-
mate, arroz, trigo, etc., donde se revela que las
variaciones expresadas in vitro se transmiten a la
descendencia por reproducciéon sexual. Estos
resultados han abierto el camino al uso del cul-
tivo de células como herramienta para introducir
variacién genética en plantas propagadas por
semilla (Ahuja, 1987).

Enlos drboles forestales, no obstante, existen
serias dudas acerca de si estas especies, que
presentan en su mayoria polinizacidn cruzada y
son altamente heterocigéticas, requieren varia-
cién somaclonal para su mejora. Hay que desta-
car que la variabilidad genética existente en los
drboles todavia no se ha explotado de manera
efectiva.

Las consecuencias de inducir variabilidad
genética en los drboles forestales deben consi-
derarse rigurosamente. No se puede excluir la
posibilidad negativa de que la mayor parte de las
variantes regeneradas por cultivo in vitro resul-
ten deletéreas, en vez de iitiles.

3.5. Otros problemas. Los tejidos frescos
obtenidos de plantas lefiosas, particularmente de
angiospermas, a menudo secretan al medio
pigmentos marrones-negros compuestos princi-
palmente por polifenoles oxidados y taninos,
surgidos como respuesta a la herida. Este pro-
blema estd principalmente acusado en especies
de los géneros Quercus, Castanea y Betula. Los
fenolesliberados al medio, inhiben el crecimiento
de los brotes y pueden matar el material vegetal;
asimismo, los explantos obtenidos de

especimenes mds viejos suelen producir mds
fenoles (Chalupa, 1987). Se han desarrollado
diversas técnicas con el fin de disminuir el dafio
(Pierik, 1987). Sin embargo, en algunos casos, €l
Unico método con éxito es la transferencia fre-
cuente de los explantos a medio fresco, aunque
su gran inconveniente es que implica mucho
trabajo.

Los tejidos vegetales en cultivo también
producen sustancias voldtiles que pueden acu-
mularse en los recipientes de cultivo e influir
sobre el crecimiento y la morfogénesis. Estas
sustancias incluyen dioxido de carbono, etileno,
acetaldehido y etanol; los dos ultimos son carac-
teristicos de los cultivos de callos de plantas
lefiosas (Thomas y Murashige, 1979). Se ha
publicado acerca de la importancia de algunos de
estos gases en la organogenesis de novo en
cotiledones escindidos de Pinus radiata (Kumar
et al,, 1987). Los resultados sugieren que la
manipulacién del entorno gaseoso en los reci-
pientes de cultivo podria ser valiosa en la
optimizacién de la micropropagacion a gran es-
cala.

Resulta relativamente fécil esterilizar la su-
perficie de los explantos con lejia, HgCl,, H,0,,
etc, pero hay que tener en cuenta que no todos los
contaminantes son de origen superficial. Algu-
nas infecciones son sitémicas y resultan muy

dificiles de eliminar.

Otro problema que a menudo se encuentra en
los cultivos de especies lefiosas es la vitrificacién.
Se trata de un fenémeno fisiolégico donde la
lignificacién y la formaciénde cuticula se redu-
cen. Por su parte, el tamafio de las células se
incrementa debido a la difusién de un exceso de
agua al interior de los tejidos (Gaspar et al.,
1987). Las hojas de los brotes vitrificados son a
menudo translicidas, gruesas, rizadas, elongadas,
y en las coniferas, las aciculas amenudo se pegan
unas a otras; los tallos de estos brotes también
son gruesos y acuosos (Boulay, 1985; Gaspar et
al. 1987). Estos brotes son dificiles de multipli-
cary de enraizar (Boulay, 1985), sucediendo que
esas plantitas vitreas cuando se transfieren al
suelo se marchitan rdpidamente y son muy sus-
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ceptibles a infecciones (Gaspar et al., 1987).

3.6.Comportamiento en el campo. Gene-
ralmente, las plantitas de angiospermas se com-
portan muy satisfactoriamente en el campo
(Chalupa, 1987; Mascarenhas et al., 1988;
McCown y McCown, 1987). No obstante, en un
estudio se encontré que clones micropropagados
de Betula platyphylla, que crecian uniforme-
mente, lohacian mdslentamente que las pldntulas
de semilla (McCown y Amos, 1979).Por el
contrario, y en lo que respecta a las coniferas, se
cuenta con mucha menos informacién, yaque los
estudios comparados entre plantitas de in vitro y
plantulas, sélo han comenzado en los tltimos
cincoafios. En general, caracteristicas tales como
la supervivencia en el campo, la tasa de creci-
miento, el plagiotropismo y la susceptibilidad a
enfermedades, tienen una correlacién directa
con la calidad de los brotes generados in vitro.

4.-PERSPECTIVAS FUTURAS DEL CUL-
TIVO IN VITRO DE ESPECIES FORES-
TALES.

Las técnicas de cultivo in vitro de células,
tejidos y 6rganos de los drboles forestales tienen
un futuro prometedor, gracias a que han ido
cobrando una importancia cada vez mds desta-
cada en aquellos programas de investigacién
relacionados con el mantenimiento y mejora de
los bosques.

Asi, durante estos tltimos diez afios, el pro-
greso de la propagacién clonal mediante el cul-
tivo in vitro ha sido muy significativo. Las apli-
cacionesde estas técnicas alas especies forestales
han discurrido mds lentamente que en las espe-
cies herbéceas, si bien estas técnicas no reem-
plazardn a los sistemas tradicionales de mejora-
miento genéticos de los drboles, al menos en un
futuro inmediato. Todo apunta a que el cultivo in
vitro pueda desempeiiar un papel importante,
pero siempre complementado esfuerzos para
resolver los problemas forestales. De hecho, ya
hay drboles como por ejemplo Pinus radiata,
Pinus taeda, Pinus pinaster o Sequoia
sempervirens,que se han micropropagadoa gran
escala. Aunque el €xito obtenido ha sido princi-

palmente con tejidos embrionarios o juveniles,
se estdnrealizando grandes progresos con tejidos
obtenidos a partir de drboles maduros.

Ademads, con la explotacién de métodos como
embriogénesis somdtica, el cultivo de haploides
oel aislamiento de protoplastos, 1a biotecnologia
de los 4rboles forestales cobrard dimensiones
cada vez mds relevantes.

Por ultimo, se hace necesario destacar la im-
prescindible complementariedad que represen-
tan las técnicas de cultivo in vitro para la inge-
nieria genética de los arboles. Temdtica que,
como resulta evidente, escapa a los limites del
presente trabajo.
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Sistemas de transporte electrogénico
de H* en las membranas
citoplasmaticas de células vegetales.
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1.- Generalidades.-

A diferencia de las membranas de origen
animal, en que las bombas Na*/K* parecen tener
papel predominante, los procesos de transporte
activo primario a través de membranas en plan-
tas superiores parecen estar constituidos por un
sistema de. transporte electrogénico de H*
(144,179), extruidos desde la célula al exterior a
través del plasmalema (144,177,179) y también
desde el interior del citoplasma hacia la vacuola
a través del tonoplasto (107,151). La actuacidén
deestas bombas es la principal responsable deque
enlascélulas vegetales se detecte una diferencia
de potencial eléctrico entre el citoplasma y el
medio externo, y entre la vacuola y el medio
externo,de-120mVy -90mV, respectivamente;
igualmente es responsable de que el pH en los
dos principales compartimentos celulares sea
diferente: el pH del citoplasma parece ser
aproximadamente neutro, alrededor de 7.0,
mientras que el pH del jugo vacuolar es 4cido
(pH 5.5).

La extrusiéon de H* proporciona la fuerza
protén-motriz necesaria para la realizacién de
gran nimero de procesos de vital importancia,
relacionados en gran parte con el desarrollo tanto
de células vegetales como animales (80). As{, la
extrusion de H* origina la formacién de un
gradiente de potencial electroquimico a través
de la membrana que se ha propuesto seria em-
pleado para controlar el pH citoplasmdtico me-
diante la regulacién del pH intra y extracelular,
en lo que se ha dado en llamar «el sistema
biofisico de pH-stat» (151), manteniéndolo
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aproximadamente constante entre 7.0 y 7.5 se-
gin las especies (116), mientras se acidifican la
vacuola y el medio extracelular. Ademds, el
gradiente de potencial electroquimico también
se utiliza para impulsar numerosos flujos de
transporte de sustancias, no solamente de iones
comoel Na* yel CI', sino también de otros cationes
y aniones, asi como de gran cantidad de solutos,
reguladores del crecimiento, aminodcidos y
azidcares, via antiporter o simporter (127,174,186,
y susrefs.), segin predice la hipotesis de Mitchell
(122,131).

Estos dos procesos bdsicos (control del pH
citoplasmadtico y del transporte de sustancias a
través de las membranas) son la clave del papel
que el bombeo electrogénico de H* tiene también
en otras funciones de gran interés para la planta
(101,158,174,179,186, y sus refs.). Asi, se con-
sidera implicado en la accién primaria de los
reguladores del crecimiento, el cierre de estomas
yelturgorcelular,lacargay descargade sacarosa
en los vasos del floema, el transporte de malato
en plantas con el Metabolismo Acidico de las
Crasuldceas, en la regulacién de la sintesis y
elongacién de las paredes celulares, a travésde la
acidificacién de la pared celular en respuesta ala
auxina, en la acumulacién de moléculas orgdni-
cas por parte del embridn, exocitosisde vesiculas
del aparato de Golgi, secrecidén de proteinas,
procesos mitdticos, crecimiento radicular,
gravitropismo, respuestas mediadas por la luz, y
mantenimiento del potencial de membrana.
También es responsable de procesos tan intere-
santes desde el punto de vista ecofisiolégico
como la acidificacién de la interfase suelo/raiz
(rizosfera), consecuenciade la actividad extrusora
de H* desde las células de la raiz al espacio en
contacto con las mismas, lo que provoca la
movilizacién de nutrientes minerales en las
proximidades de las raices (como el fosfato o el
hierro); variaciones en la capacidad tamp6n del
suelo y modificaciones en la actividad de algu-
nos microorganismos y hongos. Los cambios en
el pH intracelular pueden también controlar
procesos como los periodos de letargo y desen-
cadenamiento de la germinacién de esporas de
hongos y semillas de plantas. También se ha
sugerido su participacién en el establecimiento

de la polaridad y posterior crecimiento polar de
células y 6rganos, como raices, tubos polinicos,
hifas de hongos, rizoides de algas, etc.

El descubrimiento de la existencia de un
bombeo electrogénico de H* se realizé estu-
diando «in vivo» el crecimiento de érganos in-
ducido por auxina, asi como el transporte activo
de diferentes sustancias y €l desarrollo y man-
tenimiento de potenciales eléctricos en las
membranas (186, y refs.). Estos estudios sugi-
rieron que la bomba de H* jugaba un papel pri-
mordial en la fisiologia vegetal, pudiendo ser
considerada como controladora de importanies
funciones, a nivel tanto celular como de 6rganos.
Posteriormente, Romheld et al. (158), en raices
intactas de girasol, demostraron la diferente ca-
pacidad extrusora de H* por las raices segin las
zonas de las mismas, siendo mdxima en la zona
de los pelos absorbentes, tal vez debido a la
mayor superficie de dicha zona (157). A conti-
nuacion, se realizaron medidas en células vege-
tales intactas para conocer su potencial eléctrico
y su pH, sugiriéndose por primera vez que €l
bombeo de H* de forma electrogénica se en-
cuentra asociado a las membranas
citoplasmdticas: el plasmalema (186, y refs.),
que bombearia H* desde el citoplasma hacia el
medio externo, y el tonoplasto (186, y refs.), que
lo harfa desde el citoplasma hacia el interior de la
vacuola.

Los primeros trabajos realizados por Hodges
et al. (36,75-77) con vesiculas aisladas demos-
traron actividad ATPasa clara en el plasmalema
y otras membranas. En 1976, usando c€lulas de
Chara, Tazaway Shimmen (189) demostraron la
dependencia de ATP de la bomba electrogénica
de H* situada en el plasmalema. Desde 1980, una
serie de estudios realizados usando vesiculas
microsomales aisladas de plantas superiores han
proporcionadoevidencias directas delaexistencia
de bombas de H* en el plasmalema y en el
tonoplasto (186, y refs.).

Se han postulado dos posibles mecanismos
implicados en el transporte de H*:

a).- Segtn el primero, el bombeo de H* de-
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penderia de la actividad de enzimas transporta-
doras de H* con gasto directo de energia
metabdlica, bien mediante hidrélisis del ATP
(H*-ATPasaasociadaalasmembranas-186,y
refs.-), bien mediante hidrélisis del pirofosfato
(H*-PPasa del tonoplasto -186, y refs.-).

b).- Segitin otras opiniones, el bombeo de H*
podria serel resultado de una serie de procesos de
6xido-reduccién de sustratos, dependientes de
NADH, y que se producirianen una cadena redox
presente en las membranas (127, y refs.).

Vamos a considerar estas posibilidades con
detalle en los apartados siguientes.

2.- Transporte electrogénico a través de H*-
ATPasas.-

Las ATPasas asociadas a membranas y sen-
sibles a cationes y aniones estdn muy extendidas
en las plantas superiores (186, y refs.). Los
enzimas que hidrolizan ATP se han localizadoen
el plasmalema (144,177,179) y en el tonoplasto
(107,151). Al principio se obtuvieron evidencias
indirectas, basadas en la correlacién entre las
actividades «in vitro» de la ATPasa, los flujos de
H* y los potenciales de membrana de células
intactas, que sugirieron que la ATPasa podria
desempeiiar un importante papel en el transporte
de H* e iones (144,179). Posteriormente, la exis-
tencia de una ATPasa de estas caracteristicas fue
demostrada, de forma independiente, por Rasi-
Caldogno et al. (149) y Sze y Churchill (187) en
vesiculas microsomales de internodos de guisante
y de callus de tabaco respectivamente. Asi, en
1980 Sze demostré en este material como los
ionéforos estimulaban la actividad de hidrolisis
de ATP y de bombeo de H* de las vesiculas, y
cémo desaparecia el potencial de membrana por
adicion de CCCP, lo que les hizo suponer que €l
ion transportado electrogénicamente debia
ser el H* (187), ya que el CCCP es ionéforode
H*.

Encuanto a su funcionamiento, demostraron
que en estas vesiculas, la extrusién electrogénica
de H* por parte de una de estas H*-ATPasas
provocabala formacién de un gradiente eléctrico

(AY) y otro quimico (ApH). Ambos gradientes
contribuyen a la formacién del gradiente o po-
tencial electroquimico de transmembrana
(AuH*), influyendo la variacién de uno de ellos
en el valor del otro, segiin la ecuacién:

A= A¥ + 59ApH

En trabajosrealizados con coleoptilos de maiz
(72,120), raices de maiz (15,57) y dpices de
guisante (203) se comprobé que el bombeo
electrogénico de H* dependiente de ATP de las
vesiculas microsomales aisladas a partirde dichos
materiales era insensible al vanadato, marcado
inhibidor de la actividad de la Mg*-ATPasa
estimulada por K* (63,113). Sin embargo, la
formacién del potencial de membrana (187), la
actividad de la ATPasa estimulada porionéforos
(183) y la formacién de un gradiente de pH en
vesiculas procedentes de callus de tabaco (183)
oraices de avena (44,45,180) eran inhibidas por
vanadato. Estos resultados parecian sugerir la
existencia de dos tipos de H*-ATPasas
involucradas en la extrusion de H*
(150,180,187). Los dos tipos de H*-ATPasa han
sido parcialmente separadas en un gradiente de
sacarosa o de dextrano (186, y refs.), siendo una
de ellas vanadato-sensible y la otra vanadato-
insensible (185,186). Laactividad H*-ATPasade
tipo vanadato-sensible parece estar asociada a
las vesiculas de alta densidad (1.13-1.17 g/cc),
que se ha postulado procederian del plasmalema
(186, y refs.), mientras las de tipo vanadato-
insensible son las asociadas a vesiculas de baja
densidad (1.10-1.13 g/cc), que se propone ten-
driansuorigenen el tonoplasto (186, y susrefs.).

2.1.- H*-ATPasa de plasmalema.- La acti-
vidad H*-ATPasa sensible al vanadato se ha
propuesto que procederia del plasmalema
(174,186, y sus refs.), aunque este tipo de H*-
ATPasa también se ha asociado a otros tipos de
membranas como las del aparato de Golgi (44) y
de vesiculas secretoras (185, y refs.).

La funcion de las H*-ATPasa de
plasmalema seria jugar un papel central en la
aplicacién de energia necesaria para el transporte
de solutos a través de esta membrana (144,177),
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acoplando la hidrdlisis de ATP al transporte de
H* desde la célula al exterior, y produciendo asi
un flujo unidireccional de H*, que generaria un
gradiente electroquimico entre la célula y el
medioexterno (149,177,178,185). Deestaforma,
la actividad de esta H*-ATPasa produce una
energia que puede ser utilizada en el transporte
de otros solutos al/del interior celular.

Recientemente una serie de investigadores
han logrado clonarel gen que codificaeste enzima
(140), habiendo sido también caracterizado a
nivel bioquimico, tanto en vesiculas (171,186)
como en preparaciones purificadas del enzima
solubilizado con detergentes (170-172). Estos
estudios han puesto de manifiesto la gran simi-
litud existente entre laH*-ATPasade plasmalema
de plantas y hongos (170-173).

En primer lugar, el pH 6ptimo para esta H'-
ATPasa «in vitro» estd alrededor de 6.5 (186)
(aunque «in vivo» el intervalo puede ser mucho
mds amplio), y la eficiencia termodindmica es
baja (H*/ATPasa=1 -154-).

La actividad de hidrolisis de ATP es de-
pendiente de Mg. Esta dependencia de Mg pa-
rece indicar que el verdadero sustrato no es el
ATP sino el complejo Mg:ATP, presentando
asimismo una fuerte especificidad por el ATP
como compuesto fosforilado necesario para su
actividad (31, y refs.). El enzima aislado y puri-
ficado muestra una cinética simple del tipo
Michaelis-Mentenrespecto deladependenciade
Mg:ATP (31, y refs.).

La H*-ATPasa dependiente de Mg del
plasmalema es fuertemente estimulada por la
presencia de cationes alcalinos con la siguiente
secuencia K*>Rb*>Na*>Cs*>Li* (186, y refs.)
y, aunque su actividad no se ve alterada por los
aniones, los aniones permeantes ( Cl, NO32' )
estimulan la formacién del gradiente de pH (201),
probablemente por su capacidad para anular el
gradiente eléctrico.

Este tipo de H*-ATPasa es sensible a ciertos
inhibidores: vanadato (25,63,95), DCCD
(148,178), y DES (6,150,201), pero al parecer es
insensible a la oligomicina (6,54), potente

inhibidor de la ATPsintasa mitocondrial. Mien-
tras el DCCD y el DES se ha propuesto que
actuarfan a nivel de los canales o lugares de paso
de los H*, la actuacién del vanadato se ha de-
mostradoque es especifica de las fosfohidrolasas
que presentan en su mecanismo de accién un
complejo fosforilado intermedio (31, y refs.). La
existencia de un fosfoenzima intermediario ha
sido recientemente demostrada en el funciona-
miento de la H*-ATPasa de plasmalema de raiz
de maiz (30) y de otros tejidos (202), siendo su
formacién el punto donde radica la inhibicién
por vanadato (30), seguramente por la compe-
tencia de éste con el fosfato por los mismos
lugares de enlace, al adoptar una estructura de
bipirdmide trigonal estable que se asemeja al
estado de transicién del fosfato durante la reac-
cién.

. De preparaciones de plasmalema de diverso
origen vegetal se ha conseguido el aislamiento y
purificacion de la proteina de la H*-ATPasa
presentando un tamafio de 228 a 200 kDa (32).
En otras experiencias el tamafio del péptido que
se obtuvo en la purificacién fue de 100 kDa, lo
que induce a pensar en la existencia de un dimero
como molécula activa en la membrana (32).
Resultados similares se han obtenido en otros
tejidos (31,154, y susrefs.). La subunidad de 100
kDa podrfa representar la unidad minima de
hidrdélisis de ATP y acoplamiento al iransporte
de H*.

El péptido de 100 kDa que representa, como
hemos indicado, la subunidad catalitica, pasa
por la formacién de un fosfoenzima intermediario
en su ciclo catalitico de hidrélisis de ATP (31, y
refs.), siendo la formacién de este fosfoenzima
intermediario caracteristicacomun alas ATPasas
del tipo E E, (141), similar a la observada en
ATPasas de diverso origen en tejidos animales
(31, y refs.) y de hongos (24). Serrano (174) y
Brinskin (31) en recientes revisiones, proponen
la existencia de un total de 6 dominios funcio-
nales en el péptido de 100 kDa, (dominios I-VI,
Fig. 1), situdndose las regiones hidrofilicas en la
cara citoplasmdtica de la membrana, con una
pequefia cadena del polipéptido expuesta al ex-
terior:
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+
canal de H

estd asociada al dominio I y se
encarga de la defosforilacién de
dicho resto de aspartato.

NH L
2 dominio
transduccion
dominio

fosfatasa

l dominic kinasa

:liﬂg
= = Finalmente, presenta un canal
z = para los cationes que atraviesa la
- = membrana y que puede estar for-
= mado por cuatro o seis alfa-hélices.
! Tal vez sea a este nivel donde se
COOH? | localice la actuacién del DCCD,

que parece modificar un residuo
glutamato presente en la primera
hélice del canal (174, y refs.).

~ Encuantoal posible mecanismo
de funcionamiento de la H*-

Fig. 1.- Modelo propuesto para la distribucién a través del plasmalema de la
cadena polipeptidica del monémero de H*-ATPasa de plasmalema. El

ATPasa de plasmalema de plantas
superiores, como ya hemos citado

asterisco indica la localizacién aproximada del residuo de 4cido aspartico  anteriormente, en el curso del ciclo
que se fosforila durante el ciclo catalitico. Se muestra, asimismo, los catalitico esta H*-ATPasa pasa por
diferentes dominios (ver texto), indicandose con trazo discontinuo la lo- 15 formacién de un fosfoenzima

calizacién del grupo carboxilo terminal, del que se desconoce su localiza-
ci6n exacta, intra o extracelular (Tomado de Serrano [174] y Briskin [31]).

El dominio N-terminal es el mds variable en
longitud y secuencia, siendo para muchos in-
vestigadores un «bucle» de alfa-hélices, entre
unoy seisdependiendodel enzima. Este dominio
no tiene actividad catalitica, si bien puede ser de
gran importancia a nivel estructural (para el
anclaje y los cambios conformacionales impli-
cados en su funcionamiento).

Eldominio C-terminal es también variable en
longitud y secuencia, no estando actualmente
demasiado clara su situacién exacta (174); se ha
propuesto su posible implicacién en laregulacién
de la actividad catalitica, ya que la Ca?*-ATPasa
de mamiferos y de levaduras contienen en el
grupo carboxilo terminal un sitio de unién para la
Calmodulina por lo que podria estar implicado
en la regulacién via Ca-Calmodulina (182, y
refs.).

Ellugar de unién del ATP para la formacion
del intermediario fosforilado ocurre en la zona
central del enzima ( dominios IIT, IV, V y V1),
que es la regidn catalitica, mostrando actividad
quinasa que provoca la fosforilacién de un resto
aspartatoen el dominio I1. La actividad fosfatasa

intermediario (31, y refs.), que re-
quiere Mg* para su formacién ya
que el verdadero sustrato es el com-
plejo Mg-ATP (5), de forma similar a otras
ATPasas del tipo E E, (141). Este fosfoenzima
intermediario es estable a pH dcido y sensible a
hidroxilamina, lo que hizo suponer la presencia
de un acil-fosfato ligado posiblemente a un resto
de dcido aspdrtico del sitio activo del enzima (31,
y refs.).

El enzima pasa por dos conformaciones di-
ferentes (31,174, y sus refs.), denominadas E; y
E,, que pueden diferenciarse por su distinta
sensibilidad al ADP y ligandos de la reaccion.
Ambas conformaciones existen asimismo en sus
formas fosforiladas. LaconformaciénE Pesrica
en energia y se descarga por el aporte de ADP
exogeno, lo que estd en consonancia con el hecho
deunintercambio ATP/ADP durante lareaccidn.
Esta conformacion tiene acceso al citoplasma y
presentaunaalta afinidad por los H*, mientras que
laconformacion E, P tiene acceso al exteriorde la
célula, es totalmente insensible al ADP y puede
interaccionar con iones K*, promoviendo este
cation la formacion de la forma E P y la sepa-
racion de PP, desde la conformacién E,P. Esta
implicacién del K* en los cambios




24

Boletinn® 16

Sociedad Espafiola de
Fisiologfa Vegetal

conformacionales reversibles («turnover» de la

ATPasa) puede explicar tal vezla sensibilidad de

la ATPasa al aporte de dicho catién; en apoyo de

esta afirmacién estd el hecho de que su presencia

incrementa la sensibilidad del enzima al vanadato
(63,137).

Como hemos indicado, la conformacién E P
es rica en energfa y la E P es de baja energia.
Estudios recientes parecen indicar la existencia
de una tercera conformacién del fosfoenzima
intermediario, E P (134).

prerrequisito para su funcionamiento, formén-
dose seguramente un complejo H*-E -ATP. Una
vez activada como quinasa, se produce la’
fosforilacién del resto de dcido aspértico y la
separacién de ADP. El complejo que actiia como
quinasa no presenta actividad hidrolasa; por €l
contrario, la conformacién E,P tiene actividad
fosfatasa una vez que se ha producido la sepa-
racién del H*, siendo inactiva como quinasa.

El radical fosforilado oscila entre los dos
dominios, siendo las transiciones de forma acti-

E,.ATP H"E, .ATP

[
KIN KN

PHO PHO

Co0H ATP =(00H ATP

KIN

PHO PHO

Pi |-COOH -C0-P,

E, Pi E-P

PHO

PHO

-

® v
ext. H EI-P

va/inactiva de la quinasa y la

H" FE-P.ADP fosfatasa dependientes tanto

1 X de la unién del H* al enzima

I como del complejo
fosforilado.

Se ha sugerido (31,174, y

sus refs.) que el H*, al unirse
a la ATPasa, puede tener un
efecto inductor del complejo
enzima-ATP. Su unidén pue-
de inducir, tanto la confor-
macién activa del dominio
quinasa, como el movimien-
to del complejo fosforilado
hacia este dominio. La for-
maciénde este dominiopuede
ser el resorte para el cambio

t'AUP
KIN

~c0-p

Fig.2.- Esquema propuesto parael mecanismo de funcionamiento de la H*-ATPasa
de plasmalema. Los dominios quinasa (KIN) y fosfatasa (PHO) se representan en
forma de cuadro o circulo segiin su conformacion sea la activa o la inactiva,
respectivamente. El tridngulo indica el lugar donde se forma el intermediario

fosforilado (Tomado de Serrano [174]).

En el acoplamiento energético al transpor-
te de iones son de vital importancia los cambios
conformacionales que se producen durante la
hidrélisis de ATP y el transporte (Fig. 2,[174,y
refs.]). Dentro de este ciclo de cambios
conformacionales producidos por la hidrélisis de
ATP, se producen cambios en el acceso del
catién a los sitios de unién del interior o del
exterior, pudiendo desarrollarse de esta forma el
transporte vectorial del cation (188). Siguiendoa
Serrano (174) y Brinskin (31), parece que la
forma E, es activa como una quinasa solamente
después de su unién con el H*, lo que seria un

conformacional que afecta al
dominio catalitico y al canal
de membrana. La separacién
del H* induce la forma activa
de la fosfatasa y el movi-
miento del complejo
fosforilado hacia ella, produciéndose la
defosforilacién. En este proceso de cambios
conformacionales, el H* habria pasado desde ¢l
interior citoplasmatico hasta el sitio de unién con
la conformacién E, del enzima y a continuacion
atravesarfa la membrana en el cambio de confor-
macién, quedando posteriormene libre en la par-
te externa de la membrana.

La estimulacién de este tipo de ATPasa por
el K*, asf como el transporte de este catidn a
través del plasmalema, ha sidointerpretada desde
varios posibles mecanismos de actuacién. En
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efecto, la estimulacién por el K* de la velocidad
de hidrélisis de ATP y del turnover del enzima
(31, y refs.), podria corresponderse con una
activacién del transporte directo de K* por una
H*/K*-ATPasa, o simplemente con un efecto del
catién sobre el funcionamiento de la H*-ATPasa
(70). A continuacién relacionamos las hipétesis
alternativas propuestas:

a) En primer lugar, se ha propuesto que la H*-
ATPasa podria funcionar como una H*/K*-
ATPasa (184), con lo que seria similar a la Na*/
K*-ATPasade las células de animales (31), sien-
doel Na* sustituido por H*. Asf, funcionariacomo
un antiporteador H*/K*, propuesto ya en la hi-
potesis quimioosmotica de Mitchell para expli-
car los resultados con vesiculas «inside-out» de
plasmalema, segiin los cuales el potencial de

membrana (dentro positivo) facilitaria la toma

de aniones, y el gradiente de pH (dcido dentro)
facilitarfa la toma de los cationes (186). Thibaut
et al. (191) en raices de maiz, han demostrado
cémo la acidificacién del medio depende del
intercambio K*/H*, y Sze (184) ha propuesto la
existencia de un mecanismo antiporteador para
el intercambio K*/H*, mecanismo que ha sido
también puesto de manifiesto por Braun et al.
(28) y Hassidim et al. (73) en vesiculas de
membranas de Atriplex , y que funcionaria de
manera similar al antiporteador Na*/H*.

Sin embargo, en recientes estudios se ha ob-
tenido bombeo de H* en ausencia de K,
postuldndose la existencia de una ATPasa trans-
portadora inicamente de H* (171); el transporte
de este cation podria ser catalizado porun sistema
diferente e impulsado por el potencial de mem-
brana generado por el transporte de H*, con lo
que no jugaria un papel directo en el funciona-
miento de la ATPasa, sino que sélo estaria aco-
plado indirectamente a la misma, como otros
iones, a través de canales especificos de K*
sensibles al voltage, asociados o no ala molécula
de la ATPasa.

b) Otra alternativa es que la estimulacion
podria deberse a la aceleracion por parte del K*
de la fosforilacion y defosforilacion del
fosfoenzima intermediario (31, y refs.), lo que

igualmente aceleraria la actividad del enzima,
sin que ello implicara un transporte acoplado y
simultdneo de K* por la ATPasa. En efecto, su-
cesivos trabajos muestran una aceleracion de la
transicion entre las distintas conformaciones del
fosfoenzima intermediario por efecto del K*, y
Vara y Serrano (201) han comprobado c6mo el
bombeo de H* en vesiculas reconstituidas con
ATPasade plasmalema se estimula porla adicién
de K*.

¢) Otra posibilidad que se apunta es que el
transporte de K* provoque la disipacidn del po-
tencial de membrana creado por la extrusion
activa de H*, lo que estimularia el bombeo de H*
y la hidrélisis de ATP; asf, Vara y Serrano (201)
demuestran cémo el K* en presencia de
Valinomicina, ionéforo especifico de este catién,
estimula la velocidad de bombeo de H* e
incrementa el gradiente de pH.

d) Finalmente, el K* podria también estimu-
lar la ATPasa por disminucién de la repulsién
electrostdtica entre el complejo Mg-ATP y las
cargas negativas de la superficie de la membrana
(65,70). Esta activacién también depende de la
accesibilidad del catién al enzima, con €l que
interacciona en la cara citoplasmadtica (65,70),
proponiéndose que podria inactivar algunas
enzimas de las membranas (quinasas) que podrian
actuar sobre el enzima (165,166), obien mediante
la modificacién de las interacciones lipido-pro-
tefnas. La estimulacién puede ser debida tam-
bién a una mera optimizacion de las condiciones
de funcionamiento del enzima «in vivo» en el
citoplasma (115).

En resumen, como vemos el mecanismo o
mecanismos de actuacién del K*no han sido aiin
aclarados, aunque si estd claro que la extrusion
de H*, por una H*-ATPasa de plasmalema, pro-
porcionaria el acoplamiento energético necesa-
rio para dicho transporte. La discusion se centra
en las dos posibilidades de acoplamiento: para
algunos investigadores (42,144) seria directo, es
decir, la misma H*-ATPasa transportaria de for-
ma conjunta tanto los H* como los K*; mientras
que otros mantienen un acoplamiento indirecto
entre ambos transportes (12,112,113,171), siendo
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el K* transportado por un transportador diferen-
te, que aprovecharia el gradiente creado por la
actividad de la H*-ATPasa de plasmalema.

Las investigaciones mds recientes en este
campo auin no han zanjado la discusion. Asi,
Kochian et al. (87) en raices intactas de maiz y
usando micro-electrodos especificos de H* y K*
sugieren que el sistema de alta afinidad de
transporte de K* podria ser un simporter H*-K*
(155) o bien una K*-ATPasa similar a la de
Escherichiacoli (141). Otros investigadores han
propuesto la existencia de dos ATPasas, una que
s6lo transportaria H* y otra que transportaria H*/
K* (58,64), estando el plasmalema enriquecido
en esta ultima (58,64,70).

Porotra parte, varios estudios han demostrado
la presencia de canales selectivos para el K* que
se activan por hiperpolarizacién de la membra-
na, tanto en levaduras (71) como en plantas
(168), y experiencias de «patch-clamp» parecen
apoyarlaidea de que lamoléculade ATPasaestd
muy intimamente asociada con estos canales de
transporte para el K* y que podria incluso con-
tenerlos (173).

Algunos aniones modifican también la acti-
vidad H*-ATPasa de plasmalema. Asi, reciente-
mente, Ullrich y Novacky (196) y Novacky et al.
(132) demuestran cémo en el plasmalema de
Lemna gibba , el NO, causa una rdpida
despolarizacion de la membrana y una gradual
repolarizaciéndelamisma. Estos autores postulan
que este efecto se debe a la induccién de un
simporteador de NO,/H*, a través del cual la
entrada contra gradiente de NO, estd acoplada a
una entrada pasiva de H*; los cambios que pro-
vocaria la entrada de estos iones sobre el pH
citoplasmadtico, o los propios cambios en el po-
tencial de membrana, actuarian activando la H*-
ATPasa de plasmalema.

Por el contrario, Thibaud y Grignon (190)
arguyen que el NO, provoca en raices de maiz
una pequeiia hiperpolarizacién de la membrana,
y como la adicién de inhibidores de la ATPasa
(DES) no provoca alteracion alguna de esta
hiperpolarizacién, afirman que estd causada di-

rectamente por el transporte de NO,"y no por la
actividad de la H*-ATPasa de la membrana.

Finalmente, McClureetal. (117,118), también
conraices de maiz, parecen haber demostrado la
existencia del mecanismo simporteador pro-
puesto por Ullrich y Novacky (196), asf como el
acoplamiento entre el sistema de transporte de
NO, y la actividad de la H*-ATPasa de
plasmalema; estos investigadores mantienen la
opinién de que la hiperpolarizacién de la mem-
brana se debe a la actuacién directa de la bomba
electrogénica de H* (ya que ellos han comproba-
do que es inhibida por la adicién de vanadato y
DES), mientras que serfa activada sélo de forma
secundaria por el simporte. Todo ello estaria de
acuerdo con la hipétesis propuesta por Ullrich y
Novacky. Se propone una estequiometria del
simporteador NO,/H*> 1.

Ullrich-Eberius et al. (197,198) también han
demostrado comoen Lemna laadicion de fosfato
(P.) induce la despolarizacién del plasmalema, lo
que junto a los comportamientos de tipo cinético
que presenta la absorcion de P, y su relacién con
elmovimiento de H* a través del plasmalema, les
lleva a proponer que la entrada de P, se encuentra
asociada al gradiente electroquimico provocado
por laextrusiénde H*, a través de un simporteador
2H'/H,PO,. Sakano (162), por el cqntrario,
propone para este mecanismo de simporte una
estequiometria de 4H'/H PO,, indicando que la
acidificacién citoplasmadtica provocada por la
actuacion de este simporteador activaria la
extrusion de H*. En efecto, la despolarizaciéndel
plasmalema en Lemna (197,198) y girasol (23)
indica una rdpida entrada de H* que
presumiblemente estimularia la actividad de la
H*-ATPasa, produciéndose asi una
recircularizacion de los H*. Mds recientemente
se ha propuesto también este mismo sistema de
simporte paralos H* y el H,PO, en raices de maiz
(192).

En resumen, parece que tanto la entrada de
NO; (192) como la de H,PO, (97,197,198) se
realizan a través de sendos mecanismos de
simporte con H*. Thibaud et al. (192), en raices
de girasol, demuestran cémo la acumulacidén de
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H* que se produce en la superficie celular por
efecto del funcionamiento de la H*-ATPasa po-
drfa contribuir a energetizar el acoplamiento de
estos sistema de transporte, tanto por la
estimulacién de la recircularizacion de los H* a
través del plasmalema, como por activacién de
los mecanismos de cotransporte (simporteadores
y antiporteadores) de solutos asociados a los
movimientos de H* a través de la membrana.

En cuanto a los requerimientos lipidicos de
la bicapa para la correcta actividad de hidrdlisis
del ATP y transporte de solutos, diferentes es-
tudios han aportado interesantes resultados. Asf,
Brauery Tu (27) encuentran poca actividad de la
H*-ATPasa de plasmalema de raices de maiz por
efecto de la adicién de fosfatidilcolina, pero
Samstrom y Cleland (163) han demostrado la
importancia de los esteroles en la actividad H*-
ATPasade plasmalema. Palmgrem y Sommariam
(138) han observado cémo la adicién de bajos
niveles de lisofosfatidilcolina incrementan la
actividad de este enzima en vesiculas, demos-
trando asi que la lisofosfatidilcolina de cadena
larga estimula la actividad transportadora de H*
en plasmalema de plantas. Estos resultados estdn
en consonancia con otros efectos de la
lisofosfatidilcolina sobre sistemas de transporte
iénico de membranas de animales. Asi, la
lisofosfatidilcolina estimula la velocidad de
transporte de H* y K* a través de las membranas
de células géstricas, por una H*/K*-ATPasa (31,
y refs.), asi como la velocidad de transporte de
Ca* por la Ca?*-ATPasa de plasmalema de gl6-
bulos rojos (31, y refs.). Como la H*-ATPasa de
plasmalema podria estar regulada a través de su
fosforilacién por una proteino-quinasa al igual
que ocurre con las ATPasas de origen animal
antes mencionadas, la lisofosfatidilcolina podria
tener un efecto indirecto, actuando mediante la
activacién de una proteino-quinasa endégena
que activaria a su vez la H*- ATPasa. Este efecto
viene areforzar laimportancia del entorno lipidico
de los enzimas ligados a las membranas, de
manera que la alteracién de este entorno lipidico
dela ATPasa, estabilizdndola en su conformacién
mds activa, podria ser igualmente la explicacién
del efecto descrito para la lisofosfatidilcolina
(139).

2.2.- H*-ATPasa de tonoplasto.- Medidas
eléctricas y de pH en células vegetales intactas
muestran la existencia de un bombeo
electrogénico de H* en el tonoplasto, hacia el
interiorde la vacuola (107,151). Suexistenciase
hapuestode manifiestoen vesiculas de tonoplasto
de remolacha azucarera (205), Hevea (109) y
Neurospora (24). Recientemente, mediante
técnicas de patch-clamp, se ha demostrado cla-
ramente la existencia de este transporte
electrogénicode H*, directamente en membranas
de vacuolas (74).

La acumulacién de solutos en las vacuolas de
plantas parece ser energetizada por dos enzimas
diferentes que transportan H* a través del
tonoplasto. En efecto, investigaciones con vesi-
culas de tonoplasto han puesto de manifiesto la
existencia, en células eucariotas, de dos bombas
electrogénicas de H* en esta membrana (154):
una es una H*-ATPasa (186, y refs.) y la otra una
H*-Pirofosfatasa (186, y refs.), siendo ambos
enzimas capaces de generar el gradiente
electroquimico necesario para la realizacién de
un transporte acoplado de solutos. En este
apartado trataremos la H*- ATPasa de tonoplasto.

La H*-ATPasa presente en las vesiculas de
baja densidad, (1.10-1.12 g/cc) de homogenados
de diversos materiales vegetales se ha asociado
conel tonoplasto (185,186, y susrefs.), yaquelas
membranas de estas vesiculas presentan idénti-
cas propiedades que el tonoplasto, aunque siempre
puede existir contaminacién con otro tipo de
endomembranas.

En su estructura y funcionamiento, la
ATPasa de tonoplasto es muy parecida a la de
mitocondrias. Asf, todas las H*-ATPasas de
tonoplasto identificadas hasta el momento pre-
sentan tres subunidades (154, y refs.) ensam-
bladas en un complejo multimérico, habiéndose
identificado dos polipéptidos de 70 y 60 kDa
respectivamente, y un complejo menor de 16
kDa. La composicién de subunidades es similar
en membranas procedentes de vacuolas de es-
pecies tan dispares como Neurospora (24)y
Hevea (109), que incluso se han obtenido con
métodos de purificacién diferentes.
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Las dimensiones y tamaiio preciso no estdn
claros, pero por filtracién en gel parece que el
tamafio funcional de la H*- ATPasa de tonoplasto
se encuentra entre 200-600 kDa, por lo que es
probable que una o mds de las subunidades
mencionadas se encuentren en mds de una copia
en cada molécula funcional (148,154).

El polipéptido de 70 kDa parece ser el centro
catalitico (24,148), mientras el polipéptido de
60 kDa serfa el lugar de unién del ATP, distinto
del sitio catalitico, posiblemente el centro re-
gulador (148). Una explicacién alternativa su-
giere que los dos polipéptidos participan en la
catslisis de forma similar a las subunidades de la
ATPasa mitocondrial (210).

Los polipéptidos catalitico y/o regulador se
encuentran situados en la periferia de la mem-
brana, mientras que la subunidad menor parece
estar mds incluida en la bicapa lipidica. Esta
subunidad de 16 kDa se ha caracterizado como
un proteolipido, altamente hidrofébico, que se
encuentra profundamente embebido enlabicapa,
y que es la subunidad donde se une el DCCD,
bloqueando el transporte de H* (108,1438). Estas
evidencias experimentales sugieren la posibili-
dad de que esta subunidad sea el canal para los
H* o que, al menos, forme parte de €l (154).

Se ha sugerido que el funcionamiento de la
ATPasa implicarfa una organizacion en dos
dominios funcionales (194,195) basdndose en
la hip6tesis del acoplamiento indirecto entre la
hidrélisis del ATP y la extrusién de H* (194). La
H*-ATPasa de tonoplasto, segin esta hipotesis,
tendria un centro catalitico (dominio I) que
podria intervenir en la hidrdlisis de Mg-ATP y
transmitir la energia liberada a través de cambios
conformacionales hasta el centro transporta-
dor de H* (dominio II). Los posibles cambios
inducidos en el dominio II podrian transferir
vectorialmente los H* a través del tonoplasto.

La insensibilidad al vanadato (186, y refs.)
parece indicar que en este tipo de ATPasa no se
forma complejo fosfoenzima intermediario du-
rante la catdlisis.

Este tipo de H*-ATPasa es insensible a los

cationes (186, y refs.), y sensible a los aniones
(186, y refs.), que la estimulan. El ién CI" es el
mds activo y mejor estudiado, sugiriéndose que,-
al ser un anién permeante, disiparfa el potencial
de membrana y estimularfa la formacién de un
gradiente de pH; también podria suceder, como
se ha sugerido, que esta H*- ATPasa de tonoplasto
tuviera asociado fisicamente un canal especifico
para el ClI (72). En efecto, el anién Cl* parece
estimular directamente la hidrélisis de ATP y el
bombeo de H*, ya que hace desaparecer el po-
tencial de membrana y activa la H*-ATPasa in-
cluso en presencia de Gramicidina (que actda
disipando el gradiente eléctrico formado) (180),
por lo que, aparentemente, la activacién serfa
debida més al efecto directo sobre la H*-ATPasa
que sobre el potencial de membrana (15,45,82).

La secuencia de sensibilidad a los aniones es
la siguiente: CI', Br> I> HCO, > SO, (186).

NO, y DIDS son inhibidores relativamente
especificos de este tipo de H'-ATPasa vanadato-
insensible. El NO, inhibe tanto la formacion de
un gradiente de pH como la actividad de la
ATPasa (186, y refs.). Griffith et al. (68) con
vesiculas de tonoplasto procedentes de hojas de
Betavulgaris, postulan que este efecto podria ser
debido a una competicién con el ATP, ya que el
NO, puede adoptar una estructura geométrica de
tipo trigonal planar, similar ala del grupo fosforil
terminal del ATP. Otra hipétesis propone que la
disipacién del potencial de membrana se pro-
ducirfa por la existencia en el tonoplasto de un
simporteador NO,/H* (19,20,25). Asi podria
explicarse la estimulacién del transporte de H*
por NO3', en determinadas circunstancias (96).
Esta hipétesis estd también apoyada experimen-
talmente por Blumwald y Poole (20), que man-
tienen la existencia de este mismo simporteador.
Finalmente, Dupont (56), al igual que Churchill
y Sze (185), proponen otra alternativa, seguin la
cual el NO; inhibiria la actividad del enzima por
su unién a €l en la cara citoplasmadtica, si bien
mantienen que solamente se producirfa la inhi-
bicién cuando se alcanzara una determinada
concentraciénde NO, enelinteriordelavacuola

(56).
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E1DIDS inhibe la H*- ATPasa estimulada por
aniones (o sea, la del tonoplasto)
(148,169,186,208), pero no la estimulada por K*
(ladel plasmalema) (44,45); lainhibicién ha sido
atribuida a su actuacién sobre la conductancia
parael Cl', en paraleloal bombeo de H* (45,208),
probablemente porque produceinteracciones con
los lugares anién-sensibles (45). Sin embargo, €l
DIDS inhibe también la generacién del potencial
de membrana dependiente de ATP y la actividad
de la ATPasa incluso en ausencia del i6n Cl, lo
que sugiere que podria actuar en los lugares
especificos de unién para el anién (45), inde-
pendientemente de la inhibicién de la
conductancia. Tal vez el DIDS y el NO, actiien
compitiendo con el Cl por el mismo lugar de
unién de la subunidad catalitica (148). Churchill
y Sze (45) proponen que este enzima es activo en
la configuracién en que se encuentra unido a Cl
e inactivo cuando estd en la configuracién de
unién al NO," .

Finalmente esta H*-ATPasa también es
inhibida por DCCD, potente inhibidor de todos
los tipos de H*-ATPasas, a nivel de sus respec-
tivos canales de H*, por lo que en este caso se
presume su unién al polipéptido de 16 kDa
(148,208), si bien con distinta sensibilidad alade
la ATPasa mitocondrial.

La Km para el ATP de la H-ATPasa de
tonoplasto es menor que la del tipo sensible al
vanadato: presenta una Km de 0.2 mM (44,136),
siendo el pH 6ptimo para su funcionamiento el
comprendido entre 7.5 y 8.5.

2.3.- H*-Pirofosfatasa de tonoplasto.- Su
descubrimiento data de 1975, cuando Karlsson
(83) obtuvo evidencias de la existencia de una
PPasa estimulada por el i6n K* en membranas
microsomales de raices y cotiledones de remo-
lacha azucarera. Con posterioridad, Walker y
Leigh (205,206) y Wagner y Mulready (204),
demostraron la asociacién de esta PPasa con el
tonoplasto en vesiculas de raices de remolacha y
de pétalos de tulipdn, respectivamente. A con-
tinuacion, otros autores (14,44), mientras estu-
diaban la H*- ATPasa de vesiculas de tonoplasto,
observaron como el PP, podia impulsar el

transporte de H* en dichas vesiculas, no pudien-
do aclarar si esta actividad era debida a la exis-
tenciade una PPasa capaz de transportar H* hacia
el interior de la vacuola, o si por el contrario era
debido a la capacidad de la H*-ATPasa de
tonoplasto para utilizar también PP, como
sustrato, en lugar de ATP, bajo determinadas
circunstancias. Finalmente,en 1985, Reay Poole
(152) y Chanson et al. (41) en vesiculas de baja
densidad de remolacha y coleoptilos de maiz,
demostraron que la actividad bombeadora de H*
dependiente de PP, no se realiza a través de la H*-
ATPasa de tonoplasto sino a través de la PPasa
asociada al tonoplasto descrita por Karlsson (83)
y Walker y Leigh (206), y que estaba asociada a
vesiculas de baja densidad, entre 1.09y 1.12 g/cc
(14,186, y refs.,204). Sus caracteristicas son
totalmente distintas a las de la H*-ATPasa, sobre
todo en cuanto a las respuestas a efectores e
inhibidores. Se trata de una PPasa capaz de
utilizar la energia producida por la hidrélisis de
PP, para el transporte electrogénico de H* hacia
el interior vacuolar. Las dos bombas han sido
solubilizadas y separadas fisicamente por filtra-
cién en gel (40,153,207).

Esta H*-PPasa ha sido identificada en dife-
rentes especies vegetales (39, y refs.): en raices
de maiz,enraicesde avenaenraicesderemolacha
roja, en coleoptilos de maiz, en raices de remo-
lacha azucarera, en Nitella, en raices de cebada,
en hipocotilos de judfas, en dpices de guisante, en
tomate y en hojas de Kalanchée daigremontiana,
estando constituida por un solo tipo de
polipéptido, quizds con dos copias, de aproxi-
madamente 40 kDa (40).

La H*-PPasa es estimulada por K*
(83,204,206), cuya unién ala PPasa podria causar
un cambio conformacional de la forma inactiva
alaactiva (207). Es estimulada, en menor grado,
por otros cationes alcalino-metdlicos
(110,152,206,207), siendoinhibida por Na*y Li*,
probablemente por competicién con el K* por el
lugar de activacién.

Los aniones tienen poco efecto en su activi-
dad (207). Asi, en vacuolas intactas de Riccia, se
ha demostrado el nulo o pequeiio efecto del CI
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sobre la acumulacién de H* producida por la
actividad de la H*-PPasa (82,207). El KNO,
estimula la PPasa en la misma escasa medida que
el KCl, lo que habla de que el efecto del anidn es
inespecifico, sugiriéndose un antiporte H*/anién
(20,169,207).

La actividad H*-PPasa es también depen-
diente de Mg?. E1 Mg? libre ha sido propuesto
como activadordel enzima (81,110,206,207),no
pudiendo ser sustituido por otro catién divalente
(39) y mostrando una cinética de tipo sigmoidal.
Resultados similares se han obtenido con vesi-
culas de tonoplastode procedentes de Kalanchoe
(110), raices de remolacha roja (206) y raices de
maiz (39). Se ha sugerido que podria ser un
activador alostérico y presentar una cooperacion
positiva (81,206,209). Sin embargo, algunos
resultados «in vivo» muestran que su actividad
se ve restringida, en parte, por concentraciones
altas de Mg?* libre en el citoplasma (39,206).

Laactividad de la PPasa presenta una cinética
tipicamente hiperbdlica respecto de la concen-
tracion total de PP, con una Km aparente para el
PPi de 5-30uM (39,81,110,145,152,207,209).

Sobre el verdadero sustrato del enzima existe
en la actualidad bastante confusién. Parece ser
que el verdaderosustrato del enzima serfael Mg-
PP, también en sus formas Mg-PP (81,206,207)
y el Mg,-PP, (81,206), si bien este ultimo sustrato
podria actuar inhibiendo su actividad a concen-
traciones altas (81). De esta forma, el factor
determinante de la actividad serfa la relacién
PPi/Mg (207), y el Mg* tendria diferentes
efectos sobre el transporte de H* por la PPasa de
tonoplasto; asi Johannes y Felle (81) proponen
que el Mg?* libre estimula su actividad, mientras
las formas MgHPP, y MgPP* serian el sustrato
de la reaccién, obteniendo un valor de Km apa-
rente de saturaci6n para el transporte de H* del
rango de 5-10 uM del sustrato, si bien otros au-
tores (110,152,207) obtienen unos valores que
van de 15 a 30 uM. En este mismo contexto, el
PP, ( PP, HPP?> , H,PP?) serfa un inhibidor
competitivo de la actividad de la PPasa
(81,206,207), si bien los resultados en este punto
son contradictorios: mientras para Wang et al.

(207) la actividad de la PPasa se ve reducida
fuertemente, para Chanson y Pilet (39) solamente
se producirfa un pequefio descenso de su activi- -
dad, y ésto a concentraciones elevadas; datos

similares son obtenidos por otros autores
(152,110).

El pH 6ptimo de funcionamiento de la PPasa
de membranas microsomales de raices de maiz
(39) es de 7.0 a 8.0, si bien para Kalanchoe se
obtienen unos requerimientos de pH que oscilan
entre 8.0 y 9.0 (110), y en dpices de guisante el
pH 6ptimo es de 6.5 (106).

En cuanto a los inhibidores (39, y refs.), el
vanadato no tiene efecto sobre esta bomba, que
tampoco se inhibe por efecto de la oligomicina.
No presenta sensibilidad al DIDS, potente
inhibidor de la H*-ATPasa de tonoplasto, dis-
minuyendo solamente en parte su actividad por
concentraciones elevadas. El DCCD presenta
inicamente efecto a altas concentraciones
(>100uM), en células de Nitella y vesiculas de
tonoplasto de raices de avena, mientras que las
vesiculas de tonoplasto procedentes de raices de
maiz, coleoptilos de maiz y guisantes presentan
una mayor sensibilidad a este inhibidor. Es,
asimismo, insensible al Molibdato, inhibidor de
las fosfatasas inespecificas, si bien en dpices de
guisante se encuentra cierta sensibilidad a con-
centraciones superiores a 100 uM.

Este enzima es mds activa, o mds abundante,
en el dpice que en el resto de la rafz de maiz (38);
esto sugiere un posible papel en la regulacion
de los procesos de crecimiento (138,143). Se-
glin White et al. (209) la posible funcién de este
enzima serfa la de mantener la fuerza proton-
motriz a través del tonoplasto, cuando la activi-
dad H*-ATPasa del tonoplasto estd disminuida
por las disponibilidades de sustrato; en estas
condiciones, la hidrélisis de PP, puede ser una
fuente alternativa de energfa. Su funcionamiento
serfa paralelo al de la H*-ATPasa de tonoplasto,
y podria aumentar su actividad por el incremento
de la concentracién de Mg? citoplasmadtico, bajo
condiciones de disponibilidades de ATP limita-
das.
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3.- Transporte electrogénico de H* ligado a
actividades redox en las membranas
citoplasmaticas.- Como hemos indicado antes,
la actividad redox asociada a las membranas
puede también proporcionar la energia necesaria
para ¢l desarrollo de las mismas funciones que
las H*-ATPasas, constituyendo un sistema al-
ternativo de energetizacién de las membranas
que puede actuar en el transporte de iones
(76,98,100,121,144, 179,185). Su existencia se
habia demostrado hace tiempo en los sistemas
membranosos delosorgdnulos energéticos, como
las mitocondrias y los cloroplastos, asi como en
la membrana externa de organismos procariotas
y eucariotas unicelulares (51,127, y refs.). Su
existencia en el plasmalema de células vege-
tales se ha comprobado en células intactas de
levaduras (51), callus de tabaco (9), células del
floema de zanahoria (47,121), secciones y
protoplastos de raiz y coledptilos de maiz
(61,66,92,100), raices de avena (161), y células
de Elodea yVallisneria (78,79,133, y refs.).
Igualmente se han detectado actividades redox
en membranas de vacuolas (123,204). También
hay evidenciasde supresenciaentejidos animales
(52,67,103).

Entre las posibles funciones fisiolégicas que
se han propuesto para esta cadena redox, po-
driamosdestacar algunas de las mdsampliamente
comprobadas, como son: la intervencion en el
bombeo de H* a través de las membranas
(100,105,161), lo que podria modificar el estado
energético de la célula. Este bombeo de H* po-
dria regular el transporte de iones, azicares y
aminodcidos al interior celular mediante el
gradiente electroquimico creado (127, y refs.),
sugiriéndose que la creacién de este gradiente
puede provenir de la cadena redox, que transpor-
tarfa electrones y H* (99,100). Este transporte de
H* acoplado al de electrones ha sido demostrado
en levaduras y cultivos celulares de zanahoria
(8,47,50), raices de maiz (61,160), coleoptilos de
maiz (21), células de hoja de Elodea (79;133),
células aisladas de mesdfilode Asparagus (130),
raices de soja (176) e hipocotilos de Glycine
(125).

Podria intervenir, asimismo, en la regulacién

del crecimientocelular y en laregulacién hormo-
nal; asi, en cé€lulas animales, su actuacidn ha sido
claramente puesta de manifiesto en la respuesta
de las membranas de células hepdticas y de
lipocitosalainsulina yel glucagén (67), actuando
también en el control del crecimiento celular en
animales (11,181). En plantas este control hor-
monal estd menos clarificado; sin embargo, pa-
rece probable su intervencién en la regulacion
del crecimiento por adiciéon de AIA exdgeno
(29,124,125).

La cadena redox también parece estar
involucrada en la defensa contra
microorganismos, habiéndose propuesto su in-
tervencion tanto en la respuesta hormonal frente
a la invasién por microorganismos en animales
(52,127) como en los procesos de defensa des-
encadenados en plantas frente adicho ataque (2).
Interviene también en lareduccién de Fe** aFe?,
y la posterior absorcién de éste en dicotiledéneas
y algunas monocotiledéneas (16,17,156,161),
asicomo en la absorciénde K* (52,101,127) yen
la sintesis de las paredes celulares (69). También
parece probada su intervencién en procesos
controlados por la luz azul, como la respuesta de
los estomas y la curvatura de érganos intactos
por fototropismo (93), ya que se ha comprobado
como algunos de los posibles componentes de
esta cadena redox (las flavinas) parecen ser fir-
mes candidatos aintegrantes del fotorreceptorde
luz azul (85,92,94,147). Recientemente se ha
postulado laexistenciade un sistemaredox ligado
amembrana inducible por laluz y otro insensible
a ella (55).

En cuanto al mecanismo de funcionamien-
to, de acuerdo con la hipdtesis propuesta por
Low et al. (102) para células animales y por
Craig y Crane (47,48) para cultivos celulares de
zanahoria y levaduras, el NADH 6 el NADPH
serfan los donadores naturales de electrones
en lacara citoplasmdtica del plasmalema. Parala
oxidaciéon de estos donadores, Lin (101) y
Rubinstein et al. (161) proponen la existencia de
dos tipos de deshidrogenasas: una capaz de
utilizar el NADH exdgeno, localizada en la su-
perficie externade lamembrana (exégena) y otra
capazde utilizar NADPH en la caracitoplasmdtica
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del plasmalema (endégena). El NADH es inca-
pazde penetraren lacélula, porloque laoxidacion
del NADH exégeno ha de producirse con inter-
vencién de una deshidrogenasa exdgena, tal y
como postulan Lin y Rubinstein et al., y corro-
boran los trabajos realizados conraices (86,161),
protoplastos (100,101) y vesiculasde plasmalema
(128) de diversos materiales vegetales. EINADH
ex6geno puede producirse también en condi-
ciones naturales por la actuacién de la malato
deshidrogenasa en la pared celular (69).

Encuanto alos posibles intermediarios redox
de esta cadena, en preparaciones de vesiculas
purificadas de plasmalema se ha detectado la
presencia de diferentes componentes, aunque,
porel momento, no estd definitivamente aclarada
suidentidad. Esquemdaticamente, podriamos decir
que la cadena redox estd formada por un comple-
jo de flavoproteinas y citocromo/s
(101,114,124,127,193). Dependiendo del mate-
rial utilizado y de las condiciones experimenta-
les se observan variantes, que sin embargo co-
inciden bdsicamente con el esquema expuesto.
Asi, Mgller y Lin (127) proponen la existencia,
en raices de avena, hipocotilos de maiz y
protoplastos deraices de maiz, de una NAD(P)H-
citocromo c-reductasa (90), una flavin-
NAD(P)H-deshidrogenasa (147), un citocromo
b con una banda de absorcién entre 556-560 nm
(3,92,147) y/o el citocromo P450/420 (3,85).
También Lin (101), en protoplastos de raices de

maiz, identificalaexistenciade actividad NADH-
oxidasa, y de citocromos, proponiendo también
la participacién de quinonas en este sistema
redox (52,99,101); asf, de acuerdocon Lin (101),
podria existir un pool de quinonas que serian
reducidas por el NADH procedente del apoplasto
o de la cara citoplasmdtica de la membrana.
Cuando la quinona fuera reoxidada, los electro-
nes pasarfan al citocromo b y posteriormente a la
NADH-oxidasa endégena terminal, que los pa-
sarfa al O,, produciéndose la extrusion de H*
(Fig. 3). Apoyando la idea de la intervencién de
quinonas se encuentran los resultados obtenidos
en vesiculas microsomales de hipocotilos de
Cucurbita, en los que De Luca et al. (53,146)
demuestran la posibilidad de una transferencia
deelectrones hastael O,, en presenciadequinonas
(Duroquinonas o Ubiquinona- 1), pudiendo estas
quinonas encontrarse unidas alaNADH oxidasa
tal y como mantiene Lin (101).

Como parte final de la cadena redox, en
plasmalema de raices de maiz Luster y Buckhont
(104) han identificado la presencia de varias
actividades éxidorreductasa, como son
NAD(P)H-ferricianuro-6xidorreductasa,
NAD(P)H-duroquinona-6xidorreductasa y
NAD(P)H-ascorbato-6xidorreductasa (119). La
demostracién de la existencia de actividad
NAD(P)H-6xidorreductasa dependiente de
Duroquinona (aceptor de electrones de la cadena
respiratoria de mitocondrias) podria indicar la
implicacién de las quinonas en el trans-

porte de electrones del plasmalema, asi

NADH+H* NAD* 0, K* como la posible reducci6én de Fe** en la
\\ / - EXT. superficie de las raices, que vendria re-

‘ flejada por la capacidad del ferricianuro

/ \, ) vema | PA@ actuar como aceptor de electrones

a QaH, - § " | (47,61,161),que veremos acontinuacion.
(et b ) pay Las diferentes caracteristicas mostradas

J por estas actividades podrian indicar la

/ \/ \/ \ ) INT presencia de diferentes intermediarios
NADH+H* NAD* H,0 2H* redox en las membranas estudiadas, que

Fig. 3.- Modelo de cadena redox propuesto por Lin (101) donde se

proceden de diferentes materiales vege-
tales.

recoge la posible existenciade un pool de quinonas (Q) enel plasmalema

que actuarian de intermediarios en la reduccién de NADH. Cuando la
quinona reducida (QH,) se reoxida, los e pasan al cit. by auna NADH-
oxidasa endégena terminal, siendo extruidos los H*. E1 O, exdgeno
difunde al interior celular donde es utilizado como aceptor final de e,

por medio de una oxidasa.

Vesiculas de plamalema de soja alta-
mente purificadas presentan actividad
tanto NADH-oxidasa comoc NAD(P)H




