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PREFACIO 

Una i..t. .. .dlflc:a 90b- un mont.ón da c.ad,ve_. ... Ahr na .. arrl-:-an 

a entrar •lno lo• necrdrnro. que aon lm fabrlcant.. da atr- tanta. te.la. 

PJ.r,.. IAcanne 

1fF'"U l«fcvr 

PREFACIO 
Pero continuamos realizando tesis. La mayoría de los alumnos piensa que es un pesado 

e inútil trámite burocrático; uno más de tantos lastres absurdos que nuestra cultura con­
tinúa preservando con gran orgullo. Loe menoe lo consideran un buen ejercicio de redacción 
y lectura, o un año de gracia para buscar empleo con la relativa tranquilidad que confiere 
una beca. Poquísimos la conciben como el primer y quizá único contacto que tendrán en 
su vida con el sistema universitario de investigación y creación intelectual. Por lo que a 
mi respecta, la tesis constituye la demostración fehaciente del cambio que un individuo ha 
suírido en su vida mental como resultado de su paso por la Universidad. (Supongo que no 
es necesario aclarar que me refiero a la tesis de Licenciatura; el trabajo de Posgrado posee, 
a mi juicio, otras características que no viene al caso discutir.) 

Añadir un preía.cio a una tesis resulta poco usual, sin embargo en ésta ocasión era 
indispensable. Una de las funciones primordiales del prefacio es orientar al lector de tn.1 
·manera que pueda realizar la lectura siguiendo la ruta que el autor ha considerado más 
conveniente. En mi caso creo que es fundamental para una correcta comprensión de la 
tesis señalar por anticipado lo que debe y lo que no debe esperarse encontrar en este.s 1 f 
páginas; En un mundo donde existen decenas de millares de libros, y donde solo poseemos, 
con suerte, 4 mil días netos de vida ¿Cómo ell!!'gir nuestras lecturas? Lo9 prefacios: el 
minimo minimoru.m 

La tesis consta de 7 capítulos diseñados de la siguiente manera: El capítulo de IN~ 
TRODUCCION menciona brevemente la teoría termodinámica para la electrodifusión, los 
model0& eléctrico y bioquímico de una membrana biológica y las características generales 
del transporte de materia a través de las biomernbranas. En realidad reaultará de poco 
provecho para cualquier lector interesado profundamente en alguna de estas áreas, por 
lo que es preferible que consulte la bibliografía señnlRda al final del mismo capítulo. El 
capítulo de ANTECEDENTES contiene una revisión actualizada de las divenu investi­
gaciónes realizada en las Characeae, por lo que resultará. de mucha utilidad para cunlquier 
interesado en esta área. El capítulo de MATERIAL Y MÉTODOS menciona con detalle 
algunos problemas que hemos detectado en divenoe grupoo de investigación relacionados 
con el cultivo de los organismos y con la forma de reportar las investigaciones, por lo que 
conviene consultarlo. Los capítulos OBJETIVOS, RESULTADOS, INTERPRETACION 
DE LOS RESULTADOS y CONCLUSIONES, constituyen, naturalmente, el cuerpo central 
de esta tesis. 

Cuando escribimos y muchas veces también cuando hablamos tendemoe a matizar la 
verdad, a menospreciar los errores y resaltar 18;5 casualidades nfortunadll!i como si fuerw1 
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el resulta.do de razonados movimientos tácticos. ¡,Es censure.ble esta actitud? A lo largo 
de mi paso por la Universidad he conocido in\'estigadorcs que la aprueban y otros que In. 
rechazan (recordemos que no se trata de mentir, sino simplemente de suavizar o magnificar 
selectivamente)."Muchas veces la tentación es demasiado grande como para decir las cosas 
exactamente como fueron y no como nos gustaría que hubiesen sido ... n[l]. A esta afir­
mación de Lewis podría añadirse otra de Beadle: "La ciencia sería mucho más interesante 
si aquellos que la han creado dijeran cómo hn. ocurrido todo realmente, en lugar de repor­
tarla lógica e impersonalmente como de costumbre se hace en los artículos científicos"(2). 
Hacer eso en un articulo es poco menos que imposible, pero ¿en una tesis de licenciatura? 

En un principio intenté ~nsignar todos aquellos detalles experimentales o circuns­
tanciales que son cruciales en su momento y que después, una vez que el trabajo se ha 
terminado, pierden valor y simplemente se oh;da.n. Sin embargo las costumbres1 la pre­
mura, la flojera, fueron imponiendo limitaciones a mi aíáo de veracidad rigurosa dentro de 
esta tesis. Además estan los intereses creados. Y la autoestima. ¿,Me atreveré a revelar 
que cometí eITores dignos de un ... tonto? ¿ Cómo incluir esta bitácora cuasi anecdótica 
sin perturbnr demasiado ln estructura tradicional de una tesis? Por medio de notas. Al no 
~O!;CCr el espacio necesario para. escribir glosas (a la usnnza medieval), y debido a que la 
magnitud de mis comentarios vuelve poco práctico el uso de notas al pie de la pá.ginB.i be 
agrupado las notas junto con las referencias en una sola sección al final de cada uno de los 
capítulos; de aquí que resulte muy importante leer las notas conforme se va avanzando a lo 
largo de cada sección. Para la rápida distinción entre una referencia y una nota adopté la 
convención de colocar paréntesis circulares a los números correspondientes a las referencias 
y paréntesis cuadrados a los correspondientes a las notas. Mi principal intención al incluir 
r~tns notas hn sido construir una tesis más den, más humana¡ una tesis que me permita 
darme cuenta de la lenta evolución intelectual que he sufrido. 

La cita textual de algunos autores será miis o menos usual a lo largo de la tesis. El 
motivo: "claridad" sintética. Tengo "esa predilección por las fónnulas breves que son como 
la esencia de largas meditaciones"(3). ¿Quiere eso decir que me voy a "fusilar" a quién 
sabe cuántos creadores? Por supuesto que no. Me refiero a las frases que encabezan o 
cierran secciones, y a una que otra insertada por ahí. Son afirmaciones, pensamientos o 
reflexiones que yo compart.tJ, pero que otros han expresado con mucha mayor precisión y 
con más arte del que yo seria. capaz de conseguir. Mi intención era citarlas en los idiomas 
originales, porque creo que cada lector es capaz de encontrar significados bien diversos 
para la misma frase (de ahí que escriba "claridad" entre comillas)¡ sin embargo, mi amiga 
Claudia González hizo un magnífico comentario a tiempo: "Lo importante es lo que esa 
frase significa para ti1 eso es lo que quieres transmitirle al lector." Vayan pues en español. 

Levanto la vistn. Frente a mi, amontonados en pilas distribuidas simétrica.mente sobre 
la mesa, descansan cien o trecientos (¿importa el número?) artículos¡ aquellos en carpetas, 
esos engargolados, otros en folders o ni siquiera engrapados, pero todos agrupados bajo 
un estricto orden: Canales iónicos 1 estructura de membrana.1 transporte de azúcares y 
aminoácidos. <'lC'ctrónica, registro intracelulnr, ATPasas, los de Nitella y las otras algas. 
E ... tu~ 1íltimos divididos en dos secciones: Los antigüos -no necesariamente clásicos- que 
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van de 1925 " 1938 y los modernos, de 1960 a 1990. A mi izquierda algunos libros: 
Teoría de transporte en membranas biológicas (Ussíng, por supuesto), mecáñica. cuántica 
(Feynman), transporte en plantas (Spanswick), ATPasns plaamáticas de hongos y algas 
(Serraao), óptica (Jenlóns), etc. A mi derecha las gráficas y libretas de laboratorio, los 
re.n,ltcidaa. Me pregunto ¿He conseguido expresar algo coherente, algo intere:;ante? 

"Todo hombre que escribe ... que .ee ve por consecuencia obligado a. adoptar una cierta 
aptitud frente a problemas que él trata, acaba a pesar suyo por verse aprisionado en el 
papel que desempeña y no puede liberarse más del per1onaje que él encarna. A menudo, 
y sin por eso ser un hipócrita1 las ídeBS que tiene en su f'ondo1 aquellas que agita_ en 
sus meditaciones solita.ria.s1 son bastante diferentes de aquellas otras que, por hábito o por 
obligación profesional, expresa al exterior por la palabra o la escritura. En su fuero interno 
subsiste como un investigador que ee inquieta y que duda, mientras que al exterior aparece 
como un maesto seguro de sí mismo y que afirma."(4). De Broglie tiene raz6n¡ por aJgu.na 
u otra. causa, con notas y toda, aún me siento prisionero. ¡Qué le vamos a hacer! 

..... ..i hombr• de cl•nel• .ctual • •I pirotQC(po d.I hombr.m .... Y no pot" 

euu•l1d•d1 nl por d•f.c:to t.mlp.l'90nal d• cad• hombre de clenchi., 1[no p<u•qu• I• 

cJ.ncla ml1ma lo convlarte autom&tlcarnent• ~ homb,...mua1 • dt11:lr1 h~ d• 

'l un pl'lmlUvo, un bh-baro modernCJ ••• la cl•ncla uperlm•nt.al ha progr-..do 

•n b1.1ena pflrte merced al trabajo de homb,._ rahulC11aanumU m.dloc::r•, y aón 

m•n09 qua mediocres ••• une buan• p•rt. da W cot.U que hay qqe hacer en l'C.lca 

o en Blolopa .. funa m.e4nlca d• ~lento qu• pu.t• ... ~-utada por 

cu•lqul«• o poco man°" .• ·- kan.ja con uno d•-. m.ltod09 como con un• 
mdqulna, y nl •lqulern Q• fono.o pAre ob.\_ener abundant- J"e1ultadoe. p~r 

Id.,.. riauro.u IObre el Mntldo y fundamento de elloe ••• " 

NOTAS Y BIBLIOGRAFIA. 

'oM Ortep y G....tt 

úa ft"6Ch. - _, 

l.~ ¡Bravo, estás leyendo lns notas! Esto lo dijo Bemn.rd Lewie en Hi.story Remembered, 
Recovered, Invented Princeton University PreBB, 1975. 

2.- Beadle, G. W. 1966. Diochemical Gcnetícs. Sorne Recollcctions. en Pl1age and 
Tbe Origins Of Molecular Bio/ogy. editado par J. Caims, G.S. Stent y J. We.tson. Cold 
Spring Harbor Laboratory of Quantitative Biology. New York. pp. 23·32. 

3.- Papini, G. 1912. Rugo Bernasconi. en Obras Completas de Giovanni PapínL 
Editorial Aguilar. Madrid. pp. 701-703. 

4.- De Broglie, L. 1963. Por los Senderos de la Ciencia Espasa·C!'ipe, S.A. Madrid. 
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MN090trom lo. blóloaot celular- utlllsamo. a! t'rmlno .. membrana celular" 

o "membrana plumjtlca" en al man09 t,... Mntldos completamente dt.tlnto•. 

En al Mntldo anatómico, la membrana c.Jular • la .,.&Ión m .. externa qua 

llmlta a la dilula, y que pu.ta ot..rvane. •• en el mlcrc>Kopto el9Ctr6nlco como 

un e.pe (o un par da capu) da matarla! mmlomtco. En al Mntldo bk>qufmlco. 

la membrana celular M una """-eel6n" da la dilula obtenida par media da lu 

Wenlcu. hoy clúlc:u, de la d•lnte1raclón MIKtlva MIUlda da cantrltuaadón 

dl(arenclal •• , Finalmente, m al ..itldo fta1ol6slco 1 la "mwobrana" c.lular • 

una •lructura hlpot4itlca lnv.nt.da para explicar al1unos dato. conurnlant• 

a la "perm-bllidad"de lati células." 

W.D.Steln. 

7111 Al-e/ Mol«vlu A..... Cdl M•W....U 

INTRODUCCION 
La. Biología contemporánea se está desarrollando en torno a un reducido número 

de paradigmas fundamentales. Uno de ellos es la suposición de que la vida, cualquiera 
que sea su definición, puede ser explicada a partir del modelo molecular de la materia. 
Este postula que toda la materia esta formada por partículas que poseen carga eléctrica, 
momentos magnético y eléctrico, y una naturaleza ondulatoria. Las partículas interactúan 
unas con otras por medio de los campos eléctricos y magnéticos que ellas mismas originan. 
La dinámica de un sistema aislado de partículas está dictada por las ecuaciones de la 
mecánica cuántica y de acuerdo con ellas cualquier sistema puede ser descrito por una 
función de onda tj>(t, e) de manero tal que ltJ>(t, e JI' es la probabilidad de encontrar al 
sistema en una configuración e al tiempo t. La función de onda obedece la ecuación 
Ht/> = E.P donde E es la energla y H un operador que describe las interacciones dentro 
del sistema. La distribución de un sistema BObre todos los estados posibles cuando se 
encuentra acopla.do y en equilibrio con un baño térmico esta determinada por las leyes de 
la mecánica estadística; la probabilidad de encontrar al sistema en un estado con energía E 
es proporcional a e-/JB, donde fJ es proporcional al invetso de la temperatura absoluta. En 
principio, las propiedades mecánicas, ópticBB, térmicas, eléctricas, magnéticas y químicas 
de gases, líquidos, sólidos y plasill&S deben poder describirse utilizando este modelo. Sin 
embargo aún existen limitaciones teóricas y técnicas que hacen difícil su aplicación sobre 
sistemas complejOl'J de muchos cuerpO!:! como los organismos vivos. En los próximos decenios 
los científicos deberán intentar resolver estas limitaciones si desean alcanzar una descripción 
de los procesos vitales a partir de los principios fundamentales de la teoría molecular de 
la materia. Mientras tanto es necesario utilizar descripciones alternativas que, en general, 
son de un nivel macroscópico. 

La vida es un maravilloso fenómeno espontáneo. Nosotros, científicos de fin de siglo, 
creemos que los procesos espontáneos en el Universo tienden a los estados de mínima 
energla y /o máxima entrop!a (l]. Cuando el ser humano que posee esta mentalidad observa 
lo~ prorN=m: \"itnlcs no puede menos que buscar relaciones energéticas y entrópica.s en ellos. 
La ecuación fundamental de la tennodinámkn establece la relación entre estas cantidades 
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para procesos cuasi-estáticos¡ a partir de ella es posible desarrollar la deacripció.n de algunos 
procesos vitales en términos fisicoquímicos. El transporte de. materia que se lleva n cabo 

a través de las membranas biológicas es uno de estos procesos. 

Todas las células realizan un intercambio de iones y moléculas con el medio externo; 
en la actualidad apenas empezamos a comprender la manera en que este intercambio con­

tribuye a la síntesis de los compuestoa capace1 de donar energía pam laa diveraaa reacciones 
metab6llcas (2), la Íol'mA en que este transporte a travéa de la membrana participa en la 
regulación de la homeootaai• celular y tisular (3,4) y el papel que deoempeila este inter· 
cambio en el equilibrio de la interr ... biotrófica de nuestro planeta (5). Esta tesis tiene 
por objeto estudiar algunoo aspectoo del transporte de iones a travt!a de las membranas 
del alga de agua dulce Nito/la traru/uceru. 

El transporte de materia a travéa de las biomembranaa ha atraldo el interés de in· 
vestigndores de muy diversu áreas, desde la fisicoquúnica, la biofisica, la bioquímica y la 
biología celular huta la Cannacologla, la patología y la fisiología. Lot cientíllooo proceden· 
tes de cada una de ellas han desarrollado sus propias nomenclaturas, sus propias técnicas 

experimentales e incluso sus propios paradigmas y tabues [6], lo que aunado a un pobre 

intercambio interdiociplinario de idea. y resultadoo ha generado, entre otras consecuc 
cías, Ja existencia de diversas definicionea para un mismo íen6meno y el uso de múltiples 

símbolos para un mismo concepto. Loe símbolos'ttilizadoa usualmente provienen de alguna 
de las siguentes teorías: la cinética, la termodinámica del equilibrio o la termodinámica 
irreversible. Por lo que respecta a las definiciones utilizados para loo divenoe procesos de 
transporte, en la actualidad muchos investigadores aceptan la tenninología propuesta por 

Mitchell dentro del maroo de la teoría quimiOBmótica (consultar, por ejemplo, la reCerencia 

2), pero la diversidad de definiciones ha quedado registrada en la lite111!ura de los años 
setentas y ochentas. En esta tesis utilizo la terminología de Mitchell, la metodologJa elec· 
trofisiológica desarrollada por la biofíaica y los símbolos provenientes de la teoría cinética, 

la termodinámica del equilibrio y la termodinámica irreversible. 

5 
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TEORIA DEL TRANSPORTE IONICO 

El transporte de materia en un sistema soluto-solvente bajo condiciones isotérmicas 
se puede llevar a cabo por alguno de los siguientes mecanismos: 

a) Difusión.- La experiencia muestra que existe un movimiento espontáneo de cualquier 
substancia disuelta en un solvente, y que este transporte genera una distribución particular 
de la substancia de tal forma que el sistema tiende al equilibrio termodinámico. Este 
fenómeno se denomina difusión y puede explicarse a partir de los movimientos térmicos de 
las partículas disueltas considerando el gradiente de concentración de la substancia. 

b) Migración.- Este mecanismo de transporte tiene lugar cuando un campo externo 
actúa sobre las partículas disueltas¡ como resultado las partículas del soluto adquieren un 
componente de velocidad en la dirección de la fuerza extcma adicional al originado por los 
movimientos térmicos. 

e) Convección.- Este tipo de transporte ocurre si el sistema no se encuentra en reposo 
y se genera una diferencia de presione&¡ entonces se oriPna un flujo de partículas en alguna 
dirección determinada por la variación de las presiones dentro del sistema. 

En la naturaleza el transporte de materia suele ocurrir por la combinación de varios 
de estos mecaniB01os. Cuando ae desea analizar el transporte de iones se debe considerar 
la combinación de dos de ellos : el de difusión y el de migración asociado a un campo 
eléctrico. Este proceso se denomina electroclifusión y conStituye uno de los fenómenos 
característicos de la vida orgánica. 

El análisis de los movimientos iónicos en solución puede realizarse desde un punto 
de vista microscópico, esto es, considerando lBB trayectorias y las velocidades de los iones 
individuales, o desde un punto de vista macroscópico, determinando los flujos de materia 
o carga. La iónica es la rama de la electroquímica que tiene como finalidad estudiar el 
transporte de iones en solución; sus fundamentos se establecieron a finales del siglo pasado 
y en la actualidad se encuentra en pleno desarrollo. Una revisión detallada de las teorías 
contemporáneas propuestas para describir la electrodiru"sión esta fuera de mis intenciones 
en esta tesis. A continuación señalaré muy brevemente algunos principios de la teoría 
macroscópica de electrodifusión que resultan indispensables para comprender mi trabajo 
de tesis, pero el lector interesado en el área puede consultar las referencias 61718 y 9. 

Para analizar el movimiento iónico por electrodifusión es conveniente considerar pri­
mero la contribución de cada mecanismo de transporte por separado. Una descripción 
cuantitativa de la difusión se encuentra contenida en la ley empírica de Fick1 que establece 
que 

J, = -D'VC {l) 

donde J 4 es el número de iones que se mueven por unidad de tiempo a través de una sección 
dC' :lrC'n unitaria, D es un coeficiC'nte de difusión y 'VC es la concentración del ion como 
función de la posición. 
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Supongamos ahora que el ion posee una valencia Z, entonces el flujo debido a la 
migración (8) esta determinado por ' 

(2) 

donde -VoJ representa el campo eléctrico, ~ el signo de la fuerza 1abre el ion (por 

convención positiva para cationes y negativa para aniones), y u es la mobilidad del ion 
definida como la velocidad alcanzada por el ion bajo un campo unitario. Esta mobilidad 
depende de la viscosidad del solvente, del tamaño del ion y de su carga. La relación entre 
la mobilidad iónica y el coeficiente de difusión de la ley de Fick la desarrollo Einstein y la 
expresó en la ecuación que lleva su nombre: 

uRT 
D= IZIF (3) 

donde R eo la constante de los gaaes, T ea la temperatura ai-Juta y F la constante de 
Faraday. 

Ahora bien, el fi ujo total debido a la electroclifusión debe estar dado por 

es decir 

~ D( ZCF 
1 = - ve+ "RTV.J} (4) 

que se conoce como la ecuación de Nemst·Planck. Sus dimensiones son generalmente moles 
por área por Wlidad de tiempo. Esta densidad de flujo puede oon...rtirse en la densidad 
de corriente eléctrica si la multiplicamos por F Z, que es el número de cargas acarreadas 
porcada ion 

- ZCF 
J = -DFZ(VC + RTV.J) (~). 

Esta ecuación, en principio, debiera ser c.apaz de describir el tramporte de iones que se 
lleva a cabo a travéa de una membrana eelular por eleetroclifulióo. Como un aproxiniación 
a este caso podemos considerar un sistema ideal en el que exista una barrera o membrana 
permeable solo a algunas especies ióoicas y en el cual oe cumplen lu siguientes condiciones 
(10): 

a) La membrana tiene un grosor constante, es homogénea e infinita en el plano trans­
versal. 

b) Los coeficientes cruzadoa CD loa ecuaciones de Onsager son deopnciables. 

e) No existe un flujo neto de solvente, por lo que el transport~ iónico debido a la 
convección resulta despreciable. 

7 
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d) El coeficiente de a<:tividod ('y) es unitario. 

Sí suponemos que un sistema de esta naturaleza se en<:uentrn. en el equilibrio con respecto 
a la distribución de una especie iónica1 entonces Ja ecuación 5 se puede escribir como 

'ílC- ZCFV'i' 
- RT (G). 

y si además se propone que du./dx = O la ecuación 6 se puede integrar a través de la 
membrana desde el lado externo e hasta el lado interno i. El resultado de esta operación 
es 

y rcarreglnndo se obtiene la ecuación 

(7) 

que se conoce como la &0lución de Nernst El potencial E; se denomina potencial de 
Nernst para el íoo j y puede interpreta.ne como el potencial al cual el ion j se encuentra 
en equilibrio con la fuerza de electrodifusión. Este tratamiento puede extenderse para 
considerar la presencia de \'lirias especies iónicas permeables (9), lo que da por resultado 
un.a condici6n de equilibrio iónieo conocida como equilibrio de Doonan1 que supone un 
J = O para todoe loo iones permeables presentes en el sistema. En general los potenciales 
desarrollados a través de una membrana. biolOgica no corresponden al potendal de Nernst 
de ninguna de las especies iónicas presentes (8), por lo que la ecuaci6n de Nernst-Planck 
debe resolverse utilizando otra.a suposiciones. 

Si se postul& que Ja membrana es permeable únicamente a iones de la misma carga 
(aniones o cationes) o bien si se supone que la d~ / d;r en eJ inteñor de la membrana se 
ajusta a un grupo de funciones en particular (10}, donde la variación lineal resulta ser solo 
un e.aso de varios posibles, y además se postula que el flujo neto de corriente es cero, se 
obtiene la siguiente solución de la ecuad6n 5 

(8) 

en la que los subíndices e y a corresponden a cationes y aniones, respectivamente, y donde 
Pe: y P4 son coeficientes de permeabilidad para los cationC$ y los aniones, respectivamente. 
Estos coeficientes se definen toma 

p,.-D1/3; 
,- d 

donde P, es la penneabílidad de Ja membrana al ion i, D; es el coeficiente de difusión del 
ion, del grosor de la. membrana y {3¡ el coeficiente de partición del ion definido como 
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donde (C¡}4 es la concentración del ion en el interior de la membrana y [C¡J, la concentcación 
en el Inedia externo. 

La ecuación 8 se conoce como lit soJuci6n de Goldman o solución Goldman-Hodgkin· 
Hwdey y desde 1952, año en que Hodgkin y Hwdey consiguie:on explicar algunas de lM 
cara.cterlsticas eléctrlcaa del axón gigante de Lo liga utilizándola {l l), se ha comprobado_ ex­
perimentalmente que resulta bastante adecuada para describir el comportamiento eléctrico 
de las membranas biológicas en una Vllriada gama de tipos celulares {6,8). 

Aunque e.s posible obtener la ecuación 8 a partir de la. ecuaci6n 5 sin SUpoJJer que la 
d~ /dz es lineal en el interior de la membrana (hipótesis que se conoce como la aproximación 
de campo constante), cuando se desea derivar una expresión para la conductancla a través 
de la membrana a partir de la ecuación ó resulta indispensable poetuloc este tipo de 
Vllria.ción. En este caóo Ja. expreol6n resultante ea 

(9) 

donde A= EP,(O,), + EP0 (C0 )¡ y B = EP,(C,)¡ + EP,(C,), 

Se debe señalar que lo. ecuación 9 solo resvJta \•álída cerca del catado de reposo de 
las membranas biol6gica.a, porque en general las conductanciaa son función del potencial 
de membrana y pueden presentar re<tifica.ción eléctrica. Cuando el potencial se desplaza 
mucho del estado de repooo se observan diversos efectos de rectificaci6n, algunos de los 
cuales no pueden ser explicados a partir de la ecua.ción 

G 
_ d(EZFJ,) 

"'- dE., 

como por ejemplo el potencial de acción de las membranas excitables¡ en estos ca.sos resulta 
necesario pootular mecanismos empíricos para poder describir las vvia.cioneo ob.ervadas 
en 185 conductancias {9,10). 

Muy recientemente Ohshima, Makino y Kondo deri\'BtOn una 10luci6n de la ecuación 
de Nemst-Planck añadiendo a la. aproximación de campo consta.nte las suposiciones de 
que los aniones y cationes transportados poseen la misma valencia y que el transporte se 
lleva a cabo en condiciones cuaai-estacionaria.s (12); la característica. más rele""'1te de esta. 
solución es que incluye una dependencia temporal pa.ra la.s concentra.clones iónicas y para 
el potencial, sin embargo la ecuación resulta.nte no puede ser integrada a.nalíticamente, por 
lo que resulta necesario resoJverJa numéricamente para las diversas con<liciones expe-rlm~n· 
tales. Al parecer todavía no se ha contrastado i:on algún experimento. 
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En sentido estricto las diversas soluciones de la ecuación de Nemst-Planck pueden 
considerarse modelos de una membrana, puesto que postulan características específicas 
para la barrera presente en el sistema, es decir, podemos referirnos a ellas como la mem­
brana de Goldman, la membrana de Nemst o la membrana de Oshima-Makino-Kondo. Sin 
embargo no es común encontrar esta terminología en los libros de texto ni en los artículos 
originales, donde el término modelo aplicado a las membranas biológicas se resenra para 
otros arquetipos. 

LOS MODELOS PARA UNA MEMBRANA BIOLÓGICA 

Desde el punto de vista eléctrico una porción de membrana puede representarse por 
medio del circuito que se muestra en la figura l. Este modelo se conoce como el modelo 
de conductancia paralela, modelo de resistencia-capacitancia en paralelo o modelo RC de 
la membrana. El circuito toma en cuenta dos de las principales características de una 
membrana. biológica: la resistencia al flujo de los iones y la capacitancia resultante (8). El 
modelo postula que la coniente total (IT) que fluye a través de una membrana. es Ja. suma 
de dos componentes, una debida a la corriente acarreada por los iones que difunden de un 
lado al otro de la membra.oa {!;) y otra debida a la carga del capacitor intrínseco de la 
membrana y que se denomina corriente de desplazamiento o corriente capacitiYa (!e)· Los 
valores de la resistencia, la capacitancia y del potencial a través de este circuito pueden 
calcularse utilizando la teoría eléctrica clásica. 

flg. t. El modelo RC pu• ana porcióo de membrua. i, medio interao; e, medio eue100; 

Cm, capuii•aci• d11 la rnembraaa¡ Rm, raii1te11d• de la membra11a. 

Un esquema tan sencillo resulta muy atracth·o, pero en la práctica es sólo una primera. 
nproximnción, puesto que en la gran mayoría de las situaciones experimentales no se cuenta 
con una pequeña porción de membrana aislada.. El modelo puede nmpliarse para considerar 
una condición e."<perimental más común como In respuesta eléctrica de una célula cilíndrica 
(un axón o una célula internodal de Nitclla). En este enso resulta necesario incluir las 
cnracterístkas eléctricas de los medios interno y externo, y si tomnmos en cuenta el flujo 
nxinl de corriente n lo lnrgo de la c:t.=>h1ln un circuito clt(c:rrico equh7'lente sen"n del tipo del 
'llh.' :;e mul.":::trn en In figurn 21 que St! ~onoce como d modelo de cnble coa.~ial con pérdida 
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o modelo de cable conductor. Puede observarse que en este circuito los medios interno y 
externo se representan únicamente por medio de una resistencia., pero se ha encontrado que 
esta. aproximación resulta. válida dentro de límites de írccuen~ias de hasta varios cientos 
de kilohertz (9); regresaremos a este modelo en el capítulo de MATERIAL Y MÉTODOS .. 

Y, 

1·, 

Fl¡. 2. Mod•lo d• cable cond•dor pua H& cB.ta dliAdrtca u el que rl dx y r2 dx , ... 

preeent&n lu rnbtenciu del medio exierno e interno por unidad de longitud, res· 

pecUva.m.eate; rm/ds. la resi.teada de awmbr&aa por oaldad de lo•11'•d; Cm dx la 

capadt.u.da da la aambrua por a.llld&d de longit.•d¡ E el poieadal de re~oto de la 

m•mbrua; Ve el potencial nhnao; VI el potencial Interno; lm la conieate a tn.vfs 

de la membrana. por ullldad de longitud; i. la conitatti ad&l cxtuaa aeta¡ e Il la 

carrle11.ie ulal lnteraa a.ta. Fl1.,• tomada de la ,.rernd~ 11. 

Desde el punto de vista bioquúnico la membrana puede ser representada tomando en 
cuenta los diversos tipos de moléculas que la constituyen. Hasta este momento no hemos 
tenido la necesidad de considerar la estructura molecular de la barrera semipermeable, 
y, en sentido estricto, resulta irrelevante siempre y cuando permita realizar las diversns 
aproximaciones que hemos hecho hasta ahora; sin embargo, un conocimiento detallado de 
esta estructura resulta indispensable si se desea desarrollar nuevos modera, que. permitan 
descripciones más precisas del transporte de materia en su interior. La. estructura de las 
membranas biológicas parece ser muy compleja. y, aunque nuestro conocimiento contcm· 
poráneo sobre ellas resulta extenso, aún estamos lejos de alcanzar una. descripción precisa 
de su estructura estática y dinámica. 

Los modelos bioquímicos de las membranas biológicas son casi tan antiguos como el 
propio concepto de membrana celular; el lector interesado en la. historia del desarrollo de 
estos moddos puede co11sultar la referencia 13. El día dt! hur sabemos que la composición 
de la.s biomembranns involucra principalmente tr~ tipos de moléculas: 

• Lípidos. 
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•Proteínas. 

• Esteroles. 
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Sin embargo, el arreglo espacial y las interacciones de estos divet'$0S tipos de moléculas en 
el interior de la membrana resultan ser en la actualidad objeto de intensos debates. Antes 
de señalar bre..·emente las ideas más acepta.das conviene recordar que la estructura de una 
membrana no sólo debe explicar el transporte de iones en su interior, sino que además debe 
permitir la explicación de otros fenómenos como la transducción de señales, la secreción, 
la endocitosis, etc. {14). 

Durante los últimos 18 añOs el paradigma para interpretar la estructura molecular de 
las biomembranas ha sido el modelo de m068ieo fluido propuesto por Singer y Nieolson (15), 
y las características fundamentales de este modelo se han corroborado extensamente: a) 
los lípidos se encuentran asociados entre sí en una conformación de bicapa¡ b) las proteínas 
se encuentran interactuando con la bicapa lipidica¡ y e} tanto los lipidos como las proteínas 
presentan una difusión lateral dentro del plano de la membrana (figura 3). Sin embargo, el 
trabajo experimental reciente ha conducido a la modificación y extensión de este modelo. 

La topología y heterogeneidad de loo llpidos en las biomembranBS se ha estudiado 
intensamente (consultar, por ejemplo, las reíerenciM 16 y 17). Hoy sabemos que aunque la 
estructura predominante es la de bicapa1 al parecer los lipidos (o al menos algunos tipos de 
elloe) aon capaces de formar estructuras cillndrieas de unos 20Á de diámetro que poseen un 
poro hidrofilico y que parecen constituir una fue en la membrana denominada fase hexa­
gonal H 11 (18). La gran heterogeneidad de los llpidos presentes en las biomembranas (14) 
pare<e ir acompañada por la fonnación de dominios llpldicos en el plano de la bicapa que 
también pueden originarse alrededor de algunas proteínas como resultado de interacciones 
lípido-proteína (16). Existe además una clara asimetn'a en el tipo de lípidos prese~tes 
en cada una de las monocapa11 (17); y aunque se han postulado varias explicaciones para 
este fenómeno, los mecanismos que lo generan no ae han determinado con claridad (19). 
También se ha reportado una gran heterogeneidad en 18. tasas de diíusi6n lateral de loo 
lipidos1 pues mientras algunos puede alcanzar una taza de hasta 10-9cm2 /s1 otros parecen 
permanecer prácticamente inmóbiles (17). 

Por lo que respecta al componente proteico de las biomembranas1 éste resulta tan 
variado que es dificil hacer generalizaciones. En términos globales las proteínas de mem­
brana son enzimas asodadaa con la bicapa lipídica cuya topología membranal parece estar 
determinada por loe dominios hidro!óbicos e hidroft1icos de su secuencia de azninoácidos, 
y que pueden encontrarse en una variada gama de conformaciones. De acuerdo con la 
interacción que presentan con loe lipidos de la bicapa se distinguen dos clases de proteínas 
de membrana: las proteínas intrínsecas o transmembranales (que a su vez se clasifican en 
bitópicas, oligotópicas y politópicas) y las extrínsecas o periféricas (20); aunque es posible 
dasificarla.s tomando en cuenta otros criterios, como la función bioquímica que llevan a 
cnbo (2.21). El estudio de la síntesis y estructura de estas proteínas, así como el de su 
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inserción y dinámica. dentro de la bicapa de lípidos se encuentra en pleno desa.rttollo (con­
sultar, por ejemplo, lBB referencias 22,23,24 y 25). Me referiré eon más detalle a algunas 

proteínas membrnnales en la siguiente sección. 

Los esteroles poreeen ser constituyentes fundamentales de las membranas biológicas 

(14); el principal esterol presente en las membranas de los eucariontes es el colesterol. 
Esta molécula puede eneontrerse n.sociada a loa üpidoo en razones de hasta 1:1 (17). pero 
no es caÍ>az de formar bicapas por sí mismo. Los estud.im de la estructura del colesterol 

cuando se encuentra asociado a la bicapa lipídica han mostrado que el grupo hidroxilo 
sobresale de l~ bicapa y se encuentra justo en la interfase acuosa superficial, mientras que 
la estructura de los anilloe rígidos se encuentra dentro de la bicapa (26). Esta molécula 
también preoenta una distribución asimétrica en cada una de las monocap"" de üpidos (16). 
Se ha demostrado que loe niveles de colesterol modifican la permeabilidad y estabilidad de 
las membranas, la actividad de algunas proteínas de membrana, los procesos de cre<:imicnto 

celular y la expresión génica (26). 

ATP 

' 
1 

!INTERNAL SIGNAl.j._ _______ ~ 

Flg. 3. Diagrama lrldlmensloa.al del modelo de mOMlc.o lllddo pua uaa m•mbraaa blológlca. 

De l1qulerda a derecba •• m•es&ran 1u ai1 .. a1n ptoHJau: UH lo•·ATPua; •• 

canal !único¡ dos proleínu acopladu pua I• pucepcl6n y traa1duccl6a.de ••• Hial 

cxlcrn.:a.; un ac.:a.rtcaJor. Fil!,UU t1,1111:¡J.:a, d.: h. rdc1cnci.:a. JJ, 
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Al contemplar la compleja estructura de esta barrera biológica contra la difusión surge 
la pregunta de hasta qué punto los modelos de membrana de Ncmst o de Goldnum resultnn 
adecuad.os para describir el transporte de materia que realiza una célula. En este sentido 
es importante señ!ilar que ese transporte posee otras características que no he mencionado: 

a) Las membranas constituidas únicamente por lípidos y esteroles (conocidas como mem­
branas artificiale!) resultan muy poco permeables a los iones cuando se camparan con las 
membranas biológicaa. Un pootulado utilizado durante ¡.., últimas décadas para explicar 
esta diferencia es que algunas de las proteínas constitutivas de la membrana funcionan como 
enzimas alostéricas (denominadas canales y acarreadores) que catolizan el transporte de 
iones a través de esta estructura (14,21,36). Esta hipótesis cuenta en la actualidad con un 
gran apoyo experimental que ha llegado indumve a niveles moleculares {27). Ee necesario 
entonces suponer que la ecuación de Nernst·Plnnck puede funcionar como una descripción 
a. primera aproximación del transporte de iones a través de las hiomembranas; pero que 
una descripción detallada rcq uiere de un mE\yor desarrollo teórico que tome en cuenta la 
dinámica de estas proteínas. 

b) Las membranas biológicas presentan uno gran permeabilidad al agua, que puede llegar 
a ser de 0.3 cm/s (28). Para tomar conciencia de la magnitud de esta penneahilidad 
resulta útil compararla con la penneahilid!Mi para un ion cualquiera, por ejemplo la PNa 

del eritrocito, que es del orden de 5X10-9 crn/&. Si consideramos una membrana artificial la 
diferencia ea aún máa notoria, pues loe cálculos realizados a partir de loe ftujos determinados 
experimentalmente indican que cada segundo difunden alrededor de 4000 moléculas de agua 
a través de un átta membrana} equivalente a una sola molécula de fosfolipido, mientras 
que un ion sodio atravieza la misma área en aproximadamente 70 horM {28). Resulta 
entonces claro que para fines prácticos la membrana no constituye una bnrrera al fiujo de 
agua. Una permeabilidad tan grande conduce a varias preguntas: ¿,Deberíamos considerar 
también al agua como una molécula constitutiva de Ja estructura de las membranas? ¿Qué 
mecanismos permiten esta permeabilidad? En la actualidad no contamos con respuestas 
para cstM interrogantes, pero muchos grupos en el mundo las están buscando en este 
preciso momento (29,30). 

c} Lu células son capaces de transportar materia en dirección contraria a la dirección 
del Bujo predicho a partir de los gradientes electroquímicos. Este tipo de transporte se 
identificó desde principios de siglo para el caso de algunos nutrientes (azúcar..); pero no 
fué sino hasta mediados de los años cuarentas cuando se aceptó que también algunos iones 
eran transportados de esta manera (31). Rosenberg denominó a este tipo de transporte 
con el término genérico de transporte activo (citado en la referencia 14). E:ote proceso 
bioJógjco intrigó profundamente a loe tisicoquímicos de principios de siglo, y les llevaría 
\'arias décadas el demostrar la existencia de procesos energéticos acoplados a este tipo de 
transporte (14). Sin embargo, no será sino basta los años sesentas que Mitchell con.siga. 
vislumbra.e Ja enorme trascendencia. que el transporte activo de iones tiene en la fisiología 
celular (34). . 
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LOS CIRCUITOS QUIMIOSMÓTICOS. 

La teoría quimosmótica contemporánea establece que el iransporte activo de materia 
y el proceso de síntesis-hidrólisis de ATP están acoplados a la tranalocación de iones a 
través de las membranas biológicas; y que la translocación .. impuloada ya sea por un 
gradiente electroquímico o por una diCerencia de pH. De acuerdo coa .. ta teoría (34) .,. 
posible clistinguir tres tipos de transporte a través de las biomembranas si se enfatiza 
la naturaleza molecular del proceso más que el estado termodinámico de las substancias 
transportadas: a) El transporte por difusión, que depe.nderá de la permeabilidad de la 
íaae lipídica a los diversos solutos; b) El transporte primario, en el eual la translocación 
a través de la membrana se encuentra acoplada directa y necesariamente a una reacdón 
química simultánea¡ e) El transporte secundario, que consiste en el intercambio de materia 
por medio de las proteínas presentes en la membrana haciendo uso de l<>1 gradientes iónicoe 
existentes. 

El transporte primario puede dividirse a su """ en dos categorías (2): 

a) Translocación de grupos.- En este tipo de transporte una reacción enzimática que 
tiene lugar en la membrana cataliza simultáneamente la transformación qu!mica de un 
sustrato y su translocación a través de la membrana.. Un ejemplo lo constituye la ingesta 
.de azúcar por {osforilación (2). · 

b) Transporte primario de aoluto8.· En aste cuo una reacción enzimática cataliza 
el transporte de un aoluto ain alterarlo químicamente. Las ion-ATPasas constituyen ,.. 
ejemplo de este mecanismo (35). 

Loa proceaoe de transporte secundario se dividen en : 

a) Uniport o Difusión facilitada.- Consiste en el transporte de materia a través de los 
canales o acarreadores presentes en las biomembranaa (figura 3). 

b) Simport o Cotransporte.- Consiate en el transporte acoplado y en la misma dirección 
de dos solutos por medio de un solo acarreador. •· 

c) Antiport o Difusión por intercambio.· Consiste en el transporte en &recciones 
opuestos de dos solutos me&ado por un solo acarreador. . 

Estos distintos tipos de tmnsporte se llevan a cabo en muchas de las membranas ce· 
lulares y proceden de una forma altamente regulada e interactiva (2). Al parecer en la 
membrana plasmática de todo tipo celular existe un proceso de transporte primario respon­
sable de establecer los gradientes que propulsan a loa sistemas de transporte secundario. 
Hasta la fecha se han descubierto doo circuitos globales de transporte en los organismoa 
biológicos: · 

1.- El Circuito de Sodio.- Este circuito pareoe encontrarse únicamente en las células 
animales¡ el generador primario es una enzima membrana! denominad& ATPasa de sodio­
potasio que expulsa sodio y lo intcrcambi~.por.¡>otasio1 ~do lugar así a un gradiente de 
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potencial electroquímico para el sodio que ea capnz de propulsar a los sistemas de tnw.s· 
porte secundario. Esta circttlación de sodio contribuye profundamente a varias funciones 
homeostáticas como la regulación del pH intracelular y la del volumen celular (2). 

2.- El Circuito de Protones.- Este sistema parece ser característico de las células de vc-­
getales, hongos y algas; en este caso el generador primario es una ATPasa men:ibranal que 
expulsa protones al medio externo, produciendo un gradiente de potencial e)ectroquímico 
para. los protones a partir del cual se pueden energizar los sistemas de transporte secunda.· 
rio. Esta circulación de protones, a.demás de permitir la. ingeata de nutrientes, contribuye 
a la regulación de la turgencia celular (2). 

El descubrimiento de estos circuitos iónicos contribuyó a modificar un phradigma de 
la fisiología que se había establecido a partir de los trabajos de Hodgkin y Huxley y que 
consistía en suponer que el potencial generado a través de las membranas biológicas era 
básica.mente el resultado de la difusión pasiva de iones potasio. A partir de la década de 
los ochentas se reconoció la contribución que los sistemas de transporte primario pueden 
tener sobre el potencial de reposo¡ y en la actualidad sabemos que el potencial de algunaa 
células enimales1 de muchas células vegetales, de los hongos y de las nlgas es generado 
por el bomboo activo de iones sodio o de protones (37,38). Este bombeo se realiza en la 
dirección contraria.a la dirección del 'flujo pasivo del ion transportado por un tipo particular 
de proteínas membranales denominadas ion·ATPasas. El estudio detalla.do de la cinética, 
la regulación y la evolución de estas enzimas constituye uno de los campos más activos en 
la. biocnergética contemporánea (39,40,41,42). A la fecha. se ha. determinado la. existencia 
de por lo menos tres tipos dlstint<>S de ion-ATPosas (35): 

a) lon-ATPasas tipo P.- Se definen como aqucUas ATPnsas que durante su ciclo de 
reacción forman un intermediario fosforilado unido covalentemente a un residuo de ácido 
aspáttico de la. proteína. Estu enzimas se inhiben específicamente con vanadato y estan 
formadas por uno o dos péptidos con un peso molecular total de aproximadamente 100 
kDa. Este tipo de enzimaS se ha identificado en las membranas plasmáticas de las células 
eucarlónticas, en las membranM de los retículos endoplá.smico y sarcoplásmico y en la 
membrana celular de algunas bacterias como E. coli y S. fecalu (figura 4). 

b) lon-ATPasas tipo F.- Estas enzimas no forman un intermediario fosforilado durante 
su ciclo de reacción, se inhiben específicamente con oligomicina o venturicidina y esta.n 
formadas por varios péptidos con un peso molecular total m~·or "los 450 KDa. Este tipo 
de enzimas se encuentran en las membranas internas de las mitocondrias y los cloroplastos, 
así como en la membrana. plasmática de los procariontes (figura 4). 

e) lon-ATPasas tipo V.- Se definen como aquellas ATPasas asociadas a la membrana. 
de organelos celulares distintos de Jas aütocondrias y los retículos sarcoplásmico y en­
doplásmico. No parecen íonnar un intermediario íosforilado y se inlúbcn específicamente 
con N·etilmaleimida, KNO, y KSCN. Tienen un peso molecular de aproximadamente 
400 KDa y parecen estar constituidas por varios péptidos. Se han identificado en las va­
cuolas de hongos, algas y plantas superiores, en los lisosomas, los endosomas, en vesículas 
cubiertas con clatrlna, granulas secretores y \"esÍculas del Golgi (figura 4). 
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Flg. c. E~wm• de loe lf" tlpoti de loa•A.TPuu ldeallflcadoe •• la a.cto..Udad, Figura 
tomada de la reíerei:r.da 35. 

Por lo que respecta a las proteínas involucradas en loa procesos de transporte secunda· 

rio, su estudio se ha desarrollado bastaote eo el caso de las células animales (27), mientras 

que en las células vegetales las investigaciones apenas se encuentran en las fases iniciales 

( 43). En el siguiente capítulo describiré uno de los modelos vegetales más,,romisorios para 

el desanollo de este tipo de estudios. • 
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INTRODUCCION 

Plane Tellhard de Chardln 

ú...ailu.._ 

ANTECEDENTES. 

Nitella tran..dut::en.9 es un alga que pertenece a la familia Characeae, única representante 
de Ja división Chorophyto de acuerdo con Rouod {figura 1). A pesar de que las Charofi: 
se bao estudiado desde 1774 (2) resulta bastaote¿iificil encontrar referencias a esta fnmilia 
en los libros de texto contemporáneo& [3]. El hecho es inesperado si se toma en cuenta 
el papel que estas algas bao tenido en el desarrollo de Ja biología: Hórmaoo descubrió 
en ellas la existencia de un potencial de acción en 1898. Taylor y Wh.itaker realizaron la 
primera determinación in 1itu de un pH intracelular utilizando células de Nitella en 1928 
(2). Ese mismo año Osterbout y Harris reportaron el primer estudio cu-ntitativo de los 
potenciales de membrana de una célula utilizando como modelo a Nitella {4). La primera 
determinación de la conductancia membrana! en células vegetales fue realizada por Blinks 
en 1930 sobre Nitella. El primer registro intracelular de un potencial de acción lo realizó 
Umratb, también en 1930, usando células de Nitclla¡ y, de hecho, el género Nitezia fue 
colocado en la. vanguardia de la fisiología durante los años veintes y treintas gracias al 
trabajo de Osterbout y su grupo en Harvard, y al de Hoaglaod y Davis en Berkeley (2); a 
estos grupos se unieron, e. mediados de los años cuarentas, los laboratorios de Collandcr en 
Helsinki y de Umratb en Graz [5]. Más aún, el modelo de circuito RC para Ja membrana, 
que ha resultado de validez universal, fue postulado por Cole primero para Nitello y un 
año después para el axón gigante de calamar. Revisiones de loe estudios realizados en 
las Characeae hasta principios de los años cincuentas y de los años ·sesentas se pueden 
consultar en las referencias G y 1 respectivameqte. 
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Fil!i• J. Tabla tuon6miu. que Incluye a la. mayor pule de l.u :i.lgas que poseen células 

giganta. Pua. mayores det&lln consulta.r la nota número l. 

¿Cuál es el moti\'o por el que los libros de texto no mencionan a una familia con 
se:r-.c]ante prosapia? La complejidad de las Characeae. Young llamó la atención de los 
fisiólogos sobre el axón gigante de Loligo en el simposio de Cold Spring Harbar de 1936 
(8) y bastaron 16 años para explicar gran parte de su electrofisiología en términos de 
concentraciones iónicas y permeabilidades membrana.les¡ mientras que 70 años no han sido 
suficientes para entender las características eléctricas de las membranas de estas algas. 

Al revisar la literatura resulta evidente que a partir de los años cincuentas el estudio 
de las Characeae disminuyó notablemente en todo el mundo, y que los pocos grupos intei:e­
sados en ellas utilizaban el género Chara bastante más que el género Nitella. En el capítulo 
MATERIAL Y MÉTODOS explico que resulta muy difícil culti\'ar a !ns Cbarofitas bajo 
condiciones controlad!lS1 pero aunque esta característica la. comparten todos los géneros 
de la. familia, algunos pueden cultivarse en el laboratorio con mayor facilidad que Nitella 
(2). ~Iuy probablemente fue este el factor decisivo para que los im·cstigadores utilizaran el 
género Chartl {especialmente Chara. cora.llina) en detrimento del género Nitella. Se podría 
pensar que la consolidación de la bioquímica y la aparición de la biología molecular influ­
yera en el trabajo realizado sobre las Characeac, pero no fué así. Hasta la fecha se hnn 
ptuificado únicamente dos enzimns en esta familia (22)¡ no se hn desnnollado una genética 
molecular ni se hn aislado ninguna cepa mutante (9}¡ es decir, no se han usado las técnicn.s 
de lu. bioquímicn1 de la genética y de la biología molecular que tanto éxito han tenido en 
otros organismos. ¿Qué se ha hecho entonces? Elcctrofisiología clásica. 

En la nctualidnd existen nlrcdeclor de 20 grupos de investigación, distribuidos por 
'•'•~\' t•l mundo. qt11• 1~.~tñn intercsndos en estncHar C'l tr~nsportc n través de lns mcmbrnnns 
J~~ la::; Characcac.; r de ello:> un ochenta por ciento utilizn Chara corallina como cspcci1! 
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experimental. Tal vez no hace falta mencionarlo, pero nosotros somos el único grupo 

que trabaja con esta familia de. algas en México. Mediante el uso de fijadores de voltaje, 

trazadores radioactivos y la novedosa fijación por secciones (patch clamp) esta veintena 

de laboratorios ha desarrollado gran parte de la. electrofisiología vegetal contemporánea 

(120). Y a 38 años de Hodgkin, Huxley y Katz podemos decir que algo sabemos del "axón 

verde". 

CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS CHARACEAE. 

Esta. familia está compuesta esencialmente por algas de agua dulce, aunque algunas 

especies de los géneros Charo y Lamprothamnion crecen en nguas salobres y marinas. Se 

encuentran ampliamente distribuidas alrededor del mundo (excepto en les zonas árticas) y 

se han identificado esporas de esta familia en estratos geológicos correspondientes al periodo 

Ordovícico de la era Paleozoica, lo que significa que las primeras especies aparecieron hace 

por lo menos 4 x 10' años (2). 

La talla del organismo completo va de 1 x 10-2 a 1 x 102 metros¡ es de color verde 

y esta compuesto de internados cilíndricos unicelulares y pequeños nodos multicelulares 

(figura 2). Es W1 organismo haploide¡ los óvulos y los antcrozoides móviles son producidos 

dentro de atractivos y complejos órganos sexuales. La. f~rtilización da lugar a una espora 

encapsulada por una capa de carbonato de calcio¡ este cigoto es diploide¡ la meiosis ocurre 

en el momento de la germinación y mitosis posteriores dnn lugar al organismo macroscópico. 

El crecimiento tiene lugar de una forma similar a la que normalmente se asocia con las 

plnntns supcdorcs: el eje principal crece en su ápice, el cual inhibe el desarrollo de los 

ápices secundarios que surgen en cada nodo¡ el desarrollo de rizoides lo promueve el mismo 

ápice y tiene lugar en el nodo más alejado de éste. Se ha demostrado que la célula inicial 

del ápice puede dar lugar a dos células hijas con características distintas: mientras una 

de ellas continúa dividiendose mitóticamente, la. otra crece de manera amitótica. Es esta. 

peculiaridad de producir células no equipotenciales la. que explica la alternancia de nodos 

~ int('rnodos en el organismo adulto (2). 
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Fig. 2. Anatomia tlpica d111 u111. CAuun• (N11.Zr. frt...,iu:cu), DlbujOI detalldot d• 

todu las Hpcdes de '9la. fAt.<111i11. 1c p1.1cden. ob1ervar 11111 la referencia. i. 

Las células nodales son mononucleadas, mientras que las células internodales presentan 
macro "/ micronúcleos. Los micronúcleos son de un tamaño semejante al de los núcleOs de 
las plantas superiores (5·10 µm) y son los únicos que controlan el sexo. Los macronúcleos 
se generan a partir de los micronúcleos, pero una vez formados son incapaces de dividjr.;(' 
mitóticamenle, por lo que, al continuar sintetizando cromatina, se vuelven gigantes (de 3 ... 
a 60 veces más ~des que los micronúcleos) y terminan por fragmentarse en múltiples 
cariomeritos (10). ¿Cuál es la actividad génica en estos distintos núcleos? Nadie parece 
interesado en responder esa pregunta [11). 

La selección de los modelos biológicos determina el desarrollo de una disciplina. 
Cuanto más complejo el modelo, más diücil la construcción de marcos conceptuales. Por 
supuesto que los fisiólogos de principios de siglo no eligieron a la:; Charleeae porque les 
parecían sistemas complejos¡ antes bien, las escogieron porque presentaban mue.has ven· 
tajas aparentes. El uso de estas algas para estudios electrofisiológicos se debe, nntc todo, 
a. la capacidad que poseen las células intemodales para sobrevivir (hasta varias se'tnJUlas) 
aisladas del organismo completo; así como a su gran tamaño y geometría. 

La. célula internodal es cilíndrica, con un diámetro aproximado de 1 milímetro y hasta 
15 centímetros de longltud cuando se cultivan en el laboratorio (ln.s células sih·estres poseen 
ma)·ores dimensiones). No existen muchos da.tos concernientes n la ultraestructurn1 pero, 
en genernl, es de esperarse una organización similar a la de cualquier otra célula eucu.rionte, 
en particular a la de las plantas superiores. Al igual que la mayoría de las células vegeta.les, 
lns células de las Chara.ceae poseen uno. pared celular, una membrana plasmñtico. (conocida. 
como plasmalctna) y una cxtC'nsa membrana. interna. dl'nominadn tonOplnsto. qne define 
el ~ompnnimcnto \"Ucuola.r. La mayor pnrtt:.de los dol'Opla.stos se cncucntnu1 unidos C'ntrc 

25 



ANTECEDENTES 

sí por filamentos de ac:tina. y permanecen muy cerca de la. cara interna del plasmalema1 

en una región del citoplasma. conocida como interfase sol-gel. No se ha reportado una 
conexión estructural entre los cloroplastos y el plnsmn!ema, pero estos pueden llegar a 
estar separados de aquel por una distancia tan pequeña como 100 nm (13). La localización 
de otros orga.nclos parece ser menos rigurosa. • 

La pared celular tiene un grosor aproximado de 10 µm. Su composición varia depen­
diendo de Ja especie y la edad de Ias células. En el caso de Nitella a.xillari.s la pared esta 
compuesta principalmente por pectinas, hemicdulosns, celulosa. y proteína en un razón 
25:30:35:10 (como porcentaje del peso seco)¡ se han identifica.do en ella ur6nidos y \.'a­

rios azúcares neutros: glucosa, xilosa, gnln.ctosa., arabinosa, manosa1 fucosa y ram.nosa; 
mientras que las ligninas no parecen estar presentes en su constit.ución {14). La pared es 
permeable a moléculas <le hnsta 4158 dalt.ones de peso molecular, y parece tener poros con 
un diámetro máximo de 4.8 nm (33). Sus propiedades con respecto al intercambio i6nico 
son bnstnnte bien conocidas (23), pero los valores de los coeficient.es de difusión para di~ 
versos iones y el retraso consecuente entre la llegada a la superficie externa de la pared 
y }a llegnda a Ia superficie externa de la membrana celular han sido objeto de discusión 
durante los últimos años¡ en la. actualidad parece aecptarse que tanto los aniones como 
los cationes poseen en su interior movilidades relativas compn.rables, con una constante de 
retardo del orden de l a 3 &egundoe (15). 

Con respecto a las membranas celulares, la más externa de ellas es el pla.smnlema, 
el cual posee las propiedades eléctricas y de transporte dominantes en la célula, por lo 
que ha llamado la atención de la gran mayoría de los investigadores. Su composición 
bioquímica no se ha determinado con exactitud. Su conductancia eléctrica (Gm) en reposo 
es aproximadamente de 2 siemens por metro cuadrado {S/m2 }. Esta membrana genera 
una diferencia de potencial (E,,,), negativa con respecto al medio externo, con valores que 
se encuentran dentro del amplio margen de 90-250 mllivolts, dependiendo de la compo­
sición de la solución externa y de la especie de Cha.tacea.e. El plnsmalemn. tiene además 
la capacidad de generar potenciales de acción. Este potencial de acción (PA) es extraor· 
dinariamente lento si se compara con el de las células nerviosas¡ la depolo.rización tarda 
cientos de milisegundos y la repolarización varios segundos. Aunque la naturaleza de las 
corrientes iónicas involucra.das no es del todo clara, y el proceso global está todavía. lejos 
de ser comprendido con exactitud [16}, existe un modelo para uso didáctico que señala un 
aumento de la permeabilidad aI ion calcio corno el primer evento del PA; el influjo de calcio 
provocaría. Ja apertura de cena.les de doro y esta alteración de le. permeabilidad al doro 
{Pc1) seria la principal responsable de la depolarización; posteriorment.e un incremento 
en la permeabilidad al potasio (PK) permitirla lo repolarización (3). Este PA comparte 
l"Oll los encontrados en células animales las caractcristicns de ser disparado por estímulos 
eléctricos, mecánicos, térmicos y químicos¡ responder a un valor umbral de potencial (al­
rededor de -80 m V)¡ tener una respuesta toclo o na.da; presentar un período refractario (de 
varios minutos} y ser conducido en ambas direcciones a partir del punto inicial de estímulo. 
SC' ciC'hC' lWñnlnr ndem.ás que la presencia de magnesio y ATP resulta indispensable para 
numtC'ner la excitabilidn<l de la membrnnn (21). 
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El plasmalema presenta además algunos fenómenos eléctricos poco comunes, o al me­
nos no reportados para la. mayor parte de las membranas biológicas. Uno de éllos consiste 
en el incremento abrupto de la conductancia membrana! cuando el potencial de membrana 
se hiperpolarlza experimentalmente más allá. de un potencial critico (alrededor de los 350 
mV) 1 que depende de la composición iónica de la solución externa. Cuando el potencial de 
membrana alcanza el potencial crítico tiene lugar un intenso eflujo de iones cz- y el Ern se 
depolarlza a valores muy cercanos al Ect; si el campo eléctrico externo se elimina, la célula 
recupera. las condiciones iniciales. Aunque la membrana plasmática de E. Coli, el eritrocito 
y Valonia presentan un comportamiento similar, Coster y Zimmermann consideran que en 
estos casos el fenómeno se puede explicar como un rompimiento dieléctrico debido B la 
inestabilidad electromecánica de la membrana provocada por el intenso campo eléctrico, 
mientras que en el ca.so de las Characeae el campo externo provocaría una redistribución 
iónica en la membrana perfectamente reversible (57). Costet denomin6 a. este !en6meno 
'"perforación total"(punch-through) para distingirlo del rompimiento dieléctrico¡ sin em­
bargo, Ohkawa y Tsutsui han cuestionado recientemente las ideas de Coster scñal&ndo que 
las células sometidas a estos experimentos no siempre recuperan su potencial de reposo y 
que la mayor parte de ellas no sobrevive más de una noche (58)¡ así que la relación cutre la 
perforación total y la tolerancia eléctrica. de la membrana es un campo abierto a la inves­
tigación contemporánea. Otra caracterlstica poco común de esta membrana fué rep9rtnda. 
'hace una década por Ortega-Blake (116) y confirmada hace unos meses por Fiaban y Lucas 
(118): estos investigadores encontrlU'On que es posible provocar el disparo de potencia.les 
de acción si se hiperpolariza el potencial de membrana a valores cercanos & -300 mV¡ p 
lo que resulta necesario estudiar en el futuro con mayor detalle las propiedades eléctrica..<; 
del plasmalema en esta regi6n de potenciales hiperpolarizados. 

El citoplasma tiene un grosor de aproximadamente 10 micras. Se divide en dos re­
giones: la primera se localiza próxima a la cara interna del plasmalema y se denomina 
citoplasma cortical, ectoplnsma o interfase sol-gel¡ en él se encuentra. uoa capa. in.soluble en 
detergente parecida a las mallas de actin& de las células animales¡ esta .-egión cortical se 
supone en un estado de agregación gelificado, con las alteraciones consecuentes de los pro­
cesos de difusión. La segunda regi6n se denomina. endoplasma circulante, presenta. menog 
estructura que el ectoplasma y ocupa por lo menos la mitad del volumen del citoplasma. 
Las determinaciones más recientes del pH interno (pH¡) dan un valor (probablement~ para 
la región endoplásmica) de aproximadamente 7.7 en el rango de pH externo 6.5-7.5 (17). 
El pH¡ parece seguir una ecuaci6n empírica. muy simple que es válida para cualquier pH 
externo (pH,) entre 4.5 y 9.5 

pH; = 6.28 + 0.22pH, (1) 

pero los procesos que producen este resultado son desconocidos (18). Es conveniente 9enilar 
que el pH¡ es dependiente de las condiciones de iluminación, pues la· transición de luz e. 
obscuridad pro\·oca una disminución del p_l! ¡ dp entre 0.2 a 0.4 wii<ladt!s ( 17). 
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El fenómeno más llamativo que ocurre en el endoplasma es la circulación citoplásmica, 
ciclosis o corriente protoplásmica. Este consiste en el eterno movimcnto de pequeños crista· 
les (denominados genéricamente partículas citoplásmicas) y de algunos cloroplnstos a todo 
lo largo de la célula intemodal. La ciclosis provoca también el movimiento, en la misma 
dirección, de partículas \'acuolnres y de protuberancias o irregularidades del tonoplasto. 
La \'elocidad de los cristales puede llegar hnstn. los 120 micrometros por segundo. Hnsta 
donde yo sé, nadie ha determinado la composición de estos cristalitos 1 pero imagino que 
son agregados de productos fotosintéticos. La ciclosis es el criterio de vida en las Cha· 
rofitas¡ una célula sin corriente protoplásmicn. se considera. una célula muerta. La única 
condición fisiológica que origina un alto total, aunque breve, de la ciclosis es el disparo 
ele un potencial de acción¡ la causa inmediata de este fenómeno parece ser el incremento 
transitorio en la concentración del caldo citoplásmico provocado por, o durante, el PA 
(26). 

La investigación realizada sobre la ciclosis es muy extensa, y se conoce su <lepen· 
<lencia a gran variedad de condiciones ambientales¡ de hecho, fué la ciclosis lo que llamó 
la atención de Corti sobre lns Ch11r11ceae en 1774 [19]. En la actualidad sabemos que la 
circulación citoplásmica involucra filamentos de nctina F 1 pero ndemás se ha postula.do la 
pn.rticipación de una proteína tipo miosina. Aunque existen algunos datos que permiten 
pensar en un proceso de fosforilación·defosforih1ción de la proteína tipo roiosinn postulada, 
la comprensión detallada del fenómeno a nivel molecular se encuentra en pleno desarrollo. 
La similitud entre la ciclosis y el proceso de excitación·contracción de las células musculares 
es notable¡ en ambos casos una olteración de las características eléctricas de la membrana 
se encuentra acoplada a la modificación de un grupo de reacciones bioquímicas que se lle· 
van a cabo en el citoplasma y que estan relncionadas con procesos mecánicos. Una revisión 
más o menos reciente de la ciclosis se encuentra en la referencia 20, una recolección de los 
hallazgos contemporáneos en la referencia 21 y una discusión interesante sobre la relación 
entre la ciclosis y el movimiento de los organelos se encuentra en la referencia 35. 

Existe comunicacióri química. y eléctrica entre las células internodnlcs a través de 
los nodos, vía delgados c8llales citoplásmicos que atraviesan la pared celular y que se 
denominan plnsmodesmatas (cqui\'Ulentes a las uniones brecha de las células animales). Su 
diámetro está entre 62 y 71 nanometros, comprenden del 0.06 al 0.15 % del arca total de la 
pared intercelular (2) y no parecen estar asociados con elementos del retículo cndoplásmico 
(desmotúbulos). Se supone que están equipados con un mecanismo tipo vñ.l\'ula que sería 
sensible nl gradiente de presión de turgencia a través del nodo y no parecen estar regulados 
por un sistema citoesquclético tipo actina-núosina (24). Se ha reportado que cnrbohidratos 
de bajo peso molecular (en particular penlosas 1 hexosas y algunos disacáridos) pueden ser 
fotosintetizados en una célula intemodal, ser exportados nl citoplasma y pasar n través de 
los plasmodcsmntas hasta una célula intemodal vecina en el lapso de una hora (59). 

La va.cuota tiene un papel preponderante en el control de la osmolaridad intracelular y 
en la acumulación y degradación de metabolitos. Ocupa, al igual que en la mayoría de las 
c.-~lulas ''egetnl('S. grrui parte del volumen celular (entre un 90 y un 95 %). El mt"<lio interno 
1·~ ;icittn. c-on un pH de 5.G aproximadamente. Se ha reportado la existencia de hidrolasn.s 
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ácidas y proteasas en el interior de la vacuola, y se ha demostrado que en t;lla se llevan 
a. cabo procesos de degradación proteica {25). El tonoplasto presenta una diferencia de 
potencial con respecto al citoplasma que tiene un vn.lor apr~imado de +15 mV. El valor 
de la conductancia en reposo varía mucho en la literatura, algunos autores la reportan de 
0.5 S/m', mientras que otros la miden tan grande como 11 !$/m2 (18). La oatural02a de 
los movimientos iónicos a través del tonoplasto era prácticamente desconocida hasta 1975 
(2), debido principalmente a la dificultad técnica para realizar cnmbios en la composición 
iónica a cada lado de la membrana¡ sin embargo, el desarrollo reciente de nuevos modelos 
experimentales (ver la sección técnicas quirúrgicas) permite suponer un rápido avance-en 
esta área a muy corto plazo. La concentración iónica en el interior vacuolar determinada 
para células de Chara. corallina se muestra en la tabla l. 

TABLA I 

ESPECIE IONICA CONCENTRACIÓN PROMEDIO (mM) 

Na+ 
K+ 
ca++ 
Afg++ 
Cl­
so:­
PO!­
N03 

53 
80 

4 
106 
6 
10 
0.5 

Tabla l. Concentración iónica en la vacuola de células inlernodn.les 
de Chara corallina de acuerdo a la referencia 121. 

Se ha reportado que el tonoplasto también posee la capacidad de generar potencia­
les de acción¡ por lo menos en las especies Charo corallina, Nitellop_,¡,, obtu"ªi Nitella 

pulchella, Nitel/a tran•lucen.J, NiJella ayncarpa, Nitella azilliformu y Nitella f!ezilu. (28). 
Aparentemente este PA es causado por un incremento en la permeabilidad al 01-, pues 
el pico del potencial se encuentra muy cerca del potencial de Nernst para el c1- (figura 
3). Aunque es posible generar potendales de acción en el plasma.lema sin aíectar el to­
noplasto1 no se ha logrado producir un PA en el tonoplasto si no se genera primero uno 
e~ el plasmalemma (21 ). Estos hallazgos han sugerido la existencia de un mecanismo que 
acopla el PA del plasmalema con el PA del tonoplasto¡ este mecanismo involucraría al ion 
Ca2+, pues cuando el calcio externo se reemplaza con bario, magnesio o manganeso el PA 
del plasmalema no presenta ninguna alteración, pero se inhibe la gcrteraci6n del PA del 

tonoplasta (26). 
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Fig. 3. Potencl&Jet de acción en Nilrlta. 1.)Regi1tro V..c11oh.-E11terior, b)Potendd de .. cdón 

del plumalema, c)Potenda.l de ución del tonopluto. 

Por lo anterior, el esquema conceptual contemporáneo del PA del tonoplasto resulta 
ser el siguiente: el potencial de acción en el plasmalema provoca un incremento en la. con­
centración de calcio interno y éste incremento altera la permeabilidad del tonoplasto al 
cloro, probablemente a causa de la actiwción de canales de cloro sensibles a calcio. Es im­
portante, sin embargo, mamener en mente que esta explicació~ es solo una hipótesis pues, 
como de costumbre en laa Characeae, los datos en la literatura resultan bastante confusos, 
cuando no contradictorios; por ejemplo, Kikuyama reportó el año pasado que bajn.s con­
centraciones de calcio {menores a lµAf) parecen acth·ar ca.nnles de cloro en el tonoplasto 
de C. corallina, mientras que inacti\"an los supuestos canales de cloro del tonoplasto de N. 
azillifonni" (29). Si se incrementa la concentración de calcio a 1 µAl los canales de cloro 
de C. corallina se inactivan. Además, la naturaleza del~ corriente de repolarización aún 
no se ha determinado. 

Me gustaría dar por concluida la sección en este punto. Hasta aquí be tratado de 
r~:poner lns cnracten'sticns que son generales a todns ln.s especies de C/rnraceae.; n con­
tinuación quiero profundizar en varias características que solo se han estudiado en tres 
o cuatro especies, entre ellas Nitella tran.tluce.ru1 y que son directamente relevantes para 
In comprensión de mi trabajo de tesis. Pero a.ntes rcsultn ncccsnrio mencionnr algunos 
modelos teóricos y experimentales desarrollados recientemente. 
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TECNICAS QUIRÚRGICAS. 

Aunque la célula internodal intacta resulta adecuada para llevar a cabo una varladn 
gama de experimentos, su anatomía implica restricciones inevitables. Por ejemplo, ¿cómo 
desarrollar estudios iónicoe del tonoplasto análogos a los realizados sobre el plasmalema, 
donde es posible variar la composición del medio externo? o ¿cómo tener acceso a la cara 
interna del plasmalema? Las técnieu de la bioquímica animal podrían haber contribuido 
a resolver estos problemas¡ sin embargo, los electrofisiólogos prefirieron desarrollar sus 
propias técnicas que reault8l'Oll eer, las más de las veces, asombrosamente burdas. 

La primera modificación fiaica de una célula vegetal con la intención de producir un 
nuevo modelo experimental la realizó Blinks en 1935 al perfundir la viu:uo!a de células 
de HAlic'g!til¡ sin embargo, no íué sino hasta 1964 que Tazawa utilizó esta técnica en las 
Clioniceae (30). La prolongada supervivencia (cuantificada en ténninos de la corriente 
citoplásmica) de las células inlemodales a las que se les ha reemplazado In savia vacuolnr 
por soluciones artificiales, ha permitido el estudio in •itu del tonoplaato, en particular de su 
cara interna. Partiendo de este modelo Wtlliamaon desarrollo en 19711 otro conocido como 
"célula libre de tonoplasto"(figura 4). La diferencia esencial entre ambas técnicas radica 
en la composición del medio de peñusión: en el caso de la célula con vacuola perfundida el 
medio contiene calcio, el cual mantiene la integricad del tonopluto (30); mientras c¡ue en el 
cuo de la célula libre de tonopluto la oolución de perfusión contiene un c¡uelsnte de calc1w, 
el etilcnglicol-bis-(P-aminoetileter)N,N'- acido i.tracético (EGTA), lo c¡ue provoca que el 
tonoplasto se desintegre y parte del endoplasma se distribuya en el espacio que ocupaba 
la savia vacuolar. La cic!OBis no desaparece si el medio de perfusión contiene ATP (31). 
Este modelo pennite alterar la composición iónica del citoplasma y estudiar las funciones 
del plasma.lemma bajo esas condiciones. 

Otra modificación celular que ha facilitado el estudio de las !unciones cfel tonoplasto en 
relación con las condiciones del citoplasma es la denominada célula permeabilizada {figura 
4). Este modelo fue desarrollado en 1983 por Shimmen y Tazawa (32) y B< obtien~ colc>­
ca.ndo le. cClul11 a baja tempere.tura y bañándola con un medio ligeramente hipertónico que 
contiene EGTA. La célula se plasmolisa y el plasmalema se vueh·e pcnnca.hle a moléculas 
como el colorante rojo neutro y al ATP¡ de hecho, el criterio que se utiliza para determinar 
que la permeabilización ha. sido obtenida es el alto total de la corriente protoplásmica y su 
reinicio cuwido se añade ATP a la solución externa. Esta permeabilización es irreversible. 
Experimentos recientes han demostrado que el plasmalemma penneabilizado permite el 
pBBO de moléculas de hasta 874 daltones de peso molecular, por lo que este proceso parece 
inducir la formación de poros con un diámetro máximo cercano a los 3 nanometros (33). 
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Las gotas citoplásmicas constituyen otro modelo experimental. Estas gotas se obtie· 
nen cortando un extremo de la célula y exprimiendo cuidadosamente su contetüdo en un 
medio isosmótico. Se ha demostrado que la membrana que rodea a estas gotu proviene 
esenciahncntc del tonoplaato (34). Aunque este modelo se desarrolló en 1955 y a la fecha 
ha perdido muchos adeptos, una parte de los conocimientos actuales (ver la sección i'mngen 
contemporánea) se ha obtenido a partir de estas gotit85. 

Aún cuando la. existencia de una variada goma de modelos experimentales resulta 
importante para el desarrollo fructífero de cualquier disciplina1 es la presencie. de varios 
modelos teóricos altemati\"os lo que realmente establece la posibilidad de un desarrollo 
pleno. El caso de las ChaNceae es un caso clarísimo· de limitación teórica. Durante 
el periodo 1922-1968 es posible encontrar decenas de artículos con títulos prácticamente 
idénticos: ''El decto del potasio sobre el potencial de membrana.,, 11El potasio externo y 
el potencial de membrana", "Dependencia del potencial de membrana al potasio externo", 
etc. ¡,Los resultndos? frecuentemente contradictorios. :\penns O!>terhout establece que el 
potencial de reposo de Nitella es un potencial de diíusión de potnsio. viene un estudiante y 
le muestra que bajo las "núsma.s condiciones" el potencial de otra célula ya no responde al 
potasio externo (2\: y así durante .JO nfios. En este periodo los conceptos, no las técnicas, 
re;;ultaron el paso limitantc. 
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EL Em COMO PRODUCTO DE LA DIFUSION PASIVA. 

El objetivo central del trabajo electrofisiológico de principios de siglo consistía en ex­
plicar el potendal eléctrico que se puede detectar a través de una membrana biológica en 
términos de la termodinámica reversible. Los diversos grupos de investigación intentaroD 
lograr esta descripción a partir de la ecuación de Nernst-Planck utilizando principalmente 
las soluciones de Henderson o de Nernst. Estas soluciones permitieron explicar el potencial 
de membrana en algunos tipos celulares como el eritrocito cuyo Em parece aer el resul­
tado de un equilibrio de Donnan (36), pero resultaron poco adecuadas para describir los 
potenciales de células excitables como las Charofitas. Por ello, cuando Hodgkin y Huxley 
consiguieron una descripción del axón de Loligo utilizando la solución de Goldman (37), los 
diversos grupos que estudiaban a las Characeae supusieron que bastaría aplicar la misma 
solución a estos tipos celulares para obtener una descripción precisa del potencial de reposo 
y del potencial de acción. · 

Veinte años de investigación (de 1952 a 1972) mostraron que cuando las células se 
incubaban por varias horas en presencia de NaCI 5ml\.f y las determinaciones del potencial 
se realizaban en ausencia de calcio externo el potencial obedecía la ecuación 

E _ RT In [K+J, + a[N a+], 
m - F [K+]; + a[Na+]; (2) 

en la que el parámetro a es la razón de las permeabilidades al sodio y al potasio. Esta 
solución de la ecuación de Nemst·Planck implica las suposiciones de que los únicos iones 
permeables aon el Na+ y el K+ y de que las permeabilidades son constantes (117). Sin 
embargo bajo muchBB condiciones experimentales esta ecuación no era capaz de describir 
el Em, y los datos experimentales mostraban que las células internodalcs presentaban una 
serie de características que resultaban totalmente inesperadas: 

o El potencial de reposo cambiaba muy poco cuando se alteraba la [K+], a menos 
que se alcanzara cierta concentración (que variaba en el rango de 1 a 10 mM dependiendo 
del grupo de investigación) a la cual se disparaba un potencial de acción y en la que la 
repolarización resultaba incompleta; solo a partir de entonces el Em se comportaba de 
acuerdo con la ecuación 2 [38]. 

• En soluciones donde la [K+]e era cercana a lm1,l, la célula a \'Cces [39] estaba 
hiperpolarizada hasta valores que no podían ser obtenidos con la ecuación 2 o con una 
solución de la ecuación de Nernst·Plank que consideraba los iones K+, c1- y Na+. 

• El potencial de reposo y la resistencia de la membrana resultaron sensibles a las 
condiciones de iluminación. · 

Si a estoe datos se añade el hecho de que las condiciones de cultivo y las experimentales 
,·nrinhrm uotablrmcntc entre los distintos laboratorios (consultar el capítulo MATERIAL Y 
).IÉTODOS) se podrá tener una idea de lo complejo que parecía el campo a principios de los 
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años setentas. Sin embargo, esta complejidad fue, en el !ondo, resulta.do del ex.cesivo interés 
por reproducir los hallazgos reportados ea las células animal.es. Los datos experimentales 
esenciales pa:a desattollar un nuevo modelo teórico se habían obtenido ya a fines de los 
años cincuentas. 

En el año de 1959 Kíshimoto reportó que 1aa células de Chora caral/in4 se depolariza­
ban notoriamente al disminuir el pH de la oolución externo.. La supooición inmediata fué 
que el cambio en el pH, afectaba la permeabilidad al potasio o al cloro. Pero quedó en eso, 
en una supooición. No fue lino basta 1968 que Kitaaato realizó loo experimentos necaa­
rioe para \Wdar esta idea y loo rerultadoe fueron inesperados { 40). Utilizando células de 
Nitella clovata encontró que la PN• es muy pequeña comparada con la P1e o la Pc1 y que 
las tres aon independientes del pH., además encontró uno. gran dia<:repancia entre la G m 
determinada eléctricamente ( 40µ$ /cm') y la conductancia calculada a partir de la suma 
de los flujos de Na+, J(+ y c1- (2µS/cm2 ). Para Kitasato esta diferencia reflejaba la con­
tribución de otro ion al potencial de membrana, y el hecho de que el potencial respondiera 
al pH externo sugería que este ion era el n+. Un análisis riguroso consistiría entonces en 
incluir los protones en la solución de Goldrnan 

E., = !!E_¡n P1e(KJ, + PN.(N a], + Pn(H], + Pc1[Cl]; 
F PK[K]; + PN,(Na);+ Pn(H]; + Pc1(Clj, 

(3) 

y resolverla para las diversas condiciones experimentales. La discrepancia entre la G"' 
obtenida mediante la inyección de un pulso de corriente y la Gm determinada por flujos 
radioactivos permitía suponer que el potencial de membrana.era prácticamente el potent •. 
de equilibrio para loe protones; sin embargo la ¡g+¡, no correspondía a la predicha por la 
eeuaci6n de Nemst, además, si ae agregaba DNP al medio externo el potencial de reposo 
se depolarizaba, lo que pared& indicar la existencia de un proceoo de transporte activo. 
Debido a que los !lujos de potasio, cloro y sodio no se alteraban en la presencia del DNP la 
conclusión de Kituato fue que la mayor parte de la corriente p88iva era acarreada por loe 
protones pero que existía un mecanismo que impedía alcanzar el potencial de Nernst para 
el s+ mediante el bombeo a.ctivo de loo protones presentes en el interior celular hacia la 
solución externa. Kitasato postuló que la descripción de este proceoo est!ría dada por la 
ecuaci6n 

(4) 

donde </> H es la cantidad de moles de protones transportados activamente por unidad de 
tiempo. De esta forma el plasma.lema de las Charofitas se wnvertía en Wl electrodo de 
protones y el E.,. resultaba ser un potencial de Nernst desplazado por el factor -F<f>n/G,. 
que podria ser el producto de una bomba eleetrogénica. Para un fisiólogo contemporilneo 
esta ecuación reaulta awnamente extraña. pero debemos recordar que nos encontramos 
en 1968 y señalar además que Kitasato no leyó el reporte que Mitcbell publicó ese año: 
11Chemiosmotic coupling nnd energy transduction" (41). · 
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ARRIBO DE LA REVOLUCION QUIMIOSMOTICA. 

La ecuación 4 contradice uno de los postulados fundamentales de la teoría quimios-. 
mótica contemporánea: las membranas biológicas soo prácticamente impermeables a los 
protones [42]. Sio embargo, ea el 68 esta idea se eocootrobao ,..tringida a la membrana 
plasmática de las bacleriu y a Ju membraou internas de Ju mitoconclriu y loo cboplu­
toa, por no mencionar que las ideas de Afitchell eran poco aceptadas y que a pesar de sus 
coatiouos esfuenoe por demostrar la valides de"'" lüpótesia debería eoperar aúo diez años 
para alcanzar un Nobel reconocimiento. Ea rnlidad la ec:uacióo 4 fue cuestionada mucho 
antes de ello y 1io que se mencionara a Mitchell o a ou ~L 

"Como una altematiwa a eotas hipólelil [Ju ecuacioaea 2 y 4) ""7 a delartollar uoa 
tercera que difiere de las otras por la supooicióo de que la permeabilidad de la membrana 
a todos los iones, iocluido el a+ •.. baja, y por lo taoto, Ju propiedades eléctricas de 
la membrana reftejan lao de la bomba declrogáiiea pootul.ada [por Kitaalo). Smith (43], 
aúo cuando no se interesa primordialmente en las propiedades eléclricao de la membrana 
celular, ha iocozporado ata bomba de protoaeo ea una hipóteoia para exp&car el efecto 
del pH sobre el ioftajo de c1-. F.o re&Wllftl, la bomba eRabl<ce un padieale de pH que 
propulu el iollajo de e¡- a través de UD m.caniamo de ÜUercambio CI- /OH-.· Uoa 
eficiencia raaooable pua eote ~ implica que el ioftujo puilO de ptotooeo sea bajo. 
¿F.o posible entonceo explicar Ja. propiedades elktri<u de la membrua ea términos rle 
una bomba electrogéoica? ... " · 

El párralo anterior fué ....::rito por Spaonick ea 1972 (44) delpub de haber reali­
zado experimenloo .U..U- a loo de Kituato pero coa UD m&)'Or control de loo diVttllOI 
parámetros experimentales como las condiciones de iluminación y la temperatura. Al de· 
termina: el potencial de reposo en la obecuridad bajo ciertu condiciones ( conoulta: la 
secci6n al&uoas conlradicciones) eoCXJ11tró un "1or muy similar al EK ( uoa diferencia de 2 
mV), pero al encender la luz la célula 1e hiperpoluiaba por 1o _,. &lr;,oV. Utilizando 
condiciones de fijaci6o de voltaje (c:ooaultar el capitulo MATERIAL Y MÉTODOS) de­
terminó la coniente que era necesario aplicar para alcanzar el EK en estas condiciones y 

encontró un valor de 2.2 µA/cm'. Spemwick pootuló que - ...- ea la comente 
correspondía al incremento del eAujo de protooee a través de la bomba elf'clrogénica y no 
a una alteración de lao permeabilidades pasivas, es decir, que la corriente que puede de­
terminarse experimentalmente (/,.)debe dividine conceptualmente en doo componentes, 
uno debido a la difusión pasiva (Id) y otro debido al transporte activo(!,); y si se usn In 
t.;.,na de Hodgking y Huxley (37) J, = G,(E,- E .. ) e I, = G1(E,. - E.) donde el E1 se 
define como el máximo potencial que puede ser generado por una bomba electrogéoica en 
ausencia de fiujos ióoicos pasivos. La figunt. 5 expresa la idea de Spaoswick utilizando el 
drcuito eléctrico equivalente. 
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FI¡. s. La hlp6tesl1 de la bomba c;cnd•ct.or .. Fl¡ara tomada d• la ,.f.,nda 411. 

De acuerdo a este modelo la misma ca.o.tldad de corriente debe fluir en ru:nbns ramas del 
circuito, en direcciones opuestas, bajo condiciones de reposo. El potencial estaria descrito 
entonces por la. ecuaci6n - -

(5) 

La expresión para la fuerza electromotriz de una bomba de este tipo (que s61o trans­
porta protones) se puede desarrollar a partir de consideraciones termodinámicas. Si el 
cambio en energía libre para la reacción de transporte activo es 

(6) 

donde tiµ, representa el cambio en energía libre para los componentes no transportados 
de la reacción 1 Vff es el coeficiente estequiométrico de la reacción y ~µH es la. diferencia 
de potencial electroquímico para los protones a través de la. membrana., entonces en el 
equilibrio 

o lo que es lo mismo 

A¡'&= VH(RTln¡zi: +FE) (7) 

y despejando 

E(= E1) = t.µ¡ - RT In [HJ¡ 
Fvn F [H], 

(8) 

La ecuación 8 muestra que la FEU de la bomba dependería de muclias variables. Para 
Spnnswick ln hipcq1ulariznción bajo cou<licione:¡ luuúno::>:i;:; po<lríu ;:111ibuirsc n un \'alur 1m't.S 
negativo del t.µ, y el efecto del pH externo se podría explicar como una alteración del 
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E1 y no del E,. En su siguiente artículo (1974) demostró que la DCCD producía una 
depolarización al valor de obscuridad, que reducía notablemente la respuesta subsecuente 
e. los cambios en el pH exterDo y que incrementaba la Rm a los valores que normalmente 
tenia en la obscuridad (45). Estoo datos sugerían que la bomba era una H+ ATPa•a que 
se manten.la acti\'a en condiciones de iluminación. A partir de este momento los diversos 
grupos de investigación intentarán contrastar esta hipótesis utilizando diversos protocolos 
experimentales. 

En 1974 llicliard y Hope mostraron que el Em de Charo corollina resultaba sensible 
a los cambios en el pH externo.bajo condiciones de ilumina.ción1 confirmando así los datos 
de Kisbimoto ( 46). En lo años subsecuentes diversos grupos mostraron en esta especie que 
existía una relación estrecha entre el Em y los niveles intracelulares de ATP: en células 
intactas .. -arios desa.coplantes de la fosforilación como el CCCP y el DNP provoca.ron la 
depolarizacióo de la célula hasta valores cercanos al EK, así como un gran incremento 
en la Rm de manera cC;ncomitante a la disminución de los niveles intracelulares de ATP 
(47). En célul .. libre. de tonopl .. to perlundidas con un medio si!l ATP el Em era muy 
cercano al E1t pero al añadir esta molécula al medio de perlusión el Ern se hiperpolarizaba. 
por lo menos 50 mV y la conductancia de la membrana resultaba a.Iterada ( 48). Si las 
células internodales intactas ae trataban con inhibidores de las H+ AT Pasas tipo F como 
la DCCD y el D~ el potencial de membrana se depolarizaba y se alteraba la resistencia 
membrana! (47,49), lo que era de esperarse si existía unan+ ATPasa en el plasmalema 
que contribuía al potencial y conductancia de la membrana y que era sensible a estos 
compuestos. 

Probablemente alguien que conozca un poco la historia de la bioenergética se pregun· 
tará por qué Spanswick o algún otro investigador no había relacionado esta bomba con 
la postulada por Slayman para la hifa de Neuro•pora ero"ª desde 1965 (50]. No lo sé. 
Los grupos que trabajaban con las Cho.rofitftS empiezan a citarlo alrededor de 1977. El 
hecho es que Slayman considera.ha a la ATPasa como una fuente de corriente constante, 
mientras que Spanswick la postulaba como una !uente·de voltaje constante en serie con 
una conductancia. Distinguir entre estas dos opciones resulta importante. Si la bomba se 
comporta como una fuente de corriente constante la conductancia a través de la bomba 
debe ser cero (por definición, ver nota 51), el flujo de corriente a través de la bomba re­
sulta independiente del potencial y la conducta.ocia de la membrana debe ser igual a la 
sumatoria de las conductancias de los distintos canales pasivos. 

Po.ra 1979, cuando la. visión quirniosm6tica había sido aceptada como un nuevo pa~ 
radigma, se acwnulaban reportes de potenciales hiperpolarizados que parecían implicar 
la existencia de una bomba electrogénica en una amplia variedad de organismos: Nitclla 
tnm.sluceru, Cht1ra. corallina.1 Acctabularia mcditerronca, Riccia fluitan.s, Avena Jativa, Pi· 
••m .. tiuum, Elodea conaden>Ú y Zea may• (52). Pero la idea de explicar el potencia.! de 
reposo de los bongos, las algas, las hepáticas y las plantas superiores con base en una bomba 
d(' proton('s era poco aceptada por muchos fisiólogos vegetales que aún se empeñaban en 
n·¡mHludr los csqncnrns animales; de hecho, en el 1'International \Vorkshop on Membrane 
Transport in Planta" que se llevó a cabo en Toronto en Julio de 1979, Spanswick señalaba: 

3; 
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"La idea de una bomba de protones es atractiva porque es consistente co~ un esquema 
quinúosmótico para el transporte en células vegetales ... aun(¡ue la hipótesis de la bomba 
conductora podría estar limitada a su aplicación en las Characeae" (53). Un año después 
Scarborough terminó de demostrar que la H+ ATPa.!a de Neuro~pora transloca protones 
a través de vesículas membranales purificadas a partir de protoplastos (54); para 1981 esa 
H+ AT Pasa se había purificado (55) y para 1986 el gen correspondiente ha esta enzima 
había sido clonado (56). En contraste, la H+ AT Pa.sa de las Ch4raceae permanece ajena 
a cualquier intento de purificación¡ a.demás su contribución a las propiedades eléctricas del 
plasmalema continúa siendo un área abierta a la discusión. 

IMAGEN CONTEMPORANEA. 

Como señalé en el capitulo de INTRODUCCIÓN, la Biología actual se rige por el 
pensamiento microscópico. La explicación en términos moleculares re1ulta ser un com­
ponente casi esencial de cualquier teoríe.1 desde las embriológicas hasta las evolutivas. El 
objetivo central de esta Biología radica en explicar las características macroscópicas de los 
organismos en términos de las moléculas que loa conforman. Un esfuerzo importante en 
este sentido se ha realizado sobre las CAaroceac en la última década, aunque de una forma 
mucho menos global que en otros organismos. En la actualidad no sabemos casi n8.da de 
su genética o su bioquímica, pero existen bastantes datos sobre los diversos sistemas de 
transporte presentes en el plasmalema y el tonoplasto. El objetivo de esta secci6n consi"~<! 
en señalar cada uno de loe sistemas de transporte descritos a la fecha y mencionar ..... ~ 
modelos que se han propuesto para integrarlos qi patrones fisiológicos 1 en particular para 
explicar las características eléctricas de las membranas en reposo. 

Al lector interesado en esta área le resultará muy conveniente consultar todos los 
artículos citados a partir de este momento, pero la investigación contemporánea en las 
Characeac presenta un par de características que conviene mantener en mente cuando 
se revisan los artículos originales: la selecci6n limita.da de especies yJ.a generalización 
prematura. Me explico: la selección limitada de e21pecies se refiere al hecho de que los 
experimentos concernientes a loe transportadores membranales se han realizado sobre un 
número muy limita.do de especies que podrían no representar adecuadamente al resto de 
la familia (Charo corallina, Nitdlop1ü obtu.ia, Nitella e/avala y Nitella !rarulucem). La 
generalización prematura se refiere al hecho de que bastantes autores tienden n mr.zclar 
la información obtenida, no sólo en especies distintas, sino en géneros distintos { Chara y 
Nitella), argumentando que es de esperarse wia gran similitud entre ellos. A mi juicio 
es preferible hacer un esfuerzo por mantener agrupados los datos en género y espccic1 

a:l menos hasta contar con información suficiente que permita sospechar una verdadera 
homegcneidad a ruvel molecular [60]. 

Procesos de transporte primario. 

En el pla.smalema solo parece cxisth· uu sist.cma de trunsport!.! ¡nimario: lu. Ji 1 AT Pu~a 
tipo P. En la sección anterior mencioné ei tipo de hallazgos experimentales que pernúten 
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postular la existencia de esta enzima en Chora conillina y Nitella tran.Jl~cen.11: poten~ 
ciales hiperpolarizados (más allá de cualquier potencial de· difusión pasiva) .. tlllibles al 
pH, a los inhibidores típicos de las H+ AT Pasas y dependientes del ATP intracelular 
(61,62,63,64,65). Sé que resulta obvio lo indirecto de esta evidencia, pero oe puede añadir 
a ella un trabajo reciente del grupo de Tazawa en células perfundidas de Ni!ellop•;, ob· 
twa: si el medio externo se mantiene muy bien agitado para disminuir la acumulación 
extrac<!lular de protones, es poeible demoetrar un ellujo de H+ dependiente de ATP muy 
similar al eflujo de cargBB positivas dependiente de ATP (19-20 mA/m2) determinado bajo 
condiciones de fijación de voltaje (66). La existencia de esta bomba se postula además por 
el hecho de que se ha conseguido purificar una g+ ATPaaa a partir de las membranas 
plasmáticas de hongos y plantas superiores (52) y que la concepción contemporánea del 
transporte a través de las membranas vegetales implica. la existencia de un circuito de 
protones generado por esta enzima (ver el capítulo de INTRODUCCIÓN). A partir del 
análisis de las curvas I/V en au11encia y presencia de varios tipos de inhibidores algunos 
autores han propuesto una estequiometrla de tH+:1 ATP (62 167) mientras otros concluyen 
una cstequiometrla de 2H+:l ATP (63) pnrn esta H+ ATPaaa. 

En el tonoplasto, evidencia muy reciente apunta hacia la existencia de dos ptocesos 
de transporte primario: una H+ AT Pasa tipo V y una pirofos[atasa membrana!. Utili· 
zando células pcrmcabilizadas de Nilella !r11nalucen.o Shimmen y MacRobbie mostra--" 
que la acumulación del colorante rojo neutro (RN) en la va.cuela (que es dependiente de, 

transporte de H+ al interior vacuo lar) puede iaducirse si se añade ATP o P P¡ al medio 
externo. La acumulación de RN dependiente de ATP es inhibida por la DCCD, mientras 
que la dependiente de P P¡ solo ea afectada parcialmente. La presencia de N03 en el me­
dio externo inhibe completamente la acumulación dependiente de ATP, pero no afectan 
la dependiente de P P¡. Si el potasio del medio se remplaza con bis·tris·propanQ la acumu· 
!ación dependiente de P P; resulta inhibida, pero la dependiente de AT,f. no es afectada. 
El vana.dato no tiene efecto sobre estos sistemas y ambos resultan depemiientes de M92+ 
(68). 

Por su parte Takeshige, Tazawa y Hager han reportado doe tipos de bombeo de H+, 
el ATP- y el PP¡· dependientes, así como producción de P1 a partir de ATP y pirofosfoto 
en vesículas vacuolarcs de Chara corallina. La DCCD y la NEM inhiben notoriamente 
la actividad de ATPasa y el bombeo de protones asociado, mientras que sólo afectan 
tigeramente la actividnd de pirofosCatasa o el bombeo de protones asociado a ella. El NOJ 
inhibe drásticamente el bombeo de protones dependiente dé ATP pero la actividad de 
ATPasa la inhibe sólo un 50 %. El ácido estilbcnedirulfónico inhibe ambas actividades, 
mientras que el molibdato de amonio, la azida de sodio, y el vauadato no tienen efecto sobre 
ellas (69). Las dos actividades resultan dependientes de Mg2+ y loe metales alcalinos las 
estimulan entre un 10 y un 40 % Cll el orden RIJ+ = ¡,~+ >es+> Na+ = Li+ > coli1111+ 

(70). 
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Procesos de transporte secundario. 

Existe una gran cantidad de evidencia electrofisialógica que indica la presencia de 
diversos tipos de canales iónicos en las células ,·cgetales. La mn.yor pnrte de esta C\'idencia 
se ha obtienido con técnicas clásicas, pues los registros de canal unitario son todo.vía. muy 
escasos dentro del reino vegetal. Una de las familias donde se han realizado más registros 
de este tipo es Ja Chtirace11e {119)¡ sin embargo la. evidencia experimental concerniente a. 
los sistemas de transporte secundario aún no es suficiente como para. poder construir un 
esquema conceptual detallado de alguno de ellos. A continuación describo brevemente los 
diversos sistemas que se han reportado en las Charofitas basta el mes de septiembre de 
este año: 

1.-En el plasmalema: 

a) Canales de PotBSio.· La existencia de cílnales de potasio en esta membrana se ha su· 
puesto desde los años cincuentas, pero no fue sino hasta la década de los ochentas que se 
logró profundizar en el estudio de estas moléculas. En Charo corallina el grupo de Klshi­
moto postuló la existencia de un canal de potasio a partir de la observación e.-xperimcntal 
de que la Gm de células internodales con vacuola. perfundida se incrementa cuando au­
menta. la fKJ, y/o con la depolarizadón del E,.. El análisis de curvas !/V para distintas 
concentraciones de potasio externo les permitió estimar la densidad totnl de canales de 
potasio en el plasmalema. como c:ercana. a 6.5 cana.les/100µ1 y calcular la conductn.ocia 
unitaria como de 79, 86, 105 y 119 pS parn las [Kj, 0.2, 0.5, 2 y 5 mM respectivamente 
(71). 

lnh1Mtor 

TEA• 
C•" 
e1:· 
Quininc 
4·~min••('lniJinc 
t"'-1nt-,!,•t.••1n 
Oc.;Jmclhumu~n 

,,pJmin 
TubcKufarine 
Ocn1lw111,in 
1\llbut;muJc 
Tc1raco1ine 

TABLA lI 

Clu1m High G L11"' G CIJ-'IC tn-.ani ATP. 
111~ .. rn..l.:mm• K1t'o.l KtC.11 Jiet.11cd r~culicr \CM1livc 

icchlicr 

' + ,_ 

Tabla Ir. Efecto de '"rios inhibidort"s de los cnnales de potasio sobre 
1•l plam1:1lt!ma di! Ch11.ra. corailina y :ioLtl' di\'Cn;o~ tipos de cannfos <le 
potasio presentes en célulns nnimnlcs. El símbolo + indica inlúbición¡ 
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el símbolo - indica ausencia de inhibición y el símbolo ? indica que el 
efecto no se ha detcrnúnado. La tabla procede de la referencia 72. 

Por su parte Tester, a pariir del anéliais del efecto de diversos inhibidores sobre la 
corriente de membrana de Charo corallina, reporta que estos canales se parecen mucho a los 
canales de potasio de alta conductnncia dependientes de calcio (canales Alta G K+( Ca'•)) 
encontrados en las células animales (tabla 11). Por experimentos de competencia con Cs+, 
Rb+, Na+, Li+ 1 TI+ y Ba2+ concluyó que eate canal es un poro multi-iónico que permite 
el paso de los iones en una sola fila. La serie de permeabilidades obtenida a partir del 6.Em 
provocado por los distintos iones resulta ser T/+ > K+ > Rb+ > Cs+ >Na+> Li+, 
mientras que la obtenida a partir de las detenninaciones de la Im es K+ > TI+ > Na+ = 
Li+ > Rb+ > Cs+. El valor de la conductancia máxima a través de estos canales no es 
claro, pues los cálculos dan una Gm•~ variable entre célula y célula que vn. de 3 a.11 S/m2 

(i2,i3). 

En Nitella ftezilia Sokolik y Yurln, utilizando técnicas convencionn.les de registro 
eléctrico con microelectrodos y fijación de voltaje en internados intactos, identificaron dos 
tipos de canales de potasio: uno de ellos se activa en el rango-100 a-80 mV (canales D) y 
el otro a voltajes mayores de ·100 mV (canales H). El movimiento iónico en los canales D 
parece seguir el mecanismo de difusión simple, mientras que el incremento en la corriente a 
través de los canales H en respuesta al cambio en la concentración de potasio es mucho me. 
nor al calculado a partir del principio de independencia. La serie de permeabilidades para 
amboscnnales resulta muy similar: K+ > Rb+ > NHt >Na+>= Li+ > Cs+ >colina+ 
(i4). 

En Niiellop.9U obtwa el grupo de Bercstovskii encontró, utilizando la técnica de regis· 
tro de canal unitario (75), que el canal de potasio parece tener varios niveles de conduelan· 
cía. En condiciones iónicas ha.lanceadas con respecto al potasio la G es de 50 pS, mientras 
que la conductancia máxima es de alrededor de 90 pS. El canal parece ser altamente 
selectivo al potasio, a diferencia de los reporta.dos en Clara corallina. (76). 

b) Simportador K+/Na+ .• El grupo de Walker reportó muy recientemente que si las 
células intcmodales de Chara cora.llina se ayunan de K+ por 4 semanas y posteriormente 
se colocan en un medio con potBBio es posible observar un influjo de potasio dependiente 
de sodio¡ los cambioa en la Im asociados al potasio sólo se observan en presencia de sodio 
y. de manera recíproca, los cambios de corriente asociados con el ion sodio sólo se observan 
en presencia de potasio. El flujo radioactivo indica que la estequiometn'a más probable es 
de 1:1. A partir de curvas I/V en ausencia y presencia de potasio y sodio detenninaron 
que el transporte presenta dependencia al \'oltaje con una l{m para potasio que disminuye 
desde 30 hasta 2 µM conforme la célula se hiperpolariza desde -140 a-400 mV, y una Km 
para el sodio de entre 470 a 700 µM en el rango de potencial de membrana de -140 a -310 
mV(77). 

<") Cannlf's de doro.· En Nitellop~i" obtwa. Shiina y Tazawa mostraron, utilizando células 
libres de tonoplnsto y técnicas clásicas, que existe un eflujo de cloro concomitante con 
la depolarización de la membrana que depende de la concentración de ca+ interna, y 
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que el inhibidor A-9-C (ácido !>-antraccncarboxílico) reduce este cfiujo )'la magnitud de 
la depolarización de la membrana (78). El grupo de Berestovskii encontró en el mismo 
modelo experimental que el EA (acido etacrínico) suprime completamente las corrientes 
de cloro inducidas por calcio. La concentración interna de calcio necesaria para. alcanzar 
la mitad de la amplitud de la corriente inducida es de 17 :!: 4µM. El efecto de otros 
iones diva.lente& es variado: el magnesio y el bario son incapaces de activar este canal, el 
cadmio activa loe canales de cloro por unos cuantos segundos, pero después provoca una 
inactivación revef'Aible y el estroncio induce corrientes con la misma cinética y amplitud que 
el calcio pero a una concentración de 10 mM. Estos canales parecen ser permeables también 
a algunos cationes monavalen~es como el potasio y presentan la serie de permeabilidad 
c1- >> x+ "'CH,SO, >>so¡-. Son activados por la depolarización de la membrana 
y su dependencia al potencial resulta muy compleja (79). 

Por otra parte Coleman mostró, utilizando la técnica de fijación por secciones (en 
las conflguraciónes de célula-ligada y de célula-completa}, que en (Jh4ra cora.llina existe 
una. corriente de entrada a través de canales sensibles a voltaje que parece corresponder al 
efl.ujo de iones el-¡ estos canales presentan una cinética compleja con un número variable 
de niveles de conductancia, el más bajo de los cuales resulta ser de 7 pS (80). 

d) Simportador c1-¡H+ .• Reid y Wnlker reportan en células de Chara carallina con va­
cuola. perfundida un influjo neto de c1- en contra de su gradiente electroquímico en au­
sencia de ATP. Sus datos muestran que la adición de ATP al medio de perfusión estin1uló 
ligeramente el iufiujo de c1- en un experimento pero no tuvo ningún efecto en otro. La. 
adición de ADP, NADH o inhibidores metabólicos no alteran la taza de inJlujo. Debido 
a que la. diferencia de potencial electroquímico para el potasio es mur baja en las céluln.s 
períundidaa en ausencia. de ATP (el Em se encuentra cercano al EK)i a que el influjo de 

CI continua. aún en a\lSencia de sodio externo e interno¡ y a que el Ca1 + no muestra un 
flujo suficientemente grande en células intactas como para ser responsable de la ingcsta de 
c1-, estos autores han postulado que este influjo se lleva a cabo por medio de un cotrans­
portador n+ ¡cz- (la diferencia de potencial electroquímico para el n+ en !ns células 
perfundidas es equivalente a 17 kJ/mol) eon una estequiometría de 1 o 2 H+ por O/­
transportado (Sl). 

e) Canales de calcio.- Utilizando células libres de tonoplasto de NitellopjiJ obttUa Shiina 
y Tazawa reportaron la. existencia de una corriente membranal de entrada sensible a la 
concentración de calcio que se inhibe irreversiblemente con La3+ y nifedipina y que es 
estimulada por el agonista de calcio BAY K 81344 de manera irreversible. El cnnn.l propuesto 
para. explicar esta corriente resulta ser permeable a cationes mono y dh'alentes, pero cuando 
en la. solución externa se encuentran presentes ambos tipos de iones en concentraciones 
i:imUnrC's ln corriente a tra\'és de este canal se debe esencialmente a. los divalentcs. La 
serie de permeabilidad determinada. por estos investigadores para cationes diva.lentes es 
Ca1+ > Mg1+ > Sr2+ > Ba2+ y para. cationes monovalentes Rb+ > K+ > Ca+ > 
Na+ > Li+ (82); sin embargo el grupo de Berestovskii ha reportado que la serie para 

iones di\'alentes obtenida a partir de registros de canal unitario es Ba'l+ > Sr2+ > Ca2+ > 
Al 91+ (79). Est<" cunnl resulta sensible n ,·oltnje ncti\'andose con la depolarización de la 
membrana, sin embargo esta sensibilidad es dependiente de la. presencie. de Mg-ATP en 
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el medio de perfusión. A partir de experimentos con inhibidores de la pn:itein cinasa y 
de la fosfoprolein f06fatasa se ha propuesto que el canal estB. regulado por un proceso de 
fosforilaci6n-defosforilación (83). 

f) Canales de protones.- La única evidencia experimental que existe para postular este 
transportador es que por arriba de un pH, critico (aproximadamente 10.6) la conductancia 
del plasmalema de Chara corallina aumenta en un factor de 2.4 y el Em se aproxima. mucho 
al potencial de Nernst para el n+, hiperpolarizandoee con una pendiente de -68 m V por 
unidad de pH (84). La existencia de canales que permitan el flujo pasivo de protones 
es un fenómeno muy interesante¡ hasta donde sabemos no se ha reportado un estad.o 
electrofisiológico similar en otro organismo, por lo que resulta importante determinar la 
naturaleza de estos canales. 

g) Uniport de &minas.- En células de Chara condlína y Nitella clavata se ha observado una 
corriente de entrada de cargas positivas a través del plasmalcmn y el tonoplasto al ruindir 
N Ht o metilamonio al medio externo. La corriente atribuida al amonio y el metilamonio 
varia entre célula y célula de 10 a IOOmA/m2 • Loo cambios en corriente oon dependientes 
de la concentración y presentan una cinética Michaclis·~i'cntcn. Los valores de Km son <le 
"' 3µM para el amonio y "' 250µM para el metilamonio. La corriente de oaturación ea la 
misma cuando se añade una sola de estas aminas o cuando se añaden las doe juntas, lo 
que sugiere que las dos entran por el mismo trans¡}ortador. A partir de la íorma· de las 
curvas I/V y de la dependencia de la Km al potencial de membrana el grupo de Walker 
ha postulado que este uniport es un canal con una sola barrera de potencial en el centro 
de la membrana y que posee uno o dos sitios selectivoa de unión justo bajo la superf 
de la membrana. Este transportador presenta Wlª secuencia de permeabilidad amonio > 
metilamonio > etilamonio > dimetilamonio > iaopropilamonio (85). 

h) Transporte de urea.- El coeficiente de permeabilidad para la urea en el plasmalema de 
Cara corallina estimado a partir de la pendiente de una !unción de ingesta vs concentración 
resulta mucho mayor que el esperado a partir de los coeficientes de partición éter/agua 
[86), por lo que se postuló una difusión de urea a travéa de poros acuosos del plasmalema 
que tendrían una Km menor a 1 mM (87). El grupo de Walker demoA!6 recientemente 
que la N-metil-urea, la acetamida y la urea compiten por un sistema de tr&ru1porte que 
presenta una K"' de 300 µM y que resulta sensible a la DCCD y el CCCP (88). La ingesta 
de urea resulta influencia.da por los niveles de laa pozas intracelulares de nitr6geno .• 

I!.- En el tonoplasto: 

a) Canales de potasio.- Por medio de registros de canal unitario realizadoa en secciones 
de membrana de gotas citoplásmicaa de Chara corallina el grupo de Walker encontró una 
corriente sensible a TEA que parece corresponder a un canal de potasio. La respuesta 
!/V en el rango -250 a +200 mV ea no lineal y la corriente muestra saturación a voltajes 
extremos y /o altas concentraciones de potasio externo. La cinética de saturación obedece 
el modelo Michaelis-Menten con una K,. de 50 :1: 25mM y la conductancia máxima del 
canal parece ser de 300:1:20 pS. El canal se abre y cierra bruscamente dependiendo del Em; 
el tiempo promedio en estado abierto parece ser el parámetro más sensible al potencial de 
membrana con un máximo entre -120 y :¡50 mV (89). De acuerdo con Bertl este canal 
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es prácticamente impermeable al sodio y al cloro, pero la presencia de eodio a cualquier 
lado de la membrana inlúbe las corrientes de potasio (90). Por su parte Tyerman y Fin­
dlay, utilizando el mismo sistema expcrimcntal1 reportan dos tipos de c&n&Jes de potasiq 
que pueden diferenciarse por su conductanda: 100 pS y 60 pS. Amboe canales presentan 
rectificación (91 ). 

En gotas citopláamicas de Lcsmprothamnium .!uccinctum el grupo de Tazawa encontró, 
por medio de registros de canal unitario, un canal de potasio regulado por caldo. A bajas 
concentraciones de calcio interno la frecuencia de apertura es muy baja y el tiempo que el 
canal permanece en el esta.do abierto ea corto¡ un aumento en la concentración de calcio 
provoca el incremento en la frecuencia y duración de la apertura, pero !& conductanda 
del canal no oe modifica. La permeabilidad del potasio es aproxhaadamente 50 veces más 
grande que la del llOdio y el canal preoenta un& tendencia a rectificar en dirección al medio 
externo. Cuando el Em es negativo !& oonductancia del canal resulta oer de !íO pS, pero 
para valores poeitivos del Em la conductancia es de 100 pS (92). 

b) Canales de cloro.- Tyerman y Findlay, utilizando gotas citopláamicaa de C/ian& conillina 
y la técnica de fijación por parches, encentro.ron un canal de cloro que a diferencia del canal 
del plasmalema muestra un solo nivel de conducta.neis de 21 pS. Eate canal no parece ser 
sensible a presión o a voltaje. La secuencia de permeabilidad es NO; > CI- > aopartato 

. (91). Por su parte Kikuyarna encontró en células permcabilizadas de Charo corallina que 
el eflujo de cloro aumenta conforme se incrementa la concentraci6n externa de calcio, lo 
que sugiere que eate canal podría estar regulado por Ca2+ (93). 

Además de estoe sistemas, se infiere la existencia de algunos otros (para fosfato, soo.. .. , 
carbonato, sulfato, nitrato, cte.) por simple scalido común, aunque todavía no se cuenta 
con evidencia experimental detallada (2,18,94). 

Integración en patrones fisiológicos. 

El día de hoy se sabe que en condiciones de reposo el plasmelemma de ChtirG co· 
Nllina y Nitella tran.tlucen.11 puede encontrarse en uno de tre. eatad°',electrofisiológicos 
(84,95,96,97); cada uno de ellos puede explicarse por la preponderancia-de un sistema de 
transporte íundonando en o cerca del equilibrio: 

a) El estado K.- Se caracteriza por un Em similar al E• y una Gm de 15 a 20 S/m'. En este 
estado ambos parámetros presentan una marcada dependencia a la concentmci6n externa 
de potasio. El estado K se observa si lns células se encuentran en alguna de las siguientes 
condiciones: a) en la obscuridad [98], b) bajo condiciones de iluminación en ausencia de 
calcio externo, e) si se añaden inhibidores de la bomba de protones, d) si la concentración 
de potasio externo es mayor a entre 2 y 5 mM. Este estado se define como aquel en el que 
la difusión pasiva de potasio es el sistema de transporte dominante. 

b) El estado P.- Se caracteriza por un potencial de membrana lúperpolarizado con respecto 
al E• y una conductancia de alrededor de 2 S/m'. En este estado tanto el Em como laGm 
responden a cambios en el pHc. Este estado se obtiene bn.jo condiciones clr. iluminación 
a cualquier pH, menor de 10.5 con una!KJ, ºmenor a 2mM. En este estado el E,. puede 
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llegar hasta los ·350 mV y resulta insensible a variaciones en la [K), y al TEA. Se supone 

que este estado es el resultado del bombeo activo de protones a través de la H+ A.T Pa.sa 

de la membrana plasauUica, y parece ser el estado fisiológico en el que generalmente se 

encuentra el plasmalema. 

e) El estado H.- Se caracteriza por un potencial de reposo cercano al En y una Gm de 

por lo menos 20 S/m2 • Este estado se obtiene bajo condiciones de iluminación si el pHe 

se encuentra en el rango 10.5 a 12. Resulta dependiente de la presencia de Ca2+ ex.temo 

y es sensible a la DCCD. Se postula que este estado es el resultado de un incremento en 

la permeabilidad al s+ o al on- 1 pues el potencial de membrana responde a la variación 

en el pH e de manera que parece obedecer la ecuación de Nemst para protones. 

Se ha reportado que estos estados pueden coexistir en la célula. Las bandas alcalin°"" 

ácidas que presentan los intemodos de Charo c.orallina parecen constituir un ejemplo 

de ello. Si estas células se ilwninan con una irradiancia mayor de cierto umbral (::: 

100µE/m2 .. ) se desarrollan regiones de pHe ácido alterna.das con regiones de pHe básico a 

todo lo largo del intemodo (99). Este patrón espacial es simétrico en la dirección circun· 

ferencial, pero resulta periódico en la dirección longitudinal y se hn interpretado como la 

coexistencia de los estados P y H en condiciones fisiológicas normales. Los experimentos 

realizados por el grupo de \Valker apoyan esta interpretación: La conductancia del ples· 

malema. determina.da a lo largo de la célula internodal con W1 electrodo colocado a. una 

distancia de la superficie celular de entre 300 y 500 µm varía en las zonas ácidas desde 

1 ha.ata 6 S/m 2 en respuesta al cambio en el pHe en· el rango 6 a 12, mientras que la 

conductancia en las zonas básicas cambia de 5 a 15 S/m2 en el mismo rango de pHe· A 

partir de las determinaciones del flujo de corriente en ambas regiones se calculó el po­

tencial de reposo en las bandas ácidas como de -265 ± 20 m V y en las bandas alcalinas 

romo d<' -153 ± 5 mV. Si se apaga la iluminación ambas conductancias disminuyen no­

tablemente hasta que, después de 2 o 3 horas, se alcanza una conductancia homogénea 

menor a 0.2 S/m2 y un potencial homogéneo de aproximadamente -160 mV (100). Las 

bandas presentan oscilaciones espacio-temporales que permiten postular el fenómeno de 

bandeo como una estructura dieipativa (101 ). Se ha propuesto una estrecha relación entre 

la fotosíntesis y las bandas alcalino-ácidas via la asimilación de HC03 (figura 6), pero la 

c\·idcncin experimental aún no es suficiente para apoyar o descartar esta idea (102). 
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Flg. e. E1quema prop•esto pcr el &ropo de Vamateji para ea:pllcu lll b&adtlO alc.dlao-4ddo. 

El carbooato e:uracelu.lar es reda.cido a dl6xido de carbono por medio del gradiente 

de protones geaerado por la bomba e.Ltctrog4:11ica¡ el dióiddo de carbono difunde U 

cloropluio pa.ra 11er v.\Wsado ira la fos.oelatnl1, la. cual ptt1dace oaa .. 1a1 &tll oo 

ldcotiftada. que actlnrfa a la bomba. El cu.al de lídrodlOll coatribalrla a mute­

ner u.na regulaci.60 del potencial eledroqlÚmico de prolone1. Figura \om~a. de la 

tderenda 101. 

Se debe señalar que las células de Nitdlopaú obtuJa no presentan este fenómeno de 

bandeo (94), y que no existen estudios de este ~atrón en las células de Nite!IG lrGnJlucen!: 

sin embargo, debido a que los intemodos m1Í8 viejos presentan dep6sitos de calcio mn· 

croscópicos sobre la pared celular (al igual que ltls células de ChGro wrollinG), es posible 

suponer una. conducta similar, al menos en las células con pared c:elula.r secund8ria.. 

La. existencia de estos tres esto.dos y del fenómeno de bandeo demuestra. que la electro­

fisiología de las Ch4ruceae es sumamente compleja. Se me ocurre pensar q~~ probablemente 

Osterhout o Cole nunca llegaron a imaginar lo asombroso que resultaría "el axón verde,,, 

Que jrunñs vislumbraron un sistema tan intrincado y mnravilloso. 
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ALGUNAS CONTRADICCIONES. 

Hasta ahora he tratado de presentar un panorama global que resulte lo más coherente 
posible, sin embargo, el campo de las Charace4e esta lleno de lagunas y contradicciones, de 
incoherencias que se hacen evidentes cuando se ha revisado un buen número de artículos. 
Un año después de haber ingresado al laboratorio me quedó clara la c:cistencia de algunas 
contradicciones, y fué una de ellas la que dió origen a esta tesis. 

Se supone que el plasmalema de una célula intemodal colocada en la obscuridad se 
encuentra en el esta.do K¡ sin embargo, en las gráficas de \'arios orticulos es posible observar 
que en la obscuridad el Em de Chara. corallina permMece hiperpolarizado con respecto 
al Er: (81,103,104,105). El más claro de estos casos lo reportó Bisson en 1986 mientras 
estudiaba el estado H {figura i). Esta investigadora no pa.5Ó por alto el fenómeno y señaló 
incluso la posibilidad de que la. bomba permaneciera activa en la obscuridad, pero no hizo 
ningún esfuerzo posterior por demostrar esta suposición. 
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l"i:. ':'. f.l 11010:11d:U de mciabra11a J<" Cl11t ~ar11tio como una fondón del pH externo. El 

Elt u de ·104 mV para Htu condiciones. Figura lomada de la rderencil. lOd. 

El cnso de Nitella trarulucen_, es aún más sorprendente. Ya señalé en una sección 
anterior que Spanswick demostró una. lúperpolariza.ción del Em dependiente de luz que in· 
lerprctó como la. acth·ación de la. H+ • .\T Pasa. Releyendo con cuidado el artículo original 
C'5 posihlt.' dí\rSc cucntn de que Spnnswkk nunca afinnó que el Em en la obscuridnd sen por 
lll ~l·ncml ::cmcjante al E1\·¡ de hecho :;us gráficas m.uesh·:m todo lo contrrufo, es decir, un 
En, distinto al En r dependiente del pHc (figurn S). Sin embargo, n partir de entonces los 
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investigadores de otros grupos comenzaron a afirmar que el Eni en la obscuridad normal­
mente es similar al EK y a continuación citan los dos artícufos de Spanswick (44,45). Ni 
siquiera Bisson escapa a ello: "El plasmalema de Nitella se depolariza en la obscuridad del 
gran potencial negativo característico de la bomba electrogénica de protones a un potencial 
menos negativo cara.c:teristico de la permeabilidad pasiva al K+" y a continuación cita los 
artículos de Spanswick (106). 

- .......... 
i .1zo -·- -~- - - - - - - - -

!~(ji 
Flg. 11. El potend•1 de membrana de Nitell1 b1Ju1u como una función del pR uterao 

bajo coadlclanes de ilamlnaclóa y obec:urid&d. Flgara tomada de la rd1re11cla "4. 

No se cómo pudo llegar a mal interpretars; el trabajo de este investigador, pero se 
me ocurre una posibilidad. Spanswick escribió en el resumen de su articulo (44) "En una 
solución que contiene O.S mM de K+ a pH 6 el potencial de membrana en la obscuridad 
es cercano al potencial de equilibrio del K+"(las negritas son mías) pero este dato corres· 
pande a un solo punto de una de sus gráficas: obtenida en una sola célula. En su siguiente 
artículo (45) señala en el resumen: "La Diciclohexilcarbodiimida (DCl'!!D) produce una 
depolarización permanente al nivel de obscuridad y reduce la respueota "subsecuente del 
potencial a los cambios en el pH," pero el nivel de obscuridad al que se refiere corresponde 
al Em a pH 6 en presencia de 0.5 m~I de J(+ externo. ¿Quiere esto decir que la noción 
de que la obscuridad produce el estado K es el resultado de la lectura apresurada de un 
par de resúmenes? No lo sé1 pero con,·ienc remarcn.r que la hipÓtesis de la. inactivación de 
la H+ AT Pa4a en la obscuridad concuerda muy bien con las dos principales altera.clones 
de los parámetros eléctricos inducidas por la obscuridad: una notoria depolarlznción y un 
gr8.n incremento en la resistencia específica; de aquí que no resulte tan extraño el que esta 
hipótesis se difundiera ampliamente sin que se reparara demasiado en 109 efectos cuantita~ 
tivos de la obscuridad. Los artículos subsecuentes al trabajo de Spanswick publicadoe por 
otros investigadores que trataban de demostrar la existencia de la Qomba electrogénica 
g<.>ncralmente rcpnrtnn cxpC"rimcnro:: hnjo conclil'Íom·:; 1lt~ ilmninnción y nqud1o:; gmpos 
que también recurren a condiciones de obseuridnd reportan cambios cualitativos más que 
cuantitativos. es decir, no reparan demnsiado en el Em de reposo en la obscuridad. 
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A pesar de todas estas consideraciones, durante el último año estuve temiendo que en 
cualquier momento alguien me dijera "estás entendiendo mal, hoy na.die cree eso"¡ pero 
en el X Congreso Internacional de Biofísica celebrado hace un par de meses converse con 
Laver y 'Ibkarska y ya no me quedó ninguna duda: AJ menos los australianos (Walker) y 
los polacos creen que en la obscuridad el plasmalema se encuentra en el estado K. ¿Porqué? 
Porque es voz popu.li¡ porque "Spa.nswick lo demostró." 

Nos pareció entonces importante reproducir los datos de Spanswick probando el efecto 
de un jnhibidor específico de la H+ ATP<Ua del plasmalema eobre la dependencia del Em 
al pH, y sobre la R., en la obscuridad. El inhibidor de elección casi inmediata es el 
ortovanadato de sodio (consultar el capítulo de INTRODUCCIÓN), sin embargo al revisar 
el uso que se había hecho de este compuesto en la literatura surgió otra sorpresa. Una que 
nos nsombró tanto como Ja anterior. 

Desde que Kitasato postuló la existencia de una bomba electrogénica para protones 
en las Characea.e se han publicado alrededor de 70 artículos en los que se utiliza algún 
iuhibidor de las fi+ ATPaaa•, en particular Ja DCCD y el DES, con la finalidad de ob­
tener información sobre la contribución de esta enzima a las caracterisHcas eléctricas del 
plasmalema. Incluso los modelos cinéticos propuestos en 1984 por Beilby (62) y por el 
grupo de Kishimoto (63) para esta bomba se obtuvieron a partir de curvas !/V en pre­
sencia de DCCD. En la actualidad sabemos que ambos compuestos, ademaa de afectar a 
los tres tipos de catión-ATPasas conocidos ( 107)1 alteran notoriamente el Bujo de potasio 
a través del plasmalema (65,103,108), por lo que resultan poco adecuados para tratar de 
obtener información electrofisiológica acerca de esta enzima. Lo que resulta asombroso 
es que solamente en uno de todos esos artículos se utilizó el vanadato. Y los resultados 
fueron swnamente extraños. 

Shimmen y Tazawa publicaron en 1982 que 1 m1:f de ortova.nadato de sodio añadido 
al medio externo no tiene ningún efecto sobre el Em d~ las células intemodales de Nite­
llop3i.1 obtwa, pero que si una célula libre de tonoplasto se perfunde con un medio que 
contiene 10µM de vana.dato el Em se depolariza hasta alcanzar el Et¡ la Rm se incrementa 
notablemente¡ y la acidificación del medio externo (el eflujo de protones) desaparece (109). 
Ahora bien, lo extraño de este artículo es que las células recuperaron espontáneamente 
un valor JüperpolRrizado del Erra y un valor de Rm similar al obsen'ftdo antes de añadir 
el munJato. Una vez que las células presentaban esta recuperación no era posible depo­
larizarlas de nuevo o incrementw la resistencia de la membrana con vanadato fresco, ni 
siquiera en presencia de lOOµM de vanadato fresco añadido tanto al medio de perfusi6n 
como al medio externo (el cual también recupero un valor ácido). Este fenómeno ocurrió 
en 3 de 14 células estudiadas en un primer grupo de experimentos, pero en una segunda 
ronda de experimentos la recuperación se observó en el cien por ciento de las células usa­
das. Los autores especulan un poco sobre el fenómeno, pero terminan por señalar que esta 
recuperación "ocasional" se debe a razones desconocidas. En ningún artículo posterior se 
rdiricron de nuet·o a estos resultados, y tampoco volvieron a usar el \'anadato para tratar 
de inhibir la H+ ATPa•a. 
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Un efecto tan inesperado del vanadato nos lle\'Ó a revisar los resuliados obteni· 
dos en otras células \'egetales cuando este compuesto se Utiliza c.omo un inhibidor de 
la H+ ATPa•a in vivo (110,111). Lo que encontramos ea que el vonadato tiene un efoctó 
variable sobre el potencial de membrana que parece depender de la especie y el tejido, por 
ejemplo, el efecto puede ser prácticamente nulo en Gouypium hir,.utum pero muy marcado 
en Avena Jotivo (Tabla lll). 

TABLA Ill 

ESPECIE {VANADATO]e % DE INHIBICIÓN REFERENCIA 

G. maz lmM ,,,,so3 112 
L. gibbo lmM < 20% 113 
T. ae .. tivum lmM ""100 3 113 
N. taba.cum lmM ""10 % 113 
A. aativa lmM ""100 % 113 
G. hirJutum lmM < 10% 113 
G. """' lmM ""100 % 113 

Tabla Ill. Efecto in vivo sobre varias especies vegetales del ~rtova­
nadato de sodio añadido al medio externo. El porcentaje de inhibición 
esta calculado • partir de los valores del potencial de membrana; el 100 
% de inhibición corresponde a un Em con valores similares al Ek. 

Esta variabilidad podría debene a uno o más de los siguientes factores: 

a) El van.dato es incapaz de penetrar a algunas c:1lulaa, ya sea porque el pla.smalema resulte 
impermeable a la forma monomérica o porque al pH. y a las concentraciones usadas se 
encuentra polimerizado en forma de tri y teravanadato (112). 

b) Si el \'11Iladato penetra • la célula utilizando un sistema de transporte para el fosfato, 
como se ha reportado en el CASO del eritrocito y de Neuroaporo cr•u• (113), entonces su 
ingesta podría resultar limitada si las células presentan pozas elevadas & fosfato y/o por 
competencia del fosfato presente en el medio externo. 

e) El vanadato podría. entrar a las células, pero ser meta.balizado rápidamente a cationes 
vana.dilo que no son ca.paces de inhibir a la bomba, como se ha reportado que ocurre en 
SaccharomyceJ cerevúiae (112). 

d) El potencial de membrana podría permanecer hiperpolarizado debido a la preoencia de 
una bomba redox insensible al vonadato en el plasmalema de lu células vegetales, cuya 
existencia ha sugerido el grupo de lvnnkina (114). 

La búsqueda de un inhibidor especifico nos mostró un nuevo problema que a primera 
aproximación parecía bastante complejo. Pero ahí estaba. Planteado. Y yo penaaba en 
una recomendación de Kuhn: "Al leer las obras de un pensador importante, huaca primero 
las incoherencias aparentes del texto y luep_o prtgúntatc cómo es que pudo haberlas escrito 
una persona inteligente. Cuando tengas la respuesta.. .. cuando eBOS pasajes hayan adquirido 
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sentido, encontrarás que los pasajes primordiales, esos que ya creías haber entendido, han 
cambiado de significado" (U5). 
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OBJETIVOS 

OBJETIVOS. 

El propósito de esta. tesis consiste eo estudiar el efecto del N ª> VO, sobre las carac­
terísticas eléctricas del plasma.lema. y el tonopla.sto de las células intemodales de Ni1ello 
tran..tluce~ bajo condiciones de iluminación y obsewidad con la intención de determinar la 
contribución de la bomba. electrogfuica al esta.do P y al estado K inducido por obscuridad. 

La obtención de estoe datos experimentales requirió del diseño y la construcción de 
VBrios amplificadores y de un fijador de voltaje; por lo que un objeti>·o adicional del traba.jo 
de tesis fué llevar a cabo esta instrumentación. 
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11ln•lstll"llma. aobre el hecho de qu• {el hombre} no puede pre­

valene de un •p(rltu clentU\co mlent,_ no -~ M1Ul'01 en cada 

mon,.nto de la vkla mant.11 da r.construlr todo su aab.r. Sólo los 

..S- r-=loaal• p•mli.n t.l reeonstruc:clón. El resto e• ~· mne­

moUrcnla. t.. p.cl.nda de t. erudición nada tiene que ver con la 

paclencla clentUlca." 

G•tón Bachelaf'd, 

MATERIAL V MÉTODOS. 

CULTIVO DEL ORGANISMO. 

MÉTODOS 

Los grupos de in•;estiga.cón extranjeros suelen recolectar las Cha.raccac directamente de su 
hábitat natural y las utilizan después de un breve periodo de aclimatación dentro del labo­
ratorio. La razón de esta conducta es que resulta. muy difícil mantener un cultivo estable 
bajo condiciones controla.das, pues normalmente la.s Charofitas no se reproducen en esas 
condiciones. Aunque algunos autores han tratado de obtener medios de cultivo eficaces, 
hasta la. fecha no ha sido posib}e conseguirlos, excepto para las especies Cha.ro globula.rh y 
Ohara :eylanica ( 1,2). En nuestro caso las plantas completas de Nitella trarulucen.s fueron 
obtenidRS originalmente de un estanque en Escocia, transporta.das a México y colocadas a 
la intemperie en una cisterna de concreto localizada. en un bosque de pino-encino en el que 
predomina un clima C(W2)(W)big (3). Periódicamente so recolectaron organismos com­
pletos y se colocaron en un acuario dentro del laboratorio en presencia de varias especies de 
peces. Aunque se ensayaron diversas condiciones ambientales na fué posible obtener una 
taza de reproducción apreciable dentro de esta pecera. Los organismos destinados a ex­
perimentación ae colocaron, al menos tres meses antes de utilizar sus células internodales1 

en pequeñas cajas de am1ico transparente que conteníñn solución Barr-Boycr modifica.da 
por Hope (2): 0.5 mM de NaHCO,, 1 mM de NaCl, 0.2 mM de NaNO,, 0.017 mM de 
l\H,PO., 0.05 mM deK2SO.,O.l mM deUgSO,, 0.1 mM de CaCI., 3.6µ Mde FeSO., 
0.91 µ M de Mnso., 0.76 µ M de ZnSO,, y 0.014 µ M de (NH4) 0Mo,O,.. 

Los cultivos fueron iluminados con luz artificial utilizando un ciclo de 8h:16h luz:obs­
curidad1 con una irradiancia luminosa determinada en la superficie de la oo1uci6n de 2.6 
W/m2 • La temperalura de la solución varió entre los 21 y 24 ºC y el pH se mantuvo 
nlrededor de 5.5 a lo largo del año. Conviene extenderse un poco en este último punto. 
Difícilmente se encuentra especificado el pH de la solución de cultivo en los artículos 
originales de 1os diversos grupos de investigación. Esto podría parecer trivial, sin embargo 
Bisson y \Valker encontraron en 1982 que el pH de la solución en la que se aclimata. una 
célula intemodal de Chara corcllina afecta notoriamente la respuesta. del Em y la Gm al 
pHt (fip;nrn 1 )" 2). Se 1,ntoja preguntnr si nlgnnas de las contradicciones que existen en 
la literatura no son sino una consecuencia del pH al cual cultivan las Cha.raceae distintos 
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investigadores. Sin embargo no es fácil responder a esta pregunta precisam~nte porque 

casi nadie indica los valores de pH a los que mantuvo sus cultlvos • 
.a.o ~o 6-0 10 •p qo 

_,., 

-160 

_,., 

-200 

_,., 

_,.. 

- . Fig. l. El patead al d• mu1lbraaa como Dll.& fundó11 del pH uterno pua dlulu acllmalad.-_ 

a o pH 4.$, e pH $,$1 C pH e.o, 6 pH e.s, y 4 pH 7.5, Grüca tomada d• la 

relenacJa4. 
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MÉTODOS 

Flg. '2. La cc11ducta.nci& de membtaua como 1111& función del pH externo pau. célulu .cli­

mat&du a o pR 4.15, • pR 5.S, O pH e.o, 6. pH 6.!I, y A pH T.!I. Figura. toma.da. 

de la.ufere11cia 4, 

INSTRUMENTACION. 

La obtención de los registros electroflsiológicos que nos interesaban requería el uso de varios 
amplificadores de corriente directa y de un fijador de voltaje. Estos instrumentos se obtie­
nen comercial.mente, pero su diseño y construcción puede realizarse utilizando componentes 
muy baratos y bastante precisos que generalmente estan disponibles en la mayoría. de los 
comercios especializados en electrónica.. Este fue uno de los motivos por el que decidimos 
coo.struir nuestro propio equipo. Otro de ellos, el más importante desde mi punto de vista1 

fué el valor formativo intrínseco a esta construcción¡ la. investigación electrofisiológica re­
quiere de conocimientos sobre electricidad que no adquirí durante mi educación biológicn1 

·y la construcción de circuitos electrónicos es \lila forma bastante eficiente de familiarizarse 
con algunos de estos conocimientos. Además, el comprender de qué manera funciona el 
instrumento que estamos utilizando resulta muy valioso. en la acth;dad científica¡ es otra 
cara de la idea generalizada de que la mejor forma de entender un problema es viviéndolo. 

Amplificadores.- La construcción de un amplificador de corriente directa puede reali­
zarse mu~· fácilmente en la actualidad gracias al desarrollo de la teoría y la tecnología de 
e:iit<i.do :i01iJo. El componente [Wld<Unental de este instrumento es el amplificador ope­
racional (figura. 3)1 Wl microcircuito semiconductor denominado así porque fue diseñado 
originalmente para realizar operaciones matemáticas en las computadoras analógicas de 
lo:; años -10. Las carncteristicns centr::i.les de estos núcrodrcuitos son que la razón voltaje 
de entrada (V,)/vo\taje de solida (1',) generalmente es de 5 X 10' y que poseen una impe­
dancia de entrada ( Ze} de por lo menos 4 X 105n. Por medio de la adición de resistencias 
externllS colocadas en di[erentes configuraciones es posible obtener una amplia variedad 
dl~ rN-pUC:-tl\S, la m:i.yor parte de lM cuales rernltnn de mucha utilidad en la captura y 
:u1\¡1litknch.~11 de las Sl'linle:i hi0t~l1.·ctri\.·~. 
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A 

FJg. 3. Un UiipUficvior oper&cioaa.l (TL084CN). a) Diagrama del circ11.lto elecuónlco. b) 

Reprnentu.ldn convencionl. El a!mbolo - 1eñ1.h. la entrada Inversora )' el + la 

entrada 110 inversor&. 

La configuración típica de los amplificadores diferenciales que construimos se muestra. 
en la. figura 4. Como puede observarse este instrumento no consiste más que en un opera­
cional al que se le han añadido 4 resistencias cuyos valores determinarán la razón V./l'e, 
conocida como ganancia del amplificador, de acuerdo a la ectiación 

R, v. = R;(V, - V,) (1) 

que muestra que este arreglo entrega un valor de \'Oltaje de salida que es igual a la diferencia 
de los "oltajes de entrada multiplicado por el factor R.JR,. En genernl las cuatro resis­
tencias de la figura 4 pueden tener valores distintos, pero entonces el análisis matemático 
dt>l mkrocircuito. que se realiza a partir de las leyes de KjrchhofF1 se vuelve más complejo 
(6). Los amplificadores diferendnles que construimos cuentan con una ganancia variable 
de 1 a 10. la que obtu\·imos utilizando potenciómetros en lugar de resistencias fijas. 

Ahorn. bien, para realizar un registro intracelular es necesario, antes de amplificar la 
.;t'i1d. ''htt"ncrln Pl':" r:?l'llio de win sonda de nlta impedn.ncia que se conoce como seguidor de 
\·oltaje (Figura 5a). Esta configuración, que utiliza la entrada no inversora y que posee una 
rctronlimentación con resistencia cero a la entrada inversora, presenta una impedancia de 
entrada de aproximadamente 100.\/íl. una gnnancia unitaria y una impedancia de salida de 
150íl. Esta grM Ze es fundrunentnI para evitar que exista un flujo de corriente importante 
dc:H.le C'l lu~nr 1lo1h!1.• :'t' renlizn la medida al iutC'rior <lcl drl·uito. pues si L'5tc fm·ril d l"nso }t)s 
data:; registrados con el instrun1cnto de medida en realidad serían artificios experimentnles. 
Al conjunto de dos seguidores de voltnje y dos amplificadores dif<'renciales es a lo que los 
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... 

... 
Flg. 4. Co116111r&dd11 Upic& de ua uaplllic&dor dHerenclal, Vl y V2 corrnpoadni. & loti 

potenciales de allmut&cióa. 

íabricantes denominan "un amplificador" para determinaciones electrofisiológicaa. Resulta 
conveniente señalar que un amplificador construido en nuestro laboratorio tuvo un cos"t~ 
final de aproximadamente 5 dólares, mientras que un amplificador comercial se cotiza 
entre los 800 y los 1500 dólares. En realidad fue posible construir estos instnunentoo a un 
precio tan bajo porque no se precisan circuitos integrados muy finos para. monitorear los 
Potencio.les de reposo o para fijar el Em, es decir, no es necesario COil9Cguir componentes 
capaces de monitorenr corrientes de picoamperes o de responder en picosegundos, pero 
debo señalar que los componentes electrónicos que utilizan las compañías extranjeras pa"'­
construir los amplificadores en general son de muv b11ena calidad. 

Fijador de voltaje.· Este instrumento ha sido la herramienta clave para determinar las 
características electrofisiol6gicas de las biomembranas. Cole lo deaarroll6 a partir de un 
seminario en el que el ponente hablaba de este principio aplicado a. circuitos electrónicos 
y la idea central es simple: cuando se aplica un estímulo que altera el E.,., la corriente a 
través de la membrana esta dada por 

1 -e dEm E,. 
m-mdt+R,,, (2) 

donde Cm es la cnpncitancia de la membrnnn. y el factor Em/ R,n ('S igual a la corriente a 
través de la membrana debida a los flujos iónicos (I¡), por lo tanto, si se consigue hacer 
6E,,./6t = O, entonces Im = I,. Este instrumento permite además obtener registros en 
una. variada gama de condiciones eliminando la variabilidad ocasionad:\ por la existencia. 
de canales sensibles a voltaje. 

El fijador que construimos (APÉNDICE 1) consta de los siguientes clement06: 

a) Un primer paso para obtener la señal ('onstituido por dos ~f"-J!:11idores de \'oltaje 
TLOS4 y un nmplificndor diícrencinl TLOS4 con ganancia unitaria (En el APÉNDICE 1 
corresponden a los componentes UlB, U2C, U3A). 
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·-1t~' ..• ~ ... -·~ V. Vs • _ » . . 

Fl1. a. Con.figuracloDH tfpicu utilia&du CD la co11.1trucclón de los Ampllfic&dores y del 

Fijador de Voltaje. Rr, re1!1teacia de reuoallmentadón; Ve, voltaje de entrada¡ V1, 

voltaje de u.lida. 

b) Un p..o de nivelación de la señal por medio de un seguidor de voltaje TLOSl que 
posee una entrada de Yoltaje adicional para compensar el \-alar del potencial (U4). 

e) Un paso de amplificación para observar el registro en el osciloscopio y la graficadora 
constituido por un amplificador inversor TL082 con ganacia 10 {USA). 

d) Un paso de amplificación variable por medio de un amplificador inversor TL082 
(P60) para gnrantizar una amplificación unitaria. 

e) Un nodo constnúdo con un sumador de voltaje TL084 para establecer el valor del 
rnltnje fijo e insl'rtnr n mluntnd pulsos provenientes de un generador de funciones (tt7C). 

Además añadimos un par de pasos para determinar el valor de la Im: 

f) Un com·crtidor Corriente-Voltaje TLOS4 {USD) r 

g) Un sumador de voltaje TL084 con ganancia variable para observar la corriente en 
el osciloscopio y la graficadora (U9A). 

El nncglo en íonna de retroalimentación negaHva permite que un desplazamiento en el 
pl1tt•u\'ial lll• lt\etnlmuta sen. corregido en unos cunntos nanosegundos por medio del control 
del flujo de corriente entre el electrodo 1 {APÉ:\DICE 1), un n!nmbre de pinta clorurado, 
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y el electrodo 2, un electrodo cilíndrico de AgCl colocado en el medio exttacelular; tan 
pronto se presenta una pequeña variación en el Em, el operacional U7C úiyecta. a través 
del electrodo 2 la comente neceaarla para reasumir el E,. Durante el tiempo en el que 
se mantiene fijo el Ern todos los procesos de la membrana dependientes de voltaje pueden 
considerarse constantes. 

CONDICIONES DE ILUMINACION, 
En el capitulo anterior mencioné que antes de que Spanswick pusie.ra de manifiesto la 
import8Ilcia de las condiciones de iluminación durante un experimento, eran mucho& loe 
grupos que omitían señolarlos. En la actualidad prácticamente todos los investigadores 
reportan estas condiciones, pero la forma de hacerlo "" demasiado heterogénea: algunos 
especifican la intensidad luminosa (candel .. ), otros la luminancia (candelu/m2 ), algunos 
el flujo luminoso (lwnens), o la iluminancia (luxes), algunos pocos señalan la irradiancia 
(Watt&/m2 o µEinsteins/m2 s). E.ita mezcla de cantidades radiométricas y fotométricas 
ocasiona que sea dificil evoluar la eimilitud de doe condicio°"" experimentoles; además, 
excepto el grupo de Hanscn, en la a.dualidad casi ningún investigador tiene el cuidf\da 
de señalar la(s) longitud{es) de onda que utilizan o el espectro de emisión de su fuente 
luminosa. 

En nuestros experimentos pref'erimOE1 utilizar un punto de vista energético y no uno 
relacionado con la sensación visual humana. Le. fuente luminoe:a en todos ellos consistió 
en un foco incandesceDte de 9 volts¡ a partir de las detem:únacione. de corriente y voltaje 
calculamos la potencia del foco y a partir de esta calculamos la temperatura del filame1. 
por medio de la relación -

H=Ae"T' (3) 

en la que H es la potencia, A el área del filamento, e la emisividad del filamento, <r la 
constante de Stefan-Boltzmann y T la temperatura absoluta (6). Considerando que un 
filawento incandescente emite como cuerpo negro calculamoe su espeetro de emisi6n a 
plU'tir de la ecuación 

{4) 

que es la solución de Plnnck para la radiación de cuerpo negro y en la que E). es Ju. 
irradiancia espectral a la longitud de onda 11, h es la constante de Planck, c la velocidad 
de la luz en el vacío, k la constante de Boltzmann y T la temperatura absoluta. Para 
r.caliznr la integración numérica de esta ecuación diseñamos un programe. de computación 
en lenguaje Pascal que se muestra en el APÉNDICE U. 

Por medio de estos métodoe determinarnoe que la irradiancia duranle u ~tos 
fué de 10 W/m2 con un máximo de emisión en los 992 nm y con el . ..,..... e emWón 
que se muestra en la figura 6. 
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Flg. 5. E1pecuo de embld11 de Ja fuea\e l11m.h1c:tn utllluda en los expuimento1. 

SOLUCIONES. 

Las soluciones experimentales se prepara.ron utilizo.ndo agua destilndn (Tbeissier). En t;;,.­
dos los experimentos se utilizó agua artificial de estanque (AAE) que contiene KCI 0.1 mM, 

CaCI, 0.5 mM y NaCI 1 mM (Merck). Todos los amortiguadores utilizados fueron amor­

tiguadores tipo Goo<l (Sigma): las soluciónes AAE pH 5 y AAE pH 6 se amortiguaron con 

lmm de MES, la AAE pH 7 con lmM de HEPES, la AAE pH 8 con lmM de TAPS, la AAE 

pH 9 eon lmM de CHES y la solución AAE pH 10 con lmM de CAPS. Las soluciones que 

incluyen \'aDadato se prepararon añadiendo lmM de NA, V 0 4 marca Sigma. El pH final 

de las AAE se ajustó con NaOH. Aunque el ortovanadato de sodio y la sosa incrementaron 

la. concentración final de Na n. entre 4 o 5 m.\{ final, esta variación no tiene un efecto 

significativo sobre las propiedades eléctricas de las membranas de Nitella franJluceru (7). 

Todas las soluciones se prepararon inmediatamente antes de· realizar las determinaciones 

para evitar la acumulación de CO,. 
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DETERMINACIONES ELECTROFISIOLOGICAS. 
Las células seleccionadas para loe experimentoe fueron células internodalea j6venes (se­
gundo o tercer intemodo) sin calcificaciones visibles con una longitud de entre ~ a 6 cm y 
un diámetro de entre O. 8 a 1 mm. Las células internodales se cortaron del organismo y se 
JJWltuvieron en AAE pH 5 por lo menoe 8 horas antes del experimento (generalmente toda 
la noche anterior). Antes de iniciar loo registros la célula oe secó y oe aisl6 elktricamente en 
dos secciones (ver APÉNDICE 1) dentro de uno cámara de acrílico de tres compartimentos 
recubriendo con vaoelina la superficie celular y la secci6n correspondiente de la cámara. A 
lo largo de todos los experimentos las aoluciones experimentales fueron perfundidas a µna 
velocidad de 1 ml/min por medio de una bomba periaUltica (Muterilex) utilizando tuboo 

· marca tygon. Loe experlmentoe .e realizaron en el interior de una doble caja de Faraday 
para reducir 1& interferencia por radiación electromagnética. 

Para realizar los registros intracelulares se utiliza.ron electrodos de vidrio capilar (\VPI) 
llenoo con uno solución de KCI 3 M y en el caso del electrodo de referencia (otro capilar 
colocado en el medio externo) se añadió agar al 2 % a la eoluci6n de KCI (8). Los electrodos 
presentaron resistencias de entre 1.5 a 3 Míl. Las determinaciones electrofisilógicas se 
realizaron tomando en cuenta las ecuaciones de cable de la célula internodal que oe obtienen 
al aplicar las leyes de Kirclihoff al modelo de cable conductor deocrito en el capitulo de 

. INTRODUCCIÓN. En resumen: el modelo supone un carácter lineal de laresistenciá de las 
soluciones intracelular (r;) y extracelular (r,), y es posible demostrar (9) que la variación 
del potencial con respecto a la distancia obedece la ecuaci6n 

(5) 

donde r¡ es la resistencia axial interna por unidad de longitud, r, es la resistencia axial 
de la solución externa por unidad de longitud e im es la corriente a través de una sección 
de la membrana. Si ahora consideramos la aplicación de un pulso de corriente directa y 
eubetituimoe la ecuación 2 en la ecuación 5 obtendremoe la ecuación general de cable 

(6) 

donde 

>.=(~)i',;=rrnCm. 
r¡+r, 

A se denomina la constante espacial y es uno medida de la atenuación de la corriente que 
difunde a lo largo del cable, mientras que r se denomina constante temporal y determina 
el tiempo ne<esario para que la respuesta transitoria provocada por un pulao de c:on:iente 
alcanze un valor cercano al valor de equilibrio (aproximadamente 2/3 de este valor, aunque 
el valor de la fracdón depende de la distancia entre el punto de eatlmulo y el punto 
de medida). Esta ecuación ae aplica a cables lineales en los cuales ·las mistenci1111 y la 
capa.citancia resultan ser independientes de V, x a.nd t, sin embargo la resistencia <le las 
membranas biológicas generalmente es d~ndfente de estoe parámetroe, por lo que reoulta 
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necesario incluir estas dependencias dentro de la ecuación general de cable. ·una revisión 
bastante detallada para estoe casos oe encuentra en Ja referencia 10. 

En Nitella Cnzrulucen.J se han dcsanolla.do soluciones independientes del tiempo pnra 
la aplicación de un pulso de corriente directa y alterna (11), una dependiente del tiempo 
para pulsoo de CD (12) y una dependiente del tiempo para pulsos de CA independiente de 
la longitud del cable (13). En el caso de la inyección de un pulso de corriente directa (I,) 
un análisis cuantitativo detallado moetró que ai la corriente se inyecta en el centro de una 
célula de longitud 21, entonces el E, (el E,. a cualquier distancia :i: determinada a Pl!<tir 
del punto de inyección de corriente) esta descrito por la ecuación 

E,2"dl= r,.2irdlco.th(L-X)/•inh(L) 
I, 2.l. 

(7) 

donde L = I/>. y X= z/>.. Sin embargo, en la práctica Jos cálculos numéricos necesarios 
para determinar parámetros como Ja Rm resultan muy tediosoe, por lo que los investigado­
res han tratado de minimizar el comportamiento de cable utilizando diversos arreglos ex­
perimentales como el aislar un segmento muy corto de célula. Un método particularmente 
útil es el desarrollado por Hogg, Williams y Johnston (14); estos autores reescribieron la 
ecuación 7 en la forma 

R:., = Rm[Lco•h(L -X)/•inh(LJI (8) 

donde la R''" es la resistencia de membrana sin corregir por la constante espacial. ~~­
ecuación puede escribrse también como Rm = Rlt/ ,r; donde tt es igual al factor de corrección 
[L cooh (L-X)/sinh (L)J; ahora bien, ae ha demostrado que si el electrodo de registro se 
coloca a una distancia X = 0.42L del centro de la célula el factor k es igual a la unidad y 
resulta bastante in.sensible a 1a constante espadal en un rango de X cercanas a 0.42 L tanto 
para pulll08 de corriente directa (14) como para loa de corriente alterna (13), lo que da por 
resultado un arreglo experimental práctico con el cual es posible determinar la resistencia 
de membrana sin necesjdad de calcular los factores de correción. 

En too os nuestro6 experimentos el o los electrodoo de registro (ver a continuación) se 
inaertaron en los puntos 0.421 y la Rm se determinó aplicando una corriente de 0.15µA 
entre el electrodo externo E, localizado en loa compartimentos laterales (APÉNDICE 1) y el 
electrodo externo E1 localizado en el compartimento central. El valor del cambio ca el Em 
inducido por el pulao de oorriente direeta y el valor de la corriente ae utilizlllOn para calcular 
la resistencia de membrana por medio de la ley de Ohm y el valor obtenido oe multiplicó 
por el área celular para obtener la resistencia específica Rm. En algunos experimentos la 
corriente oe inyectó intracelularmente a través de un electrO<!o de vidrio, pero loo resultadoo 
fueron los minnoe que los obtenidos con la inyección extracelulu simétrica. La Rm ae 
determinó despues de fijar el Em a -150 m V con el circuito deocrito en la sección anterior. 
El Em se determinó utilizando los amplificadores construidos en nuestro laboratorio y 
dos amplificadores comerciales (\VPI DAM70). En lil mayor purtc de los exprrimcntos l'l 
potencial de membrana se determinó entre' él el.éctrodo de referencia y un electrodo oolocado 
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en la vacuola, por lo que estos valores del Ern en realidad corresponden al potencial vacuoln.­
exterior (ver capítulo de RESULTADOS); sin embargo se realizaron varios experimentos 
colocando un electrodo en la vacuola y otro en el citoplasma para determinar el potencial 
vacuola-citoplasma (E1) y el potencial citoplasma-exterior (E,) por separado. Lo más 
dificil de este tipo de experimentos fué conseguir colocar el uúcroelectrodo en la delgada 
franja de lOµm que corresponde al citoplasma. Los criterios que utilizamos para saber 
que el electrodo se encontraba en el citoplasma fueron la presencia del potendal de acción 
caracteristico; un E,. hiperpolarizado con respecto al potencial de membrana vacuola­
exterior y la determinación de una Rne. Los potenciales de membrana y los desplazamientos 
asociados a las resistencias se monitorearon en un osciloscopio y se grabaron en el mismo 
trazo en una gralicador&. El Et se caluló a partir de los valores del E,. en soluciones de 
KCl 1, 10 y 100 mM (AAE pH 7 má.. 1, 10 o 100 mM de KCl) suponiendo una respuesta de 
59 mV por cad3 factor de diez, es decir, suponiendo que la membrana se comporta como 
un electrodo de potasio (figura 7) . 
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FJ1. 7. El electo del po,ulo er.urao &Obre el potencial de membrua de Nilrll• INulutu 

bajo condiciona de ll.aúudd11 a pH 1 (•). La. lflaea corruponde al comporu.mlento 

predicho por J., ecu.ción. de Nerns' para ua electrodo de potulo. 

Al principio del experimento la célula se colocó en AAE pH 5 bajo condiciones de 
ilwninación y se determinó el Em y la Rm (o bien los Ei y E, y las R1 y R,); a continuación 
se substituyó consecutivamente la solución externa por AAE pH 6, AAE pH7, AAE pHS, 
AAE pH9 y AAE pH 10 y se determino.ron los parámetros eléctricos celulares en cada una 
dC' ('stns C'C'lnrlirioncs. Posterionn<'nte la célula se mnntu\'O en AAE pH 5 en la obscuridnd 
lrnst;i qu.: lti Rrn nknnzó un mlor estable (generalmente 2 horns) dcspué:o <le lo cual se 
repitió el protocolo anterior bnjo condiciones de obscuridad. Una vez realizadas estas 
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determinaciones la célula se colocó en condiciones de iluminación en AAE pH 6 hasta que 
recuperó los valores iniciales de Em y Rrn· Entonces la solución ex:tracelular se pcrfundió 
y en su lugar se añe.dió AAE pH6 que contenía lmM de Na, VO, y se incubó a la célula en 
este medio durante una hora. Finalmente el protocolo anterior se repitió para condiciones 
de luz y obscuridad utilizando aoluciones de AAE que contenían 1 mM de ortovanadato 
de sodio. Todos los experimentos se realizaron a una temperatura de 25 ºC. 
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EFECTO DEL pH SOBRE LOS PARÁMETROS ELÉCTRICOS. 

RESULTADOS 

Por lo común la. diversos grupos de investigación analizan el comportamiento del Ern 
determinado entre la vacuola y el exterior en términos del plasmalema sin tomar en cuenta 
las posibles contribuciones del tonoplasto. Esto se debe a que a lo largo de los añoo esta 
membrana ha mostrado ser insensible a la major parte de los cambios ambientales, al 
menos durante periodos cortos de tiempo (1). Sin embargo nosotroe decidimos confirmar 
esta idea y por lo tanto obserw:nos el potencial del tonoplasto como una !unción del pH 

. externo bajo condiciones de luz y obscuridad. En la figura 1 puede observarse que el E1 es 
ligeramente mayor en la luz que en la obscuridad, pero resulta prácticamente insensible a 
los cambios del pHu tanto en condiciones de luz como de obscuridad. La R1 se mantuYo 
por abajo de 500 Q/m2 en todas las condiciones (datos no mostrados), mientraa que el E, 
y la R, presentaron cambios muy notorios (figuras 2 y 3), por lo que decidimos utilizar el 
registro vacuola-exterior para estudiar la.s cara.Cterísticas eléctricas del plasmalema. 

L---1-.... J _____ ¡__ ____ L-__ J 
l----·--+------l-------¡...----+----· i 

.. 
Fig. 1. El pote•cial dirl toaopluto como f1uadd11 del pH eaterno en condlclonn de Jlual· 

nacida (O) y olHcarldad (1). Lo. dal09 M prneatan como el promedio :f: la d ... 

,·fociUn M<tin•J.u r.u.1 nn:a n='.! 1 



RESULTADOS 

.. 
Fig. '2. El potencial del plumalema como función del pH externo en condicione~ de ilumi­

aaclón (O) 1 oblcuridad (8). Lol dat.o• conuponden a una célula dpica. 

~-----~----_r-' - -·•'-._',, ·-~-- --• 

... _ ........... ----................... ~ 
....... ---... ... ... ......... 

Flg, :J. La resbt1o.cia apttíftca del plumale111a coaio función del pH e1terno ea condidona 

de ilumiuci6n (O) '1 obKutldad (•). Los da101 corresponden a ua célula Upica.. 

La figura 4 muestra que la respuesta del Em a los cambios en el pHe en condiciones 
de obscuridad es muy similar a la respuesta. en la luz, de hecho la pendiente de la razón 
E,./pH, es de 0.1 m\' por unidad de pH en el rnngopH, 6 apH, S parnambns condiciones. 
T~la•L>i¿·n pn~d!! ob::('rvn.rsc que el E 111 ('11 la ohscuridnd cstñ dcpohu·izn<lo con respecto a lo:; 

vnlllres en In luz, pero nún se encuentra. muy lej~ del E,.. 

iT 



RESULTADOS 

.. 
Flg. 4. El Em como función del pHe en condiciones de llumincló11. (O) '1 oh.cuidad (•). 

Lol da.Loe• pra11ntaa como d prom9dlo ±la dmvlKl6a ntúd&r para una a•ll. 

La figura 5 muestra que la Rm también responde a los cambios en el pH, y que se 
incrementa en la obscuridad, en concordancia con el grueso de los datos reportados en la 
literatura. 

r····+-+··+··+·-i I 
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.. 
Flg. 5. La Rm como fHdón del pHe •• coadlcloae11 de UumJudóa (O) J obecuidad (e), 

Los datos 11 prHU'ltan como el promedio± la desviación ettaodard para u
0

11:t. n=ll. 
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La. presencia. de lmM de Na, VO, en el medio externo altero notoriamente en un lapso 

de 30 minutos la respuesta del potencial de membrana a loe cambios en el pH externo tanto 

en condiciones de luz como en condiciones de obscuridad, como puede observarse en la fi. 

gura 6. Este resulta.do fue totalmente inesperado [2j, puesto que ya he mencionado en el 

capítulo de ANTECEDENTES que Shimmen y Thzawa reportaron que 1 m.M de Na, VO, 
presente en la solución externa C.o afectó estas caracteristicas en las células intemodales 

de Nitellop$ij obtwa aún después de una incubación de 6 horas (3). Además en nuestros 

experimentos las células jamás mostraron una recuperación espontánea y la inhibición por 

vana.dato resultó irreversible, aunque es importante señalar que la. ciclosis permaneció in· 
alterada y las células conservaron su cap&eidad de excitación aúu después de 8 horas en 

presencia de \'a,nadato. El o los efectos del ortovanadato de sodio provocaron la depolari­

za.ción del Em basta un valor muy cercano al E1, como se muestra en la figura 7 • 

. ·-:-

Flg. 6, El Em c:omo Cunc:ión del pHe. LM dato• cone1poudu a u11a célula típica bajo 

coudidones de ilumlnaddu en aU1encia (O) y pruenc:la. de lmM de ortovanadato de 

sodio (l:i.); y bajo coadlcloun de obscutldad ea a.usentia. (•)y presencia de lmM 

de ortovuadato de .odio (Al. 
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.. 
Fjg. 1. El Em como fut1.dó11 del pHe b1ojo con:dltio.1:1.~ de ihi.mi.n,;u:ióra en .. tueneí.a. (O} y 

p.reead1o d• lm.M de onovnu!a10 de .odio (~}¡ y b•jo condlciood de ob1clU'id1od 

eo n1e11:d-. (•) :r prae:ida de tmM de ortovuaadato de sodío (6). Los da.tos se 

pr~eau.o, como rl promedio ±la desvhi.dda eso.ndud para 11aa n=ll· 

El \'&Dada.to e:limfoó la dependencia de la resistencia de membrana al pHe e incremento 
su \"ruor en condiciones de ilunúnnclón~ eomo se obser.'«. en ~a figura. 81 pero redujo este 
valor en condiciones de obscuridad (figura 9). Aunque el efecto del vanadato sobre el valor 
de la R.. es similar al efecto de la obscuridad, existe una diferencia de magnitud entre 
ambos. Resulta importante hacer notar que los \'afores de la Rm en presencia. de \-anadato 
para condiciones de luz y obscuridad son muy similares, como puede obsen'al'Se en la figura 
10. 

Los rc.;ultndos descritos anteriormente pueden ser atribuidos a un efecto del orto~ 
vnnadato sobre el plasmalema.¡ puesto que los valores del potencial y la resistencia del 
tonop!asto no fueron e!ectados por el ortovanadato presente en el medio externo (datos no 
mos:rndos). 

so 
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Flg. a. La Rm como fonci6n dd pile. Lo• dat09 cotrC'!lpondtn a. nna. célula. dpica bajo 

condiciones d1 !lam.iiud6a en a&Mnci .. (O) y pt.encia. de lmM de ortonasdaio de 

.ad.lo(•). 

.. ... -.. ------......... .. ,.. ... .. --· --...... _ _. ____ .. 

------------------.......... _____ _ 

Flg. 9. L• Rm como funcl6n dd pHe. Loe d&lOI corr•poaden a una e.Gata tlplca bajo 

coadiclonn de obtcnrid~ en 1.11.encia (O) y proendoa de tmM de oncvanadato ~ 

.odio(•) 
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Flg. 10. La. Rm como í1111dó11 de1 pHe bajo co11dicio11H de ilumiuclóa cll auenci• (O} y 

prnucla de lmM de ortona&dato de todio (~); '1 bajo ecnuikloa• de ohKurld&d 

u aueada (•) y praeacla. de hdt de ortovaa&dato de aodlo (.). La. da&oe N 

pr..eataa como el promedio ± la de..-IK-ióa estandard para una n~;ll. 

2.- Y toda.s las revolucionari88 teorías generadas para explicar loo datos tipo Shimm· 
Tazawa que "seguramente" íbamos a obtener resultaron perfectamente inútiles. Creo que 
resulta extemporáneo desarrollarlas a.quí1 sobre .. todo porque no pueden fundamentl:lrsc 
sólidamente con ningún reporte de la literatura. 

3.· Shimmen, T., Tazawa, M. 1982. Efl'ects of intracelular vana.date on elcctrogenesis, 
excitability and cytoplasmic streaming in Nitellop•i> obtu.oa. PJant Cell Physiol. 23, 669-
6i7. 
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LOS EFECTOS DEL pH EXTERNO 

INTERPRETACION 

La figura 1 del capítulo anterior muestra que el potencial generado a tra\·és del ter 
noplasto (potencial vacuola-citoplasma) resulta ser prácticamente insensible a las condi­
ciones de iluminación y a las alteraciones en el pH externo, lo que concuerda con la idea 
ampliamente difundida entre los investigadores de este campo de que el plnsma!ema es la 
membrana que posee las características eléctricas dontlnantes en la célula (1). El E, po­
see valores cercanos a los 20 m V en las clistintas condiciones experimentales¡ estos valores 
concuerdan con los encontrados para otras especies de Charofitas, como puede observarse 
en la tabla l. 

TABLA 1 

ESPECIE POTENCIAL DE REPOSO (mV) REFERENCIA 

Chara corallina 

(goLas citoplásmicaa) 
(células permeabi!izadas) 
Nítella trnri.•lucen.! 
Nitello /lezifü 
(gotas citoplámnicas) 
Nitellop•i> obtUJo 

+!O a +20 
+10 

+!O a +20 
-4 

+20 a +40 
+22 
+u 

+20 a +50 
+19 

Tabla !. \'ulores reportados en la literatura para el potencial del 
tonoplMto en oélulas de Charofitas. 
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La figura. 2 muestra que el pR externo tiene un efecto muy marcado sobre el potencial 
del plasmalema bajo condiciones de luz y de obscuridad. En principio la variación del 
E,. como resultado de la alteración del pH, podría calcularse a portir de la ec:uación 8 
del capítulo de ANTECEDENTES tomando en cuenta que la bomba eleetrogéDica es una 
H+ ATPa.sa y que por lo tanto cataliza el proceso quimiosmótico 

(1) 

donde n es el número de protones transportados durante la reacción. Si se define el ó.µ" 
como la energía libre de hidrólisis de 1 mol de ATP (AµATP) y se substituyen los valores 
de Jas constantes de tal forma que los términos energéticos se expresen en kilojoules y el 
potencial en volts, la ecuación 8 del capítulo de ANTECEDENTES toma la fo¡ma 

E AµATP H H) 1 = 9(f.5n'" + O.OO(p ; - p , (2) 

que predice una hiperpolarización del potencial concomitante con el incremento del pHc. 
Este aumento en el Em se observa en la.s figuras 2 y 4 en el rango pHc5 a pHe.S. En 
teoría la hipe:rpo)arlzac.ión debe ser de 0.06 Volts por cada unidad de pH, pero en las 
figuras 2 y 4 puede verse que el llEm es de aproximadamente 15 mV por cada unidad de 
pH. Esta düerencia puede explicarse si recordamos que la. ecuación 2 se refiere n. la fuerza 
electromotriz de la bomba, que por definición corresponde al potencial generado por la 
ATPasa en ausencia. de cualquier otro tipa de difusión iónka¡ y que de acuerdo con Ja 
hipótesis de la bomba conductora el potencial de membrana de Nitella tramlucen.s posee 
también un componente debido a la difusión pasiva; por otro In.do, la ecuación 2 establece 
que en ausencia de bidólisis de ATP el potencial de la bomba está determinado por la 
difusión pasiva de protones, es decir, que en ausencia de ATP la bomba se comporta como 
un canal de protones, pero se ha demostrado que este no es el CB&O (11), por lo que la 
ecuación 2 solo puede dar una. idea cualitativa del comportamiento del Em frente a los 
cambios en el pH •• 

El comportamiento del potencial en el rango pH 8 a Pn 10 permite suponer que en esas 
condiciones el Em ya no se encuentra domina.do por la a+ ATPasa, sino que entra a un 
estado en el cual otro(s) prooeso{s) de rufusión compite(n) notablemente con el transporte 
prima:io de protones¡ sin embargo, la naturaleza de este proceso no puede determinarse a 
partir de nuestros datos experimentales, y hasta donde sabemos no existe en la literatura 
información suficiente que permita identificar el tipo de transportador o la especie iónicn 
que parece contribuir al Ern en este rango. 

Le..s figuras 3 y 5 muestran que la resistencia específica prese0:ta una. dependencia 
ligera al pH8 • Esta !unción del pH. no es sencilla. de interpretar, aunque es posible intentar 
explicarla en términos de la ecuación 9 del capitulo de INTRODUCCIÓN tomando además 
en cuenta el hecho de que la reacción cata.lizada por la H + AT Pasa debe responder a 
una regulación "por producto71

, es decir, que la permeabilidad de la membrana resulta 
1'C'll~ihll' t:l la concentración externa de iones hidronio. LQué tipo de alteración, a nivel 
molecular, provocaría la variación en el pH.? No lo sé¡ pero siempre se puede recurrir 
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a una explicación tipo Monod (un cambio couformaciooal) que por ser tan: genérica, en 

realidad no explica nada. Por lo que respecta al valor númeri.,;, de la resistencia, la Rm bajo 

condiciones de obscuridad es mucho mayor que bajo condiciones de iluminación (figura 5). 

En la literatura suele suponerse que este gran incremento es el resultado de la inactivación 

de las bombas electrogénicaa (12,13); sin embargo el hecho de que el Em resulte sensible a 

la variación del pH, en la obscuridad (figura 2) sugiere que la bomba continúa trabajando 

en esas condiciones. Discutiremos este problema con mayor detalle en la siguiente sec~ión. 

La figura 4 muestra que la obscuridad produce una marca.da depolarización del Em 1 

aunque, contraria.mente a la idea más difundida, el valor del Em en la obacuridad no 

está cercano al valor del Ek, sino que continúa hipcrpolarizado con respecto a él1 por 

lo que puede concluirse que en las células internodales de Nitella t,..,..lumu existe un 

sistema de transporte responsable de un potencial electrogénico que se encuentra activo 

bajo condiciones de obscuridad. Si a estos datos añadimos el hecho de que la razón Em/ pH, 
es la misma bajo condiciones de ilumina.ción y de obscuridad en el rango pHc 6 a pH e 8 

una posible explicación de estos resultados es que la H+ AT Pasa se mantiene activ& tanto 

en condiciones de luz como de obscwidad. 

Hasta aquí no he hecho más que analizar l~experimentos de control similares a los de 

Spanswick (14) y Bisson (13), y los resultados obtenidos son también muy pazei>idos. Las 

células intemodales de Nitella tran.tlucetu cultivadas en nuestro laboratorio muestran una. 

respuesta. al pHc bajo condiciones de iluminación y un estado K inducido por obscuridad 

semejantes a los descritos para las células de Nitdla trarulucenJ1 cultivadas por Spanswick y 

para las de Charo corallina cultivadas por Bisson. Esto de.tos indican qt!e nuestro sistema 

experimental (instnunentos1 células, soluciones, y condiciones experiment;,ies) funciona de 

manera satisfactoria. 
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LOS EFECTOS DEL VANADATO SOBRE EL Em 

La carencia de un compuesto que se comporte in vivo como un inhibidor específico 
de la H+ AT Pa.sa del plasmalema es un paso limitante en la comprensión de la fisiología 
de las Characeae. Ni el DCCD, ni el DES, ni la NEM, ni el EDAC, ni el PCMBS, o el 
CN consiguen inhibir esta bomba electrogénica sin producir complejos efectos aecundarioa 
sobre las características eléctricas del plasmalema; al parecer todos ellos afectan la per­
meabilidad pasiva de la membrana. (15,16,17), por lo que resultan poco adecue.dos para 
analizar la contribución de la H+ ATPa.sa del plasmalcma a las características eléctricu de 
esta membrana. En contr&Ste, en el único artículo en el que se ha utilizado ortovanadato 
de sodio para intentar inhibir esta enzima en las Charofitas se reporta que este compuesto 
depolarize. el potencial de membrana a valores cercanos al EK y que no pe.rece alterar el 
fiujo pasivo de potasio (18) 1 lo que convierte al vanadato en un buen candidato a inlúbidor 
específico bajo condiciones fisiológicas. El primer punto a discutir en este sentido es la ca· 
pacidad de este compuesto para penetrar a la célula a través de la membrana plasmática. 
Ya mencioné en el capítulo de ANTECEDENTES que Sbimmen y Te.ze.wa reportaron que 
l mM de ortovanadato de sodio presente en el medio externo no tiene ningún efecto sobre 
el Em de las células intemodalcs de Nilellop1il obhua (18), pero que si una célula. libre de 
tonoplasto se perfunde con un medio que contiene lOµM de vana.dato el E,. se depolariza 

· hBSta alcanzar el EK y la Rm &e incrementa notablemente. Estos experimentos OOncuer­
dan con los realizados en fantasmas de eritrocitos que muestran que este compuesto es 
efectivo como inhibidor de la ATPasa de Na+/ K+ solo cuando interactúa con la regi6n 
citoplátinica de I• enzima {19). A partir de IUS =ultadO! Shimmen y Tazawa concluye¡ 
que el vanadato no es capaz de penetrBr a travéa.dcl plasmalenuna de Nitellop-'iJ obtu..ta1 y 
hasta donde sabemos ningún otro investigador ha con.firmado estos resulta.dos o a utiliza.do 
este compuesto pare. tratar de inhibir la a+ AT Paaa plasmática de las Charofite.s in. vivo. 

En la figura 6 del capítulo de RESULTADOS puede observarse que el potencial de 
membrana de las células intemodales de Nitella. tnuulucen.1 es afecta.do notoriamente 
cuando le. solución externa contiene 1 mM de ortovanadato de sodio: el 'Mlor del potencial 
disminuye y la dependencia caracteriatica al pH desaparece. La inteJpreiación inmediata 
es que estos efectos son el resultado de la inhibición de la bomba electrogénica por el va­
na.da.to, pero este. suposición implica que el van.da.to es capaz de penetrar al interior de las 
células de Nitello tr•n•luceN. En la lite"'tura oe ha reportado que el vanadato penetra al 
interior de los eritrocitos y de las células de Neuro.!pora. era.,ua. e. través del transportador de 
fosfato (19,21), y en las células de Lemna gibba a través de un mecanismo de cotransporte 
H+ /vanadato (22). En nuestro caso 10. do.too experimente.lee indican que el vanadato es 
~apaz de atravesar la membrana plasmática, pero no permiten dctenninar si el vanade.to 
se ingiere como un análogo del fosfato a través de un sistema de transporte específico y /o 
si este transporte se realiza a experums del gradiente de protones, lo que hace necesario el 
diseño de experimentos que permitan clarificar este punto en el futuro. 

No puedo dar una explicación certera del motivo por el cual el vnnadato resullu inrnpllZ 
de penetrar en las células internode.les de ·Nitellop•u obtwa. Ya he oeñalado en el ee.pítulo 
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de ANTECEDENTES que este compuesto tiene efectos muy variables como inhlbidor de 
la H+ AT Pcua en las células de plantas superiores cuando se añade extra.celularmentc 
y la tabla III de ese capítulo muestra que la variabilidad parece ser especie- y tejido­
dependiente, aunque basta la fecha no es posible establecer una correlación ni siquiera al 
nivel de monocotiledóneas y dicotiledóneas (22). Nuestros datos indican que también en la 
familia de las Characue parecen existir diferentes ni,·elcs de respuesta al vanadato presente 
en el medio extra.celular, por lo menos a nivel de género, por lo que resulta necesario realizar 
un estudio más detallado del efecto de este compuesto sobre dh·ersos géneros y especies 
de Charo6tas. Es posible pensar, además de las hipótesis que expuse en el capítulo de 
ANTECEDENTES, que la composición de la pared celular in.fluya en la permeabilidad al 
vana.dato, sin embargo ha.sta donde sabemos no se han realizado experimentos dirigidos a 
cuantificar la unión de \1Wa.dato sobre las paredes de diversos especies. 

En la figura i del capítulo anterior se muestra que bajo condiciones de ilwninación 
el vanadato depolariza el potencial de membrana hasta un valor muy cercano al E10 que 
es el resultado esperado si el vana.dato inhibe específicamente la bomba de protones del 
plasmalema. El hecho de que el Em después del tratamiento con va.nado.to este tan cerca 
del E1r sugiere que el AE producido por el vanadato es una buena estimación del potencial 
electrogénico generado por la a+ AT Pcua. La figura 7 muestra también que el vanadato 
elimina la respuesta del Em al pH e tanto en condiciones de iluminación como de obscuridad, 
y que el Em en condiciones de obscuridad también se depolariza hasta valores cercanos 
al E1r por efecto del vana.dato¡ estos datos sugieren fuertemente que la H+ ATPcua del 
plasmalema se encuentra siempre acth-a, tanto bajo condiciones de iluminación como de 
obscuridad. 

El efecto del ortovanadato de sodio sobre el E,,. resultó ser estable en nuestros experi~ 
mentas, y nunca observamos recuperaciones espontáneas como las descritas por Shimmen 
y Tazawa (capítulo de ANTECEDENTES). R.sulta difícil explicar porqué estos autores 
encontraron una recuperación de los valores biperpolarizados del potencial¡ una posibilidad 
es que el vanadato fuera reducido a cationes vanadilo. por el metabolismo celular, como 
se ha reportado que ocurre en Saccharomyce.s cerevi.liae (23)¡ pero es importante recordar 
que los experimentos se realizaron en células librea de tonopla.sto y no en internados in­
tactos, por lo que la posibilidad de que la recuperación fuera un extraño efecto colateral 
inherente al modelo experimental no puede descartarse. De cualquier manera, en nuestros 
experimentos el metabolismo celular íué incapaz de detoxificar 1 mM de vanadato añadido 
al medio externo. 

Las figuras 6 y 7 muestran que el potencial electrogénico es altamente sensible al va­
nn.dato1 lo qu~ sugiere que en las Charofitas este potencial se mantiene esencialmente por 
medio de la H+ ATPasa del plasmalema. Resulta importante subrayar este dato porque 
en las células vegetales de las plantas superiores aún Do existe UD consenso acerca de los 
mecanismos enzimáticos que son responsables de mantener un potencial clectrogénico a 
través del plasmalema. En Elodea derua, el organismo donde este fenómeno ha sido inves­
tigado más que en otras especies, se han propuesto dos sistemas alternativos para explicar 
los potenciales electrogénicos: a) una cadena de oxido-reducción que bombea protones y 
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..-Ita insensible al vanadato (24) y b) una H+ ATPa.>o similar a laa purificadas de las 
membranas pla.smátieu de Neuro1pora crs.UA y Saccaromrce> cerevUicle (25). En este sen­
tido nuestros datos concuerdan con loo reportados por el grupo de Mané que encuentra que 
la hiperpolarización del potencial de membrana y el incremento en el bombeo de protones 
al medio extracelular inducidos por luz o por fusicocina B<>n sensiblu al vanadato y a la 
eritrocina-B (25). 

LOS EFECTOS DEL VANADATO SOBRE LA R.. 

La contribución de lag+ ATPaaa a la resistencia de membrana puede ser calculada 
a partir de datos obtenidoo usando un inhibidor especifico por medio de las ecuaciones: 

(3) 

~ R1 = Ri+8'' (4) 

y 

Ir.'Ir/ 
Ro - •• 

- R'J SRt 
(5) 

en las que RL corresponde a la resistencia específica bajo condiciones de iluminación, R. es 
la resistencia pa.sh'B. en la luz, R. es la resistencia de la bomba en la luz, R¡ es la resistencia 
de membrana bajo condiciones de iluminación en pre$Cncia del inhibidor específico de la 
bomba de protones, R'., es la resistencia pasiva en presencia. de este inhibidor, R' ea la 
resistencia de la bomba en preaencia del inhibidor, Ro es la resistencia•de membrana en 
la obscuridad, rr¡ es la resistencia de las vías de difusión pasiva en la obocuridad y Irt .,. 
la resistencia a través de la bomba bajo condiciones de obscuridad. 

La figura 8 muestra que la resistencia bajo condiciones de iluminación se incrementa 
después del tratamiento con vana.dato. Este es el resultado esperado si la H+ AT Pasa 
se comporta como una fuente de voltaje constante en serie con una conducta.ocia y el 
vanadato atrapa o. la enzima en la conformación E2 (como lo indican los experimentos 
cinéticos realizados por el grupo de Cantley en la referencia 26). Debido a que el vana<lato 
elimino. completamente la respuesta al pH, y a que depolariza el potencial de membrana 
al valor del Et, puede suponene que el vanadato actúa como un inlnbidor especifico de la 
g+ AT Pa•a, por lo menos en relación con !u propiedades eléctricas de la membrana, afec­
tando a una población importante de estas enzimas. En este CM<> debe ser pooible calcular 
la contribución de la bomba de protones a la conductancia de la mcmhrwm utilizun<lu las 
ecuaciones anteriores; sin embargo el eíecw d~I ortovanadato de sodio sobre la retistencia 
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específica de la membrana bajo condiciones de obscuridad es muy extraño y es necesario 
analizarlo antes de calcular la resistencia de la bomba. 

La figura 9 muestra que el ortm-anadato de sodio disminuye la resistencia específica 
del plasmalema en condiciones de obscuridad. Esta reducción resulta inesperada por Yarlas 
razones: 

a) En general se piensa que loo altoe valores de la resistencia en la obscuridad son el 
reflejo de Ja disminución de la conductancia a través de la n+ ATPasa. Los resultados que 
presenté en la sección anterior indican que aún en condiciones de obscuridad existen bombas 
activas, por lo que era de esper&ne que los valores de la R,,. inducidos por van.adato fueran 
mayores o por lo menos muy similares a los valores de la R,,. inducidos por obscuridad. 

b) Si el \1lnadnto atrapa a la enzima en la conformación E2 (26) resultaría poco 
probable que las bombas inhibidas retuvieran una actividad marginal como vías de diíusión 
pasiva para los protones u otros cationes. 

e) Otros inbibidores como la DCCD o el DES incrementan Ja resistencia de membrana 
a valore111 semejantes a los de ob111curidad y esta similitud normalmente se interpreta como 
el resultado de la inhibición de la bomba de protones {13,16,27). Hasta donde sabemos no 
exi111te ningún artículo que reporte una reducción de la Rm cuando las células internodaJes 
de las Characeae se tratan con estos compuestos bajo condiciones de obscuridad. 

En el capítulo de MATERIAL Y MÉTODOS mencioné que el protocolo experimental 
fué diseñado de tal manera que el vanadato se agregó a Ja célula intemodal bajo condiciones 
de ilwninaci.ón y la luz se apagó BOio hasta que se determinó la reapuesta a los cambios en 
el pH e bajo estas condiciones, por lo que la reducción de la resistencia en la obscuridad en 
realidad es una observ&ción indirecta y podría ser un extraño artificio. Para dilucidar este 
punto realizrunos experimentos en los que primero se colocó a la célula bajo condiciones de 
obscuridad y luego se agregó el vanadato. Los resultados fueron los mismos, el vanadato 
disminuyó la resistencia especifica hasta a un 50 % de su valor en la obscuridad. La figura 10 
muestra la resistencia especifica del plasmalema en ausencia y presencia de \1Wadato para 
condiciones de iluminación y obscuridad y se puede observar que el valor de la resistencia 
inducida por vnnadato es el mismo bajo D.mbas condiciones. 

Ya que en nuestros experimentos no determinamos la concentración intracelular de 
nu1adato existe la posibHidad de explicar Jos resultados de obscuridad en base a suponer 
que esta concentración no es suficiente para obtener una. inhibición notable en términos 
de resistencia; ein embargo cuando incrementamos la concentración de vanadato en el 
medio externo a 1.5, 2 y 5 mM los resultados que encontramos fueron los mismos (datos 
no mootrados). Aunque este tipo de experimentos no pueden demostrar que la actividad 
interna de vana.dato ea suficiente para inhibir una población importante de H+ ATPa.sa,,, 
loo datos obtenidoo aunados a loo discutidos en la sección anterior (Em depolarizado y 
eliminación de la sensibilidad al pHe) indican que el l<-anadato interno es suficiente para 
iuhibir un buen número de bombas¡ por lo tanto, es necesario buscar una explicación de 
porqué este compuesto provoca la disminución de la Rm bajo condiciones de obscuridad1 
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tomando en cuenta otros procesos de transporte que podrían resultar afectados ya sea. por 
las condiciónes de obscuridad y/o por un efecto directo del vanodato. 

El efecto de la obscuridad sobre laa permeabilidades de membrana en las Characeae 
es un tema sobre el que no se ha realizado suficiente investigación. Algunos autores han 
reportado que el incremento de la resistencia inducido por obscuridad en células interno­
dales intactas de Cho"' corollin• parece reflejar el cerrado de las n+ AT Pa.."' porque la 
permeabilidad al pot.Sio (que es el !lujo que miden) permanece prácticamente constante 
cuando se apaga la luz (28); pero otroe invcstigndores señalan, también para células inter­
nodales intactas de Cha.ra corallina., que en la obscuridad la P1c se reduce alrededor de un 
40 % en el rango pH, 5 a pH, 7 (29). En la actualidad no existe un consenso al respecto 
en el caso del genéro Charo (17), mientras que en el género Nitella no existen estudios 
cuantitativos del efecto de la luz sobre las permeabilidades de membrana. 

Nuestros datos pueden ser explicados satisfactoriamente si se cumplen dos :requisitos: 

a) Existe un mecanismo fisiológico que bajo condiciones de obscuridad induce el cierre 
de alrededor de un 45 3 de las vias de difusión facilitada en Nitella tran.slucen1, de manera 
análoga al incremento de la R,. inducido por la obscuridad descubierto en Chara corallina 
y que puede llegar a aer de hasta un 46 % (29). 

b) El van ad ato afecta este mecanismo impidiendo el incremento de la Rd bajo condi­
ciones de obscuridad. 

La existencia de un mecanismo fisiológico capaz de modificar la R, de acuerdo a 
las condiciones de iluminación ha sido sugerida por Slúmmen, Tazawa y Mimura (30,31). 
Estoo investigadores reportaron que en células de ChorG corGllina libres de tonoplasto y 
depletadas de ATP ocurre una rápida modificación del Em en el momento en que se colocan 
bajo condiciones de iluminación: el potencial se aproxima al E1r, independientemente del 
valor que baya tenido en la obscuridad. Este fenómeno no ocurre en presencia de TEA, 
noniltrietilamonio o DCMU, lo que augiere que esta mediado por un canal de potasio 
sensible a la fotosíntesis. Si existe un mecanismo similar en Nitellt1 tra.nalucen.1 capaz de 
inactivar un porcentaje importante de canalea de potasio bajo condiciones de obscuridad y 
que resulta sensible al vana.dato, entonces, utilizando las ecuaciones 31 4 y 5 y suponiendo 
que el vanadato se comporta en nuestro sistema experimental como un inhibidor potente 
de la bomba electrogénica y que no altera la Rd bajo condiciones de iluminación, es decir, 

y 

R<=R• 

es posible demostrar que la R. tiene un valor aproximado de 40 kf!/cm' y que la R~ es de 
aproximadamente 500 kO/ cm2 • Este incremento de la resistencia. en un orden de magnitud 
implicaría que una pequeña parle de la población de H+ ATPCl.9a.9 todavía es capaz de 
mantener un potencial electrogénico y una respuesta al pRc en condiciones de obscuridad. 
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El valor de la Ri. calculado de esta manera corresponde a una G, de aproximadamente 
0.25S/m2, y concuerda muy bien con los valores reportadoa j>or el grupo de Smith para la 
conductancia a través de la bomba en C1lara coralina estimadoe a partir de detenninaciones 
simultáneas del inJlujo de 42 K y de la conductancia eléctrica del plasmalcrna (32). 

Por otra parte, si la obocuridad DO produce una disminuci6n de la permeabilidad 
pui.va, entonces es necesario pensar que el ortovanadato de sodio altera directamente la 
"4· A partir del hecho de que el E.. se depolariza a un valor muy cercano al E• cuando 
la célula se trata con vanadsto es posible suponer que el efecto colateral del vanadalo se 
tjerce principalmente sobre los canales de pot .. io; aunque es conveniente mencionar que 
algunos investigadores han señalado Is posibilidad de que este tipo de ATPasas posean un 
canal de potasio intrínseco (43 144) 1 por lo que conviene tener en mente la idea de que el 
vana.dato podría estar inhibiendo la bomba de tal manera que en la con(ormaci6n inhibida 
el canal de potasio intrínseco permaneciera abierto. Las figuras 7 y 10 muestran que los 
parámetroe eléctricos de una célula tratada con vsnadato son loe mianoe bajo condiciones 
de luz o de obscuridad, por lo que el posible efecto del vano.dato sobre la R, parece ser el 
mismo en ambas condiciones, Si el vanadato altera la R. nuestroe cálc:uloe de Is Ri. deben 
ser corregidos para tomar en consideraci6u el efecto directo de este compuesto sobre los 
sistemas de transporte pasivo de la célula. 

Se ha reportado que el vanadato inhibe 1ss (oefatuas alcalinas (33) y las ácidas (34\ 
la ATPasa de dineína y que tiene e!ectoo sobre aJgunu enzimaa del metabolismo interme­
dio (35), pero hasta donde sabemos no existe niigún reporte acerca de su efecto sobre los 
canales iónicos; sin embargo, es pooible especular un poco acerca de ello. Tracey y Gresser 
han reportado que el vanadsto esterifica rápidamente grupoo hidroxilo, lo que produce 
ésteres de vanadato que son aceptadoe como aubotratoe por alguau ensimu cuyos subs­
tratos fisiológicos son los ésteres de Coofato correspondientes (36). De hecho, estoa autores 
han propuesto que el vanadato es capaz de eslerificar espontáneamente residuoe tirosil del 
receptor de insulina simulando el .Ceeto de una emima tiroein cinasa. ~i el vanadalo se 
comporta de una maneta similar en nuestros experimentos, entonces e1 i>oaible proponer 
una explicaci6n para la disminuci6n de la R,. inducida por vanadsto en condiciones de 
obscuridad. Supongamos que el vanadato eaterifica un sistema de transporte paaivo, pro­
bablemente algún tipo de cano! de potasio, entonces esta modillcaci6n podría atrápar el 
canal en un estado abierto y convertirlo en un canal constitutivo, escapando as{ a los efectos 
de algún posible aiatema regulatorio. Eete modelo implica la existencia de canales regu­
lados por reacciones de (oaforilación-defoaforilaci6n en 1ss células internodales de Ni!ella 
1.N"'luce,.., y el reciente hallazgo de Tester en Chora cal'llllina de que la conductancia total 
del plasmalema en el estado K es fuertemente reducida cuando oe disminuyen loo niveles 
citoplásmicos de ATP con cianuro + ácido aalicilbidroxámico parece apoyar la exittencia 
de este tipo de canales en las Cllaraceae (37). Reoulta conveniente señalar ademú que la 
regulaci6n de un canal iónico por Coaforllaci6n se ha reportado en el epitelio .m.o, donde 
la proteín cinasa C y la proteín cinasa dependiente de cAM P activan los canales de cloro 
al CosCorilarlos (38). · 
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El hecho de que la luz tiene una gran inlluencia 90bre loe parámetros "eléctricos del 

plumalema de las Characeae es ampliamente aceptado en lá actualidad, ain embargo loe 

mecanismos moleculares relacionadoa coo este efecto son totalmente desconocidos. Alguno~ 
~gadores intentan explicar loe efectoe de la luz oobre la actividad de la H+ ATPaaa 

do Dletnbrana plasmática con la hipótesis del "suplemento energético" de MacRobbie 

(13,31,39,40) que supone una inactivación de la bomba en condiciones de obscuridad de­

bido a la dinninuci6n de las pozas de ATP producto de la fotosíntesia; mientraa que otros 

b1vestigadores estan buscando evidencia de acoplamientos entre el cloroplasto y la mem­

brana plasmática a través de substancias difusibles distintas del ATP o el NADPH ( 41,42). 

Este es un campo que ee encuentra en pleno desarrollo el día de hoy y en el que los datos 

bien establecidos son muy pocos: a) El DCMU altera la permeabilidad de la membrana al 

potasio (29) y b) Existe una constante temporal común a la f!uoreaencia de la clorofila y al 

6.Em inducido por las condiciones luminosas en Nitella tra.n.ducena ( 42). Sin embargo, aún 

cuando parece que lu reaccionea de la fotosíntesis esta.n involucradas de alguna manera 
en loo procesos de transporte a través del plasmalema, a la fecha no existe un verdadero 

. modelo que explique los eíectoa de la iluminación¡ y cualquier modelo que se deSarrolle 

en el íuturo deberá tomar en cuenta que la bomba electrogénica ae mantiene activa en la 

obscuridad así como el efecto de la luz sobre sistema& de transporte pasivo cuya regule.e¡ •.. 

podría estar acoplada a la H+ AT Pasa. Por lo que respecta a la existencia de moléculas 

tranaductoras de señales luminosas a nivel de la membrana plasmática (criptocromos, fi­

tocromos, etc.) no se cuenta con ninguna información para esta familia de algas ( 45), pero 

este parece ser un promisorio campo de futuras investigaciones. 

Finalmente, me ha parecido conveniente incluir el análisis que h~ SpaDBWiclc y 

Bissoo 90bre estos datos; ellos fueron los árbitroo de la revista a la que mandamos el 

trabajo descrito anteriormente y aua opiniones se encuentran en el APÉNDICE 111. 
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Bajo condicion .. lbiológicaa el plumalema de célW.. íntemoclales de Nilella ¡,.,.,... 
1 ... ,.. cclocad111 en Ja obecuridad pennanoce híperpolariudo am ieopecto al potencial 
de N<!'llSt pllta el potasio. Este potencial elec:trogénico relUlta oer altamente sensible al 
ortQllllQodato de oodio, lo que ougjete que el &Úllema "'"POnaable de elle potencill hiperpo­
lariado ea Ja H + ATP<Uo de membrana plumática. Nu..troe datoo contradicen la Idea, 
ampliamante difundida, de que en condiciones de obscuridad el plumalema ee encuentra 
en el eotado K. Loe -Wtadoo que obtuvimoo demueotran que loo parámetroo el&:tricoo de 
Níle/IG er....iueen. resultan fuertemente o!ec:tadoo cuando oe añade 'flll&d&to al medio ex­
terno. Finalmente, nuestros experimentoo apoyan la teoría de que Ja bomba electrogénica 
de Nitello. tnuuluce:n.t se comporta como una fuente de voltaje constante en serie con una 
conductancia. 
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Loe siguientes libros aún no están a la venta, o al menos no han llegado noticias de 
ello al tercer mundo¡ sin embargo, probablemente a partir de 1991 será posible obtenerlos, 
por lo que me ha parecido adecuado referirlos lo más completamente posible: 

•Role of Calcium in Biological Systems. L. J. Anghileri, editor. Vol. 5. CRC Press, 
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plasmamembrane and other cells. Tsutsui, I.] 

• Receut trends in Cbaropbyte research. Eds. N. M. Noor and S. K. Bhatnagar. 

• Berestovskii, G.N. e! al. Characean Algae and their Uses in lnvestigations of the 
Biological Processes of tbe Ce!!. Viilnius. (Existe una versi6n en ruso publicada en 1973). 
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"Así que, hermanos, cuando fui a vosotroa para. anunciaros el tes-­
timonio de Dioe, no fui con excelencia de palabras o de sabiduría. Pues 
me propuse no saber entre vosotros cosa alguna sino a Jesucristo, y a 
éste crucificado. Y estuve entre vosotroe con debilidad, y mucho temor y 
temblor; y ni mi palabra ni mi predicación fue con palabras persuasivas 
de humona sabiduría, sino con demostración del F.spíritu y de poder, 
para que vuestra fe no este fundada en la sabiduría de los hombres, sino 
..,, el poder de Dios. 

Sin embargo, hablamos sabidurla entre los que han alcanzado ma­
durezi y sabidwía, no de este siglo, ni de los príncipes de este siglo, 
que perecen. Mas hablamoo sabiduría de Dios en misterio, la sabiduría 
oculta, la. cual Dioe predestinó antes de los siglos para nuestra gloria, la 
que ninguno de los príncipes de este siglo conoció¡ porque si la hubie­
ran conocido, nunca habrían crucificado al Señor de gloria. Antes bien, 
como está escrito: 

Cosas que ojo no vio, ni oído oyó, 
Ni han subido en corazón' de hombre, 

Son las que Dios ha prep8l'8do para los que le aman. 

Pero Dios nQ6 las reveló a nosotros por el Espíritu¡ porque el Espí­
ritu todo lo escudriña1 aún lo profundo de Dios. Porque ¿quién de los 
hÓmbres sabe las cosas del hombre, sino el espíritu del hombre que está. 
en él? Así tampoco nadie conoció las cosas de Dios, "sino el Espíritu de 
Dios. 

Y nosotroe no hemos recibido el espíritu del mundo, sino el Espíritu 
que proviene de Dios, para que sepamoe lo que Dios nos ha concedido, 
lo cual también hablamos, no con palabt'llB enseñadas por sabiduría hu­
mana, sino con las que enseña. el ESpíritu, aco!IiOdando lo espiritual a. 
lo espiritual. Pero el hombre natural no percibe las cosas que son del 
Espíritu de Dios, porque para él son locura, y no las puede entender, 
porque se han de discernir espiritualmente. En cambio el espiritual juzga. 
todas las cosas, pero él no es juzgado de nadie. Porque ¿quién conoció la 
mente del Señor? ¿Quién le instruirá? Mas nosotros tenemos la mente 
de Cristo." 

1 Corintios 2: 1"16. 

"Nadie se engañe a sí mismo¡ si alguno entre vosotros se cree sabio 
en este siglo, bágue ignorante, para que llegue a ser sabio. Porque la 
~nbidurín. de C'slt' mundo es insensatez pnra con Dios¡ pues escrito está: 
El prende a los sabios e11 la n.stucio. de ellos. Y otrn vez: El Señor conoce 
los pensamientos de los sabios, que son \"BllOS. 



Así que, ninguno se gloríe en los hombres; porque todo es '~cStro: 
a.ea Pablo, aea A polos, sea Cefas, sea el mundo, &ea 1& vida, sea la muerte, 
le& lo presente, sea lo pon·enir1 todo es vuestro, y vosotros de Cristo y 
Cri1to de Dios." 

1 Corintios 3: 18">..3. 
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