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RESUMEN 

Los compuestos alelopáticos pueden afectar una gran variedad 

de procesos celulares en la planta receptora. Los mecanismos de 

acción pueden ser diversos , alterando procesos como división 

celular, sintesis de proteinas, respiración, actividad enzimática, 

etc. La resina glicosidica (compuesto alelopático) aislada de 

Ipomoea tricolor Cavo presentó un efecto inhibitorio del 86% sobre 

el crecimiento radicular de Echinochloa crusgalli a 10 ug/ml. 

La ATPasa de H+ de membrana plasmática genera un gradiente de 

protones, que es la fuente de energia para diversos sistemas de 

transporte (aminoácidos, azúcares y otros iones). Igualmente, 

contribuye al establecimiento del pH intra y extracelular, que es 

importante para el desarrollo de funciones tales como la elongación 

y diferenciación celular. Con base en lo anterior, se determinó el 

efecto de la resina glicosidica sobre la ATPasa de H+ como un 

posible mecanismo alelopático. Las vesiculas de membrana plasmática 

se purificaron de las radiculas de E. crusgalli por el método de 

partición en polimeros en dos fases y se cuantificó su acción 

hidrolitica de ATP. La contribución de la actividad de ATPas a de 

membrana plasmática fue del 87% (sensible a vanadato) y la de la 

ATPasa mitocondrial y fosfatasa ácida fue del 10% (susceptible a 

inhibición por azida y molibdato), no se detectó contribución 

alguna de la ATPasa de tonoplasto (sensible a nitrato). La resina 

glicosidica (261 J,lM) presentó una inhibición del 30% sobre la 

hidrólisis de ATP en las vesiculas purificadas de membrana 

plasmática (la concentración fue calculada con base en el peso 

molecular del compuesto principal de la resina, la tricolorina A). 

Una de las conclusiones del presente trabajo es que la ATPasa de H+ 

de membrana plasmática puede ser un blanco de a~ción de la res i na 

glicosidica. Sin embargo, es probable que no sea el único mecanismo 

de acción a través del cual la resina ejerce su efecto sobre el 

crecimiento radicular. 
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IHTRODUCCIOH 

METABOLITOS SECUNDARIOS. 

Las plantas producen una gran diversidad de compuestos 

químicos, dentro de éstos se encuentran los denominados metabolitos 

secundarios que no intervienen en el metabolismo básico de la 

célula, como lo hacen los compuestos primarios (carbohidratos, 

lípidos, proteínas y ácidos núcleicos) . Estos compue stos 

secundarios se derivan de un grupo de precursores sorprendent e mente 

reducido, entre los que se encuentra el ácido acético y algunos 

aminoácidos esenciales (fenilalanina, tirosina y tript6fano) , por 

lo que se piensa que tienen un origen biosintético similar. Las 

sustancias secundarias pueden clasificarse principalmente en: 

fenilpropanoides, acetogeninas, 

alcaloides (Mann, 1987). 

terpenoides, esteroides y 

Los metabolitos secundarios se presentan esporádica e 

irregularmente en algunas plantas 6 familias de plantas y muchos de 

ellos son el origen de distintas relaciones de tipo quimico entre 

las plantas y otros organismos. 

Desde un punto de vista funcional y adaptativo los compuestos 

secundarios que determinan el establecimiento de una relación entre 

dos organismos se clasifican en: 

1) Compuestos que intervienen en las relaciones entre 

organismos de la misma especie. Se dividen en: a) 

autotoxinas, son tóxicos para la misma especie; b) 

autoinhi bidores, que controlan el número de individuos de 



la población y c) feromonas, que permiten la comunicación 

por medio de señales químicas entre los organismos de una 

misma especie: conducta reproductora, defensa, etc. 

2) Compuestos que determinan la relación entre dos 

organismos de diferente especie, que se denominan 

aleloquímicos. Existen tres tipos: a) alomonas, que dan 

ventaja al organismo que las produce (antibióticos , 

algunos alelopáticos y sustancias ectócrinas del 

plancton); b) kairomonas, que dan ve ntajas al organismo 

que las recibe y c) depresores, que perjudican al 

organismo que las recibe, sin dar ventajas al que las 

produce (Whittaker y Fenny, 1971; Anaya, 1981). 

3 

La función que desempeñan los metabolitos secundarios aún no 

está completamente esclarecida; sin embargo, se ha propuesto que 

cumplen funciones de protección para los organismos que los 

sintetizan, confiriendo resistencia al ataque de herbívoros, 

depredadores y microorganismos patógenos ó como instrumentos de 

comunicación entre los diversos organismos (Seigler y Price, 1976; 

Swain, 1977). Estos compuestos secundarios pueden desempeñar más de 

una función como agentes de comunicación química, lo cual puede 

determinar una significación ecológica muy grande. 
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CONCEPTO DE ALELOPATIA. 

Las interacciones planta/planta pueden ser atribuídas a 

factores fisicos y ambientales. Sin embargo, existen otros tipos de 

interacciones que involucran productos quimicos. Estas últimas se 

refieren al fenómeno denominado alelopatia. Este término fue 

definido por Rice (1979), como cualquier efecto benéfico ó 

perjudicial de una planta sobre otra, incluyendo microorganismos, 

por medio de la producción y liberación de compuestos quimicos al 

ambiente. 

Los compuestos quimicos 

conocen como alelopáticos. 

involucrados en la alelopatia se 

Se clasifican dentro de quince 

categorías: ácidos fenólicos, quinonas, terpenos, esteroides, 

cumarinas, ácidos grasos de cadena larga, flavonoides, taninos, 

alcaloides, lactonas insaturadas, aminoácidos, glucósidos, purinas, 

ácidos orgánicos y derivados del ácido cinámico (Rice, 1984). 

En la mayoría de las plantas, las hojas y la raíz son la 

fuente principal de compuestos alelopáticos . En algunos casos, 

estos compuestos secundarios pueden ser tóxicos para la planta que 

los produce. En las plantas han evolucionado diversas estrategias 

para mantener estos compuestos alelopáticos alejados de las zonas 

donde se efectúan reacciones de importancia metabólica: son 

almacenados dentro de vacuolas (separados del resto del 

protoplasma); son depositados en células muertas (en el duramen de 

la madera), en espacios intercelulares, en los pelos glandulares de 

la superficie de muchas plantas, son inactivados por modificación, 

tornándose inocuos, ó son secretados al exterior (Anaya, 1981). 
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La liberación de los compuestos alelopáticos al ambiente puede 

ocurrir por: 

a) Volatilización a través de las hojas. 

b) Lixiviación (lavado) de las partes aéreas de la planta 

por la lluvia, la niebla y el roclo. 

c) Exudación a través de las ralces. 

d) Liberación de los compuestos de los restos orgánicos 

(hojarasca) por medio de lixiviación ó por la 

descomposición microbiana del mismo (Tukey, 1969). 

La cantidad y la calidad de sustancias tóxicas que se acumulan 

en una planta depende en gran parte de las particularidades de su 

crecimiento, del suelo, del clima, de la altitud, de la temporada, 

etc (Mandava, 1985). 

Los compuestos alelopáticos de la planta donadora pueden 

interferir en los procesos metabólicos primarios de la planta 

receptora. La actividad biológica de estos compuestos va a depender 

de su naturaleza química, de su concentración, de la sensibilidad 

de la planta receptora, del proceso metabólico implicado y de las 

condiciones ambientales (Einhellig, 1986). En muchos de los 

estudios de alelopatia realizados directamente con este tipo de 

compuestos químicos, se ha comprobado que algunos de ellos inhiben 

el crecimiento de diversas especies a ciertas concentraciones y 

estimulan el crecimiento de las mismas u otras especies a 

concentraciones menores . Es muy probable que en la mayor parte de 

los casos en que se produce un efecto alelopático de una planta 

sobre otro organismo, se encuentre implicada no una sola sustancia, 
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sino una mezcla de ellas (Putnam y Tang, 1986). 

Se ha propuesto que la alelopatla puede llegar a ser un arma 

muy efectiva en el combate de malezas, considerando que existen , 
propiedades alelopáticas en los tipos silvestres de algunas 

especies cultivadas y que estas propiedades pueden transferirse 

genéticamente por medio de cruzamientos 6 bien por ingenierla 

genética. Al incrementarse el uso de plantas cultivadas con 

propiedades alelopáticas, se evitarlan la contaminaci6n del 

ambiente y el gasto econ6mico, derivados del uso de herbicidas para 

controlar las malas hierbas (Putnam, 1985). 

MECANISMOS DE ACCION. 

Los alelopáticos pueden provocar diversos efectos sobre las 

plantas receptoras, los cuales pueden manifestarse como: reducci6n 

en la germinaci6n, inhibici6n del desarrollo y/o vigor, retraso 6 

ausencia en la floraci6n y/o fructificaci6n y principalmente una 

inhibición del crecimiento radicular y/o del tallo. Todas estas 

manifestaciones necesariamente van acompañadas de alteraciones en 

el metabolismo ce lular (Leather y Einhellig, 1988). 

Es difícil entender el mecanismo de acción de los compuestos 

alelopáticos debido a las complicaciones que existen en separar los 

efectos secundarios de los primarios y a la . incertidumbre de 

estudiarlos en sistemas aislados (Mandava, 1985). Sin embargo, 

existen algunos trabajos acerca de los mecanismos por medio de los 
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cuales los diferentes alelopáticos actúan y que muestran que estos 

compuestos pueden afectar a un gran número de procesos metabólicos 

en diversos sitios dentro de una célula vegetal (Tabla 1). 

Tabla 1. 

Mecanismos de acción de compuestos alelopáticos sobre diversos 
procesos ce lulares. 

NIVEL DE ACCION COMPUESTO 

Actividad Enzimática Ac. fenólicos 

Captura de Nutrientes Ac. fenólicos 
Flavonoides 

División Ce lular 

Fotosíntesis 

Permeabilidad 
Membranal 

Respiración 

Síntesis 
de clorofila 

Síntesis 
de proteínas 

Terpenoides volátiles 
Cumarinas 
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MEMBRANAS BIOLOGICAS. 

Todas las propiedades de las células vegetales dependen en 

algún grado de las cualidades de sus membranas. En una célula 

vegetal las membranas biológicas realizan principalmente dos 

papeles: el primero es estructural porque delimitan los organelos 

y el segundo es funcional porque permiten el movimiento selectivo 

de diversas sustancias desde un compartimento al otro. 

La estructura de las membrana es establecida de acuerdo con el 

Modelo del Mosaico Fluido propuesto por Singer y Nicolson (1972). 

En este modelo, los fosfolipidos se encuentran en la forma de una 

bicapa discontinua con las cabezas polares en contacto con el agua 

y las proteinas unidas a la parte cargada de la bicapa lipidica 

(princ ipalmente por interacciones electrostáticas) ó intercaladas 

en su interior. Tanto lipidos como proteinas son capaces de 

movilidad lateral (Malhotra, 1983). 

La organización funcional de las membranas biológicas, 

depende de la coordinación de por lo menos tres clases de proteinas 

de membrana: 1) bombas, que participan en el transporte activo 

primario durante él cual hay traducción de la energia quimica ó 

fotoquimica; 2) acarreadores, que efectúan el transporte de iones 

inorgánicos y so lutos orgánicos, y 3) canales, que permiten el 

movimiento iónico rápido a velocidades difusionales altas (Maloney 

y Ambudkar, 1989; Sanders, 1990). 

En las plantas se propone que el incremento en la 

permeabilidad causa la senescencia de los tejidos vegetales 

(marchitamiento de hojas y pétalos, y aumento en la salida de 



constituyentes 

electrolitos). 
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celulares como pigmentos vacuolares, azúcares y 

Esta pérdida en la integridad membranal se 

correlaciona con una disminución en el contenido de lipidos (Suttle 

y Kende, 1980). 

La membrana plasmática es aquella que limita uno de los 

mayores compartimentos de la célula vegetal, el citoplasma. Esta 

membrana separa a la célula de su ambiente, constituyendo una 

barrera frente el ataque de microorganismos y la entrada de 

substancias que pueden ser tóxicas para la célula. Asimismo, la 

presencia de una pared celular en las plantas constituye otro tipo 

de barrera que pre sentan las células vegetales. Esta se encuentra 

constituida principalmente por polisacáridos, celulosa y pectinas 

(Duffus y Duffus, 1984; Brett y Waldron, 1990) . 

ATPasas. 

En los sistemas de transporte activo primario la e nergía 

necesaria proviene de la hidrólisis de los enlaces fosfoanhidrido 

de la molécula de ATP. 

En los cloroplastos y mitocondrias de células vegetales y en 

bacterias existen procesos de transferencia de electrones 

denominados reacciones redox ó reacciones de oxidación-reducción, 

las cuales se encuentran acopladas a la formación de ATP (Harold, 

1986). 

De acuerdo con la Teoría Quimiosmótica, propuesta por Mit che ll 
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(1961), se establece un acoplamiento entre la transferencia de 

electrones y la sintesis de ATP, lo que sugiere que el flujo de 

electrones a través del sistema de moléculas acarreadoras conduce 

protones a través de las membranas, generando un gradiente 

electroquimico de protones, que es utilizado en la sintesis de ATP 

(Hinkle y McCarty, 1988). 

Las enzimas que participan en la sintesis y/o hidrólisis de 

ATP se localizan a nivel de membrana, son denominadas ATPa sas. 

Estas se dividen en: ATP sintetasas y ATP hidrolasas. 

Las ATP sintetasas catalizan la síntesis de ATP a partir de 

ADP y pi utilizando la energ1a generada del gradiente proto-motriz 

formado por el transporte de electrones durante los procesos de 

fosforilación oxidativa (mitocondrias y bacterias) y fosforilación 

fotosintética (cloroplastos y bacterias fotosintéticas) (De Meis, 

1989). 

Las ATP hidrolasas realizan la hidrólisis de ATP para originar 

ADP y ortofosfato, generando una expulsión electrogénica de 

protones y otros iones. El gradiente electroquimico formado provee 

la energía necesaria para el transporte de azúcares, aminoácidos y 

otros iones (Harold, 1986). 

Las ATPasas se han caracterizado con mayor amplitud en 

animales que en plantas. Su localización en organelos celulares 

vegetales es d i versa (mitocondrias, cloroplastos , lisosomas, 

vacuola, aparato de Golgi, retículo endoplásmico y en la membrana 

plasmática). 
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ATPasa DE H+ DE MITOCONDRIA. 

La ATPasa mitocondrial está muy b i en caracterizada. La funci6n 

que presenta es la de sintetizar ATP es decir , es una ATP 

sintetasa. 

Esta enzima es denominada ATPasa-FaFlf porque se encuentra 

constituida por dos partes: el componente Fa' hidrof6bico, que 

corresponde al canal i6nico y el componente F1 , hidrofilico, con 

los sitios de uni6n de los nucle6tidos y de catálisis (Hashimoto et 

al., 1990). 

En bacterias, la enzima se encuentra constituida por ocho 

diferentes subunidades presentando una estequiometria de a 3 ~ 3 Y 

E a b2 C la. La ATpasa-FaFl en mitocondria presenta una estr uctura 

similar a la bacteriana, pero además contiene otras subunidade s: la 

subunidad OSCP (proteina que confiere sensibilidad a oligomicina), 

la proteina F 6 Y la proteina F B. Las proteinas OSCP y F 6 son 

requeridas para la interacci6n del componente Fl con el componente 

Fa. La proteina F B (subunidad de Fa)' es necesaria para las 

reacciones de acoplamiento de energia de la ATpasa-FaFl. La enzima 

presenta un peso molecular de aproximadamente 500 kDa (Hashimoto et 

al., 1990). La actividad de la enzima es inhibida por: oligomicina 

(1 ¡.,tM), DCCD (diciclohexilcarbodiimida a 1 ¡.tM), y azida ( 1 mM) 

(Bowman y Bowman, 1986). 

La ATPasa de H+ mitocondrial ha sido obtenida del endospermo 

de la alcachofa (Helianthus tuberosus L.) y de .los cotiledones de 

chicharo (Pisum sativum) (Yoshida y Takeuchi, 1970; Horak y Packer, 

1985). Métodos de purificación 'como gradientes de sacarosa y 
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centrifugación diferencial se han utilizado con éste propósito 

(Horak et al ., 1989; Taiz y Taiz, 1991). 

ATPasa DE H+ DE TOHOPLASTO. 

La vacuola es un compartimento celular que tiene un papel 

fundamental en el mantenimiento y regulación del turgor celular y 

en el transporte y almacenamiento de diversos iones, aminoácidos y 

metabolitos secundarios. El tonoplasto ó membrana vacuola r está 

formada por una sola membrana constituida por fosfolipidos y 

colesterol. Las vacuo las comprenden el 20-30% del volumen tota l de 

las levaduras y el 80-90% de las algas. Contiene prote asas, 

nucleasas, glicosidasas y enzimas hidroliticos como la ATPasa de H+ 

y la pirofosfatasa (Anraku et al. , 1989). 

La ATPasa de H+ de vacuola ó tonoplasto en eucariontes está 

presente en las membranas de una amplia variedad de compartime ntos 

acidicos intracelulares incluyendo vacuolas de plantas y hongos, 

lisosomas, vesículas de Golgi y granulos cromafines en animales 

(Forgac, 1989). Esta enzima provee la fuerza proto-motriz necesaria 

para el transporte activo de aminoácidos básicos, iones Ca+2 y 

varios aniones (CI- ) a través del tonoplasto. 

La ATPasa de H+ de tonoplasto ha sido clasificada como ATPasa 

tipo "V" (vacuolar). Se ha purificado parcialmente de plantas 

superiores (tubérculo de la remolacha; radículas y coleoptilo s de 

maiz, avena, hipocótilos de soya, garbanzo, células de Ac er 
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pseudoplatanus) y hongos (Bennet et al., 1984; Mandala y Taiz, 

1985; Kasamo et al., 1991). Los métodos empleados han sido 

centrifugación diferencial, centrifugación en gradientes de 

dextran, sacarosa, glicerol y/o ficol (Kaestner et al., 1988; Canut 

et al., 1990, Brauer y Tu, 1991; Pugin et al., 1991). 

La masa molecular obtenida por cromatografia de filtración en 

gel es de 400-500 kDa¡ presenta tres tipos diferentes de 

subunidades denominadas a, b y c, con masas moleculares de 

aproximadamente 70, 60 Y 16 kDa, respectivamente. La subunidad a es 

el sitio catalitico del complejo enzimático. El polipépt ido más 

peque ño, subunidad c, es el componente al cual se une el DCCD y 

funciona como un canal protónico. La subunidad b está presente e n 

una cantidad equimolar con la subunidad a, pero aún no se conoce su 

función (Anraku et al., 1989; Taiz y Taiz, 1991). En levaduras la 

enzima se encuentra constituida por siete diferentes subunidades, 

las dos más pequeñas están integradas a la membrana y las otras 

cinco forman el complejo catalitico hidrofilico (Matsuura-Endo et 

al., 1990). 

El análisis de secuenciación de la subunidad a y de la 

subunidad b ha establecido en parte su relación con las subunidades 

~ y a, respectivamente, de las FoFl- ATPasas de mitocondria y 

cloroplasto. Además el proteolipido de 16 kDa está relacionado con 

el componente Fo (Kane et al., 1989; Nelson y Taiz, 1989). La 

ATPasa vacuolar , en Neurospora crassa, contiene un complejo 

proteico periférico del tipo F1 , como en la ATPasa mitocondrial, 

aunque la función que presenta es diferente: la primera en 
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hidrólisis y la segunda en síntesis (Bowman et al., 1989; Taiz y 

Taiz , 1990). 

La ATPasa de tonoplasto es resistente a ortovanadato, azida y 

oligomicina, pero es inhibida por nitrato (20 mM), N-etilmaleimida 

(10 ~M), DCCD (10 ~) Y presenta estimulación por los iones Cl­

(Kaestner et al., 1988). 

La fosfatasa ácida presenta una amplia localización en 

diversos organismos; en plantas se encuentra en la vacuola. Esta 

enzima tiene un peso molecular de 53 kDa obtenido por 

electroforesis en un gel de SDS-poliacrilamida al 8%. Se ha aislado 

de los cotiledones de soya (Glycine max), de frijol (Phaseolus 

vulgaris) y de semillas de girasol (Helianthus annuus) (Ullah y 

Gibson, 1988). 

El molibdato (0.1 mM) es un inhibidor de l~ actividad de la 

fosfatasa; los esteres de fosfato constituyen su sustrato. 

ATPasa DE F.F DE MEMBRANA PLASMATICA. 

La ATPasa de H+ de membrana plasmática se encuentra 

involucrada en funciones cruciales para la célula vegetal como son 

el mantenimiento de la fuerza protón motriz (para el transporte de 

iones, azúcares y aminoácidos) y la regulación del pH intra y 

extracelular (Figura 1) (Serrano, 1989). 



PARED CELULAR 

EFECTO SOBRE LA 
ELONGACION CELULAR 

MEMBRANA 
PLASMATICA 

H+~--~--~~- ATPasa 

EFECTO SOBRE EL 
TRANSPORTE DE 
SOLUTOS 

+ pi 

Figura 1. Posibles acciones de la ATPasa de H+ de la 
plasmática sobre la fisiología celular. 
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membrana 

Esta enzima es denominada tipo El-E2 porque presenta dos 

distintas conformaciones designadas como El y E2 durante el ciclo 

catalítico. Esta ATPasa forma un intermediario aspartilfosfato 

durante su catálisis (Vara y Serrano, 1983). Existe como un sólo 

polipéptido de peso molecular de 100 kDa, subunidad catalítica 

(Smith y Scarborough, 1984; Serrano, 1988). Su sustrato es e l 

complejo ATP-Mg2+, mostrando una alta especificidad por el ATP. La 

actividad con otros nucleótidos trifosfato, ADP 6 monoesteres 

fosfato es menos del 5 al 10% comparados con el ATP (Serrano, 

1990). 

La estructura que presenta la enzima se caracteriza por tener 
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mayores regiones hidrofllicas hacia el lado citoplásmico de la 

membrana y una pequeña porción de la cadena polipeptldica expuesta 

en el lado externo. Asimismo, algunos autores han postulado que la 

enzima presenta siete dominios transmembranales como en Neurospora, 

ocho como e n Saccharomyces cerevisae y Arabidopsis thaliana ó en 

algunos casos hasta diez dominios (Serrano, 1988; Nelson y Taiz, 

1989). La región 3 contiene el intermediario fosforilado y se 

localiza en la apertura citoplásmica del canal (posición idea l al 

acoplamiento de transporte de iones e hidrólisis de ATP). Las 

regiones 4-7 constituyen un dominio de cinasa, involucradas en la 

unión de ATP y la formación del intermediario fosforilado. La 

región 2 es parte de un dominio separado de fosfatasa, la cua l 

cataliza la hidrólisis del intermediario fosforiladado. En 

Saccharomyces cerevisiae el dominio N-terminal es requerido para la 

inserción funcional de la enzima dentro de la membrana plasmática 

y su dominio e-terminal está involucrado en la regulación de la 

enzima por glucosa (Portillo et al., 1989 ; Serrano, 1990). 

La purificación de la ATPasa de membrana plasmática se ha 

realizado por centri f ugación diferencial, por centrifugación en 

gradientes de sacarosa, por gradientes de dextrán y partición de 

fases en dos polímeros (Dupont et al., 1982; Mandala et al. , 1982; 

Larson et al., 1987; Kasamo, 1988). Se ha aislado de coleóptilos de 

avena; radículas de trigo, maiz, tomate, y avena; de hipocótilos de 

garbanzo; del tubérculo de la remolacha, y de levaduras (Briskin y 

Reynolds-Niesman, 1989; Ewing et al., 1990; Palmgren, 1990; Wach et 

al., 1990; Hsu et al., 1991; Kasamo y YamaniShi, 1991). 
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Durante la purificación y reconstitución de la ATPasa de H+ de 

membrana plasmática en liposomas, la enzima ha mostrado requer ir 

fosfolípidos específicos para su activación, como fosfatidilcolina, 

fosfatidilserina y fosfatidilglicerol (Serrano et al., 1988 ; Brauer 

y Tu , 1989). 

La actividad de la ATPasa es inhibida por vanadato (50 ~M), el 

cual s e une al sitio catalítico de la enzima; por 

dietilestilbestrol (50 ~M) Y en menor grado por DCCD (0.1 mM); es 

estimulada por la presencia de K+ (Serrano, 1990). 

La ATPasa de H+ de membrana plasmática ha sido considerada de 

gran importancia en la acidificación del medio extracelular y 

elongación de la pared celular. En r e lación a estos procesos , la 

teoría del crecimiento ácido postula que existe un efecto de la 

auxina (ácido 3-indolacético) ó de la toxina fusicocina proveniente 

del Fusicoccum arnygdali sobre la ATPasa de membrana plasmática, que 

provoca un aumento en la actividad de la enzima (extrusión de 

protones), lo cual permite la elongación de la pared celular por un 

incremento en la plasticidad de la pared vía una activación de las 

hidrolasas de polisacáridos, lo cual resulta en la expansión de la 

célula impulsada por el turgor (Hager, 1984; Brett y Waldron , 

1990) . Estudios realizados con ácido 3-indolacético (IAA) a una 

concentración de 1 ~ sobre vesículas de membrana de hojas de 

tabaco (Nicotiana tabacum) han puesto de manifiesto tales efectos 

(Santoni et al., 1990) . 

Un cúmulo de evidencias indica que la actividad de la enzima 

es modulada por importantes factores reguladores como 
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fi torreguladores, toxinas producidas por patógenos, modificación de 

proteínas (incluyendo la fosforilaci6n por cinasas), y condiciones 

de luz yestres (Serrano, 1990). 

PRINCIPALES FACTORES REGULADORES DE LA ACTIVIDAD DE LA ATPasa DE It 

DE MEMBRANA PLASMATICA: 

A) AUXIHAS. 

Las auxinas son un grupo de fitohormonas ó sustancias 

reguladoras que influyen sobre una gama muy amplia de respuestas de 

crecimiento y desarrollo en plantas, como la elongación, división 

y diferenciación celular. El ácido 3-indolacético (IAA), es una 

sustancia que pertenece a este grupo. Se sintetiza de manera 

característica en el ápice del tallo (meristemo terminal ó cerca de 

éste) y en tejidos jóvenes (Feldwisch et al., 1992). 

El aislamiento del lAA se efectúa por cromatografía en capa 

fina, cromatografía de intercambio i6nico, cromatografía de 

inmunoafinidad, sistemas de HPLC, etc. La detecci6n del lAA se 

realiza a través de la medida de la absorbancia a 280 nm, por medio 

de la cuantificación de derivados oxidados, monitoreados con 

detectores electroquimicos, o midiendo la fluorescencia ya sea 

directamente del grupo indol (excitando a 280 nm y registrando a 

350 nm) o del producto entre el lAA y el anhídrido acético (el 2-

metilindol-a-pir ona (excitando a 440 nm y registrando la 



fluorescencia a 490 nm) (Sandberg et al., 1987). 

El 1AA induce la acidificación del apoplasto 

sensibles a auxinas, lo cual brinda apoyo a la 
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en tejidos 

teoría del 

crecimiento ácido. Su efecto no excede de 0.6 unidades de pH. La 

acción que presenta sobre la extrusión de protones es transitoria 

y sensible a cicloheximida. Este efecto se evidenció en vesículas 

de membrana de chícharo (Pisum sativum L. varo Alaska) avena (Avena 

sativa) y tabaco (Nicotiana tabacum) (Gabathuller y Cleland, 1985; 

Senn, et al., 1988; Altabella et al. , 1990). 

Se ha propuesto que existen proteínas receptoras que unen 

auxinas (ABPs). Estas se encontraron en fracciones membranale s de 

coleóptilos de maíz de membrana plasmática, de retículo 

endoplásmico y de tonoplasto. A nível de membrana plasmática 

existen por lo menos tres ABPs: 1} un acarreador que captura 

auxinas; 2} un acarreador que libera auxinas, y 3} un receptor que 

influye sobre la elongación (Feldwisch et al., 1992). 

La actividad de las auxinas sobre el bombeo de protones por la 

ATPasa depende principalmente de dos factores: la concentración de 

la hormona y el estado fisiológico de las plantas utilizadas para 

el aislamiento de membranas (Santoni et al., 1990). 

El mecanismo de acción que se ha propuesto es que la auxina 

provoca una alteración de la actividad catalítica de la ATPasa y 

del transporte de protones. Aunque la ATPasa de membrana plasmática 

consiste de un péptido catalítico único, ésta puede requerir otros 

péptidos para un t r ansporte eficiente de protones, en una f orma 

análoga a la ATPasa-FoF1 • La subunidad que une la auxina no e s la 
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subunidad catalítica, pero podría ser un péptido del canal 

protónico ó un péptido regulador. 

B) FUSICOCIHA. 

La toxina denominada fusicocina es aislada del hongo 

Fusicoccum amygdali, estimula la extrusión de protones y la 

actividad hidrolitica de la ATPasa de membrana plasmática. La 

acción de esta toxina se ha reportado en vesiculas de membrana 

plasmática de haba (Vicia faba), rábano (Raphanus sativus L.) y en 

el alga Elodea densa (Blum et al., 1988; Cocucci y Marre, 1991). El 

efecto de la fusicocina sobre el bombeo de protones no es 

transitorio, pero es evidente solamente en un rango cercano al pH 

de 7.5 y la activación de la ATPasa inducida por la fusicocina se 

satura a bajas concentraciones de la toxina (De Michelis et al. , 

1989). 

Se ha propuesto que existe un receptor de fusicocina a nivel 

de la membrana celular en vesículas de membrana plasmática de 

radículas de avena. Sin embargo, el mecanismo a través del cual la 

unión de la fusicocina al receptor activa la ATPasa de W de 

membrana plasmática aún no se conoce (De Boer et al., 1989; De 

Michelis et al., 1989). 
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C) MODIFICACION DE PROTEINAS (FOSFORlLACION). 

Las ATPasas de H+ de membrana plasmática de plantas y hongos 

pueden ser reguladas por proteínas cinasas. En ambos grupos de 

organismos, las ATPasas son fosforiladas in vivo en múltiples 

sitios. La enzima en hongos solamente contiene fosfos e rina, pero en 

plantas existen tanto sitios de fosfoserina como de fosfotreoni na. 

Estudios in vitro, han demostrado que una proteína cinasa unida a 

membrana puede fosforilar ambos tipos de ATPasas, y en el caso de 

plantas tal fosforilación es dependiente de calcio a 

concentraciones micromolares (Serrano, 1989) . 

Se ha reportado la purificación y caracterización de una 

proteína cinasa de las membranas de levaduras (Kolarov et al. , 

1988). Esta Clnasa copurificó con la ATPasa de H+ (marcador 

característico de la membrana plasmática) despúes de la 

centrifugación y solubilización de la fracción membranal. La 

caracterización de la proteína cinasa demostró que es independiente 

de AMPc, no es afectada por calcio, modifica residuos de serina y 

no de treonina, utiliza el ATP corno sustrato y no el GTP, eluye a 

bajas concentraciones de sales en una columna de celulosa-DEAE, no 

presenta autofosforilación y el rango de pH que presenta es amplio. 

La preincubación de la ATPasa con la fosfatasa ácida produce un 

decremento en la actividad de la enzima. De acuerdo con Yanagita et 

al (1987), la molécula de ATPasa purificada se encuentra altamente 

fosforilada. Estos datos sugieren que la defosforilación resulta en 

la desactivación de la enzima. 
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D) CONDICIONES DE LUZ. 

La inducción de la apertura estomática por luz se basa en la 

estimulación de las ATPasas de las células guarda, lo cual genera 
• 

una captura masiva de potasio e incremento del turgor (Shimaza ki y 

Kondo, 1987) . 

En la r e gulación de las ATPasas de H+ por la energía luminos a 

han sido implicados tres diferentes clases de receptores : 1) 

receptor de luz roja (fitocromo), 2) receptor de luz azul, y 3) los 

pigmentos cloroplásticos. 

La estimulación de la bomba protónica por un decremento en 

turgor celular parece ser un evento importante en la 

osmoregulación. Como en el caso de las células guarda, la captura 

de potasio es estimulada secundariamente, resultando en un 

incremento del turgor (Serrano, 1989). 
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ANTECEDENTES DE EFECTOS DE COMPUESTOS SECUNDARIOS SOBRE LA ATPasa 

DE H+ DE MEMBRANA PLASMATICA. 

Las reacciones de defensa en las plantas contra el ataque de 

depredadores, otras plantas 6 microorganismos incluyen barre ras 

fisicas (espinas, pelos glandulares,etc.) y/6 quimicas 

(fitoalexinas 6 compuestos alelopáticos). 

En el caso de las sustancias quimicas denominadas 

fitoalexinas, se considera que son compuestos antimicrobianos de 

bajo peso molecular. Estas son sintetizadas y acumuladas en las 

plantas después de ser expuestas a la presencia de los 

microorganismos 6 a las sustancias producidas por éstos. Existen 

dos tipos de compuestos formados por los microorganismos: los 

denominados "estimuladores", que aumentan la sintesis de las 

fitoalexinas y los "supresores", que inhiben la sintesis de las 

fitoalexinas (Luckner, 1991). 

Las interacciones de plantas con parásitos pueden dar como 

resul tado una respuesta de resistencia ó de suceptibilidad. La 

interfase para la interacci6n en la respuesta inicial involucra la 

membrana plasmática. Las enzimas de membrana como las ATPasas de H+ 

pueden desempeñar un importante papel en los procesos fisiológicos 

de las células vegetales. 

Las sustancias supresoras del hongo Mycosphaerella pinodes 

inhibieron la sintesis de la pisatina, fitoalexina del chicharo 

(Pisum sati vum), y la actividad de la ATPasa de H+ de membrana 

plasmática, en una forma dependiente de la concentraci6n de la 

sustancias supresoras (Yoshioka et al., 1990). 
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El hongo Phytophthora infestans produce el ácido araquidónico 

(sustancia "estimuladora"), que afecta la actividad de la ATPasa de 

H+ de membrana plasmática de tubérculos de papa (Solanurn tuberosurn 

L.). Este compuesto inhibe la actividad de la enzima a 

concentraciones nanomolares en vesículas selladas de fracciones 

enriquecidas con membrana plasmática. Se propone que éste compuesto 

puede actuar directamente sobre la enzima ó bien indirectamente 

alterando el medio lipídico que la rodea (Ladyzhenskaya et a l., 

1991). 

Las investigaciones con compuestos alelopáticos han mostrado 

que algunos flavonoles (fisetina, morina, miricetina, quercetina y 

rutina) inhibien la actividad de la ATPasa de H+ de vesículas de 

membrana plasmática de Neurospora crassa (Bowman et al., 1978). 

Cruz et al. (1990), encontraron que el piquerol, compuesto 

aislado de Piqueria trinervia, producía un efecto inhibitorio sobre 

la actividad de la ATPasa de H+ de membrana plasmática del 67% a 

500 ~ en la fracción microsomal de radículas de Ipomoea purpurea. 

COMPUESTO ALELOPATICO: RESINA GLICOSIDICA. 

La especie Ipomoea tricolor Cav. (Convolvulaceae), es una 

arvense utilizada en los cañaverales del Estado de Morelos para el 

control de malezas en la agricultura tradicional. Popularmente se 

le conoce como titlitzin, Badoh negro, Dondiego de día ó manto. En 

nuestro país, las semillas son usadas como alucinógenas debido a su 

alto contenido de alcaloides, del tipo del ácido lisérgico (Trease 
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Y Evans, 1982). Se han reportado especies del género Ipomoea que 

presentan resinas glicosidicas con actividad biológica: purgantes, 

anticancerígenas yantimicrobianas (Sarin et al., 1973; Schultes, 

1982; Bieber et al., 1986). 

Asimismo existen reportadas dos especies con actividad 

alelopática: Ipomoea aquatica Forrsk e Ipomoea batatas. Los 

principios activos aislados son de naturaleza terpenoide y 

fenólica, respectivamente (Singhvi y Sharma, 1984; Howard y 

Peterson, 1986, Peterson y Howard, 1991). 

En la especie Ipomoea tricolor, la presencia de compuestos 

alelopáticos, principalmente la resina glicosídica y los alcaloides 

(tipo ergot) se evidenciaron por medio de un estudio fitoquimico 

biodirigido. Estos compuestos inhibieron in vitro el crecimiento 

radicular de las especies: Amaranthus leucocarpus y Echinochloa 

crusgalli (Calera, 1989; Anaya et al., 1990). 

La resina glicosídica es una mezcla cuyos componentes poseen 

como aglicona el ácido jalapinólico, y como función glicona un 

oligosacárido formado por glucosa, fucos a y ramnosa. El 

oligosacárido y la aglicona forman una macrolactona. Acidos grasos 

de bajo peso molecular (2-metilbutírico 3-hidroxi-2-metilbutirico) 

se encuentran esterificando los azúcares (Figura 2). Pereda-Miranda 

et al. (1992), lograron purificar y caracterizar uno de los 

componentes de la mezcla, la Tricolorina A, la cual representa el 

85% de la resina y probablemente es la responsable de la actividad 

alelopática. 
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GLUCOSA 

FUCOSA RAMNOSA 

I 
Rl 

Rl 6 R2: CH3-CH-CH-COOH 
I I 
OH ,CH3 

Figura 2. Elementos estructurales de los componentes de la resina 
glicosidica de I. tricolor. 
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OBJETIVOS 

1.- OBJETIVO GENERAL. 

El propósito del presente trabajo fué examinar el efecto de 

la resina glicosidica de Ipomoea tricolor sobre la actividad 

enzimática de las ATPasas de H+, entre ellas la de membrana 

plasmática de Echinochloa crussgalli , como un posible mecanismo 

alelopático. 

Las consideraciones generales tomadas en cuenta para 

establecer este objetivo, fueron las siguientes: 

a) El efecto inhibitorio de la resina glicosidica sobre el 

crecimiento radicular de E. crusgalli. 

b) El papel que tienen las ATPasas de H+ de células vegetales 

sobre la elongación y crecimiento celular. 

c) La actividad de otros compuestos secundarios sobre la 

actividad de la ATPasa de membrana plasmática. 
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2.- OBJETIVOS ESPECIFICOS. 

2.0.- Establecer el efecto biológico de la resina sobre la 

germinación y el crecimiento de semillas de Echinochloa crusgalli. 

2.1.- Determinar el efecto de la resina sobre la ATPasa de membrana 

plasmática en vesículas membranales. 

2.2.- Establecer la relación de concentración de la resina con el 

efecto inhibitorio sobre vesículas de membrana. 

2.3.- Evaluar el efecto de la resina en vesículas purificadas por 

gradientes de sacarosa. 

2.4.- Determinar el efecto de la resina en vesículas purificadas 

por partición de fases. 

2.5.- Identificación de las ATPasas presentes en las vesículas, 

corno posibles blancos de acción de la resina. 
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HIPOTESIS: 

La resina glicos1dica disminuye el crecimiento de las 

rad1culas debido a su efecto inhibitorio sobre las ATPasas de 

membrana que intervienen en la elongación y el crecimiento celular. 
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MATERIALES Y METODOS 

l. Material biol6gico. 

Semillas de Echinochloa crusgalli se sembraron sobre papel 

filtro ( número 42) en cajas de Petri de 6 cm de diámetro. En cada 

caja de Petri se adicionaron 1.5 mI de agua destilada y se se 

colocaron 10 semillas de la especie de prueba. Las cajas se 

sellaron con parafilm y se colocaron en una estufa a 30 oC, en la 

obscuridad. Después de 3 días de crecimiento las radículas se 

utilizaron para la obtención de la fracción microsomal. 

La resina glicosídica fue aislada de Ipomoea tricolor Cavo 

(Convolvulaceae), por medio del fraccionamiento biodirigido del 

extracto de acetato de etilo. Las evidencias químicas y 

espectroscópicas permitieron proponer que los componentes de la 

resina son derivados del ácido ll-hidroxihexadecanoico (ac. 

jalapinólico) lactonizado con una unidad trisacárida, compuesta de 

glucosa, fucos a y ramnosa. Estos azúcares son esterificados por 

ácidos grasos de bajo peso molecular (Calera, 1989 y Anaya et al., 

1990). El principal componente de la resina glicosídica es el 

compuesto tricolorina A, caracterizado y donado amablemente por el 

M en C. Rogelio Pereda Miranda, lo cual permitió el cálculo de 

concentraciones molares al utilizarse sobre la actividad de 

hidrólisis de ATP . 



31 

2. Obtención de la fracción microsomal. 

Las radiculas de Echinochloa crusgalli se disecaron y se 

homogenizaron en un mortero (preenfriado) con medio A (Sacarosa 250 

mM, Glicerol al 10%, EDTA 2 mM, ATP 1 mM, B- Mercaptoetanol, DTT 

4mM, Tris/HCI 70 mM pH 8.0, Quimostatina 7 ~g/ml, TLCK 10 ~g/ml , 

TPCK 10 ~g/~l), en una relación de 1 9 de tejido: 15 mI de medio A. 

El homogenado se filtró a través de cuatro capas de gasa y e l 

residuo se homogenizó nuevamente en la misma solución. El filtrado 

se sometió a centrifugación diferencial (Esquema l). El pellet 

recuperado en la centrifugación de 45,000 rpm constituye la 

fracción microsomal, la cual se resuspendió en un volúmen de 150 a 

200 ~l de medio B (Sacarosa 250 mM, glicerol al 10%, DTT lmM, 

Tris/HCl 5mM pH 7.0, Quimostatina 7 ~g/ml, TLCK 10 ~g/ml, TPCK 10 

~g/ml). Las muestras se almacenaron a -70 oC. 
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t 
PELLET 
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PROTEINAS 

MICROSOMAL) 
I 
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DE MEDIO B 

DETERMINACION 
DE ACTIVIDAD DE 
HIDROLISIS DE ATP 

ESQUEMA 1. OBTENCION DE LA FRACCION MICROSOMAL DE LAS RADICULAS DE 
Echinochloa crusgalli. 
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3. Aislamiento de vesículas de membrana plasmática por un gradi e nte 

discontinuo de sacarosa. 

La fracción microsomal obtenida de acuerdo con el Esquema 1 

(Mandala et al., 1982; Hodges y Mills, 1986), se colocó sobre un 

gradiente de sacarosa constituido por 20, 30, 34 Y 45% (w/w) de 

sacarosa, MgS04 1 mM, DTT 2.5 mM Y Tris/Mes 1 mM pH 7.2. El 

gradiente con las membranas se centrifugó a 23,000 rpm (Rotor Tipo 

SW 27) por 2 hrs a 4 oC. Las vesiculas de membrana plasmática se 

concentraron en la interfase 34/45% (Esquema 2). Las membranas 

fueron removidas con la ayuda de una pipeta Pasteur y se 

centrifugaron nuevamente con agua destilada para lavar la sacarosa. 

El pellet obtenido se resuspendió con medio B y se almacenó a -70 

4. Aislamiento de vesículas de membrana plasmática por partición en 

un sistema de polímeros en dos fases. 

La fracción microsomal (Esquema 1) se resuspendi6 en 1 mI de 

medio constituido por: Sacarosa 330 mM, KH2P04 5 mM pH 7.8 Y KCl 

3mM) y se adicionó a una mezcla de fases (1.26 g de Dextrán T-500 

al 20% (w/w), 0.558 g de PEG 3350 al 40% (w/w), 0.305 g de 

Sacarosa, 67.5 Jll de KH 2P04 O • 2 M Y 6.8 J-ll de KCl 2 M, a gua 

destilada a un peso de 2.7 g Y se añadi6 la fracción microsomal a 

un peso final de 3. 6g). Esta mezcla se agitó inv·irtiendo 20 veces 

el tubo y se centrifugó a 1500 rpm por 5 min a 4 oC. De esta 

centrifugación se obtuvieron dos fases: la fase U1 en la parte 
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superior (PEG) constituida por las vesiculas de membrana plasmática 

y la fase Ll en la parte inferior (Dextrán T-500) constituida por 

otras vesiculas celulares (Esquema 3). Con el fin de obtener una 

preparación de mayor pureza, la fase Ul se adicionó a la mezcla 

homogénea de un sistema de fases con la composición siguiente: 5.25 

g de Dextrán T-500 al 20%, 2.625 g de PEG 3350 al 40%, 1.694 g de 

Sacarosa, 375 ~l de KH2P04 0.2 M pH 7.8, 37.5 ~l de KCI y se añadió 

agua destilada a un peso final de 15 g) l. La preparación se 

centrifugó a 1500 rpm por 5 min para obtener la fase U2 • Este 

último paso se repitió para la obtención de la fase U3 • 

Posteriormente las membranas se diluyeron en 4 volúmenes de medio 

D (Sacarosa 250 mM Y Tris/HCl 10 mM pH 7.5) Y se centrifugaron a 

50 , 000 rpm por 2 hrs. El pellet obtenido se resuspendió en 200 ~l 

de medio B y se almacenó a -70 oC (Larson et al., 1987). 

1 Lo anterior es una modificación a l método de partición en un 
sistema de pol1meros en do s fas es. La f racción U1 se adic i onó a la 
mezcla homogéne a del sistema de fas e s y no únicamente a la fase de 
dextrán de la mi s ma como se efectúa de aéuerdo con el mét odo 
descrito en la literatura. 
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ESQUEMA 2. AISLAMIENTO DE VESICULAS DE MEMBRANA PLASMATICA POR UN 
GRADIENTE DISCONTINUO DE SACAROSA. 
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FRACCION MICROSOMAL 
(1800 RAICES) 
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KH 2 P04 5rnM pH 7.8 
KCl 3rnM 

ADICIONAR A UNA MEZCLA DE FASES 
DEXTRAN T500 al 20% (w/w)-1.116 9 
PEG 3350 al 40% (w/w)- 0.558g 
SACAROSA (SOLIDA) -- 0.305g 
KH 2P04 O. 2M pH 7.8 -- 67.5 fll 
KCl 2M-- 4.1 fll 
AÑADIR AGUA PESO FINAL --- 2.7g 
+ F. MICROSOMAL --- 3.6g 

VOLTEAR 20 VECES LA MEZCLA 
~ 

CENTRIFUGAR 
1500 rpm 5 min 4 OC 

SISTEMA DE FASES: ¡ ~ 
DEXTRAN T500 al 20% (w/w) - 4.65 g@1 MEZCLAR ~ U1 IR ~ 

SACAROSA (SOLIDA) -- 1.694g L', 1500 rpm 5 min 
PEG 3350 al 40% (w/w)- 2.325 9 ~< SF CENTRIFUGAR ~~ A U) 

KH2 P04 O. 2M pH 7.8 - 375 fll 
KCl 2M -- 22.5 fll tsJ 
AÑADIR AGUA PESO FINAL -- 15g OOF MEZCLAR. Vi IR 

\.. CENTRIFUGAR \..1 A U) • I '1500 rpm 5 min 

RECOBRAR MEMBRANAS ( U 2 Y U 3 ) 

DILUIR EN 4 VOLUMENES 
(SACAROSA 250rnM Y TRIS/HCl 10rnM pH 7.5) 

~ 
CENTRIFUGAR 

(ROTOR 60Ti) 
50,000 rpm 2 hrs 4 oC • RESUSPENDER PELLET 

I 
+ 

DETERMINACION 
DE PROTEINAS 

~ 
DETERMINACION 
DE ACT·IVIDAD DE 
HIDROLISIS DE ATP 

ESQUEMA 3. OBTENCION DE VESICULAS PURIFICADAS POR EL METODO DE 
PARTICION EN DOS SISTEMAS DE FASE (DEXTRAN T-500/PEG 
3350) . 
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5. Determinación de la concentración de proteína. 

El método utilizado para la determinación de la concentración 

de proteinas fue una modificación de Lowry realizada por Peterson 

(1977). Este procedimiento se efectuó de la siguiente forma: a 0.9 

mI de agua destilada se añadieron 5 ~l de la muestra. En cada tubo 

de reacción se adicionó 0.1 mI de OOC (Oesoxicolato de sodio) al 

0.15% y se agitó en un v6rtex; posteriormente se agreg6 1 mI de 

Reactivo A, constituido por partes iguales de agua destilada, NaOH 

0.8 N, SOS (Oodecil Sulfato de Sodio) al 10% y CTC (Na2C03 al 10%, 

CuS04 al 0.1 % Y K2C4H406 al 0.2 % ). Por último se adicionaron 0.5 mI 

de Reactivo B (una relación de un volúmen de Polin Ciocalteau por 

5 volumenes de agua destilada) y se realizó una segunda agitaci6n 

en un vórtex. Se dejó reaccionar durante 30 min a temperatura 

ambiente. La lectura se realizó en un espectrofotómetro a 750 nm. 

Se realizó una curva estándar con 10 a 60 ~g de Albúmina de Suero 

Bovino (BSA). 

6. Determinación de actividad enzimática. 

El ensayo de actividad de hidrólisis de ATP se efectuó de la 

siguiente forma: se adicionó 1 ug de fracción microsomal 6 de 

vesiculas purificadas de membrana plasmática a 150 ~l de medio de 

reacción, constituido por Sacarosa 250 mM, Tris/HCI 20 mM pH 7.0, 

ATP/Tris 10 mM, MgCl2 10 mM Y CCCP 7 ~M. Cuando fueron requeridos, 

se utilizaron algunos inhibidores especificos de las enzimas 

presentes en la preparación (Tabla 2). 
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Tabla 2. 

Inhibidores especificos empleados para inhibir la actividad de 
ATPasa en la fracción microsomal ó en las ves1culas purificadas de 
membrana plasmática. 

CONCENTRACION 

100 mM 
150 ó 250 uM 

2 mM * 
2 mM * 

INHIBIDOR 

KN03 

Na3V04 

Na2Mo04 

NaN3 

* Se utilizaron en mezcla. 

ENZIMA INHIBIDA ESPECIFICAMENTE 

ATPasa de Tonoplasto 
ATPasa de Membrana plasmática 
Fosfatasa ácida 
ATPasa Mitocondrial 

Se permitió que la reacción procediera durante 30 min a 30 oC, 

transcurrido este tiempo se detuvo la reacción mediante la adición 

de 150 ~l de SDS al 12%. La hidrólisis de ATP se midió a través de 

la cuantificación de Pi liberado del ATP por el Método de Chifflet 

modificado (González-Romo et al., 1992) . Este se realizó añadiendo 

300 ~l del reactivo B:C (ácido ascórbico al 12% y molibdato de 

amonio al 2%), se incubó de 3 a 10 min a temperatura ambiente y se 

agregaron 450 ~l de Reactivo E (citrato de sodio 2%, arsenito de 

sodio 2% Y ácido acético 2%). Después de 20 min a temperatura 

ambiente se midió la absorbencia de las muestras en el 

espectrofotómetro a 850 nm. Se realizó una curva estándar de 10 a 

Las determinaciones de actividad en presencia de la resina 

glicosidica se realizaron efectuando una preincubación del 

compuesto con el medio de reacción (excepto ATP/Tris y MgC12 ) y las 

vesiculas membranales durante 15 min a 30 oC. Con los datos 

obtenidos se realizó un análisis de varianza. 
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RESULTADOS 

1.- Efecto de la resina glicosídica sobre el crecimiento radic ular 

de Echinochloa crusgalli. 

En estudios previos se demostró que la resina glicosídica, 

aislada de Ipomoea tricolor (10 ~g/ml) presentaba una inhibición 

del 87% sobre el crecimiento radicular de Echinochloa crusgalli 

(Anaya et al., 1990). En el presente trabajo se examinó el efecto 

de la resina sobre el crecimiento radicular de E. crusgalli a 

diferentes tiempos y los resultados se indican en la Figura 3A. El 

máximo crecimiento medido como longitud radicular, se observó entre 

2 y 3 días, y no hubo diferencia significativa entre 3 y 4 días. En 

presencia de la resina glicosídica el crecimiento radicular se 

inhibió 82.1%, 88.7% Y 87.2% a los 2 , 3 Y 4 días, respectivamente. 

Con respecto al peso fresco de las radículas, éste fue mayor a 3 

días comparado con 2 y 4 días (Figura 3B), y en presencia de la 

resina el peso fresco de las radículas presentó una inhibición de 

78.3%, 96.9% Y 96.1% a 2, 3 Y 4 días, respectivamente. De acuerdo 

a estos resultados, el tiempo que se eligió para la obtención de la 

preparación microsomal y las vesículas de membrana plasmática fue 

el de 3 días de crecimiento de la radícula. 
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FIGURA 3A. Efecto de la resina glicosldica (10 ~g/ml) sobre el 
crecimiento radicular de Echinochloa crusgalli. La 
resina se disolvió en cloruro de metileno. El control 
creció solamente en presencia de agua (el disolvente no 
estuvo presente en el control porque en experimentos 
anteriores no presentó diferencias significativas con el 
control crecido en agua). 
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FIGURA 3B. Peso fresco de las radiculas de Echinochloa crusgalli a 
2, 3 Y 4 dias de crecimiento. La resina se disolvió en 
cloruro de metileno. 
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2.- Caracte rizaci6n de la hidr6lisis de ATP en la fracci6n 

microsomal de radículas de E. crusgalll. 

La fracción microsomal de las radículas de E. crusgalli se 

obtuvo como se describió en Materiales y Métodos (Esquema 1). Para 

establecer en la preparación, las condiciones de linearidad de la 

reacción enzimática con respecto al tiempo, se midió la hidrólisis 

de ATP por liberación de pi. En la curva se observa que la 

hidrólisis fue lineal en un rango de 2 hrs (Figura 4). El tiempo 

que se eligió para las mediciones posteriores fue de 30 min, porque 

se encontró dentro de un rango lineal y con una sensibilidad de 

absorbencia adecuada, según el método de Chifflet (González-Romo et 

al., 1992). 
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Estabilidad de la actividad de hidrólisis de ATP en la 
preparación microsomal. 

Se midió la estabilidad de la capacidad de hidrólisis de ATP 

en la fracción microsomal después de haberla mantenido en 

congelación a -7 O oC en un intervalo de O a 10 días. En los 

primeros 5 días se presentó una ligera disminución desde 531.3 nmol 

Pi/min/mg a 502.1 nmol Pi/min/mg en la actividad de hidrólisis de 

ATP de la preparación; sin embargo, a los 10 días se observó una 

pérdida del 20% de su actividad (Figura 5). Debido a estos 

resultados la cuantificación de la actividad se realizó dentro del 

período de una semana. 
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FIGURA 5. Estabilidad de la actividad de ATPasa en la fracción 
microsomal en tiempos de almacenamiento a -70 oC. 



44 

Identificaci ó n de los componentes respons ables de la act ivi dad 
de hidrólisis de ATP en la fracción microsomal. 

Considerando que varias enzimas podrian ser las responsables 

de la actividad de hidrólisis de ATP en la fracción microsomal, se 

ensayó la sensibilidad de la preparación a inhibidores especificos, 

para identificar los posibles componentes (Tabla 3) . Los resultados 

indicaron que existen cuatro componentes que hidrolizan ATP en los 

microsomas. La actividad total de la preparación fue de 528.1 rumol 

Pi/min/mg, que disminuyó un 13.9% cuando se añadió vanadato 

(inhibidor de la ATPasa de membrana plasmática) al medio de 

reacción, por lo que la ATPasa de membrana plasmática contribuyó 

con 73.3 rumol Pi/min/mg. En presencia de nitrato (inhibidor de la 

ATPasa de tonoplasto), la actividad se inhibió 44.0%, lo que 

sugiere que la ATPasa de tonoplasto contribuyó con 232.8 rumol 

Pi/min/mg. También existió contribución por la ATPasa mitocondrial 

y por la fosfatasa ácida, porque se observó una inhibición de 32.7% 

en presencia de la mezcla de azida y molibdato (inhibidores de la 

ATPasa de mitocondria y de la fosfatasa ácida, respectivamente), y 

su contribución fue de 172.9 nmol Pi/min/mg. 
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TABLA 3. 

ACTIVIDAD DE HIDROLISIS DE ATP POR LA FRACCION MICROSOMAL 
DE RADICULA DE Echinochloa crussgalli 

ACTIVIDAD HIDROLISIS DE ATP 
(runol Pi/min/mg) 

Sens a Na)V04 150 J.lM 73.3 a ± 0.8 
(ATPasa de M. plasmática ) 

Sens a KNO) 100 mM 232.8a ± 5.5 
(ATPasa de Tonoplasto) 

Sens a NaN)+NA2Mo04 2 mM c/u 172. 9a ± 4.9 
(ATPasa mitocondrial y 
Fosfatasa ácida) 

Total 528.1 ± 17.3 

* P < 0.05 

INHIBICION 
( % ) 

13.9* 

44.0* 

32.7* 

a La actividad de ATPasa sensible al inhibidor se calculó como la 
diferencia entre la actividad total menos la actividad en presencia 
de los inhibidores correspondientes. 

Posteriormente, se decidió determinar la concentración óptima 

de inhibición del vanadato (inhibidor de la ATPasa de membrana 

plasmática) sobre la hidrólisis de ATP. En la Figura 6, se observa 

que el porcentaje de inhibición obtenido se incrementó en forma 

dependiente de la concentración del inhibidor, obteniéndose una 

inhibición máxima de aproximadamente 20% a 300 J!M de vanadato. En 

los experimentos subsecuentes se utilizó 250 J!M de vanadato 

considerando que no constituye una concentración demasiado alta que 

pudiera actuar de manera poco especffic~ en 

(González-Romo et al., 1992). 

la preparac i ón 
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FIGURA 6. Efecto del vanadato sobre la hidrólisis de ATP de la 
fracción microsomal. Se utilizaron diferentes 
concentraciones del inhibidor (150 a 300 ~) . 

3.- Efecto de la resina glicosídica sobre la hidrólisis de ATP en 

la fracción microsoma1. 

Selección del disolvente de la resina glicosídica y su efecto en 
la actividad hidro1ítica en la fracción microsoma1. 

Después de haber establecido las condiciones de medición de 

actividad hidrolítica en la preparación, se procedió a examinar el 

efecto de la resina sobre la fracción microsomal . La insolubilidad 

de este compuesto en agua llevó a determinar el uso del mejor 

disolvente. Como se observa en la Figura 7, el cloruro de met ileno 
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present6 un efecto con grandes variaciones sobre la hidr6lisis de 

ATP a través de todas las concentraciones ensayadas del disolvente 

(4, 8 Y 13.3%); por el contrario, la dimetilformamida (DMF) mantuvo 

un efecto consistente, alcanzando una inhibici6n del 18.3% a una 

concentraci6n de 13.3% del disolvente. Estos resultados llevaron a 

establecer que el disolvente de la resina fuera la dimetilformamida 

al 1.3%. 
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FIGURA 7. Sensibilidad de la hidrólisis de ATP al cloruro de 
metileno y dimetilformamida en la fracci6n microsoma l a 
tres concentraciones diferentes de los disolventes . 
Medici6n de la actividad de hidr6lisis de ATP a 30 min y 
30 oC. 
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Cuantificación del efecto de la resina glicosídica sobre l a 
hidrólisis de ATP en la fracción microsomal utilizando 
dimetilformamida como disolvente. 

La resina se utilizó en un rango de concentración de 20 a 200 

~g en el medio de hidrólisis de ATP de los microsomas. En presencia 

de la resina glicosidica la actividad hidrolitica de ATP se inhibió 

en forma dependiente de la concentración (de 18.2% a 38.1%). Sin 

embargo, al examinar el efecto de la DMF se observó una reducción 

similar en la capacidad de hidrólisis de la preparación (de 9.8 a 

30.1%) (Figura 8). La diferencia entre estas dos inhibiciones y por 

lo tanto el efecto de la resina fue del 8% y constante a todas las 

concentraciones examinadas. La concentración de resina elegida para 

los siguientes experimentos fue de 40 ~g, considerando que es una 

concentración pequeña que puede actuar de manera más especifica 

sobre la preparación. 
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FIGURA B. Efecto de la resina sobre la hidrólisis de ATP en la 
fracción microsomal. La resina se utilizó a 
concentr aciones de 20 a 200 ~g (el compuesto se 
solubilizó en DMF 0.7% a 6.7%, respectivamente). 

Cuantificación del efecto de la resina glicosídica util izando 
dimetilsulfóxido como disolvente sobre la hidrólisis de ATP en la 
fracción mi crosomal . 

Como otro posible disolvente de la resina se utilizó el 

dimetilsulfóxido (DMSO) y se estableció su efecto sobre la 

hidrólisis de ATP. Esta selección se basó en su amplia utilización 

en sistemas biológicos y por el efecto inhibitorio que presentó la 

dimetilformamida sobre la preparación. Se observó que la resina (20 

a 200 ~g) manifestó una estimulación del 12% al 20% sobre la 

hidrólisis de ATP a todas las concentraciones ensayadas con el 

disolvente (0.7 a 6.7%) (Figura 9). Este incremento en la activ idad 

de hidrólisis en presencia de la resina disuelta con DMSO puede 
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haberse originado como una estimulación en alguno(s) de los 

componentes hidrollticos de la preparación microsomal. Este 

resultado determinó que el disolvente seleccionado para la resina 

fuera la dimetilformamida. 
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FIGURA 9. Efecto del dimetlsulfóxido sobre la actividad de ATPasa 
en la fracción microsomal. La resina (20 a 200 ~g) se 
solubilizó en este disolvente. 

Efecto de la preincubación de la fracción microsomal c on la 
resina glicosídica. 

Para obtener efectos mayores en la inhibición de las enz i mas 

que hidrolizan ATP, algunos autores las preincuban con el inh ibidor 

antes de iniciar la reacción de hidrólisis por adición de ATP 
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(Serrano, 1990). De acuerdo con esto, se preincubó la resina para 

determinar si su efecto inhibitorio aumentaba. En la Figura 10 se 

observa que la resina provocó una disminución constante de la 

hidrólisis de ATP (10%) independientemente del tiempo de 

preincubación (desde 15 min hasta 1 h), es decir el efecto 

inhibitorio de la resina se incrementó únicamente un 2% como 

consecuencia de la preincubación (inhibición del 8% sin 

preincubación vs. inhibición del 10% con preincubación). Debido a 

que el pequeño incremento en la inhibición presentada por la resina 

fue similar en todos los tiempos de preincubación realizados, se 

decidió preincubarla 15 min, para los experimentos siguientes. 
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FIGURA 10. Es t ablecimiento de las condiciones óptimas de 
preincubación con la resina. lug de p r oteína micros omal 
de radícula se preincubó a los tiempos indicados en 
presencia del compuesto señalado e n el medio de reacc i ón. 
La concentración de resina fue de 40 ~g. 
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Sitio de acción de la resina glicosldica sobre los component es 
hidrolíticos de ATP de la fracción microsomal. 

Debido a que la fracci6n microsomal contiene varios 

componentes que pueden hidrolizar ATP, y que la resina puede actuar 

sobre uno 6 más de ellos, se resolvi6 usar inhibidores selectivos 

de tales componentes hidroliticos. Se realiz6 un experimento para 

determinar el efecto de la resina sobre la actividad de dos 6 tres 

enzimas que producen pi simultáneamente, inhibiendo únicamente uno 

de los componentes de la actividad de ATPasa con un inhibidor 

especifico (Tabla 4). En presencia de vanadato, la actividad de 

hidr6lisis de ATP de la membrana plasmática fue inhibida; la 

actividad remanente correspondi6 a ias enzimas no inhibidas, es 

decir las ATPasas de tonoplasto y la mitocondrial, as! como la 

fosfatasa ácida. Cuando se añadi6 vanadato y resina disuelta en 

dimetilformamida, tal actividad remanente se estimu16 un 6.2%, lo 

que sugiere, que la resina estimu16 a alguna(s) de las tres enzimas 

no inhibidas con vanadato. 

Por otro lado, la actividad de hidr6lisis de ATP en prese ncia 

de la resina más azida y molibdato, activó 8.2% a las ATPasas 

microsomales (tonoplasto y/o membrana plasmática). Asimismo, la 

actividad remanente de hidrólisis de ATP en presencia de nitrato 

más la resina, tuvo un efecto inhibitorio de 7% sobre las enzimas 

de membrana plasmática, mitocondria y fosfatasa ácida, que son 

insensibles al inhibidor. Estos datos sugieren que la resina tiene 

posiblemente dos formas de acción una estimulatoria y la otra 

inhibitoria, sobre diferentes componentes hidroliticos de ATP, sin 

embargo no se pudo establecer la identidad inequivoca de estos 
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efectos y sus respectivos blancos. 

Tabla 4. 

EFECTO DE LA RESINA GLICOSIDICA SOBRE LA HIDROLISIS DE ATP DE LA 
FRACCION MICROSOMAL EN PRESENCIA DE INHIBIDORES ESPECIFICOS 

ACTIVIDAD 

Control 
Insens a Na3VO. 
+ DMF 

Insens a Na3VO. 
+ DMF 
+ Resina 

Insens a NaN3 

/Na2Mo04 

+ DMF 

Insens a NaN3 

/Na2Mo04 

+ DMF 
+ Resina 

Insens a KN03 

+ DMF 

Insens a KN0 3 

+ DMF 
+ Resina 

HIDROLISIS DE ATP ACT SENS RESINA ENZIMAS 
(rumol Pi/min/mg) NO INHIBIDAS 

1351. 7 ± 4.3 
911.84 ± 4.5 (100%) 

968.94 ± 0.0 (106.2%) +57.1 

571.64 ± 0.3 (100%) 

618.58 ± 0.4 (108.2%) +46.9 

990.58 ± 0.3 (100%) 

923.7 8 ± 8.6 (93.2%) -66.8" 

Tonoplasto 
Mitocondrial 

F. ácida 

Tonoplasto 
M. plas mática 

M. Plasmática 
Mitocondrial 
F. ácida 

~ Actividades parciales (inhibidores) = 1358.6 nmol Pi/min/mg 

* P < 0.05 

a La actividad de ATPasa insensible al inhibidor: es la actividad 
medida en presencia del inhibidor correspondiente. 

Concentraciones de inhibidores: vanadato 250 ~¡ nitrato 100 mM¡ 
azida y molibdato 2 mM c/u. Disolvente (DMF) 1.3% Y resina 40 ~g. 
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En otro tipo de experimento, se determinó el efecto de la 

resina sobre una sola enzima, inhibiendo para ello a todas las 

otras con sus respectivos inhibidores. Los resultados obtenidos 

confirmaron 10 que se obtuvo en el experimento anterior, o sea que 

existieron efectos diferenciales de la resina sobre los componentes 

enzimáticos presentes en la fracción microsomal. También se puso en 

evidencia que la actividad de la ATPasa de tonoplasto en presencia 

de la resina, se estimulaba en 8.9%. Además, la actividad de la 

ATPasa mitocondrial y/o la fosfatasa ácida, fueron estimuladas un 

20.7% en presencia de la resina. Por el contrario, la actividad de 

hidrólisis de la ATPasa de membrana plasmática fue inhibida 9.1% 

por la resina (Tabla 5). La suma de la inhibición total producida 

por l a mezcla de los inhibidores, fue mayor al control. Esto 

posiblemente ocurrió por una interacción de los inhibidores entre 

sl a inhibiciones cruzadas. De aqul que estos resultados no 

demuestren inequlvocamente la identidad de los sitios de acción de 

la resina. 
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Tabla 5. 

EFECTO DE LA RESINA GLICOSIDICA SOBRE LA HIDROLISIS DE ATP EN LA 
FRACCION MICROSOMAL EN PRESENCIA DE MEZCLAS DE INHIBIDORES 

ESPECIFICOS 

ACTIVIDAD HIDROLISIS DE ATP ACT SENS RESINA ENZIMAS 

Control DMF 

Insens a Na 3 V04 

+ NaN 3 /Na2Mo04 

+ DMF 

Insens a Na3 VO. 
+ NaN3 /Na2Mo04 

+ DMF 
+ Resina 

Insens a KN0 3 

+ Na3V04 

+ DMF 

Insens a KN0 3 

+ Na3V04 

+ DMF 
+ Resina 

Insens a KN03 

+ NaN3/Na2MoO. 
+ DMF 

Insens a KN0 3 

+ NaN 3 /Na2Mo04 

+ DMF 
+ Resina 

(rumol Pi/min/mg) NO INHIBIDAS 

1225.5 ± 0.3 

588.9A ± 3.1 (100%) 

641. ¡a ± 3.9 (108.9%) +52.2· 

598.3A ± 2.8 (100 %) 

722.2 A ± 2.3 (120.7%) +123.9* 

553.3 A ± 3.9 (100%) 

503.0A ± 2.5 (90.9%) -50.3* 

Tonoplasto 

Mitocondri-tl 
F. ácida 

M. plasmática 

Control = 1331.1 rumol Pi/min/mg 
~ Actividades parciales (inhibidores) = 1927.3 rumol Pi/min/mg 
~ Efectos de la resina = 8.9 + 20.7 - 9.1 = 20.5 

* P < 0.05 

a La actividad de ATPasa insensible al inhibidor: es la actividad 
medida en presencia del inhibidor correspondiente. 

Concentracio nes de inhibidores: vanadato 250 ~; nitrato 100 mM; 
azida y molibdato 2 mM c/u. Disolvente (DMF) 1.3% Y resina 40 ~g. 
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Aun cuando la resina presentó un efecto inhibitorio solo sobre 

la ATPasa de membrana plasmática del 9.1% en la fracción microsomal 

(Tabla 5), es posible que el efecto inhibitorio real fuera mayor y 

que estuviera enmascarado por el efecto estimulatorio de la resina 

sobre la actividad de las otras enzimas, ó bien por una 

especificidad cruzada de los inhibidores ó posibles interacciones 

entre ellos. Por estas razones , se realizó la purificación de las 

vesiculas de membrana plasmática para determinar más precisamente 

el efecto de la resina sobre estas membranas. 

4.- Purificación de las vesículas de membrana plasmática de 

radícula de E. crusgalli por gradientes de sacarosa. 

Los resultados con las ves!culas purificadas en gradientes de 

sacarosa (Tabla 6), muestran que la cantidad de prote!na total 

recuperada en la interfase 34-45% del gradiente de sacarosa 

(ves!culas de membrana plasmática) fue del 0.1%. La preparación as! 

obtenida presentó una actividad especifica total de 346.0 nmol 

Pi/min/mg, menor a la de la fracción microsomal que fue de 610.3 

nmol Pi/min/mg. En la interfase, la hidrólisis de ATP disminuyó 

18.6% en presencia de vanadato (inhibidor de la ATPasa de membrana 

plasmática) en relación con el 12.2% de la fracción microsomal, 

pero fue menor a la inhibición del 27.6% que presentó el pellet . Al 

utilizar nitrato (inhibidor de la ATPasa de tonoplasto), la 

hidrólisis en la interfase se inhibió únicamente 7.6%, en 

comparación con el 41.4% que presentó la fracción microsomal. A 
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pesar de la purificación se observó que la ATPasa de mitocondria y 

la fosfatasa ácida continuaron contribuyendo a la hidrólisis de ATP 

puesto que la mezcla de azida y molibdato (inhibidores de la ATPasa 

mitocondrial y de la fosfata ácida respectivamente) , las inhibió 

aproximadamente 50% . Estos resultados nos indicaron que la 

preparación de vesículas recuperadas en la interfase 34-45% del 

gradiente de sacarosa, no correspondía únicamente a vesículas de 

membrana plasmática sino también a vesículas de mitocondria y a 

vesiculas de tonoplasto. También se observó que gran parte de la 

actividad se registró en el pellet. A pesar de ello, el gradiente 

de sacarosa utilizado, permitió que se obtuviera en la preparación 

una importante disminución de las vesiculas de tonoplasto. 

Considerando estos datos, se asumió que no existia una separación 

diferencial ventajosa de las vesiculas de membrana plasmática por 

el gradiente de sacarosa , por lo cual se resolvió utilizar otro 

método de aislamiento. 



Tabla 6. 

SENSIBILIDAD DE LA HIDROLISIS DE ATP A INHIBIDORES ESPECIFICOS 
POR LAS VESICULAS PURIFICADAS EN GRADIENTES DE SACAROSA 

FRACCION 
MICROSOMAL 

Proteína total 2,724.0 
o.tg) 

Recuperación 
(% ) 

Control 610.3 ± 26.8 
(runol Pi/min/mg) (100.0%) 

Vanadato 250 f.tM 74.7 8 ± 4.9 
(runol Pi/min/mg) (12.2%) 

Nitrato 100 mM 252.98 ± 4.0 
(runol Pi/min/mg) (41.4%) 

Azida/Molibdato 333.3 8 ± 4.1 
2 mM c/u (54.6%) 
(runol Pi/min/mg) 

INTERFASE 
34-45% 

• 64.0 

0.1 

346.0 ± 2.4 
(l00.0%) 

64.4 8 ± 2.4 
(18.6%) 

26.58 ± 3.2 
( 7.6%) 

175.98 ± 6.5 
(50.8%) 

PELLET 

333.2 

12.2 

632.2 ± 4.8 
(l00.0%) 

174.78 ± 0.0 
(27.6%) 

74.68 ± 5.7 
(11.8%) 

404.4 8 ± 6.5 
(64.0%) 
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8 La actividad de ATPasa sensible al inhibidor se calculó como la 
diferencia entre la actividad total menos la actividad en presencia 
del inhibidor correspondiente. 

Purificación de las vesículas de membrana plasmática de radícula 
de E. crusgalli por partición de fases. 

En la Tabla 7, se indican los resultados del método de 

purificación para la obtención de vesiculas de membrana plasmática 

basado en la partición en un sistema de polimerGs en dos fases, en 

una relación de , Dextrán/PEG 6.2/6.2 y KCl 3 mM. Con este método, 

se obtuvo una recuperación del 29.9% de proteína total en las 
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veslculas purificadas y un aumento en la actividad de hidrólisis de 

ATP (1115.1 nmol Pi/min/mg) con respecto al control (fracción 

microsomal con 881.8 nmol Pi/min/mg). En presencia de vanadato, la 

hidrólisis de ATP en las veslculas aisladas (U2 ) fue inhibida 

24.7%, lo que corresponde a una contribución de la ATPasa de 

membrana plasmática de 276 nmol Pi/min/mg, es decir, hubo más 

sensibilidad al inhibidor en comparación con la fracción microsomal 

que se inhibió 18.3% Y tuvo una contribución de 161.9 nmol 

Pi/min/mg. La sensibilidad de la ATPasa de tonoplasto al nitrato 

disminuyó de 26.7% en los microsomas, a 9.1% en la fracción U2 • Por 

su parte, la azida y el molibdato mantuvieron su efecto de 

aproximadamente un 50% de inhibición, sobre la ATPasa mitocondrial 

y la fosfatas ácida, las cuales contribuyeron con 510 nmol 

Pi/min/mg y 521.8 nmo1 Pi/min/mg en la fracción microsomal y U2 , 

respectivamente. Con estos resultados se puso en evidencia la 

presencia de una mayor cantidad de veslculas de membrana plasmática 

en U2I una menor proporción de veslculas de tonoplasto, también 

obtenidas por el gradiente de sacarosa, y una persistente presencia 

de los contaminantes (ATPasa mitocondrial y fosfatasa ácida). 



Tabla 7. 

HIDROLISIS DE ATP DE VESICULAS DE MEMBRANA PLASMATICA 
PURIFICADAS POR PARTICION DE FASES EN DOS POLIMEROS 

Proteina total 
(~g) 

Recuperación 
( % ) 

Control 
(runol Pi/min/mg) 

Vanadato 250 ~ 
(runol Pi/min/mg) 

Nitrato 100 mM 
(nmol Pi/min/mg) . 

Azida/Molibdato 
2 mM c/u 
(runol Pi/min/mg) 

* P < 0.05 

FRACCION 
MICROSOMAL 

2,676.0 

882.1 ± 50.5 
(100.0%) 

161. 9a ± O. O 
(18.3% ) 

235.2 a ± 0.3 
(26.7%) 

5l0.0a ± 0.0 
(57.8%) 

FRACCION U2 
% DEX/PEG 6.2/6.2 

3mM KCl 

800.0 

29.9 

1118.6 ± 1.1 
(100.0%) 

276.0a ± 2.1 
(24.7%)* 

102.0a ± 3.9 
( 9.l%)· 

521.2a ± 0.3 
(46.6%) 

a La actividad de ATPasa sensible al inhibidor se calculó 
corno la diferencia entre la actividad total menos la 
actividad en presencia del inhibidor correspondiente. 
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Sinergismo entre la concentración de sales y relación de los 
polímeros en el método de purificación por partición de fases . 

El incremento en la concentración de sales (KC1) y la relación 

de los polimeros (% Dextrán/PEG), actúan generalmente de forma 

sinergistica en la separación de las vesiculas de membrana 

plasmática (Larson et al. , 1987). En la Tabla 8 se muestra el 
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efecto de Kel 5 mM Y tres diferentes relaciones de % Dextrán/PEG 

sobre la partición de las membranas vesiculadas. La relación 7/7 

originó la preparación más pura, porque 78.6% de la actividad de 

hidrólisis de ATP fue producida por las vesículas de membrana 

plasmática (sensibles a vanadato), comparada con el 50% obtenido 

con las otras relaciones probadas de polímeros. Además, solamente 

un 11.0% de ' la actividad total correspondió a la ATPasa 

mitocondrial y a la fosfatasa ácida (sensibles a azida y 

molibdato), en relación con el 37.6%, 47.1% Y 53.3% obtenido tanto 

con las otras dos relaciones de polímeros como en los microsomas. 

Finalmente, la contribución de la ATPasa de tonoplasto a la 

hidrólisis de ATP (en presencia de nitrato) fue únicamente de 4.7 %, 

lo que determinó que las vesículas de tonoplasto presentaran U l 

decremento en su proporción, en comparación con la obtenida en la 

relación de los polímeros 6.2/6.2 y al gradiente de sacarosa. Es 

necesario recalcar, que existió una significativa disminución de 

los contaminantes (ATPasa mitocondrial y fosfatasa ácida) en las 

vesículas. Asimismo, estos resultados demostraron que la mayor 

purificación de las vesículas de membrana plasmática se obtuvo en 

la relación 7/7 de los polímeros en el método de partición. 

La concentración de proteína se cuantificó a través de las 

relaciones de polímeros ensayadas (6.2, 7.0 Y 7.5%), observándose 

que la cantidad de proteína total recuperada fue similar en todas 

las concentraciones de polímeros experimentadas~ 
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Tabla 8. 

EFECTO DE LA RELACION DE POLIMEROS SOBRE LAS VESICULAS (U2 ) 

OBTENIDAS POR EL METODO DE PARTICION DE FASES 

F.M. 

Proteína total 3,029.1 
(J.lg) 

Recuperación 
( % ) 

Control 312.0 ± 2.0 
(rumol Pi/min/mg) (100.0%) 

Vanadato 59.68 ± 1.9 
(rumolPi/min/mg) (19.1%) 

Nitrato 94.08 ± 1. 2 
(rumol Pi/min/mg)(30.1%) 

Azida/Mo. 166.38 ± 0.8 
(rumol Pi/min/mg) (53.3%) 

* P < 0.05 

% DEXTRAN T500/PEG3350 (5mM KCl) 

6.2/6.2 7.0/7.0 7.5/7.5 

100.2 100.0 98.7 

10.0 9.9 9.8 

554.8 ± 20.3 324.5 ± 9.0 476.8 ± 4.7 
(100.0%) (100.0%) (100.0%) 

280.P ± 0.0 255.08 ± 15.8 216.5 8 ± 6.8 
(50.4%) (78.6%)" (45.4%) 

21. 98 ± 5.3 15.4 8 ± 0.7 90.58 ± 9.8 
( 3.9%) ( 4.7 %)" (19.0%) 

261.58 ± 0.4 36.08 ± 3. O 179.18 ± 3.4 
(47.1%) (11.0%)" (37.6%) 

8 La actividad de ATPasa sensible al inhibidor se calculó como la 
diferencia entre la actividad total menos la actividad en presencia 
del inhibidor correspondiente. 

Concentraciones de inhibidores: vanadato 250 J.lM ; nitrato 100 mM; 
azida y molibdato 2 mM c / u. 
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Enriquecimiento de las vesículas de membrana plasmática por una 
segunda partición de fases. 

Con el propósito de obtener un mayor enriquecimiento de las 

vesiculas de membrana plasmática, evaluado por sensibilidad a 

vanadato e insensibilidad a otros inhibidores, se realizó una 

segunda partición en un sistema de polimeros en dos fases y se 

obtuvo la fracción U3 (Tabla 9). En esta fracción, la cantidad de 

proteina total que se obtuvo fue de 33.6 ~g partiendo de 266.7 ~g 

en U2 , lo que correspondió a una recuperación del 1.3%. Asimismo, 

se incrementó la contribución de la ATPasa de membrana plasmática 

de 75.3% a 88.0% (actividad sensible a vanadato). Se eliminó 

totalmente la contribución de la ATPasa de tonoplasto a la 

hidrólisis de ATP (en presencia de nitrato no existió inhibición). 

La ATPasa mitocondrial y la fosfatasa ácida (sensibles a azida y 

molibdato) contribuyeron con 10.0% a la actividad hidrolitica en 

forma similar a la presente en U2 • Estos resultados confirmaron que 

por este método se obtuvo una purificación aceptable de las 

vesiculas de membrana plasmática y por lo tanto una predominante 

actividad de la ATPasa de membrana plasmática en relación con las 

otras enzimas que hidrolizan ATP (ATPasa de tonoplasto, ATPasa 

mitocondrial y fosfatasa ácida). 



Tabla 9. 

ENRIQUECIMIENTO DE LAS VESICULAS U2 POR UNA SEGUNDA 
PARTICION DE FASES 

Proteína total 
(J-lg) 

Recuperación 
( % ) 

Control 
(runol Pi/rnin/rng) 

Vanadato 250 J-lM 
(runol Pi/rnin/rng) 

Nitrato 100 mM 
(runol Pi/rnin/rng) 

Azida/Molibdato 
2 mM c/u 
(runol Pi/rnin/rng) 

* P < 0.05 

F.M. 

2,532.0 

565.9 ± 0.3 
(100.0%) 

104.0a ± 0.3 
(18.3%) 

l69.5a ± 0.0 
(30.0%) 

295.P ± 0.3 
(52.1%) 

266.7 

10.5 

432.0 ± 1.9 
(100.0%) 

325.3a ± 0.6 
(75.3%) 

l8.l a ± 0.3 
( 4.1%) 

49.2 a ± 0.3 
(11.3%) 

33.6 

1.3 

843.5 ± 0.6 
(100.0%) 

742.l a ± 1.6 
(88.0%( 

- 0.8a ± 0.06 
(0.3% +) 

84.7a ± 0.7 
(10.0%) 
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a La actividad de ATPasa sensible al inhibidor se calculó corno la 
diferencia entre la actividad total menos la actividad en presencia 
del inhibidor correspondiente. 
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5.- Efecto de la resina sobre las vesículas purificadas de membrana 

plasmática. 

Comparaci6n del efecto de la resina glicosídica sobre la 
actividad hidrolítica en las fracciones U2 Y U3 de las vesículas 
purificadas de membrana plasmática. 

Una vez que se obtuvieron vesiculas purificadas de membrana 

plasmática en las que prácticamente el 90% de la hidrólisis de ATP 

provenia de la ATPasa de membrana plasmática (fracción U3 ), se 

procedió a cuantificar el efecto de la resina sobre la hidrólisis 

de ATP. Se encontró que la resina (40 ~g) provocó una inhibición 

del 18.1% y que la DMF tuvo un efecto inhibitorio del 7.4% sobre la 

fracción U2 • Por el contrario, en la fracción U) la resina 

incrementó su efecto inhibitorio hasta un 31.6% y la DMF no tuvo un 

efecto significativo (Tabla 10). El disolvente de la resina 

manifestó un efecto sobre U2 pero sobre U3 , posiblemente porque la 

fracción U2 se encontraba constituida por una mayor proporción de 

las otras vesiculas (tonoplasto y contaminantes) que pudieron haber 

interactuado con el disolvente, en forma tal que enmascarara el 

efecto inhibitorio de la resina sobre la actividad de la ATPasa de 

membrana plasmática en comparación con la fracción U3 , enriquecida 

como se ha de scrito, en vesiculas de membrana plasmática. 



Tabla 10. 

EFECTO DE LA RESINA GLICOSIDICA SOBRE LA HIDROLISIS DE ATP 
DE VESICULAS DE MEMBRANA PLASMATICA 

PURIFICADAS POR UNA DOBLE PARTICION DE FASES 

Control 
(nmol Pi/min/mg) 

Vanadato 250 J!M 
(nmoles Pi/min/mg) 

DMF 1. 3% 
(nmol Pi/min/mg) 

Resina 40 ~g 
(nmol Pi/min/mg) 

* P < 0.05 

F.M. 

565.9 ± 0.3 
(100.0%) 

104.011 ± 0.3 
(18.3%) 

86.511 ± 0.3 
(15.2%) 

59.511 ± 0.3 
(10.5%) 

432.0 ± 1.9 
(100.0%) 

325.3 11 ± 0.6 
(75.3%) 

32.011 ± 0.6 
( 7.4%) 

73.2 11 ± 6.2 
(18.1%) 

843.5 ± 0.6 
(100.0%) 

742.1 11 ± 1.6 
(88.0%)* 

-2.2 11 ± 0.3 
(0.3% +)* 

266.7 11 ± 0.3 
(31.6%)* 
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11 La actividad de ATPasa sensible al inhibidor (DMF ó resina) se 
calculó como la diferencia entre la actividad total menos la 
actividad en presencia del vanadato, DMF ó resina. 
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Efecto de la resina glicosídica sobre la actividad de hidr6lisis 
de ATP de la fracci6n U). 

Para confirmar que la ATPasa de membrana plasmática 

efectivamente es el componente afectado por la resina en las 

vesiculas purificadas, se utilizaron inhibidores especificos para 

cada una de las enzimas sobre la hidrólisis de ATP en preparaciones 

de la fracción U)I excepto nitrato (ATPasa de tonoplasto, no 

presente en la preparación) (Tabla 11). El diseño experimental fue 

similar al descrito en la Tabla 4. En presencia de vanadato, la 

resina estimuló la hidrólisis de ATP en 16.1% sobre la ATPasa 

mitocondrial y/o la fosfatasa ácida. Asimismo, la presencia de 

resina más azida y molibdato, tuvo un efecto inhibitorio de 30.1% 

sobre la ATPasa de membrana plasmática, valor muy cercano al 31.6% 

de provocado por la resina en el experimento de la Tabla 10, con un 

protocolo experimental complementario. Con estos datos se 

estableció que la ATPasa de membrana plasmática era en efecto la 

enzima hidrolitica de ATP que es inhibida por la resina. 
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Tabla 11. 

EFECTO DE LA RESINA GLICOSIDICA SOBRE LA HIDROLISIS DE ATP DE LA 
FRACCION U) (M.P.) EN PRESENCIA DE INHIBIDORES ESPECIFICOS 

ACTIVIDAD HIDROLISIS ATP ACT SENS RESINA ENZIMAS 
(rumol Pi/min/mg) NO INHIBIDAS 

Control 1077.3 ± 1.0 

Insens a Na)V04 132.68 ± 0.4 (100%) 
(250 f.1M) 
+ DMF ( 1.3%) 

Insens a Na) V04 154.08 ± 0.4 (116.1%) 
(250 f.1M) 
+ DMF (1. 3%) 
+ Resina (40 f.lg) 

Insens a NaN) 965.98 ± 0.4 (100%) 
/Na2Mo04 (2 mM c/u) 
+ DMF (1. 3%) 

Insens a NaN) 673.7 8 ± 0.3 (69.7%) 
/Na2Mo04 (2 mM c/u) 
+ DMF (1. 3%) 
+ Resina (40 f.1g) 

+21.4 

-292.2* 

Mitocondrial 
F. ácida 

M. plasmática 

~ Actividades parciales (inhibidores) = 1051.3 rumol Pi/min/mg 

* P < 0.05 

a La actividad de ATPasa insensible al inhibidor: es la actividad 
medida en presencia del inhibidor correspondiente. 
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Determinación del efecto de diferentes concentraciones de la 
resina glicosídica sobre la actividad hidrolítica de ATP de las 
vesículas purificadas de membrana plasmática (U3 ). 

En la Figura IIA se muestra que la actividad de hidrólisis de 

ATP de la ATPasa de membrana plasmática disminuyó al incrementarse 

la concentración de la resina glicosidica en el medio de reacción. 

El porcentaje de inhibición osciló entre el 25% y el 35% en un 

rango de concentración de 20 a 200 ~g (Figura 9B). En ésta 

preparación la dimetilformamida no presentó ningún efecto sobre la 

hidrólisis de ATP a concentraciones pequeñas (0.7% a 2.7% de DMF) , 

mientras que a la concentración más alta (6.7%) inhibió un 7.4%. 
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FIGURA IIA. Efecto de la concentración de la resina glicosidica 

sobre la hidrólisis de ATP en las vesiculas de la 
fracción de membrana plasmática (°3 ), de radicula de E . 
crusgalli. 
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FIGURA lIB. Inhibición de la resina glicosidica (20 a 200 ~g) sobre 
la actividad de hidrólisis de ATP en las vesiculas de la 
fracción U) (membrana plasmática) de radicula de E. 
crusgalli. 

Determinación del efecto del compuesto tricolorina A (componente 
de la resina glicosídica) sobre la hidrólisis de ATP de las 
vesículas purificadas de membrana plasmática. 

La resina glicosidica que se habia estado usando hasta el 

experimento anterior era en realidad una mezcla de varios 

constituyentes. Pereda-Miranda et al . (1992) reportaron la 

estructura del componente mayoritario, (85%) denominado Tricolorina 

A. Usando este compuesto por si sólo, se pudo determinar su efecto 

sobre la hidrólisis de ATP de las vesiculas de membrana, lo cual 

permitió la estimación de su concentración m?lar y la compar ación 

con el efecto de la resina glicosidica utilizada anteriormente. En 
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la Figura 12A se observa que la tricolorina A presente en 

concentraciones bajas «200 ~M) provocó una gran disminución sobre 

la actividad hidrolftica. Tal inhibición tuvo un aumento gradual a 

concentraciones crecientes ()200 ~M). El porcentaje de inhibición 

de la tricolorina A sobre la hidrólisis se muestra en la Figura 

12B. La inhibición producida es dependiente de la concentración y 

muy similar al de la resina (21% a 37.9% y 25% a 35%, 

respectivamente). La DMF presentó una inhibición del 0.3% al 8.8% , 

semejante a la cuantificada anteriormente con la resina. Estos 

resultados demostraron que la actividad presente en la preparación 

de resina enriquecida se deben a su principal componente, el 

compuesto tricolorina A. 
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FIGURA 12A. Efecto del compuesto tricolorina A (130 a 1305 ~) 
sobre la actividad de hidrólisis de ATP de la fracci ón 
U) (vesfculas de membrana plasmática). 
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FIGURA 12B. Inhibición del compuesto tricolorina A (130 a 1305 ~) 
sobre la hidrólisis de ATP de la fracción U3 (vesículas 
de membrana plasmática) . 
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DISCUSIOH 

Se ha demostrado que los compuestos alelopáticos pueden 

manifestar su efecto en la planta receptora como cambios en la 

germinación y el crecimiento de la radicula ó del tallo, entre 

otros. Estas modificaciones seguramente estan acompañadas por 

alteraciones en los procesos celulares. Asimismo, se sabe que 

existe una gran diversidad de mecanismos de acción a través de los 

cuales estos compuestos pueden ejercer su efecto. 

En una investigación previa, que sirvió como antecedente al 

presente trabajo se determinó que la resina glicosidica, 

alelopático aislado de Ipomoea tricolor, inhibió hasta en 87% el 

crecimiento radicular de Echinochloa crusgalli cuando se usó a una 

concentración de 10 ~g/ml (Anaya et al., 1990). 

La ATPasa de H+ de membrana plasmática es esencial en el 

proceso de crecimiento celular debido a dos aspectos importantes: 

a) La teoria del crecimiento ácido postula que la acidificación del 

espacio apoplástico producido por la ATPasa es responsable del 

incremento en la plasticidad de la pared celular; b) El gradiente 

de protones generado por la ATPasa es la fuente energética que 

dirige el transporte activo de moléculas esenciales para el 

crecimiento, tales como aminoácidos y azúcares. Ambas acciones de 

la ATPasa pueden afectar de forma importante el crecimiento 

radicular (Senn y Goldsmith, 1988; Altabella et al., 1990; Serrano, 

1990). Con el fin de explorar los mecanismos de acción involucrados 

en la inhibi c i ón de la resina glicosldica sobre el crecimi ento 

radicular de E. crusgalli se estudió el efecto de esta resina sobre 
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la actividad de la ATPasa de H+ de membrana plasmática. 

l. Caracterización de la fracción mierosomal. 

La actividad de hidrólisis de ATP en la fracción microsomal 

obtenida de rad1cula de Echinochloa crusgalli mostró un rango de 

500-1300 rumol Pi/min/mg. Esta variación posiblemente se debió a que 

durante el desarrollo de este trabajo se usaron dos lotes de 

semillas diferentes, en vista de que el porcentaje de germinación 

del primer lote de semillas disminuyó con el tiempo y hubo 

necesidad de usar un lote de semillas más frescas. Como era de 

esperarse la actividad de hidrólisis en los microsomas obtenidos de 

las rad1culas de este segundo lote fue mayor. 

En la fracción microsomal, la capacidad hidro11tica de ATP 

disminuyó en relación con el tiempo de almacenamiento a -70 oC 

(Figura 5), lo que probablemente estuvo determinado por un 

rearreglo de las prote1nas en las ves1culas de membrana (efecto de 

la congelación y descongelación) ó bien por la acción de las 

proteasas presentes en la preparación, liberadas durante la 

homogenización del tejido (Giannini et al., 1987). Sin embargo, la 

fracción microsomal mantuvo un 90% de su actividad hasta los 8 d1as 

y disminuyó significativamente a los 10 d1as de almacenamiento, 

mostrando un 80% de la actividad original, lo cual es consistente 

con lo reportado en la literatura (O'Neill y Spanswick, 1984; 

Hennessey y Scarborough, 1988). 

En la preparación microsomal se consideró que la presencia de 
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las vesiculas de tonoplasto y de membrana plasmática serian las que 

tendrian mayor contribución debido a su mayor superficie membranal 

y a la densidad que ambas vesiculas presentan durante el 

aislamiento por centrifugación diferencial. Sin embargo, no se 

descartó la posibilidad de encontrar vesiculas de mitocondria y de 

otros organelos, y por lo tanto la presencia en estas membranas de 

ATPasas y fosfatasas como constituyentes. Los componentes 

hidroliticos en la preparación fueron discernidos mediante el uso 

de inhibidores especificos. 

Los inhibidores que afectan la actividad de la ATPasa de 

membrana plasmática son diversos, entre ellos se encuentran el 

dietilestilbestrol (DES) (Shimazaki y Kondo, 1987; Ladyzhenskaya et 

al., 1991) y el vanadato (Serrano, 1990). El DES es un inhibidor 

débil de la ATPasa de membrana plasmática y su acción afecta 

también a las ATPasas de mi tocondria y vacuo la. En cambio el 

vanadato es considerado como un inhibidor muy efectivo. Ha sido 

utilizado en un rango de concentración de 2 a 300 ~ (inhibiendo 

entre 10 y 84% de la actividad) sobre las ATPasas de vesicu1as de 

membrana plasmática de plantas de diferentes especies (Gallagher y 

Leonard, 1982; Shimazaki y Kondo, 1987; Serrano, 1990; Gonzá1ez­

Romo et al., 1992). Con base en esto, en el presente estudio se 

seleccionó al vanadato (250 ~) como inhibidor para determinar la 

presencia de la ATPasa de H+ de membrana plasmática en la 

preparación de microsomas y vesiculas de membrana plasmática. 

La ATPasa de tonoplasto es inhibida tanto por KSCN (Mandala y 

Taiz, 1986) como por KN03 (un 45%) (Anraku et al., 1989). El primer 
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inhibidor es efectivo únicamente cuando la enzima se encuentra en 

preparaciones puras. En cambio, el nitrato muestra su efecto sobre 

preparaciones no puras (fracción microsomal) ó bien sobre la enzima 

purificada; asimismo presenta una gran efectividad a 

concentraciones de 50 a 100 mM (Anraku et al., 1989; Matsuura-Endo 

et al., 1990; Pugin et al., 1991). Considerando esto, se seleccionó 

como inhibidor de la ATPasa de tonoplasto al KN03 (100 mM). 

En las preparaciones obtenidas (fracción microsomal y 

vesiculas purificadas de membrana plasmática) se determinó la 

presencia de la ATPasa mitocondrial y la fosfatasa ácida (vacuola) 

como contaminantes. Estas fueron detectadas por medio de la 

utilización de una mezcla de los inhibidores azida y molibdato (2 

mM cada uno) , la cual ha mostrado una gran efectividad para 

inhibir la actividad de estas enzimas (González-Romo et al., 1992). 

Debido a la insolubilidad de la resina en agua fue necesario 

el uso un disolvente orgánico, especificamente se probaron el 

cloruro de metileno, el dirnetilsulfóxido (DMSO ) y la 

dimetilformamida (DMF). El cloruro de metileno per se mostró un 

efecto variable sobre la hidrólisis de ATP (Fig. 7), por 10 que ya 

no se utilizó en los experimentos siguientes. El DMSO mostró un 

efecto inhibitorio sobre la actividad hidrolitica de la preparación 

(Fig. 9) . Esta acción del DMSO es contraria a la estimulación 

descrita para la ATPasa mitocondrial de E. eoll por Al-Shawi y 

Senior (1992). La resina disuelta en DMSO estimuló la actividad de 

hidrólisis de ATP en la fracción microsornal (Fig. 9). Este 
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incremento en la hidr61isis causado por la resina, puede explicarse 

con base en un posible aumento en la actividad de alguno de los 

componentes hidroliticos de la preparaci6n (ver pago 77). La DMF 

inhibi6 la hidr61isis de ATP en los microsomas, de manera 

dependiente de la concentración (Fig. 8). A diferencia del efecto 

estimulatorio de la resina disuelta en DMSO, la resina en DMF 

inhibi6 la hidr61isis de ATP en la fracci6n microsomal (8.0% de 

inhibición, considerando como control la actividad observada en 

presencia del disolvente). La raz6n para este efecto diferencial de 

la resina disuelta en DMSO y DMF, no es clara, pero tal vez este 

compuesto de alto peso molecular pueda adquirir diferentes arreglos 

de conformaci6n en los distintos disolventes, los cuales podrian 

ser determinantes para una interacción con los componentes 

hidroliticos de la preparaci6n. Con base en estas pruebas, se 

decidi6 utilizar DMF como solvente en los experimentos 

subsecuentes. 

II. Efecto de la resina glicosídica sobre los diferentes 

componentes hidrolíticos en la fracción microsomal. 

Debido a que la hidrólisis de ATP en la fracción microsomal es 

el resultado de la actividad conjunta de las ATPasas de membrana 

plasmática, de tonoplasto, mitocondrial y de fosfatasa ácida, se 

explor6 el efecto de la resina glicosidica sobre cada una de estas 

enzimas. Con este fin se estudi6 la actividad de dos (Tabla 4) 6 

una (Tabla 5) enzima en presencia de los inhibidores especificos 

para las demás hidrolasas. Se observ6 que la resina tuvo efectos 
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diferentes sobre los componentes hidroliticos en la fracción 

microsomal. La ATPasa de tonoplasto, asi como la ATPasa 

mitocondrial y/o la fosfatasa ácida, mostraron un aumento en su 

actividad en presencia de la resina de 8.9% Y 20.7%, 

respectivamente (Tabla 5) mientras que la actividad de la ATPasa de 

membrana plasmática disminuyó 9.1% (Tabla 5). Es interesante hacer 

notar que las ATPasas que son estimuladas por la resina tienen una 

estructura similar entre si, tanto la ATPasa de tonoplasto (Anraku 

et al., 1989; Matsuura-Endo et al., 1990) como la mitocondrial 

(Hashimoto et al., 1990), presentan dos regiones claramente 

diferenciables: una hidrofóbica con un canal protónico y una 

hidrofilica con un sitio catalitico. Sin embargo, la ATPasa de 

membran~ plasmática está constituida por un solo polipéptido que 

atraviesa la membrana de 8 a 10 veces, dependiendo de la especie 

(Serrano, 1988; Nelson y Taiz, 1989). Estos resultados sugerieren 

que la estructura de las ATPasas probablemente determina el efecto 

diferencial de la resina glicosidica sobre su actividad 

hidrolftica. 

Considerando que la activación de las ATPasas por la resina 

glicosidica, se determinó en una fracción constituida por una 

mezcla de enzimas cuya actividad se separó farmacológicamente, la 

relación estructura-efecto descrita no puede tomarse como 

concluyente y por ello fue necesar10 obtener preparaciones 

vesiculares purificadas. 



III. Caracterización de las vesículas purificadas de membrana 

plasmática. 
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Con el método de partición de fases, se encontró que la 

relación óptima de los polímeros para la purificación de las 

vesículas de membrana plasmática de radícula de Echinochloa 

crusgalli fué de 7%/7% Dextrán T-500/PEG 3350, a una concentración 

de KCl de 5 mM. La capacidad de hidrólisis de esta preparación, se 

inhibió 88% en presencia de vanadato (Tabla 9) , 10 que demuestra 

que la mayor parte de las vesículas obtenidas son de membrana 

plasmática. Este dato es consistente con el grado de pureza 

alcanzado en el aislamiento de ATPasas de membrana plasmática en 

otras especies, que oscila entre 60 y 90% (Dupont et al. , 1981; 

Larson et al., 1987; Sandstrom et al., 1987; Wach et al. , 1990; 

Coupland et al., 1991). La preparación mostró poca contaminación 

por otras membranas; específicamente se encontró que un 10% de la 

actividad hidrolítica correspondió a la ATPasa mitocondrial y/o a 

la fosfatasa ácida (Tabla 9). La ATPasa de tonoplasto estuvo 

ausente, ya que la hidrólisis de ATP no se modificó en presencia de 

nitrato (Tabla 9). 

La actividad de hidrólisis de la preparación fue comparable a 

la reportada para la ATPasa de Vigna radiata (garbanzo) y Avena 

sativa (avena) (Sandstrom y Cleland, 1989; Kasamo y Yamanishi, 

1991). 
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IV. Efecto de la resina glicosidica sobre la actividad hidrolitica 

en vesiculas purificadas de membrana plasmática. 

Al examinar el efecto de la resina glicos1dica sobre la 

actividad de hidrólisis de ATP en las ves1culas de membrana 

plasmática purificadas se observó una inhibición dependiente de la 

concentración de resina usada (Fig. 11B). El porcentaje de 

inhibición de la resina fué mayor en esta preparación (25-35%) que 

el observado en la fracción microsomal (10% a todas las 

concentraciones examinadas). La explicación de esta aparente 

discrepancia parece ser el grado de pureza de la preparación, ya 

que como se mencionó anteriormente, la resina estimula la actividad 

de las ATPasas de tonoplasto y mitocondrial (y/o fosfatasa ácida). 

Aunque en la preparación mic rosomal se intentó aislar la actividad 

de la ATPasa de membrana plasmática con ayuda de los inhibidores de 

las otras hidrolasas, es factible que estas enzimas no se 

inhibieran completamente y contribuyeran con cierta actividad 

residual . De esta manera el efecto inhibitorio de la resina sobre 

la ATPasa de membrana plasmática quedó probablemente enmascarado 

por el efecto estimulatorio de la resina sobre las otras enzimas. 

Si se comparan los datos de la inhibición de la resina sobre 

el crecimiento radicular y la hidrólisis de ATP en vesiculas de 

membrana plasmática, se puede apreciar que una concentración de 10 

~g/ml la resina inhibe un 87% el crecimiento radicular, mientras 

que la concentración necesaria para inhibir la hidrólisis de ATP en 

25% fue de 133.3 ~g/ml. Asimismo, se observó" que al aumentar diez 
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veces la concentración de resina (de 133.3 a 1333.3 ~g/ml), el 

porcentaje de inhibición aumentó únicamente 10% (25 Y 35% de 

inhibición, respectivamente) . Claramente el porcentaje de 

inhibición del crecimiento radicular es mayor que la inhibición 

producida por la resina sobre la actividad de la ATPasa de membrana 

plasmática. Estos resultados podr1an sugerir que el crecimiento 

radicular es un proceso que requiere de la actividad completa de la 

ATPasa membranal o bien, que la resina glicos1dica inhibe el 

crecimiento radicular a través de la alteración de funciones no 

relacionadas con esta enzima, tales como s1ntesis de prote1nas, 

división celular, respiración, etc. 

La resina glicos1dica es una mezcla de varios componentes, 

siendo el mayoritario (85%) la tricolorina A (Pereda-Miranda et 

al., 1992) . El efecto de la tricolorina A sobre la hidrólisis de 

ATP fue similar al causado por la resina, lo cual demostró que la 

tricolorina A es el principal constituyente activo de la resina 

glicos1dica y el responsable de la inhibición de la ATPasa de 

membrana plasmática. 

v. Inhibición de la ATPasa de H+ de membrana plasmática como un 

mecanismo de acción involucrado en el efecto inhibitorio de la 

resina glicosídica sobre el crecimiento radicular. 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran 

claramente que la resina glicos1dica es capaz de inhibir la ATPasa 

de membrana plasmática de E. crusgalli. Esta acción inhibitoria 

puede resultar de una interacción directa de la resina con algún 
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sitio de la ATPasa, lo que podria ocurrir en la parte exterior o 

interior de la célula, ya que la resina es un compuesto altamente 

hidrofóbico que muy probablemente puede atravesar la membrana 

plasmática. Como otra alternativa, la inhibición de la ATPasa 

podria ser el resultado de una alteración en la conformación de la 

ATPasa producida por una interacción directa con la parte 

hidrofilica de la enzima 6 a través de una inserción de la resina 

en la zona lipidica circundante a la enzima, ya que la ATPasa 

requiere de la asociación de lipidos especificos para funcionar de 

manera óptima (Serrano et al., 1988). El mecanismo de inhibición 

podria evaluarse a través del estudio del efecto de la resina sobre 

la Km y la Vmáx de la ATPasa, sin embargo estos parámetros 

cinéticos no se determinaron en el presente trabajo. 

La inhibición 

producido por la 

del crecimiento radicular de E. crusgalli 

resina glicosidica podria resultar de una 

alteración de diversos procesos celulares. Aunque en el presente 

trabajo se demuestra que un sitio de acción es la ATPasa de H+ de 

membrana plasmática, esta inhibición no es completa sino parcial 

(el efecto máximo es una reducción de 35%). Sin embargo, es posible 

que una inhibición parcial de esta enzima, cuya actividad es de 

vital importancia para la fisiologia celular, durante periodos 

prolongados, pueda producir un efecto negativo sobre el crecimiento 

celular. La importancia de la actividad de esta enzima en la 

elongación y el crecimiento celular se encuentra ampliamente 

documentada. Se ha descrito que la ATPasa de" H+ se activa durante 
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el periodo de crecimiento de células de tabaco en cultivo 

(Altabella et al ., 1990). Asimismo, fitohormonas capaces de 

promover el crecimiento celular tales corno las auxinas, también 

producen un incremento en la actividad de la ATPasa de H+ en 

diferentes especies vegetales, incluyendo Pisum sativum (Gabathuler 

y Cleland, 1985), Avena sativa (Senn y Goldsmith, 1988) y Nicotiana 

tabacum (Altabella et al., 1990). Finalmente, la inhibición de la 

ATPasa de H+ por la presencia de vanadato da corno resultado una 

inhibición del crecimiento celular en epicótilos de Pisum sativum 

y coleoptilos de Avena sativa (Jacobs y Taiz, 1980) . 

Con base en los resultados presentados en la Figura 13 se 

esquematiza el modelo propuesto sobre el mecanismo de acción por 

medio del cual la resina glicosidica posiblemente ejerce su efecto 

sobre la actividad de la ATPasa de H+ de membrana plasmática de 

radicula de Echinochloa crusgalli. Suponiendo que la resina 

glicosidica pueda atravesar la pared celular y posteriormente 

atravesar 6 interactuar con la membrana plasmática (considerando la 

naturaleza anfipática de esta molécula), la resina provocaria una 

alteración en la actividad de la enzima y por lo tanto cambios 

sobre los procesos fisiológicos que dependen de su acción. Esto 

posiblemente se manifestaria corno una inhibición del crecimiento 

radicular. 
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Por otra parte, se ha propuesto que algunas resinas 

glicosídicas, aisladas de Merremia mammosa, poseen actividad de 

ionóforos de cationes , tanto monovalentes (sodio y potasio) como 

diva lentes (calcio), en eritrocitos humanos (Kitagawa et al., 

1989). Esta actividad se debe a la lactona macrociclica que 

presentan las resinas. Además se ha determinado que la presencia de 

un residuo glicosilo incrementa su actividad. Considerando que la 

resina glicosídica de Ipomoea tricolor presenta tanto una lactona 

macrocíclica como una unidad trisacárida (glucosa-fucosa-ramnosa), 

es probable que pueda actuar también como un ionóforo de cationes. 

Una alteración en el balance iónico del interior celular, podría 

ser un mecanismo alterno o actuar conjuntamente con la inhibición 

de la ATPasa de H+ en la inhibición del crecimiento celular. Sin 

embargo, bajo las condiciones en las que se evaluó la actividad de 

hidrólisis de ATP en este trabajo, la resina no pudo inhibir a la 

ATPasa actuando como ionóforo debido a que en el medio de reacción 

estuvo presente el desacoplante CCCP. 

Considerando los resultados obtenidos en el presente estudio 

se puede decir que uno de los mecanismos de acción por medio del 

cual la resina glicosídica inhibe el crecimiento radicular 

posiblemente sea a través de su efecto sobre la actividad de la 

ATPasa de H+ de membrana plasmática. 

Por último es importante mencionar que este tipo de estudios 

es necesario para integrar la evaluación de compuestos alelopáticos 

en el ambiente y para proponer formas de utilización de tales 

compuestos en el control de malezas. 
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CONCLUSIONES 

1 .- La resina glicosidica tuvo un efecto inhibitorio del 10% sobre 

la actividad de hidrólisis de ATP de la fracción microsomal de la 

radicula de Echinochloa crusgalli. 

2.- La reS1na glicosidica mostró dos diferentes comportamientos en 

la fracción microsomal: uno estimulatorio y el otro inhibitorio 

sobre las enzimas que hidrolizan ATP. Los resultados obtenidos con 

inhibidores de la actividad de hidrólisis de ATP sugirieron que la 

ATPasa de tonoplasto fue estimulada, la ATPasa mitocondrial y la 

fosfatasa ácida fueron estimuladas y la ATPasa de membrana 

plasmática fue inhibida. 

3.- El método de partición de fases en dos polímeros permitió el 

aislamiento de las vesiculas de membrana plasmática con un 80% de 

pureza, la cual fue determinada por inhibidores especificos de la 

hidrólisis de ATP. 

4.- La resina tuvo un efecto inhibitorio del 30% sobre la actividad 

de la ATPasa de vesiculas de membrana plasmática de radicula de E. 

crusgalli . 

5.- El compuesto Tricolorina A tuvo un efecto inhibitorio del 37% 

sobre la actividad de la ATPasa de membrana plasmática de vesic ulas 

purificadas de la radicula de E. crusgalli. 
6.- La acción de la resina glicosidica sobre la ATPasa de membrana 
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plasmática que se ha demostrado in vitro en este trabajo 

probablemente se da también in si tu y quizá no sea el único 

mecanismo a nivel celular por el que este compuesto inhiba el 

crecimiento. 
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