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RESUMEN
La ATPasa de la membrana plasmatica juega un papel central en la fisiologia de las
plantas. El gradiente de H* generado por este enzima controla dos procesos basicos: el
pH intra y extracelular y la absorcion activa de nutrientes a través del plasmalema, los
cuales a su vez son responsables del crecimiento celular. En este articulo se discuten
igualmente otros aspectos fisioldgicos y bioquimicos relacionados con la H*-ATPasa de
la membrana plasmatica, tales como cinética e inhibidores especificos de la actividad
enzimatica, estructura y mecanismo de accion de las (E-P) ATPasas, regulacion de la
actividad bombeadora de H* y relaciones evolutivas con otras ATPasas presentes en las
diferentes membranas bioldgicas.
Palabras claves: ATPasa. Membrana plasmatica.

ABSTRACT

The plasma membrane (PM) H*-ATPase plays a central role in plant physiology.
The H* gradient generated by this enzyme controls two basic processes: intracellular and
extracellular pH and active transport of nutrients across the plasmalemma, which in turn
are responsible for cell growth. In this review, other physiological and biochemical
aspects related with the PM H*-ATPase are discussed, such as the kinetic analysis and
specific inhibitors of the ATPase activity, structure and mechanism of (E-P)ATPases,
regulation of the H* pump and evolutionary relationships with other ATPases present in
different biological membranes.
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INTRODUCCION

La Teoria Quimiosmoética desarrollada por Mitchell (22) para explicar la
transduccion energética en mitocondrias y cloroplastos, alerto a los bioquimicos
de la importancia del gradiente de H' en la transferencia energética efectuada
a nivel de otras membranas biologicas. Casi una década después de que Mitchell
emitiera esta afirmacion, las reacciones quimicas correspondientes a las oxida-
ciones biologicas seguian siendo consideradas conceptualmente diferentes de
los procesos fisiologicos relacionados con el transporte de iones y control del
pH. Asi, mientras un grupo de cientificos postulaba la existencia de reacciones
de 6xido-reduccion y reacciones de deshidratacion que conducen a la formacion
de ATP, otros investigadores proponian la existencia de flujos idnicos, depen-
dientes de la capacidad de adsorcion de iones por los componentes citoplasmaticos
y de los mecanismos de transporte activo. De hecho, la tnica conexion que se
establecié entre ambas hipétesis fue considerar el ATP como la moneda metabolica
transferible desde las reacciones bioenergéticas a las de transporte ionico. Sin
embargo, a raiz de la hipétesis de Mitchell, se determiné que la finalidad
esencial de los sistemas bioenergéticos es almacenar energia, creando una
diferencia de potencial electroquimico de H', que puede ser utilizada en la
sintesis de ATP y/o en el transporte idnico.

Los estudios efectuados en relacion con la existencia y caracterizacion de los
sistemas de bombeo de H" en las membranas vegetales (43), han determinado que,
en general, las bombas de H* sean consideradas sinénimos de H*-ATPasas. Sin
embargo, se han encontrado otras bombas de H™ que no s¢ corresponden con
ATPasas y que tambien podrian generar la fuerza motriz proténica necesaria
para el transporte de nutrientes, como son las H*-pirofosfatasas (H'-PPasas) y
los sistemas redox. Por consiguiente, los sistemas primarios de transporte
electrogénico de H' de las membranas de células vegetales serian los siguientes:

H*-ATPasas: bombas de H" dependientes de la hidrolisis de ATP. Estan loca-
lizadas en plasmalema y tonoplasto, asi como en membranas de mitocondrias y
cloroplastos.

Sistemas redox: bombas de H' dependientes de NAD(P)H asociadas a procesos
de 6xido-reduccion. Se localizan en el plasmalema, membranas de mitocondrias
y cloroplastos.

H*-PPasas: bombas de H" dependientes de la hidrolisis de pirofosfatos.
Estan localizadas en el tonoplasto, membranas de mitocondrias y cloroplastos.

A continuacién pasamos a estudiar la H*-ATPasa del plasmalema, principal
responsable de la extrusion de H" al medio externo, hasta el punto de conside-
rarse que cualquier otra alternativa, como el sistema redox, no resulta signifi-
cativa desde un punto de vista fisiologico (43, 44, 49).
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DESCUBRIMIENTO Y RELACIONES EVOLUTIVAS

La existencia de bombas de H*, dependientes de ATP, en la membrana
plasmatica se puso de manifiesto gracias a los trabajos fisioldgicos sobre
transporte activo (31) y a los estudios electrofisioldgicos, basados en medidas
de potencial eléctrico a través de la membrana plasmatica de células de algas
(48). El trabajo pionero de Hodges y col. (12) representa el primer paso hacia
la caracterizaciéon molecular de esta proteina. Estos autores indicaron que en la
membrana plasmatica parcialmente purificada de células de raiz existia una
ATPasa estimulada por K* que era diferente de la ATPasa de cloroplastos y
mitocondrias. Posteriormente, la actividad bombeadora de H* del enzima fue
demostrada en vesiculas de membranas aisladas (49), asi como en liposomas
reconstituidos que contenian ATPasa parcialmente purificada (42).

Las diferentes ATPasas identificadas en las membranas bioldgicas se han
clasificado en dos grandes grupos: (E-P) ATPasas y (F,-F,)ATPasas, que
difieren en sus caracteristicas bioquimicas y estructurales. La H'-ATPasa de
membrana plasmatica de hongos y plantas se incluyen dentro de las (E-P)-
ATPasas, siendo el unico sistema de este grupo que, al igual que las (F-
F,)ATPasas, s6lo extruyen H*. Por el contrario, la H*-ATPasa del tonoplasto
pertenece, junto a las ATPasas de mitocondrias y tilacoides, al grupo de las
(F,-F,)ATPasas (29).

Se ha establecido un origen evolutivo diferente para las (E-P)ATPasas y
(F,-F,)ATPasas. De acuerdo con Serrano (45) todas las (E-P)ATPasas procede-
rian de una bomba ancestral comun: una H*(?)/K*-ATPasa, que posteriormente
perderia el cotransporte de K™ al desarrollarse las H'-ATPasas de membrana
plasmatica de hongos y plantas. La especializacion del intercambio Na*/K*
representa una caracteristica distintiva de la ATPasa de la membrana plasmatica
de animales, probablemente relacionado con las condiciones de vida en el mar
(alto contenido en Na*). Por ultimo, la sustitucion del intercambio Na'/K* por
Ca™/H" fue un importante y complicado paso evolutivo para alcanzar una
eficiente homeostasis relacionada con el Ca*'.

ESTRUCTURA Y MECANISMO DE ACCION

El modelo de la estructura transmembranaria de la H*-ATPasa, propuesta
por Serrano (45), indica que la mayor parte de las regiones hidrofilicas del
enzima estan orientadas hacia el lado citoplasmatico de la membrana, mientras
que s6lo una pequefia proporcion de la cadena polipeptidica esta expuesta hacia
el lado externo. El polipéptido presenta ocho regiones hidrofébicas, constituidas
por unos 20 aminoacidos, que atraviesan la membrana, las cuales pueden
constituir canales transmembranarios. En el enzima existen siete tramos, a los
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que se denomina “regiones conservadas”, en los que la secuencia de amino4ci-
dos es comiin con el resto de las (E-P)ATPasas. La regién conservada que
contiene el intermediario fosforilado estaria localizada en la apertura citoplasmatica
del canal, en una posicién ideal para acoplar el transporte de H* con la hidrolisis
del ATP. Las regiones conservadas 4-7 constituyen el “dominio de la kinasa”
y estan involucradas en la unién del ATP y formacién de intermediarios fosforilados.
Las regiones 1 y 2 constituyen el “dominio de la fosfatasa”, que cataliza la
hidrélisis de intermediarios fosforilados.

El mecanismo de accién descrito para las (E-P)ATPasas (45) se basa en que

kinasa y el centro activo liga a los H* con gran afinidad en el lado citoplasmatico
de la membrana. En la conformacién E, s6lo el dominio de la fosfatasa es activo
y el centro que liga al H* en Ia entrada del canal queda orientado hacia el lado
externo de la membrana, presentando una baja afinidad por el H'. Por tanto,
para que el enzima complete su ciclo catalitico debe haber una alternancia de
ambas conformaciones y de esta forma dirige el bombeo de H*. E] cambio
conformacional parece estar ligado a la fosforilacién de 1a region conservada 3;
ya que, al estar localizada en la entrada de] canal, un cambio conformacional
concertado puede modificar tanto la afinidad y la orientacién del canal como los
dominios de la fosfatasa y de la kinasa.

Recientemente se ha establecido que el C-terminal de la H*-ATPasa de la
membrana plasmética constituye un “dominio autoinhibidor”. La eliminacién de
esta constriccion trae como consecuencia la activacién del bombeo de H" a
través de la membrana. La interaccion inhibidora entre este dominio autoinhibidor
y el lugar catalitico parece estar modulada por diferentes mecanismos: unién de
moléculas efectoras, fosforilacién, control a nivel genético o proteolisis parcial
con liberacién de un Segmento terminal de 7 KDa (25).

De acuerdo con lo anteriormente €xpuesto, no cabe esperar que la actividad
de la H'-ATPasa de membrana plasmatica en células vivas esté dirigida por un
mecanismo simple; por el contrario, parece mas probable que las sefiales de los
factores de crecimiento de las plantas puedan ser traducidas a la H*-ATPasa de
la membrana plasmatica a través de mecanismos diferentes, los cuales puedan
modular la actividad del enzima.

CINETICA E INHIBIDORES ENZIMATICOS

El substrato especifico de la H*-ATPasa es el Mg-ATP (3). En presencia de
este substrato se obtiene una cinética hiperbélica con valores de Km comprendi-
dos entre 0.3 y 0.7 mM, en la que un exceso de Mg libre, ATP, ADP y Pi actiian
como inhibidores. Aunque el Mg** es probablemente el cofactor fisiolégico de
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que se denomina “regiones conservadas”, en los que la secuencia de aminoaci-
dos es comun con el resto de las (E-P)ATPasas. La regién conservada que
contiene el intermediario fosforilado estaria localizada en la apertura citoplasmatica
del canal, en una posicion ideal para acoplar el transporte de H" con la hidrolisis
del ATP. Las regiones conservadas 4-7 constituyen el “dominio de la kinasa”
y estan involucradas en la unién del ATP y formacién de intermediarios fosforilados.
Las regiones 1 y 2 constituyen el “dominio de la fosfatasa”, que cataliza la
hidrélisis de intermediarios fosforilados.

El mecanismo de accion descrito para las (E-P)ATPasas (45) se basa en que
estos enzimas pueden presentar dos conformaciones que alternan durante el
ciclo catalitico. En la conformacion E, sélo esta activado el dominio de la
kinasa y el centro activo liga a los H' con gran afinidad en el lado citoplasmatico
de 1a membrana. En la conformacién E, s6lo el dominio de la fosfatasa es activo
y el centro que liga al H* en la entrada del canal queda orientado hacia el lado
externo de la membrana, presentando una baja afinidad por el H". Por tanto,
para que el enzima complete su ciclo catalitico debe haber una alternancia de
ambas conformaciones y de esta forma dirige el bombeo de H'. El cambio
conformacional parece estar ligado a la fosforilacion de la regién conservada 3;
ya que, al estar localizada en la entrada del canal, un cambio conformacional
concertado puede modificar tanto la afinidad y la orientacién del canal como los
dominios de la fosfatasa y de la kinasa.

Recientemente se ha establecido que el C-terminal de la H*-ATPasa de la
membrana plasmatica constituye un “dominio autoinhibidor”. La eliminacion de
esta constriccién trae como consecuencia la activacién del bombeo de H" a
través de la membrana. La interaccion inhibidora entre este dominio autoinhibidor
y el lugar catalitico parece estar modulada por diferentes mecanismos: unién de
moléculas efectoras, fosforilacion, control a nivel genético o proteolisis parcial
con liberacion de un segmento terminal de 7 KDa (25).

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, no cabe esperar que la actividad
de la H*-ATPasa de membrana plasmatica en células vivas esté dirigida por un
mecanismo simple; por el contrario, parece mas probable que las sefiales de los
factores de crecimiento de las plantas puedan ser traducidas a la H-ATPasa de
la membrana plasmatica a través de mecanismos diferentes, los cuales puedan
modular la actividad del enzima.

CINETICA E INHIBIDORES ENZIMATICOS

El substrato especifico de la H*-ATPasa es el Mg-ATP (3). En presencia de
este substrato se obtiene una cinética hiperbolica con valores de Km comprendi-
dos entre 0.3 y 0.7 mM, en la que un exceso de Mg libre, ATP, ADP y Pi actuan
como inhibidores. Aunque el Mg™ es probablemente el cofactor fisiologico de
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la H*-ATPasa, puede ser reemplazado por Mn™, Co™" o Zn™ (10). El Ca™ no
muestra actividad, aunque en presencia de Mg™ una concentracién de 0.2 a 0.4
mM de Ca™ produce un 50% de inhibicién (15). E1 K* es un activador mode-
rado de la ATPasa de membrana plasmatica, presentando a pH 4acido una cierta
especificidad: (K* > Rb* > Na* > Li"), que no se detecta a pH fisiologico (1).
El maximo de actividad del enzima H*-ATPasa se obtiene a 38°C, mientras que
a 30°C ésta se reduce en un 50% (6). En relacion con la estequiometria H/ATP
se han descrito valores comprendido entre 0.8 y 1.0 (4, 43).

Entre los inhibidores de la H*-ATPasa de la membrana plasmética figuran
los siguientes:

S$O,Cu y mercuriales. Inhibidores inespecificos de ATPasas de membrana
plasmatica, mitocondrial y vacuolar. Su accién se debe al bloqueo de los grupos
sulfhidrilos del centro activo del enzima.

Vanadato. Inhibidor general de fosfohidrolasas que forman intermediarios
fosforilados, es también inhibidor de fosfatasas acidas. Es un inhibidor efectivo
de la ATPasa de membrana plasmatica, aunque presenta algunos inconvenien-
tes: es de penetracion lenta en células intactas; el metabolismo celular lo reduce
a vanadil (forma no activa) y, por ultimo, en funcién del pH y la concentracion
tiene tendencia a formar compuestos de coordinacién superior.

Eritrosina B. Inhibidor efectivo de la ATPasa de membrana plasmatica in vitro
e in vivo, asi como de la ATPasa vacuolar.

DCCD (diciclohexilcarbodimida). Actia a nivel de la hidrélisis del ATP
impidiendo la fosforilacién del enzima. También puede afectar las propiedades
de permeabilidad de la membrana plasmatica. La inhibicién de la ATPasa de
membrana plasmética se debe a la reaccidén covalente del compuesto con el
enzima en un lugar que no corresponde con el centro activo, ya que el Mg-ATP
no protege frente al inhibidor.

DES (Dietilestilbestrol). Inhibe tanto la ATPasa de membrana plasmatica como
la mitocondrial y vacuolar. Actia impidiendo la hidrolisis del ATP y la fosforilacion
del enzima, asi como alterando la permeabilidad de la membrana plasmatica.

La identificacion de ATPasa de plasmalema en fracciones microsomales, €
incluso en membrana plasmatica purificada, es dificil por la existencia en el
homogenado de una gran diversidad de enzimas capaces de hidrolizar ATP.
Hasta el momento, no se conocen inhibidores especificos de la ATPasa de la
membrana plasmatica, por lo que sélo una combinacién de varios inhibidores
puede constituir un ensayo suficientemente especifico del enzima (45).
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Regulacién de la actividad H*-ATPasa

El papel clave atribuido a la H*-ATPasa en el metabolismo ha llevado a
considerar que la actividad de este enzima estaria modulada por todos los
factores que controlan o alteran la fisiologia de las plantas, tales como la luz,
el turgor celular, las fitohormonas y fitotoxinas, asi como los dafios mecanicos
y los tratamientos térmicos (44).

La induccién de la apertura del estoma por la luz estd basada en la
estimulacién de la bomba de H* de las células de guarda, lo que determina una
absorcién masiva de K* y aumento del turgor. La disminuciéon del turgor
celular produce un estimulo del bombeo de H*, lo que parece ser un hecho
clave en la osmorregulaciéon. Como en el caso de las células de guarda, la
absorcion de K* se activa de forma secundaria, lo que determina un aumento del
turgor.

Practicamente todas las hormonas vegetales interaccionan con el bombeo de
H*. Las auxinas activan el enzima H'-ATPasa de plasmalema en las zonas de
crecimiento de la parte aérea, promoviendo la elongacién celular; mientras que
las citoquininas activan el bombeo en los cotiledones. El dcido abscisico inhibe
el bombeo de H' en diferentes partes de la planta: en las células oclusivas
(induciendo el cierre del estoma), en las semillas en germinacién (inhibiendo el
proceso germinativo), y en las raices (inhibiendo la carga del xilema).

Por tltimo, tanto la fusicoccina como la siringomicina, fitotoxinas produ-
cidas por microorganismos patogenos, activan el bombeo de H' de todos los
tejidos vegetales, probablemente a través de un efecto directo sobre la actividad
H*-ATPasa del plasmalema; mientras que los dafios mecénicos y los tratamien-
tos térmicos (altas y bajas temperaturas) lo inhiben.

El mecanismo de regulacién de la H-ATPasa por estos factores no ha sido
atn elucidado. Se ha especulado si las variaciones en el bombeo de H* son el
reflejo de una modulacién a nivel de la cantidad del enzima H*-ATPasa o de su

actividad. Sin embargo, la rapida respuesta de la mayoria de los efectores

sugiere que el mecanismo de accién mas probable seria la modificacion de la
actividad del enzima.

. Se ha postulado que la actividad H'-ATPasa estaria regulada por proteinas
kinasas y por lisofosfolipidos.

Regulacién por proteinas Kinasas. La regulacién por proteinas kinasas cons-
tituye el mecanismo regulador mas frecuente en eucariotas (14). La cuestién que
se plantea es establecer la naturaleza de la proteina kinasa y de los mensa-
Jeros intracelulares que activan estas proteinas kinasas, los cuales serian
generados por los factores externos anteriormente indicados. A diferencia de
lo que sucede en levaduras, el mensajero intracelular que regula la actividad
fisiologica de las proteinas kinasas de las plantas no es el cAMP (32). Por tanto,
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la naturaleza de los mensajeros intracelulares que activan las proteinas kinasas
estd por dilucidar.

Entre los posibles activadores de las proteinas kinasas en plantas superiores
figuran los siguientes:

La concentracion de Ca™ intracelular. El mecanismo de regulacién del
Ca™ seria el siguiente: un incremento del Ca*™ intracelular, como el producido
en respuesta a los choques térmicos y mecanicos (35), determinaria un incre-
mento de la fosforilacion de la H*-ATPasa, lo que provocaria una inhibicién de
este enzima. Por el contrario, la auxina y la luz, al disminuir el nivel de Ca*™
intracelular (11), eliminarian la fosforilacién inhibitoria de la ATPasa producida
por proteinas kinasas dependientes de Ca** (40).

La acidificacion citosélica. El hecho de que tanto la auxina como la
fusicoccina provoquen una acidificacién citosélica (5), seguido de la activacién
de la ATPasa de la membrana plasmatica y del crecimiento celular (37), ha
permitido concluir que la acidificacién podria ser el primer mensajero intracelular
que interviene en la activaciéon de la H*-ATPasa. La secuencia de hechos
desencadenada por la acidificacién podria ser el resultado de la activacién de
una proteina kinasa; a este respecto, es sugerente el hecho de que se haya
encontrado una proteina kinasa ligada a la membrana plasmaética con un pH
6ptimo acido (40).

El metabolismo del fosfatidilinositol de plasmalema. Se ha establecido que
tanto la luz (21, 23) como la auxinas (8) activan la fosfolipasa C, induciendo
rapidos cambios en el nivel de metabolitos de los fosfatidilinositol (inositol
trifosfato y diacilglicerol), los cuales parecen estar implicados en la transduccién
de sefiales para la regulacién de la H-ATPasa. Concretamente, el diacilglicerol
es un potente activador de la proteina kinasa C en plantas (39), las cuales,
a través de una hipotética fosforilacion de la H*-ATPasa, activarian el bombeo
de H".

Regulacion por lisofosfolipidos. Los lisofosfolipidos (detergentes naturales
que se forman por la accién de las fosfolipasas sobre los fosfolipidos) son
activadores altamente especificos de la H*-ATPasa de la membrana plasmatica
(26). El hecho de que las auxinas activen la fosfolipasa A y que esta fosfolipasa
se haya encontrado en membrana plasmatica (27), sugiere que estas hormonas
podrian actuar sobre la H*-ATPasa de la membrana plasmatica a través de los
lisofosfolipidos.

Existen pruebas concluyentes de que el efecto estimulante de los lisofosfolipidos
no esta relacionado con sus propiedades como detergente, ya que se ha compro-
bado que a concentraciones micromolares los lisofosfolipidos estimulan el
bombeo de H* en vesiculas de plasmalema de raices de avena, sin que por ello
se afecte la permeabilidad pasiva de la membrana a los H* (26). El efecto de los
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lisofosfolipidos podria ser directo, provocando un cambio conformacional que
desplazaria el dominio inhibidor de la H'-ATPasa, o indirecto, a través de su
accion sobre otras proteinas; por ejemplo, una proteina kinasa estimulada por
lipidos (24).

PAPEL FISIOLOGICO

La H'-ATPasa de la membrana plasmitica juega un papel central en la
fisiologia de las plantas. El gradiente de H* generado por este enzima controla
dos mecanismos basicos: el pH intra y extracelular y el transporte activo de
nutrientes a través del plasmalema, los cuales a su vez dirigen otros procesos
fisiolégicos. Asi, la H*-ATPasa esti implicada en la elongacidn celular 9, 34));
carga de nutrientes inorganicos a nivel del xilema de la raiz (18); carga de
nutrientes orgénicos en el floema (2), y finalmente los cambios de turgor
responsables de la apertura y cierre de los estomas (52).

Control del pH. Se ha propuesto que la H*-ATPasa, mediante la extrusién
de H*, controla directamente el pH intra y extracelular, constituyendo lo que se
denomina “pH stat biofisico” (47). Por otra parte, la sintesis y utilizacién de
malico en las plantas constituye el sistema “pH stat bioquimico”, que actta de
forma coordinada con el bombeo de H* (7). El control del pH se realizaria
mediante el siguiente mecanismo: la alcalinizacién del citoplasma provoca una
activacion del enzima PEPcarboxilasa, que cataliza la carboxilacion de
fosfoenolpirtivico (4cido débil) transformandolo en oxalacético, el cual a su vez
pasa a malato (4cido fuerte) por accién del enzima malato deshidrogenasa, lo
que determina un aumento en la relacién NADP*/NADPH. La disociacién de
este acido fuerte hace que el pH citoplasmatico vuelva a equilibrarse. Por otra
parte, la acidificacion del citoplama activa el enzima malico dependiente de
NADP", lo que determina que el malato se descarboxile y se obtenga piruvato,
CO, y NADPH; de esta forma se neutraliza un grupo carboxilico y el pH se
mantiene constante.

Sin embargo, el hecho de que el pH citoplasmatico permanezca constante
con diferentes actividades de la bomba (36) ha puesto en duda que la H*-
ATPasa sea responsable del control directo del pH citoplasmitico.

Transporte de nutrientes. En la actualidad se considera que el transporte
activo primario en plantas superiores se realiza fundamentalmente mediante H--
ATPasas (44, 45, 49), que dirigen la extrusién de H* desde el citoplasma hacia
el exterior, a través del plasmalema, o hacia la vacuola, a través del tonoplasto.
La actuacién de estas bombas trae como consecuencia una diferencia de poten-
cial eléctrico a nivel del plasmalema y del tonoplasto, asi como una diferencia
de pH en los principales compartimentos celulares, aproximadamente neutro en
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el citoplasma y acido en la vacuola. La extrusion de H' se utiliza fundamental-
mente para impulsar y regular la velocidad de transporte de diferentes solutos
inorganicos (cationes y aniones) y organicos (azucares, aminoécidos, regulado-
res del crecimiento), mediante sistemas de transporte secundario. El influjo de
cationes al citoplasma ocurriria en respuesta a la diferencia de potencial eléc-
trico generada por el eflujo electrogénico de H* (sistema “uniport”). El influjo
de aniones y solutos organicos se produciria mediante un transporte simultaneo
de H' y aniones (sistema “symport”), mientras que el eflujo de cationes estaria
acoplado a la entrada de H' (sistema “antiport”).

La relacién entre la H'-ATPasa 'y el transporte de K* ha sido especialmente
estudiada. Las primeras propuestas de que la ATPasa de la membrana plasmatica
estaria directamente implicada en el transporte activo de K (13, 17) no fueron
confirmadas cuando el enzima fue purificado y reconstituido en liposomas (43).
Esto 1levo a la conclusion de que el transporte de K se realizaba, probablemen-
te, mediante un sistema diferente dirigido por el potencial eléctrico de membra-
na generado por la actividad H'-ATPasa. A este respecto se ha demostrado que
en la membrana plasmatica de plantas existen canales selectivos de K* (41), los
cuales son activados por la hiperpolarizacion de la membrana. Se ha sugerido
que la ATPasa estaria intimamente relacionada con estos canales, hasta el punto
de que dichos canales podrian formar parte de la propia ATPasa, aunque esta
posibilidad debera ser confirmada mediante trabajos bioquimicos y genéticos (44).

El transporte de cationes divalentes (Ca™*, Mg"", Fe™, Mn*, Zn™) se
produce a favor del gradiente de potencial electroquimico (30), facilitado por
transportadores especificos que actuarian sin necesidad de un acoplamiento
directo con la energia metabolica (17). La concentracién de estos iones en el
interior de la célula podria estar controlada por bombas de eflujo que extruirian
iones hacia el apoplasto. Asi, el Ca* entraria pasivamente en las células,
manteniéndose constante la concentracién citoplasmaticas de este i6n mediante
una extrusién activa, a través del plasmalema, dirigida por sistemas “antiport”
Ca™/H' (33). Igualmente, se ha sugerido la existencia de sistemas de eflujo
activo de Na' en la membrana plasmatica de células radiculares (46).

La absorciéon de aniones (NOs, H,PO, y SO,) se realizaria mediante
sistemas “simport” H'/aniones (16, 50, 51). La actuacion de estos sistemas,
cuya estequiometria serfa igual o superior a 1 para el sistema H'/NO; (20) y de
2 a 4 para el sistema H/H,PO, (38, 51), provocaria la posterior activacion de
la extrusiéon de H" como consecuencia de la disipacién del potencial de mem-
brana y/o acidificacion citoplasmatica.

Los estudios de inmunocitolocalizacién de la H'-ATPasa de membrana
plasmatica en plantas superiores (28) han permitido establecer que, a nivel de
la raiz, la H'-ATPasa esta concentrada en la zona periférica y en el cilindro
central, incluyendo endodermis y células vasculares. Este hecho esta de acuerdo
con la hipdtesis que propone la existencia de un doble bombeo en el proceso de
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absorcién y transporte radial de iones a través de la raiz, el cual se produciria
por absorcién activa a nivel de la epidermis, transporte via simplasto a través
del cortex y eflujo activo en las células préximas al xilema.
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