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té:mcas de

ida segan laf
i G < La 'presem:xa de la ATPasa—H fue
'detectada poi'lf'( ? Nestern mediante los anticuerpos
dirigidos: cnntra Ya' ATPasa—H de membrana plasmitica  homéloga de

Arabidopsis thalxana Los “resultados mostraron que el sistema
el_ectvanr'étxcn de Sch&gger y Von Jagow presenta una alta
resolucidn en protefnas de alto peso molecular, pero bajo estas
condicianes parte . de la ATPasa-H~ de membrana plasmiatica es
retenida en el gel concentrador, lo que da como resultado un bajo
rendxmxentn de la enzima. En geles de Laemmli la resolucidn de 1la
ATPasa-H  es pobre, sin embargn se encontrd una banda de
aproximadamente 46& kDa que reacciona con el anticuerpo anti-ATPasa
de H de A. thaliana, y gque puede ser recuperada eficientemente.
Lo anterior sugiere que la ATPasa-H" de membrana plasmitica en
trigo: (1) presenta una unidad catalitica de &6 kDa, per se; 2y
presenta un corrimiento ardmalo, esto as, se pasiciona
electroforéticamente en la zona de 66 kDa, cuando su peso
molecular real es de 100 kDa; (3) estd proteolizada. Finalmente,
el método de aislamiento aqui presentado., ademis de sencillo vy
rApiﬁa, da un alto rendimineto para la ATPasa-H" de membrana
plasmitica de raiz de trigo. Hacen falta estudios que esclarescan
el estado * estructural de la ATPasa~-H (&6 kDa) de membrana
plasmatica ern trigo.

técm:a i madiFicada por el
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1. INTRODUCCION

T ESTRUCTURA Y FUNCION DE LAS MEMBRANAS BIOLOGICAS
e

Existe en la célula vegetal una primera barrera para el paso
de solutos: "la. pared celular. Esta estructura rodea y protege a la
célula del medio externo y no es significativamente permeable al
agua y los solutos. Estid compuesta preferentemente, par celulosa

" (polfmero de unidén (1, 4) de D-glucosa), por hemicelulasa
(polimero de xiloglucanos) v sustancias pécticas tAcido
galacturénico con uniones a{i, 4)) ademis de pequeffas cantidades
de protefnas estructurales, que son los componentes que le dan la
rigidez necesaria para funcionar ademis como soporte mecanico
(Van Buren, 197%; Avers, 19B1: Carpita. 1987).

Adyacente a la pared celular se encuentra la membrana
plasmitica. Su composicién es variable, pero su arguitectura es la
misma de todas las membranas biolédgicas. Generalmente contiene
cerca del 40% de su peso seco como fosfolipidos y wun &0%Z como
proteLnas (perifericas e integrales), formando un camplejo lamelar
mantenido por interaciones hidrofébicas. Generalmente los
carbohidratos {monosacaridos de D-galactosa, D-glucosa, D-fucosa,
Acido sisdlico, N-acetilglucosamina y N-acetilgalactosamina que
forman parte de glucolfipidos y glucoprotef nas) estin presentes en

1-107% del total de su peso seco.
1.1. Estructura de la membrana celular

Modelo del “"Mosaico Flufdo".

En 1972 J. Singer y Garth Nicolson describieron un madelo
membranal de mosaico flufido, en el que la doble capa lipfidica es
el esqueleto de la membrana. en el gue se encuentran asociadas o

incluf das las protefnas que interactuan entre s{ y con los lipidos



re‘d'qmi nantes: do=

interaccicnes

hidrofébicas 'y las hidrofflicas. Estas’ interacciones son llevadas
,ai .m‘iximo en el medio acuoso de‘lb interior. y exterior .de la célula‘r
en que sé ‘encuentran, si las cadenas de'’ 4cidos. grasos de los
fosfolipidos y 106 residuas ,'ﬁe_ _:mﬁinoé:idcxs" no polares de 1las
‘protei nas son mantenidos sin contacto con el agua en la mayor
extensién posible, al mismo tiempo que los grupos polares e
iénicos de las protefnas, lipidos y carbohidratos de la membrana
estin en contacto con el agua (Fig. 1). Tanto 1los fosfollpidos
como las protefnas son moléculas anfipidticas, que poseen tanto
regiones polares como na polares en la misma molécula, lo cual
hace pasible la estabilidad temodinimica de la membrana.

El modelo contempla dos categorfias generales de protefnas:
periféricas (o extrinsecas) e integrales (o intr{nsecas) (Fig. 1).
En las membranas mis activas, existe un porcentaje relativamente
alto de protef{nas, la mayor parte de las cuales son protefnas
integrales. Estas son mantenidas firmemente en su lugar por
interacciones hidrofébicas e hidrofflicas, debido a lo cual es
diffcil extraerlas de la membrana a no ser que se utilicen métodos
de extraccién rigurosos y destructivos. Para aislarlas es comin
utilizar tratamientos que involucran el rompimiento de la membrana
con deiergentes o agentes caotrépicos. Los agentes caotrépicos
reducen las interacciones con el agua, desestructuranda la
membrana lipfdica. La separacién y caracterizacién de protefnas de
membrana se dificulta muche, por lo que sea recutrre a
procedimientos de fraccionamiento con técnicas como &lectrofdresis
en gel, filtracién en gel o cromatograffa de intercambio idénico
{en presencia de detergentes) y otros medios de disgregacién para
su purificacidén. Algunas protefnas integrales abarcan todo el
espesor de la membrana y sobresalen hacia una o ambas superficies

de la membrana, en tanto que otras se proyectan s8lc desde una



superFu:xe quedando ‘@l restu im:lu!. da dentro de lla"dohlé cépé
~11p£ dxca. Np se :unnce protel na’ alguna que esté ‘rodeada

cnmpletamente nur los llpxdos de 1a membrana (Avers, 1981).

Las protei nas periféricas se dlstnbuyen mis superFicxalmente'
en la N membrana, pudiendo. asf{ ser separadas o solubihzagas
facilmente durante la extraccién, sometiéndolas a tratamientos ‘._‘fd{a_
lavadd con sales o manipulaciones con cambios de pH. ‘De rerst:ah
maneré, por lo general, no hay problemas de contaminacién :con
otros constituyentes de la membrana como las li{pidos. '

Las distintas actividades biolégicas de las diversas clases
de membranas celulares parecen reflejar diferentes clases de
proteinas presentes en las membranas o en algunas vregianes
particulares de éstas. Las diferencias en el contenido de
protef nas enzimAticas han sido estudiadas en casi todos laos
sistemas membranales (mitocondrial, cloroplasto, vacuolar,
membrana plasmitica, reticulo endoplismico y Golgi). En estos

sistemas, las enzimas del transporte de H

y de sintesis o
hidrélisis de ATP estin ubicadas en el seno de la membrana interna
y no existen en la envoltura externa de los organelos (en el caso
de mitocandrias y cloroplastos), en tanto el centro activo queda
hacia el estroma o matriz de los organelos o hacia el citoplasma

de la célula (en el caso de la vacuola).

PROTEINA
AT '""!"‘"
L ecawremsen D

Tﬁ W?‘I
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Figura 3. Modelo membranal de "Mosaico Fluldo“.




1.2. Funcién de la membrana celular

La Funcxén de la membrana esta relacxonada can la dispasicién

espacial “de - los componentes vy también con  las clases de
componentes presentes. Para relacionar la estructura a la funcién
de:iaé membranas se requiere élgo mis que el anilisis quimico de
los constituyentes protefcos y lipfdicos de diferentes tipos de
:élulas y organelos. La geameﬁriav de 1a organizacion de las
memhranas debe desempeRar. un papel importante en garantizar 1la

Fun:ién.

La estructura de la membrana esté adaptada para impedir el

ﬁpa o a 'mnléculas polares o eléctricamente cargadas. La gran
mayarla de aniones Yy cationes no pasan a través de la membrana
(p.e. Ky Nat, WY, E17,7 P07, NOT, AaDP*T, aTP*, glucosa

6= as#aﬁé"-)_y los intermediarios de ciclo de Krebs (succinate®”,

Voxalacetatn Ty citratuf‘),' y ‘otros mis impermeables a 1a
membrana. ’

El movimiento o éransporte de sustancias a traves de 1la
mémbréna se realiza de manera selectiva en la célula. El1 estado
dinimico de la membrana proporciona una barrera reguladora de la
entrada'y salida de las moléculas y particulas. Hay tres rutas
generales por medio de las que una sustancia cruza la barrera

membranal:

1. Difusién libre a lo largo de un gradiente gque va desde la
mayor a la menor concentracién de la molécula.

2. Transporte con ayuda a través de la membrana, procesoc que
puede ser mediante difusién facilitada o trasporte activo, en que
la sustancia se mueve en la direccidn de su menor concentracién, o
bien, por un procesc de transporte activo contra un gradiente de

concentracién.

3. Por inclusién en vesficulas membranosas para entrar a la
célula por el proceso denominado endocitosis, o bien ser sacado de

ella por el proceso inversa de exocitosis.



velocidad de leusxén’ lxbre

ladus de la membrana.

El transporte mediado pnr;proteinas acarreadoras facilita -la
‘entrada de solutos no liposolubles, polaresvn can carga, . y..puede..
-llevarse a cabo mediante un sistema - 1llamado  difusién - facilitada:

(transporte pasiva). El transporte del soluto hacia el interior de
la cédlula se ve facilitado por 1la baja concentracién del
soluto en el interior, moviéndose a favor de un gradiente de

concentracién.

El llamado transporte activo es un transporte de solutas por
medio de protef nas acarreadoras con aparte energético. Es un
proceso por el cual los solutos son llevados al interior celular,
en donde la concentracidn del soluto es alta y/o mayor que en el
exterior, por lo que el transporte tiene que ser 1llevado a cabo
con apaorte energético proveniente de la célula misma en forma de
adenosintrifosfatao (ATP). Por lo tanto este proceso requiere de
acoplamiento a algan otro proceso que pueda proporcionarle energf{a
libre, como una reaccién exergénica (Hinckle y McCarty, 1988).

Se han propuestao dos vias para el acoplamiento entre el
transporte de un soluto en contra de 1la fuerza que aorigina su
gradiente de concentracién Y una reaccién exergdnica.
Estas vias son el transporte activo pfimario, que depende
directamente del acoplamiento de la reaccién de hidrélisis del ATP
por una bomba al transporte de solutos a través de la membrana, y
el transporte activo secundario o cotransporte, que utiliza 1la
energia de un gradiente electroquimico establecido por un primer
soluto, para que un segundo soluto pueda entrar (Sze, 1985) (var
Fig. 3.




2. 'EL.PAPEL DE LA:MOLECULA DE’ATP EN'EL TRANSPORTE DE SOLUTOS

vLa energfa .que prumueveb el : proceso de transporte ‘en  las..
“ATPasas de-H" ests dado por la: molécula de adennsintrifusFatb
(ATP) {(Fig. 2). E1 ATP y el fosfato est.(r\ presentes en todas las’
células y desempefan el papel de sistema transmisor de la energfa.
La energia quimica conservada de este modo en forma de ATP, ..puede
- efectuar trabajo de forma diferente: 1) Puede proporcionar la
energf{a necesaria para el trabajo quimico de 1la biosf{ntesis. En
este proceso el grupo o grupos fosfato terminales del ATP son
transferidos enzimaticamente a las moléculas sillares precursoras
que pasan a la forma “energizada" y se hallan preparadas para
ensamblarse y formar macromoléculas; 2) El ATP es 1la fuente de
energfa para la contraccién y la movilidad de la célula; 3) para
el transporte de los elementas nutritivos a través de la membrana
en contra de los gradientes de concentracién, actividad que
realizan las ATPasas de H', entre otras; y 4) La energfa del ATP
se emplea para asegurar la transferencia de informacién genética
durante la bios{ntesis del DNA, el RNA y las protefnas. Al
emplearse la energfa quimica del ATP su grupo fosfato terminal se
pierde, y aparece en forma de fosfata inorganico (Pi) dejando
adenosin difosfato (ADP). E1 ADP puede recargarse después con un
grupo fosfato con lo que se regenera el ATP, en reacciones que se
hallan acopladas a la degradacién de los combustibles celulares en

la que se libera energfa (Lehninger, 1986).

NHg
/"\:/:\“
HE |

n/:\ u/“

Figura 2. Molécula del Adenos{ ntrifosfato (ATP) .
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El ATP presenta’la propiedad 'de transportador de energfia
gracias a que tiene _enl-aﬁésant_xidrida ester-fosfato de “caracter
h; bridao.. que se'cnmpuﬁr‘tan"’:c}‘mn enlaces .parcialmente simples 'y
también paf‘cialmenté dobles y con una energia de estabilizacién
llamada de resonancia.. Al hi&rnlizarse, este compuesto produce un
cambio en la energfa de resonancia, que conduce a la liberacion de
energia (AG), la cual puede ser empleada para realizar un trahaja
celular.

En 1961 Peter Mitchell propuso un mecanismo hipotético --de
acoplamiento entre la transferencia de electrones y la si{ntesis
dael ATP, en las membranas de cloroplastos, mitocondrias y célulés
bacterianas, lo cual conducfa a crear un gradiente electroquimico
de H® en la membrana (Hinckle y McCarty, 1988).

Este gradiente electroquimico tiene dos componentes: uno
eléctrico y otro quimico (osmédtico). El eléctrico se farma por el
movimiento neto de una diferencia de cargas o potencial eléctrico
(Aw). E1 otro componente estid dado por la diferencia de
concentracién de protones (AH') en ambos lados de la membrana. La
fuaerza o energfa que genera el gradiente de concentracién de

protones se denomina fuerza proto-motriz que se expresa como:
-
ApuH = Ap — zApH

Debido a que la sintesis del ATP se lleva a cabo a favor del
gradiente de concentracidn de protones, esta teorfa fue llamada

quimiosmdtica.

LLas ATPasas son enzimas gque se encargan de catalizar la
af ntesis o la hidrélisis del ATP, y se encuentran embebidas en 1la
membrana de diversos organelos celulares, y en la membrana
plasmitica misma. A estas enzimas las podemos clasificar en dos
grandes grupos con base en el tipo de catalisis del ATP que llevan
a cabo fisiologicamente, Yy san: ATP-sintetasas (ATPasas
sintetizadoras) y ATP-hidrolasas (ATPasas hidrcliticas). El primer
grupo de ATPasaz aprovecha el suH"  formado por las moléculas

7



translocadoras de H .y Electronesldﬁrqﬁte'lév Fétbfbé?brllaciéﬁ LY

la fosforilacién oxidativa, en las’ mé'mbrfar{as_ de’’ éld?_&i'p_l;a_stds: iy
m‘itqcnndrias respectivamente, para la s{ntesis de ATP. El . segundo
‘gripo estd formado por las ATPasas' que’ "hidrolizan ‘el ATP,. es

decir, hidrolizan el fosfato y (terminal) del ATP para dar ADFP -y

czv‘iﬁofns{‘atc, generando una trahslécac{én' electrogénica de
protones. E1 gradiente electruqulmicﬁ asf formado, provee la
energi a necesaria (AG° = -7 Kcal/mol) para el transporte de
cationes, aniones, aminoi&cidos, aztcares. y reguladores del

crecimiento, mediante un sistema de cotransporte. Dentro de este
grupo de ATPasas se encuentran las de organelos como la vacuola,
lisososmas, retf{culo endoplidsmico, aparato de Golgi y membrana
plasmitica.



LAS ATPakas’ TRANSPORTADORAS, DE H' ' DE: CELULAS: DE PLANTAS

1 papel de,f!l‘as enzimas - ATPasas:

kposterlores a ésta, cuando en_ el desar ol

las ATPasas de H" son importantes.

Uno de los aspectos de estudio recientéréﬁ-la bioquim
plantas es precisamente el del sistema membranal de’ las. :élulas.
Hasta muy recientemente se ha tenido informacidén a nivel maolecular
de las proteinas de membrana que intervienen en el transporte -a
través de membranas que dividen diferentes combartimentns
celulares. Sin embargo, no hay muchos estudios de estas protefnas
en cuanto a su biosintesis espacial y temporal, ni respecto al
papel fisiolégico que desempeffan en las células vegetales.

Las proteinas de membrana estin especializadas en una
variedad de funciones importantes para la entrada de nutrientes a
l1a célula y para el mantenimiento del equilibrioc osmético entre la
célula y el ambiente. Entre las protefnas que presentan este tipo
de funciones se encuentran las ATPasas de H’, enzimas que
catalizan la hidrélisis reversible del ATP g9enerando
concomitantemente un gradiente electroquimico de H'. el cual se
encuentra acoplado al transporte de ciertos iones y solutos para
atravesar las membranas celulares.

Los sistemas de transporte que emplean el gradiente
electroquimico farmado por un primer sistema (p.e. las ATPasas)
son denominados sistemas de transporte activo secundario
(cotransporte). €1 mis simple de estos son los canales idnicos,
los cuales permiten el paso de cationes y aniones llevado a cabo
por el paotencial de membrana. Los simportadores-proton, son
permeasas que catalizan el cotransporte de protones y otras

maléculas tales como maltosa, aminoicidos, fosfato, sulfato,




Finalmenta. pequeias mnléculas, tales™ comn H O,

&i'}vas. lactato £ a:etatu Los antipurtadures—prcton .
son per’"me_é_s e catalizan el inter':ambio de protane :pariNa’ o
Sga 'en?'- 14" i membrana plasmétx:a : yz" por C-ab, i Fosfata,'
’S—adenosilmetiomna, ‘o amxnu&cldus ] “la’ membrana ,va‘;:v.ic‘ilar.

. purinasy-

“moléculas hidrofdbicas, ~tales® camo a:idos car'boxllx:ns
dlsocxadus, pueden ‘cruzar -la’ membrana pu

pa'réic'ipacxén de permeasas’ 0 ‘canales (F

Eli'funcionamiento’ an
de -Yas ATPasas de H™

les' p

e 1a 3'qt:r;a'k,ris o

3

“Una‘ubicacién membranal:o'topalogt

4

"Mecanismo(s) de regulacién

Dabido a su importancia, las ATPasas han sido muy estudiadas
por lo que se tiene una idea clara sobre su estructura y funcién.
Se ha descrito su presencia en las membranas de diversos organelas
de plantas: mitocondrias, cloroplastos, vacuolas, aparato de
Golgi, lisosomas y en retfculo endoplismico y la membrana
plasmatica (Fig. 3).
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cloroplasto, tonoplasto (vacuola), membrana plasmitica, y aparato
de Golgi. Los sistemas de cotransporte se encuentran

representados.



as

“transportadoras ﬁg H' de . plantas se han
cuerdo -a s‘u\e_sﬁructur;\ y  funcionamiento en tres
FQ R Viy P A(E-P & E‘-E'z), de acuerdo a los tipos de

“tipos F ¢
:ATPasas’ c:c'mm:i,da's en.células animales (Pedersen y Carafoli, 1987).

} '3.1. LAS ATPasas TIPO F.— Son enzimas que sintetizan ATP y no
presentan un intermediario fosforilado covalentemente durante la
catidlisis. Poseen de B a 15 subunidades agrupadas en dos dominios:
uno hidrolitico o F.’ que estid constitufdo principalmente por S
subunidades diferentes que constituyen un segmenta extrinseco
donde se encuentran las sitios de unién de nucledtidos y
catdlisis; y otro membranal o Fo’ que estd constitufdoc por
subunidades pequefias y se encuentra en el interior de la membrana

donde forma un canal conductor de protones (Fig. 4).

Todas las ATPasas de este tipo unicamente transportan
protones en favor de un gradiente de H', se encuentran en la -
membrana interna de (A) mitocondrias y en la membrana tilacoidal
de (B) cloroplastos en plantas (McCarty y Hammes, 1987).

A. La membrana interna de la mitocondria posee las protefnas
que se encargan de transferir tanto los H como los electrones
(producto de la oxidacién de sustratos), desde la matriz
mitocondrial hasta el citoplasma de 1la célula (p.e. los H",
generando el AyH’, el cual es utilizado cuando el sistema se
encuentra acoplado a la ATPasa mitocondrial (ATP-sintetasa) para
la formacién de ATP, fendmeno conocido como fosfarilacidn
oxidativa (Lehninger, 198&).

Para el sstudio de la ATPasa mitocondrial se han ampleada:

1. Mitocondrias integras que se obtienen por ruptura celular
Yy una posterior centrifugacién diferencial. Cuando las
mitocondrias se someten a un gradiente de densidad, se equilibran
a una densidad de 1.18 a 1.20 g/ml y se obtienen integras y puras
(Dupont et al., 1982; Sze, 1985).
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(partl :ulas .

un pvu:lso ‘,d:e
sanica:hﬁn ar -au Ly i'en donde ‘el .
s:th cat;-}!.( tico )

3. La pq 1én F snlubilizada. e puede ser remavida de la

membrana-en’la Forma :ataliticamente activa por tratamientos con

EDTA ‘o por aplu:at:xén de Fuerza' de  sonicacién (Nelson vy Taiz,
1989), llevando a. cabo -‘la‘i:catdlisis. en la direccién inversa
(hidrélisis .de ATP).

La parcién F‘ de la ATPasa mitocondrial de rafz de avena
presenta 3 copias de las subunidades llamadas « y (3. con pesos
moleculares de 58 y S5 kDa respectivamente. Contiene ademAs una
sola copia de subunidades pequefas llamadas y, & y £ con pesos de
36, 22-26 y 14 kDa, respectivamente. En la subunidad 3 se
encuentra el sitio activo de la enzima, mientras que la subunidad
a contiene un sitio de unidén a nuclestidos y Jjuega un papel
regulador (Fig. 4).

En distintas células 1la porcién Fo es muy variable en
relacién a los tipos de polipéptidos que presenta: la Fo de E.
coli se encuentra formada por tres subunidades &, b y ¢ con pasos
de 30, 1S5 y 8 kDa, respectivamente, las cuales presentan una
estequeometria de a‘bch_.z La subunidad c es un pequefio
polipéptido hidrofébico, algunas veces referido como proteolfpida,
el cual es bloqueado por diciclohexilcarbodiimida {DCCD) .
Experimentos de manipulacién genética demuestran que la DCCD se
une al residuo aspirtico o glutimico, que esti localizado en una
zona de aminoicidos hidrofébicos en Neuroespora crassa (Bowman vy
Bowman, 198&), y de esta manera bloguea el transporte de H,
inhibiendo la actividad de la ATPasa mitocondrial.

La Km de ATP para la ATPasa mitocondrial en plantas es de 0.5
a 0.8 mM (Sze, 1985). Aunque la enzima puede emplear varios
nuclestidos trifosfato como sustrato. En ratz de avena presenta
mayor actividad en presencia de ATP que de GTP, mientras que la

13



mientr;s“qu ,_ins cationes no tienen efecto'sobre
la ATPasa’ mitocondrial.’La 'énrziina' ‘exhibe su’ mayor: activi
. E el yor

. Se han propuesto dos mecanismos de reaccidn para la sintesis
de ATP: uno es el acoplamiento indirecto en el cual el mavimienta
de.-H' .a través de la Fo es acompaado por un cambio conformacional
que es transmitido a través de las subunidades y sus interacciones
a las sitios catalfticos. Este mecanismo, 1lamado rotacional, en
.el'que las subunidades a-? rotan (a contra corriente) y que al
yuxtaponerse con las subunidades »—5 en presencia de ADP y PJ
faorman ATP y 1lo liberan al media. Lo anterior no ’ ha sido
establecido con certeza pero existen algunas evidencias
experimentales. El otro mecanismo es el del acoplamiento directa,
en el cual el protén traslocado es conducido a través de Fo ' F‘
al sitio donde se lleva a cabo la catilisis (Mitchell, 1985).

B. La ATPasa de cloroplasto (Fig. 4) utiliza el gradiente
formado durante la fotélisis del agua en la fase luminosa de la
fotasintesis (en los complejos de los fotosistemas I y I que se
encuentran en la membrana del tilacoide) para la sfintesis del ATP,

proceso que se ha llamado fotofosforilacién.
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1 La-CF, como es llamada _1la pnrcxén
claroplasto, esta formada por las siguiente p
s ey é con pesos - ‘de &0, 56, 3‘?, ‘14

hidré l isis"

“1a Cdel ‘_

La pnn:xén CF ests formada por subunidades llamadas I, 1II,
Ill vy IV, de 15, 13, 8'y 19 kDa de peso, respectivamente. Sabre la
funcién de ‘tada’ una hay @muy poco reportado, aunque existe
evidencia de que las subunidades I, II y IV podrfan servir de
conexién de CFo can CF', mientras que las subunidades III (se han
reportado al menos &) parecen formar parte del canal de protones.
Deben pasar 3H" a través de la ATPasa de cloroplasto para
sintetizar una molécula de ATP, ésta es una diferencia can la
ATPasa mitocondrial ya que aparentemente esta ¢ltima necesita 2H"
traslocados para sintetizar una molécula de ATP (Hinckle vy
McCarty, 1988).

La ATPasa de cloroplasto puede emplear los siguientes
sustratos: ATP, GTP > ITP > CTP; las nucledtidos difos.Fatu san
escasamente = hidrolizables, mientras que el AMP, -.la -F;'u:'tasa,
b&—-fosfato y el AMP-PNP inhiben la actividad de la enzima. :

Los cationes divalentes son regueridos para la actividad de

la ATPasa en el siguiente orden de afinidad: ng‘ =mn® > >Caz‘ >
sr**. Las Kms de ATP—-ng' para CF‘ de espinaca y chicharo son de
0.2mM y 0.5SmM respectivamente y la Km para ATP-MRZ"

de 0.4mM.

en chicharo es

El vanadato y el molibdato inhiben la actividad de la enzima;
en espinaca, también la oligomicina llega a inhibirla. El pH
éptimo para la actividad de esta enzima se encuentra alrededor de
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8.0, que es. el valor de pH fisinldégico del  estroma ‘(McCarty et
al., 1984). . ;

Los' mecanismos de catilisis son semejantes a los prnpuestos
para la ATPasa mitocondrial aunque mis cnmplEJos ya que el sistema
‘'se encuentra muy regulado: se - apaga en ausencia.. de luz y en

algunos casos se ha reportado estimulacién por calmudul ina.

+

ESTROMA

RERARA

MEMBERANA INTERNA
O TILACOIDAL 1

Figura 4. mMgdelo estructural y funcional de la ATPasa Fo~F,

de-mitocondria y cloroplasto (Hinckle y McCarty, 1988).

%.2. LAS ATPasas TIPO V.- Son enzimas que catalizan la
hidrélisis del ATP sin pasar por un intermediario fosforilado
cavalentemente. Contienen de 3 a 9 subunidades de pesos
moleculares entre 116 y 17 kDa, arregladas en dos porciones, una
hidrofflica y otra hidrofdbhica (Fig. S). Estas ATPasas se
encuentran en la vacuola de células de plantas y en hongos, asf

- como en diversas estructuras vacuolares de células de animales Y
probéblemente en las arqueobacterias (Nelson, 1989), por lo que se

‘han llamado tipo V.
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@ ATPasa vacuolar o de tonoplasto se han

gnublastb, donde la fraccién microsomal que
nVénientes de: las diversas membranas que hay
ero: referentemente de tonoplasto 'y de membrana
se Colocada’en un - gradiente de densidad = (semejante
para} ubﬁénér \'/eisylrculas -de membrana plasmdtica) y las vesfculas de
tnqoplajstn se'eci'uilibranb a una densidad de 1.10 a 1.13 g/cc
ADupontiet.al., 1982; Sze, 1985). Estas vesf{culas de tonoplasto
p\res._e'hf:iari‘el 'catalftico de  la enzima viendo bhacia el

“exterio ‘tal7y ‘como se encuentra originalmente (hacia el
citoplasma);  por lo que son llamadas vesfculas al derecho
("right—side-out") y en donde se puede medir la actividad de

;hidrélisis 'de., ATP y transporte.

2._ La enzima purificada, para lo cual el tratamiento con
detérgantes se hace necesario, aunque se sabe que estos bajan 1la
actividad de la enzima y no es posible reconstituirla en presencia
de l{pidos (Dupant et al., 1985; Sze, 1985) como sucede para la
ATPasa de membrana plasmitica. Los detergentes que han dado un
mejor resultado en la salubilizacién de la enzima sin afectar su
actividad san el desoxicolatao de sodio (noc) , el
octil-f3-D-glucopirandsido (0G) y el zwittergente 3~16 (Dupont et
al., 1982; Sze, 1985).

En estudios de inactivacién por radiacién, se observd gque la
ATPasa-H' de tonoplasto tiene un peso molecular en la membrana de
aproximadamente S00 kDa (Bowman y Bowman, 1986; Maoriyama y Nelson,
1989). Otros estudios han mostrado que la enzima es un complejo
multisubunitario (Dupont et al., 1981), semejante al de la ATPasa
mitocondrial con una parte hidrofédbica (integral de membrana) y un
complejo hidrofflico con capacidad de catdlisis (Lais et al.,
1988) .
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droFI l):a de la ATPasa . consta:’
‘gL de pescs 70, 60"41,
subunidades

2 s diférantes

das cte

‘ " sibunidad g

‘de la ATPasa mitocondrial (que contiene . el sxtin a:txvu, delu la -
i .en‘;ma).' se. infiere por analogfa que la subunidad A de ATﬁésa
: de_,_tunnblastu es la que contiene el sitio catalftico de :ﬂla"enz_imva'.
Lassubunidad - B . parece formar- parte: de’:la’regulacisn %
catﬁlisis, aungue aun no se conoce con :Ertézavsu funcidén i (Nelson
y Taiz, 1989). )

Figura S. Modelo estru:tul"al,.de “ia ‘ATPasa—H’ de" vacuola
(Nelson, 1989). i .
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La subunidad més pequeﬁa (:) se en:uentra en el intérior de
1a membrana y.tiene un peso aproxxmadu de 16 kDa que une DCCD Y es
suluble en :lorannma/metannl. Este prnteulipxdo vacuular fue
primeramente aislado de las membranas de granulos :ramaFines,‘ Y
posteriormente de vacuolas vegétalés, y se ha reportado due existe
en varias copias (Moriyama y Nelson, 1989; Lais et al., 1988).
Cuando esta subunidad de 1ékDa purificada es reconstituida en
proteocpolisomas, puede inducir un transporte de protones sensible
a DCCD y funcionar come canal de H' (Nelson, 1989; Nelson y Taiz,
1989). Se conoce la secuencia de aminoicidos de esta subunidad de
la ATPasa de granulos cromafines (Nelson, 1989), la cual presenta
homologfa con las secuencia del proteolipido de las ATPasas—F, vy
es anilogo al sector membranal que contituyen el canal F° de las
ATPasas-F. La subunidad de 14 kDa puede requerir de al menos una
subunidad adiciaonal para conducir protones a través de la
membrana. El polipéptido hidrofdbico de 20 kDa de las ATPasas-V
padrfa asumir esta funcién, el cual ha sido denatado como la
subunidad a en analogfa a la subunidad a (4] gector F de las

o
ATPasas—-F (Moriyama y Nelson, 1989).

Las subunidades que pesan 70 y &40 kDa constituyen un segmento
extrinseco, y la mayor de ellas es capaz de unir nucledtidos.
Recientemente se ha determinado la secuencia de aminocidcidos de 1la
subunidad de 70 kDa, 1a cual es hambloga a la de la ATPasa
vacunolar de las levaduras, y presenta semejanzas menores con la
ATPasa de Sulfolobus. una arguecbacteria (Nelson, 1989).

Otro tipo de subunidades son las denominadas accesorias, que
se han identificado solamente en ATPasas-V de mamfferos y han sido
denominadas Actl1S y Ac3? can pesos moleculares cercanos a 115 y 39
kDa, respectivamente (Nelson, 1989). La funcidén de las subunidades

accesorias aun no se conoce (Fig. 5).

La subunidad Ac11S es una glucoprotef{na que se encuentra en
granulos cromafines, vesfculas sinipticas, y vesfculas cubiertas
por clatrina. Estudios con anticuerpos espec{ficos revelaron la

ausencia de esta subunidad en lisosomas, microsomas de riNén .y
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~cump1=:n de Ga191 (Hur'yama Yy Nelson, 1989). La recanstitucién  de

~la’ enzima’ de vesl ulas

cubnertas por . clatrina sugiere que . la

t-subunidad Actls cnnFiere a:txvxdad a la Fnrma ATPasa~Mgz’ de la

enzxma. Al encantrarse eﬁ aquellns organelos que se fusionan con
laymembrana/plasm&tzca, se sugiere que la subunidad AcliS de las
ATPésas—y esté involucrada en la unién de estos organelos con la

membrana.

La subunidad Ac39 esti presente en todas las ATPasas~V de
mamiferos y el gene del polipéptido de granulos cromafines ha sido
clonado y secuenciado. La técnica de hibridizacién reveld la
presencia de esta subunidad en una amplia variedad de tejidos, vy
un gran namero de RNAm para esta protefna fue obtenido en células
enriquecidas con lisosomas. No existe informacién acerca de la
funcidn y el origen de esta subunidad. Estudios sobre la
biogénesis de las ATPasas-V podrian esclarecer la funcidén de

dichas subunidades accesorias.

La actividad de hidrélisis de la ATPasa vacuclar se mide
empleando como sustratos en forma preferencial el ATP, PPi, ITP vy
GTP. La Km para el ATP en plantas es de 0.1 a 0.2mM (Sze, 1985) .
La actividad de hidrélisis de ATP aumenta 17 veces en presencia de
MgE*
siguiente:

y €l orden de preferencia de cationes divalentes es el

Mn?* > Mg®* > Co*" » ca* > zn**

(0’Neill y Spanswick, 1984)

Los cationes monovalentes no tienen efecto aparente sobre la
actividad de hidrélisis de ATP (Sze, 1985). La enzima es
estimulable por aniones en el siguiente orden:

€17 (cualquier sal de cloruro) > Br > acetato > HED; > I > su:
(Moriyama y Nelsan, 198%9).

La actividad es fuertemente inhibida por ND; y SCN  a
concentraciones milimolares, por lo que se han empleado como

inhibidores especi ficos de la enzima. Como todas las ATPasas
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: idad' de ‘hidrélisis de: ATP. por la
ATPasa .de. tunoplastn ncuentra en. EI;,:SZnt:er‘va!o _de ‘7.0 a: 8.0

(Sze,. 1‘?5,5)., Ellinterio acuola es.Acido {(pH =-5.5) grécias

a‘la: i:ont:'r"'ibu:ién_de las>ATPasa “para:imantener esta acidez. La

diFErEncx de: pnten: a Vlé:trxcn ‘puede ser usada para transportar

mnléculas .al inter;nr de: la .vacuola ‘a una concentracién 1000 veces

mayor que en el cxtoplasma.

En las plantas la funcién de este tipo de enzimas consiste en

fnrmar un AuH'a través de la membrana vacuolar o tonoplaste (como
las ATPasas de ¢tipo F, estas enzimas solo son capaces de
transportar protones), acidificando ast el interior de la vacuola.

Este gradiente provee la energfa para transportar al interior de
la vacuola diversos metabolitos como la sacarosa en los tejidos
que la acumulan, el &cido malico en las plantas CAM y diversos
metabolitos secundarios como los alcaloides, en diversas especies,

aminoidcidos cargados positivamente, moléculas de polifosfatos vy
varias enzimas hidrolfticas, as{ como ca®". y 4acidos organicos

(malato y citrato), que podr{an ser transportados aprovechando el
AuH" formado por 1a ATPasa de tonoplasto (Sze, 1985).

Es poco lo que se conoce sobre el mecanismo de accién de las
ATPasas tipo V. Se ha determinado que transportan 2H por
molécula de ATP hidrolizada. También son escasos los datos sobre
regulacién de la actividad de estas ATPasas. Se ha propuesto que
pueden ser fosforiladas por una ATPasa membranal y que esta
modificacién causa una disminucién en la actividad; sin embargo,
algunos experimentos mis recientes indican que la actividad de
cinasa que se encuentra en el tonoplasto puede deberse a

contaminacién con otras membranas (Bennett et al., 1984).
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3.3. LAB ATPasas TIPQ P.—- Son ATPasas 'que"f ‘jFunl_:i’npén en
sentido de la hidrélisis del ATP, presentando un kiv;te'rniediari;:i
fosforilado covalentemente durante el ciclo catalf tiéo, Se
encuentran formadas por un polipéptido o unidad catalftica de 70 a
140 kDa (Serrano, 1983, 1988, 19%90). A este tipo de  ATPasas
pertenecen las ATPasas de H' de membrana plasmitica (100  kDa) de
plantas y hongos, las cuales presentan una similitud muy alta (es
decir. son homaolaogas) entre sus estructuras primarias. Otras
ATPasas como la H'/K" de la mucosa gistrica, la Na'/K' de ' ‘membrana
plasmitica animal y la de Ca®*" de reticulo sarcoplédsmico 'y
endoplismico, también pertenecen a este grupo.

La caracterf{stica fundamental de este tipo de ATPasas es la
fosforilacién de un residuo de &cido aspirtico, y la posterior
hidrélisis del enlace anhidrido as{ formado (Amory y Goffeau,
1982).  Estas ATPasas también se pueden identificar por su
sensibilidad al vanadato de sodio (Na.VD‘) (0-Neill y Spanswick,
1984).

En la membrana plasmitica de células de plantas 1a ATPasas
transportadoras de protones crean un gradiente é!e:truqu.(micu
(AauH”™) a través de 1la misma, cuya energfa es utilizada para
transportar iones, como el K, la sacarosa, otros azdcares Yy
aminoAcidas al interior de la célula, y otros iones, caomo par
ejemplo Bl Na*, hacia el exterior.

La actividad de esta ATPasa es estimulada por cationes
monovalentes, principalmente por el K'. El sustrato verdadero de
esta enzima es el complejo ATP—ng’, y tanto el ATP libre como el
ADP son inhibidores competitivos de la enzima . €1 fosfata es un
inhibidor muy débil (Bennett st al., 1985). La estructura vy
mecanismos de actividad de hidrélisis de ATP se detallaran mas
adelante en la ATFasa de H' de membrana plasmatica de plantas.
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4. LA ATPasa-H' DE MEMBRANA PLASMATICA DE PLANTAS

La existencia de una ATPasa~H" en la membrana plasmatica de
plantas fue sugerida hace dos décadas (en 1970) a partir de
estudios sobre tansporte activo (Poole, 1978) y por mecanismos de
potencial eléctrico (Spanswick, 1981) a través de la membrana
plasmitica de células de plantas. El trabaijo pionera de Hodges et
al (1972) representsd el primer pasc en la caracterizacién
molecular de esta bomba. Estos autores demostraron la presencia de
una ATPasa-H' en membrana plasmitica de plantas, estimulada por K"
distinta de las ATPasas mitacondrial y de claoroplasto (Tabla 1)
(Serrano, 19%90).

TABLA 1

Propiedades de dos familias de ATPasas que bombean
cationes (modificado de Pedersen y Carafoli, 1987).

ATPasas (Fan) ATPasas (E-P)
Membranas: Bacteria Bacteria
Mitocondria Membrana plasmitica
Tilacoides Reticulo endopliasmico
Tanoplasto .
Cati&n: H* H*,H /K* ,Na* /K* ,ca®* /1",
Inhibidores: DCCD (10°°mM) Vanadato ¢107°M) -
(Ki)

Nitrato (107 %m)

Subunidades: Parte Fi: 3 catalf{ticas Catalftica de 70-140 kDa.
y otras 3 de 50~80 kDa. Otras subunidades de

Parte Fo: &~12 proteo- 10-50 kDa en diferentes

lipidos de 8-16 kDa. enzimas.
Mecanismos: No forman un interme— Forman un intermediario
diario fosforilado. acil-fosfato covalente.

Cooperatividad de Sub- El1 mondmero es activo.
unidades catalfticas.
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la actxvtdad de esta enzi ha sido demnstrada en ' vesi{iculas

1fdé membrana ; plasmétxca X (Sze. 1955) la ‘enzima - ha sida

‘,parcxalmente pueru:ada Y. re:onstxtui da‘en: liposomas que permiten
el transpnrte de H" G mediante :1 hxdrélisxs del  ATP (Serrana,
'1953). ‘Estos - estudios ‘también demustrarnn sxm:litudes entre las
ATPasas 'de H" de membrana plasm&txca de plantas y hongos, vya que
- presentan la misma estructura Yy mecanxsmns de accidén como las
'ntras ATPasas dgl tipo E-p’jnvolucradas en el transporte de Na..
SK*;i 'y €Ca*". Par otro. lado, este-tipo de ATPasas (E-P) difieren del
tipo FOF‘, ya que presentan diferente estructura y mecanismos de

accién: (Tabla 1).

S. HETODDB " DE EXTRACCIDN Y PURIFICACION DE LA ATPai
_MEMBRANA PLASMATICA DE PLANTAS

DE

Para el estudio estructural y funcional de la ATPasa-H' de
'membrana plasm&tica se han empleado: ta) wvesfculas de membrana
: 'plasmética aisladas, que contienen a la ATPasa-H", exponiendo el

sitio catalftico hacia el exterior de la vesf{cula, lo que permite
el acceso libre del ATP externo (vesfculas denominadas
"inside-out”); (b) la enzima pura seguida de reconstitucién en
vesiculas de fosfolipidos o proteoliposomas (Vara y Serrano, 1983;
Marré y Ballarin-Denti, 1985; Sze, 1985) 3 (c) solubilizada en
detergentes (Gallagher y Leonard, 1987a3 O’Neill vy Spanswick,
1984); y (d) aislada por métodos electroforéticos (Serrano, 1988).

S.1. Microsomsas o vesiculas de membrana

Las ves{culas de membrana plasmitica se obtienen por la
ruptura de la célula (homogeneizacién), lo cual da por resultado
la liberacién de organelos intactos (ntcleos, mitocondrias, etc.)
y pedazos de membranas, que tienden a cerrarse por interacciones
hidrofébicas de manera espontinea formando ves{culas. Una
posterior centrifugacién diferencial separa la fraccién microsomal

que contiene a las ves{culas de membrana plasmitica y de otras
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de
un
o
1980 vy
Serrano,
Hodges vy
ves{culas
1.17 g/cc

i Eﬁ‘lé:mayﬁria‘de los estudios de la ATPasa-H" de membrana
gﬁ;gi:S(ﬁe planta; se emplean fracciones de membrana plasmitica
ralces jévehes. Esta fraccidn vesiculada se ‘obtiene
éénékalhenie por gradientes de sacarosa o por un sistema acuoso de
dos-fases que consiste de dextran TSO0 y polietilenglicol 3350 &
4006 (Hodges y Mills, 19865 Mito et al., 1988). El1 gradiente
discontinuo de sacarosa fue originalmente descrito por Hodges et
al (1972), y el procedimiento de separacién de dos-fases fue
primeramente desarrollado por Albertsson en 1958 y reportado
posteriormente para aislar las vesficulas de membrana plasmitica de
células de plantas (Hodges y Mills, 1986; Mito et al., 1988).

La separacién en gradiente de sacarosa se basa en los
diferentes tamafios y densidades de las diversas membranas de 1la
célula, mientras que el sistema de polimero de dos—fases se basa
en las diferentes cargas que presenta la superficie de la
membrana. El gradiente de sacarosa obtiene a las vesfculas de
membrana plasmitica como una mezcla de vesfculas al derecho
{"right-side-out”) y al revés ("inside-out") que son altamente

permeables a iones y a ATP—ng', mientras que el sistema de
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dns—Fases provee pr:marxamente de ‘unas vesl:ulas al derecho, ques
.snn 1mpermeables al ATP—Hg ..:Tales pru:edlmxentcs de buriFi:acién

snn empleadns de acuerdn al uso planeado de las membranas.

“Las mndancacxanes ‘Usualmente - involucran cambios en las

aciones de - ‘sacarosa D dextran/pulxetxIenglxcol, porque  la

‘concentr
i membrana celular varxa :unsiderablemente de tejxdu

de vesfculas

‘plasm&txca que no’ se encuentren contaminadas con otras

una preparacién

Es diffcil obtener'en plantas,

a$; p9r»ln cual una alternativa es la solubilizacién de 1a
_El métado generallcansiste, primero en 1la solubilizacidén

proteinas periféricas de las vesiculas de membrana
piasméti:a con detergentes débiles (Tritén X-100 & 114, sales
ﬁiliarés, octilglucosido, desoxicolato o colata de sodio, etc.)
y/0 su combinacién con sales (KC1, Kl o KBr, 0.5M), tratamientos
que no solubilizan la ATPasa-H" de membrana plasmitica . Durante
este y los siguientes pasos la ATPasa-H® es estabilizada por altas
cuﬁcentraciones de glicerol (20-45%), ditioeritritol y EDTA.
(Leonard, 1980: Dupont et al., 1982; Vara y Serrano, 1982;
Serrano, 1983; Serrano, 1984a y 1984b; O’Neill y Spanswick, 19843
Briskin y Poole, 1984; Kasamo, 1986; Anthon y Spanswick, 1986;
Gallagher y Leonard, 1987; Mito et al., 1988; Serrano, 1990). La
solubilizacién de la enzima es efectuada por detergentes iénicos
fuertes como los zwitteridnicos (la lisolecitina y el zwittergente
3-14) y el dodecilsulfato de sodio (SDS). La enzima as{
solubilizada se agrega, por lo que se somete a un gradiente de

glicerol (Serrano, 1984a).

El fraccionacionamiento con persulfato de amonio del extracto
solubilizado se emplea en muchas preparaciones crudas. En 1984,
Cocucci y Marré (Serrano, 1990) proponen la solubilizacién de 1la
ATPasa-H  de membrana plasmitica en colato y sales de sulfato, Y

entonces fraccionar con sulfato de amonio (Serrano, 1983).

26



S.4. Reconstitucidn de la ATPasa-H  de me'nbrana> pllsﬁﬁtf&i“ en
protecliposomas i e R

La ATPasa-H" de membrana plasmatica reciuiere de’ Fc'sv‘sFD”upidus i
para una actividad éptima, aunque el grado de qsti_‘ula:iéli», y‘ la-
especificidad del efecto es variable. La pr_-nte{nia.' p‘urijFi;‘:ayda”

muestra una clara afinidad por los l’lpi;d’bsy' 'z:'nm‘:‘n_w_ “la
lisofosfatidilcolina, el lisofosfatidilglicerol y f'osfu:l_fpidnvsi g
extraidos de sonicados de soya; formando prnteqlipq‘s'oma:s ‘Veh : las
cuales se puede estudiar la actividad de hidrélisis quTP por ; ‘l_a
enzima (Sze, 1985; Cocucci y Marré, 1983). Kasama y anﬁchii _(!?”_67{

proponen a la fosfatidilcolina y ﬂ:sfatidilser'pé Eéinu los vmejur"es

activadores de la enzima.

Un estudio detallado . de  la_ ATPasa-H" de rafz de avena
(Serrano et al., 1988) ha mnstr'avdu,que‘ la estimulacidén de la
enzima delipidizada par lipidos es relativamente inespectfica.
As{, el tritén X—100 activa parcialmente a la enzima, mientras que
la actividad mixima se obtiene con lipidos que contienen un grupo
zwitteridnico con cabeza polar (p.e. fosforilcolina Yy
fosfariletanolamina). Este estudio también indicé que la ATPasa-H'
de membrana plasmitica no requiere de cadenas hidrofébicas
insaturadas para su actividad. Tales requerimientos 1lipfdicos
inespeci ficos también se observan con la ATPasa-Ca®>* de reticulo
sarcoplidsmico, la cual puede ser activada paor detergentes y por
todas las especies fosfolipfdicas, aungue existe una gran
preferencia por fosfatidilcolina.

Por otra parte, la ATPasa-H" de levadura y la ATPasa—Na'/K"
de células animales requieren de lipidas con una cadena
hidrofébica insaturada y una cabeza polar cargada negativamente
{Serrano, 1990).
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4. CARACTERISTICAS Y REGUERIMIENTOS DE LA ATPasa-H DE MEMBRANA
PLASMATICA PARA LA ACTIVIDAD DE HIDROLISIS DE ATP

Una de las caracterfsticas de la ATPasa-H' de - membrana
plasmatxca en el estudio de su a:txvidaﬂ de hzdrél:sxs es la de
ser altamente espec{fica para el ATP como sustrato (sustrato real
ATP-Mg *); otros ésteres fosféricos comn GTP, UTP “ITP, ‘CTP, ADP,
0P, AMP, PPi, PPPi, p—nxtruFenulFosFat 4 glucq a—b’-;FnsFata.‘ dan
solo el SZ4 de la actxv:dad ubservada r:an ATP .(Brxsmn Y "'Poole.
1984). Una Km relatxvamente alta para el ATP, Vde 0.77a "4, Bmﬁ. h;a
sido determinada para la ATPasa—H en vesfculas de membrana 'y de ‘1

a-4mM para la enzima solubilizada y puriF:cada (Briskin vy Ffunle.
1984; Sze, 1985; Marré y Ballann—Dentx, 1985- Bawmar\ y Bowman,
19863 Serrano et al., 1988). . B :

Para gue se ‘lrleve a éabﬁrla reaccién de hidrélisis del ATP es
necesario que en el me_&iu sé encuentre el ng' (Bowman vy Bowman,
1986). El requgkilvllie.ﬁéo de ca!;iones divalentes es el siguiente:

2+

" 5>> zn®* > ca

Mg®* = co®* > Mn (Marré vy Ballarin-Denti, 1985).

Ma®* > Mn** > co®* > cu®* (Kasamo, 1984).

Las campanentes del sustrato (ATP-Mgz') en altas
concentraciunes pueden inhibir fuertemente a la enzima, ya que
exxste evidencia de que el ATP y el Mg causan un cambio -

conformacional que por adicién de ng‘ protege a la ATPasa de la’
-inactivacién por tripsina (Bowman y Bowman, 1986).

. La presencia de cationes monovalentes estimula
sivgniF.i:ativamEnte a la enzima, de acuerdo a la siguiente
secuencia:

K" > NH] > RE" > Na" > €s” > Li" (Sze, 1985)

K™ > RE® > NH] > Na® > Li* > colina > C& (Kasamo, 1986)
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‘membrana plasm&txca, aunque su
¥ adecuadamenta (Sze,

100 kDa (Serrana, 1984b) .

inhiben

niones ‘aparentemente no tienen efecto
i ATP." E1 - dietilstilbestrol

a

especificidad
1985). La inhibicién por DCCD se

Las siguientes concentraciones

de

alguno sobre la

(DES) y la
la ATPasa-H" de
atn no ha sido

involucra la modificacién covalente de el polipéptido de

inhibidores, producen

diferentes porcentajes de inhibicién en la actividad de hidrélisis
‘de ATP: por la ATPasa-H' de membrana plasmitica.

Inhibidnr y Concentracién:

b

de inhibicién

DES y DCCD  (100-200ut)"

sulﬁ:natu) (10—20;.«!‘1)
Eritrosina B llO—SOyN)
DES (40-40uM)™

DECD (10-30uM) ™
Tirocidina (S0uM)®
co®* (a-zumy

DCED (100uM)*

DES (100uM)*
Gramicidina S (100uM)®
KNO,  ¢100mM) *

NaN_ (1mM*

Mplibdato de amonio (100uM)*
Duabaina (Soum™
Oligomicina (101.uglml)'l

CuSO y mercurianos (p-clorumercur;bencenu—

Acido p-cloramercurofenil sulfénico (1-3uM)

&

100

100
100
S0
50
50
S50
-1
<50
<S50
<S50
significativa
significativa
significativa
significativa
significativa

%.—- Serrano, 1990.

29

&.— Kasamo, 198&.



El herbicida 2,2,2~tricloroetil3,4-diclorocarbonilato (SW26)
inhibe a la ATPasa-H" de membrana plasmitica a 100uM. E1 ATP-ng'
no pr'cit‘e'ge a la enzima del efecto inhibidor del SW24, y se ha
sugeridn que éste se une a un sitio separado del sitio activo de
la enzima (Serrano, 1990). Un inhibidor muy especffica para la
ATPasa-H' es &l vanadato de sodio (Na‘VDs). Esto ocurre debido a
que el vanadio (V) puede adoptar una estructura de bipirdmide
trigonal (que se parece el estado de transicidén del Pi durante la
reaccisén), lo cual la hace altamente efectivo como inhibidor (Sze,
1985S), mastrando una Ki de 1uM (Bowman y Bowman, 1986). E! pH
&ptimo de la ATPasa-H de membrana plasmatica de plantas para
hidrolizar ATP es de 5.5 a 4.5 (Sze, 1985; Baowman y Bowman, 1984).

7- CARACTERIZACION ELECTROFORETICA DE LA ATPIII-H‘ DE MEMBRANA
PLASMATICA

Las preparaciones de la enzima purificada sometidas a
electroféresis en geles de poliacrilamida-SDS (PAGE-~SDS) contienen
un polipéptido de 90-100 kDa de peso, el cual cuenta con el 80% de
la protefna en geles teNidos con Coomassie (Serrana,.1990). Otros
polipéptidos estan presentes en variable y baja estequeometr{ia con
respecto al anterior y probablemente representan contaminantes. La
gnica demostracién rigurosa de que no se trata de algunos
compancrtes de la ATPasa-H' de membrana plasmidtica ha sido
realizada en la levadura Neurospora crassa. Experimentos similares
se han realizado en la enzima de plantas. Esto es tan importante
de realizar que precauciones especiales se han adoptado durante la
electroféresis de las preparaciones de ATPasa-H' debido a que el
polipéptido de 100 kDa se agrega posteriormente a la ebulliciédn en
dodecilsulfato de sodio {SDS). La ebullicidn se emplea para
inhibir proteasas endSgenas las cuales pueden degradar a la
ATPasa-H' después de su desnaturalizacién con SDS. Sin embargo,
estas proteasas pueden inactivarse par un procedimiento
alternativo, tal como la adicién de inhibidores de proteasas
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(Gallagher et al., 19863 Gallagher y Leor'ia_rd,' 1987; ‘Serr‘a'_nn,ﬂ

o 1a-i:re:ipita¢:’_1'_ép de’1a huestras con &cid
antes de la disalucisn.’’en  SDS.: (Vara 'y - Serrano,
problemas: pnbdrjl‘agi-ulexpiic‘a'r 1a presencia’de ,,r;!'olvipép_t"dd
'beso.'m‘al’ec‘u'l_:r',‘ observados posteriormente’a’la “ial f

las: preparac{unés., e

" por otra. paﬂ;e estudios realizados ‘par . Anthon 'y "'Span'su'ick
“(_;_98§):;$ugiél-en que la enzima existe camo un trimero. 'Sh’-\ Einbar};o,
estudios realizadas mediante inactivacién por radiacién (m&todo
v;;ara' la - determinacién del peso molecular de prntéinas
multiméricas) sugieren que la ATPasa-H’ funciona como un - dimero
{Briskin et al., 1985). Se requiere de futuras investigaciones
para determinar el estado oligomérico de la ATPasa-H' de plantas
mediante 1la aplicacién de otras técnicas, incluyendo el
entrecruzamiento de la ATPasa-H' unida a membrana y anilisis de
sedimentacién de la enzima solubilizada (Serrano, 1990). En el
caso de Neuroespora crassa, los mondmeros del polipéptido de 100

kDa se agregan formando un hexamero, mientras que los de
Schizosaccharomyces pombe forman un octamero (Bowman y Baowman,
1986) .

8. INMUNODETECCION DE LA ATPasa-H DE MEMBRANA PLASMATICA

El conacimiento acerca de la distribucién de la ATPasa-H' de
membrana plasmitica en tejidos vegetales es esencial para entender
el camino y mecanismo de transpaorte de nutrientes en la cé&lula. La
localizacién de la ATPasa-H" ha sido estudiada empleando
anticuerpos policlonales especificaos (Parets-Soler et al., 1990) .
Asi mismo, el uso de anticuerpos especificos ha aportado
evidencias claras de que las ATPasa-H' de membrana plasmitica de
diferentes sistemas presentan componentes antigénicos comunes
{Bowman y Bowman, 1986; Serrano, 1988).
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: ,Ex,vibst‘ev:'mm‘/ poca- informacién estructural de la  ATPasa-H' de
Y g de plantas, debido a las

-protefna hidrofShica. La

i,kl;ei:_ig'r_it 'dbserVa;iéh' de.dos 'diferentes ATPasas transportadoras de

y la ATPasa-Ca®*"  de celulas
ias homSlagas dando la posibilidad de

‘relacién “estructural de la ATPasa-H" de membrana
i " de ‘hongos 'y plantas ha sido investigada empleandc el
lis‘i‘s' deinmunoréplica. Anticuerpos policlonales espectficos
5 gi&ﬁs' cdntfa la ATPasa-H" de membrana plasmatica de N. crassa
“y:rafces de avena, presentaron reaccién inmunoldgica cruzada
. contra las enzimas de N. crassa y ralces de avenha, jitomate vy
‘papa, sugiriendose una homologfa estructural entre estas ATPasas
de H® aisladas de especies filogenéticamente diferentes (Surowy vy
Sussman, 1986).

Un anticuerpo anti-ATPasa de H” de membrana plasmitica ha
sido generado a partir de los Gltimos 99 aminoidcidos de uno de los
tres genes de la ATPasa-H® de membrana plasmitica de Arabidopsis
thaliana (Pardo y Serrano., 1989). Este reacciaona con la ATPasa-H"
de membrana plasmitica purificada de ralfces de avena, tabaco,
girasol y mafiz. €1 dominio carboxilo terminal del anticuerpo
presenta unicamente de 19 a 20 aminoicidos diferentes con resparto
a otras isoformas de la enzima de Arabidopsis, y 36 aminocicidos
diferentes con respecto a una de las isoformas de la enzima de
tabaco. Por lo tanta, la mayorfia de los aminocicidos de esta regién

se encuentran muy conservados.

La especificidad del antisuero se ha demostrado en membranas
crudas donde se cohservan bandas de protefna, la ATPasa-H® de
membrana plasmatica de 100 kDa, que reaccionan con el anticuerpao
(Parets-Soler et al., 1990).
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+
?. ESTRUCTURA Y MECANISMO DE LA ATPasa-H DE MEMBRANA PLASMATICA
?.1. Estructura

La estructura transmembranal y los dominios funcionales de la

ATPasA-H' de membrana plasmitica se muestran en el modelo
propuesto.para las ATPasas E-P (Fig. 6). La estructura presenta 8
secuencias altamente hidrofébicas de aproximadamente 20

amino&cidos, los cuales podrfan formar a—-hélices transmembranales.
Estas secuencias, principalmente las que se encuentran en contacto
direttu‘ can la membrana, podr{an canstruir un canal
triansmembi‘anal- La regign.3 est& muy conservada, y contiene al
“intermediario fosforilado, tal vez estd localizada en la apertura
citapiASmica del .canal, en una posicién que permita acoplar la
hidrélisis del ATP y el transporte de H". E1l acaplamiento
involucra los pasos de fosforilacidn covalente y desfosfarilacién,
y recientemente Serrano (1988) ha sugerido que estos pasos pueden
éstar catalizados por dominios separados de la enzima. Estudios de
modificacién quimica en ATPasas (E-P) de animales y mutagénesis
dirigida a un sitiao de la ATPasa de levadura (Portillo y Serrano,
1988) suponen la participacién de las regiones conservadas 4-7, en
la formacidén de un dominio de cinasa involucrado en la unién del
ATP y la formacidn del intermediario fosforilado. De igual forma,
la mutagénesis dirigida a un sitio de la enzima de levadura indica
que al menos la regién 2 conservada es parte de un dominio
separado. de fasfatasa, el cual cataliza la hidrélisis del
.intermediario fosforilado.

Estudios bioquimicos sugieren que la ATPasa-H® de membrana
plasmitica representa el 15 % de la protefina de membrana
plasmitica y 0.3 % de la protefna total en levadura (Serrano,
1985). La composicién de aminodcidos sugiere que la ATPasa es una
protefna &cida, con un punto isoeléctrico calculado tedricamente
de alrededor de 5. Este punto no puede ser determinado
experimentalmente, debido a la inestabilidad de la enz{ma bhajo las

condiciones de enfogue isoeléctrico (Serrvano, 1988).
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exterior

membrana

interior

dominio
fosfatasa

dominio
cinasa

Figura 4. Modelo de la estructura transmembranal y dominios
funcionales de las ATPasas E-P. Las 7 regiones altamente

conservadas se indican como zaonas claras (Serrana, 1990).

~9.2. Mecanismo

La ATPasa-H® de membrana plasmitica pertenece a las ATPasas
del tipo P, que también se han llamado tipo E‘—Ez (Fig. 73, pues
durante el ciclo catalfitico existen dos estadas: el primero de
ellos (E‘) puede unir ATP y es incapaz de unir fosfato inaorganicao
(Pi). En cambio, el Ez es el estado de la enzima que libtera el
fosfato, por lo que puede unirlo a un residuo de Acido aspartico
farmanda un enlace anhidrido (ff-aspatil fosfato) (Amory y Goffeau,
1982; Briskin y Poole, 1983), as{ como al vanadato. El paso de E2
a E‘ es el mAs lento. Este mecanismo, esquematizado a continuacién
{(Fig. 7), explica por que el Pi, siendo el producto de 1la
hidré&élisis del ATP que se libera al  final, no es un inhibidor
competitivo respecto al ATP. El vanadato, un anilogo del Pi, sf
es un inhibidor competitivo (0°Neill y Spanswick, 1984).
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Es poco lo que se conoce hasta ahora sobre regulacién de 1la
sintesis y la actividad de esta enzima. Aunque se supone que  en
condiciones fisioldégicas no hidroliza ATP a toda su capacidad pues
su pH Sptimo es de &.5, mientras que el pH citoplasmico es
superior a 7 y algunas toxinas como la  fusicoccina provocan .un
notable aumento en el transporte de protones al exterior (Serrano,
19790) .

Figura 7. Mecanismo E -E ﬁaré la’ ﬁidfélxsis de” ATP por - 1a
“‘ATPasa—H" de membrana plasmitica "dE"plantas?(vrar;a,rllqﬂ‘?) o

El mecanismo de acoplamiento para la actividad de hidrélisis
del ATP en forma estructural parece seguir los principios
enunciados por Hammes (1982) y Tanford (1982), y lo descrito por
Serrano (1988), como se describe a continuacidén. Las ATPasas (E-P)
parecen existir en dos conformaciones, las cuales se alternan

durante el ciclo catalf{tico (Fig. 8). En 1la conformacién E‘ el
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dominic’ de nio de fosfatasa'no lo’ es

y el ‘gitio e:l‘,a:anval'. 1liga® H con
2 l'a"‘membrana. ‘En ‘la

osfatasa‘es-activo, mientras:que el

-

del H en " la
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. Figura 8. Modelo para. el mecanismo de hidrélisis de ATP
acopiado al * ATPasas (E-P).

transporte de H en Las
implicadas en 1la catAlisis estan

zonas
(1-7)

cédigo de

altamente conservadas
‘indicadas con el
1990).

una sola 1letra para . aminocdcidos

{Serrano,
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s DE CATIONES

Sootas 7, "ryegib"neskqlt'va'me/nte;cdnser‘vada'-.s (Fig &) en las ATPasas
con intermediario ,:Fbs?u(il;a'dd"(E—P) 'gﬁdi:an que . todas estas
enzx’mas'son"hnméilnogaé y - ‘evolucionaron . de ‘una bomba ancestral.
'Estas tjegi;n_'\es ir'epresentan el 6% de las secuencias totales y
puederik cbrréspnndéf a la maduinaria catalftica bisica. La regién 3
.incluye 'g! aminoicido aspartato (D) que ha sido abservado en

ATPasas de animales y plantas, que participa en la formacién de un
intermediario fosforilado durante la hidrélisis de ATP. Este
reéidun es seguido por cuatro aminoAdcidos (KTGT), en todas las
ATPasas con intermediario fosforilado (Serranc, 1990).

Las secuencias de algunaos péptidos tripticos (Walderhaug et
al., 1985; Schaller y Sussman, 1988) y de nuclesdtidas (Pardo and
Serrano, 1989) indican que la ATPasa-H' de membrana plasmitica de
plantas presenta todas las regiones conservadas de las ATPasas con
intermediario fosforilado (E-P) de eucariontes, y que éstas estan
estrechamente relacionadas can las ATPasas de H  de hongos. La
reaccién inmunolégica cruzada entre ATPasas de H® de membrana
plasmitica de hongos y plantas es consistente con estas
ohservaciones (Clement et al., 1986; Surowy and Sussman, 1986).

Las ATPasas de H de membrana plasmitica de plantas vy
protozoarios estan mis relacionadas con las ATPasas de hongos (30%
de similitud) gque con las ATPasas (E-P) de bacterias o animales.
Lo anterior concuerda con la existencia de reaccién inmunolégica
cruzada entre las ATPasas de hongos y plantas (Surowy vy Sussman,
1984} pero no entre ATPasas de hongos y animales.

La secuencia de amincacidos de la ATPasa-H de membrana
plasmitica de Saccharomyces cerevisiae y de Neurospora crassa ha
sido deducida de la secuencia de nucledtidos de 1los genes
clonados. Las enzimas tienen 918 Yy 920 aminoidcidos
respectivamente, con pesos moleculares aproximados de 99.7 y 99.9
kDa (estimados por electroféresis en geles de acrilamida-SDS;
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Serra;nﬁ, 1985) .

cerevisiae'y. N.. crassa poseen.u

secuencia de estas dos. ATPasa

Eraééa') ex'i:‘alica su rea:ci‘éh't"intlidhélélgic'!a"

985, Ademas, estas ATPasas exhiben " keaccidn

c 1zada ‘con:'las ATPasas de H' de membrana plasmitica

Eya:_iuras—'Séhi':osaccharnmyces pombe, Candida .albicans.:y

',I\"juy\'eram)}cfes ‘marxianus, y Enn las de ralz de mafz (Zea mays) 'y
‘t‘:ut_xél_—culp de betabel (Reta vulgaris) (Serrano, 1985).

“-Las '3 ATPasas mis importantes en animales que bhombean
cationes 'y forman un intermediario fosforilado son: la
ATPasa=(Na*/K’) de membrana plasmitica, la ATPasa-Ca>" de retfculo
sarcoplésmico y la ATPasa-(H'/K') de la mucosa gistrica, las
cuales han sido recientemente clonadas y secuenciadas, al igual
que la ATPasa~-K™ de Escherichia coli la cual también <forma un
intermediario fosforilado. La comparacisdn de la secuencia de todas
estas enzimas por un método gri&fico muy sensible ha, mostrado 10
regiones homdlogas. Aunque el grado de similitud entre las
regiones selecionadas es alta, la similitud entre todas estas
protef nas es tan baja como el 25 %, a excepcién de 1la relacién
existente entre la ATPasa-(Na'/K") y la ATPasa-(H'/K’) de células

animales. las cuales presentan un &5 % de homologf{a. El grado de

homologia entre las diferentes isaenzimas de la ATPasa~Ca>" Yy la
ATPasa—(Na‘'/k’) es cercana al 85 % (Serrano, 1988).
Los datos aportados de las secuencias de aminoAcidos

(deducidas de las correspondientes secuencias de nucledtidos), la
reaccién  inmunolégica cruzada (usando anticuerpos espec!ficos
dirigidos contra la ATPasa~H" de membrana plasmstica) y la
formacién de un intermediaric fosforilado durante la catélisis,

apayan la hipstesis de que todas las ATPasas con un intermediario
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E‘P) pruvxenen de ‘una prote. na 1 comln am:éstral.v SLa
Calta nnmalogl‘.a existente ‘entre las - ATPasas’ con' intermediaria:

:Fuchu xlado (

;_Fnsﬁ:rxlado (E-P) sugiere que estas ATPasas (E-P) :onstxtuyen una
familia aparte. Estos ‘datas también sugieren que las ATPasas _tipo
F F/ y=las tipo iV tienen un origen evolutivo independiente, ya- que’
tantu 1a estructura como los mecanismos de accién . son .diferentes
(son multxmérxcas Y nn presentan un intermediario fosforilado). El
'gradu ‘de ‘similitud entre las ATPasas (E-P) y las ATPasas-FoF‘.'

's\ig‘ier‘_e que”la capacidad para transportar cationes acoplado ‘a 'la

hidrélisis o sfntesis del ATP se presenté en el cursa de la
evolucidn por dos vias independientes (Serranc, 1988).

11. EL PAPEL DE LA ATPIII-H. DE MEMBRANA PLASMATICA EN LA
FISIOLOGIA DE LAS PLANTAS

El papel fisiolégico de la ATPasa-H" de membrana plasmitica
adn no estid totalmente establecido. Se propone que la
acidificacién del medio externo en c«células intactas de plantas
estid regulado en parte por la ATPasa-H" de membrana plasmitica,
actuando como un factar regulador del pH celular. Se ha encontrado
mediante el control del pH del medio que el coamponente eléctrico
aumenta y su magnitud permite a. la célula el transporte de
nutrientes en contra de un gradiente de concentracién de
100,000:1. De aqui se infiere que la ATPasa-H'" proved de la
energfa necesaria para el transporte de solutos a través de su
accién de expulsar H en contra del gradiente de concentracién a
expensas de la hidrélisis del ATP (Bowman y Bowman, 1986).

El crecimiento vegetal se encuentra regulado por factores
fisicos (p.e. luz) y quimicos (fitoreguladores (auxina) y
fitotoxinas (fusicoccina)) entre otros, los cuales parecen actuar
de manera indirecta activando a 1la ATPasa-H" de membrana
plasmitica (Cocucci y Marré, 1984; Senn y Goldsmith, 1988),
modificdndose asf{ el pH intracelular. Esto ocasionaria una
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acidiFicaEién del  medio . externo, ' resultando . en  un ‘cambio  de

Fléxihiiidad:de la pared celular -facilitando asf{ la acumulacién’'de
"K'y nutrientes en la célula. Ello proporcionaria a su..vez  la.
'bresién osmdtica y los metabolitos necesarios para el crecimiento.

Existen varias indicaciones de que las cinasas de protefnas pueden

regular a la ATPasa-H" del tipo E‘— E2 por fosforilacién de la

misma, ya que ésta es sustrato de su actividad de cinasa (Schaller

y Sussman, 1988).

TABLA 2

_ Caracter{sticas de la ATPasa-H  de membrana plasm&tica:

1. Enzima (E-P), forma un intermediario fosforilado
durante la catalisis.

2. Es altamente especi{fica para ATP-Mg como sustrato.

3. Km de 0.7 ~ 4.8 mM de ATP para la reaccién de hidrélisis
de ATP en forma vesiculada, y purificada y reconstitufda
en liposomas, respectivamente.

4. Es estimulada por K* principalmente.

S. Es inhibida por vanadato (K« = 1 puM).

&. pH 4ptimo de actividad de 5.5 - &.5.

7. Presenta una clara afinidad por fosfolfpidos
como la lisofosfatidilcolina y fosfatidilglicerol.

8. Polipéptido o unidada catalftica de peso molecular

_cercano a 100 kDa.

Todos los estudios fisioldgicos y bioquimicos sugieren que la
ATPasa-H' de membrana plasmatica (Tabla 2) controla algunos de los
aspectos importantes en la fisiolog{a de las plantas, incluyendo
el transporte de nutrientes por medio de un gradiente eléctrico vy
de pH, el alargamiento celular, y el pH citopliasmico. Lo anterior
pone de manifiesto la necesidad de estudiar estructural Yy

funcionalmente a la enzima. Debido a ello es necesario el empleo
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1en’ta‘,’m3As‘,'e‘Fic‘a'i:es Y menas’ ,’prulanga‘d’as‘;r, as{

nzima,"tal 'v::cm\’u “ila inmunadete::i&n, 1a; "
. 'es'trucgurales; funcionales . y de
.de’membrana plasmitica de plantas..-
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. 11.; OBJETIVOS

"1, OBJETIVO GENERALI

““El presente frabéj@ tiene como objetivo aislar la ATPasa-H’
de’ mémbraha B plasm&ti"_cé : de . rafz de trigo por técnicas
R elécﬁr{aFuréticas’, ‘y' de ‘deteccién por-anticuerpos especi ficos. g

2. OBJETIVOS - PARTICULRES:

a) Obtener fraccianes veslcul.ares" derrrnemﬁrjans prlyaisini'ti’:v - a
partir del homogenado de ralz de trigo -por - procedimientos de
centrifugacién diferencial y gradientes de densidad.

b) Optimizar los procedimientos electroforéticos de Laemmli
(1970) y Schigger y Von Jagow (modificada por Gonzidlez-Halphen,
1987), en geles de poliacrilamida para aislar a la ATPasa-H® de
membrana plasmatica.

c) Detectar la presencia de la ATPasa-H de membrana
plasmitica por inmunorréplica o rép'lica en Western, mediante los
anticuerpos dirigidos contra la ATPasa-H® homdloga de Arabidopsis
thaliana (donados por el Dr. Ramén Serrano del European Molecular
Biology Laboratory, Federal Republic of Germany).

d) Obtener una fraccisén enriquecida de las bandas de proteina
de la ATPasa-H' de membrana plasmitica por medio de electroelucién
en gel de poliacrilamida-SDS (Laemmli, 1970), segin la técnica de
Gonzdlez-Halphen et al (1988).
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‘Las semillas'd Salamanca). ‘de

la’ cosecha l:t iclorometill

:qn't'a'lﬁ inacién
(Productora

- "z BIEMBRA DE SEMILLAS DE TRIGO

Las semillas de trigo se lavaron can Hzl:l bidestilada para
eliminar el CAPTAN~50, y se sembraron de la siguiente manera: se
colocaran de 100 a 300 semillas a intervalos de igual distancia
sobre algoddn y toallas de papel humedos, manteniendose a 1luz vy
temperaturra ambiente. Las semillas se dejaron bajo estas
condiciones durante & dias, regandose cada 246 3 dias con agua
bidestilada para evitar su desecacién.

3. MEDICION DEL PORCENTAJE DE GERMINACION

Al término de los & d{as de inbibicién se midié el porcentaje-
germinacién por medio de la siguiente fSrmulas

No. semillas germinadas

X 100 = % germinacién..
No. semillas sembradas

Se consideré como semilla germinada aquella que presentaﬁa la
protrucién de la radicula (Berrie, 1984).
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. 4. HOMOGENEIZACION DE RAICES DE TRIGO

4.1. Procedimiento:

i Todas las manipulaciones se llevaron a- cabo. a. 4°C. A . las
semillas con & dias de germinacién se les disectaron las rafces Yy
se ‘lavaron con HzU bidestilada. Posteriormente se cortaron en
fragmentos pequefios, los cuales se homogeneizaron en mortero con
una solucidén amortiguadora que contenfa 1% de BSA fraccién-V,
250mM de sacarosa, 70mM tris/HCl1 a pH 8, 15SmM de [-Mercaptoetanol,
4mM-de DTT o DTE, 2mM de EDTA, 2mM de PMSF, 1aM de ATP, en una
relacién  de ig de tejido por 1.Sml del amortiguador
{modificaciones realizadas: gquimostatina Supg/ml de amortiguador vy
la eliminacién de la BSA fraccidn-V del medio). E1 homagenado se
filtréd a través de 4 capas de gasa y el tejido remanente se
rehomogeneizé en la misma relaciédn de peso/volumen. Al homogenado
total, derivado de las dos homogeneizaciones, se le determind 1la
concentracién de protefna por el método de Lowry moadificadao
(Peterson, 1977). Una parte se almacend en alfcuotas a -70°C y
otra parte se sometié a electroféresis en geles de poliacrilamida
segun las técnicas de Laemmli (1970) y Schiagger y Von Jagow
modificada por Gonzidlez-Halphen (1987) (Fig. 9).

S. OBTENCION DE LA FRACCION MICROSOMAL Y OTRAS FRACCIONES
SUBCELULARES

S.1. Procedimiento:

El homogenado total se sometid a centrifugacién diferencial
como se muestra en el diagrama correspondiente (Fig. 9. El
sedimento de la centrifugacién llevada a cabo a 80,000 (45,000
rpm, 40’ en un rotor &0 Ti), que correspande a la fraccién
microsomal, fue resuspendida en una solucién amortiguadora que
contenfa 250mM de sacarosa, SmM de tris/HC1l a pH 7, 2mM de EDTA,
imM de DTT o DTE, 1imM de PMSF y 10%4 de glicerol (modificacidédn
realizada: quimostatina Spg/ml de amortiguador). Se le determind
entonces la concentracién de protefina, se ie sometid a
electroféresis en geles de poliacrilamida y se almacend como se

indica en el método de homogeneizacidn.
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OBTENCION DEL HOMOGENADO Y DE LA FRACCIQN.H!CRDSDHAL

SEMILLAS DE TRIGO SALAMANCA
!

& 3
SIEMBRA SDBRE ALGODON Y PAPEL HUMEDOS ALMACENAR LA EENILL_A“'

l 6 dias
DISECCION DE RAICES

HOMOGENEIZACION
S000 x g 10’
& 3
SEDIMENTO SOBRENADANTE
(NGcleos) :
13,000 » g 10° PASO 8
& 1
SEDIMENTO SOBRENADANTE
(Mitocondrias) l 80,000 % g 45
& 3
SEDIMENTO SOBRENADANTE
(Microsomas)
PASO 4
1
DETERMINACION DE ELECTROFORESIS EN ALMACENAR EN
LA CONCENTRACION GELES DE ALICUOTAS A
DE PROTEINA POLIACRILAMIDA ~70°C
e R
INMUNOREPLICA

Figura 9. Diagrama de homogeneizacién vy centrifugacién

diferencial para la obtencién de la fraccién microsomal y otras

fracciones subcelulares por cuatro pasas.
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&. OBTENCION DE VESICULAS DE_ MEMBRANA PLASMATICA POR GRADIENTE
ST DE SACARDSA

6.1, Fundamentos de la técnica:

Ceiiila EentriFugacién por gradiente de densidad de especies
_ni#r:rnmoleculares fue desarrollada por Martin y Ames (1961), como
‘un'método simple para la determinacién de los coeficientes de
#edimentacién (8) de preparaciones ultracentrifugadas. Ellas
'emplearo'n un gradiente de sacarosa S%4/20%Z (P/p) y demostraron una
migracién esencialmente 1lineal de 1los estandares empleados:
lisozima (17.2 kDa; 2.18), alcohnl-deshidrogenasa (150 kDa; 7.45)
y catalasa (250 kDaj; 11.38). Por lo tanto, como la relacién (R) de
las distancias a partir del menisco del gradiente puede permanecer
constante, si una especie molecular de valor de sedimentacidn
desconocido es comparada con un estandar conocido, la relacién R

puede ser calculada con 1la relacién de los coeficientes de

sedimentacién:
0. 725
8,4, desconocido
R =
o, 725
szo.v eatandar
donde 5:;"5 estd definido como el coeficiente de sedimentacién

estandarizado para el agua a 20°C, calculado bajo el supuesto de
un volumen parcial espec{fico de 0.725 cmB/g (B. D. Hames, en
Rickwood, 1988) *

La centrifugacién por gradiente de densidad permite la
separacién de los componentes de una muestra, lo cual se lleva a
cabo por sedimentacién a través de un gradiente de densidad,
siendo éste una solucién que incrementa su densidad conforme se
incrementa la profundidad del tubo de centrifugacidén.

En la centrifugacién, la muestra es colocada como una capa
delgada sobre el gradiente de densidad. Durante la centrifugacién
las partfculas de la muestra se separan en una serie de bandas o
zonas (Fig. 10).
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“la yiuna del gradiente donde la pa'r,tlcula se sedimenta depende
del - tamafa,

‘,Furmia'y densidad  de: ésta, 'y  de’ 'la fuerza de
c’EntéiFugacién, ‘densidad y viscosidad presentes 'en el gradiente.

La'm.sxima resolucidén de los tnmpunentes de una muestra por esta
técnica requxere de la seleccién de las condiciones dptimas para
la pr epara:xén Yy centy’xFugacxén y del ansdlisis de gradientes. Para
una resol_ul:xén 4ptima, la cantidad de la muestra aplicada no debe
exceder la capacidad del. gradiente. El volumen de la muestra gque
serd aplicado: al gradxente estars en funcién del Area en seccién
transversal 'del. ...tubo: .. de . genteruga:xén. Para tubos de
centrifugacién con l.Ora t.6cm de - diametro, el volumen de la
muestra puede ser de aﬁrnximada}ngnte 0.2-0.5Sml. De igual manera,
para tubos de 2.5cm de diimetro el voldmen aplicado puede ser tan
grande como 1.0-2,0ml. La cantidad minima de muestra que puede
aplicarse al gradiente estid determinada par 1la sensibilidad del
método de deteccién empleada, por ejemplo, en enzimas v
componentes subcelulares, la sensibilidad del ensayo enzimatico,

es importante.

CENTRIFUGACION EN GRADIENTE DE DENSIDAD

microsomas

interfase
Srtiaa7g/en®

gradiente cantrifugacién
discontinuo

Figura 10. Centrifugacién en gradiente de densidad. Una
muestra de vesfculas microsomales es aplicada a un gradiente
discontinuo de sacarosa 25%/38% (Giannini et al., 1987 y 1988). La
interfase del gradiente presenta una densidad equivalente a la de
las ves{culas de membrana plasmitica (5 = 1.13-1.17 g/ml).
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La duracién de la centrifugacién para una alta resolucién de
los componentes de la muestra dependerid de: la wvelocidad vy
temperatura de centrifugacién, la forma,  viscosidad y rango de
densidad del gradiente y, el coeficiente de sedimentacién de las
partfculas de la muestra. Un método reciente para la estimacién de
los tiempas de centrifugacién emplea las cartas swlt elaboradas
por Beckman Instruments Ltd. A partir de 1los valores de swit
indicados, conociendo s y w, €1 tiempo t( (segundos) puede ser
calculado (B. D. Hames, en Rickwood, 1984).

Después de la centrifugacién, las bandas de 1la muestra son
visibles y estin suficientemente separadas, Y pueden ser
recobradas de la superficie del gradiente empleando una pipeta
Pasteur. En el caso de tubos de pared delgada, una banda en
particular puede ser recobrada del gradiente empleando una jeringa
hipodérmica con aguja. También se pueden emplear pipetores
automiticos para este fin.

Después de la recoleccién del gradiente, la densidad de cada
fraccién debe ser medida con precisién para que el perfil del
gradiente de densidad pueda ser determinado. El1 método mis directo
para conocer el peso aproximado del volumen de un liquido es del
picnémetro, pero este método es extremadamente tardado. Es mas
conveniente medir el {ndice de refraccién de la solucién con la
que se hace el gradiente empleando un refractémetro cometrcial, vy
entonces, determinar la concentracidén y densidad del gradiente por
referencia a tablas apropiadas (Tabla 3). Esencialmente todos los
gradientes de densidad presentan una relacién 1lineal entre el
{ndice de refraccidn (n) y la densidad (&) y la concentracién. En
cada caso la relacién puede ser expresada en la forma de una

simple ecuacién lineal:
& =an - b

l.os valores de a y b para un valor de gradiente de densidad
se encuentran en los apéndices de Rickwood (1984).
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: TABLA 3 TS T
Valores de la'concentracisn:.de sacarosa;:s

densxdad e Indu:e de: rEFrac:ién por Hames,'

En un gradiente de densidad de sacarosa, los componentes

;glulan:es ‘ge tejidos vegetales se sedimentan de acuerdo a

tamafio vy densidad (Tabla 4).

TABLA 4
Variaciones en el tamafo y densidad
de algunos componentes subcelulares por J. Graham

o . (Rickwood, 1984).
Tamafio Densidad en
Parti{cula {um), el Gradiente
{g/ml)
Membrana Plasmitica 3-20:" 214185119
Nicleo 3=12 - s >1.30
Mitocondria 0.5-4 .| 1.17-1.21
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Pa’n{a";:: - a“ ‘F;';ac':ién de  membrana plasmitica por
i . ‘.varios:iautores colacan la  fraccién
’discontinuo de sacaraosa 25%/38%
iénnini et-.al., 1987 y 1988) vya que
1 ‘en é1 ‘a-una densidad (&) de 1.13 a
. 1974; Dupont et al., 1981  y 1982:
‘Ballarin=-Denti} 1985).

de’ sacarosa

giradiente

PFqcadimiéntm

La’ ‘fraccién. ‘microsomal fue sometida a un gradiente

- dis‘éu‘nt':.(nuu de sacargsa 257 y 38% (P/v) preparado previamente con
. un amortiguador que contenfa Tris/Mes a pH 7.2, 2mM de DTT o DTE y

imM de PMSF, el gradiente se colocd en un tubo de policarbonato
(con capacidad de 30 ml para rotor de columpiao SW 27) aRadiendo
10ml de la solucién al 38%Z con una pipeta Pasteur y enseguida 10ml
de la solucidén al 25% evitando wmezclarlos, posteriormente se
aplicaron 2ml de 1la fraccién microscmal al gradiente. La
centrifugacién se llevd a caho a 95,000 x g a 4°C durante 2h. La
fraccidén de membrana plasmitica se obtuvo de la interfase 25%4/38%
del gradiente (Hodges y Leanard, 1974; Dupont et al., 1981 y 1982;
Sze, 1985; Marré y Ballarin-Denti, 1985), la cual presentaba una
densidad de 1.13 a 1.17 g/ml, que fué medida por medio de un
refractémetro digital (ATAGO, PR-1) (Fig. 11).

El exceso de sacarosa que contenfa la fraccién de membrana
plasmatica fue removida par dilucidn con HZO bidestilada fria
(4°C) en una relacién de 1 voldmen de fraccién de membrana por 3
voltmenes de HzD y luego centrifugando a 100,000 x g durante 1h
(Fig. 11). €l sedimento o fraccién de membrana plasmitica fue
resuspendido en una solucién que contenfa 250mM de sacarosa, SmM
de Tris/HCl a pH 7, 2mM de EDTA, imM de DTT o DTE, 1mM de PMSF vy
10% de glicercl. Posteriormente se le determind la concentracién
de proteina por el método de Lowry modificado (Peterson, 1977). La
fraccién de membrana plasmitica se almacend en alfcuotas a -70°c
para posteriores pruebas coma electroféresis, electrotransferencia
y réplica en Western (Fig. 11).
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OBTENCION DE-LA FRACCION DE MEMBRANA PLASMATICA POR GRADIENTE

SACARGSA

FRACCION MICROSOMAL
{2 ml)

GRADIENTE DE SACAROSA 25% / 38%
(20 ml1 totales)

95,000 x g 2h.

FRACCION DE MEMBRANA PLASMATICA
interfase:r 25% / 38X (5 = 1.10-1.17 g/ml)

LAVAR
(1 vol. fraccién 1 3 vol. qu)

| 100,000 x g 1h.

BEDI:ENTO BOBRE:‘ADANTE
(descartar)

l 1 l
DETERMINACION DE ELECTROFORESIS ALMACENAR A
LA CONCENTRACION EN GELES DE -70°c

DE PROTEINA PDLIACRIILM!DA
{ 1

ELECTROTRANSFERENCIA REPLICA EN WESTERN

DE

Figura 11. Diagrama para aobtener 1la fraccién de membrana

plasmitica de raiz de trigo, a partir de un gradiente discont{nuo
de sacarosa (235%/38%2 , P/vi.
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7. SULUBILIiAC!UN DE PROTEINAS DE MEMBRANA POR FUERZA IONICA Y
: DETERGENTES . . E .

7.1+ Fundamentos de la técnica:

En la mayor{a de los procedimientos, la fraccién enriquei:ida’
de membrana plasmiAtica de ralices jovenes para la extraccién de
protef nas extrinsecas se somete a una combinacidn de sales (KCl,
KI' o KBr, 0.5M) y detergentes suaves (Tritaon X-100, sales
biliares, octilglucosido, DOC y colato de Na*), tratamientos que
no solubilizan a la ATPasa~H® de membrana plasmitica (Serrano,
1990). La ATPasa~H" se estabiliza usando altas concentraciones de
glicerol, DTE y EDTA. Lbos dos udltimos reactives protegen los
grupos sulfhidrilo de la enzima de la oxidacién y metales pesados.
Un reporte reciente sugiere que la estabilidad sptima s5e obtiene
en presencia de ATP y a pH 6.7 (Palmgren et al., 1988).

La solubilizacién de 1la protefna de interés es una
alternativa cuando se obtiene, por gradiente de densidad, una
preparacién de vesfculas de membrana plasmitica contaminada con
oéras membranas. lL.a técnica generalizada para la sn].uhili.za:ién de
la ATPasa-H' de las vestculas es la efactuada con detergentes,
siendo los mis eficientes los zwitteridnicos tales como la
lisolecitina (lisofosfatidilcolina de vyema de huevo) y el
zwittergente 3-14 (N-tetradecil-N,N-dimetil-3-amonio-1i-propanosul—
fonato), y el SDS, cada uno de ellos o en combipacién con sales
biliares. La ATPasa-H" solubilizada forma un gran agregado, el
cual es separado de otras protef{nas solubilizadas al ser sometido
a un gradiente de glicerol (Gallagher y Leonard, 1987a).
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7.2. Procedimianto:

En este trabajo, can el objeta de remaver protef nas
periféricas de membrana plasmitica de raflz de trigo, sin remover a
1a ATPasa~H" de membrana plasmatica, la fraccién de membrana
" plasmitica fue sometida a un método de solubilizacién de 2 pasos
como se muestra en el diagrama correpondiente (Fig. 12).

El primer paso consistié en resuspender la fraccidén en _unéx
solucién que contenfa SOOmMM de KC1, SmM de Tris/HCl a pH 7.2 y 207
de glicerol, en una relacién de img de protetna par 1ml de Estva,

solucién. La centrifugacién se llevéd a cabo a 90,000 x g (33,000
rpm en un rotor 40.3) durante 45 min. a 4°C. El1 sedimente fue
resuspendido en un volumen pequeffo del medio 250mM de sacarosa,
3mM BTP/Mes a pH 7.2, 2mM DYT o DYE y 10%Z de glicerol.
.Posteriormente se determind la concentracién de protefnas totales,
tanto del sedimento como del sobrenadante.

El segundo paso consistié en resuspender el sedimento
resultante del lavado con KC1 (S00mM), en una solucidn con 250mM
de sacarosa, 3mM BTP/Mes a pH 7.2, 2mM DTT o DTE y 10Z de
glicerol, en una relacién de 1mg de protefna por iml de solucién.
A esta mezcla se le adiciond DOC a una concentracién final de 0.6%Z
Y/v) (Brauer y Tu, 19B9). La preparacidén se colocd sobre hielo
durante 10 min., y se centrifugd a 100,000 x g & 40,000 rbm en un
rotor 40.3 durante 1.25h a 4°C. E1 sedimento fue resuspendido en
250mM de sacaross SmM Tris/HC1 a pH 7, 2mM de EDTA, imM de DTT o
DTE, imM de PMSF y 10%Z de glicerol. Por dltimo se determind 1la
concentracién de proteina para el sedimento y el sobrenadante
tratadas con DOC (Fig. 12).

Las muestras obtenidas (sedimentos vy sobrenadantes lavados
con KC1 y DOC) se sometieron a electroféresis en geles de
poliacrilamida-SDS (Laemmli, 1970), electrotransferencia y réplica

en Western, y el restao se almacend en alfcuotas a -70°C.
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SULUBILIZACIUN DE PROTEINAS DE MEMBRANA POR FUERZA
DETERGENTES

FRACCION DE MEMBRANA PLASMATICA

IONICA Y

RESUSPENSION
(1 mg/ml en solucidén con 3500 aM KC1)
50,000 x g 45" raso 1
i 1
SEDIMENTO SOBRENADANTE )
DERMINACION DE LA R
CONC. DE PROTEINA
RESUSPENSION i
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Figura 12. Solubilizacién de protefnas de membrana
idnica (KCl, S00 mM) y detergentes (DOC, 0.6% Y/v ).
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E-_ DETERMINACION DE.LA CONCENTRACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE
: LOWRY MODIFICADD (PETERSON, 1977)

8.1. Fundamentos de la técnicat
! R Petersan (1977) realizé una modificacien al  método original
de anf’y, en el cual los grupos aromiticos: de las proteinas en

medio V.Vayy:alino reaccionan con el  cobre,. que combinade con la

rga:cié}a»n» de los grupos amino con elr_r"ga'étiybrde: fenol . .(reactivo de
.Folin-Ciocalteau), resulta un complejo azul que. puede ser leido
‘espectrofotométricamente a 750nm. ! B I

B8.2. Daterminacidén de la concentracién da protef{na:

Las - muestras. a determinar (2u1-2041 segun el grado . de
dilucién de la protefna) se llevaron a un voluamen final de 1mlf:oﬁ' B
H.0 bidestilada. :

A cada una de las muestras se les agregd 0.1iml de la solucién
de DOC al 0.15%, mezclando y dejando reposar las muestras durante
10 min. a temperatura ambiente (20°C). Pasado este tiempo se les
agregéd 1 ml de la solucién A (partes iguales de 0.8 N de NaOH, 10%Z
de SDS, solucién stock CTC (10% NazCD’, 0.2% KzC‘H‘D" y 0.1% CLISD‘
+ SHzD) y agua bidestilada), se mezclaron y se dejaron reposar las
soluciénes durante 10 minutos. Pasteriormente se 1les adiciond
0.5ml de la solucién B tun vol. del,reactivo de Folin-Ciocalteu +
$ vol. de agua) nuevamente se agitaron y se dejaron reposar
durante 30 minutos. Se leyd la absorbencia de cada muestra a 750nm
en un espectrofotémetro Bekman madelo DU-&S.

Para la construccién de 1la curva patrén de proteina se
preparon diferentes concentraciones de BSA fraccién-V (Oug/pl -
100ug/ul) a partir de 1la solucidén stock de BSA fraccidén-v
(img/ml), llevandose cada concentracién a un voldmen final de 1ml
can HZD bidestilada, y se siguié el mismo procedimiento para la
determinacién de la concentracidn de protefnas por el método de

Lowry modificado.
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La concentracisn de proteina en las muestras problema se
calculéd restando los valores de absorbencia de’ ‘las “soluciones
amortiguadoras a 1a absorbencia de las muestras problema. Los
valores obtenidos se interpolaron en 1la curva patrén  de BSA
fraccidn-v ( BSA [ugl vs Absorbencia a 750nm), obteniéndose asi la

concentracién de proteina en las muestras prablema.

9. ELECTROFOREBIS DE PROTEINAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

9.1. Fundamantos de la técnica:

Las técnicas electroforéticas se basan en dos caracteristicas
de las protefinas inherentes a su naturaleza: su carga eléctrica vy
su peso molecular. La aplicacién de un campo eléctrico a una
mezcla de proteinas dari como resultado una migracién diferencial
de las protefnas en diferentes zonas hacia uno de los electrodos.
Durante la electrofédresis, protefnas con diferente movilidad
viajan como zonas o bandas discretas, las cuales se separan
gradualmente unas de otras durante el proceso (Fig. 13).

En la separacién por carga eléctrica, las protefnas presentan
una carga neta (+ & -) a cualquier pH Que no sea su punto
isoeléctrico, donde la migracién dependeri de su densidad de carga
(la relacién de carga a masal): entre mayor sea la relacién de
carga a masa. mids rapida serid la migracidén de la molécula.

La separacién de una protefna por peso molecular emplea
agentes de disociacién (desnaturalizantes), y el mis cominmente
empleado es el detergente idénico dodecilsulfato de sodio (SDS). La
mezcla de proteinas es denaturalizada por el SDS y un agente tiol
(para reducir los puentes disulfuro, p. e. p-mercaptoetancl, DTT,
etc.). La mayorfia de los polipéptidos se unen al SDS en una
relacién de peso canstante (1.4g SDS por g de polipéptido), por lo
que las cargas de la proteina se hacen cargas negativas debido a
la unién del detergente, y los complejos polipéptido-SDS presentan
esencialmente idénticas densidades de carga, quedando las
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protef nas cargadas negativamente. Por:la: tanf:o,: la‘migl"a:ién de la
protef na dependers s&lo de su tamafic o peso malecular- (PM).

La urea puede también emplearse como agente de discu:i'acién, ya
que rompe uniones de hidrégeno (agente tiol). -'Altas
concentraciones de ure@a (2 8M) y un agente tiol son necesarios
para completar la desnaturalizacién de las prote{nas, ademis de
que la urea ayuda a mantener el estado de desnaturalizacién
durante la electroféresis. Una de las ventajas de emplear urea en
las preparaciones es que no interfiere con la carga intrinseca de
la protefna, vy asf{ la separacién de los companentes polipeptfidicos
puede basarse en la carga y el tamafio. Una desventaja de esta
combinacién (carga y tamafo) es que afecta la determinacidn del
peso molecular.

En contraste con lo anterior, las condiciones diseffadas para
la electroféresis de proteinas nativas, deben preservar la
conformacién terciaria y la actividad biolégica de las moléculas.
La separacién electroforética de estas protelnas se bavsa en la
carga y en el tamaffo de ellas, por lo que deben emplearse agentes
no-desnaturalizantes (Hames y Rickwood, 1981).

£LECTROFORESTS
4 SINTEMA DC PLACH
tatopn
cAmARn
suscazon
careLES
JANDRS OC antoo

PROTEINAS \

CAMARR
INFERIOR +

Figura 13, ElectrofOresis en gel de poliacrilamida en sistema
de placa de vidrio. B : :
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9.i.1. :Pruﬁiedades‘ de los geles de poliacrilamida

Los medios de soporte mas cominmente empleados para llevar a
cabo la‘electroféresis son el papel o acetato de celulosa, silica
gel; alumina, o celulosa los cuales se extienden sobre una placa

-.de:.vidrio o plastico, vy geles de agarosa, almidan, o
poliacrilamida. Los geles pueden considerarse como un medio porosoc
ﬁue presentan un tamaNo de poro cercano al tamaffo de la protefna a
separar, por lo que la separacién es dependiente tanto de 1la
densidad de carga como del tamafio de la molécula, asf{ como de la
‘técnica empleada para su separacién (nativa o desnaturalizante).

Los geles de poliacrilamida son un polfimero sintético del
manémero de acrilamida que se forma por polimerizacidén de
radicales libres de acrilamida y N,N’-metilenc-bisacrilamida. La
polimerizacién se inicia por la adicién de persulfato de amonic vy
NyN, N’ ,N*-tetrametiletilendiamina (TEMED) comg catalizadores de la
reacecién. E1 TEMED cataliza la formacién de radicales libres del
persulfato, y &ste inicia la polimerizacidén. Debido a la formacién
&e radicales libres del TEMED, la polimerizacién puede ser
retrasada o aun prevenida a pH bajo. uUn incremento en la
concentracidén de TEMED y/o persulfato de amonio aumenta la tasa de
polimerizacién. El polimero de acrilamida tiene la ventaja de ser
qui micamente inerte, estable a un intervalo de pH, temperatura, vy
fuerza idnica, y es transparente (lo que resulta en una mejor
visualizacién de las bandas en contraste con el fondo).

El tamafo de poro de geles de poliacrilamida esti determinado
por la concentracién total de acrilamida en 1la mezxcla de
polimerizacién: el tamafo del poro decrece cuando la concentracidn
de acrilamida aumenta. Para la separacién de moléculas de peso
molecular cercano a 10° kDa son necesarios geles con
concentraciones de acrilamida tan bajas como 2.5%, Yy
concentraciones tan altas como 30% para separar moléculas de 2000
kDa de peso molecular. Lo anterior también estd relacionado cuando
la bisacrilamida se incluye en la mezcla de polimerizacién, la
gelatinizacién ocurre cuando ciertas cadenas poliméicas se

sB



entrecruzan en determinadas intervalos formandose una red
covalente. Cuando la proporcisdn del entrecruzamiento se
incrementa, el tamafio de poro decrece, alcanzandase un mi{npimo
cuando :1a bisacrilamida representa aproximadamente el S%Z del total
del mondmero (p. e. Cn“ = 5%). Esta dependencia del tamafo de
- poro sobre la proporcidén de entrecruzamiento ocurre de la
concentracién total del monSdmero usado, y asf{ un gel que contiene
una.concentracién total del mondmero muy grande puede tener un
tamafo efectivo de poro que uno de baja concentracién si la’
proporcidén de bisacrilamida se encuentra por arriba o por debajo
del valar Sptimo de 5% (Hames y Rickwood, 1981).

F.1.2. Estimacién del peso molecular (PM)

- El . peso molecular de una proteina se calcula empleando la
mavilidad relativa (Rf) de ésta, y se refiere a la movilidad de la
protefna de interés medida con relacién a una proteina marcadora
(estandar de peso molecular) o a un frente (linea de color).

distancia migrada por la proteina o estandar
RF =

distancia migrada por el frente

L.a obtencién de la curva patrén para la determinacién del
peso molecular se hace graficando el Rf (absisas) contra el 1ug|°
del peso molecular de los marcadores o estandares empleados. Para
conocer &1 peso molecular aproximado de una pratefna en particular
se interpola el RfFf de ésta en “la curva patrén para pesos
moleculares (Hames y Rickwood, 1981).

9.2. Procedimiento:

La muestra de protefna se aplicé en los pozos del gel,
previamente disuelta en una solucién desnaturalizante y densa, con
un colorante indicador, reactivos y pH espec{ficos (amortiguador
de muestra) para el tipo de gel que se trate. Segin la técnica de
Laemmli (1970; Tabla S5) se empled como amortiguador de muestra una
solucién que contenfa 8M de urea, 0.5M de Tris/HCl1l a pH 6.4, 10%
de SDS, 5% de p-mercaptoetanol y 0.01% de azul de bromofenol. Para
los geles de poliacrilamida-colato de Na® y LDS, y de alto peso
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molecular (10% T : . 3%  C) de Schigger y Von Jagow (técnicas
modificadas), se utilizd un amortiguador de muestra que presentaba

iM de sacarosa, SO0OmM de Tris/HCl a pH &.6. 6mM de ATP, . 4mM de
HgClz, 0.47% de Tritén X-100 y Colato de Na* (Spug/ug protefna). En
el caso de los geles de colato de Na* y LDS se probaron diferentes
concentraciones de LDS (0ug-30ug LDS/ug protefna) con el objeto -de
encontrar la concentracion adecuada para la solubilizacién. de - la
protefna en cuestién. Tanto el colato de Na® como el . LDS ‘'se
agregan a la muestra momentos antes de colocarla en el gel (Tablas
&y 7. : g

Para el corrimiento electroforético . de los ' geles “de
poliacrilamida-SDS (Laemmli, 1970} se empled un amortiguador de
corrida que presentaba 0.192M de glicina, 0.025M de Trizma y 0.01%
de SDS (para anodo y citodn), y se llews a cabo a 30 volts durante
la noche y a 150 volts durante el dfa. En algunos casos se
sobrecorrié el gel; es decir, se dejé salir el frente a 150 volts
durante 1.5 h. Una vez terminado el corrimiento electroforético,
el gel se removié de su soporte. El gel se tifé en su totalidad
y/a bien se empled para una transferencia a una segunda matriz
(MNC) para la inmunodeteccién de la ATPasa-H' de membrana
plasmitica o para la tincién de protefinas con rojo de Ponceau. La
tincién del gel se llevé a cabo con una solucién teffidora que
presentaba 457 de metanol, 974 de Acido acético y 0.018%4 de azul
brillante de Coomassie R-250, durante toda la noche y se destifié
con una solucién al 10Z de isopropanol y 10% de Acido acético. Una
vez teffidas adecuadamente las bandas en el gel, éste se preservd a
temperatura ambiente con una solucién al 10% de 4cido acético en

una bolsa de polietileno sellada al calor.

Para el corrimiento electroforético de los geles de Schigger
y Von Jagow de la Tabla & se emple$ un amortiguador para el citodo
t(indicado al final de la Tabla &) y un amortiguador para el Anacdo
igual al empleado para el &4 odo y el ciAtodo de 1los geles de la
Tabla 7 {200mM de tris/HC1 a pH 8.9). El corrimiento
electroforético se realizé durante 2 horas a 30 volts en la noche
y posteriormente a 100 6 150 volts hasta el df{a siguiente, dejando

sobrecorrer en algunos casos par espacio de 2 h a 100 volts.
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Una vez conclufdo el corrimiento electroforético, el gel se
‘removid de su soporte. E1 gel o una parte de é1 se fijé en una
snlucién que contenfa S0% de metanol y 30% de 4cido acétice por
espacio de. 30 min. a 1 h. Posteriormente se tifi$ con una. solucién
al 10%Z de Acido acético y 0.025% de azul bhrillante de Coomassie
R-250 durante 1-2 h, pasado éste tiempoc el gel se destiNé con
Acido acético al 10%Z y se preservéd en la solucién fijadora, y en
algunos casos la contraparte correspondiente se empled para una
electrotransferencia a una segunda matriz de nitrocelulosa (MNC)
como se menciond en el caso de los geles de poliacrilamida-SDS.

TABLA S .
Reactivos para la técnica de gel en placa de vidrio
segan Laemmli, U.K. (1970).

Gel separador o e Gel
- concen—"
sin con gradiente o trador
[-Jﬁn e acrilamida: 10% 10% 15% 18% 3%
Reactivas: ,
;.IZSjM Tris pH B.6 < ) Z.le 1.2ml 1.2ml 1.2ml L m—
0.5'M Tris pH. 6.6 - — -— — 1.9m1
30:0.8% 3¢AcrilsiBis. | 10.08m1]5.04m) | 7. 4m1 9m1 [ T1.4my”
20% sps” A64ul| - 8z2ul 82ul 82ul 72u1
TEMED 168ul1 18u1 1841 191
10% PAM . 3oul 3Iou1 301 38u1
HIO 8.8ml &.2ml 4.8ml &.6ml
voL. TOT. 15ml 15ml 19m1 i0ml
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TABLA & N
" Reactivos para el gel con colato de Na* v dodecilsulfato-
‘de ‘'litia (LDS) en sistema de placa de vidrio (técnica de
Schigger Y Von Jagow, 1987. modificada “por el
Dr. Gonzalez-Halphen del 1.F.C. de la UNAM). =

Gel separadot: - . wGel[cuncentradgf

€1 final de acrilamidas:

Reactivost

3H Tris/iM HCl: +
de: una ‘soluc

0.2%°Colato

voL.

TOT.

Acril.
Bis. = Bisa:rilamidé.

_PAM = persul#atn de amonio. .
-TEMED_. =IN;N, N’N?~tetrametiletilendiamina. oo oo

= Acrilamida.

.-E1 corrimiento electroforético ‘para ‘este tipa de gel se
realizé con un amortiguador del catodo que contenfa 100mM de
Trizma y 100mM de tricina, al que se le agregé colato de Na‘a una
concentracién final de 0.07% y LDS a una concentracidn final de
0.03% .
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de:ividrio segun i

od: ficada .péf-a la ‘sgpéf'ai:"

10% PAM”
TEMED ..

VOL. TOT. & "

9 de‘acrilamida + g de bisacrilamida .’
- — "% 100
Vol. Tot.

l;.'—" Concentracién del monémeru‘entre:‘ruzador,o bisacrilamidaz

g de bisacrilamida .
X 100

g de bisacrilamida + g de acrilamida
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10. INMUNOTRANSFERENCIA O REPLI&AVEN‘WESTERN

10.1.. Fundamantos de la técnica:

Southern (1975) describid un m&tadn para“la trané%éreﬁ&iafhnr
capilaridad, de fragmentos de DNA presentes .en un;gelidé7égééésé a

una matr{z de nitrocelulosa (HNC).~Lné»Fraq@en os

la’ MNC fueraon entonces ~sometidos

radiactivo y una vez transcritus,,aeteétéf laérpo5361g§ sééu
homélogas de DNA por autoradiografia. . . : :

Alwine (1977) introdujo una importante mndiFicacién a ésta
técnica cuanda observéd que el RNA y pequelos - fragmentos - de DNA,
los cuales no se unfan eficientemente a la MNC, podian unirse
caovalentemente al papel diazobenziloximetil (DBM). Dos afflos mas
tarde Renart adapté la técnica para la transferencia de protefnas
a DBM y su deteccién mediante pruebas especi{ficas tales como
"antibody especificity and antigen structure" (anticuerpo
espec{fico y estructura antigénica).

Towbin et al (1979) describieron la electrotransferencia de
proteinas a partir de geles de poliacrilamida a una matriz de
nitrocelulosa {MNC) , eliminanda de esta manera la
desnaturalizacién de protefnas, lo que resultaba de la exposicién
a peréxidos o alcali gque son empleados en el rompimienta de
entrecruzamientos. Burnette (1985) modificé este sistema Yy
complementd la réplica de protefnas, la cual &1 denaomind camo
"Western blotting" o réplica en Western, al incorporar anticuerpos
especi ficos y proteina A marcada radiactivamente para la deteccidén
del antfgeno inmovilizado en la matriz (MNC o DBM). Recientemente
fue propuesto el “vacuum blotting" o réplica al vacio como una
posible técnica para la transferencia de protefnas (Beisiegel,
1986) .
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Ventajas dela:

La pri':ipal xmpcrtanc g a E rntelnas es - que

provee de una copxa xdéntu:a del patv'én ElEEtI‘D'FDI’étiCD presente,
L.en el gel y, después de’ ‘la transferencxa, un'; rango, amplio " de *
procedimientos pueden ser aplicados a las prutéinas inmovilizadas.

tas protefnas inmovilizadas sobre matrices no estan sujetés a
problemas cominmente detectados en prote{nas retenidas en geles,
tales como: 1) El problema de difusién, 2) E1 6&DS, el cual es
necesaric en ciertos sistemas electroforéticos, puede ser
eliminado durante el procedimiento de réplica y renaturalizacién
de protefnas, haciendo posible 1la deteccién de éstas . con sus
respectivos ligandos fisiolégicos. 3) Anticuerpos monoclonales vy
policlonales pueden ser empleados en la identificacién de
proteinas y, 4) Los ligandos pueden ser eliminados del antfgeno
inmovilizado., y entonces la unién de diferentes ligandos puede ser
praobada en la misma réplica (Beisiegel, 1986).

Debido a estas ventajas y el amplioco rangco - de aplu:acu:mes,

esta técnica es ampliamente utilizada en' la solucién S cxertas

preguntas en el Avrea de bioguimica, qutmica clinica’y: medu:ina
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10.1.1. Electrotransferencia : g

Empleando ‘la fuerza electroforética es’ posible transferir

Ap. . @. ‘gel: de

moléculas:de: protefna’; Juna’matrlz

cual: sg;pﬁ:_dqéé‘ gracias. a 'la
tef fnas. éolubil[zadas con SD3

eparadores electrnfnrét icos

CASSETTE

CEPONIA

[ o — ]

Figura 14 . Dispositivo de Electrotransferencia.

10.2. Procedimiento: - - -

I. Electrotransferencia:

El gel de acrilamida a transferir se incub® en amortiguador
de transferencia (192mM de glicina, 25mM de Tris, 20%Z de metanol y
0.1% de SDS) por espacio de 30 min. Posteriormente, el gel se
colocd en contacto directo con la nitrocelulosa (con un poro de 20
& 40 um) (Fig. 14) . La electrotransferencia se 1llevé a cabo
durante la noche a 80 mA (10 volts) vy refrigeracién (flujo
canstante de agua), o durante el dia a 225 mA por espacio de 3h vy

refrigeracisén.
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N Ias‘ protef{nas
o de tal manera que !.a cara del papel que estuvo en
directa con el gel quedara hacxa arr:ba. Se agité por 10
min.y ;aevremnvxé el TBS reemplazandolo por solucién Eloqueadnra
‘(@ 'de"/leche descremada [1.0%  de grasal en TBS), agitando
suavemente pm' espacio de 2h, a 37°C. La solucién bloqueadora fue
,entonces ‘removida “eliminando ‘el excedente con. TTBS (20mM de
Tris/HC1 a pH 7.5, 0.5M de NaCl y 0.05% de TWEEN-20), lavando dos
veces mis. (S min./lavado).

El TTVTBS es entonces reemplazado por la solucién del
anticuerpa deseado, ya sea, el anticuerpo anti-ATPasa de M de
membrana plasmitica de Arabidopsis thaliana o anti—l:w y ant‘.i—D_l°
subunidades de la ATPasa~H' de tonoplasto de Neurospora crassa, en
una dilucién final de 1:1000 y 1:2000 en TTBS, respectivamente. La
nitrocelulosa se dejé en esta solucién toda la noche ( > a 7hy  en
agitacién suave. Pasado este tiempo, la solucién del anticuerpo se
almacens a -20°C, y la nitracelulosa se lavs dos veces (5 min.

cada lavado) con TTBS en agitacién suave.

La réplica se incubd en TTBS con el segunda anticuerpo (IgG
conjugada a fosfatasa alcalina) en una dilucién de 1:2000, durante
6 hrs. o toda la noche. Posteriormente la réplica se lavé dos
veces en TTBS y al final una vez con TBS. Cada lavado de S
minutos.
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III. kRevelal‘do de la ifmunorréplica:

bara desérbollar
VADHQEyOIN de
DMF. .+ 30mg  de
BEIP, disueltn, en el NaHCD3

1 Smg de

colocs veniégitacién suave y constante. .

Se. " dejb 1}1‘;955:363 hasta que las bandas se ‘)iiiqigfc;nb

y:is_iﬁ-leé evitando que el fondo se tiffiera.

‘a. Se detuvo la reaccidn sumergiendo la réplica en H [+} y ge
'ylavé 2 veces.

de bolsas de polietileno selladas al calor.

v, ;rincjén para protefnas transferidas a MNC:

'L,Esta técnica es empleada para la verificacién de las

ondiciones de electrotansferencia de protefnas a una matriz de
“nitrocelulosa (MNC). :

. La réplica de protefnas transferidas a una matriz de
nn:ro:elulnsa se colocéd en TBS (20mM Tris/HCl a ' pH 7.5 y 0.S5M de
i I'.‘l), de tal manera que la cara de la MNC gque estuva en contacto

,directc con el gel quedara hacia arriba. Se agité por 10 min. y se
removié el TBS reemplazandolo por la solucién tefiidora de Rojo de

Ponceau (0.1% de colarante en 1% de Acido acético) dejandose por
espacio de 2 min. con agitacién suave y constante. Posteriormente
se lavé la réplica con HzD bidestilada para remover el exceso de
colorante, evitando el sobrelavado. Las réplicas de nitrocelulosa
.teﬁri..da_s se guardaron humedas a 4°C en bolsas de polietileno
selladas.
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DIAGRAHA DE. INMUNOREPLICA PARA PROTEINAS EN MNC

PAGE (Laemmli, 1%970; Schigger
v Von Jagow, 1987). El gel

contiene 1a protefina a transferir.

‘[ E1ectrotransferencia; a:mn

Saturacion:de los:sitios-libres
= derunién de la‘matriz.-

~VEﬂ.|plED de protef nas como

la casefna (leche). -~ S

!

o .. Procedimiento de lavado.

Uso de amortiguadores especf{ficas
{TBS @ TTBS) para eliminar

exceso de solucidn de saturacidn.

!

1) Unién de un primer anticuerpo:
anti-ATPasa de H" de membrana
plasmitica de A. thaliana.

S 2) Deteccién de protefnas

transferidas por la tincidén con
rojo de Ponceau.

!

Visualizacién.

iJnién de un segundo anticuerpo, conjugado a

la fosfatasa alcalina.
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-‘1&.YELECTRDELUCIDN DE LAS BANDAS DE PROTEINA A PARTIR DE GELES
PREPARATIVOS DE POLIACRILAMIDA-SDS

. 11.1, Fundamentos de la técnica:

Varios métodos se han reportado para recuperar polipéptidos a
partir de geles de poliacrilamida-SDS (Ihara et al., 1987). Las
protefnas de interés son recuperadas a partir de rebanadas del gel
que las contiene por medio de una electroelucién. Para ello se
requiere de un medio de soporte que mantenga a las rebanadas  del
gel en un campo eléctrico, y un medio para colectar el material
elufida. Ciertas técnicas emplean el equipo ordinario de
electroféresis para tal efecto o disefan un equipo especializado
en ella. El material elufdo puede ser colectado en diferentes
medios: en el amortiguador del electrodo, en el intericr de una
membrana de diidlisis, en un gradiente viscoso de sacarosa, en una
bolsa de colodién, en hidroxiapatita, y, mis recientemente. en un
gradiente discont{nuo de conductibilidad (Stralfors y Belfrage,
1983).

Uno de los problemas priacticos en la recuperacidén de
polipéptidos es su solubilidad, la cual puede verse afectada par
variaciones en el medio de abtencién o recuperacién; por lo tanto
un gran nimero de polipéptidos elufdos no pueden ser solubilizados
y pueden perderse durante procedimientos posteriores, como por
ejemplo, el de concentracién y/o eliminacién de detergentes del
elufdo (Ihara et al., 1987).

.11.2. Procedimiento:

i " Durante este trabajo, la protefna obtenida a 'partir de la
fraccién microsomal, fué sometida a electrofdresis en geles
preparativos (de 3mm de grosor) segin la técnica  de Laemmli
modificada para este fin (Tabla 8). E1 amortiguador de corrida
presentaha 0.192M de glicina, 0.025M de Trizma y 0.1%Z de SDS. La
electroféresis se llevéd a cabo durante la noche a 30 volts y a 150
volts en el d{a, sin sobrecorrer el gel. Las bandas de la praotefna
de ATPasa-H' de membrana plasmitica fueron identificadas en el gel
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por vxsualxzacx-sn directa ,empleanda azul brlllante de Coomassie. G
Smg/ 1) en. el amortxguador del cétadD (0. 892!’1 de glicxna, 0% 025!’1

de Trizma Y 0Q.05% de SDS), Yy tamar\do como reFer cxa la ¥ banda
albsmina de la fraccién V de suEvu de hnvxnn {(BSA Fraccxﬁn-V).

chsteriormente, las bandas identificadas con: anteriaridad’
(inmunorréplica) como las pertenecientes a la ATPasa—H+ de membrana
plasmitica, fueron separadas del gel empleando una navaja 'y se
cartaron en pequefios fragmentos, los cuales se colocaron en el
interior de tubos de vidrin, previamente llenadas hasta 3/4 parées
de su voldmen con una solucién de poliacrilamida al 3%,  para éd:‘
electroelucidn (Tabla 9); entaonces se procedid a 1llenar el tubo
con mids solucién de acrilamida evitando la formacién de bhrhujaé
entre los fragmentos. En el otro extremo del tubo se colocd una
bolsa de disdlisis (capacidad de retencién de 12-14 :kDa dé' peéu
molecular) con amortiguador de corrida (0.192M de glicina, - 0.025M
de Trizma y 0.1% de SDS) y se montd en €1 equipo de electroelucidn
(Fig. 15).

I'll ACAZLAMIDA

CAMRAR
™ DEMULSTRA
f—— MEMERANA OFC

DIALISIS

LITU
(+)

Figura 15. Dispositivo para la electroelucién de 1las bandas
de protefna extraldas a partir de un gel preparativo.

71



\CIFinal.de’

; Real:txvas.

'375n7rispuee‘

. 0.5:M Tris pH 6 &

~30:0.8% Acril
20 7% SDS
TEMED
10% PAM
H D

voL.),

preparacxén de geles en tubo para la:
atel. nas (Gunzélez—Halphen et al.,

1988) .

MATRIZ DE GEL

3%

760 ul-i

560 pl
:28.8 u1




-70 C, " para
: ,Vlaé concentracién de
_"pri:'»'terlna, ellectruféresis, ele:trntrans#eren:xa. inmunodeteccién,

ete.

~ 12, INMUNDDETECCION DE LA ATPasa-H' DE MEMBRANA PLASMATICA DE RAIZ
DE TRIGO RECUPERADA POR ELECTROELUCION

12.1. Procedimiento:

De 20 a 100ug de protefina elufda fueron aplicados a cuadros
de nitrocelulosa (con una idrea de 4 cm® y previamente humedecidos
con amortiguador de transferencia) empleando un desecador al vacfo
Millipore. La nitrocelulosa entonces fue colocada en vasaos de
precipitados (30 ml) con 3 ml de TBS y se procedié como se indicéd
en los puntos II (inmunorréplica) y III (revelado) del método de
inmunorréplica o réplica en Western, omitiendo el punto I

correspondiente a la electrotransferencia.
La intensidad con que se tifNé la nitrocelulosa fue un

indicador de la mayor o menor presencia de la ATPasa-H" de
membrana plasmitica en las bandas de protefna elufda.
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1V. RESULTADOS
1. PORCENTAJE DE GERMINACION

Se determiné el porcentaje (%) de germinacién de las semillas
de trigo (Triticum aestivum) al sextoc d{a de inbibicidn, segin se
dascribié en Material y Métodos, obteniéndose una media con el
_:mAximo de germinacién del 97% . Este valor representa una utilidad
acnbtable para la realizacién de este trabajo.

2. PRUEBA INMUNOLOGICA ENTRE LOS ANTICUERPOS DE DOS Tiras
DE ATPasas DE H° CON FRACCIONES VESICULARES DE RAIZ DE TRIGD

Con el propésito de determinar si habfa reaccién cruzada de
los anticuerpos disponibles de Neurospora crassa (subunidades de
60 y 70 kDa de la ATPasa-H' de tonoplasto) y Arabidopsis thaliana
{polipéptido de 100 kDa de la ATPasa-H  de membrana plasmatica),
con las fracciones membranales de rafz de trigo, se procedié a
hacar previamente una electroféresis en gel de poliacrilamida-SDS,

con estas muestras.

El sistema electroforético que inicialmente se explord fue el
de Laemmli (1970)., Este sistema presenta caracterf{sticas dutiles
para nuestros fines, incluyendo:

1) Gel desnaturalizante, empleo de SDS.

2) Amortiguador de muestra con SDS, fB-mercaptostanal y urea
tagentes de solubilizacién y disaciacién).
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‘De vé’s‘t’a.s.:la:n;ésr‘ impp’f’ta}nte‘esvel uso ‘del. detergente SDS en la
sqll.'lbi'rliza‘:i&_rli,yfh_nmi:':generiza:i/é_nfqe la.carga (-) de protefnas. La
caracter i\iac_"iﬁn ,eléctrdFﬁréitiida} “yla selectrotransferencia de
bt‘atel ﬁas_» hidrofébicas cchu la ATPasa-H"' de membrana plasmatica se
venvF;voyrE:‘dias bajo estas condiciones.

o : Las muestras empleadas fueron fracciones micraosomales de rafz
de trigo, coleoptilao 'y ralz de maiz, y ratz de Ipomoea purpurea.
El propésito fue el de comparar el patrén electroforético y la
posible réaccién cruzada con los anticuerpos mencionados, entre
especies donde se habfa estudiado anteriormente a la ATPasa-H" de
membrana plasmiatica de plantas y otras no estudiadas como 1la del
trigo.

El patrén electrofarético (Fig. 16-I) mostré una resolucidén
muy baja en la zona de alto peso molecular ;100 «kDa) lo cual
favorece muy poco la identificacién de la banda de 100 kDa de la
ATPasa~H" de membrana plasmitica. Por otro lado, este mismo
sistema tiene una buena resolucidén en la zona de pesas moleculares
menores (< 100 kDa), en donde se observan numerosos polipéptidos.
La banda tefiida con mayor intensidad representa a la BSA de
fraccidén-V (68 kDa) empleada en el método de extraccién de
protef nas (amortiguador de homogeneizacidn y de resuspensisén). Al
no obtenerse una banda de peso molecular cercano a 100 kDa se
puede pensar lo siguiente: 1. resolucién pobre de 1los geles de
Laemmli en la zona de alto peso molecular como ya ha sida
reportado (Bchigger y Von Jagow, 1987); 2. probable protedlisis de
polipéptidos de alto peso molecular 2 100 kDa) debida al tiempo
de almacenamiento de la muestra y/o; 3. una concentracién muy baja
de la protefna de 100 kDa en estos extractos, lo que hace nula su
observacién.

Cuando se transfirié este gel a nitrocelulosa, en el caso de
la deteccién del antigeno de 100 kDa correspondiente a la
ATPasa-H' de membrana plasmitica, no se obtuvo una banda que

reaccionara con el anticuerpo anti-ATPasa de H de membrana
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Figura 16. 1. Electroféresis en gel de poliacrilamide-s DS

gradienie  (10-10%) (Laemmli, 19700, Tincidn con azul “brillante

Coomaaaie R-250. 20pg  de protefina por carril de las: . sigluente

fracciones  microsomales: 1y 2, cotaeoptito  de

radicula de wmafz; 5, rafz de Ipomoea  purpurea:

trigo; 8, amortiguador de muestra + o de r
II. tnmunorréplica del gel T

. )

anti~c y ante-p_ pertenccientes a

AtPasa-’ do tonoplasto deo N. crassa. 1.y 2. - coleopiils

y 4, radfcula de malz; =, rafz de trige; o

muestra.
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La xnmunnrréplu:a :orr’espn dxente (Fiq. 16—11)' émpleananv S

anticuerpos de tunoplastu crassa (anti—C y"anfi—b;;)‘”

muestra . una . reaccidén . positiva. -mu ligera. en’ laé."."'Fréctinhés
microsomales .de culenptxl :
imperceptible en las de ra[z de trxgu._Aunque no - se . obtuve una

reaccién de mayor 1ntensidad, esto confirma  la similttud entre

_este. tipo de ATPasas de H de tnnaplasto en plantas.

En un i,ntent‘u pu'r"'nie'jor‘ar‘ la visualizacién de las bandas, se
procedié a realizar la electroféresis de extractos frescos de rafz
de trigo. (al d{a- sxguxante de su obtencidén). La electroféresis

"curreSpondiente (Fig. 17-1) presenta extractos frescos de ralz de
t:rxgc, y . aan -as{ no se abservan polipéptidos de alto peso

molecular, pero s{ ‘un alto numero de polipéptidos de bajo peso
1mnle§ular en geles de poliacrilamida-SDS de Laemmli (1970). Se
sigue presentando la banda sobreteffida de BSA fraccidén-V con una
mayotr. intensidad en la fraccidn nuclear, lo que posiblemente se
debe a una subestimacidén en la concentracién de protefna en dicha
Fraccién. . -«

El resultado de la inmunorvéplica (Fig. 17-11) empleando
el anticuerpa anti-ATPasa de H® de membrana plasmitica muestra una
reaccidn cruzada positiva y en orden decreciente con la fraccidn
nuclear, la mitocondrial y microsomal. En esta ultima fraccién
casi no se observa la reaccién cruzada debido pasiblemente a que:
t{1)~la protefna se encuentra en muy baja concentracién en la
fraccién micrasomal y/o, (2) la protefna se encuentra parcialmente
protealizada debideo al tiempo que se requiere para la aobtencién de
dicha fraccidén. Algo anilogo sucede con la ATPasa-H" de
tonoplasto, pues la inmunorréplica empleando anticuerpas contra la
ATPasa-H' de tonoplasto (Fig. 17-II1) demuestra la reaccién
cruzada positiva en todos los extractos presentandose como una
banda dohle, lo que corresponderia a los dos anticuerpos empleados
(anti—l:m) y anti-D7°), y que se observa con mayor intensidad en la
fraccién nuclear y decrece hacia la fraccidn mitocondrial vy

micrasomal.
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Figura ..17. L a Patrén olectroforético
poliacrilamida-SPS. tiox de “acrilamiddy . (Laemmli;

con azul . 'brlll;:lftlov“do Coomansie  R-250. - " 90Lg “de

 do-- lan fra i vesiculares . -de” rafz

8, micregomal.:.

finalidad &rial ipolipéptida
anticuerpe 1 e’ ‘membi-ana
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ESTA TESIS NO DEBE .
SALR DE LA BIBLIBTECA s

Con el propdésito de incrementar la concentracidén iidel
polipéptido carrespondiente a la ATPasa~H" de membrana plésm&tica,

tratamos de:

ta) Enriquecer las vesficulas de membrana plasmitica aplicando

la fraccidén microsomal a un gradiente de sacarosa vy,

[¢:]

Disminuir la accidén de proteasas precipitando con TCA las
fracciones obtenidas.

‘3. GRADIENTES DE SACAROSA

Una 'vez obtenida la fraccién microsomal se sometid a un
gradiente de sacarosa 25%/387Z (Giannini y Briskin, 1987; (F:i.annini-"L
et al., 1987 y 1988). El gradiente una vez centrifugado se
‘Fracciond en tubos con capacidad de 2ml ubteniendqse 15 fracciones

-{30ml totales). A cada fraccién se le midié el {ndice de
refraccidén con un refractémetro digital (ATTAGO). El f(ndice de
refraccién equivale al porcentaje de sacarosa en la fraccién. Los

resultados obtenidos (Tabla 11) se graficaron (Fig.. 19). Para
conocer la densidad correspondiente a cada fraccién se emplesd 1la
curva patrén de (%) de sacarosa vs & = m/v (Fig. 18) obtenida de
los valores presentados en el Index Merck (Tabla 10). La
extrapolacién de los porcentajes de sacarosa correspondientes a la
interfase del gradiente (25%/3B%Z) indican una densidad de 1.13 a
1.17 g/ml , lo que concuerda con o encontrado anteriormente para
este tipo de gradientes (Sze, 1985; Marré y Ballarin-Denti, 1985;
Dupant et al., 1981; Mettler et al., 1982). De acuerdo a 1lo
reportado anteriormente, en esta interfase se encuentra la
fraccién vesicular de membrana plasmitica de plantas. En la zona
de densidad 1.10 g/ml se encuentra la fraccidén de vesiculas de

tonoplasto.
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TABLA (10

Valores de densidad (g/ml) correspondientes

a cada porcentaje  de sacarnsa,pavra la

representacién.

de:-.-la ..

weurva. patl

sacarosa (%) (Index-Merck).

de..

Sacarosa (%)

-

[o]
120
&0

.80

a0

Densidads. & = m/v

Determinacién del {ndice de refracciéa (Brix)

Agua. (& =

TABLA 11

1.0.g/mly.

de

las flﬁaccinﬁgs del gradiente de macarasa 25%/38% .

+ Na._ Fraccién Vol. (ml) /Fraccién Brix” % de sacarosa
o 2 25.0 25.0
2 22.0 22.0
2 21.6 21.6
2 22.4 22.4
2 23.0 23.0
2 23.0 23.0:
S22 23.1 [ 23.1
2, 24.8 ‘24.8"
2 ) 30,7
b '3q.a' .
h2 36.8"."
2 37.0 -
2 “37.27
2 37.2
2z 37.4
2 37.8
2 38.0

.~ cada unidad en Brix :nrréspdndé a una unidad en % de sacarosa.
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iWalores lomados del INDEX MERECK.
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Figura 19. Curva que presentan les valores  obtenidos dot.

gradiente do wsacarosa 25%-38%
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A continuacién se presenta la recuperacidén pratéica. (%4) de
las fracciones vesiculares, obtenidas por diferentes pasos de
purificacién (Tabla 12). E1 total de protefna extralda (53 mg) en
la fraccién mitocondrial mis la fraccién microsomal es considerado
como el 100%Z (fraccién mitocondrial + microsomal). Al ser sometida
esta fraccién a un gradiente de sacarosa (25%Z/38%Z) se obtuvieron
dos fracciones; la de tonoplasto y la de membrana plasmi&tica . La
primera presenta una recuperacién de proteina con respecto al
total del 0.81%Z (0.43 mg) y la segunda del SZ (2.6 mg), el
restante 94.19% se le atribuye a protelna presente en otros
sistemas membranales (mitocondria, retfculo endoplidsmico, aparato
de Golgi, etc.), y gue se encuentran en otras zonas del gradiente.

TABLA 12
Recuperacién de proteina de fracciones vasiculares
sometidas a diferentes métodos de purificacidén.

No. de semillas| Peso hamedo Fraccién Prot. |recuperacién
sembradas rafz (g) vasicular Tot. (mg) A7)
300 24.84 mitocondrial

+ microsomal 83.00 100
Tonoplasto 00.43 00.81
M.P. 02.460 05.00
M.P. + KCl1 01.30 |50.00%| 2.45
S.N._+ KCl 01.30 |s50.00°] 2.5

s - M.P. + DOC 00.40 [30.00%| 0.75
8.N. + DOC 00.93 |70.00%| 1.75

® .- Porcentajes derivados del lavado con KC1 (0.5M) a partir de la
fraccidén de membrana plasmiatica (M.P.).

s - Porcentajes derivados del lavado con DOC (0.6%) a partir de la
fraccién de membrana plasmatica lavada con KCl (M.P. + KCl, 0.5M).
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El ba‘jo-portengéké:dé' reqﬁperécién protéica que se abserva en
_ambas’ fracciones vjéyé'{c'u;a/:-‘es, (tonoplasto y membrana plasmitica)
-podry a”ind_i;:ér'-ukn’a haj-‘ﬂéalntidad de la proteina en dichos sistemas
membvralh'ales' per . se,’o Eién,“que el método de purificacién empleado
es i'nad‘ecuad_o y no ‘se logran obtener todas las vesiculas que se
pretende en cada caso.

. La cantidad de protef na presente en la fraccién de membrana
-plasmitica se ve disminuida ain mis en los pasos subsecuentes de
purificacién: lavado con KC1 (0.5M) y lavado con DOC (0.6%). En el
p'rimer lavado se observa una disminucidén en la cantidad de
brc\tel na de un 5S0%Z con respecto a 1la fraccién de M.P., vy
representa un 2.45%Z con Yespecto al total (100%). En el segundo
lavado representa un 30% con respecto al lavado anterior (KC1
0.5M) y 0.75% con respecto al total, lo que indica una obtencién
muy baja de protefna en dicha forma de purificacién, vya que
representa una pérdida total del 99.25%4, desde la fraccién
microsomal hasta el dltimo lavada.

En los sobrenadantes se presenta la protefina que en
solubilizada por fuerza iénica (KCl1 0.5M) y detergente (DOC 0.6%),
y corresponde a una parte de la protefna que se pierde par
purificacién (ver Tabla 12).

Las fracciénes vesiculares obtenidas: mitocondrial +
microsomal, tonoplasto, M.P., M.P. + KC1 (O.5M) y M.P. +
DOC (0.&%), Fueron sometidas a electrofSresis en geles de
poliacrilamida-SDS (Laemmli, 1970).

Los resultados obtenidas de la electroféresis (Fig. 20) a 1la
que fueron sometidas las fracciones mitocondrial + microsomal,
M.P., M.P. + KC1 (0.S5M) y M.P. + DDC (0.6%Z), muestra en todos los
casaos, un polipéptido de aproximadamente 100 kDa (peso molecular
determinado por medio de la curva patrén correspondiente, Fig.
21), y que decrece en intensidad con la tincién de azul de

Coomassie, conforme se avanza en los pasas de purificacién. Se
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huena resnlucién.
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Figura 20. Electrofbresis en gel de poliacrilamida-sps o

de acrilamida) tLaemmli,
.Coomassie,  R-250.  10Hg por
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: P pfeééﬁta uaa
ba‘r’!da de 'BSA en
enida’ll dicho
“altamente

“El sobrenadante’

resolucisn

ja’eoraulo enyr xqug:imientq‘ del ppl,ipépti‘du de - 1¢0

el { un‘agente. iénico v un

Ta’1a n'ébn;{tédo Cen. la’ literatura), - se
eliminar estos tratamientos v . utilizar -unicamente el
sacarosa (25%/38%4). ’

DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR (kDa)
" " QEL DE POLIACRILAMIDA-SDS (10%)

‘Log. PEBO MOLEGCULAR {kDa}

fareitine

miosina

P-gatsctosidass
toatorlizas-B

asA catalasa
ovosidumina

aidoiasa

anhidrasa carbonlcs

quimotripsinogena-A

I I 2

T
.02 0.4 0.6 0.8 1
s e - MOVILIDAD RELATIVA (R)

‘Figura 21. ‘Curvas patrdn  para  la  determinacidn  del poso

mol tpas ~ de  protefnas en gol de poliacrilamida-SDS 1o% de
acrilamidar. " se  tomaren  en  cuenta  las  migraciones  de estindares
" para’ ‘protelnas  de alto peso molecular ¢ &0 kbay y para protef nae
“de bajo pemo molecular « so kpar. Lae movilidades RA estin

tomadas de varios geles de policcrilamida-SDS.
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PRECIPITACION CON TCA

- proteélxsxs aan ba_‘u ‘lag™ cqndu:xunes de precu:n:actén con: TCA Y el.
'empleo dE PHSF Y- EDTA"en “los amortiguadores de las fraccianes
~—,vE§u:u1at’eE prnbadas.

knaabcdaxaaqss
'540‘—> — : '

100

80

4.5
40

25

Figura 22. ecloctrofdresis on gel de poliacrilamida-SpS “o%
do . dérilamidar  (Leommli.  1970%. Tincién  con  azul brillante il de
:oojlnlinnie ‘R-250. tSMg por carril de los siquientes nn\.and;.r_cﬂ do“
pouo molocular: a, Ferritina 540 kpad: b, catalasa (s kba; -

< Albumina de huevo a5 kDa); d. Aldotasa [ knor

Quimolripsinogeno-A 23 kDa), Aoug da protefna de. i:cqc\onn-

vesiculares de rafz da : (sm

reeupuudoa Ceon

resuspendidas  en SDS (2% ‘aplicadas . come’’ sigue:,

it drial + micr v.. 6, “tonoplasta.




~515tema ademis. presenta uﬁa )
" pesos ‘moleculares (>-. a. 100

S ELECTRDFDRESIS EN GELES DE PDLIACRILAMIDA—CDLATD DE Na
DDDECILBULFATD DE LITIO (LDS)

Par 1o tanto, .al no obtenerse un polipéptido de 106 kDa ev;
bgeles de Laemmli : (1970), se procedid al empleo de .geles: d‘E~
pnl_nacr'xlamxda—calatn de Na* y LDS (dodecil sulfato de” litia)
seg n: la técnica de Schigger y Von Jagow (1987) modificada por
'an‘zélez—-Halphen et al (1987, comunicacidn persana!).que prasenta
“ulas siq’u,iéntés ventajas:

1) Alta resolucién de polipéptidos de alto peso molecular < 100

2) OﬁtEnc‘ién de polipéptidos en condiciones no desnaturaliz‘a‘htes~ 3

geles nativos) por lo que pueden probarse ensayos de activ dad‘
de hidrélisis de ATP in~situ.

3) El1.LDS, a difev'encia del SDS, no precipita en frio p:n-"
s la: muestra /puede correrse a ° ¢ y con ello dxsnunuir la accién-
de prateas

. durante la electrn{-‘éresxs.
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v'p‘tfésienta_'.' una .-','résdluéién muy - buena 'de
algunas protefnas.de; alto: peso. molecular: (Figs. 23 y 24) a
':‘:liFer"Encyia .del -‘sistegia de:Laemmli (Fig. 1&-1).

“En este sistema’se |

3 ‘resultade db‘trenidd'en gel de poliacrilamida-colato de Na'
' Lbs "(Fig 23); ihqi:é un-corrimiento andmalo de los estandares
- de fg"esoyg.molgc'u}a;r" p'é(a"éist‘gmaé ‘electroforéticos que emplean SDS
= {1f neas a, :b,/r'“ ) 'y

,dy e). La Vmue'stra empleada (fraccién de membrana

"'plasmé'tic.a) présenta una mejor separacién de sus péptidos cuando
se combina con’'el LDS de 2-S5ug/ug protefna (lineas 1 a 5), mayores
concéntra:iones de LDS tienden a agregar a 1los polipéptidos de
alto peso molecular, por lo tanto se obtiene una mejar resolucién

“a bajas concentraciones de LDS.

El' porcentaje de acrilamida C16%) empleado en esta
electroféresis presenta un tamafio de poro muy pequefio, por lo que
las protefnas de alto peso molecular tardan en penetrar al gel vy
ser separadas, debido a ello se disminuyéd el porcentaje de
acrilamida (de 1&% a 10%) y se redujo la concentracién de LDS (U,
2 y Sug/ug protefina) con el objetivo de observar mejor el patrén
electroforético de las protef{nas de alto peso molecular, entre las
cuales esti la protefna de 100 kDa (Fig. 24).

La mejor condicién para el corrimiento electroforético de 1la
muestra de membrana plasmidtica (Fig. 24), se obtuvo al solubilizar
con Sug de colato de Na'/ug protefna y omitiendo el uso de LDS.

El patrén electrofaorético carrespondiente (Fig. 24) presenta
ademis, una resolucién muy pobre de 1los estandares de peso
molecular para este tipo de geles de poliacrilamida-colato de Na*
y LDS, 1o que impide la representacién grifica de los mismos, asi
como la determinacidén del pesoc molecular de las bendas presentes
en el gel.
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Figura 23. slectrofdresis en gel de  poliacrilamida-colate  de
Na" 'y “LDS-: (tow de  acrilamidw  (Schigger y Von _ Jagov, 1087;

modificade . por : Gonzalez-Halphen et al., - 1087, Tincidn econ - azul

“carril

“britlante . Coomaasie:  R-250. ..

estandares . molecula:
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Figura' 24.. Eloctroféresis en  gel 4o  poliacrilamda-colato  do

DS :: 0%, | de acrilamida) (Schigger v von Jagov. 1007;

modificade ' por  denzAlez-Halphen et al. 1002, Tineidn con azul’

brillante’ i 'de '/ Coomaasie -~ R-250. Todas. lus  muestras  fueren tratadas

rotefna. .” 20pg. .por ~ecarril de estandares
golew i’ poliacritamida-sDs: " @ v b,

“por’ carril -‘d.

concentracionas - 'de . LDS: 1.

LDS/ug prot.

‘lad-fracerdn-.... .,



_'L.a banda . de BSA fraccién-V se observa como una ‘banda ~ doble .
‘posiblemente ' debida a prateslisis por tiempo . prolongado.  de
almacenamiento.  Para la determinacisn del pese. molecular . de los
pnlipéptidus se tomé como referencia la banda de  BSA ‘fraccidn-V
qué presenta un peso molecular de &8 kDa, asi como la distancia

migrada ; de cada polipéptido y 1la distancia del gel de

poliacrilamida, calculandose el Rf para cada banda en»particular'y o

de ‘manera-indirecta el peso molecular (Fig. 21). De esta manera.se
obiuvc una banda con.peso molecular de 100 kDa que se procedié a
identificar ‘mediante el uso de anticuerpos especi ficos dirigidqs“‘
" contra la’ ATPasa-H" de membrana plasmitica hom&loga de’ - A.
Atllrrafx‘ana,

; »eﬁ . las condiciones de electrofdresis anteriormente’
mencionadas.’’ CLTE "

El -gel... (Fig. 25-1) muestra un patrén elect’rpfqﬁéticd

..‘se_m'ejant‘e Len’’'las tres fracciones empleadas (mitucqndriél

microsomal,-M.P. y tonoplasto) con una banda de 100 kDa. La 3
;de.v'Bsn fraccién-V se encuentra enriquecida en la fraccién de”
tonoplasto 'y es semejante a la observada en - 1a

f1~€ﬁc_ién ’
mitocondrial + microsomal como se habfa nbservaqn_ pre i i

i(),‘ 22 y 25). En . la de membrana plasmitica se abseryv d " s
;adhque quizd sea solo debido a una menor cantidad}“,de N -d }fe(na
total en este carril (linea 2). E i

La inmunorréplica correspondiente (Fig. 25-I1I) muestra que la
banda de 100 kDa propuesta como la de ATPasa-H' de membrana
plasmitica de ralz de trigo no cruza con el anticuerpo espectfico
de A. thaliana, por lo tanto este polipéptido no representa a la
enzima esperada. Por otra parte en todos los casos se observan 2
bandas gue reaccionan con el anticuerpo anti-ATPasa de H  de
membrana plasm&atica, y que presentan bajo peso molecular (K &8
kDa) lo que probablemente indica la protedlisis de la ATPasa-H" en
dichas bandas.

1
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. Figura -.25. 1. ElectrofSresis an get
de Nu*' 'y SLDS - ¢on :de acrilamida tSchigger v
modificado [ por: acnzél.z-uulphon et oall, 19873,

brillante’: .de .’

‘earril

JER=280. 1 200Ug 1 por

vesiculares:

pret.l nal

la e,.traccxén y pur 1Fu:acu5n de la 'F 16n de membrana plasm.’xtx:a

al parecer es la quxmostatlna en una concentra::én de  Sugrsml. de

amortiguador (Serrano, 198%  comunicacién du-ecta; Gallagher et
al., 1986; Gallagher y Leonard, 1987a) por lo que su empleo se

hace necesatrio en todos los medios de extraccidén y resuspensidn.



6. EMPLEOD;DE .INHIBIDORES DE PROTEASAS

frecuentemente utilizados por  su
de-la -actividad de hidrélisis en
‘san: EDTA, . PMSF y  quimostatina,
‘u::c’):‘ para.fracciones de membrana
1986;-Gallagher y Leonard, 1987a vy

26—-1) revelan la existencia de una menor

antidad d_e_"ﬁnl_igépud e’'alto y bajo peso molecular en la l1lfnea
fide’la fraccién ‘mitocondrial + microsomal debida posiblemente a una

7§hbe'stiﬁiacxén en.-la cantidad de protef{na aplicada al momento de la

electroféresis. En’los otros dos casas, la fraccién de membrana
Pplasmitica y de tonoplasto, se logra observar un polipéptido de
100 kDa, y otros de alto y bgjn peso molecular.

Lta BSA fraccién-V se encuentra en un mayor porcentaje con
respecto a los demis polipéptidos, por lo que es la mis visible
debido a que se tiffe con mayor intensidad, ademis se pueden
observar varias bandas por debajo de su limite inferior (aprox. 4
bandas).

La inmunorréplica correspondiente (Fig. 2&6-II) de;nuestra que
ninguna de las bandas de altoc pesa molecular (adn la de 100 kDa)
reaccionan con el anticuerpo de ATPasa-H' de membrana plasm&tica
de A. thaliana, pero s{ con una de bajo pesoc molecular (aprox. &b
kDa) que se localiza debajo del limite inferior de la banda de BSA
fraccién-V. Lo anterior hace suponer que ain empleando un "coctel"
de inhibidores (EDTA, PMSF y quimastatina) y sometiendo las
muestras a ebullicién por 3 min. anterinr'mente a su
electroforésis, la protedlisis sigue presentandase posiblemente a
todo lo largo del aislamiento de la ATPasa-H® de membrana

plasmdtica de rafiz de trigo.
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Figura 2&. 1. EloctrofSresis on gel de potiacritamda-colato

do  Na” ¥y LDS (10% de acrilamiday (sSchigger v von Jagow, 1087;
modificado por aonzilez-Halphen et al., 1087). Tineidn con azul
britlante de Coomassie R-250. Las fracciones vesiculares fueron
iratadas con los inhibidores: EDTA 2m), PMSF (L v
quimostatina spgsml de amort. ), durante [ homogenizacidn v
resuspensidn. Todos las muestras fueron tratadas con Sug do ' colato
do Na'spg prot. y sometidas @ ebullicién ‘durante B mimi- i pare.-c-eul
olectrofSresis.  20Hg por carrit  de  estandares de ' peso - molecutar
para geles de poliacrilamda-SDS: a, estandaren de paso .~mol;aculor>
(Micsina, 205  kpa;  (I-Galactosidase, 116 ¥Da; Foaforilaga-R*~ o7
kDa;  AlblGmina  do  suerc de bovino, BSA. o6 kDai AlbUmina de . huevo,
45 kpa; Anhidrasa carbdnica, 20 kDo, soug por carril de las
fracciones vesiculares do rafz de trigo: 1, fraceidn mitocondrial
+ mcrosomal; 2, fraceidn M.P., y; 3. fracevdn de lonoplasto.

1. Inmunorréplico emploands anti-ATRasa de H de M.P. do A.

thaliana. 4. fracctdn de M.P. y; 5. fraceidn de tonoplasio.
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L,us: i de- . peso molecular para geles de

pul‘iact"ilamid DS sig en preséntando una resolucidn muy baja en

este 5;5tema de geles de poliacrilamida-colata de Na* y LDS, por

.".lu que no. -Se - r‘epresentarnn graficamente, impidiendose con ello la

3 e peﬁu molecular de las bandas de interés (ATPasa-H"
de ‘membrana plasmstica).

_7. EMPLED DE LOS AGREGADOS DE PESO MOLECULAR DEL CITOCROMO C Y EL
ANTICUERPO CORRESPONDIENTE

Debido-a los praoblemas presentados en geles de colato de Na®
y LDS, tales como el corrimiento andmalo o una resolucién muy baja
(Figs. 23, 24 y 26) de los estiandares de peso molecular, y un
polipéptido de bajo peso molecular (< a 100 kDa) que reacciona con
el Vanticuerpovanti—ATPasa de H de membrana plasmitica de A.
thaliana, se decidié reemplazar el sistema de geles de colato de
N’a"g y LDS paor el sistema de geles SDS de Laemmli (1970) wutilizado
anteriormente, pero ahora incluyendo las nuevas condiciones de

ektraccidn para las muestras (“"coctel" de inhibidores).

Ademis, se introdujo el empleo de los agregados de peso
molecular (12, 24, 34 y 48 kDa) del citocromo C de corazén de
caballo. .y el anticuerpo correspondiente (anti-citocremo C), con lo
cual. se podria determinar el pesoc molecular de 1la banda que
reaccidéna con el anticuerpo anti-ATPasa de H de membrana
plasmatica, en la misma inmunorréplica. Los agregados de peso
m_DlE_c_uXar del citocrome C y el anticuerpa correspondiente fueron
donados por el Dr. GonzAdlez-Halphen del Instituto de Fisiologfa
Celular de la UNAM.

Se logré determinar el peso molecular aproximado del patedn
electroforética (Fig. 27-1), dada 1la alta resolucidén de los
estandares de peso molecular, siendo esto mis evidente en las no
tratados con calor (linea a).
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“El citocromo C se abserva débilmente tefiido en cada -uﬁﬁ de
sus agregados (l{neas 1 y 2), estas especiesyﬁuerun de 12, 24, 36
y 48 kDa, correspondiendo al mondmero, dimero, trimero y tetramero
respectivamente . La fraccién mitocondrial + microsomal (lfnea 3)
sigue presentando un bajo contenido de polipéptidos de alto peso
molecular, no as{ las fracciones de membrana plasm&tica y de
tonoplasto (lineas 4 y S respectivamente) donde se oObservan un
gran numero de bandas de alto peso molecular, entre ellos un
polipéptido de 100 kDa en gel de Laemmli. Esto hace suponer gue el
emplec de inhibidores especificos como la quimostatina y 1la
centrifugacién en gradiente de sacarosa para la purificacién de
fracciones vesiculares (p. e. membrana plasmitica) impide 1la
protedlisis de polipéptidos de alto peso molecular, y permite, por
lo tanto, una mejor resclucién de esta banda en la zona de altos
pesos moleculares en geles de poliacrilamida~-SDS (Laemmli, 197Q),

La inmunorréplica carrespondiente (Fig. 27-11) muestra la
reaccién cruzada del anticuerpo anti-ATPasa de H' de membrana
plasmitica con las fracciénes vesiculares probadas. £1 grado de
intensidad con el que se tien es decreciente en el siguiente
orden: fraccién de membrana plasmdtica, fraccidén de tonoplasto, vy
fraccién mitocondrial + microsomal. €1 anticuerpo dirigido contra
el citocromo € reacciona con las cuatro especies de peso molecular
(12, 24, 36 y 48 kba).

Al correlacionar la banda que reacciaona con el anticuerpo
anti-ATPasa de H de membrana plasmatica con los cuatro agregados
del citocramo € en la misma inmunorréplica, se encaontrd que a 1la
ATPasa-H' de membrana plasmatica de ralz de trigo le corresponde
un peso molecular de aproximadamente 48 kDa, lo cual, puede deberse
a un retardo en el corrimiento electroforético de las especies del
citocromo C en el gel de poliacrilamida-SDS, dando un valor de
peso molecular subestimado para la ATPasa-H" de membrana
plasmidtica de raiz de trigo, o bien que la banda de 100 kDa se
encuentra proteolizada por lo gue presenta un peso molecular de
aproximadamente 48 kDa.
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Figura 27. 1. ElectrofSrasia on gel de poliacritamida~-sbs

oK de acrilamida)y (Laemmii, 19?0y, Tincidn con azul britlante de
Coomaspie R-250. 70 Mg por carril de estandares de peso molecular
para geles doe poliacrilamida-SDS Miosina, 205 kpa;
[3-Galoctosidasa, 116 kpa; Foaforilasa-R 0?7, kDa; BSA, bo kDa;
Alblmina de huevo, 43 kDa v Anhidrasa carbénica, 20 kDo) a,
estandaren dea  poese  molecular; . b, .  eatandares . de peac molecular
twbullicidn 89, 70ug de protef na por carril de taa siguientas
muestras: 4, citoeromo € de corazdn do' ' caballo; citoeramo c de
corazdn de caballo tebullicidn 9. .;70;1’9" Jde_. raccioner vesicutares

de ralz de  trigo tratadas - con . inhibidore

mitocondrial +

microaomal: 4, M.P. y; 5, tonoplasto.

1. Inmunorréplica realizada con. el.  anti-ATPasa’ de. H' .de M. Pl
de A. thaliana vy posteriormente . con .. uﬁ{i-ci\c{crcm_ot .
traceidn mitocondrial  + microsomal; - 7, . fraceidn i de .l M. B 8,
fraceién  de  tonoploste; ®, - citecromo. . @ .iyilis.:10," ~clleeramo . ‘G

tbullicidn 9.
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determ;nacxén del

'v.'pl'nbado Gnnz&lez,Halphen et al., 1997':nmunxcacxén personal) para

1 cor xmxentu Electrnforétxco yla reac:nsn ‘inmunolégica de los
—agregadns de ‘peso mole:ular (12, 24, 36 y 48 kDa) del citocramo C.

'I'.a Ele:ctraféresis (Fig. 28-1) muestra una paobre tincién del
:ito:i:omn L. y de los estandares de peso molecular (lineas a, b vy
);‘Enr las ‘fracciones vesiculares (lineas i, 2 y 3) se observan
por 1o ménus 3 bandas de alto peso molecular muy cercanas entre sf
(2 100 kDa), y un gran numero de polipéptidos de bajo peso
mblecular (< a 100 kDa). La banda de BSA fraccién-V se abserva en
forma discreta en todos los casas, y en su limite inferior se
presenta una banda muy delgada que podria corresponder, por
:Drreia:ién con la banda de BSA en Western, a la que reacciona con
el anti\:uerpn anti-ATPasa de H de membrana plasmitica de A.
thaliana de’ la inmunorréplica correspondiente (Fig. 28-11).

En la inmunorréplica (Fig. 28-11), una banda en el 1liamite
inferior de 1la BSA fraccién-V (observable como una sombra)
reacciona con el anticuerpa anti-ATPasa de K de membrana
plasmitica, en todos los casas (lineas 4, 5 y &). Mientras que el
anticuerpo dirigido contra el citocroma € no presentd reacciédn
“‘eruzada visible (1fnea 7) contra el citocromo C por razones
desconocidas.

Por 1o tanto, el sistema de Schigger y Von Jagow con las
'siguientes variantes: 1. tamafio del poro de la malla de
poliacrilamida y, 2. concentraciones y tipo de detergentes, no
presentd una buena resolucién de la banda que reacciona con el
anticuerpo anti-ATPasa de H de membrana plasmitica en gel, asf
camo de los estandares de peso molecular y citocromo C, lo que
impidié la determinacién del peso molecular de la banda en
cuestién, ademis de que no se dio una separacién clara entre 1la
banda supuesta de ATPasa-H' de membrana plasmatica con la de BSA
fraccién-V en gel e inmunorréplica. For otra parte, para
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deterainar el peso  molecular i del:
plasmitica de raf{z de trigo .en
referencia al peso molecular de la:

empleo del citocromo €'y su anticuerpo’’

resultados satisfactorios para este fin. ;.-

100 —=

88~—=

68

s

Figura. 28. 1. Etoctrofdresia an golL de poliacrilamida-colate
de Nu." y LDS 1ox de acrilamida) «(Schigger v von Jagowv, 1087;
modificado por donzilez-Halphen et al., 1062). Tincidn con azul
brillante de coomassie R-250. Todaa las muestrae fueron tratadas
con spg  de  colato de Nu’/yg proteina. 2oug por carril de cada
estardar de pemo molecular (Catalasa, ©0 kpa; Albmina de huevo,
a5 kpas Atdolasa, 40 kba v Quimotripsinogono~-A 25 kDay: b,
watandares de peso molecular tebutlicidn 89; < estandares de
peso molecular. a, 20ig de citocromo c de corazdén de caballo
tabullicidn . 200ug por carril de laa fracciones vesiculares
tratadas con inhibidores: 1, tonoplasto; 2, M. P. v: 3,
it drial + micr L

IX.  Inmunorréplica realizada con el anti-ATPasa - de H' do M. P.
de A. thaliana y postoriormente con ol anli-citocromo (-9 4,
fraccidn de tonoplagto; s, fraccidn de M.P.3 S, - fraceidn

drial  + micr 1; 2 citocromo < do corazén de caballe

tobullicién 29.
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Por otra parte, al observSr ia reaccidn cruzada ligeramente
teffida entre la banda de ATPasa-H  de membrana plasmitica con el
anticuerpo correspandiente, se intuyd que de alguna forma se
estaba perdiendo parte del ant{geno, y esta pérdida parecia mis
probable durante la electroféresis (protedlisis). Por lo tanto, se
realizé la tincién con azul brillante de Coomassie R-250 y la
inmunorréplica correspondiente de las geles concentrador 1
separadar. Los resultados obtenidaos por tincidén con azul de
Coomassie (no presentados) revelaron cierta retencién de la
protefna total en los pozos del gel concentrador. ta
inmunorréplica correspondiente indicsé, que parte de la ATPasa-H"
de membrana plasmitica de rafz de trigo era retenida en los pozaos
del gel concentrador. Lo anterior impidd la visualizacién de la
banda de ATPasa-H" (&6 kDa) en el gel, y la obtencién de una buena
banda de reaccién en la inmunorréplica correspondiente, dindonos
resultados poco confiables.

Estos das puntos son impartantes en 1la obtencién y el
enriquecimiento de 1la ATPasa-H' de membrana plasmitica de ratz de
trigo por los métodos de electroelucidén y concentracién de la
prote{na en cuestidén.

Por 1o tanta, al no aobtenerse resultados satisfactorios en el
sistema de Schigger y Von Jagow (modificado por GonziAlez-Halphen
et al., 1987 comunicacién personal) para la abtencidén Yy

* caracterizacién electroforética de 1la ATPasa-H de membrana
plasmitica de rafz de trigo, se volvié al empleo del sistema de
geles de Laemmli (1970) cuyas caracteristicas hacen posible tales
objetivos.
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‘8.  OPTIMIZACION DEL METODO DE PURIFICACION Y DE
ELECTROFORESIS (LAEMMLI, 1970) PARA LA ATPasa—H' DE MEMBRANA
PLASMATICA

Primeramente resolvimos eliminar todos aquellos factores que
podrian presentar problemas al momento de la visualizacién de 1la
banda de 446 kDa en geles de poliacrilamida-SDS por tincién can
azul brillante de Coomassie R-250, ya sea debido a  la  baja
cantidad presente en una determinada fraccidén vesicular o por
interferencia espacial con otra proteina de peso molecular

semejante.

El primer inconveniente se observs al retomar el rendimiento
porcentual proteico de la fraccién de membrana plasmitica (tabla
12), el cual resultd ser muy bajo (5%Z) con respecto a la protelina
de la fraccién microsomal, es decir, existe una pérdida en
protefna microsomal del 95% aproximadamente, lo que repercute
directamente en el rendimiento de la fraccién de membrana
plasmitica.

De todas las membranas en la célula, las que contribuyen
mayoritariamente a la superficie membranal celular son las de
membrana plasmitica y de tonoplasto. Este hecho no goncuerda con
el rendimiento obtenido (5%) a partir de la fraccién microsaomal,
el cual resultd ser dramiticamente bajo, ya que se ha reportado
como medida aceptable del rendimiento protefco para la fraccisén de
memb}'ana plasmitica a partir de la microsomal un 22-50%Z (Briskin y
Leonard, 1982; Serrano, 198B4a; Vara y Serrano, 1982). Nuestro
valor representa de un 10 a un 22% del valor reportado, es decir,

un B0-90% por debajo de una medida aceptable.

Las vesiculas que se forman a partir de estos dos sistemas
membranales (tonoplasto y membrana plasmitica) por rompimiento
celular son las que se encuentran en mayor proparcién en la
fraccién microsomal. La baja cantidad de proteina de membrana

plasmitica podria explicarse cuando consideramos gue al someter la
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fraccion

mu:rusomal a. un grad:ente de densxdad (p.. e. sacarosa) se
[ srvesiculas de membrana
e xén ‘del procedimianto de
ccidn microsamal en gradiente de densidad
Al ‘expuestn en Haterial y Métodos, y a la
'alternatxva del emplec: del homogenado como princ:pal proveedor de

"Vde sacarosa (25' l3

la l:antu:iad ‘necesaria de ATPasa-H de membrana plasmitica de raflz
de trigo (ver mis adelante).

El segundo inconveniente en la abtencién de la banda que e
presenta en el 1limite inferior de 1la BSA fraccidén-V y que
corresponde con la que reacciona con el anticuerpo anti-ATPasa de
H de membrana plasmitica, es el sobrelapamiento que existe antre
estos dos polipéptidos (ATPasa-H” y BSA fraccién-V). Por 1o tanto
se procedié a eliminar la BSA fraccién-V empleando un nuevo método
de extraccién de protefnas totales segin Pagés (1990), con 1o cual
se obtendria a la ATPasa-H de membrana plasmatica de rafz de
trigo libre de péptidos cercanos a ella, lo que facilitaria su
corte del gel preparativo (ver Material y Métodos) ' su
recuperacién por electroelucién.

El madio de homogeneizacién segGn Pagés (1990) para encontrar
protelnas resistentes a la desecacién en semillas, no presenta BSA
fraccién-V y solo dos inhibidores de proteasas, PMSF y leupeptina
(Tabla 13).

TABLA 13
Composicién del medio de extraccién libre de BSA
fraccién-V para protefnas totales de ratz de trigo (Pagés, 1990).

Extraccién de protefnas totales por el método de Pagés (1990)
Medio de Homogeneizacién

Reactivo: Concentracidn (mi)
Tris/HCl, pH. 8.0. S0

PMSF (en metanol) 1
Leupeptina 141/ul amortiguador
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‘E1. medlu de’ hum' en
. Hater:al Y Hétudcls cantxene BSA Fraccxén—v (l/). 1a :ual sxrve'

comn quelante de las chﬁ:lipidns de membrana cuando ésta .se’rompe

"'ara ra.ll:es ‘de’ trlgu descrxt

por la accién de Fasfalxpasas al homngenelzar el te.uda. En ' lé
extraccidn de protefnas totales por este método sé cun‘sei—varon,r los '_
inhibidores de proteasas (EDTA, PMSF y quimostatina) que habf an
resultado ser los miAs apropiados para elimipnar de manera
considerable la protedlisis de 1las protefnas de altao peso

molecular en fracciones vesiculares de membrana.

El diagrama del métado de extraccidén (Fig.29) segan Pagés’:
(19903 presenta diferencias con el método del presente ¥ traba_m
(Fig. 9. .

Tejido + amortiguador

Homogeneizacién en mortero «a°c)
1

- Colocar sn tubos de centrifuga

clinica
, 10,000 rpm, 10 min. (4°C)
< z 1
‘Sobraenadante Sedimento
(nGclaos)
{ 1
Dat. Prot. Totales Prot. a ebullicidn
Lowry (Paterson, 1977) durante 20 min.
Dat. Prot. Totales
Lowry (Peterson, 1977)
{ 1l
Electroforesis Almacenar
(-20%)

Inmunorréplica

Figura 29. Diagrama para la extraccién de protetnas
totales segun Pagés (19%90).
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. Ambos mét:udos de extra:l:ién prutei nas totales se ‘emplearon
en la obtencxén y caracter 1.acx6n electrn{:orétxca de"la ATPasa-H"
de - membrana . plasmitica - de ra.[z : de trxgc: con el abjeto de

seleccionar a uno de ellos al caomparar los resultados.

Con tal propésito, las dos  extracciones obtenidas por
dos métodos diferentes de homogeneizacién, fueron sometidas a dos
tipos de geles de Laemmli: Ay B , 1los cuales difieren en la
concentracidn de sus componentes y preparacién (Tabla 14). Las
muestras (rafz de trigo y coleaptilo de maflz) fueron aplicadas al
gel correspondiente en el mismo amortiguador de wmuestra descrito
en Material y Métodos, para geles de poliacrilamida-SDS (Laemmli,
1970) .

TABLA 14
Condiciones de dos tipaos de geles de poliacrilamida-éﬂ_s
Laemmli (1970). L

% con respecto al volumen final.(ml)

Reactivos Gel concentrador/pH. Gel sépqrgdq /pfi
Tris/HCl 22.00 7/ 4.8
Acril./Bis. 03.76
SDS 00.10 ==
H,0 74.00
DesgaSiFiCar, 30" L
PAM i
TEHED

- Electrofdraesis en gel :tipo

Tris/HC1
Acril./Bis.
SDnS

H,0

PAM

TEMED

Electroféresis en gel tipn‘rB
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TUEL patrén electrofarstico del gel tipo A (Fig. 30-1) muestra
que ‘el homogenado de ratz de trigo y de coleoptilo de maiz (lf{neas
f_y'f4) presentan un . barrido a. lo" largo de su corrimiento
electroforético, las mismas muestras tratadas con calor (20 min.)
(‘llneasv 2 'y 5) no presentan banda alguna en su corrimiento. Esto
indica que los inhibidureé der proteasas (PMSF vy leupeptina)
empleados en el método de extraccién de Pagés (1990) no son
suficientes en la  disminucién de la protedlisis de los
polipéptidos de alto y bajo peso molecular, asi como el empleo de

;‘calor (ebullicidén 20 min.) que parece tener un efectoc todavia

menor en la protedlisis de las muestras.

Las mismas muestras presentan un patrén electrofarético
similar en el gel tipo B (Fig. 30-II). Sin embargo, las muestras
no tratadas con calor (lineas 1 y 4) llegan a presentar bandas de
bajo peso molecular (< & = 4B kDa). Es en este sistema donde se
hacen mis visibles las bandas telidas can azul de Coomassie,

aunque no de manera satisfactoria.

En los dos tipos de geles (A y B), las muestras obtenidas por
homogeneizacién mediante la técnica descrita en Material y Métodos
(l{neas 3 y &), muestran un patrén semejante al que se ha venida
observando en geles de poliacrilamida-SDS (Laemmli, 1970),
presentandose miltiples polipéptidos de bajo peso molecular en el
homogenado de rafz de trigo (lfnea 3) y un simero menor para en el
homogenizado de coleoptilo de malz (linea &).

No se logré obtener una banda de 100 kRPa en todos los casos,
pero s{ una de aproximadamente 6&& kDa que podria estar
compartiendo la misma zona del gel en donde hay una gran cantidad
de BSA fraccién-V. Por ello esta banda de ATPasa se obserws con
anteriaridad (Figs. 26, 27 y 28) en el limite inferiar de la banda
de BSA fraccidn-V.
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‘Lainmunorréplica correspondiente al gel tipo A (Fig. 31-I),
presgnta en casi todos los . casos una banda de reaccién débil
cp;-\t':rla el Snticuerpn anti-ATPasa de H de membrana plasmitica de
A.: thaliana, pero no kas( para el homogenado de raflz de trigo
(l{nea 7) donde se observa mis de una banda de reaccién tanto en
la - zona de alto como de bajo peso molecular. Ello supone la
protedlisis del polipéptido, abteniendose fragmentos que
reaccionan con el anticuerpo. La misma muestra (linea 8) sometida
a ebullicién (20 min.) muestra una sola banda que reacciona con el
anticuerpo, ésto posiblemente indica que el calor empleado en el
método de Pagés (1990) elimina en forma considerable la
protedlisis de la muestra al despaturalizar a las proteasas. Esto
mismo no parece tener ningin efecto sobre la ATPasa~H® de membrana
plasmatica, ya que se sigue localizando en la misma zona de peso
molecular (&4 kDa), en el Western.

La inmunorréplica del gel tipo B (Fig. 31-I1), es 1la prueba
mis clara en cuanto a visibilidad de las bandas de reaccién vy ' de
la aproximacién que se puede dar al peso molecular de la
ATPasa-H' de membrana plasmitica de ralz de trigo, el cual se
obtuvo haciendo una aproximacién al peso molecular de la - BSA
fraccién-V que se observa en el Western como una sombra sobre las
bandas que reaccionan con el anticuerpo. Esto se observa
claramente en las muestras (lineas 9 y 12) que fueron obtenidas
por el método de homogeneizacidén descrito en Material y Métodos
(extraccién hecha con BSA fraccién-V (1%) en el amortiguador de
homogenado), y en presencia del "“coctel" de inhibidores.
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kDa o 1 2 3 4 5 &6 kDa

68 —=

686
Figura 30. I. ElectrofSresis eon gel tipo-A da
poliacrilamida-sbS (10% de acrilamidas (Laemmli, 19707, Tincidn
con azul brillante do Coomasaire R-250. 100y por carril do
protefina  extrafda por ol método do Pagés (1000) fueron aplicadoa
de Lla siguiente manera: O, amortiguador de mueatra; 1, .homogenado
do . ralz de trigo; 2, homogenado - de. ‘ralz. -de - trigo = (ebullicién - 20%

4, _homogenado de colecptilo . de " mafz;:: omogenade < do coleoptilo

e imats i&&uLLicién R proteina s extralda en
e = : material ¥

.homogenade - de

oxrtralda.

‘material




I

7 8 9 10 12
kDa 1 .

Figura 3i. 1. Inmunorréplica de la olectrofdrosis de. la;
Figura 90-1. So omple® ol anti-ATPasa de H  do  M.P. do A.
thaliana. 7 y 8, bhomogenado de rafz de trige obtenido por._ ,o'!._,
método de Pagée uoooy, ain v con ebulticidn 20 .

L i e o b d da rafz de trigo obtenido . en

ncia BSA fraccidn-vi 10 y 11,  homogenade  de coleoptilo

mafz obtenido por el método do Pegéo UOPG), sin y . . con: ,"o\n‘t\\.ic'\_‘én‘
20 min, respectivamente; 12, homegenado de .. coleoptitlo’ _d

obtenido en la presencia de BSA fraccidn-v,

II. Inmunorréplica de la eteciroféresin do Aa . Figura 20-13,
Se ompleS anti~ATPosa de H' de M.P. do A. thaliana. -7 v a,
homogenado de ralz de trige oblenido por la = téenica- do Pagés
19901, sin y con ebullicdn 20 min. r-ﬂpn‘clivaman\.o; °, homgendo
de rafz do rigo obtenidc en la presencia de BSA fraccidn-v: 10 y
11, coleoplilo de malz oblenido por la téenica de Pagés (1900),
sin 'y con ebullicién 20 min, respectivamente; 12, homogenado de

colaoplilo de malz oblanide on la presencia de BSA fraccidn-v,
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En general, e‘lv‘_métuda que resultsiser mas apropiado bar'a*

obtencién:de la A‘I"Pyasai;—H'ﬁe :ﬁe'mbrjana‘ plasn{u’;ti;a‘ de ratz de: trigo. .
fue . el descrito. en Natériél “yiimMétados lestraccidn conBSAL
fraccion—v ;(]7’.1).4) en la. presencia de {nhibidores cum&vyEDTA,"PHSF‘ y
quimostatina. Este m&tado, ‘si bien no resuelve de manera clara los
polipéptidos de alt‘u ﬁéﬁb_mnleuular en geles de Laemmli, ‘presenta

‘una‘’buena resol‘ﬁc,ib‘n d:ev los polipéptidos de b;,jn pesa mulecﬁla}

<68 kDa), entre los que se encuentra la ATPasa-H de ' membrana

plasmitica de:;‘r“alz de trigo. La nula observacién de  la. banda de
:Aﬂ’asa'—H', d’e membrana plasmatica de rafz de trigo por tincién con

azul ic_lé Coomassie (Fig. 27-1), se atribuyé a la presencia - de 1la
: prrntel.na en una concentracién muy baja con respecto a la ‘protefna

total, por lo que se hizo necesario aumentar su concentracién para

posteriormente realizar su electrofdresis en geles de
-.poliacrilamida-sDS (lLaemmli, 1970).

Por otra parte, con la presencia de la BSA fraccién-V en el
medio de extraccién se logréd determinar de manera aproximada el
peso molecular tanto de la banda presente en el l{mite inferior de
BSA que se tifie con azul de Coomassie en 21 gel, como de la que
reacciona con el anticuerpo anti-ATPasa de H* de membrana
plasmiAtica de la ATPasa homd&loga de A. thaliana en el MWestern, vy
que en ambos casos corresponderfa a la ATPasa-H" de membrana
plasmitica de raiz de trigo.

Por inmunorréplica se sabe que la BSA fraccién-V no quela a
la ATPasa~H' de membrana plasmitica de ralz de trigo (Fig. 31-1 vy
II), ya que en todos los casos se presenta una banda que reacciona
con el anticuerpo en la amisma posicidn Y solo compite
espacialmente con ella, quedando 1la ATPasa-H' relegada al limite
inferior de la BSA fraccién-v.

Por lo tanto se omitidé el empleo de 1la BSA fraccién~V del
medio de. homogeneizacidén (descrito en Material vy Métodos),
eliminando as{ la interferencia entre ésta y 1la ATPasa-H'. Coma se

menciond anteriaormente la BSA tiene una funcién protectora contra
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“al compararlas electroforéticamen e (F
*'32 sin BSA). A

Para enrique:er las bandas en el gel de pnliacl'iléﬁlida~SD5

(Lae m_l_;, 197Q), y con ello hacer posible su vSsualx..acxdn con la.

‘£incién de azul brillante de Coomassie R-250, se concentrd. la
cantidad de protef{na total por medio de la precipitacién con TCA
(257, P/p) y resuspendiendola en acetona al 100Z (Lai et al.,
1988), dejandola evaporar para posteriormente resuspenderla vy
separarla electraforéticamente en geles de poliacrilamida-SDS
(Laemmli, 1970).

El patrén electroforético (Fig. 32-1) muestra una buena
resolucién de los estandares de peso molecular en ambas lineas (1
y 2), corroborandose el peso malecular de la BSA fraccién-V (linea
3y pm‘ lo que el peso molecular apraoximado de la banda que se
presenta en el l{mite inferior de la BSA y que reacciona con el

“ anticuerpo- anti-ATPasa de H*

de membrana plasmitica de A
thaliana, serfia de 66 kDa. Este peso fue determinado en las
muestras: homogenado de rafz de trigo obtenido con BSA (1%),
= p‘r’écipi}tadu con TCA (25%, p/p) y resuspendido en acetona (100%)
A1l ne

.y ‘resuspendido en las mismas condiciones (l{nea 6&).

©4) s y homogenado de rafz de trigo sin BSA pere precipitado

La presencia de la ATPasa-H' de membrana plasmatica de rafz
de trigo se comprabd can la tincidn en Western de una banda que
. reacciona con el anticuerpo anti-ATPasa de H"  de membrana
plasmitica en la inmunorréplica correspondiente (Fig. 32-I1,
lfneas 1 y 2), bajo las condiciones de extraccidén sin  BSA
fraccién~V en el amortiguador de homogeneizacidén, precipitacién
con TCA (25%. P/p) y resuspensidn en acetona (100%).
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Figura 32. 1. Etectrofresie en gel de poliacrilamida-SDS Hox

de acrilamida) (Laemmli, 19700, Tincidn con azul brillante de
Coomaseie R-250. 0, amoriiguador de mueatra; 1 v 2, 4oug por
carril de <cada estandar de peso molecular (BSA fraceidn-v, ] kDa;
Catatasa, 60 kba; AlbUmina do huevo, <5 kpa; - Aldotasa, . 40 kDa y:

Quimotripeinogenc-#, 25 kDa)y . 8, 4Og de . . BSA":. fraccidn=v (ca kDo

4,  ocoug de homogenade de iralz
fraceidn-v, precipitado con TCA
acetona . t100%) +  49Mg de

ralz’ de - trigo - extraldo:

rafz de . trigo.; extraldo




Coma

) observa en la ele:trofénesis (Fig. 32-1, i nea &), l§ _”f
banda de 1nterés o ATPasa-H' ‘de membrana p}asmétxca de . rat ‘

trigo se encuentra muy cercana a atras bandas por, 1o que su
Vde un gal preparatlvo ser{a casi imposible, 1mp1diendnse
su ele:trnelucxén axslada- Debido a ello, se empleé

';mx:rosnmal de. ralz de trigo, prucedimiéntu‘medxante

-eliminados algunas elementos subcelula

fragmentos- grandes de membrana, Etc');

_obtencién de ‘la banda de ATPasa .con.una.. mEJO

mayor. separa:xén con respe:tn a: otras bandas

Aembrana
Laemmli:" (1970)
"madificadn por Gnn‘Ale:-Halphen et ar- (1987) 'béréy este - fin, - si

Fxgs. 20, 27), 1o que permxtxrla su :ort
plasmaticé)'a partir de un gel. preparatl

bxen cnn la utilizacién de-la Fraccxén micruscmal se sacrifica el
‘rend§mienta como ya se indicé anter:nrmente (Tabla 12).

ELECTROFORESIS = EN GEL PREPARATIVO DE  POLIACRILAMIDA-8DS,
ELECTROELUCION E INMUNODETECCION DE LA ATPasa-H DE  MEMBRANA
o PLASMATICA

El gel preparativo gue usamos se acompafid con la técnica  de

..visualizacidén directa de polipéptidos durante el corrimiento

electroforético. Es decir, en este procedimiento hay.:.una--tincidn
.directa de las bandas de protefna durante 1la electruFéresis,' lo
que permite apreciar su separacién para poder identificarlas 'y
hacer el corte de la banda que se requiere sin‘ he:esidad} de
esperar a telNir el gel al final del corrimiento electrnfnféticu
(Schigger et al., 1988). :

En la visualizacién 'directa de polipéptidos 'durante la
electroféresis (Fig. 33), tamqndnv:umovreférgn:ia"a la  banda de
BSA fraccién-V, se presenta‘uﬁa baqﬂa con mgf'buena resblucién que
podria corresponder a la ATPésa—H' de membrana plasmatica de la
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raIz de £|igb, (l.(neas>

r'a:cxén mxcrascmal de 7~11). :

% EI corrimiento de los estandares de’ peso molecular y de las
I peas de fraccidén microsomal de rafz de ' .trige con azul - de
Cbnméssie G en la electrofdresis del gel preparativo (Fig. 33),

revela por medio de una mejor resoclucidn la banda putativa de 1la
ATPasa-H' de membrana plasmitica ( —» ).

Figura 33. Electrofdresis en gel preparativo de
poliacrilamida~-sDS “1on de acrilamidey (Leammli, 1070; modificado
por donz&lez-Halphen, 1967 v wviaualizacidn dirccta de
gghpéptide- durante la olectrofdrosia tschiggoer, Aquila ¥ von
Jagow, 1088). <oug do cada uno de los estandares do peso
molecular: 1y 2, BSA fraccidn-v ) kDo, Catalasa 6o icnm.
AlbUmina de huevo 45 kDo, Aldolasa «o kpay v

Quimotripsinogeno-A (25 kba); 8 'y 4., tmg . por carril _de ta fraceidn
microsomal ‘de - rafz’ de . trige; 5, " 20ug * do . BSA’ fraccidn i 1
; néA -

¥ 12, soug de

rcccl.én 'yv' ‘toa | kpay

? el

ta fraceidn mlcro-omal do’mxz ‘do“trige




. mulecular “y. de’una

azul’brillante’
le:tro%"aaxs del. gel prepal'atlvox (F:.g.

33), :uanrma pc\r medxo de’.una: meJcr
del pesu mulecular

-eanluc xén la determxnac1én g

de 'la Frac:xén mxcroscmal de raj.‘ de trxgo (Fxg. 34). AT e

Obtencién de las bandas de
proteina a partir de un gel

preparative-sDS
catodo )
BSA
— 1a, banda
lineas de
s corte
2a, banda
anodo
Figura 34. ElectrofSresis on gol preparativo " de:
poliacrilamida-SDs (10% de acrilamidar (Laemmli, 1970; madnf\.cudﬂ
por gonzllez-Halphan, 1007). Tincidn can azul bnll.unlo ', de
Coomassie R-250. a, 1mg do cada  estandar  de peso’ . molncul.sr
f-dalactosidasa 116 kDe); I,  Fosforilasa-B ' 7  kpadi  IIX

aSA  fraceibn-v  (s8 kbo) y; vV, AlbUmina de hueve . (45 kba),

doe la fraccidn microsomal de raflz do trigo.

114




T ‘11, 32)
. que una banda ‘de apraxlmadamente 66 kDa-era rea: iva al antx:uerpa

Ya . que se. habla nbtenxdn anterxarmente (Fxgs.

Los Estandares de peso mole:ulan Dv'esentaron una  reaccién

c"uzada déb\l con el ant:u:uerpo‘ pero serfa arr'xesgadn decir cual
o cuales. de estas prutei nas .son .. las .’ responsables, pues no se
_cuenta con otras pruebas que lo canFirman (ela:trotrans#eren:ia a
MNC de las protelnas separadas y su reaccién  con el anticuerpo
anti~ATFasa de H" de membrana plasmatica de A. thaliana).

El homogenado presenta una reaccién cruzada positiva mayor
que la que se observa en la fraccidén microsomal. Esta reaccién se
determind cualitativamente por observacién de la intensidad con la

® banda elutda es la que

que se tifé la nitrocelulosa. la 1
presentd la reaccién mids fuerte por lo que se asumen dos cosas: 1)
que corresponde a la ATPasa-H® de membrana plasmitica de ratz de
trigo v 2) que quiza estd altamente purificada. La 2% banda elufda
presenta muy poca reaccidén cruzada con el anticuerpo, por lo que
podria pensarse en una reaccién ant{geno-anticuerpo inespectfica,

o bien, en una parte poco antigénica de la ATPasa-H' proteolizada.
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Figura 35. eruebu e wasunoaolecaaGn  on caadees de MNG, para

ta  detecctdn  de  la  ATBusa-H  en  bandas  elufdas. 2 de protai na
por suadre der los Sigrateries maeetan: 1 welandases do pesa
molocular  para - geles do poliuzrilameda- 2, A Trace 1e3n-vs - 3,
soluctdn  de  Nadl al  O.w%: 4,  hoesnoganade dn raiz der tivgo: S,
fraccrdee veraeomal - ido rrafz- de otruged 6, ATPasa-#. < d. M.E. .4;,

do trgs 0% harida vii7, 2% honda slulde - e Lt ;

& electx-nﬁﬁkés&sv
C1GT70Y .
pesa molecular v el emriduscimiento deila banda’ ¥ FATFasa~HT

‘para‘determinal

poliaciilamida- 5DS (Laemm

membrana plasmatica as raizde trigo. medidnte el gradoideitincion

j-br_’}llaht.,, ~ooes Coomassie.. R=250. en; cada ina

ciores subdelulares de rafs de trido’ (homogeriado

crosomall .




La elgctr"uféresis de ).a,. Figura’ 3671 pv'es'en‘ta'r 'una_ resolucidén
pobre- en la_ muestra del: homogenado det-al =i de . tr

€ gu' (1fnea 2).

debido - pésibl}emente al tiempo '’ 'que ‘transcurris desde su
‘almacenamiento hasta su nuevb empleoc {20 ' dias abr'nx.). Este
extracto es muy suceptible a la proteSlisis por ser una fraccién

" cruda y por lo tanto contiene en mayor proporcién proteasas vy
otras enzimas degradadoras que anteriormente se encontraban
compartamentalizadas en.el lisosoma, la vacuola y otros organelos
cevlulares. La fraccidn microsomal (linea 3) sigue presentando poca
r_e_sc\!ucién de polipéptidos de alto peso (< a 100 kDa) molecular vy
un-gran nﬁ?nero de bandas de bajo peso mnlecular" (. & = 68 kDa) en
géles de Laemmli (1970), pero se observa la banda que reacciona
“con . el anticuerpo  dirigide contra la ATPasa-H® de membrana
ﬁlasmética de A. thaliana.

Como era de esperarse la banda eluida denominada como 1%
banda ‘que corresponde a la de ATPasa-H' de membrana plasmitica de
‘ralz de trigo (linea 4), se observa claramente y a nivel medio de
la banda de BSA fraccién-V (lfnea 1), lo que indica que quiza era
desplazada por la BSA a un nivel por debajo de su peso molecular,
aunque esta diferencia es minima (b6 a 67 kDaj * 1 kDa), 1lo cual
se habfa observado con anterioridad (Fig. 27, 28-11 y 32-II). La
2% banda presenta reaccién cruzada muy pobre, posilemente debida a
lo anteriormente descrito. :

€l Western correspondiente (Figs.  3&6-111 y IV) presentsd
reaccién cruzada positiva en todos 'los casos' y ‘\.in grado semejante
de tincién de la banda que reacciona-con-.ell an‘ti,:ggrpg d;rigido
contra la ATPasa-H’ de membrana ‘plasmitica . de. A. kt:hah'ar')ar.’ La’
tincién se observa como sigues : - R

Homogenado 2 fraccién microsomal = :1% “banda

of ATPasa-H' " de
membrana plasmitica de rafz de trigo.. /s
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Figura 36. I. Electroférosts . on gel de poliacrilamida-sDS
(o% do acrilamida) (Laemmli, 19703, Tincidn con azul brillante de

Coomagsie R-230. 1, 10ug de BSA - fraccidn-v; 2, ©Oug do homegenado

do rafiz de trigo; 9, GOug . de  microsomas de . ‘ralz de trigo: ¢, 20Mg -

-
de  ATPama-H do . M.P.:

igo; 7(1‘l banda . elufday 5, 10ug

de Lo 2% banda,

11, U Réplica

o rafz da  iriger s, :
‘elufdes. yi-a, 2% banda slufda.’

v tnmanorréplica © del | gal

do . P de’t AL ‘tha'liaha. LS,

"Microsomas ‘de ‘rafz  do trige:. 7,

(Af’ banda olufda y; 8, 2% banda ‘elufda:
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antxcuerpu anthATPasa de H de membrana piasmét:.ca’ﬂ« pnéibieme tei "
debido a’ su baja con:entracxén (29 1pg/y1) EAER

La imnmunorréplica de la Figura 36—III presanté una reacc16n
‘ctruzada " débil debida a que primeramente se  trato de teRir
|nespec1F1camente a los polipéptidos: presentes en - las ‘Fra:ciqnes
.subcelulares empleando rojo. de Ponceau, -obteniendose un . resultado. .
negativo. Posteriormente se procedid a la..anmunndetaccién
‘empleando el anticuerpo anti-ATPasa‘de ‘H' de membrana ‘plasmitica,
abteniendose el resultado ya mencionado. Es posible. que durante la
técnica de tincién inespecifica con rojo de. Ponceau se halla
lavado cierta cantidad de prote{na presente en-la nitrocelulosa y
por ella se observé una menor tincién de las bandas en el wmomento

de la inmunodeteccién. : - & - .

10. ANALISIS DEL RENDIMIENTO O CANTIDAD DE ATPasa—H* DE MEMBRANA
: PLASMATICA RECUPERADA POR ELECTROELUCION

”Por otra parte, se procedidéd a analizar el rendimienta del
pfocedimienta de electroelucién, es decir, la cantidad de protefna
“de”interés aislada a partir de la protefna total presente en una
.cantidad determinada de tejido. La cantidad de ATPasa—-H" de
“membrana plasmitica de ralz de trigo fue comparada porcentualmente
:nh la -cantidad de protefna recuperada en caﬂa paso de
purificacién (Tablas 1S5 y 1&).

El1 experimento se inicié con ralces crecidas durante & dias
en inbibicidn, con un peso himedo de 9.91g , procedentes de 200
semillas de ¢trigo. La cantidad de 1a protefna total en el
homogenado fue de Simg y “fue' tomada como el 100% para fines
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comparativos ‘(Tabla:15).:A partir de esta porcentaje se’ dEduJercm ,’"

los carrespundlentes a-cada’ pasn de pur;hcacién

© lo tanto, la Fra::ién micrasomal representé un 30
proteina con respecto a la inicial. (1007.). Se" :alculé

rendimiento en reportes anteriores (Br:skxn y Leonard,
Serrano, 1984a; Vara y Serrano, 1982; Mito et aJ., 19
obtuvo un intervalo del 12-346% en rendimiento p'ary-a‘ la
micrasomal a partir del homagenado. Comparando esté intek\)al
rendimiento (12-36%) con el valor obtenido en el presente 3
(30.6%), se consider$ como una medida aceptable en la obtencids de
protefna microsomal (Tabla 15). : ._-'.--'v

] TABLA 15 s
Purﬂica:ién de la ATPasa-H" de membrana plasmatica de ra.[

trigo (Triticum aestivum, var. Salamanca). Los datas correspanden

a un experimento tipico de puriFica:ién- iniciado con ra.(:esf con
un peso himedo de 9.71g. (provenientes de 200 semillas con 6 ‘dlas. .
de inbibicién). G

Fraccién Protef na Protefna 7/ Proteina ./ . 'A B

.subcelular Total g de tejido semilla recuperacidn
(mg) (mg) - tmg) ey

Homogenado S51.00 $5.15 0.25

Fraccién . . : B

microsomal 15.60 : 1.57 0.08 (30,60 ¢

%.- La purificacién consistié en dos pasos, 1a homogeneizacién:

obtencién de la fraccién microsomal.

La cantidad de proteina electroeluida (0.4mg) considerada
como la ATPasa-H' de membrana plasmitica de rafiz de trigo (Tabla
16) presentd un rendimiento del 5% con respecto a la fraccidn
microsomal total (15.4%) y un 1.57%Z con respecto a 1la protefina
total inicial (homogenado). Es decir, existe una pérdida del
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antel na’ recuperada®

* de membrana plasmatica,

a’ proteina

TP sa-H

tuﬁal
‘de membréna

inicial

TABLA 16

{homogenado)
plasmitica.

hasta
Esto

la
puede

insuficiente)

fue considerada despreciable (<

EE ‘omitis su empleo definitivamente.

(ATPasa-H' de membrana plasmitica)

ﬁixdad de protefna presente en la 2% banda electroelufda
y “considerada como un posible fragmento de la ATPasa-H"
1ug)

por

partir

Code 8mg de’ protefna microsomal (fraccién microsomal) aplicados a un

gel preparativo de poliacrilamida-SDS.

~Protefna

recuperada

Protefna
total (mg)

Protef na/
g de tejido
{mg)

Protef{na/ “
semilla de

trigo (ug)

recuperacién

de

-

ATPasa-H
mem. plasm.
(1 ®banda):

Fragmento de

(2 “banda):

la ATPasya-Hf i

L.28

&~

Obtencidén::
electroelucidn.

'de'
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" v. DIscusion

£l .empleo de un teJida,an,{:articular y también. de una"aspécie :
en partiéular dehe,estai;'cé'rrelacionada caon’ una 'buena- y rapida-
obtencién del material bioldgico (tejido vegetal) y del sistema,'
enzima o molécula que es de interés estudiar. En este caso nos
referimos a la ATPasa-H' de membrana plasmitica de ratz de  trigo,
que como ya se menciand anteriormente juega un papel importante en
la fisiologfta vegetal al crear gradientes de pH (intra y
extracelular) y eléctricos que influyen en el transparte de
solutos a través de la membrana celular y en 1la regulacién. del
crecimiento vegetal.

Se ha reportado anteriormente la purificacién parcial de la
ATPasa-H  de membrana plasmatica en diversos tejidos vegetales
tales como ra{z de avena (Avena sativa), ralz y coleoptilo de
malz (Zea mays), raiz de chicharo (Pisum sativum), ralz vy
coleoptilo de frijol y saya, rafz de jitomate (Lycopersicon
sculentum), tubérculo de betabel (Reta vulgaris) Y papa,
hipocotilo de calabaza (Cucurbita maxima)l, ralz de Arabidopsis
thaliana, raliz de garbanzo (Cicer arietinum), entre otros (Vara vy
Serrano, 1981 y 1982;Serrano, 1983 y 19883 Serranoc et al., 1988;
Schaller y Sussman, 1988; Serrano, 1984a y b; Gallagher y.Leonard,
1987a; Dupont y Leonard, 1980; Dupont et al., 1981 y 1982; O’Neill
et al., 1983; O’Neill y Spanswick, 1984; Mettler et al., 1982;
Kasamo, 1986; Anthon y Spanswick, 19846; Giannini et al., 1987;
Briskin y Poole, 1983a y 1984).

Serrano (1984a) reporté un alto contenidoc de ATPasa-H' de
membrana plasmitica en rafces de avena, mientras que ciertos
organos de almacenamiento (tubérculas) tales como 1la papa,
presentan un contenido en ATPasa-H" de membrana plasmatica mucho
menor. Al parecer, dependiendo del tipo de tejido encontramos
mayor o menor cantidad de ATPasa-H' de membrana plasmitica en
plantas.
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'Lvos Cpr ncedimientos‘ ;
membrana plasm&tlca presentadq

: estudxn que se pr'etende ha:er
'detergentes, o bien xm:arpurada a’;
vy 1990, Sverrannet ali, 1988i:Vara’y ‘S_é}—ri na
al., 1988: entre otros). fifaten ;

El Snamero y tipo ‘de pasos ‘en’la i::ur"ifi':.é::ién ‘de ‘la kAvTPasa—Hf

de . membrana ' plasmitica  ‘depende, por lo tanto, del abjetivo
‘ planteado. En este trabajo en particular el propésito era 1la
obtencisn:de 1a ATPasa-H' de membrana plasmitica de ralz de trigo
en-una buena cantidad y con su ‘estructura primaria loc mejor
presei'vada posible, sin importar si se encuentra en estado
funcional o nativo, ya que tal preparacién ser{a conveniente para
servir como ant{geno en la abtencién de anticuerpos especificos.
El método de aislamiento empleado para tal propsésite en este

trabaja, sufrio varias modificaciones necesarias.

El peso molecular estimado para la ATPasa-H de membrana
plasmitica de ralz de trigo (aproximadamente &6 kDa) en geles de
poliacrilamida~SDS y en inmunarréplica fue el factor principal que
promovié las modificaciones hechas al métado ariginal de
purificacién para la ATPasa-H de membrana plasmitica. Ya que este
pesc no corresponde al reportado en la literaura (100 kDal).

La primera modificacién al método original fue la eliminacién
de pasos tales como el empleo de un agente idnico (0.5M de KC1) y
de un detergente d&bil (0.46% de DOC), considerandose una pérdida
innecesaria en la cantidad de protefna (considerada coma
ATPasa-H') en la fraccidn de membrana plasmitica, al observar el
patrén electroforético de las muestras tratadas donde se presenta
una banda de 100 kDa debilmente tefiida en geles de
poliacrilamida~-8DS. Ademis el rendimiento protefco porcentual para
la fraccidn de membrana plasmitica tratada caon KC1l y DOC es bajo.
esto es, disminuye dram&éticamente en cada paso de purificacién
subsecuente (ver Tabla 12 y Fig. 20) encantrandose el minimo de
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rendxmxenta pm :entual en- el tratamiento con. DOC. Este rendimiento
xda del 9‘1 35 con respecto a
vla pra\:exna tutal xnxcial (Frac:xén mu:rnscnmal) Esto determinéd la

fue del 0.75%,; 1o que 1nd1ca una pér

eliminaclén de los pasos de purificacién ya mencxunadus. dado el
rendimientu insuficiente de protefna (considerada como la banda

:urrespundxente a’'la ATPasa-H') en membrana plasmitica necesaria

pat'a la realizacién del presente trabajo.

A este respecto varios autores obtienen un rendimiento
porce}\tual del 22 al 35% (Briskin y lLeonard, 1982; Serrano, 1984a;
Vara y Serrano, 1982) para la proteina de membrana plasmitica a
partir de la fraccién microsomal. Este rendimiento rvepresenta un
porcentaje del 77-846%Z mayor al obtenido en este trabajo
(rendimienta porcentual de membrana plasmitica a partir de 1la
fraccién microsomal = S%Z, Tabla 12). Asi mismo, presentan un
rendimiento porcentual del 12 al 154 para la protef na de membrana
pvlasn\ética lavada con DOC a partir de 1la fraccidén microsomal,
valor con un 93.75-95% mis de protefna a 1a obtenida en este
trabajo (rendimiento porcentual del lavado con DOC a partir de 1la
fraccidén microsomal = 0.75%, Tabla 12). Las diferencias
porcentuales en el rendimiento pueden deberse a: 1) una baja
cantidad de ATPasa-H' de membrana plasmitica en forma natural (per
se), 2) una alta actividad proteolf{tica en el tejido radicular de
trigo y 3) una pérdida de la enzima membranal durante el proceso
de centrifugacién diferencial para la obtencién de las vesiculas.

Segdn lo reportado, parece ser que dependiendo del tipo
tejido y especie vegetal que se emplee para la oabtencién de 1la
ATPasa-H' de membrana plasmitica, existe una mayor o menor
cantidad de la misma, por ejemplao, Anthon y Spanswick {(1984)
repartan un alto contenido de ATPasa-H' de membrana plasmitica en
rafices de jitomate (3.4 mg/kg de tejido), Vara y Serrano (1982)
reportan un contenido menor de la enzima en raf{ces de avena (3.0
mg/kg tejida) y Cocucci y Marré (1984) abtienen un contenido adn
menor en plintulas de rdbano (1.6 mg/kg de tejido), todas ellas a
partir de la fraccién de membrana plasmitica. Para rafz de ¢trigo,
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a: -’ (1)
X sub:elular

obtiena la _enzama purxﬁiéada- y (3

o F a natural o per se en especies vegecales
reper: te en, el:-rendimiento. o
recuparadn a partir de una cantidad determinada de

.\12 una,especi‘e vegetal en particular.

_Lé segunda modificacién estd relacionada con la visualizacidn
dé lé‘ATPasa—H’ de membrana plasmitica de ralz de trigo en geles
de pc‘lli‘acn.'il'amida en la zaona de altos pesos moleculares (> & = 100
kDa). Cuando todos los intentos por obtener a este polipéptida de
peso molecular cercano a 100 KDa en geles de Laemmli (1970) fueron
indtiles, el sistema original (Laemmli, 1970) fue entonces
reemplazado por el de Schigger y Von Jagaw (modificado por
Gﬁnzélez—Halphen et al., 1987 comunicacién personal) para la
eleétrq%resis de polipéptidos de alto peso molecular (> & = 100
kDa).

Los resultados fueron insatisfactorios en todclns los casos
(modificacianes hechas al sistema), debido a la retencidén parcial
de la ATPasa-H' de membrana plasmitica en los pozas del gel de
colate de Na* y LDS, impidiendose con ello la abtencién vy
separacidn de todo el polipéptido de ATPasa-H" de membrana
plasmitica de ralz de trigo durante el corrimiento electroforético
en geles de Schigger y Von Jagow para polipéptidos de alte peso
molecular. La retencidén de la protefna se atribuyd a la naturaleza
misma de la ATPasa-H' de membrana plasmatica, la cual es insoluble
bajo ciertas condiciones (agentes iénicos y detergentes débiles).
En otras palabras. el empleo del colato de Na° y del LDS fue
insuficiente para la solubilizacién de la enzima, por lo que se

requiere de procedimientos de solubilizacién con detergentes
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fuertes - (p. e. k‘kSDS) S ba?é' ‘1a’ ‘glectvruférelsxsff de :

pol ipé;itiﬂbs :
insolubles. - TSR

Aungque la mayorfa de los investigaduré;s _E_ain:ider; ‘en: el
empleo de un gel dée poliacrilamida-SDS ~-desnaturaiizante,w'pé!’a 1a
separacién de protefnas hidrofébicas (Laemmli, 1970; Wu ' wang,.
19843 Gallagher y Leonard. 1987a; Schigger y Von Jagow, 1987;
Hennessey y Scarborought, 1989), Gallagher y Leonard (1987a -y b))
proponen el empleo de un gel de poliacrilamida de naturaleza Acida
(fenol-acido acético-urea) con una alta resolucién en - la
separacién electroforética de protefnas de membrana,  con la
ventaja de probar in situ la fosforilacién {m$todo . . de
identificacién empleando ATP??) de la ATPasa-H' de ' membrana
plasmitica, comprabindose la presencia de ésta en l1a muestra, 1o
cual serfia una alternativa mis en nuestro estudio.

La tercera modificacién fue complementar el ‘'"coctel" de
inhibidores de prateasas can el uso de un inhibidor especi{fico, la
quimostatina (Gallagher et al., 1986), en el extrécto crudo
(homogenado) y en las fracciones vesiculares (microsomal y de
membrana plasmitica). El empleo del “coctel" de inhibidores fue
considerado al obtenerse una banda de aproximadamente &6 kDa que
reacciona con el anticuerpo anti-ATPasa de W de membrana
plasmatica, y que no concuerda con una banda de 100 .kDa de peso
molecular reportado para esta enzima (Serrano, 1983, 1984, 1985,
1990, entre otros). Este conjunto de inhibidores (EDTA, PMSF vy
quimostatina) permitirfia disminuir de forma considerable la
actividad proteolf{tica en las auestras, y por Ehde, la llevada a
cabo sobre la ATPasa-H® de membrapa plasmitica. Tales condiciones
se probaron en los dos sistemas electroforéticos empleados en el
presente trabajo: la técnica de Laemmli (1970) y la de Schigger vy
Van Jagow (modificada por Gonzalez-Halphen et al., 1987

comunicacién personal).

Sin embargo, en ningin caso, se logré obtener a la banda de
100 kDa reportada para plantas (Serrano. 1984a, 1985 y 1990;
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Ser‘rano,et{ a].’,:‘ 19885 Vara .y Serrano, 1982 y 1988:; entre otros),
pero si se‘qhejdré 1a obtencién de una de aproximadamente &6 kDa en
gel de pnliécrilamida-sbs purkvisualizacién con tincién con azul
de Caumrayssie‘R—ZSO,'?Y qde ademds - reacciona con el anticuerpo
'aﬁti'—ﬂ'ﬁ’asa de H" de membrana plasmitica. Esto hace suponer la
_’exisvt.e:ri‘cia‘. ;kc_!e .una - protedlisis extremadamente rapida de la
_,ATPasé—ﬂ' "&e membrana - plasmitica, pues se ha dembstrado la
. eficacia “de tales: ipghibidores de proteasas (EDTA, PMSF y
3 qui(nastatina, entre otros) en pruebas rigurosas como la placa de
diﬂ_lisidn sensitiva a protedlisis (Gallagher et al., 1986). Una
allternativa para la solucién de este problema serfa comprabar la
actividad protenlitica en las muestras obtenidas (extractos crudos
y -fracciénes purificadas), empleando o no el “coctel" inhibidores
como medidas de comparacidn.

Se ha reportado un peso molecular de 100 kDa para la
ATPasa-H' de membrana plasmitica en plantas (Serrano, 1984a, 1985
y 1990; Serrano et al., 1988; Vara y Serrano, 1982 y 1988; entre
otros) , Coccuci y Marré (1984) han reportada un peso molecular
entre &0-70 kDa para la ATPasa-H de membrana plasmatica de
plantas, ellos atribuyen este peso molecular a un posible
corrimiento andmalo de la protefna en el sistema de geles de
poliacrilamida-SDS. El carrimiento andmalo se da, por lo general,
en aciuallos polipéptidos cuya naturaleza altamente hidrafébica
permite que mis cadenas solubilizadoras (detergentes) se unan a
é1, formando una densa nube con una carga neta (-) que provoca un
mayor corrimiento electrofarético hacia el electrodo
correspondiente (4nodo}. Por lo tanto, el polipéptido se ubica en
una zeona de peso molecular {(menor) que no le corresponde a su
tamafio.

Por otra parte, el patrén electroforético en geles de Laemmli
representado por las diferentes fracciones vesiculares empleadas,
demostré que la fraccién microsomal (Figs. 20 y 27), tiene 1la
mejor resplucidén en las bandas menores a un peso molecular de &6
kDa.
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tanoplasta Y- me‘mbra‘n‘a
inferior al reportado de-100 kDaj
‘de‘b”er"s‘é' a una parcial digestién por

detergente fuerte (SDS) que
u ,co‘rrx:;nreni:;:i anémalo de la protefna.

Macon re'sp'e:vta;aila reaccién de esta banda con el anticuerpo de
la i QTRasa-Ht -de  membrana. plasmitica, encontramos una mavor

‘reacciédn.: inmunolégica  en -fracciones microsomales que en . las
fracciones de membrana plasmitica y de tonoplasto. Estas dos
‘G¢ltimas se obtienen mediante un proceso complicado vy prolongada

por. lo que decidimos emplear solo la fraccién microsomal.

No existiendo mayores indicios acerca de otre factor que
estuviera interviniendo en el método de aislamiento. y atribuyendo
el peso molecular de 66 kDa de la ATPasa-H de membrana plasmitica
de. rafz de trigo a: wuna posible protedlisiss un posible
corrimiento andmalo; el estado per se de esta ATPasa~H"  de
membrana plasmitica, se procedid a 1la eliminacién de la BSA
fraccién-V de los medios de homogeneizacién y resuspensién de la
fraccidédn microsamal, evitando con ello la interferencia espacial
entre la BSA y la banda de &b kha en los geles de
poliacrilamida-SDS. Para ello fue necesario comparar dos métodos
de extraccién; el de Pagés (1990) y el presentado en este trabajo,
con el abjeto de determinar la influencia de la BSA en el
aislamiento de la ATPasa-H' de membrana plasmitica.

Los resultados demostraron que no es necesaria la presencia
de la BSA fraccién-V, y que no influye de manera importante en 1la
purificacién de la enzima. Las muestras obtenidas bajo el método
descrito en Material y Métodos (omitiendo la BSA fraccién-V y
complementandolo con el "coctel" de inhibidores) mostrarén los
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mejores.  resultados electroforéticos en los dos sistemas de
electroféresis empleados (Laemmli-A y B). El uso de la -BSA
fraccidn-V (68 kDa), por lo tanto, se limité al de un estandar de
peso molecular y como un indicador canfiable del peso molecular de
la"ATP.arsa—H’ de membrana plasmitica de raiz de trigo en” gell' de
pbﬂlia:rilamida—sbs y réplica en Western, dada la ' cercanf’a

existente entre estas dos bandas polipept{dicas. -

Debido a que la purificacién: 'de‘, la.. membrana pia;gn_ét;icé dE
raiz de trigo no mejoraba la presencia de- la: banda de 6_& kDa -y
tenfa muy bajo rendimiento, se co'nsi&eré. entonces ais;:av-”~.exv la
ATPasa-H" de membrana plasmatica * de ' ‘ratz = de " trigo “por
homogeneizacién y centrifugacién -diferencial para : obtener -la
fraccidn microsomal, estid dltima como.  fuente directa de la
ATPasa~H" de membrana plasmitica de ralz de trigo. Las muestras
microsomales sometidas a electroféresis en gel preparativa fueron
entonces electroelufdas, dializadas y liofilizadas como se
describe en Material y Métodos. El resultado final fue una
protef na resuspendida en una solucidn isotdnica al 0.94 de NaCl,
La prueba de inmunodeteccién empleando el anticuerpo anti-ATPasa
de H' de membrana plasmitica de A. thaliana, aplicada a la muestra
resuspendida en NaCl adsorbida en pequefios cuadros de
nitrocelulosa, demostré la presencia de la ATPasa-H" , de  membrana
plasmitica en dicha muestra, 1o Que se comprobd al comparar la
intensidad con que se tifieron 1los demis extractos (Hn‘mugenadu,
fraccién microsomal, 1% y 2° banda electroelufda) que también
reaccionaron con el anticuerpo correspondiente.

Finalmente, el rendimiento obtenido a partir de 8mg de
proteina microsomal aplicada a un gel preparativo hasta la
obtencién de la ATPasa-H' de membrana plasmitica de rafz de trigo
de aproximadamente &6 kDa fue de un S%Z , y de un 1.57% con
respecto a la protefna total inicial (homogenado) que se obtuvo a
partir de un peso hiumedo de 9.91g de rafces de trigo (Tablas 15 vy
14). Sin embargo, esta supuesta pérdida es tan solo una medida de
comparacidén caon otras obtenidas por diversos autores.



Serrano (1990) reports el 'kendimi’entd:pé'karx ",tl'a '."'ATP.aysa—Hr" de

membrana plasmstica en rafces  de  avena ;’,(Avéna:'.»s’a?: iva),
3.0mg/kg de tejido para esta banda de 100 “kDa,“lo. qui

3ug/g de tejido que comparado con -lo nﬁestrn 80ug/q de t‘ej‘ do
{80mg/Kg de tejido), resulta ser un 96%Z menor en ‘cuantn,fa'fl}a
cantidad de protefna recuperada (ATPasa-H" de ‘membrana
plasmitica). Lo anterior puede deberse a las diferencias
presentadas en los métados de purificacién empleados en  “ambos
casos, asi como a la especie vegetal empleada (Avena safiva’ o
Triticum aestivum) para la purificacién de 1la -ATPasaj-_H' 'de
membrana plasmitica radicular. o

El método de aislamiento para la ATPasa-H de membrana
plasmitica de rafiz de trigo del presente estudio, resulté ser
adecuado cuando se requiera de una rapida obtencién y una buena
cantidad de la enzima, la cual se deduce del porcentaje de
rendimiento obtenido (Tabla 14) a partir de un extracto crudo
(homogenado) . Ademis, el método original de purificacién se redujo>
a tan solo dos pasos (homogeneizaciédn y obtencién de la fraccidn
microsomal). La electroféresis, electroelucién e inmunodeteccidén
pueden prosequir inmediatamente sin ningdn contratiempo, lo que
ayuda a disminuir de manera considerable el tiempo de exposicién
de la muestra a diversos agentes li{ticos y a disminuir la pérdida
de 1la cantidad de proteina debida a pasos ine:esa'rios de
purificacién (gradiente de densidad, lavado con agentes idnicos vy
detergentes, etc.).

Por lo tanto, este método de aislamiento para la ATPasa-H' de
membrana plasmitica permite una rapida obtencién y un buen
rendimiento en la cantidad de protefina, con tan soloc dos pasos en
la purificacién, reduciendase as{ el tiempo de obtencién de 1la
muestra. Esto repercute considerablemente en los pasos
subsecuentes de purificacién (electrofdéresis en gel preparativo,
electroelucién, didlisis y liofilizacién) al reducirse as{ el
riesgo de disminuir la cantidad de protefna, cuando lo importante
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H' de membrana . plasmatica

:La‘protefna cpt»'er;;bqa de membrana plasmitica - de

ra_(z de (:rigu,’ bur el pru:eaimie:ﬁta', aquf bdescrito, produce una
enzima con una estructura ﬁeg:iqria alterada debido a los efectos
de . la. sulubiliza:'ién':l(sbé) Yy - €an una estructura primaria
ligeramente reducida- (en alrededor de un 33%) por la aparente
accién de proteasas. Sin embargo la protefna obtenida = puede
emplearse como antigeno.para la obtencién de anticuerpaos, o como
muestra para la secuenciacidn de aminoidcidos, entre otras cosas.
De hecho esto dltimo pndrla'constitu.[r la prueba que defina si la
enzima es inequfvocamente la ATPasa~-H' de membrana plasmitica de
rafz de trigo, o si ha sufrido una fragmentacién proteolitica en
su extremo N-terminal (amino-terminal), ya que la secuencia de
esta- ATPasa~H  de membrana plasmitica ha sido reportada en
Arabidopsis thaliana (Pardo y Serrano, 1989; Harper et al., 1989),
Nicotiana plumbaginifolia (Boutry et al., 198%) y Lycopersicon
esculentum (Ewing et al., 1990).

Es importante destacar que éste es el primer estudioc sobre el

aislamiento de la ATPasa-H' de membrana plasmitica ce rafz de

trigo.
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.I. La ATPasa-H" de. membrana plasmitica’de
encuentra presente ‘en bajas cnnceh{racipnes

crudos como’en  fracciones membranales’

II. La protefna que reacciona caﬁ el _antlcuérpa

de.H" de membrana plasmitica de A. ,thal.iana,‘,gpres‘éhta “un’ pesay:

molecular aproximado de &6 kDa. Lo anterior buéde deberse a_:'

a) La ATPasa—H" de membrana plasmAtica. es rapidamente
proteclizada en los extractos de rafz de trigo posiblemente por un
alto contenido de proteinasas endégenas.

b) La ATPasa-H® de membrana plasmitica de rafz de trigo
puede ‘presentar un corrimiento andmalo, esto es, se comporta como
un polipéptido de 66 KDa siendo realmente de 100 kDa .

- c) El peso molecular real de la ATPasa-H" de membrana
plasmitica de rafz de trigo es de &6 kDa, lo que indicarfa wuna
nueva especie de ATPasa-H" dentroc de la familia de las ATPasas

tipo P,

1I1I. El método de purificacién presentado en esta tesis es
eficiente para una ripida obtencién y un buen rendimiento de 1la
ATPasa-H' de membrana plasmitica de rafz de trigo.
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[VIL.' PERSPECTIVAS

Son: ne:ééar S mayores ,estudios ";at:erca de

pueri:adas de-
Esto pued, '}ndx:a

1~Ficus) EE

de. ATP por la
- ATPasa—H de membrana plasmitica de ralz de trigo, en vesf{culas

Ensayns de actividad de hidrélisis

e mu:rusomales y/o purificadas in vitro. Esto nos puede  indicar el
estadofunciunal de la ATPasa~H  de membrana plasmitica de rafiz de

trigo. en los fracciones vesiculares obtenidas.

I1l. Fosfarilacién de la ATPasa-H" de membrana
plasmitica de rafz de trigo con ATP radiactivo (*?P) sometiendola
a electroféresis en geles de poliacrilamida 4Acidas (PAGE-PAU,
entre otros) y visualizacidédn por autoradiograffa. Esto darfa
evidencia acerca de la identidad del polipéptido de 4& kDa, si es

que éste adn conserva su sitio de fosforilacién covalente.

IV. Secuenciacién del N-terminal (amino-terminal) de 1la
banda de &6 kDa de ratz de trigo considerada como la ATPasa~H" de
membrana plasmitica, y comparar esta secuencia con las de otras
ATPasas de H' de membrana plasmitica de plantas, con la finalidad
de identificarla como miembro de la familia de las ATPasas tipo P

y establecer homolaogf as.
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,2dica'rhuximid: .

bpac.- Desoxicula'to.
DTE.- Diticeritrol. SRR
DYT.- Ditiotreitol.

E-P.- Enzima fosforilada Q fun intermediario

Fosforilado.

LDS.- Dodecilsulfato de litio..

MNC.- Matriz o membrana de n{t_rn;el losa.:

M.P.~ Membrana plasmitica.

NBT.-~ Nitro-blue-tetrazolio
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Trizma.— Tris'CHidroximetill aminometano.: -

TBS.— Amortigﬁédnr de trizma-base y solucién salina de NaL‘l.:
TTBS.~ Amortiquadar de trizma-base y Tween—20.
Twaan-20.- Cpolioxietileno(2) sarbitan monolauratol

z.~ Factor de conversién de unidad de pH a unidad de potencial
eléctrico. ‘
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