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RES~UMEN 

La ATPasa-H~ de 'm,em.b~'.3~ª · pla~~t~C:~ ~~ _·;plantas es 

polipéptido o unidad catal!tica.:de··109 k~a:·de peso.·molecular, y es 

imR<'.lr~ant~_--_Pº.~:,;s.~~:· ~:ª~,~-~:::~:~.~-i-i:»ló9f~; -~i::c-~~',~:r :'·~-radfent-~-s d~: pH: y de 
carga' eléctrica --qut; fac:i l_i tan ~~1··-t-~a~~Íio;·_t_~- ·.d~<~~ú1tb-~{ -~ '·t-~a~é-S de 

ia--~m~~b-~~~~ ... :."ce1·ui:-ar"i --·--º~·bid6- :a-:'.:·~..:1 i~-c~'- e;¿ ·necesario 1m·píementat· 

t_éc:nicas ·~e· a)~~~i-~_~,i'~-~~·:6·>.-~~:·;-. ~~i~-~c~-~::i··_Y:~~\~~~-~,s·,;_:·,;prol:ongcld~s que 

fac: i_l_i t~ri :· i aj·~-~-~-~~~- ~~~,.~~~é_'.i:~~ ::~:~-~ ~nÍ~-~--~~?\--~~~:~~-~~tj.s :6:·~-~-ts~,~~~~-~ ~:~·S" _-.Y 
Tu~c ia~~a 1-~s _de- -¡~-;·-~-is~~;.:~Él·: ;,:~se-~te :,t_~'1b~j-~·~:.-c{~v-~t:--· ;~~º- ~ .~~bjet-ivo 
aislar- a-,~1·a~ ~-7p,;.~:;¡~~l~~~;d~~,~~~~~-~b·~~~~--:~~';P:í~~;~¡\~~f~~~- "·~;~- ~-~·~~Tr--- de _s~ 
corrimiento -~ie.C'f~~·f~r¿t·1~0·· de·~·.,:-~~t;.·~ct~~ ,_ d~ -."r~ i~ de trigo 

< T~·it.i~u~--- áesti\.·Uln> ~ ">L~~· ~-~-t~~~t~s -Fueron SOmetidos 

e!1-~c~_;._~-F~;~.~~i~)_~;~~'\:4-~-:f+~<~·~,'~~-~,~-~'.~~-i i~~ida> · segÓn la técnicas de 
L:aemml i ·-< 1,970)-·:y"·s·h.\~9er_:_·-y V~n . .Ja~ow - (técnica mod.iTicada por el 

Dr. Diego Go~zá.Í~·~~-H~.l~h~~-,:; --i~á7>. ~La presencia- de· la ATPasa-H• Tue 

detectada por r~P'1iC:'a.'· ~en: W~stern mediante los anticuerpos 

dirigidos cont~:a la' ATPasa-H ... de membrana plasm.\tica homóloga de 

Are1bjdopsis thali.ana. Los r"e_sultados mostrat"on que el sistema 

electt'ofot•ético de Sch:i..gget" y Von Jagow pre!:>enta una alta 

resolución en protei nas de alto peso molecular. pero bajo estas 

condiciones parte de la ATPasa-H· de membrana plasmática 

t·etenida en el gel concentrador. lo que da como resultado un bajo 

rendimiento de la enzima. En geles de Laemml i la res~lución de la 

ATPasa-H• es pobre. sin embargo se encontr6 una bánda de 

aproximadamente 66 kOa que reacciona con el anticuerpo anti-ATPasa 

de H. de A .. thaliana. y que puede ser recuperada eTicientemente. 

Lo anterior sugiere que la ATPasa-H• de membrana plasmática 

trigo: (1) presenta una unidad cat.alitica de 66 l:Da. per se; <2> 
presenta un corrimiento anómalo. esto es. posiciona 

electro-foréticamente en la de 66 kDa, cuando su peso 

molecular t"eal es de 100 kOa:; (3) está proteolizada. Finalmente, 

el método de aislamiento aqLÚ presentado. además de sencillo y 

rápido, da un alto rendimineto para la ATPasa-H• de membrana 

Plasmática de raiz de trigo .. Hacen -falta estudios que esclarescan 

el estado estructural de la ATPasa-H... (66 kDa) de membrana 

plasmática er. trigo. 
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I • 1 NTROOUC:C: ION 

1. ESTRUC:TURA Y FUNC:IDN DE LAS MEMBRANAS BIOLOGIC:AS 
/-

Ewiste en la c4'lula vegetal una primera barrera para el paso 

de salutes: la_ pared celular. Esta estructura rodea y protege a la 

célula del medio externo y no es signiTicativamente permeable al 

agua y los solutos .. Está. compuesta preTerentemente, por celulosa 

<polímero de unión {?<1, 4> de O-glucosa), por hemicelulosa 

(poli mero de xi logluc:anos) sustancias pécticas (ácido 

galacturónico con uniones <:t(l. 4)) además de pequen-as cantidades 

de protei nas estructurales, que son los componentes que le dan la 

rigidez necesaria para -funcionar además soporte mec.i.nico 

<Van Buren, 1979; Avers~ 1981; Carpita, 1987). 

Adyacente a la pared celular encuentra la membrana 

plasmática. Su composición es variable. pero su arquitectura es la 

misma de todas las membranas biológicas. Generalmente contiene 

cerca del 407.. de su peso seco .fos-fol.i pi dos y un 607.. 

proteinas <peri.feric•s e integrales), -formando un complejo lamelar 

mantenido por interaciones hidr-oTóbicas. Generalmente los 

carbohidratos <mono!lacaridos de O-galactosa, O-glucosa, 0--fucosa., 

ácido siAlico, N-acetilglucosamina y N-acetilgalactosamina que 

-Forman parte de glucoU p idos y glucoprotei nas) están presentes •n 
1-lOY. del total de su peso seco. 

1.1. E•tructura d• 1• -•br•n• c•lul•r-

Modal o del "Mosaico Flu1 do''. 

En 1972 J .. Singer y Garth Nicolson describieron un modelo 

membranal de mosaico -fluido, en el que la doble c•pa 1 ipi di ca as 

el esqueleto de la membrana. en el que se encuentran asociadas 

incluidas las proteinas que interactuan entre si y con los 11pidos 



~ .la .. '~~Rlbr~·~~:-. y:_~ue. p~rm-i t~~' ... e~~\:ié~--~-":::~~:~.;. a'.c::~).v,f'da~~·s. 
prot~1 na-pr~teí-n~; u·pi~~-P,"-Otei.-~a :~_. Ü~ii:to·~irp .. ¡-cÍo. 

'. •' -- <:: ·._.<_ > .... :<· :, ~ ,·::·:.,-~. .-::..- - _.; 

las de 

Sin9er _---~:_N_i,c_o_l~-º~:.:(·19~i~~ · co~si,d!=!f:a~->-,.,ccimo .~redominantes do: 
clases-· de interacciones·· ·-~no :-.c,~i.Í~-Í~~'ti:,s·: las fnteracciones 

hidroi=óbicas y las hidro-fi 1 icas. Estas i nte·racCiones son llevadas 

al m.iximo en el medio acuoso del interio·r. y exterior de la célula 

en cfue- se encuentran~ si -1as ·cadenas de· ácidos- grasos de los 

-fos-folipidos y los residuos ·de aminoácidos no polares de las 

proteínas son mantenidos sin contacto con el agua en la mayor 

extensión posible, al mismo tiempo que los grupos polares 

iónicos de las protei nas, lipidos y carbohidratos de la membrana 

están en contacto con el agua CFig. 1 >. Tanto los -fos-fol!pidos 

como las protei nas son moléculas an-fipáticas, que poseen tanto 

regiones polares como no polares en la misma molécula, lo cual 

hace posible la estabilidad temodiramica de la membrana. 

El modelo contempla dos categorías generales de proteínas: 

peri-fáricas (o extr!nsecas> e integrales <o intrínsecas) CFig. U. 

En las membranas más activas. existe un porcentaje relativamente 

alto de proteínas, la mayor parte de las cuales son proteínas 

integrales. Estas son mantenidas +:irmRmente en lugar por 

interacciones hidrofóbicas e hidro-fi licas, debido a lo cual 

di-ficil e>:traerlas de la membrana a no ser que se utilicen métodos 

de extracción rigurosos y destructivos. Para aislarlas es común 

uti 1 izar tratamientos que involucran el rompimiento de la membrana 

con detergentes o agentes caotr6picos. L.os agentes caotrópicos 

reducen las interacciones con el agua. desestructurando la 

membrana lipi dica. La separación y caracterización de proteínas de 

membf"ana di'ficulta mucho, por lo que recui--re 

proced1m1entos de fraccionamiento con técnicas como alectro-fóresis 

en gel, -filtración en gel o cromatogra-fla de intercambio iónico 

<en pr·esencia de detergentes> y otros medios de disgregación para 

su puri-ficación. Algunas prote! nas integrales abarcan todo el 

espesor de la membrana y sobresalen hacia una o ambas super-fieles 

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



super-ficie quedando el resto inclu1 do dentro de la· doble capa 

l ip~ .. d"~tc_a:" . N_o. ,~e cono~e p~·ot~i na alguna que est_á rodeada 

comple:7~am~.nte·por los Upi~os ~~ la m~mbrana <Avers, 1981). 

L.as p_rote~ na:a periffricas se distribuyen má.s su~er.~i~ialmE!nt,~· 

la membrana, pudiendo asi ser separadas o solubilizai:tas 

-facilmente durante la extracción, sometiándolas a tratamientos de 

lavadO con sales o manipulaciones con cambios de pH. De esta 

manera, por lo general, no hay problemas de contaminación 

otros constituyentes de la membrana como los 11 pi dos. 

Las distintas actividades biológicas de las diversas clases 

de membranas celulares parecen re-flejar diferentes clases de 

protei nas presentes en las membranas algunas regiones 

particulares de éstas. Las di-ferencias el contenido de 

protei nas enzimá.ticas han sida estudiadas en casi todos los 

sistemas membrana les <mi tocondr ial, cloroplasto, vacuo lar, 

membrana plasmática, reticulo endoplásmico y Golgi). En estos 

sistemas. las enzimas del transporte de H+ y de sintesis 

hidrólisis de ATP están ubicadas en el sene de la membt"ana intet"na 

y no existen en la envoltura externa de los organelos <en el 

de mitocondrias y cloroplastos), en tanto el centro activo queda 

hacia el estroma o matriz de los organelos o hacia ~1 citoplasma 

de la cálula (en el caso de la vacuolal .. 

Figura 1. Modelo membranal de "Hcsaico Fluido". 
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1. 2. Función da la membrana calular 

La función de la membrana está.· relacionada con la dispos1ci6n 

espacial de· los componentes y tanlbién las clases de 

compoi:ientes presentes. Para relacionar la estructura a la función 

de las membranas se requiere algo más que el Análisis quimico de 

lás constituyentes proteicos y lipídicos de di-ferentes tipos de 

células y organelos. La geometría de la organización de las 

membrarias debe desempef'íar un papel imPortante en garantizar la 

-función. 

La estructura de la membrana est.i. adaptada para impedir el 

p~~~ ~ m~lác.~l,;.s polare!:i o··- eléctt-icamente cargadas. La gran 

mayoría de aniones y cationes no pasan a través de la membrana 

Cp.e. K+, "Na+, H", Cl-, PO-, NO-, ADPª-. ATP'-. glucosa 

6..:..i=os-fato2
- .) y los intermediat~ios de ciclo de •:::rebs Csuccinato2

-., 

o~a1acetilto2 - y citrato3
- >, y otros má.s impermeables la 

membrana. 

El movimiento o transporte de sustancias a través de la 

membrana se realiza de manera selectiva en la célula. El estado 

dinámico de la membrana proporciona una barrera reguladora de la 

entrada y sal ida de las moláculas y par ti culas. Hay tres rutas 

generales por medio de las que una sustancia cruza la barr&ra 

membrana!: 

1. Di.fusión 1 ibre a lo largo de un gradiente que va desde la 

mayor a la menor concentración da la molécula. 

2. Transporte con ayuda a travás de la membrana, proceso qua 

puede ser mediante difusión .facilitada o trasporte activo. en que 

la sustancia se mueve en la dirección de su menor concentración, o 

bien, por un proceso de transporte activo contra un gradiente de 

concentración. 

3. Por inclusión en vesículas membranosas para entrar a la 

célula por el proceso denominado endocitosis, o bien ser sacado de 

el la por el proceso inverso de exoci tos is. 



En la diTus16n pasiva lcis:''$o'lu
0

t~~s\Ji.s~·n-- l'~b·r~'.~ent~~:- a-,'· través 

de la membrana.o graCiaS·'.<" a ·;:s"tJ-~;-~s-ol,~bi\·{·'~act:· en·-~;105_~-:'-Upidos."1 " La 

velocidad de. di-fusión libre -.del-. ·solUtO e:s_·:.·p¡:;.C,p¿;rCiOna·l 

liposolubilidad y a su diferenci·~-dÉ! CC:mce~t·r~c~~rlres_ en _ambos 

lados· de la membrana. 

El transporte mediado por protei na.a acarreadonas -Facilita la 

entrada de so lutos no l iposolubles, polares o con carga, y puede 

llevarse a cabo mediante un sistema llamado di-fusión -Facilitada 

<transporte pasivo>. El transporte del salute hacia el interior de 

la célula se ve facilitado por la baja concentración del 

salute en el interior, moviéndose 

concentración. 

-favor de un gradiente de 

El llamado transporte activo es un transporte de solutos por 

medio da protei nasi acarreadoras con aporte energético. Es 

proceso por el cual los solutos son l lev.-dos al int•rior celular, 

en donde la concentración del so luto es al ta y/o mayor que en el 

exterior, por lo que el transporte tiene qu• ser llevado a cabo 

con aporte energético proveniente de la célula misma en Terma de 

."'denosintriTosTato <A}P>. Por lo tanto e~te proceso requiere de 

acoplamiento a algún otro proceso que pueda proporcionarle energ! a 

libre, como una reacción exergónic:a CHi:_nckle y McCarty~ 1988> ª 

Se han propuesto dos vias pat'"a el acoplamiento entre el 

transporte de un salute en contra de la Tuerza que origina 

gradiente de concentración y una reacción exerg6nica. 

Estas vias son el transporte activo pr·imario, que depende 

directamente del acoplamiento de la reacción de hidrólisis del ATP 

por una ·bomba al transporte de solutos a través de la membrana, y 

el transporte activo secundario o cotransporte, que utiliza la 

energi a de un gradiente electroqui mico establee ido por primer 

soluto, para que un segundo salute pueda entrar <Sze, 1985) <ver 

Figa 3) a 
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.La energi a que promueve el proceso de transporte en las 

ATPasas de H+ está dado por la molácula de adenosi ntrifosfato 

<ATP> <Fig. 2). El ATP y el fosfato están presentes todas las 

células y desempei"fan el papel de sistema transmisor de la energJ'.. a. 

La energia química conservada de este modo en -forma de ATP, puede 

e-fectuar trabajo de -forma dif'erente: 1) Puede proporcionar la 

energi a necesaria para el trabajo qui mico de la biosJ'.. ntesis. En 

este proceso el grupo o grupos fosfato terminales del ATP 

trans-feridos enzimáticamente a las moléculas sillares precursoras 

que pasan a la -forma "energizada" hallan preparadas para 

ensamblarse y formar macromoléculas; 2> El ATP es la -fuente de 

energía para la contracción y la movilidad de la célula; 3) para 

el transporte de los elementos nutritivos a través de la membrana 

en contra de los gradientes de concentración, actividad que 

realizan las ATPasas de H+, entre otras; y 4> La energía del ATP 

se emplea para asegurar la transf"erencia de información geoática 

durante la bias! ntesis del DNA, el RNA y las proteínas. Al 

emplearse la energía química del ATP su grupo Tos-fato terminal se 

pierde. y aparece en -forma de -fes-fato inorgánico CPiJ dejando 

adenosin di-fosfato <ADP). El ADP puede recargarse después con 

grupo fes-fato con lo que se regenera el ATP, en reacciones que 

hallan acopladas a la degradación de los combustibles celulares 

la que se l lbera energ! a <Lehninger. 1986). 

'¡" 
/"'--,.,.......,.'~. 

HC 11 1 

"""H _....-e ---- N :9" CH 

r r r q ·a-P-D-P-D-P-D-CHz D 
11 11 11 
D D D 

H H 

H H 

OH DH 

Fi9ura 2. Molécula del Adenosi ntrifosfato <ATP>. 
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El ATP presenta la propiedad de transportador de energía 

gracias a que tiene enlaces anhidrido ester--fos-fato de caracter 

hi brida. que se comportan como enlaces parcialmente simples y 

también parcialmente dobles y con una energi a de estabilización 

llamada de r·esonancia. Al hidrolizarse .• este compuesto produce un 

cambio en la anergia de resonancia, que conduce a la liberación de 

energia CAG>, la cual puede ser empleada para realizar un trabajo 

celular. 

En 1961 Peter Mitchell propuso un mecani.smo hipoté-tic:o de 

acoplamiento entre la transferencia de electrones y la s! ntesis 

dal ATP, en lAs membranas de c:loroplastos, mitocondrias y células 

bacterianas, lo cual conduc:i a a crear un gradiente electroquimico 

de H• en la membrana CHinckle y Mc:Carty, 1988). 

Este gradiente electroquimico tiene dos componentes: 

eléctrico y otro qui mico Cosm6tico). El eléctrico se forma por el 

movimiento neto de una diferencia de cargas o potencial eléctrico 

CAyt). El otro componente está. dado por la diferencia de 

concentración de protones CAH•> en ambos lados de la meinbrana. La 

fuerza o energía que genera el gradiente de concentración de 

protones se denomina fue1·za proto-motriz que se expresa como: 

Debido a que la sintesis del ATP se lleva a cabo a -Favor del 

gradiente de concentración da pl"otones, esta teori a fue llamada 

quimiosm6tic:a. 

Las ATPasas son enzimas que se encargan de ca.talizar la 

síntesis o la hidrólisis del ATP, y se encuentran embebidas en la 

membrana de diversos organelos celulares, y en la membrana 

plasmá.tica misma. A estas enzimas las podemos clasificar en dos 

grandes grupos con base en el tipo de catálisis del ATP que llevan 

cabo fisiolog1camente. ATP-sintetasas CATPasas 

sintetizadoras) y ATP-hidrolasas CATPasas hidrcU ticas). El primer 

grupo de ATPas. ... = aprovecha el llµH• -formado por las mol~culas 
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traiisloé:adoras de H+ y electrones dúrarite ·1a fotof0sfi:::w1laci6n y 

la fosforílaci6n o::idatíva. en las.
1

• m~·mbrar{.~as···'de ··c10t-Op1astos y 

mitocondrias respectivamente, para la sintesis·de··ATP. El 

grúpo está -formado por las ATPasas que hidrolízan el 

decir .• hidrolizan el fes-fato y <terminal> del ATP para dar 

segundo 

ATP, 

ADP y 

ortofos-fato, generando trans10cací6n electrogénica de 

protones. El gradiente electroquimico as! formado, provee la 

energ! a necesaria <AG0 = -7 Kcal/mol) para el transporte de 

cationes, aniones, aminoácidos, azúcares y reguladores del 

crecimiento, mediante un sistema de cotr-ansporte. Dentro de este 

grupo de ATPasas se encuentran las de or-ganelos la vacuola, 

lisososmas, reticulo endoplá.smico., aparato de Golgi y membrana 

plasmática. 
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:l.' LAS. ATPasaii TRANSPORTADORAS. DE H+ DE CELUL.AS DE, PLj:\NTAS 

E.( papel. ,_de ___ las em:imas ATPasas debe ·Ser.·': ·~·~;.g~a~~~-~;~~' 
estadios'·muy tempranos del desan--011~.;~~t-~9é1~:·f~~{á';~~tf~~ ,-;~-Pi.iiitas~
es· decir·-.-;_, p·a-t"tiendo de 1 a semilla, dura_')_te;:~· 1·~;~~'.~~-:~-~:2~{~:~~-~6'.~~,~-., En 

etapa_s ·posteriores _a ésta, cuando en el desarrollo 'de la·; Pl~ntula 

se expre~an todas sus capacidades metabólicas .Y :: d~;:: .----~~~-~ i'!'f~_·n~~~
laS- ATPasas de H+ son importantes. 

Uno de los aspectos de estudio reciente en la bioqui mfca ~'de

plantas es precisamente el del sistema membranal de las cálulas. 

Hasta muy recientemente se ha tenido in-formación a nivel molecular 

de las proteínas de membrana que intervienen en el transporte a 

través de membranas que dividen diTerentes compartimentos 

celulares. Sin embargo, no hay muchos estudios de est•s prote1 nas 

en cuanto a su biosi ntesis espacial y temporal, ni respecto al 

papel fisiológico que desemperian en las células vegetales. 

Las protei nas de membrana están eS!ipecial izadas 

variedad de .funciones importantes para la entrada de nutrientes 

la célula y para el mantenimiento del equilibrio osmótico entre la 

célula y el ambiente. Entre las protei nas que presentan esta tipo 

de .funciones se encuentran las ATPasas da H ... , enzimas que 

catal izan la hidrólisis reversible del ATP generando 

cual se concomitantemente un gradiente electroquimic:o de H.... el 

encuentra acoplado al transporte de ciertos iones y soluto& para 

atravesar las membranas celulares. 

Los sistemas de transporte que emplean 

electroqu1mico .formado por un primer sistema <p.e. 

el gradiente 

las ATPasasJ 

son denominados sistemas de transporte activo secundario 

(c:otransporte). El más simple de estos son los canales iónic:os, 

los cuales permiten el paso de cationes y aniones llevado cabo 

por el potencial de membrana. Los simportadores-proton, 

permeasas que catalizan el cotransporte de protones y otras 

moléculas tales como maltosa, aminoácidos, Tosfato, sul-Fato, 
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purin.i.~,· p.irimÍdiñas. lactato y ae:·etatO~ 'LOS antiportadores-p.rOton 

sOn. per~easaS que·catalizan el int.ercambio _de protones pot"' Na• O 
ca2

• la membrana plasmática y por Ca2 +,. Tos'fato, 

s-·á.deli0Silfnet1onin·a~ a· aminoácidos en la· ·membrana vacuolar .. 

Fin.alme"nta·,'_ pequeilas moléculas, tales· c~mo ·H20~· 02 ,~· -Coz·;.-- Y .. " ~tá.1-lol,-~ 
y_ moléculas hidroi=óbicas.. tales como .. ~:cidOs··:'éil.rOOx! !'leos no" 

di~o-ciados, -pueden cruzar la membrana POr· di-fusión paS(ya, con la· 

partic-ipación de permeasas O i:an.:lles <Fi9~.'_'3). ·-

-

El- :-Funcionami~-nto-- aitte-:-'10~'·'-r-riq-Lli&·r~ q~'"'~- er dis-~f{Q:~·é~tr:~~,t-¡_;ra1 

de las ATPasas de H• les p;.~mi~~:,t~m•r;·'. - '•:, :~~ '_ ~~··· , 
':·.): '1-º!'"'' ::-~~0_:;:~;~" Jf~ :~'.¡,::i:~ ~:~~~;l~='~~:.~ :+:, 

u un sitio c~t~i!ti~\i !~~=~,~~~¡~~rit~i1~~=i~~=~~::-f.:.J1~i:::· =~~i:;~:f::~:;~1gffl: ;¡¡;¡ Afr;¡i;:r'Ji·~;,;,,;.,;.; ár~.c,.~ ..• ;,.¡, 
--:·~,,-- ~~r.-~t-, :;'.tú~.:-,~:.;;~,~ ,·-,.:,,~ ... ;·. ·:::~-," ,- '" _, :;·~;' 

2> Una ':form~i de aCc:lp1amieri~~ d'ti·~~,~i~;~.¡:~~~::C{8f~~ói·i'~i-s 
·a·" 1a "tr"ans10CaC'i6.r1 de··H·: >~:-.·." -<:·r.:;;'.,~;Ji:;i ~~.1:1. .¡'"':é·:-:" 

~ :·'.):;;~~.:: '-;~:~·."·~ - ., _. ... -

-~·T.- 1--,;_-'~~~.: ~-=-~., ~ ~:~:.-}~·:,·.-.',.:';.;~~ 
. .. ~. . "' .. ,.--.;,• 

3) ·Una~ ubicación membrarial ·o tOpo.1D9i. a-.~, 

4> · Macanismo<s> de regulación. 

del ATP 

Debido a su importancia, las ATPasas han sido muy estudiadas 

por lo que se tiene una idea clara sobre su estructura y Tunción., 

Se ha descrito su presencia en las membranas de diversos organelos 

de plantas: mitocondr1as, cloroplastos, va.cuelas, aparato de 

Golgi, lisosomas y retículo endoplásmico y la membrana 

plasmática CFig. 3). 
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Fi;ura :S. Localizaci6n de las ATPasas de ~ en los diversos 

sistemas membrana.les de la célula vegetal: mitocondria, 

cloroplasto, tonoplasto (vacuola), membrana plasmática, y aparato 

de Golgi. Los sistemas de cotransporte encuentran 

representados. 
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Las ATPasa.s transportadoras de H• de p tantas han 

clasi-Ficado .de .. acuerdo -a su estructura y -Funcionamiento tres 

tipos F· (F~..:.Ft._> _, V ·y P: (E-P ó E
1
-E

2
), de acuerdo a los tipos de 

ATPasas·-conocidas en células animales <Pedersen y Caraf"oli, 1987>. 

:S. l. LAS ATPawas TIPO F.- Son enzimas que sintetizan ATP y no 

presentan un intermediario f"osf"orilado covalentemente durante la 

catálisis. Poseen de 8 a 15 subunidades agrupadas en dos dominios: 

uno hidrolitico o Ft., que está constituido principalmente por :S 

subunidades diferentes 

donde se encuentran 

que constituyen un 

los si ti os de unión 

segmenta extr! nseco 

de nucleótidos y 

catálisis; y otro membrana! o F
0

, que está constituido por 

subunidades pequef"i~s y se encuentra en el interior de la mentbrana 

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+, encuentran en la 

membrana interna de <A> mitocondrias y en la membrana tilacoidal 

de (8) cloroplastos en plantas <Mc:Carty y Hammes, 1987>. 

A. La membrana interna de la mitocondria posee las prote!nas 

que se encargan de transTerir tanto los H+ los electrones 

(producto de la oxidación de sustratos), desde 

mitocondrial hasta el citoplasma de la cálula Cp.e. 

la matriz 

los H•>, 

gen•rando el .AµH+, el cual es utilizado cuando el sist•ma 

encuentra acoplado a la ATPasa mitocondrial CATP-sintatasa> para 

la Tormación de ATP. -Fenómeno conocido 

oxidativa (Lehninger, 1986). 

-Fosi=orilación 

Para el ••tudio d• la ATPa•• nlitocondrial •• han •mpl•adc1 

l. Mitocondrias integras que se obtienen por ruptura celular 

y una posterior centr i f"ugac ión 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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2. Vesículas de, membrana mitocorídrial 

submi 1:oco~dr'i:a1k'~>\· que;- s~ii ;_ .~í' ·r~sul t·adti·.· .d~ 
soni_ciici~ñ- _a_1_'.·.q'.ú~··;so_.r,':_s~-~'.~~-~~-~s-~:·:¡-~~ n\i t~Con

1

drias. · y 

sitio ca1'.:al1 tico que~~ .. ~~Pue_sto: ª~- eKter.ior. 

<partl cu las 

proceso de 

en donde el 

3. L~ po_rc.i6fi- F1.. s~_:lu~~~,i'~~~,~-~ que .puede ser removida de la 

membrana en · 1a -forma ·catali ticaniente activa por tratamientos 

EDTA o por aplicación de Tuerza de sonicación <Nelson y Taiz, 

1989), llevando a cabo la catálisis 

(hidrólisis de ATP>. 

la dirección inversa 

La porción Fj. de la ATPasa mitocondrial de raíz de 

presenta 3 copias de las subunidades llamadas 0t y (1. pesos 

moleculares de 58 y 55 kDa respectivamente. Contiene ademá.s una 

sola copia de subunidades peque~as¡ llamadas y, ó y & con pesos de 

36, 22-26 y 14 kDa, respectivamente. En 1& subunidad (1 se 

encuentra el sitio activo de la enzima, mientras que la subunidad 

or. contiene un sitio de unión a nucleótidos y Juega un papel 

regulador <Fig. 4). 

En distintas cálulas la porción F
0 

muy vari•ble en 

relación a los tipos de polipéptidos que pr11senta: la F
0 

de E. 

coli se enc:uentra -Formada por tres subunidades •, b y e c:on passos 

de 30, 15 y 8 kDa, respectivamente~ las cuales presentan una 

estequeometr1 a de as.bzcP-•z• La subunidad e pequef'ío 

polipéptido hidroi=óbico, algunas veces re-ferido como proteoUpido, 

el cual e& bloqueado por diciclohexilcarbodiimidil (DCCD>. 

Experimentos de manipulación genética demuestran que la DCCD se 

une al residuo •&pá.rtico o glutj,mico, que está localizado en una 

zona de aminoácidos hidro.fóbicos •n Neuroespora crassa <Bowman y 

Bowman, 1986), y de esta bloquea el transporte de H•, 
inhibiendo la actividad de la ATPasa mitocondrial. 

La Km de ATP para la ATPasa mitocondrial en plantas es de O.S 

a 0.8 ml't <Sze, 1985). Aunque la enzima puede emplear varios 

nucle6tidos tri Tos-fato como sustrato. En rai z de presenta 

mayor actividad en presencia de ATP que da GTP, mientras que la 
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Se han propuesto dos mecanismos de reacción para la s! ntesis 

de ATP: uno es el acoplamiento indirecto en el cual el movimiento 

de H• a través de la F
0 

es acompaf"íado por un cambio con-Formacional 

que es transmitido a través de las subunidades y sus interacciones 

a los sitios catal.Cticos. Este mecanismo, llamado rotacional, 

el que las subunidades a-(i rotan (a contra corrient~> y que al 

yuxtaponerse con las subunidades y-6 en presencia de A.DP y Pi 

-Forman ATP y lo liberan al medio. Lo anterior ha sido 

establecido con certeza pero existen algunas evidencias 

experimentales. El otro mecanismo es el del acoplamiento directo, 

el cual el protón trasloc:ado es conducido a través de F
0 

y F.t. 

al sitio donde se lleva a cabo la catálisis CMitchell, 1985). 

B. La ATPasa de cloroplasto CFig. 4) utiliza el gradiente 

-Formado durante la -fot61 isis del agua en la -Fase luminosa de la 

-fotos! ntesis <en los complejos de los Totosistemas 1 y 11 que 

encuentran en la membrana del ti lacoide> para la si ntesis del ATP, 

proceso que se ha llamado -foto-fosforilación. 
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La CF,. como es llamada la porción F,.. de .-la> ATPasa de 

cloroplasto, está formada por las sig~.~~n~~~~· Sl._1~~-n~~~-~-~~-~:.·~~-~ (3
8

; · 

y, e y 6 con pesos de 60, 56, 39, 14 y, .'~9.: ko,a-~ -.>r:~s~~C-~i-~-~-~~-ry~~:·· 
Las subuni_dades (3 ':'oseen los si;io~--~ªt.~~-~-t·~~~-~-s~,:-·-\~,~-; .. ~~~~~-~ ... d_a.~~-~-.. ~ ". 
tienen· los sitios de unión a nucleóttd~s (~l-~;.;;,o~:6~~l"ti'i,~-)~;:c':·es 

- • ,. . _ - ,'-;o; .. ,_'. f< ,::.._._• -~· ~·- 'o."'co~-';;·:-.c: .. '.'J .• c.(• ,,-> i ~·-;·-:;c::l·;~. '., __ -;: ";,} 

el inhibidor de la enzi_ma c~".l_nd~. ~i~-~~~ ~z~ '::\~~;;_;. ó:~e_s .. l,~. :; _s_~b_u_~i.4a~ 
que sirve como p_uerta _entre CF , y éF ~ara el paso·'~de l~s ·,p~ot¡;,nes 

]. S..__ '; -~O·;,•; , ·•; , _ ·- · ·.- , e;• ''•"·· .. •;, -·;· -":_, 
y y par:ece regulan la_ saliffa: __ de_ p_r·_otone_s ~esde_C~- Jiacia CF- ;. _ _:._Esto -, 

.. -'--··. ,---' ... ._~--- _·-.-,~. , __ -,-.-":--·.- .. -.,_-,-,.,-_- , o .. ·,-_ -,_·.-:º·-·s..,.,,:.-,,·,~: 

se_ ha_ podido determinar al reconst_ituir las subunidades a y (?_:_·.con 

y, __ con: lo_ que logr:a~: acoplar la hidrólisis del ATP,,.:-al

transp~rte de H:. 
La porción CF

0 
está -formada por subunidades llamadas I, II, 

III y-IV, de 15, 13, 0 y 19 kDa de peso. respectivamente. Sobre la 

función de cada una hay muy poco reportado, aunque existe 

evidencia de que las subunidades I, II y IV podrían servir de 

conexión de CF0 con CF.,, mientras que las subunidades III (se han 

reportado al menos 6) parecen formar parte del canal de protones. 

Deben pasar 3H• través de la ATPasa de cloroplasto para 

sintetizar un.a molécula de ATP, ésta es diferencia con la 

ATPasa mitocondrial ya que aparentemente esta óltima necesita 2H+ 

traslocados para sintetizar una molécula de ATP <Hinckle y 

McCarty, 1980). 

La ATPasa de cloroplasto 

sustratos: ATP, GTP > ITP > CTP; 

puede emplear los siguientes 

los nucle6tidos di-fosfato son 

escasamente hidrolizables, mientras que el AMP, la -Fruc.tosa 

6-fosfato y el AMP-PNP inhiben la actividad de la enzima. 

Los cationes divalentes son requeridos para la actividad de 

la. ATPasa en el siguiente orden de a-Finidad: Mg2 + = '1n•+ > Ca2 + > 
Sr2

•. Las Kms de ATP-Mg 2
• para CF., de espinaca y chícharo son de 

0.2mM y 0.5mM respectivamente y la Km para ATP-Mn2
• en chícharo 

de 0.4mM. 

El vanadato y ~1 molibdato inhib~n la actividad de la enzima; 

espinaca, también la oligomicina llega a inhibirla. El pH 

óptimo para la actividad de esta enzima encuentra alrededor de 
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8.0, que es el valor de pH -Fisiológico del estroma CHcCarty · •t 

al., 1984). 

Los' mecanismos de catálisis son semejantes a los propuestos 

para la ATPasa mitocondrial aunque más complejos ya que el sistema 

se encuentra muy regulado: se apaga ausencia de luz y en 

algunos casos se ha reportado estimulación por calmodul ina. 

ESTROMA 
o 

M~RIZ 
~, l 

~~~ e~ 
MEMBRANA INTERNA 

O TILACOIDAL 1' 
H+ 

Figura 4. Modelo estructural y Tuncional de la ATPasa 

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

F -F 
o • 

:s.2. LAS ATPa•aa TIPO v.- Son enzimas que catalizan la 

hidrólisis del ATP sin pasar por un intermediario -Fosforilado 

covalentemente. Contienen de 3 a 9 subunidades de pesos 

moleculares entre 116 y 17 kDa, arregladas en dos porciones, 

hidro-Fi 1 ica y otra hidroTóbica CFig. 5>. Estas ATPasas 

encuentran en la vacuola de células de plantas y en hongos, as! 

como en diversas estructuras vacuolares de células de animales y. 

probablemente en las arqueobacterias CNelson~ 1989>, por lo ·que se 

han llamado tipo V. 
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Para al estudio da>l• ATPaaa v•cuol•r o d_• toÍiopl••t:o •• han 

•mp l~~~~.·- 1 ;, ·._:.'}' 
. - .. "-,.; 

1.·· ·vesr .. CufaS· de'.-tonoplasto, donde la Tracción microsomal que 

contiene" VeS!culaS:provenientes de las diversas membranas que hay 

-~n_-~la. ~~-1-~~:a·,_~-p-~-r,~:-~·r~.Ferentemente de tonoplasto y de membrana 

plasm.i.tica;,·-~Se-C:Olocada---:en un gradiente de densidad (semejante 

par~- obJ:.~n~/:~_ve~i_culas -de membrana plasmá.tica> y las vesiculas de 

tonoplasto se e:_quilibran a una densidad de 1.10 a 1.13 g/cc 

<Dupont·. et·;;¡ .. -~; 1982; · Sze, 1985>. Estas vesiculas de tonoplasto 

presentan,e1->Si't.io catalltico de la enzima viendo hacia el 

ewterior~:-:-tal ·- y como se encuentra originalmente (hacia el 

citoplasma>, por lo que son llamadas vesículas al derecho 

<"right-side-out") y en donde 

hidr~lisis ~e ATP y transporte. 

puede medir la actividad de 

2._ La enzima purii=icada, para lo cual el tratamiento con 

detergentes se hace necesario, aunque se sabe que estos bajan la 

actividad de la enzima y no es posible reconstituirla en presencia 

de l!pidos (Oupont et al., 1985; Sze, 1985> como sucede para la 

ATPasa de membrana plasmática. Los detergentes que han dado 

mejor resultado en la solubilización de la enzima sin a.f'ect.ar 

actividad el desox i col ato de sodio moc>. el 

octi 1-(1-D-glucopiranósido (OG> y el zwittergente 3-16 <Dupont et 

al .. , 1982; Sze, 1985>. 

En estudios de inactivaci6n por radiación, se observó que la 

ATPasa-H+ de tonoplasto tiene un peso molecular en la membrana de 

aproximadamente 500 kDa CBowman y Bowman, 1986; Horiyama y Nelson, 

1989>. Otros estudios han mostrado qua la enzima es un complejo 

multisubunitario (Oupont et al .. , 1981), semejante al de la ATPasa 

mitocondrial con una parte hidro-fóbica (integral de membrana> Y un 

complejo hidrof=i lico con capacidad de catá.lisis CLais et al.,. 

1988). 
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L~ par:te -':tié:lro-fi lica de la ATPasa consta de 5 di.ferentes 

._sUb_~_Mi'd~·~ª.~-~-;Aá~··:;·á~·/;:~.< D ·y '.·E~·. de pásos 70. 60, ·. 41, 34 y· 33"' kria, 
reSpectiVamente <Fig.. S>-.. Las dos subunidades de la -."PorCión 

hi.dror!i"ic-~· qu~._hari sido mejor caracterizada$ soÓ la A y-la. B, 'la 

A - ·protegida con ATP de la inhibición , por:- el 

.?_c·~~~~º-~-4.~_-ú:_~ __ Ob_enzo-2oxa-1. 3diazole <NBD-:-Cl > y la N'.:...eti lmaleimida 

CNEM> .... ·.va que el NBD-Cl marca prei=erencialmente a la subunidad (1 

de ·l_a ATPasa mitocondrial <que contiene el sitio _activo de la 

.enz~ma) •· se ini=iere por analogi a que la subunidad A---de la ATPasa 

de :tonoplasto es la que contiene el sitio cataUtico de la enzima~ 

L.a= subunidad B parece .formar parte· de· la·· regUlaC-i6n ·~de la. 

catá.l is is, aunque aún no se conoc.e con certeza su -Función CNelson 

y Taiz~ 1989) .. 

CITOPLASMA 
CELULAR 

TONOPLASTO 

LUMEN 
VACUO LAR 

Figuril 5 .. Modele estructural de ·la ATPasa-~ de vacuola 

CNelson. 1989) .. 
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La subunidad más pequef'{a <e> se encuentra en el interior de 

la membrana y ti~me un peso aproximado de 16 kDa que une DCCD y 

soluble en cloroformo/metanol. Este proteol.ípido vacuolar -fue 

primeramente aislado de las membranas de granulas cromaTines, y 

posteriormente de va.cuelas vegetales, y se ha reportado que existe 

en varias copias <Horiyama y Nelson, 1989; La.is et al .. , 1988). 

Cuando esta subunidad de 16kDa puriTicada reconstituí da en 

proteopol isomas, puede inducir un transporte de protones sensible 

a DCCD y funcionar como canal de H+ CNelson, 1989; Nelson y Taiz, 

1989). Se conoce la secuencia de aminoácidos de esta subunidad de 

la ATPasa de gránulos croma.fines CNelson, 1989), la cual presenta 

homología con las secuencia del proteolipido de las ATPasas-F, y 

es análogo al sector membrana! que contituyen el canal F
0 

de las 

ATPa.sas-F. La subunidad de 16 kDa puede requerir de al menos una 

subunidad adicional para conducir protones través de la 

membrana. El polipáptido hidrofóbico de 20 kDa de las ATPasas-V 

podría asumir asta Tunción, el cual ha sido denotado la 

subunidad a en analog!a a la subunidad a del sector F
0 

de las 

ATPasas-F CMoriyama y Nelson, 1989). 

Las subunidades que pesan 70 y 60 kDa constituyen un segmento 

extrínseco, y la mayor de ellas es capaz de unir nucleótidos. 

Recientemente se ha determinado la secuencia de aminoácidos de la 

subunidad de 70 kDa, la cual homóloga la de la ATPasa 

vacuolar de las levaduras, y presenta semejanzas la 

ATPasa de SulFolobus. una arqueobacteria <Nelson, 1989) .. 

Otro tipo de subunidades son las denominadas accesorias, que 

han identificado solamente en ATPasas-V de mam.1Teros y han sido 

denominadas ActlS y Ac39 con pesos moleculares cercanos a 115 y 39 

kDa, respectivamente <Nelson, 1989). La Tunci6n de las subunidades 

accesorias aún no se conoce CFig. 5). 

La subunidad Acl 15 es una glucoproteí na que se encuentra en 

granules croma.fines, ves! cu las siná.pticas, y vesículas cubiertas 

por clatrina. Estudios con anticuerpos espec!Ticos revelaron la 

ausencia de esta subunidad en 1 isosomas, microsomas de ril'fón y 
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complejo. de'Golgi <.~o~·iyama y Nelson, 1989>. La reconstitución de 

la· enzima· de vesículas ~ubiertas por clatrina sugiere que la 

subu~idad· A~i1s. c·o~Tiere ~ctividad a la Terma ATPasa-Mg2
• de la 

enz{ma. -1'.\Í. encontrarse en aquel los organelos que se -Fusionan 

la membrana plasmática, se sugiere que la subunidad Ac11S de las 

ATPasas-V esté involucr·ada en la unión de estos organelos con la 

membrana. 

La subuni dad Ac39 está presente en todas las ATPasas-V de 

mamiTeros y el gene del polipéptido de granules croma-Fines ha sido 

clonado y secuenciado. La técnica de hibridización reveló la 

presencia de esta subunidad en una amplia variedad de tejidos, y 

un gran número de RNAm para esta prote! na Tue obtenido en células 

enriquecidas con lisosomas. No existe in-Formación acerca de la 

.función y el origen de esta subunidad. Estudios sobre la 

biogénesis de las ATPasas-V podrían esclarecer la -Función de 

dichas subunidades accesorias. 

La actividad de hidrólisis de la ATPasa va.cuolar se mide 

empleando como sustratos en .forma preTerencial el ATP, PPi, ITP y 

GTP .. La Km para el ATP en plantas es de O. 1 a 0.2mt1 CSze, 1985>. 

La actividad de hidrólisis de ATP aumenta 17 v&ces en presencia de 

Mg2+ y el orden de preTerencia de cationes divalentes es el 

siguiente: 

Mn2 + > Mg2
+ > Co2• > Ca2

• > Zn2
+ (Q• Nei 11 y Spanswick, 1994) 

Los cationes monovalentes no tienen ei=ecto aparente sobre la 

actividad de hidrólisis de ATP (Sze, 1985). La enzima 

estimulable por aniones en el siguiente ordena 

Cl- <cualquier sal de cloruro> > Br- > acetato > Hca; 

CMoriyama y Nelson, 1989>. 

C> so~ 

La actividad es -Fuertemente inhibida por NO; y SCN

concentraciones milimolares, por lo que han empleado como 

inhibidores especiTicos de la enzima. Como todas las ATPasas 
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.- ; .. 

€ransportadoras de proton~s. es.<ü1hitii.d.i po·t~-. _1a·.:_OCCD, el cüal. se 

une covalentementf; la s'úb~~"{d'ad~-'--:m.i~· pequena~: 'Je> .• ;··. De los 

pr:-od~~tóS(de. la r-~aC:~-iÓ_n2;d~- . .-:l··~~---~~~:~--¡~~i>>"e1~ :~DP.. la inhibe de. una 

-forma c~mpl~J_a~ ~i_e~_t::~·~:'.~-:q:':'·~;--~.-;~--Í "-fes-fato.~- es -··-inhibidor 
no_:competitiVo, dábi. 1 · iae~nett'~:ét. ~;-~-'~:-;·19~5>. 

por la 

ATPas~ d~ _ tonO-p1~~~-c~-~:~e:·:_4~-c:;~~~~t:"-~.~:~~--·-~·l:_-,in~~rva~o de 7 .. 0 a e.o 

CSze, .. 1985) .. -El .i_nte~·¡_o_~~:j~~e ).~-Y-~~·ua'ia es. ácido CpH = 5.5) gracias 

a ·1a. cont:ribuCión .. de·.:1a---~ATPaSá ~=para _mantener esta acidez.. La 

~i-fe,re:nci,'a -.. ~e~ po~e~c_ia-1- -~·Íéct"~ico puede ser usada para transportar 

moléculas al interior:: de .!a vacuola a una concentración 1000 veces 

mayor que en el citoplasma. 

En las plantas la -función de este tipo de enzimas consiste en 

-formar un AµH+ a través de la membrana vacuolar o tonoplasto (como 

las ATPasas de tipo F, estas enzimas solo son capaces de 

transportar protones), acidificando asi el interior de la vacuola. 

E:ste gt"adiente provee la energía para tt"ansportat" al inter"iot• de 

la vacuola diver~sos metabolitos como la sacarosa en los tejidos 

que la acumulan, el ácido málico en las plantas CAM y diversos 

metabol itas secundarios como los alcaloides, en diversas especies, 

amin~cidos cargados positivamente, moléculas de poli-fes-fatos y 

varias enzimas hidroliticas, as! como Ca
2
•• y ácidos orgánicos 

(malato y citrato>. que podr!an ser transportados aprovechando el 

AµH+ -formado por la ATPasa de tonoplasto <Sze., 1q95). 

Es poco lo que se conoce sobre el mecanismo de acción de las 

ATPasas tipo V. Se ha determinado que transportan 2H+ por 

molécula de ATP hidrolizada. También son escasos los datos sobre 

regulación de la actividad de estas ATPasas. Se ha propuesto que 

pueden ser -fosfori ladas por una ATPasa membranal y que esta 

modificación causa una disminución en la actividad; sin embargo, 

algunos experimentos más recientes indican que la actividad de 

cinasa que se encuentra en el tonoplasto puede deberse 

contaminación con otras membranas <Bennett e't. al., 1984). 

21 



3.3. LAS ATP•••• TIPO P.- Son ATPasas que-· Tunc~o~~n 

sentido de la hidrólisis del ATP, presentando un intermediario 

fosTori lado covalentemente durante el ciclo c:ataU tico. Se 

encuentran f"ormadas por un polip6ptido o unidad catalítica de 70 a 

140 kDa (Serrano, 1983, 1988, 1990). A este tipo de ATPasas 

pertenecen las ATPasas de H+ de membrana plasmática (100 kDa> de 

plantas y hongos, las cuales presentan una similitud muy alta (es 

decir. son homologas> entre sus estructuras primar tas. Otras 

ATPasas como la H+ /K+ de la mucosa gástrica, la Na+ /K+ de membrana 

plasmática animal la de Ca
2

• de t'eti culo sarcoplásmico y 

endopU.smico, también pertenecen a este grupo. 

La característica Tunda.mental de este tipo de ATPasas es la 

TosTorilación de un residuo de ácido aspártic:o, y la posterior 

hidrólisis del enlace anhidrido asi -Formado (Amory y Goi=Teau, 

1982>. Estas ATPasas también pueden identificar por 

sensibilidad al vanadato de sodio (Na
8 

V0
4

) <O .. Neill y Spanswick, 

1984). 

En la membrana plasmática de células de planta~ la ATPasas 

transportadoras de protones crean un gradiente electroqui mico 

(llµH+> a través de la misma, cuya energía es utilizilda para 

transportar iones, como el K+, la sacarosa, otr·os azocares y 

aminoácidos al interior de la célula, y otros iones, como por 

ejemplo el Na+, hacia el e>eterior. 

La actividad de esta ATPasa es estimulada por cationes 

monovalentes, principalmente por el K .... El sustrato verdadero de 

esta enzima es el complejo ATP-Mg2 +, y tanto el ATP libre como el 

AOP son inhibidor--es competitivos de la enzima • El -fes-fato es 

inhibidor muy débil <Bennett et al .. , 1985). La estructura y 

mecanismos de actividad de hidrólisis de ATP detallaran más 

adelante en la ATPasa de H+ de membrana plasmática de plantas. 
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4. LA ATPua-H+ DE 11El1BRANA PLASl1ATICA DE PLANTAS 

La existencia de una ATPasa-H+ en la membrana plasmática de 

plantas .rue sugerida hace dos décadas <en 1970) partir de 

estudios sobre tansporte activo CPoole, 1978> y por mecanismos de 

potencial eláctrico CSpanswick, 1qa1) a través de la membrana 

plasmática de células de plantas .. El trabajo pionero de Hodges et 

al (1972) representó el primer paso en la cat6acterizaci6n 

molecular de esta bomba. Estos autores demostraron la presencia de 

una ATPasa-H+ en membrana plasmática de plantas, estimulada por K+ 

distinta de las ATPasas mitocondrial y de cloroplasto CTabla 1) 

<Serrano, 1990). 

TABLA 1 

Propiedades de dos familias de ATPasas que bombean 

cationes Cmodi-fic:ado de Pedersen y Carafoli, 1987>. 

Membranas: 

Catión: 

ATPasas CF F ) 
o • 

Bacteria 
Mi tocondr ia 
Ti lilCOides 
Tonoplasto 

Inhibidores: DCCD ClO-dM> 
(Ki> 

Subuni da des: Parte Ft.: 3 catali ticas 
y otras 3 de 50-80 kDa. 

Parte Fo~ 6-12 proteo
lipidos de B-16 kDa. 

Mecanismos: No -forman un interme
diario fosForilado. 
Cooperatividad de Sub
unidades cata U ticas. 
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ATPasas <E-P> 

Bacteria 
Membrana plasmática 
Reticulo endoplásmico 

Cata U tica de 70-140 kDa. 
Otras subunidades de 
10-50 kDa en diferentes 
enzimas. 

Forman un intermediario 
acil-fosfato covalente. 
El mon6mero es activo. 



La actividad ·de esta enzi,;."a: ha sido _d~~ostr~da vesiculas 

de membrana plasmática CSze~-, 1985) y la enzima ha sido 

parc;ialmente purificada y r_econ~titU! da·_-en liposomas que permiten 

el- __ transpor~e de H+,. mediante la hidrólisis del ATP (Serrano, 

1983). Estos -estudios tambi~n demostraron si mi 1 i tu des entre las 

AT~c:isa~ de H+ de memb~a_na p1as~ti,ca d~. plantas y hongos, ya que 

presentan la misma estructura y mecanismos de acción como las 

otras ATPasas del tiJ'.1° E-p involucradas en el transporte de Na , 

K+, y Ca2 +. Por otro lado, este "tipo de ATPasas <E-P> difieren del 

tipo F
0

FJ., ya que presentan diferente estructura y mecanismos de 

acción <Tabla 1). 

5. HETODDB DE EXTRACCIDN V PURIFICACION DE LA ATPa•a-H• DE 

HEHBRANA PLABHATICA DE PLANTAS 

Para el· estudio estructural y -funcional de la ATPasa-H+ da 

membrana plasmá.tica se han empleado: Ca> vesículas de membrana 

pl.ismática aisladas, que contienen a. la ATPasa-H+, e>tponiendo el 

sitio catalitico hacia el exterior de la vesícula, lo que permite 

el libre del ATP &)(terno <vesículas denominadas 

"inside-out">; (b) la enzima pura seguida de reconstitución en 

vesículas de -fos-folipidos o proteoliposomas CVara y Serrano, 1983; 

Marré y Ballarin-Denti, 1985; Sze, 1985>; (e) solubilizada en 

detergentes (Gal lag her y Leonard, 1987a; o•Neil l y Spanswick, 

1984); y (d) aislada por métodos electroforéticos <Serrano, 1988>. 

~. 1. l"licro•o••• o veaí. cul•• d• m•mbrana 

Las vesículas de membrana plasm.itica se obtienen por la 

ruptura de la célula <homogeneización>, lo cual da por resultado 

la liberación de organelos intactos Cnócleos, mitocondrias, etc.> 

y pedazos de membranas, que tienden a cerrarse por interacciones 

hidrofóbicas de espontánea -formando vesículas .. Una 

posterior centrifugación diferencial separa la -fracción microsomal 

que contiene a las vesiculas de membrana plasm.1tica y de otros 
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orga.ne·l·~~ <_S_ze~ :'·1985; G,~~~º"'!-~11i .f!,t ,-ª/~,! ~;.-.. ~-~~7.;,·: Hacri -Y Vi~nel l'?, 

1990),e ,·.!,,! '.:tiJ',' "'--~'J') " - é • ;-._;.·-· q.;•• -·-·~·~ >,:' .'-~\-

5.~o• v~~1;J;'~~ ·~~ membr~~·~~1 .. ~~h1;:_" ~~;il~:d~~-. p~·; Q·;~di•nt• d1t 
d-~~liiic:t~-C(:~;;-: C:..;" !--~~~-·>; ~t;,,~:· ·e·;;' -,~-~-r -,.., ~:.,:~~;¡,~, :",~-/::}~; ;;:_,¿.¡,;'- ··~-;::> ·~\-~_:-;;>;<., 

·~~!~-~ -~~·~-"'~~::~~+~~ ~~,t- ··.~-:-f~,,:,·r~',a,'c-f'.:,.c;,,,.,~,,,ª1'····~6'~--~n,,::_~,,,·;,:_-_?_,,·,,~:·,,m~:,:i_;:,~.c~':,~_r',·.,,,_:._:a~~~s~';,qa':,•._~~m,.:: __ ea,,,c,l····i .. ~:.~.-.',.ª,' ;,'···.d,'e, s,va,emseítceulaas de 
"./·:';,)-':::·-:;~:·.;:,~·¡:'f:l'~</f<.;'/.'.'~'c'l'J:-;. _h,.:1:. • . - ,, v ~ 

m~~~"." ~ºª-~ t~-P-~ ~~:~:~-~-~~.;'.: .t ~;a 
~ ~ ~ ~-~~-~~~~-:;~~:~~·_f -~~-~~Xci~~ ~;'.f.~~f ;f ~ -p~~~~:f~~~~º~-~;:d~~+·~ ~-~-~ t r a·n, sacara sa 

.• i~~~~':~J~~º,!~~~¿x·,i~~~~~~º~~;~~f0it#t~r;~ ~=r:~a:a, Se:~=~~· s:~::na ~ 
~~~~-~- · ~,'.::~.:~.~~~b.; ~'.'-~~~~m~',.~~··.~-~~6{'.~.G~}1~'~6~,~~· ·~. L~:~~~·rd, 1987a; Hodges y 
M

1

i,1,1:s·, ":,1.?B.~.; "'.-~i.tt?.. 7.'~.·, ~.f~ ~' ... -o\9~~a.i.-:·~.~~,!;:~~ . o~_;o,s>, ~a que las ves! cu las 

s_e ce[¡ui~:~.b~~l)_ .. erf .el,· .9_~-~C:S~~.~~e ~-.un'a.·,.-dénsid~d de- 1.13 a 1.17 g/cc: 

:c~~O:r:i~-~·,~t-::_~J/, ~98_1; __ M:e.t~~~r -~t--~:z;-, ,.í"982·;· Sze, 1985; Marré y 
~.~,11.a..~~.~--o·é~t_i, 1~05) .' 

En la .mayor:1a de los estudios de la ATPasa-H+ de membrana 

plasmática· de plantas se emplean Tracciones de membrana plasmá..tica 

de, raices jóvenes. Esta Tracción vesiculada obtiene 

g~neral'mente por gradientes de sac::a.rosa. o por un sistema acuoso de 

dos:-:-Tases que consiste de dextran TSOO y polietilenglicol 3350 6 

4000 <Hodges y Mil ls, 1986; Mi to et al., 1988>. El gradiente 

discontinuo de sacarosa -fue originalmente descrito por Hodges et 
dJ (1972>, y el procedimiento de separación de dos-Tases .fue 

primeramente desarrollado por Albertsson en 1958 y reportado 

posteriormente para aislar las vesículas de membrana plasmática de 

células de plantas <Hodges y Mills, 1986; Mito et al., 1988) .. 

La separación gradiente de sacarosa se basa en los 

di-ferentes tamaf"íos y densidades de las diversas membranas de la 

célula, mientras que el sistema de poli mero de dos-Tases basa 

las di.ferentes cargas que presenta la super-ficie de la 

membrana. El gradiente de sacarosa obtiene a las vesículas de 

membrana plasmática como una mezcla de ves! cu las al derecho 

("right-side-out"> y al revés ("inside-out"> que son altamente 

permeables a iones y ATP-Mg 2 +, mientras que el sistema de 
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dos--faseS' provee primariamente de unas vesi cu las al derecho, qw~ 
son impermeables al ATP-Mg2 • .• Tales procédimientos de puri-Ficación 

empleados de acuerdo al uso planeado de las membranas. 

Las modi-Ficaciones usualmente involucran cambios las 

concent.raCiones de sa·caroSa o' de!xtran/pol ieti lengl icol, porque la 

densi-da,d.·\1e fa; me~britrla ce'luÍ~r varia 'considerablemente de tejido 

'1:;5 '~i·~r~i\· .0-bte'iler· e~ plantas, una preparación de vesículas 

d~ · m'~~·br~n~ plas~tica qUe no se encu'entren contaminadas con otras 

~~mbranas~- por· lo cual u·na alternativa es la solubilizaci6n de la 

~rlziní-a~·· El mét~do general consiste, primero en la solubilizaci6n 

de las proteinas peri-fáricas de las ves!culas de membrana 

plasmitica con detergentes débiles <Tritón X-100 6 114, sales 

biliares, octilglucosido, deso><icolato o colato de sodio, etc:.) 

y/o su combinación con sales <KCl, Kt o KBr, 0 .. 5H), tratamientos 

que no salubilizan la ATPasa-H+ de membrana plasmática Durante 

este y los siguientes pasos la ATPasa-H+ es estabi 1 izada por al tas 

concentraciones de glicerol <20-45iO, ditioeritritol y EDTA .. 

(Leonard, 1980: Oupont et al .. , 1982; Vara y S~rrano, 1982; 

Serrano, 1983; Serrano, 1984a y 1984b; O'Neill y Spanswick, 

Briskin y Poole, 1984; Kasamo, 1986; Anthon y Spanswick, 

Gallagher y Leonard, 1987; Mito et al., 1988; Serrano, 1990) .. 

1984; 

1986; 

La 

solubi l 1 zaci6n de la enzima es e-fectuada por deterge"ntes iónicos 

-fuertes como los zwitteri6nicos <la lisolec:itina y el zwittergente 

3-14> y el dodecilsuli=ato de sodio <SDSJ.. La enzima as! 

solubi 1 izada se agrega, por lo que se somete a un gradiente de 

glicerol <Serrano, 1984a> .. 

El i=raccionacionamiento con persulTato de amonio del extracto 

solubilizado se emplea en muchas preparaciones crudas.. En 1984, 

Cocucci y Narré (Serrano. 1990) proponen la solubilizaci6n de la 

ATPasa-H+ de membrana plasmática en colato y sales de suli=ato, y 

entonces -fraccionar con suli=ato de amonio (Serrano, 1983> .. 
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5.4. Racan•titución d• l• ATPasa-H+ da meÁlbrana plasmA.tica en 

prot•ol ipa•omas 

La ATPasa-H+ de membrana plasmática requiere d,e- -fo~-foUpidos 

para una actividad óptima .• aunque el grado de estimulaci~n-. y la 

especificidad del efecto es variable. La pr:-otei ~~- º-~ur_i_-fi,ca_da_ 

muestra clara a-finidad por los Upidos como., la 

l i sofosfat i di leal ina, el lisofosfatidilglicerol Y-· fos-fo.Upidos 

extra! dos de sonicados de soya; formando p~oteol ipo.s'.oma~ -efi los 

cuales se puede estudiar la actividad de hidrólisi~ .~e ATP _por_ .. l_a. 

enzima (Sze, 1985; Cocucci y Marré, 1984>. Kasamo y t::iouchi (1987) 

proponen a la fosfatidilcolina y fosfatidilserina como los mejores 

activa.dores de la enzima .. 

Un estudio detallado de la ATPasa-H• de raiz de 

<Serrano et al., 1988) ha mostrado .. que la estimulación de la 

enzima del ipi dizada. por U pi dos es relativa.mente inespeci fica. 

Asi, el tritón X-100 activa parcialmente a la enzima, mientras que 

la actividad máxima se obtiene con lipidos que contienen un grupo 

zwitteriónico con cabeza polar Cp .. e.. fos-forilcolina y 

fosforiletanolamina>. Este estudio también indicó que la ATPasa-H• 

de membrana plasmática requiere de cadenas hidrofóbicas 

!nsaturadas para su actividad. Tales requer""imientos lipi dices 

inespec! fices también se observan con la ATPasa-Ca2 + de reti culo 

sarcopl.ismico. la cual puede ser"" activada por deter""gentes y por 

todas las especies fos-fol ipi dicas, aunque existe 

pref"erencia por -fos-fatidi lcol ina. 

gran 

Por otra parte, la ATPasa-H+ de levadura y la ATPasa-Na+ /K+ 

de células animales requieren de lipidos cadena 

hidro-fóbica insaturada y una cabeza polar cargada negativamente 

<Serrano, 1990). 
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6. CARACTERISTICAS Y REllUERIMIENTOS DE LA ATP•••-H• DE MEMBRANA 

PLASMATICA PARA LA ACTIVIDAD DE HIDROLISIB DE ATP 

Una de las c:aracteri stic:as de la ATPasa-H• de membrana 

plasmática en el estudio de su actividad de.hidrólisis la de 

ser al ta.mente espec!-Fic:a para el ATP como s~strato <sustrato ,..eal 

ATP-Mg 2
+ >; ott"os ésteres 'fos.fóricas c~mo GTP, UTP. · zrP, -cTP. ADP, 

IDP, AMP, PPi, PPP.i, p-nitro-Fenol-Fos-Fato y g-l_uc·~~a-6.:..-Fos'f'at~. dan 

solo el S'l. de la actividad obserVada con ATP CBrtskin y Poole_. 

1984>. Una Km relativamente alta para el ATP,· de O. 7 ·a 4 .. BmM, ha 

sido ·determinada para la ATP~~a-H• en ves!c:.'..alas. d~ membrana y de 1 

a 4mM para la enzima solubilizada y puri-Ficada CBriskin y Poole. 

1984; S:ze, 1985; Marrá y Ballarin-Denti, 1985; Bowman y Bowman. 

1986; Serrano et aJ •• 1988). 

Para que se lleve a cabo la reacción de hidr-61 is is del ATP es 

necesario que el medio se encuentre el Mgz... (Bowman y Bowman, 

1986). El requ~ri".'iento de cationes divalentes es el siguiente: 

Mg2 + =Coz+ > Mn2 + >> Zn2 + >Caz+ <Marré y Ballarin-Oenti, 1985). 

Í1g2 + > Mn2
+ > Co2 + > Cuz+ <Kasamo, 1986>. 

Los componentes del sustrato <ATP-Ng2 +) altas 

concentraciones pueden inhibir Tuertemente a la enzima, ya que 

existe evidencia de que el ATP y el Mg2
+ causan un cambio 

conT'ormacional que por adición de Mg2
+ protege a la ATPasa de la 

inactivación por tripsina <Bowman y Bowman, 1986). 

La presencia de cationes monovalentes estimula 

signi-ficativamente a la enzima, de acuerdo a la siguiente 

secuencia: 

K+ > Rb+ > NH: >Na+ > Li+ >colina > C~ <Kasama. 1996) 
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Los aniones aparentemente no tienen e-fecto 

MiCiról rS1S · .··,-. de1 ATP. El dieti lsti lbestrol 

N,N' diCiclohe~j. l~arbodi imida COCCD> inhiben 

alguno sobre 

<DES> V 

1 a ATPasa-H• 

la 

la 

d& 

~e"~.b~an.i pl~~:!:iuDÁtica, aunque su especi.ficidad aún no ha sido 

es.tabl,~Cid_~ .. ~d~cuadamente (Sze, 1985). La inhibición por OCCD 

cree que· involucra la modi.ficación covalente de el polipéptido de 

100'· kDa (Serrano,. 1984bl. 

l.its siguientes concentraciones de inhibido.res, producen 

di.ferentes porcentajes de inhibición en la actividad de hidrólisis 

de: ATP ·por ia ATPasa-H"" de membrana plasmática. 

Inhibidor y Concentración: Y.. de inhibición 

DES y DCCD <100-200µMl • 100 

CuSO y mercurianos <p-cloromercuribenceno-• . 
sul-Fonato> < 10-20µM> 100 

Eritrosina B U0-30µM>• 100 

DES !40-60µMl & 50 

DCCD !10-30µM l • 50 

Tirocidina C50µM) a. 50 

Acido p-cloromercuro-fenil sulfónico C1-3µM>'" 50 

cu2
• < 1-:SµM> a. 50 

DCCD ( 100µMl • (50 

DES !100µMl• <50 

Gramicidina S UOOµM>a. 

KN0
8 

!100mMl • 

NaN
9 

Umt1)• 

Mol ibdato de amonio UOOµM> a. 

Ouabaina (50µt1)a. 

Oligomicina (10µg/ml)a. 

*·- Serrano, 1990 .. 
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No signii=icativa 

No signii=icativa 

No signii=icativa 

No signi-Ficativa 

No signiTicativa 

&.- Kasamo, 1986 .. 



El herbicida 2, 2, 2-tricloroeti 13,4-diclorocat"boni lato <SW26> 

inhibe a la ATPasa-H• de membrana plasmática a 100µM. El ATP-Mg2 
... 

no protege a la enzima del e-fecto inhibidor del SW26, y se ha 

sugerido que éste se une a un sitio separado del sitio activo de 

la enzima <Serrano, 1990). Un inhibidor muy especí -fico para la 

ATPasa-H• es el vanadato de sodio <Na, V0
9

>. Esto ocurre debido 

que el vanadio CV) puede adoptar una estructura de bipirámide 

trigonal Cque se parece el estado de transición del Pi durante la 

reacción), lo cual lo hace altamente e-factivo como inhibidor <Sze, 

1995>, mostrando una K.i de 1µM CBowman y Bowman. 1986). El pH 

óptimo de la ATPasa-H+ de membrana plasmática de plantas para 

hidrolizar ATP es de 5.5 a 6.5 <Sze, 1985; Bowman y Bowman, 1986). 

7. CARACTERIZACION ELECTROFORETICA DE LA ATPHa-H• DE HEHBRANA 

PLABHATICA 

Las preparaciones de la enzima purii=icada sometidas 

electroFóresis en geles de poliacrilamida-SDS <PAGE-SDS) contienen 

un polipéptido de 90-100 kDa de peso, el cual cuenta con el BOX de 

la protei na en geles tei'ridos con Cocmassie (Serrano,. 1990). Otros 

pal ipéptidos estan presentes en variable y baja estequeometri a con 

respecto al anterior y probablemente representan contaminantes. La 

c:inica demostración rigurosa 

compo1 .. :,,t.es de la ATPasa-H• 

de que no se trata de algunos 

de membrana plasmática ha sido 

realiza.da en la levadura Neurospora cr.assa. Experimentos similares 

se han realizado en la enzima de plantas. Esto es tan importante 

de realizar que precauciones especiales se han adoptado durante la 

electro-fóresis de las preparaciones de ATPasa-1-t debido a que el 

pal ipéptido de 100 kDa se agrega posteriormente a la ebullición en 

dodeci lsul-fato de sodio <SOS>. La ebul l icián se emplea para 

inhibir proteasas end:5genas las cuales pueden degradar la 

ATPasa-H• despuás de su desnaturalización con SOS. Sin embargo, 

estas proteasas pueden i nact i varse por- procedimiento 

alternativo, tal como la adición de inhibidores de proteasa!:i 
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<Gallagher et al .. , 19.86; Gallagher y· Leonard, 1987; Serrano,. 1990) 

o la precipitación de las muestras con á.cido·._triclOroacáÍ:.ico': CTCA> 

antes de la.· disolución ,en SDS <Vara y Serrano, ,¿·,_1~.~2) ... ~.,,Estos 

prob~emaS-. pcdria!"l-explicar la presencia de polipépti-do's: 'de·x bajo -
peso.mol9cularj_ observados posteriormente a. la eleC:trcifóresis_--_,de 

las preparacionés. 

Por otra pat·te estudios realizados por Anthoñ y .-Sp.answ-ick 

(_198~>- sugieren que la enzima existe como un trímero .. Sin embargo, 

estudios realizados mediante inactivación por radiación (mátodo 

para la determinación del peso molecular de proteínas 

multíméricas) sugieren que la ATPasa-H+ -Funciona como un d.1mero 

(Briskin et: al., 1985). Se requiere de -futuras investigaciones 

para determinar el estado oligomérico de la ATPasa-H+ de plantas 

mediante la aplicación de otras tácnicas, incluyendo el 

entrecruzamiento de la ATPasa-H+ unida a membrana y aoá.lisis de 

sedimentación de la enzima solubilizada (Serrano, 1990).. En el 

caso de Neuroespora crasDa, los morómeros del polipéptido de 100 

kDa se agregan -Formando un hexá.mero, mientras que los de 

Schizosaccharomyces pombe -forman un octámero <Bowman y Bowman. 

1986). 

8. INMUNODETECCIDN DE LA ATPasa-H• DE MEMBRANA PLASMATICA 

El conocimiento acerca de la distribución de la ATPasa-H+ de 

membrana plasmática en tejidos vegetales es esem::ial para entender 

el camino y mecanismo de transporte de nutrientes en la célula. La 

local izaci6n de la ATPasa-H+ ha sido estudiada empleando 

anticuerpos policlonales espec1-ficos <Parets-Soler et al., 1990>. 

Asi mismo!' el de anticuerpos espec! Tices ha aportado 

evidencias claras de que las ATPasa-H+ de membrana plasmática de 

diTerentes sistemas presentan componentes antigénicos 

<Bowman y Bowman, 1986; Serrano, 1988) ~ 

31 



~xi.ste. muy po.c~ i':'ITor~aci,~n _estructural de la ATPasa-H• de 

membrana . pi.aSmátic.;_ '(100, kDa) de plantas., debido las 

diTicU1tade~<~·~·:~ sU. ~oi~b-t"r·i~-~C:-ió~:-_como protei na hidrofóbica. La 
: ··\ ... ,_, ... '·,.·.- .... · ·., 

r~-~i~rÍ~~c -~-~,~~~.va~i~~:.d~~'. d_~s-~·dife!rentes ATPasas transportadoras de 
catio~es. (l~ -ATPasa:-K·· .. de .. E.- c:ali y la ATPasa-Ca2• de celulas 

mu·~~~ {~-~es),.:· ~;P r~-~eOta·n ·~--~~cuerc i~-s hom6 logas dando 1 a posibilidad de 

"--'La" relación estructural de la ATPasa-H• de me111brana 

piasmáf.-ic.i·.--de ·hongos y plantas ha sido investigada empleando el 

·· aná.l is is de inmunoréplica. Anticuerpos pol iclonales especi Tices 

~----d1-r-f~1~0s- contra la ATPasa-H• de membrana plasmática de N. 

'y ra!ces de avena, presentaron reacción inmunológica cruzada 

contra las enzimas de N. crassa y rai ces de avena, ji tomate y 

papa, sugiriendose una homologia estructural entre estas ATPasas 

de H+ aisladas de especies -filogenéticamente diferentes <Surowy y 

Sussman, 1986>. 

Un anticuerpo anti-ATPasa de H• de membrana plasmática ha 

sido generado a partir da los últimos 99 aminoá.cidos de uno de los 

tres genes de la ATPasa-H• de membrana plasmática de Arabidopsis 

thaliana (Pardo y Serrano. 1989>. Este reacciona con la ATPasa-H• 

de membrana plasmática purii=icada de rai ces de avena. tabaco, 

girasOl y mai z. El dominio carboxilo terminal del anticuerpo 

presenta unicamente de 19 a 20 aminoá.cidos diferentes con re!ia,..:?,..to 

a otras isa-Formas de la enzima de Arabidapsis, y 36 aminoácidos 

di-ferentes con respecto a una de las isa-formas de la enzima de 

tabaco. Por lo tanto, la mayoria de los aminoácidos de esta región 

encuentran muy conservados. 

La especiTicidad del antisuero se ha demostrado en membranas 

crudas donde se observan bandas de protei na. la ATPasa-H• de 

membrana plasmática de 100 kDa, que reaccionan con el anticuerpo 

CParets-Soler et al • ., 1990). 
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9. ESTRUCTURA Y MECANISMO DE LA ATPasa-H+ DE MEMBRANA PLASMATICA 

9.1. Estructura 

La estructura transmembranal y los dominios funcionales de la 

ATPasit.-H+ de membrana plasmá.tica se muestran en el modelo 

propuesto para las ATPasas E-P CFig. 6) .. La estructura presenta 8 

secuencias altamente hidro-fóbicas de aproximadamente 20 

aminoácidos, los cuales podrían formar a-hélices transmembranales. 

Estas secuencias, principalmente las que se encuentran en contacto 

directo la membrana, podri an construir canal 

transmembranal. La región 3 está muy conservada, y contiene al 

intermediario fosTorilado. tal vez está localizada en la apertura 

citoplásmica del canal, en una posición que 

hidr61 is is del ATP y el transporte de 

permita acoplar la 

H+.. El acoplamiento 

involucra los pasos de -fos-forilación covalente y des-fos-fori laci6n, 

y recientemente Serrano (1988> ha sugerido que estos pasos pueden 

estar catali::ados por dominios separados de la enzima .. Estudios de 

modificación química en ATPasas <E-P> de animales y mutagénesis 

dirigida a un sitio de la ATPasa de levadura <Portillo y Serrano, 

1988) suponen la participación de las regiones conservadas 4-7, en 

la formación de un dominio de cinasa involucrado en la unión del 

ATP y la -formación del intermediario fos-for i lado .. De igual -forma, 

la mutagénesis dirigida a un sitio de la enzima de levadura indica 

que al menos la región 2 conservada es parte de dominio 

separado de -fosfatasa, el cual cata.liza la hidrólisis del 

intermediario Tos-for i lado .. 

Estudios bioquimicos sugieren que la ATPasa-H+ de membrana 

plasmática representa el 15 'l. de la protei na de membrana 

plasmática y 0.3 'l. de la proteína total levadura <Serrano~ 

1985). La composición de aminoácidos sugiere que la ATPasa es una 

protei na ácida, con un punto isoeléctr ico calculado teóricamente 

de alrededor de 5. Este punto puede determinado 

experimentalmente, debido a la inestabilidad de la enzima bajo las 

condiciones de en-foque isoeléctrico <Serrano, 1988) .. 
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1 a dominio 
Tos-fa tasa 

2 

3 liii 

4 

dominio 
cinasa 
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interior 

e 
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6 

s 

Figura 6. Modelo de la estructura transmembranal y dominios 

funcionales de las ATPasas E-P. Las 7 regiones altamente 

conservadas se indican como zonas e la ras <Serrano, 1990). 

9.2. l"l•cani•mo 

La ATPasa-H+ de membrana plasmática pertenece a las ATPasas 

del tipo P, que también se han llamado tipo E.-E
2 

CFig.. 7), pues 

durante el ciclo catalitico existen dos estados: el primero de 

ellos (Et) puede unir ATP y es incapaz de unir fas-Fato inorgánico 

(P.i> .. En cambio, el E
2 

es el estado de la enzima que libera el 

fosfato, por lo que puede unirlo a un residuo de .ácido aspá.rtico 

formando un enlace anhidrido <{1-aspatil f"osTato> <Amory y Gof-Feau, 

1982; Briskin y Pool e, 1983), as! como al vanadato. El paso de E
2 

a Et es el má.s lento. Este mecanismo. esquematizado a continuación 

<Fig. 7>, explica por que el Pj, siendo el producto de la 

hidrólisis del ATP que se libera al final, no es un inhibidor 

competitivo respecto al ATP. El vanadato, un aná.logo del Pi, si 

es un inhibidor competitivo <O'Neill y Spanswick. 1984>. 
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Es poco lo que se conoce hasta ahora sobre regulación de la 

síntesis y la actividad de esta enzima. Aunque se supone que 

condiciones -fisiológicas no hidroliza ATP a toda su capacidad pues 

su pH óptimo es de 6.5~ mientras que el pH citoplá.smico es 

superior a 7 y algunas toxinas como la fusicoccina provocan un 

notable aumento en el transporte de protones al exterior <Serrano, 

1990). 

K_, K_a 
ADP 

~· 

·. ADP.: 
,. 

HZD ~ 

,. ~e·\ ... ·····• / . ~.·.\-· t··:' 

'É .. ·pj ·• 

Figura 7. Mecanismo Ei.-Ez para la· hidról~sis de ATP por la 

A-TP-a-Sa-H+ dE!- membrana plasmá.tica --de-Plantas-(V-ara, ---1989). 

El mecanismo de acoplamiento para la actividad de hidrólisis 

del ATP en forma estructural parece seguir los principios 

enunciados por Hammes <1982) y Tan-ford (1982), y lo descrito por 

Serrano <1988), como se describe a continuación. Las ATPasas CE-P> 

parecen existir en dos con-formaciones, las cuales se alternan 

durante el ciclo catal!tico <Fig. 8). En la conformación E& el 
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dominio de c'inasa es··' activo p'erO:el -dómin'io· de 4=os-fatasa·no lo es 

y el.·sitio ~-e_:.uni_?~-.d~1::·8~~ e-~ la··_en.t~ada~.-del._canal'- ·liga H+ 

al ta' á.f:fñidád -,~-d~1:~~-(:·i'adO---._ ;:·itop-lás~ic·o ·de :lá -=-membrana. En la 

cCm-F.or.maCÍ.óil·:-e:····et-":d~ITTi'~'i~ ·d~ér~Si:atasa:·e~ act.ivo, mierltras que el 

domÚ\16'',.de: ~:·{~~~¿i·;·n~'··.1o·'~es Y.~el:.:'.·:~-i"~i.O -~e i.JniÓn .del H+ la 

~~tr·~da:'..·de1:-,"c:ana"i l'ig~ ~'-t::~i::~-~·-_·ba:Ja a-finidad· del lado .externo de la 

m~~-b.r_:a.n~_~·-~_F~~·~: -~~-·:_ ~~~r~-~~!J,- :\~9~~--~ 

CEL.UL.AR 

INTE:RJ:OR 

C 9>DICTOT 

H+ coo~'°ATP 

AFINIDAD 

E . 
2 

o¡,. 

AF:INJ:DAD 

. Figura B. Modelo para el mecanismo de hidrólisis de ATP 

acoplado al transporte de H+ en ATPasas CE-P>. Las zonas 

altamente conservadas <1-7> implicadas en la catálisis astan 

indicadas con el código de una sola letra para amin~cidos 

(Serrano, 1990). 
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10 •. HOMOLOGI¡\ _c~.N ,ÓTRAS ATPHas CE CATIONES 

Las 7, regiones alt-á.mente conservadas (~ig 6) en las ATPasas 

interme"diario fos-forilado (E-P> indican que todas estas 

enzimas· son homólogas y evolucionaron de una bomba ancestral. 

i;stas regiones representan el 6Y.. de las secuencias totales y 

pueden corresponder a la maquinaria catal!tica básica. La región 3 

incluye el aminoA.cido aspartato (0) que ha sido observado en 

ATPasas de animales y plantas, que participa en la f"ormación de un 

intermediario -fos-forilado durante la hidrólisis de ATP. Este 

residuo es seguido por cuatro aminoá.cidos <KTGT). 

ATPasas con intermediario Tosforilado <Serrano, 1990). 

todas las 

Las secuencias de algunos páptidos trípticos <Walderhaug et 

al., 1985; Schaller y Sussman, 1988) y de nucle6tidos (Pardo and 

Serrano, 1989) indican que la ATPasa-H• de membrana plasmá.tica de 

plantas presenta todas las regiones conservadas de las ATPasas con 

intermediario fos-for i lado <E-P> de eucariontes,. y que éstas est~n 

estl"'echamente relacionadas con las ATPasas de H• de hongos.. La 

reacción inmunológica cruzada entre ATPasas de H• de membrana 

plasmática de hongos y plantas consistente estas 

observaciones (Clement et al., 1986; Surowy and Sussman, 1986> .. 

Las ATPasas de H+ de membrana plasmática de plantas y 

protozoarios estan más relacionadas con las ATPasas de hongos <30% 

de similitud) que con las ATPasas <E-P> de bacterias o animales. 

Lo anterior concuerda con la eKistencia de reacción inmunológica 

cruzada entre las ATPasas de hongos y plantas <Surowy y Sussmanl' 

1986) pero no entre ATPasas de hongos y animales .. 

La secuencia de aminoácidos de la ATPasa-H• de membrana 

plasmática de Sac:c:haromyc:es c:erevisiae y de Neuraspora 

sido deducida de la secuencia de nucleé>tidos de 

clonados .. Las enzimas tienen 918 y 920 

c:rassa ha 

los genes 

aminoá.cidos 

respectivamente, con pesos moleculares aproximados de 99. 7 y 99. 9 

kDa (estimados por electro-fóresis en geles de acrilamida-SDS; 
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Ser r a·n·ó~ 1905> .. ~ í_·;~·-·; se·~·ue'ru~·i·a-~ :.'-de. · ami·n-~~ idos. -~e j'as · AÍ-Pasas. \de . s. 
cere-..•isiae ·y N.' cr:~-Ssa:_pos~~ri ~n'.··.~-'~ '.~-~-- ~~~-i ~i_tud,~_'. e~ .. d~cir, 
ho~109as~ -p~~een'·una ·,~:m~v'Cj~ s·únilitUd - hiic1a«'.-~ ei Ce¡;t~O · de la 

se·~-u~¡:;~ i a'-\5;~d~Y' ~·~<~{'i n·oAc; id~~-~: ... : ~Y.~.'.·· ~~~~~-~/:·t:;ti~; {·~\?>\ i í'~~·.:: ~,~ ~-~·g·:¡-~-n~s · 

amino-term.inal~ ·· (~·~·te~~i~-~·l·) ';:y_·.· carboxi lo-termirial ·."CC~terminal) 
cSe;:r~n~-~:~"1'909·(~ ... -., .~. ·-~----:'' 

;:·::i.· '--":;~·'..\; 

·:e:--'.. il\i\'.~;g;'~~-.-.~-~~{~t"1it.üd ·~nt-r~ .. la secuencia -de e!~tas·~- ·d~~- ·ATP~s~s:>· ·d~ 
H: <~-~~:'.:·~.~~~~.~~,?~:~.·':{.N> ~ra_s~a ) ex~lica reacción' in~úÍi~l~gi~~ 
~Y.'uZ_a,~~-- (~~·.~-~-~-~~'~;:.1.:s~>:'< Ade~s, estas ATPasas exhiben reacc:iórl 
inm~nolÓgi.'c_a- C-t'".Uzad~ c~n- las ATPasas de H+ de membr.:ina plasmática 

de· 0·1aS:;:~·eyadllr:a.s--Schi:osaccharomyces pombe, Candida albicans y 

Kluy-..·eromyces marnianus .• y con las de ra! z de mai z <Zea mays> y 

tubérculo de betabel (Bet:a vulgar is) <Serrano, 1985). 

L.:.as 3 ATPasas in.is importantes animales que bombean 

cationes 'y -Forman un intermediario -Fos-forilado son: la 

ATPasa-(Na+/K+> de membrana plasmática, la ATPasa-Ca2 + de retículo 

sarcoplá.smico y la ATPasa-(H+ /K+> de la mucosa gástrica, las 

cuales han sido recientemente clonadas y secuenciadas, al igual 

que la ATPasa-K+ de Escherichia coli la cual también -forma 

intermediario -Fos-fori lado. La comparación de la secuencia de todas 

estas enzimas por un método grá.-fico muy sensible ha. mostrado 10 

regiones homólogas. Aunque el grado de similitud entre las 

regiones selecionadas es alta, la similitud entre todas estas 

proteínas es tan baja como el 25 Y., a e><cepci6n de la relación 

existénte entre la ATPasa-CNa+/K+> y la ATPasa-<H+/K+> de células 

animales. las cuales presentan un 65 'l. de homología. El grado de 

homología entre las di.ferentes isoenzimas de la ATPasa-Ca
2

+ y la 

ATPasa-(Na• /K+) es cercana al 85 X <Serrano, 1988). 

Los datos aportados de las secuencias de aminoácidos 

(deducidas de las correspondientes secuencias de nucleótidos), la 

reacción i nmunol6gica cruzada Cusando anticuerpos especí-ficos 

dirigidos contra la ATPasa-H+ de membrana plasmática> y la 

Formación de un intermediario -fos-Forilado durante la catálisis, 

apoyan la hipótesis de que todas las ATPasas con un intermediario 
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fosforiladó -<E:-P,-.provienen de· una 'prote!na comO::n ancestral. La 

a~ta homologi a existente; entre las ATPasas con intermediario 

Tosforilado, <E-P> ·sugiere· q'ue ·estas ATPasas <E-P) constit:uyen 

Tami 1 ia aparte. Estos datos también sugieren que las ATPasas tipo 

F 
0

F.t. -Y ·l"as tipo· ·v tienen un origen evolutivo independiente. ya- que 

tanto la estructura como los mecanismos de acción dif=erentes 

Cson multiméricas y no presentan un intermediario TosTori lado). El 

gradci--de similitud entre las ATPasas <E-P> y las ATPasas-F
0

Ft.. 

·sugiere que la capacidad para transportar cationes acoplado a la 

-hidrólisis o s!ntesis del ATP se presentó el de la 

evolución por dos vi as independientes <Serrano, 1988). 

11, EL PAPEL DE LA ATPasa-H· DE MEMBRANA PLAS11ATICA EN LA 

FISIDLDGIA DE LAS PLANTAS 

El papel fisiológico de la ATPasa-H+ de membrana plasmá.tica 

atln no está. totalmente establee ido. Se propone que la 

acidificación del medio e>:terno en células intactas de plantas 

está regulado en parte por la ATPasa-H+ de membrana plasmá.tica, 

at..tuando como un factor regulador del pH celular .. Se ha encontrado 

mediante el control del pH del medio que el componente eléctrico 

aumenta y su magnitud permite a ... la célula el transporte de 

nutrientes en contra de un gradiente de concentración de 

100,000: 1. De aqui se infiere que la ATPasa-H"'" provOO de la 

energ1 a necesaria para el transporte de so lutos a través de 

acción de expulsar H+ en contra del gradiente de concentración 

expensas de la hidrólisis del ATP <Bo~man y Bowman, 1986). 

El crecimiento vegetal se encuentra regulado 

físicos Cp.e. luz> y quimicos (fitoreguladores 

por -factores 

(auxina> y 

fitotoxinas <fusicoccina) > entre otros, los cuales parecen actuar 

de manera indirecta activando a la ATPasa-H+ de membrana 

plasmática CC:ocucci y Marré, 1984; Senn y Goldsmith, 1988), 

modificándose as! el pH intracelular. Esto ocasionaría 
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acidi-ficación del medio eKterno, resultando en un cambio de 

flewibilidad -de la pared celular -facilitando as1 la acumulación de 

t(+ ·y· nutrientes en la célula .. El lo proporcionar! a a su. vez la 

presión osmótica y los metabol i tos necesarios para el crecimiento. 

E>cisten varias indicaciones de que las cinasas de proteínas pueden 

regular a la ATPasa-H+ del tipo Ei.- E
2 

por -fos-forilación de la 

misma, ya que ásta es sustrato de su actividad de cinasa (Schal ler 

y Sussman, 1988) .. 

TABLA 2 

Caracteri sticas de la ATPasa-H+ de membrana plasmática: 

1. Enzima <E-P), -forma un intermediario -fos-forilado 

durante la cat.oilisis. 

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

3. Km de 0.7 - 4 .. 8 mM de ATP para la reacción de hidrólisis 

de ATP en -forma vesiculada, y purificada y reconstituida 

1 iposomas, re'liipect ivamente. 

4. Es estimulada por K+ principalmente. 

S. Es inhibida por vana.dato (K" = 1 µM>. 

6. pH óptimo de actividad de 5.S - 6.5. 

7. Presenta una clara a-finidad por -fos-folipidos 

como la liso-fos-fatidilcolina y -fosfatidilglicerol. 

8. Polipáptido o unida.da ca.tal! tica de peso molecular 

cercano a 100 kDa. 

Todos los estudios -fisiológicos y bioquímicos sugieren que la 

ATPasa-H+ de membrana plasmática <Tabla 2> controla algunos de los 

aspectos importantes en la -fisiología de las plantas, incluyendo 

el transporte de nutrientes por medio de un gradiente eléctrico y 

de pH, el alargamiento celular, y el pH citoplásmico. Lo anterior 

pone de manifiesto la necesidad de estudiar estructural y 

funcionalmente a la enzima .. Debido a el lo es necesario el empleo 
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de técnicas: de.- aislamiento· más: e-Ficaces ·y menos ·prolongadas~ así 

cDmci- d~ :det~cció·n·-de·')-,;¡_'·.enzima, ·tal coma la inmunadetecci6n, la 

cua~ . P"."ºv_~-~ . É!videnCi_as estruc~urales, .-funcionales y de 

localizació_!:l·-de· ·~a:_~TPa:sa-H• de membrana plasmática de plantas. 
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II • OBJETIVOS 

1 • OBJETI VD GENERAL 1 

El presente trabiljo tiene como objetivo aislar la ATPasa-H· 

de membrana plasmá.tica de raiz de trigo por técnicas 

eléctro-foréticas-, ·y de -detección por· anticuerpos especi-ficos. 

2. OBJETIVOS PARTICULRES1 

a) Obtener fracciones vesiculares de membrana plasmá.tica,. 

partir del homogenado de rai z de trigo por procedimientos de 

centrif'ugaci6n diferencial y gradientes de densidad. 

b) Optimizar los procedimientos electro-foréticos de Laemml i 

<1970) y Sch:i.gger y Von Jagow <modificada por Gonzá.lez-Halphen,. 

1987>, en geles de poliacrilamida para aislar a la ATPasa-H+ de 

membrana plasmática. 

e) Detectar la presencia de la ATPasa-H+ de membrana 

plasmática por inmunorréplica o nipiica en Western, mediante los 

anticuerpos dirigidos contra la ATPasa-H+ homóloga de Arabidopsis 

thaliana (donados por el Dr. Ramón Serrano del Eurcpean Molecular 

Biology Laboratory, Federal Republic o-F Germany>. 

d> Obtener una -fracción enriquecida de las bandas de proteína 

de la ATPasa-H+ de membrana plasmática por medio de electrcelución 

gel de poliacrilamida-SDS (Laemmli. 1970), según la tác:nica de 

González-Halphen et al <1988>. 
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I II; MATERIAL Y METODOS 

1; MATERIAL BIOLOGICO 

-,·-' 

-:"''.: ... '/< <·.-,,~j - ' ,¡-

la co~::h:ª;~~~279.:~ •. ~~1i~IR%~1~l~~~~=;~;~u7~~rr~~::.~:7:~:::ti ~: 
tio-4c~-f~o~~~~-~,'1:_1,!?~~c.~2-~-i~~~~~~-~-~->,!\P,~~:a-:_~_y1_~~-'::-~ su· corítaminación 
dura~~~--~\ /~~m~~~-~~~i;;~o,f~~~-;-~~~t~y:~~r'~~-~~~d-e .: P~~NÁ~E <Productora 
Nacional~-."de·.~S~~-i'l·la

1

s) ~:de--:.¡~-:-,_SARH y.:·s-e -~ant·u-vierOn ~a - 4ºC• 

2. SIEMSRA DE SEMILLAS DE TRIGO 

Las semillas de trigo se lavaron con H
2

0 bidestilada para 

eliminar el CAPTAN-50, y se sembraron de la siguiente manera: 

colocaron de 100 a 300 semillas a intervalos de igual distancia 

sobre algodón y toallas de papel húmedos, manteniendose luz y 

temperatura ambiente. Las semillas se dejaron bajo estas 

condiciones durante 6 di as. regandose cada 2 ó 3 di as con agua 

bidestilada para evitar su desecación. 

3. MEDICION DEL PORCEN'{AJE DE GERMINACION 

Al término de los 6 d!as de inbibición se midió el porcentaje de 

germinación por medio de la siguiente .fórmula: 

No. semillas germinadas 
X 100 = 7. germinación. 

No. semillas sembradas 

Se consideró como semilla germinada aquella que presentaba la 

protruc:i6n de la rad1c:ula CBerrie. 1984). 
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4. HOMOGENEIZACION DE .RAICES DE TRIGO 

4.1. Procadimianto1 

Todas las manipulaciones se llevaron a cabo a 4°C. A las 

semillas con 6 di as de germinación se les disectaron las rai ces y 

se lavaron con H
2

0 bidestilada. Posteriormente cortaron en 

-fragmentos pequef"ios, los cuales se homogeneiza ron en mortero con 

una solución amortiguadora que contenia 1~ de BSA -fracción-V, 

250mM de sacarosa, 70mM tris/HCl a pH B, 15mM de ,;-Mercaptoetanol, 

4mM de DTT o DTE, 2mM de EDTA, 2mM de PMSF.. 1mM de ATP, 

relación de 1g de tejido por 1.Sml del amortiguador 

<modificaciones real izadas: quimostatina Sµg/ml de amortiguador y 

la eliminación de la BSA fracción-V del medio>. El homogenado 

-filtró a travás de 4 capas de gasa y el tejido remanente 

rehomogeneizó en la misma relación de peso/volumen. Al homogenado 

total, derivado de las dos homogeneizaciones, se le determinó la 

concentración de proteí. na por el método de Lowry modi-Ficado 

CPeterson, 1977). Una parte se almacenó en alícuotas a -70°C y 

otra parte se sometió a electro.fóresis en geles de pol i.acri lamida 

según las técnicas de Laemmli (1970) y Sch3.gger y Van Jagow 

modi-Ficada por González-Halphen < 1987> <Fig. 9) .. 

l!. OBTENCION DE LA FRACCION MICROSOMAL V OTRA!! FRACCIONES 

SUBCELULARES 

~.1. Proc•dimianto1 

El homogenado total se sometió a centrifugación diferencial 

se muestra en el diagrama correspondiente <Fig.. 9). El 

sedimento de la centri-Fugación llevada a cabo a eo,ooog (45,000 

rpm, 40 7 en un rotor 60 Ti), que corresponde a la -fracción 

microsomal. fue resuspendida en una solución amortiguadora que 

canten!. a 250mM de sacarosa. 5mM de tris/HCl a pH 7, 2mM de EDTA, 

lmM de DTT o DTE, 1mM de PMSF y 10% de glicerol tmodi-ficación 

reali::ada: qu1mostatina 5µg/ml de amortiguador>. Se le determinó 

entonces la concentración de protei na.. le sometió 

electroTóresis en geles de pol iacri lamida y se almacen6 como se 

indica en el método de homogeneización. 
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OBTENCION DEL HOMOGENAOO V DE LA FRACCION. MICROSOMAL 

SEMILLAS DE TRIGO SALAMANCA 

SIEMBRA SOBRE ALGODON V PAPEL HUMEDOS ALMACENAR LA SEMILLA 

A 4°C 

.. 

1 6 di•• 
DISECCION DE RAICES 

1 
HOMOGENEIZACION 

1 5000 K g 10' 

SEDIMENTO 
(Ntl'cl•o•> 

=::J···· 
SOBREr:~::o K g 10' -----=:l 

.. 
SEDIHENTO 

U1itocondriaa) 

SOBRE~ADANTE _---==._J ____ _, 
1 S0,000 K g 45' 

.¡; 

SEDIMENTO 
Ct1icroaoma&) 

DETERHINACION DE ELECTROFORESIS EN 

LA CONCENTRACION GELES DE 

DE PROTEINA POLIACRILAHIDA 

INMUNOREPLICA 

SDBRENADANTE 

ALMACENAR EN 

ALICUOTAS A 

-7oºc 

Figura 9. Diagrama de homogenei:aci6n y centriTugaci6n 

di-ferencial para la obtención de la Tracción microsomal y otras 

Tracciones subcelulares por cuatro pasos. 
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6. OBTENCION DE VESICULAS DE MEMBRANA PLASHATICA POR GRADIENTE 
DE SACAROSA 

6.1. 'Fundamentos de la técnic.a.1 

La centri.fugación por gradiente de densidad de especies 

macromoleculares Tue desarrollada por Hartin y Ames <1961>. 

un método simple para la determinación de los coeficientes de 

sedimentación <S> de preparaciones ultracentriTugadas. Ellos 

emplearon un gt"'adiente de sacarosa 57./207. (P /p) y demostraron 

migración esencialmente 1 ineal de los estandares empleados: 

1 isozima ( 17. 2 kDa; 2.19), alcahol-deshidrogenasa ( 150 kDa; 7. 49> 

y catalasa. C250 kDa; 11.38>. Por lo tanto, como la relación <R> de 

las distancias a partir del menisco del gradiente puede permanecer 

constante, si una especie molecular de valor de sedimentación 

desconocido es comparada con un estandar conocido. la relación R 

puede ser calculada con la relación de los coe-ficientes de 

sedimentación: 

o. 7215 

8 de•conocido 
R = -"-º~·v_. ____ _ 

o. ?2!:5 

8 20.v ••t.o.ndCU' 

donde sº· 725 está de-finido como el coeficiente de sedimentación 
zo.v 

estandarizado para el agua a 2oºc, calculado bajo el supuesto de 

un volumen parcial especifico de 0.725 cm9 /g CB .. O.. Hames, 

Rickwood, 1984> 

La centri-fugaci6n por gradiente de densidad permite la 

separación de los componentes de una muestra, lo cual lleva a 

cabo por sedimentación a través de un gradiente de densidad~ 

siendo éste una solución que incrementa su densidad con-forme 

incrementa la pro-fundidad del tubo de centrifugación. 

En la centri-fugación, la muestra es colocada como una capa 

delgada sobre el gradiente de densidad. Durante la centri-fugación 

las parti cu las de la muestra se separan en una serie de bandas o 

zonas (Fig. 10). 
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La zona del gradiente donde la par ti cu la se sedimenta depende 

del .tam~o; -forma. y densidad de ésta. y de la Tuerza de 

centri-fugación, ·d~nsidad y viscosidad pre.sentes en el gradiente. 

La má,uima. resolución de los componentes de una muestt·a. por esta 

técnica requiere de la selección de las condiciones 6ptimas para 

la preparaci6n y centri-fugación y del aná.lisis de gradientes. Para 

una resol.uci6n óptima, la cantidad de la muestra aplicada no debe 

~xceder la capacidad d~l gradiente. Et volúmen de la muestra que 

será aplicado al gradiente estará. en -función del área en secci6n 

tranSversal del tubo de i::entri-fugación. Para tubos de 

centriTugación con 1.0 a 1.6cm de diá.metro, el volúmen de la 

muestra puede ser de aproximadamente 0.2-0.Sml. De igual manera. 

para. tubos de 2.Scm de diámetro el volúmen aplicado puede ser tan 

grande como 1.0:-2.0ml. La cantidad minima de muestra que puede 

aplicarse al gradiente está determinada por la sensibi 1 idad del 

método de detección empleado, por ejemplo. enzimas y 

componentes subcelulares, la sensibilidad del ensayo enzimá.tico. 

es importante. 

CENTRIFUGACION EN GRADIENTE DE DENSIDAD 

• ~ 25/. 

¡ 
¡ 38;1, 

• 
gr-e.diente 

disc::ontinuo 
c•ntrifugaciOn 

Fic;¡ura 10.. CentriTugaci6n en gradiente de densidad. Una 

muestra de vesiculas microsomales aplicada a un gradiente 

discontinuo de sacarosa 257./367. <Giannini et al., 1987 y 1988). La 

inter-fase del gradiente presenta una densidad equivalente a la de 

las vesiculas de membrana plasmá.tica <6 = 1.1::S-1.17 g/ml) .. 
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La duración de la centri.fugaci6n para una alta resolución de 

los componentes de la muestra dependerá. de: la velocidad y 

temperatura de centri.fugación, la .forma. viscosidad y rango de 

densidad del gradiente y, el coe-ficiente de sedimentación de las 

particulas de la muestra. Un método reciente para la estimación de 

los tiempos de centri.fugación emplea las cartas sw2
L elaboradas 

por Beckman Instruments Ltd. A partir de los valores de sw2
L 

indicados, conociendo s y w, el tiempo l (segundos> puede 

calculado <B. D. Ha.mes, en Rickwood, 1984). 

Después de la centri.fugaci6n~ las bandas de la muestra son 

visibles y está.n su-ficientemente separadas, y pueden ser 

recobradas de la super.ficie 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 j~ringa 

hipodérmica con aguja. También se pueden emplear pipetores 

autom.\ticos para este f=in. 

Después de la recolección del gradiente, la densidad de cada 

.fracción debe ser medida con precisión para que el per.fi l del 

gradiente de densidad pueda ser determinado. El método má.s directo 

para conocer el peso apro>:imado del volúmen de un liquido es del 

picnómetro~ pero este m&todo es extremadamente tardado. Es más 

conveniente medir el ! ndice de re.fracción de la solUción con la 

que se hace el gradiente empleando un re.fract6metro comet·cial, y 

entonces. determinar la concentración y densidad del gradiente por 

rererencia a tablas apropiadas <Tabla 3). Esencialmente todos los 

gradientes de densidad presentan una relación 1 ineal entre el 

indice de re.fracción (T)) y la densidad <6> y la concentración. En 

cada caso la relación puede 

simple ecuación lineal: 

expresada en la -forma de 

6 = an - b 

Los valores de a y b para valor de gradiente de densidad 

encuentran en los apéndices de Rickwood <1984) .. 
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TABLA 3 

Valores. de la concentración 

d·~nsidad S 1 íidiCS 

40 

1.5133 

. !.1764 

1.3902 

1.3997--

Ei;t. ury gradiente de densidad 

~~lular:es .~e tejidos vegetales 

tam~o y densida~ <Tabla 4). 

de sacarosa, los componentes 

sedimentan de acuerdo a 

TABLA 4 

Variaciones en el tamaf'io y densidad 

de alguno& componentes subcelulares por J. 
0

Graham 

CRickwood, 1994>. 

Tamaf'io DenSidad en 

Particula Cµm> el Gradiente 

(g/ftll) 

Membrana Plasmática 3-20 1.15-1.19 

Ndcleo 3-12 >1.30 

Mi tocondr ia 0.5- 4 1.17-1.21 
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Pe:i.1·a obteÍler., ,la -fracción de membrana plasmática por 

gt·adientes de sa-caroSa. varios autores colocan la +,.acción 

mfcroS~ma?. e:~:.:.?U~\.~~-~,'~t_d~-~~~e:·- discontinuo de sacarosa 25%/38% 
<GianninC:)''.Brisk'i'n~.:·1987;. ·.Giannini et ·al., 1987 y 1988) ya que 

las·v~SÍc~las'..se·: ~'q"ui1ú;,~-a~·.·e·~ él a una densidad (6) de 1.13 a 

1 ~ ~? g(m_l_,_:.'.~):-to:d_g~s ._Y.~ Le·ona:~_d, 1974; Dupont et: al... 1981 y 1982: 

s:e, 1985;IMarr:é·y:.·Ballarin-Denti, 1985). 

6~·2. Procadimiantoa 

La --fracción microsomal -fue sometida un gradiente 

discontinuo de sacarosa 25% y 38% <P /v) preparado previamente con 

un amortiguador que conteni a Tris/Hes a pH 7. 2, 2mH de DTT o OTE y 

lmM de PMSF, el gradiente se colocó en un tubo de pol icarbonato 

<con capacidad de :SO ml para rotor de columpio SW 27) a.1"5:adiendo 

10ml de la solución al 38% con una pipeta Pasteur y enseguida lOml 

de la solución al 25% evitando mezclarlos, posteriormente 

aplicaron 2ml de la -fracción microsomal al gradiente. La 

centri.fugación se llevó a cabo a 95,000 x g a 4°C durante 2h. La 

Tracción de membrana plasmática se obtuvo de la inter.fase 25%/38% 

del gradiente <Hodges y Leonard, 1974; Dupont f!t al., 1981 y 1982: 

Sze, 1985; Marré y Ballarin-Oenti, 1985), la cual present.aba una 

densidad de 1.13 a 1.17 g/ml, que .fué medida por medio de un 

reTractómetro digital <ATAGO, PR-1> CFig .. 11). 

El exceso de sacarosa que contenía la Tracción de membrana 

plasmática Tue removida por dilución con H
2

0 bidestilada Tria 

<4ºC> en una relación de 1 volómen de .fracción de membrana por 3 

volómenes de H
2

0 y luego centrifügando a 100,000 x g durante lh 

(Fig .. 11). El sedimento o .f=racción de membrana plasmática .fue 

resuspendido en una solución que conten!a 250mM de sacarosa, 5mt1 

de Tris/HCl a pH 7, 2mM de EDTA, lmM de DTT o DTE, lmM de PMSF y 

10% de glicerol. Posteriormente se le determinó la concentración 

de protei na por el método de Lowry modiTicado <Peterson, 1977) .. La 

fracción de membrana plasmática se almacenó en alícuotas a -7o0 c 

para posteriores pruebas como electro.fóresis~ electrotransTerencia 

y réplica en Western (Fig .. 11> .. 
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OBTENCION DE LA FRACCION DE MEMBRANA PLASMATICA POR GRADIENTE DE 

SACAROSA 

L 

FRACC ION l'I I CROSOMAL 
<2 mll 

1 
GRAO IENTE DE SACAROSA 2~X I 3BX 

(20 r1l total••> 

l 9~,000 X ll 2h. 

FRACCION DE MEMBRANA PLASl'IATICA 
interl'•••• 2~X I 3BX (6 • 1.10-1.17 11/111) 

l 
LAYAR 

U vol. 'fracción 1 3 vol. H
2

0> 

SEDIMENTO 

l 

100 0 000 X ll lh, .. 
BOBRENADANTE 
<descartar> 

DETERl'IINACION DE 

LA CONCENTRACION 

ELECTROFORESIS 

EN GELES DE 

PCJLIACRILAl'IIDA 

ALMACENAR A 

-7oºc 
DE PROTEINA 

ELECTROTRANBFERENCIA REPLICA EN WESTERN 

Figura 11. Diagrama para obtener la fracción de membrana 

plasmá.tica de rai z de trigo, a partir de un gradiente discontinuo 

de sacarosa (25%/38X , P /v). 
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7" SDLUB 1L1ZAC1 DN DE PRDTE 1 NAS DE 11El1BRANA POR FUERZA ¡ DN 1 CA V 

DETERGENTES 

7.1. Fundamenta• de l• tácnica.1 

En la mayor! a de los procedimientos, la -Fracción enriquecida 

de membrana plasmá.tica de ralees jovenes para la extracción de 

prote1 nas extri nsecas se somete a una combinación de sales CKCl, 

KI o KBr, 0.5M> y detergentes suaves <Triton X-100, sales 

biliares, oc:tilglucosido, OOC y colato de Na+), tratamientos que 

no solubili:zan a la ATPasa-H+ de membrana plasmática <Serrano, 

1990). La ATPasa-H• se estabi 1 i:za usando al tas concentraciones de 

glicerol, DTE y EDTA. Los dos últimos reactivos protegen los 

grupos suli=hidrilo de la enzima de la oxidación y metales pesados. 

Un reporte reciente sugiere que la estabilidad óptima ~e obtiene 

en presencia da ATP y a pH 6.7 <Palmgren et al., 1988>. 

La solubilizaci6n de la proteína de interés 

alternativa cuando se obtiene, por gradiente de c:;tensidad, 

p~eparaci6n de vesículas de membrana plasmática contami.nada 

otras membranas. La técnica generalizada para la solubilización de 

la ATPasa-H+ de las ves! cu las es la eTectuada detergentes, 

siendo los má.s eTicientes los zwitteri6nicos tales como la 

lisolecitina <lisoTosfatidilcolina de yema de huevo) y el 

zwi ttergente 3-14 (N-tetradec i 1-N, N-dimet i 1-3-amonio-1-propanosul

.fonato), y el SDS, cada uno de el los o en combinación con sales 

biliares .. La ATPasa-H+ solubi 1 iza da Terma un gran agregado, el 

cual es separado de otras proteínas solubilizadas al ser sometido 

a un gradiente de g 1 icerol <Gal lag her y Leonard, 1987a). 
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7. 2. Proc•dimi•nto1 

En este trabajo, con el objeto de prote! nas 

perifáricas de membrana plasmática de raiz de trigo, sin remover a 

la ATPasa-H+ de membrana plasm.itica, la -Fracción de membrana 

plasmática Tue sometida a un mlttodo de solubili:zación de 2 pasos 

muestra en el diagrama correpondiente (Fig. 12>. 

El primer paso consistió en resuspender la fracción 

solución que canten! a SOOmM de KCl, SmM de Tr is/HCl a pH 7. 2 y 20i: 

de glicerol, en una relación de lmg de prote! na por lml de esta 

solución. La centri-Fugación se llevó a cabo a 90.000 x g (33,000 

rpm en un rotor 40.3) durante 45 min. a 4°C. El sedimento -Fue 

resuspendi do en un volúmen pequel"io del medio 250mM de sacarosa, 

3mM BTP/Mes a pH 7. 2, 2mH DTT o DTE y lOi: de gl ic:erol. 

Posteriormente se determinó la concentración de prote! nas totales, 

tanto del sedimento como del sobrenadante. 

El segundo paso consistió en resuspender el sedimento 

resul tanta del lavado con KCl (500mM>, en una solución con 250mM 

de sacarosa, 3mH BTP/Mes a pH 7 .. 2, 2mM DTT o DTE y lOZ de 

glicerol, en una relació_n de lmg de prote!na por lml de solución. 

A esta mezcla se le adic:ion6 DCC a una concentración .final de 0.6Z 

(v /v) <Brauer y Tu, 1989). La preparación se colocó sobre hielo 

durante 10 min., y se centrifugó a 100,000 x g ó 40,000 rPm en 

rotor 40. 3 durante 1. 25h a 4ºC. El sedimento -Fue resuspendi do 

250mM de sacarosci SmM Tris/HCl a pH 7, 2mM de ~DTA, lmM de DTT 

DTE, lmM de PHSF y 107.. de glicerol. Por último determin6 la 

concentración de prote! na para el sedimento y el sobrenadante 

tnatados con OOC <Fig. 12>. 

Las muestras obtenidas (sedimentos y sobrenadantes lavados 

con KCl y DOC> se sometieron a electro.fóresis geles de 

poliacrilamida-SDS <Laemmli, 1970> ~ electrotransferencia y ráplica 

en Western, y el resto se almacenó en ali cuotas a -70°C. 

53 



SOLUBILIZACION DE PROTEINAS DE MEMBRANA POR FUERZA IONICA Y 
DETERGENTES 

FRACCION DE MEMBRANA PLABMATICA 
! 

REBUSPENS ION 
<1 mg/ml en aoluc16n con 500 ml1 KCl> 

190,000 X 11 45' 

r 
SEDIMENTO SOBRENADANTE 

DER11lNACION DE LA 
CONC. DE PROTElNA 

RESUSPENSION 

(1 mg/ml •n solución al 0.6X d9 DOC> 
! 

ENFRIAR 

< 10• •obre hielo> 

1 100,000 X 11 1.25 h. 

! 
SEDIMENTO 

<r•su•p•ndido en •aluci6n 
amor-tiguadora d•l -dim•nto> 

! 
DETERl1INACION DE LA CONCENTRACION 

DE PROTEINA 

ELECTROFORESIS EN GELES 

DE POLIACRlLAMIDA-BDS 

ELECTROTRANSFERENC I A 

ALMACENAR EN Al.ICUOTAB 
A -7ef'C 

REPLICA EN WESTERN 

Figura 12. Solubi 1 ización de prote! nas de membrana por fuerza 

iónica (KCl. 500 mHl y detergentes CDOC, O.ó'l. v /v >. 
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B. DETERl'IINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS POR EL l'IETODO DE 

LOWRV MODIFICADO <PETERSON, 19771 

B .. 1. Fundamentos de la técnicaa 
Peterson <1977) realizó una modificación al método or1ginal 

de Lowry, en el cual los grupos aromá.ticos de las protei nas en 

medio a leal ino reaccionan con el cobre, que combinado la 

reacción de los grupos amino con el- .reaC.tiy_o de .fenal <reactivo de 

Folin""'.'Ciocalteau>~ resulta un complejo azul -que. puede ser leido 

espectroTotométricamente a 750nm. 

B.2. Determinación d• la concentr•ción d• prat•! na1 

Las muestras a determinar C2µ1-20.ul según el g~ado de 

dilución de la proteína> se llevaron a un volúmen f"inal de 1ml 

H
2

0 bidesti lada. 

A cada una de las muestras se les agregó O. lml de la solución 

de DOC al 0.151., mezclando y dejando reposar las muestras durante 

10 min. a temperatura ambiente (20ºC>. Pasado este tiempo les 

agregó l ml de la solución A <partes iguales de o.a N de NaOH. 107.. 

de sos .• solución stock CTC <lO'l. Na
2

C0
3

, 0.2'l. K
2

C
4

H
4

0
6 

y O. 1~~ CuS0
4 

+ '5H
2
0) y agua bidestilada), se mezclaron y se dejaron reposar las 

soluciónes durante 10 minutas. Posteriormente les adicionó 

O .. Sml de la solución B <un vol. del. reactivo de Folin-Ciocalteu + 

5 vol. de agua) nuevamente se agitaron y se dejaron reposar 

durante 30 minutos. Se leyó la absorbencia de cada muestra a 750nm 

en un espectrof"otómetro Bekman modelo DU-65. 

Para la construcción de la patrón de protei na 

preparan diTerentes concentraciones de BSA -fracción-V <Oµg/µl 

lOOµg/µl) a partir de la solución stock de BSA -fracción-V 

Clmg/ml) ~ llevandose cada com:entración a un volúmen .final de lml 

con H
2

0 bidesti lada, y se siguió el mismo procedimiento para la 

determinación de la concentración de protei nas por el método de 

Lowry modif"icado .. 
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La concentración de prote1 na las muestras problema se 

calculó restando los valores de absorbencia de las soluciones 

amortiguadoras a la absorbencia de las muestras problema. Los 

valores obtenidos se interpolaron en la curva patrón de BSA 

fracción-V < BSA Cµgl vs Absorbencia a 750nm>, obteni~ndose asi la 

concentración de protei na en las muestras problema. 

9. ELECTROFOREBlB DE PROTElfllAB EN GELES DE PDLlACRlLAMlDA 

9.1. Funda ... nto• de la técnica: 

Las técnicas electro.for·éticas se basan en dos caracteristicas 

de las prote1 nas inherentes a su naturaleza: su carga el~ctrica y 

su peso molecular. La aplicación de un campo eléctrico 

mezcla de protei nas dará como resultado una migración di.ferencial 

de las protei nas en di.ferentes zonas hacia uno de los electrodos. 

Dura.nte la electro.fóresis, protei nas di oferente movilidad 

viajan como zonas o bandas discretas, las cuales se separan 

gradualmente unas de otras durante el proceso <Fig .. 13). 

En la separación por carga eléctrica, las protei nas presentan 

una carga neta (+ 6 -> a cualquier pH que no ~ea su punto 

isoeléctrico, donde la migración dependerá. de su densidad de carga 

Cla relación de carga a masa): entre mayor la relación de 

carga a masa. má.s rá.pida será. la migración de la molécula .. 

La separación de una protei na por peso molecular emplea 

agentes de disociación (desnaturalizantes>, y el má.s comúnmente 

empleado es el detergente iónico dodeci lsul.fato de sodio CSDS>. La 

mezcla de proteínas es denaturalizada por el SDS y un agente tiol 

(para reducir los puentes di su l.furo. p. e. {1-mercaptoetanol, DTT .. 

etc.). La mayor! a de los pol ipéptidos unen al SDS 

t•elación de peso constante C 1 .. 4g SOS por g de pal ipépti do), por lo 

que las cargas de la prote1 na se hacen cargas negativas debido a 

la unión del detergente. y los complejos pal ipépt ido-SDS presentan 

esencialmente idénticas densidades de carga, quedando las 

56 



prote! nas cargadas negativamente. Por lo tanto, la migraci6n de la 

prote! na dependen\ sólo de su tamai'lo o peso molecular <PM>. 

La urea puede también emplearse como agente de disociación, ya 

que rompe uniones de hidrógeno <agente tiol). Altas 

concentraciones de urea e! SM> y un agente tiol necesarios 

para completar la desnaturalizaci6n de las prote! nas, además de 

que la urea ayuda a mantener el estado de desnaturalización 

durante la electro.fóresis. Una de las ventajas de emplear urea 

las preparaciones es que no inter.fiere con la carga intr! nseca de 

la prote1 na, y as! la separación de los componentes pal ipept1 dices 

puede basarse en la carga y el tamaf'io. Una desventaja de esta 

combinación (carga y tamaf"íol es que a.recta la determinación del 

peso molecular. 

En contraste con lo anterior, las condiciones disef"Sadas para 

la electro.fóresis de prote! nas nativas, deben preservar la 

conformación terciaria y la actividad biológica de las moléculas. 

La separación electro-for4tica de estas prote! nas basa la 

carga y en el tam~o de ellas, por lo que deben emplearse agentes 

no-des.natural i:antes <Hames y Rickwood, 1981). 

tL.tCTROíQIUU 

tff UITtMll Dt PLllCll 

FiQura 13. Electro-fóresis en gel de poliacri lamida en sistema 

de placa de vidrio .. 
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9. t. t •. Propiedades de los gala& d• poli•cril•mida 

Los medios de soporte más comúnmente empleados para llevar 

cabo la-.electrofóresis son el papel o acetato de celulosa, sil ica 

gel, alumina, o celulosa los cuales se extienden sobre una placa 

de vidrio o plástico, y geles de agarosa, almid:'"ln. 

poliacrilamida. Los geles pueden considerarse como un medio poroso 

que presentan un tamaf'lo de poro cercano al tamaf'{o de la protei na a 

separar, por lo que la separación es dependiente tanto de la 

densidad de car-ga como del tamaf"io de la mol6cula, así como de la 

tácnica empleada para su separación <nativa o desnatural i zante>. 

Los geles de poliacrilamida son un pol!mero sintético del 

monómero de acr i lamida que forma por pal imerización de 

radicales libres de acrilamida y N,N~-metileno-bisacrilamida. La 

polimerización se inicia por la adición de persul-Fato de amonio y 

N,N,N•,N•-tetrametiletilendiamina CTEMED> como catalizadores de la 

reacción. El TEMED cata.liza la i=ormación de radicales libres del 

persul-Fato, y áste inicia la polimerización. Debido a la -For-mación 

de radicales libres del TEMED, la polimerización puede 

retrasada o aún prevenida a pH bajo. Un incremento la 

com:entración de TEMED y/o persulfato de amonio aumenta la tasa de 

polimerización. El pol!mero de acrilamida tiene la ventaja de 

químicamente inerte, estable a un intervalo de pH, temperatura, y 

-Fuerza iónica, y es transparente <lo que resulta 

visualización de las bandas en contraste con el -Fondo) .. 

una mejor 

El tamaf'ío de por-o de geles de poliact"ilamida está determinado 

por la concentración total de acrilamida la mezcla 

polimet"ización: el tamaf'io del pot"o dect"ece cuando la concentración 

de acrilamida aumenta. 

molecular cer-cano a 

Para la separación de moléculas de peso 

10º kDa necesarios 

concentraciones de acrilamida tan bajas 

geles 

2.sx, y 

concentraciones tan altas como 30X par-a separar moléculas de :?000 

kDa de peso molecular. Lo anterior también está relacionado c::uando 

la bisac:rilamida se incluye en la mezcla de polimerización. la 

gelatinización ocurre cuando ciertas cadenas poliméicas 
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entrecruzan en determinados intervalos Tormandose red 

e ova 1 ente. Cuando la p1·oporc ión del entrecruzamiento se 
incrementa. el tamaf"io de poro decrece. alcanzandose un mi nimo 

cuando la bisacrilamida representa aproximadamente el S'l. del total 

del monómero <p. e. C
8

"• = 5'l.>. Esta dependencia del tama!'{o de 

poro sobre la proporción de entrecruzamiento de la 

concentración total del mon6mero usado, y as! un gel que contiene 

una concentración total del mon6mero muy grande puede tener un 

tamaf'ío ei=ectivo de poro que uno de baja concentración si la 

proporción de bisacrilamida se encuentra por arriba o por debajo 

del valor óptimo de S'l. <Hames y Rickwood, 1981). 

9. t.2. Estimación d•l P••o molacul•r <PM> 

El peso molecular de una protei na se calcula empleando la 

movilidad relativa <RF> de ésta, y se refiere a la movilidad de la 

protei na de interás medida con relación a una protei na marcadora 

(estandar de peso molecular) o a un -Frente (linea de color). 

distancia migrada por la prote! na o estandar 
RF = distancia migrada por el Trente 

La obtención de la curva patrón para la determinación 

peso molecular se hace graTicando el Rt= (absisas> contra el 

del peso molecular de los marcadores o estandares empleados. 

del 

logao 
Para 

conocer el peso molecular aproximado de una protei na en particular 

se interpola el RF de ésta en ; la curva patrón para pesos 

moleculares (Hames y Rickwood, 1981>. 

9.2. Prac•di•i•nto1 

La muestra de protei na se apl ic6 en los pozos del gel, 

previamente disuelta en una solución desnaturalizante y densa. con 

un colorante indicador, reactivos y pH especificas (amortiguador 

de muestra> para el tipo de gel que se trate. Segl"Jn la técnica de 

Laemmli <1970; Tabla 5) se empleó como amortiguador de muestra una 

solución que contenía 8t1 de urea, O.SM de Tris/HCl a pH ó .. 6, lO'l. 

de SOS, S'l. de ¡1-mercaptoeta11ol y O .. Ol'l. de azul de bromoi=enol .. Para 

los geles de poliacrilamida-colato de Na+ y LOS, y de alto peso 
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molecular C 10Y. T : 3X C> de Scha.gger y Von Jagow (técnicas 
modi-f-icadas>, se utili~ó un amortiguador de muestra que presentaba 

lM de sacarosa, SOOmM de Tris/HCl a pH 6 .. 6. 6mM de ATP, ómH de 

MgC1
2

, 0.4X de Tritón X-100 y Cola.to de Na+ CSµg/µg proteína). En 

el caso de los geles de cola.to de Na• y LOS se probaron dii=erentes 

concentraciones de LDS COµg-30µg LDS/µg prote.l na> con el objeto de 

encontrar la concentra.e ion adecuada para la solubil ización de la 

prote.l na en cuestión. Tanto el cola.to de Na+ el LOS se 

agregan a la muestra momentos antes de colocarla en el gel (Tablas 

ó y 7>. 

Para el corrimiento electro-forático de los geles ·de 

poliacrilamida-SOS (Laemmli, 1970> se empleó amortiguador de 

corrida que presentaba 0 .. 192M de glicina, 0 .. 025M de Trizma y 0 .. 01% 

de SOS Cpara ánodo y cátodo), y se llevó a cabo a 30 volts durante 

la noche y a 150 volts durante el dí a. En algunos casos se 

sobrecorrió el gel; es decir, se dejó salir el Trente a 150 volts 

durante 1.5 h. Una vez terminado el corrimiento electro-Forético, 

el gel se removió de su soporte. El gel se tilló totalidad 

y/o bien se empleó para una transTerencia 

CMNC> para la inmunodetección de la 

a una segunda matr! z 

ATPasa-H"" de membrana 

plasm.á.tica o para la tinción de prote.l nas con rojo de Ponceau~ La 

tinción del gel se llevó a cabo con una solución tef'ridora que 

presentaba 45X de metano!, 9% de ácido acético y 0 .. 018Y. de azul 

brillante de Coomassie R-250, durante toda la noche Y se deGtifló 

con una solución al 10Z. de isopropanol y 10'9 de ácido .!lcético .. Una 

vez tef"íidas adecuadamente las bandas en el gel, áste se preservó a 

temper-atut""a ambiente con una solución al 10'l. de ácido acético en 

bolsa de polietileno sellada. al calot"" .. 

Para el corrimiento electroTorático de los geles de Sch:tgger 

y Van Jagow de la Tabla 6 se empleó un amortiguador para. el cátodo 

<indicado al Tinal de la Tabla 6> y un amortiguador para el ánodo 

igual al empleado para el á odo y el cátodo de los geles de la 

Tabla <200mM de tris/HCl pH 8.9). El corrimiento 

electro-forético se realizó durante 2 horas a 30 volts en la noche 

y posteriormente a 100 6 150 volts hasta el dí a siguiente, dejando 

sobrecorrer en algunos casos por espacio de 2 h a 100 volts. 

60 



Una vez concluí do el corrimiento electro-forético,. el gel 

removió de su soporte. El gel o una parte de él -fijó una 

solución que contenía SO'l. de metano! y 307. de ácido acático por 

espacio de 30 min. a 1 h. Posteriormente se t ii'fó con solución 

al 107. de ácido acético y 0.025'l. de azul brillante de Coomassie 

R-250 durante 1-2 h, pasado éste tiempo el gel destii"íó con 

á.c:ido acético al 107. y se preservó en la solución -Fijadora, y en 

algunos casos la contraparte correspondiente se empleó para una 

electrotransf"erencia a una segunda matriz de nitrocelulosa CMNC) 

como se mencion6 en el caso de los geles de poliacrilamida-SDS. 

TABLA 5 

Reactivos para la tácnica de gel en placa de vidrio 

según Laemml i, u. K. <1970). 

3. 75' H Tris pH B. 6 

0.5 H Tris pH 6.6 

30: o. S'l. ; Acri 1.: Bis. 

2or. sos• 
TEMED 

107. PAH 

H
2

0 

VOL. TOT. :,·, 

: ''·" 

sin 

IOY. 

2.4ml 

10. 08ml 

164µ1 

:6µ1 

-,60µ1 

, 17.6ml 

30ml 

sos•: concentración -Firiáf = O. !'l. 

Gel separador 

gradiente 

107. 15Y. 

1.2ml 1.2ml 

5.04ml 7~4ml 

82µ1 82µ1 

18µ1 18¡.il 

30¡.il 30¡.il 

8.8ml 6.2ml 

15ml 15ml 
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t.2ml 

9ml 

82µ1 

18¡.il 

30¡.il 

4.8ml 

15ml 

Gel 
concen
trador .-

37. 

1.9ml 

1.4ml 

72µ1 

19µ1 

38µ1 

6.6ml 

10ml 



TABLA 6 
Reactivos para el gel con colato de Na• ·.¡ dodecilsul-fato 

de litio <LOS) en sistema de placa de vidrio (técnica de 

Sch3.gger y Von Jagow. 1987. modi-ficada por el 

Dr. GanzAlez-Halphen del !.F.C. de la UNAM>~ 

[J -final de 

Reactivos: 

H
2

0 

107. PAM 

TEMED ·''.·-

VOL. TOT •. ' 

Bis. =·'eisacrilamida. 

Gel separador 

PAM = · persul.fato de amonio. 

TEMED··=-- N;N~N~N'-tetrametileti lendiamina. 

El corrimiento electro-forlético ·para este tipo de gel se 

realizó con un amortiguador del cátodo que contenia lOOmM de 

Trizma y 100mM de tricina~ al que se le agregó cola.to de Na+ a 

concentración -final de 0.07% y LOS a una concentración -final de 

0.037. -

62 



TABLA ~ 

Reactivos . para la 'tácnica<:··de gel'' ·en··· p0

faca·~·~ de .vidrio según 

Sch:i.gger y ,Ven Jagow (1987) ~ ~Ódi:fiC·a·dá .pa_ra: la separación de 

pr-ote1nas--de .:ll,to p~s~ molec::ul~r=-c~ ,1~0. kDa> ... :: 

49;5z-r:·:, 37..c 
- Ac·r·t 1-~ . :'<si;; · 
Amo~i::igUa:d~~;<del ge1 ·-

<.3M ~-Tris{_~Cl_, pH ~B. 4_5 +' 

Glicerol 0~:795z ··(v /v) 

H
2
0,, 

107. PAM 

TEMED 

VOL. TOT. 

X 100 
Vol. Tot. 

C.- Concentración del mon6mero entrecruzador o bisacrilamida: 

g de bisacrilamida 
X 100 

g de bisacri lamida + g de acri lamida 
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10. INMUNOTRANSFERENCIA O REPLICA EN• WESTERN 

10.1. Fundam•ntos d• la técnica1 
Southern C1975> desc..-ibió un métó...:d~. Para·.:.i~" t~ans~ere·ncia Por 

capilaridad, de Tragmentos de ONA pre-~e·~te~ ~:e~.'~~-· ~~1,'_de ag_a~~sa a 

una matriz de nitrocelulosa CMNC>. Los:.-rragmentos· de· DNA unidos a 

1 a MNC -Fueron entonces sometidos a .RNA 

radiactivo y una transcritos, dete~t~-~- laS J:>OSibl':'s 'se~_úer:ic1~s-
homi6logas de DNA por autoradiogra-fí a. 

Alwine C1977> introdujo una importante modi-ficación a ésta 

técnica cuando observó que el RNA y pequef'íos -Fragmentos de DNA~ 

los cuales no se un! an eTicientemente a la MNC, pedían unirse 

covalentemente al papel diazobenzilo><imetil CDBM). Dos afies más 

tarde Renart adaptó la técnica para la trans-ferencia de protei nas 

a OBM y su detección mediante pruebas especi-ficas tales como 

"antibody especi-ficity and antigen structure" <anticuerpo 

especi fice y estructura antigénica>. 

Towbin et al <1979> describieron la electrotrar:isferencia de 

proteinas a partir de geles de poliacrilamida a una matriz de 

nitrocelulosa <MNC>, eliminando de esta la 

desnaturalización de proteínas .. lo que resultaba de la exposición 

a peróxidos o a.leal i que empleados el rompimiento de 

entrecruzamientos. Burnette C 1985) modi-fic6 este sistema y 

complementó la réplica de proteínas~ la cual él denominó como 

"Western blotting" o réplica en Western, al incorporar anticuerpos 

especi fices y protei na A marcada radiact ivamente para la detección 

del anUgeno inmovilizado en la matriz CMNC o DBM>. Recientemente 

-fue propuesto el "vacuum blotting" o réplica al vacio como una 

posible técnica para la trans-ferencia de proteínas <Beisiegel ~ 

1986). 
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.;: ·:7'- ·' ~::·::.---.,·:>" ': ;-=---

La Priruúpai"· liTIPOrta.ñC-:t".i de--'1a- rép:fica:.~.de' ·prot~!-nas. es ~ue __ 

provee de- u~a--cOpia idéntica del patr6~-. ei~~trofq~ét1cO pr"~sente 
en el gel y, después de la transi=erencia, un rango, amplio de 

procedimientos pueden ser aplicados a las proteinas inmovilizadas. 

Las protei nas inmovi 1 izadas sobre matrices no estan sujetas a 

problemas comúnmente detectados en protei nas retenidas en geles~ 

tales como: 1 > El problema de di-Fusión, 2> El SDS, el c:ual 

necesa1·io en ciertos sistemas electrof"oréticos, puede 

eliminado durante el proc:edimiento de réplica y renaturalización 

de protei nas, haciendo posible la detecc:í6n de éstas con sus 

respectivos ligandos -fisiológicos. 3> Anticuerpos monoclonales y 

policlonales pueden set" empleados en la identificación de 

proteinas y. 4> Los ligandos pueden ser eliminados del antígeno 

inmovi 1 izado. y entonces la unión de diferentes l igandos puede ser 

probada en la misma réplica <Beisiegel, 1986). 

Debido a estas ventajas y el amplio rango de aplicaciones, 

esta técnica es ampliamente utilizada en la solución a~. ciertas 

preguntas en el ár·ea de bioquimica, quimica_c:linica·y.medicina'. 
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10.1.1. Elac:trotransfar•ncia 

Empleando la .fuerza electt·oforática es ·posible transferir 

moliécul!'ls d~ :- prote~ r:ia de una m
1

atri:;:: a _ .. ·otra_ .. <p.. gel de 

poliacr;ilamida a:nitrocelulosa>; -~~---C::~ª-~ se:pro_duce gracias a la 

c·arga -ne~at'~~~' ~~e- ~;eS~~t~n -l~S p'~~te~ ~as. ~01ub:i1izadas con ~iD.3 
la m.ayor:ia de los · separadores electroforáticos 

desnatur:-:al i_Z_an_t_es_,e_i:t~ge}e~ de: P.~l i_~Cri}am_ida~sos <Fig.. 14). 

11 11 
(-) (+) 

Figur• 14 • Dispositivo de Electrotrans-Ferenc:ia. 

10. 2. Proc•dimianto1 

I. Electrotrans.fet·enc:ia: 

El gel de acrilamida a transferir se incubó en amortiguador 

de transferencia C192mM de glicina, 25mM de Tris, 20% de metanol y 

0.1% de SOS) por espacio de 30 min. Posteriormente., el gel 

colocó en contacto directo con la nitrocelulosa (con un poro de 20 

6 40 µm) (Fig. 14) • La electrotrans-Ferem:ia llevó a cabo 

durante la noche a 80 mA C10 volts> y refrigeración <-Flujo 

constante de agua), o durante el di a a 225 mA por espacio de 3h y 

rei=rigerac:i6n. 
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11. Inmunorrépl ica: 

'Unil'-Vez· te!r~·in'ada la electrotransferencia de las proteinas 

del ·~~1-~·,:·: ¡·~'."nit~'ocelülosa se c~locó en TBS <20mM TristHCl a pH 7.5 

y o.s·M-.-de N~c1(¡ ·_d-~ tai manera que l·a cara del papel qu~ estuvo en 

contiicto directo con el gel quedara hacia arriba. Se agitó por 10 

min. y se .t·emovió el TBS reemplazandolo por solución bloqueadora 

(8%_._de '1~Che descremada C1.0'l.. de grasa1 en TBS>. agitando 

su~vemÍ:!_nte--por espacio de 2h, a 37°C. La solución bloqueadora Tue 

entonces removida eliminando el excedente con TTBS <20mM de 

TriS/HCl a pH 7.5, O .. SM de NaCl y 0 .. 05% de TWEEN-20>, lavando dos 

veces 11\As <5 min .. /lavado). 

El TTBS es entonces 1·eemp lazado por la solución del 

anticuerpo deseado, ya sea, el anticuerpo .1.nti-ATPasa de H+ de 

membrana plasmática de Arabjdapsjs thaliana o anti-C
00 

y anti-0
70 

subunidades de la ATPasa-H• de tonoplasto de Neurospora crassa. 

una dilución final de 1: 1000 y 1:2000 en TTBS, respectivamente. La 

nitrocelulosa se dejó en esta solución toda la noche ( > a 7hl 

agitación suave. Pasado este tiempo, la solución del anticuerpo 

almacenó a -2oºc. y la nitrocelulosa se lavó dos (5 min .. 

cada lavado) con TTBS en agitación suave. 

La réplica se incubó en TTBS con el segundo anticuerpo <IgG 

conjugada a -fosfatasa alcalina> en una dilución de 1:2000, durante 

6 hrs. o toda la noche. Posteriormente la réplica lavó dos 

veces en TTBS y al final una vez con TBS. Cada lavado de S 

minutos. 
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III. Revelado de la inmi.morréplica: 

1. Se elim.i"6 ·~i TBS -y.'se a~adi6 la mezcla pa1:a desarrollar 

color_· ten .. 100 ~{:;·~~-~-:--·~ .• 1M:~~d~--~N~HCa:j~~aH' a pH 9.8 y 0.1M de 

,~-~~,~:·:~ r-~~'~.~~?. 1 _}Tal-' de la solución 707. de OHF + 30mg de 

··NsT"'-·y.por:_·ci:1timo tSmg de ·BCIP disuelto en el NaHCD
9 

~ -;¡~t:~~. i: º;~.> '. .: 

·.2 •. Se colocó agitación suave y constante. 

3) Se deJ6 incubando hasta que las bandas hicieron 
-~'tsib-les evitando que el -fondo se tif'S:iera. 

4. Se detuvo la reacción sumergiendo la réplica H, o y 

lavó· 2 veces. 

S. La rép 1 ica se conservó en H
2 

O y oscuridad a 4ºC, -dentro 

de bolsas de polietileno selladas al calor. 

IV. Tinción para protei nas trans-Feridas a MNC: 

Esta técnica es empleada para la veri-t=icac:ión de las 

condiciones de electrotansf=erencia de prote! nas a uña matriz de 

-nitrocelulosa <MNC>. 

La réplica de proteínas trans-Feridas una matriz de 

nitrocelulosa se colocó en TBS (20mM Tris/HCl a pH 7.S y 0.5M de 

-~-ª~-1?, de tal manera que la cara de la MNC que estu'!'o en contacto 

directo con el gel quedara hacia arriba. Se agitó por 10 min. y se 

removió el TBS reemplazandolo por la solución tef'lidora de Rojo de 

Ponceau (0. 1% de colorante en l'l. de ácido acético) dejándose por 

espacio de 2 min. con agitaci6n suave y constante. Posteriormente 

se lav6 la réplica con H
2

0 bidestilada para remover el exceso de 

colorante, evitando el sobrelavado. Las réplicas de nitrocelulosa 

ten: idas se guardaron húmedas 

sel ladas. 
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DIAGRAMA DE INMUNOREPLICA PARA PROTEINAG EN MNC 

PAGE (Laemm 1 i. 1970; Scti:lgger 

y Ven Jagow, 1987). El gel 

contiene la prote!na a transferir. 

Saturac1on--de los sitios libres 

de unión de la matriz~ 

Empleo de proteínas como 

la case! na <leche>. 

l 
Procedimiento de lavado. 

Uso de amortiguadores especif=icos 

<TBS o TTBS> para eliminar 

exceso de solución de saturación. 

1 
1) Unión de un primer anticuerpo: 

anti-ATPasa de H+ de membrana 

plasmática de A. thaliana .. 

2) Detección de proteínas 

transferidas por la tinción con 

rojo de Ponceau. 

1 
Visualización .. 

Unión de un segundo anticuerpo, conjugado a 

la Tos-fa tasa a leal ina. 
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11. ELECTROELUCION 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 pol ipáptidos a 

partir de geles de poliacrilam1da-SDS <Ihara et al .. ,. 1987>. Las 

protei nas de i.,terés son recuperadas a partir de rebanadas del gel 

que las contiene por medio de una electroeluci6n.. Para el lo 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 

eluido. Ciertas técnicas emplean el equipo ordinario de 

electroTóresis para tal ei=ecto o disei"ia.n un equipo especializado 

en ello. El material elu! do puede ser colectado dii=erentes 

medios: en el amortiguador del electrodo, en el interior de una 

membrana de diálisis, en un gradiente viscoso de sacarosa. en una 

bolsa de colodión, en hidroxiapatita, y, más recientemente. en un 

gradiente discontinuo de conductibilidad <Stral-fors y Bel-frage, 

1983). 

Uno de los problemas práct ices en la recuperación de 

polipéptidos es su solubilidad, la cual puede verse afectada por 

variaciones en el medio de obtención o recuperación; por lo tanto 

un gran número de polip.Sptidos elu!dos no pueden ser solubilizados 

y pueden perderse durante procedimientos posteriores, por 

ejemplo, el de concentración y/o eliminación de detergentes del 

eluido <Ihara et aJ .. , 1987>. 

11.2. Proc•dimi•nto1 

Durante este trabajo, la protei na obtenida a partir de la 

-fracción microsomal, Tué sometida a electro-fóresis en geles 

preparativos Cde 3mm de grosor) según la técnica de Laemml i 

modificada para este -fin <Tabla 8). El amortiguador de corrida 

presentaba 0.192M de glicina. 0.025M de Trizma y 0.1'l.. de SOS. La 

elec:tro-fóresis se llevó a cabo durante la noche a 30 volts y a 150 

volts en el dia. sin sobrec:orrer el gel. Las bandas de la proteína 

de ATPasa-H"' de membrana plasmática -Fueron identi-ficadas en el gel 
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por visualizaci&n d'-recta .empleando azul ·brillante ·de.Coomassie_G 
(~5mg/l) .en.el amortiguador del cátodo <0 .. 19211 de.gliciná-, 0~025M 

de Trizma y 0.057.. de ,SOS), y tomando como re-fereñcia ,la banda de 

albúmina de la Tracción V de suero de bovino <BSA Tracción-V). 

Posteriormente, las bandas identificadas con anterioridad 

( inmunorráopl ica) como las pertenecientes a la ATPasa-H+ de membrana 

plasmática, fueron separadas del gel empleando una navaja y se 

cortaron en pequef'ios fragmentos, los cuales se colocaron en el 

inter·ior de tubos de vidrio, previamente llenados hasta 3/4 partes 

de su volúmen con una solución de poliacrilamida al 37., para su 

electroeluc1ón <Tabla 9); entonces se procedió a llenar el tubo 

con m.\s solución de acrilamida evitando la formación de burbujas 

entre los -fragmentos. En el otro extremo del tubo se colocó una 

bolsa de di.A.lisis <capacidad de retención de 12-14 kDa de peso 

molecular> con amortiguador de corrida (0.19211 de glicina, 0.025M 

de Trizma y O. tX de SOS> y se montó en el equipo de el11ctroelución 

IFlg. 15). 

ctnaoo 
(-) 

CIH1"1" 
Oll"IUUTI" 

i,.....O!>;ll"""'¡.:-;*- "~~:~~:~. º' 
RNOOO 
(+) 

FiQUt"'a t~. Dispositivo para la electroelución de las bandas 

de protei na extra! das a partir de un gel preparativo. 
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· . . · TABLA EÍ j ' '.. i 
-Rea~t-i":~·~.·:~~;;¡,~~-.)~-, ~¡·~bci~~-C:1~'~ de~_: g~:1·- ·Pr:e:P_arat ~~~~-~, 

··pal ici~ri ia~·i~a~s·?~- :\-.. ~~o~-~---d~?}~t::9-~ -~or·--~.m~ 
y:~:15c~_<de ;·a-~t~_?'_~-, - ,, ' -

VOL. 

sos*.-' 

TABLA 9 

Rea~f¡·~~-~- ~~~~:·: 1a prÍ!parac'úsn da geles en tubo para· la -

el,~~t~-~-e'i~~:,ió~'.'. de Pf-ote!J'. nas (González-Halphen et al., 1988). 

~eact i vos: .-

--º-~~-~~~!~~~~'::f-·6~-~-
30:o~·ax Ai:rf1.·: BiS~~,--

20. X SDS*.:·•· .. • '" , .. 
•',';c_l:, 

TEMED-· 

MATRIZ DE GEL 

3X 

;760-- µl 

560 µl 



De.SpU.ir~-- de _ia -electroeluci6n toda ·1a noche-'a 30 volts o .de_ 

4-6 h. d·~;:~·nt~:: e'i' -:~u-~~-::.~ . .:"ú30 :~61 t-~-~ · 1·a~·: m~-~st-~as ·-..=·u~t-:~.n'. ·-~~c~'pe,:ad.;¡s 
~n .las b~-1~-~~f"·d~'.:_··dú.-i·i~-i~~ .... _~C~_nf~·1, p:~·.~~~-~-i·t~>'e :t.~~~~~~-,~ :.e1 >;-~~ú:e:~o 

;¡il~l~jj~~~~iit~!f ~~~~i~qrf~!f~~~K~;;í1~1~ 
·.'.~4:.~:_·_:-~:~~:-E. ,,. :::_~:iH-- :;,";:;-E'~-:.-:.~~ ,;·.···."· S';:+:'.'._~~~~ {::,?~>~· :~;' ,_:_;,_.::·_:___ ··--

_:~~i~;y'~-~ ~~~i~i;E~~~~t~'.~~-~~~-~~:~;--:~~::~'.f ~ \~;~~t:~"~~,~-> -~<?~r-~~~~~-~--e~_d_i ~a 
0 

en una 
solución isotónica de NaCl';'aL 0;97.,;--:::,y:_~-:almacenada ··a -70 C, para 

po-~te~io:~es~~--p·r~-~bas ~cm~· detet-IÍlin"aC:ión de la concentración de 

protei na, _'.electroTóresis, electrotrans-Ferencia. inmunodetección. 

etc._ 

12, INMUNODETECCIDN DE LA ATPas.a-H• DE MEMBRANA PLABMATICA DE RAI Z 

DE TRIGO RECUPERADA POR ELECTRDELUCIDN 

12. 1. Proc•dimi•nto1 

De 20 a lOOµg de protei na elui da 'fueron aplicados cuadros 

de nitrocelulosa (con una á.rea de 4 cm2 y previamente humedecidos 

con amortiguador de trans-ferencia> empleando un desecador al vacío 

Millipore. La nitrocelulosa entonces -Fue colocada en de 

precipita dos <30 ml) con 3 ml de TBS y se procedió como indicó 

en los puntos 11 (inmunorréplica> y llI <revelado) del método de 

inmunorréplica o réplica en Western, omitiendo el 

correspondiente a la electrotransferencia. 

punto 

La intensidad con que se tif"i6 la nitrocelulosa fue 

indicador de la mayor o menor presencia de la ATPasa-H+ de 

membrana plas.-ná.tica en las bandas de protei na e luí da. 
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IV. RESULTADOS 

1. PORCENTAJE DE 6ERMINACION 

Se determinó el porcentaje C'l..> de germinación de las semillas 

de trigo <Triticum aestivum) al se>eto d!a de inbibición, '.:iegó.n se 

describió en Material y Métodos, obteniándose una media con el 

máximo de germinación del 97% • Este valor representa una utilidad 

aceptable para la realización de este trabajo. 

2. PRUEBA INMUNOL061CA ENTRE LOS ANTICUERPOS DE DOS TIPOS 

DE ATPaaa• DE H• CON FRACCIONES VESICULARES DE RAIZ DE TRIGO 

Con el propósito de doterminar si había reacción cruzada de 

los anticuerpos disponibles de Neurospora cr.assa <subu~idades de 

60 y 70 kDa de la ATPasa-H+ de tonoplasto> y Arabidopsis t:.haliana 

Cpolipáptido de 100 kDa de la ATPasa-H• de membrana plasmá.tica), 

con las -Fracciones membrana les de raíz de trigo, se procedió a 

hac11r previamente una electro.fóresis en gel de poliacrilamida-SDS, 

con estas mu••tras. 

El sistema electro-forético que inicialmente se exploró -Fue el 

de Laemml i <1970). Este sistema presenta caracter! &ticas \lti les 

para nuestros -Fines, incluyendo: 

1> Gel desnaturalizante, empleo de SDS. 

2> Amortiguador da muestra con SDS, /1-mercapto•tanol y urea 

<agentes de solubilización y disociación>. 
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De ésta&. la_má.s importante'.es.el uso del deteq¡ente SDS en l• 

sc:>l~bflizac:ión y homogen~iza,ción de la c:arga <-> de proteínas. La 

caracterizac:ión electroforética y la electrotrans-Ferencia de 

Prote! rias · hidro-FÓbicas como la ATPasa-H+ de membrana plasmática 

ven -favorecidas bajo estas c:ondic iones. 

Las muestras empleadas fueron fracciones microaomales de rai 2 

de trigo, coleoptilo y raiz de maiz, y rAiz d11 Ipomoe• purpurea. 

El propósito füe el de c:ompat·ar el patrón electroforáotico y l• 

po11ible reacción cruzada con los anticuerpos mencionados, entre 

espec:ies donde se habia estudiado anteriormente a la ATPasa-H+ de 

membrana plasmá.tica de plantas y otras no estudiadas como la del 

trigo. 

El patrón electro-forático CFig. 16-I> mostró resolución 

muy baja en la zona de al to peso molecular (~ 100 kDa> lo cual 

favorece muy poco la identificación de la banda de 100 kDa de la 

ATPasa-H+ de membrana plasmática. Por otro lado, este mismo 

si1>tema tiene una buena resolución en la zona de pesos moleculares 

menores « 100 kDa), en donde se observan numerosos polip4-ptidos. 

La banda tef'lida con mayor intensidad representa a la BSA de 

fracción-V <68 kOa> empleada en el método de extracción de 

protei nas (amortiguador de homogeneización y de resuspensión). Al 

no obtenerse una banda de peso molecular cercano a 100 kDa 

puede pensar lo siguiente: 1. resolución pobre de los galas de 

Laemml i en la zona de al to peso molecular como ya ha sido 

reportado tBch:lgger y Van Jagow, 1987); 2. probable prote61 is is de 

polipáptidos de alto peso molecular <?: 100 kDa) debida al tiempo 

de almacenamiento de la muestra y/o; 3. una concentración muy baja 

de la prote! na de 100 kDa en estos extractos, lo que haca nula 

observación. 

Cuando se trans.firió este gel a nitrocelulosa, en el caso de 

la detección del anti geno de 100 kDa correspondiente la 

ATPasa-H ... de membrana plasmá.tica, no se obtuvo una banda que 

reaccionara con el anticuerpo anti-ATPasa de H+ de membrana 
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plasmá.tica de ,A~· ':th.:fli~i1il, _-fo, c\Ja1-.P~~-b~b1e~e"nte se· dnba ·1as 

~unt~s. 2 :·_.Y __ ~-· ~ __ -.-d~~:C:-~~t~-~-··;:-:¡:;~·~> ·,·~~~~!·A,~-~-:~ da~ ·~.J la Í_~~~no/;·~p ~ ica 

correspondie!"'t~ ... ~c:>-·S~ · i:n~~~t:a> 

I rr 
_ k Da 12345678 kDa 1234:;07 

06 --
ea-

Figura 16. EL.,.clroíÓrea\a en gotl de po\.\.l:~cr1.\.a.m1.do-sos 

CLo.emmli., T1.nci.6n o.:ul brÜla.nl4 - d9 

Coomo.lil&U1• R-2'!50. zoµg d• prole! na por co.rr\l d& la.a 

íra.eci.onau m1.ero•omo.Le .. : 2, eoleopli.lo de ma.1:: 9, y .. 
ra.dieula. de ma..Í:; !5, ra.iz de Ipomoea purpu_rea: es y, ?, ro...!Z 

tri.go; e, a.morl\guo.dor de mu••lra. + a.morl\gua.dor de resu•penaión. 

lnmunorrépli.;o. 

eso + o.nl1.-070 

ATPa.•o.-11 de lonopla.•lO de 

del get 

' perlenee\•nt.e11 

N. 
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La inmunorrépl ica correspondiE!flte <Fig. 16-II) emplean.do ·los 

anticuerpos de tonoplasto de N; crassa (anti-C
60 

y anti-D;
0

> 

muestra una reacción pos.iti~a; i:rl~y -lig~ra las" ··rraccioii.es 

microsomales de coleoptil_o y r'ádicula de maíz, y se hace 

imperceptible en las de.raíz, de. trigo. Aunque no se obtuvo una 

reacción de mayor intensidad, esto con-firma la similitud entre 

este tipo de ATPasas d~. i:.t- -d~ t::.onoplasto en plantas. 

En un intento por·-mejorar la visualización de las bandas, 

procedió a realizar la electro-fóresis de e>etractos -frescos de raíz 

de trigo (al dia siguiente de su obtención>. La electro-fóresis 

correspondiente CFig. 17-1) presenta extractos -frescos de raíz de 

trigo, y atln as! se observan pol ipéptidos de al to peso 

molecular, pero s! un alto número de polipéptidos de 

molecular en geles de poliacrilamida-SDS de Laemmli 

bajo peso 

<1970). Se 

sigue presentando la banda sobretef'Uda de BSA -fracción-V con una 

mayor intensidad en la -fracción nuclear, lo que posiblemente se 

debe a una subestimación en la concentración de prote! na en dicha 

-fracción. • 

El re&ultado de la inmunorréplica <Fig. 17-11) empleando 

el anticuerpo anti-ATPasa de H+ de membrana plasmá.tica muestra una 

reacción cruzada positiva y en orden decreciente con la -Fracción 

nuclear. la mitocondrial y microsomal. En esta última -Fracción 

casi no se observa la reacción cruzada debido posiblemente a que: 

C1) la prote! na se encuentra en muy baja concentración la 

fr-acc:i6n mic:rosomal y/o. <2> la proteina se encuentra parcialmente 

proteolizada debido al tiempo que se requiere para la obtención dt::! 

dicha fracción. Algo análogo sucede con la ATPasa-H... de 

tonoplasto, pues la inmunorréplica empleando anticue,rpos contra la 

ATPasa-H"" de tonoplasto <Fig. 17-I I I> demuestra la reacción 

cruzada positiva en todos los eJ.<tractos presentandose como una 

banda doble, lo que correspondería a los dos anticuerpos empleados 

(anti-Cd
0 

y anti-0
70

>, y que se observa con mayor intensidad en la 

-fracción nuclear y decrece hacia la fracción mitocondrial y 

microsomal. 
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Figura 17- PalrÓri wl.eclroforéli.co g•l do 

poU.a.cri.la.mida.-SPS do a.cri.la.mida.> tLa.emm\.i., Ttnción 

coomaa&Lfl R-250. aoµg 
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ESTA TESIS NO DEBE 
SALIR DE LA BIBL18TECA 
Con el propósito de incrementar la concentrac:ión del 

polipéptido correspondiente a la ATPasa-H+ de membrana plasmática, 

tratamos de: 

(a) Enriquecer las vesículas da membt""ana plasmática aplicando 

la fracción microsomal a un gradiente de sacarosa y, 

(b) Disminuir la acción de proteasas prec1pitando con TCA las 

"fracciones obtenidas. 

3, GRADIENTES DE SACAROSA 

Una vez obtenida la -fracci6n microsomal sometió 

gradiente de sacarosa 2S'l./3BY. <Giannini y Briskin, 1987; Giannini: 

et a.I .. , 1987 y 1988>. El gradiente vez centriTugado se 

fraccionó en tubos con capacidad de 2ml obteniendose 15 fracciones 

(30ml totales>. A cada Trace ión le midió el 1 ndice de 

re-Fracción con un refractómetro digital <ATTAGO). El ! ndice de 

re.fracción equivale Al porcentaje de sacarosa en la -fracción. Los 

resultados obtenidos (Tabla 11> gra-ficaron <Fig •. 19). Para 

conocer la densidad correspondiente a cada -Fracción se emple6 la 

curva patrón de <Y.> de sacarosa vs ó = m/v (Fig. 18> obtenida de 

los valores presentados en el Index Merck <Tabla 10>. La 

extrapolación de los porcentajes de sacarosa correspondientes a la 

inter-fase del gradiente C25Y../3BY..> indican una densidad de 1.13 

1.17 g/ml • lo que concuerda con lo encontrado anteriormente para 

este tipo de gradientes CS:z:e, 1985; Marré- y Bal larin,-Oenti, 1985; 

Dupont et al., 1981; Mettler et al., 1982>. De acuerdo a lo 

reportado anteriormente. esta interfase se encuentra la 

.fracción vesicular de membrana plasmática de plantas. En la zona 

de densidad 1.10 g/ml se encuentra la -fracción de vesic:Uld.; de 

tonopl asto. 
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TABL~ 10 

Valores de densidad tgiml > correspondientes 

a cada porcentaje de sacarosa para la 

representación de. la curva patr.ón de 

sacarosa ('1..) ( Index-Merck>. 

Sacarosa <X> 

20 

40 

60 

eo 

Densidad:a 6 = m/v 

1.0 

1 ~ 1 

1.2 

Ú:s 
1. 4 

Agua 16 = 1.0 g/mU. 

TABLA 11 

Determinación del indice de reTracción <Brix> de 

las .fracciones del gradiente da 

No. Fracción 

o 

2 

3 

Vol. (ml) /Fracción 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

1 ºá;; '"'~:,11t:''::i;:';~ !;'.;';_;,;~~ -~-2~ 

15 

16 

2 

,2 

2' 

2 

2 

•. - cada unidad en Bri>< corresponde 

eo 

25.0 

22.0 

21.6 

22.4 

23.0 

23.0 

23.1 

24,e 

30.7 

36.e 

36.e 

37;0 

37.2 

37.2 

37.4 

37.e 

:se.o 

257./:SeX 

X de sacarosa 

25.0 

22.0 

21.6 

22.4 

23.0 

23.0 

23.1 

24.e 

30.7 

36.e 

36.e 

37.0 

37.2 

37.2 

37.4 

37.e 

:se.o 

unidad en '1.. de sacarosa. 



CURVA PATRON 

... _ 

FigUra 18. cur'.lc pc.ltÓl'I para. la. dG1Lormlncici.6n do la. 

16 :z m ... v.-- del "' de de ca.do. rracci.6n del gra.dLenlo 

1valcir•• tornado• del INDEM MERCK>, 

GRADIENTE DE SACAROSA 25/38,. 

MDlPLMM. .. 

. .. 
Vol( mil 

Figura 19. curvQ qu• proi;onta.n loi;; valeros;: oblomdo;; del 

9rodtenl• do anearoua 
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A_ continuación se presenta la recuperación protéica (%) de 

las Tracciones vesiculares, obtenidas por di-Ferentes pasos de 

puriTicación <Tabla 12). El total de prote! na extra! da (53 mg) 

la fracción mitocondrial más la fracción microsomal as considerado 

como el 1007.. (-fracción mitocondria.l + microsomal>. Al ser sometida 

esta -Fracción a un gradiente de sacarosa C25'l../387.) se obtuvieron 

dos Tracciones; la de tonopla.sto y la de membrana plasmática • La 

primera presenta una recuperación de prote! na con respecto al 

segunda del 57. (2.6 mg>, el total del 0.817. (0.43 mg> la 

restante 94.197. se le atribuye a prote! na presente en otros 

si•temas membranales (mitocondria., retículo endopl.ismico, aparato 

de Golgi, etc.), y que se encuentran en otras zonas del gradiente .. 

No. de 

TABLA 12 

Recuperación de proteína de Tracciones vesiculares 

sometida.• a di-Farentes métodos de puri'f'.icación. 

•11milla.s Peso húmedo Fracción Prot. recuperación 

sembradas raíz Cg> vesicular Tot. <mg> (7.) 

300 24.84 mi tocondrial 

+ microsomill 53.00 100 

Tonoplaato 00.43 00.Bl 

11.P. 02.60 05.00 

11.P. + KCI 01.30 50.00• 2.45 

S.N. + KCl 01.30 so.oo• 2.45 

M.P. + DDC 00.40 30.00* 0.75 

S.N. + DOC 00.93 70.00* 1.76 

• .- Porcentajes derivados del lavado con KCl (0.5M) a partir de la 

-fracción de membrana plasmática <M.P.) .. 
1 .- Porcenta.jes derivados del lavado con DOC (0.67.) a partir de la 

Tracción de membrana plasmática lavada con KCl <M.P. + KCl, 0.5M>. 
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El baJo· porcentaje '.dB recuperación protáica que se observa en 

ambas Traccíones v_ésiculares (tonoplasto y membrana pla&rú.tica) 

podr! a"" indicár · un·a._-~ajá, :~cantidad de la protei na en dichos sistemas 

membranales per·se;:'o bien,. que el método de puri-ficación e•pleado 

es ·rnadecuado y no ·se logran obtener todas liils ves.t:culas que 

pretende en cada caso. 

La cantidad de protei na presente en la fracción da membrana 

plasmá.tica se ve disminuí da aón más en los pasos subsecuentes d• 

pur.i-Ficación: lavado con KCl (0.5M> y lavado con OOC (0.6'1.>. En el 

primer lavado se observa una disminución en la cantidad de 

Protei na de un 50X con respecto la fracción de M.P., y 

representa un 2. 457.. con r>espec:to al total < 1007..). En el segundo 

lavado representa un 307.. con respecto al lavado anterior <KCl 

O.SM) y O. 75Y.. con respecto al total, lo que indica una obtención 

muy baja da protei na en dicha forma de pur i-ficación, ya que 

representa pérdida total del 99. 2:JY., desde la -Fracción 

mic:ro•omal hasota el último lavado. 

En lo• sobranadantes se presenta la protei na que 

solubilizada por fuerza iónica <KCl 0.5t1) y detergente <DOC 0.67..), 

y corresponde a una parte de la prote!. na que se pierde por 

puriTicación <ver Tabla 12). 

Las fracciónes vesiculares obtenidas: mi tocondri al 

microsomal, tonoplasto, M.P., M.P. l<Cl C0.5Ml y M.P. 

DQC <0.67..>, fueron sometidas a electro-fóresis en geles de 

poli.a.crilamida-SDS <LaenwRli:- 1970). 

Los resultados obtenidas de la alectrofóresi• <Fig. 20) a la 

que -fueron sometidas las fracciones mitocondrial + microsomal, 

M.P., M.P. + KCl (0.5M> y M.P. + OOC C0.6Z), mue&tra en todos los 

casos, un polipéptido de aproximadamente 100 kDa Cpeao tnolecular 

determinado por medio de la patrón correspondiente, Fig. 

21), y que decrece intensidad con la tinción de azul de 

Coomassie, conforme se .avanza. en los pasos de purificación. Se 
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obtuvo e1 mejor- t•esu·1-·~acÍo-'-~,; ·\~ f·~á.cC:'i'ón':mi t·~~ciridria·1:·-+ ;micr .. 0Soma:1 

y un~ band~·~·~a:s·i:: i~~Pe-';~'c:~p\;'f'bl~~.- e~· Í~··~.f~a·~¿iÓ~'~/d~·.~-:~-~-~··_ l~v-ad~ con 

ooc: .. <0.6'1..>. La -fracción d~ ·_tonoptaSto "no p;~~~É!nt.a ··.d¡~ha ~~nd.~<- con 

buena :resolución. 

kDa a b e de 
540 --

100 --

60 

45 

40 

25 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

Figura 20. Eleclror6re~1.g, gel de polia.cnlo.mi.da.-SDS 

d• ocri.la.mi.da> ct..aemmli., o.~ul bri.Llcmle 

tiO~ 

d• 

Coomo.aai.e R-Z50. 10µ9 por co..rr\l de oi.gu1.enlea eala.ndGraa d• 

peao moloculo..r: a.. Ferri.li.na. kno>; -:"a.lo.lcu;1a. tdO - --- .kOa.):-~· 

Albúm'-no. do huevo kDa.>; d. Aldolaaa. kOru. ~~(Y: 
Oui.molri.poi.nogeno-A c2:» kPa.>. d•. prole1na. par. . c~r~l ·_> "~d.' '"" 
CrClc:c\.onea vaai.culni-oa· ·.do ;~~ de t.ri.90 pr•~_i.p~l~~~ <';-~j con,, 'T·~-~-

:<c.:::::,:nd~~y •;:. ;i~~c~t~:~~t';.,,_~m~~~;·.~,~jW:~r::~; ~,~~:~f:~ui. 
d 0 M. P. p~;i.~i.~~~~· ·c~~·"'..'KcL·~· ~?:!!n.oi '.'? 1- y;_;· e. ·N.,P,' .P'"':r~fl.c::~a.: con .. 

«O. cSM>: P:· .. y . ·.o.:' ~;~~{~ '•(;'d~ ·¡/:·t.~~¿;l·~~:~~:. -')>~/-~ y 12
00 

•• &obrena.danle 

lrat.ado con óoc ·.·to. 'OMJ, · eat.cua , ~-~~~<::: · útÚ
1

iT.a.a l~r,i~cua.. Cueron cargo.do.a 

µg de _pro"l~ina.~·~: 
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El ·sobrenadante· 'del !'avado·: con DOC C0.6~!), presenta. 

resoiu~~ón ,r¡li-v'pobr·é-.:-o-bser·Vá~do~e-·¿r,·i~'a~·~~t~· J.";¡'ba.rlda de -BSA 

la Í{n6~: J.1··."· E:~'tc;,·, Se··.··deb~- _a.: qÜt{ti'c\ ~:'pti~t:ei·~~\ ~~Jn·t~~-i da·· dicho 
sobr~n~·d"a~t~.:~~:~~· .. :·~~y -baja:} --d~b·i'db' :~a~~:~-~·J~ ~'~-;;· e'hc~~-~·t'~a ~1tamente 
di_ luida.· C< ~~g/f!l·¡~ ~ 

DetÚ-do- . .:ú' .. ,bá.,Jo o-nui·o enriquecimiento del 'pólip&ptido de JOt.1 

l<Da obt'~r{¡:d~·.~.émP·"l~~~ci~-· ~l liivado -~_co~ un_ agen_te iónico y un 

d·et~~'~é~·te -c·d~ -~·~~'e;~dO ·. ~- lo reportado la 1 iteratura>. 

éon~·ider:Ó· eliminar estos tratamientos 

gradiente~ .de: sacarosa C25'l./38'l.> • 

ut i 1 izar unicamente 

. . DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR (kDa) 
GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS (10%) 

,.nltln• 

•lo•lna 

lil•g&IUICNlld•H 

fo.forllH_.B 

BU c.tala1a 

~ 
q14ln1olrlp1lnog•no~A 

4'--~~~--'~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

o 0.2 0.4 0.6 0.6 
MOVILIDAD Pll!LAl'I• Olt) 

· Í='igur'a 21. p.:..trón poro. la. determt.na.ct.Ón del 

gel d• po\i.acrtlami.da.-SDS 

el 

do mol¡;ci.ala;· 'CÍcoa.J de protei r1Qa 

ac;t.la.mi.da1. ' se oalándaroe 

para.·· prol•Í nae de o.lto peao molecular o 

de bajo p••o molecula.r t< koa>. 

koa.1 pa.ra prol•Í nag 

movt.li.da.d•• cR ñ ••l.Ín 

toma.da• ~· vari.o• gel•• do pollo.cri.l~mi.da.-sos • 
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4.; PRECIPITACWN __ CON TCA 

con ·~1· objetC{: .. de· ciiSmiliÜ1·r:· la ~f:~~~-1-.isiS·,· las:· muestras 

me-~br:-a-n~1~s-··6_bte_nid_<:Ls>i:.~- Jf~e~~pi_t~·r~~~ c:on-'TCA ·:-<57.) :-:-;(W~>-~·y Wa'ng, 

19~·:_> ~_"·_La: ª~-~~~t-~fyr~~--~~.,:.~<.~)g;7··;·~·2.?.:·.'.;~-~~_i~'-~-~-\~:~::·~-~~:.~:.~s :·~~~--- :¡;~~~-ii-~-~~-s 
vesicu1 1ares', -.una. débi i··. t i-~i:.i,6n- ~~'-/i~-~~ÍOn~_~:'~~~ ~1 t~~~: .. peso._ ffi01e·c~Ufar 
<~ ·· ioo·'-ko~->'-~·:pº·~---·-.i~~-·~u..;:.ino';:~-~ ·6~~~·~'~arí":::b.a~·da~-.i:~~ :.~~: --~~/- 70-:/kO:~-. La 

-pr-~ien¿i'a :·_·d~-~-a1guÓ-~s ~>'ti~~-d~·~:~:/~'n ~~:{~/,}'~~1,:;a· ·4~-~ >~~~-~~-?· ~~·í:~,~~i~¿-~s 
-me_~~o~~~'::'._(~.'.i~~ -~~?,~~~~{ p?d~~-~~ _'·c .. o·n:~-s~ci~der ·:·a la ~ ~frag·~~;..;t"a·~;~~~ ... ~ de 

-pci·1·-ip-¿-tid0-S·:-de=-.-aftQ-:°p850 mole~ular--. () a~ ioo kOa) ,-~··-= o,.:~gis:lada~= por 

proteól_iS.is a~n- bajo 'las condiciones de precipitación con- TCA y ,el 

empleo- de PMSF;'. - y_-EDTA los amortiguadores de las -fracciones 

vesiculares probadas .. 

kD a a b e d e 1 2 a 4 5 e 
540.-

100-

60 

-25 -

Figura 22.. EleclrofÓrGala gel do poho.cnlo.mldo.-SDS 

do cicrllo.midcu tLo.ommli. azul brí.llo.nlo do 

coo'muaaí.e t5µg por co.rnl do loa 1u'JuLenlo& oela.ndo.ros do 

pouo moloculo.r: n, Ferrí.lln'1 koo.>: b, Co.la.lo.aa. kDo.>; 

Albumlna. do huevo lc:Oa>; d. Aldolo.ao. kocU: 

a.ut.molrip111inogono-A koo.>. proleina do fT<:1<:ct.onea 

voaicularos do ro.1 :z: de trí.90 prec;.pí.la.do.a 

reauspendldo.a fueron a.pllcado.a y 

mí.locondr\.o.l + microsoma.\: 9 y_..,; M.'._r .• -; _ !5 y o, Lonopln.ato. 
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. . . : . ' ... : ·~ 

Al. no',.obser:varse _de. man:era~ cla'ra. el polipéptido de· 100 kOa, en 

ningt'.ín. casa.·, es·. de'é:ir, :j'li _en·· -rraCciOnSs -.-c.rud~s . :~~~/ -~~~r __ i~_úe<::i,das 

(Fig •. _'.22> ._,:·se 'propon~ _que el em'p1e~.>-,~·de_1 _TCA ·.'Poster.ior. a la 

obtención de cual(¡uiét- -Fracción_:·.: VE!Si'cü1·ar\ y ~~-t~/io~-·'." a la 

~i-~c_t/oT?~-~sis su-i:ic·t~-A-t~·-< P~i~,_:S~~~-i-~~t~~-~:~-:::.~ .. ,~~e,::,-~\~~.~~:~ .... ~-
. · :~~:;¡~~=:~:~ 1 : I~:~:::c~~:~~~~;~;;~;~,.. ~~~fü~}~g:E0-\f~E~~~~,~~~_:,~x--

ª~ti_vi~ad proteo U t1ca <_W~· y ~~~~~· 1_:~9~-~.?-/.:'~-~~~-(~~-~.,:~--~-~. -é~-~~~-:;~~e~> ~-º~' 

·· :: s:~::- ::e:: 1 ::::ª~:ª e ~~:i::_t0~:ª---~>·~.-.• ~-~--~1'e01~:1~;t~~f ·fl74~ff!'~~~~-<m~i. pesos moleculares <> a. 1.0? ~. , -: . _·- qu·e:' ;;.i_ffiP,i .. de -:,:}i~-D~~:~~:~~~
observaci6n del polipáptido_ de ~00 -~o·a .. 

~. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA-COLATO DE Ná+º V-C 

DODECILBULFATO DE LITIO CLDBl 

Por lo tanto, al no obtenerse un polipéptidb de 100 kDa 

geles. de Laemmli (1970>, procedió al empleo de geles de 

p~liacr~lamida-colato de Na+ y LOS Cdodec:il sul-fato de litio) 

según la t~cn~ca de Sch:igger y Van Jagow (1987) modi.ficada por 

Gonzá. lÉ:!z-Halphen et al < 1987, comunicación personal>· que presenta 

ias siguientes ventajas: 

1) Alta resolución de polipéptidos de alto pesa molecular (~ 100 

kDal. 

2) Ob~~nc_ión de polipéptidas en condiciones no desnatur~lizante~ 

Cgelefi: nativos> por lo que pueden probarse ensa\ros de .cl.ctiV~dad, 

de hidrólisis de ATP in-situ .. 

~) El LOS. a di-ferencia del SOS, no precipita en -frío por': lo que 

la mue_stra puede correrse a 4º e y con el lo dismin~ir: 1~ .. a~·ci6~ 
de prateasas durante la electro.fóresis. 
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En este sistema -se presenta resolución muy buena de 

algunas proteínas.de alto ,Peso molecular CFigs. 23 y 24> 

diTet·encia_ del sistema de Laemmli CFig.' 16-I>. 

El. re~.:.1,~~~do ob:tenido ei:i gel de pol iacri lamida-colato de Na• 

y LD~ (Fi«J:~.:23>,: in~ic~ un corrimiento an6malo de los está.ndares 

de peso;.molecu.lar para· sistemas electro.foréticos que emplean SOS 

(lineas a, b 1 c,_ d_ y e). La muestra empleada (Tracción de membrana 

plasrMtica) -_presenta una mejor separación de sus p4'ptidos cuando 

se combina con el LOS de 2-5µg/µg prote1 na <U neas 1 a S), mayoreo; 

concentraciones de LOS tienden a agregar los polipéptidos de 

alto peso molecular, por lo tanto se obtiene una mejor resolución 

a bajas concentraciones de LDS. 

El porcentaje de acrilamida (167.) empleado esta 

electro-fóresis presenta tamaf"ío de poro muy pequen:o, por lo que 

las prote1 nas de alto peso molecular tardan en penetrar al gel y 

ser separadas, debido a el lo se disminuyó el porcentaje de 

acrilamida (de 167. a tO'l..> y se redujo la concentración de LOS <O. 

2 y Sµg/µg prote1 na) con el objetivo de observar mejor el pat1·6n 

electro.forético de las protei nas de al to peso molecular. entre las 

cuales está. la protei na de 100 kDa <Fig. 24). 

La mejor condición para el cot-r-imiento electro-forético de la 

muestra de membrana plasmá.tica <Fig. 24), se obtuvo al solub11 izar 

con 5µg de col ato de Na+ /µg protei na y omitiendo el uso de LOS. 

El patrón electro-forético correspondiente <Fig. 241 presenta 

ademá.s, una resolución muy pobre de los estandares de peso 

molecular para este tipo de geles de poliacrilamida-colato de Na+ 

y LDS, lo que impide la representación grá.-fica de los mismos. asi 

como la determinación del peso molecular de las hendas presentes 

en el gel. 
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kDa 
540= so 
os-
4~~ ,,--
25 

'-----

a b e d e 1 2 a 4 s a 7 s s 10 11 12 1a 14 1s 

Figura 23. El•clrofór ... .ai.s gel de poli.ci.cri.la.mi.da.-cola.lo du 

"~ y de acri.lomi.da.J (Schágger y 

modl.íi.ccu:lo por oonzález-Ho.lphen 

hnU.a.nl• ->d. _ Coomci.aslo R-2!50. 

•aland(Lraa ', d"' - ~;.·.o--·.: ~ol~c;,..la.r: 

et 

"°µg p~r_ co.rri.l 

Ti.nci.ón 

do loe 

kDo.>; b, -

:lPO?; 

·~~u~_•nl~~ 

~la.LGACL 

·1.:~·i::.,;' -~~~+ :·¡tbtl'~i.~ 'd~- ~t.v~~' · c•-s< k-~~-- - d,. Ald~ta.~O: :(":.·~ k'na) y; 

º• ·. auimc;t.rip~¿~~~-;~-º-~t{_':"t2~\,, ~~-~-.-;/ ,oµg ·.· ·- ~~-~ .:-=·~~~: .. i,';." 'de·:~.;·:' ta. ·;·\·;r~ei:;~i.ó~ :d• 

:~~-:: /~-~~-:~t~d~ {.:::,·{·~)-::~ . -~~- e. ldo ./~ '-~~-~-~-~~'.j:_~-~~'~t~i~-;-li:~~( N~:": .'?l.lgl"µ'if 

-::f.ª~~:=:~'{9'~~~);~~~ti~~,~f ::~f $fi~·~fu:;'~f~¡;~;~~J~1~flrf~';;ª~::~ -5:: 
LD~/~g_,_· ~~~~/.~-/~:~-~.~-~, ,·:!.'.><~~~,9 ... _> .. ·fy~~~(Jf} -~~~~~:~\'.;:: .. ~<·t~~ ~~;·,'~.;;<E~,~p~~, : ~~~~·ps_ ~'! .pro~.",~ 
to Y:~,~·· 2,~~.9. i.tº~~~9:. «pi-~\.~·~;·, .·1~-·-;,_y ;:· lD. ~~~9: .L~'.S//.!9 .~-~~L.~-· .1•: y ,.us. 

!IUµg L~~"'.'µg . prot..·.' : ·~'.' ,·. I~ 
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kDa a b 2 3 5 7 8 10 

ss-

FigUr.il. 24. Eloclro(Ór•ai.a gel d~ poli.o.crt.la.mi.do.-r.ola.lo do 

N" y do c&ch§.gger y .1.90?; 

modlrlcC1Clo por aonzAlez-Ha.lphen el: al. U>O?). Ti.nci.ón a.zul 

bri.lla.nlft de Coomoaai.9 Toda.a lui;i muoalraa !uttron treta.do.a 

cot0;t~:·_'.;·~t.~. _ t:i~. ".µg 
molec:ula.r 

proleina.. 20µ9 por ca.rri.1. do 

.po.ra. gol•• de poltocrila.mi.do-sos: 

Lrotdd~~~¿~'.2µ~ ;··.'LDS/µg ~-~~¿.¡O·t.;1~~~~~-:- --z~oµg -por co.rri.l do 

do ;-~~-~~_:; :\·~-~-.'~. ~:··" di.foronh1-8' co,.:;cenlroclonea 
( •'' 

2. d ·y:· 7 •.. a~~ lt:.~~; :»,
1
9;: 4, .. zµg L~S/µg p~ol. y; 

LDS/µg P!°OI.. 
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La banda de BSA .fracción-V se observa como una banda doble 

posiblemente debido a proteólisis por tiempo prolongado de 

almacenamiento .. Para la determinación del peso molecular de los 

polipéptidos se torró como referencia la banda de BSA Tracción-V 

que presenta un peso molecular de 68 kDa, asi 

migrada de cada polipéptido y la distancia 

la 

del 

distancia 

gel de 

poliacrilamida, calculándose el Rf para cada banda en·particular y 

de manera indirecta el peso molecular CFig .. 21 > .. De esta manera .se 

obtuvo una banda con peso molecular de 100 kDa que se procedió a 

identiTicar mediante el uso de anticuerpos espec! Tices dirigidos 

contra la ATPasa-H+ de membrana plasmática homóloga de A .. 

thaliana, 

mene i onadas .. 

las condiciones de electro-fóresis anteriormente 

. ·El gel <Fig. 25-1 > muestra un patrón electro-foriético 

se_meja~te ,- e_n __ las tres Tracciones empleadas <mitoc~--"-~-~~-~-1 

mi~rosomal'~- 11 .. P. y tonoplasto> con una banda de 100 kDa .. La ',.ban·da -

de· BSA Tracción-V se encuentra enriquecida en la Tracción de 

tonoplasto y es semejante la observada en' la -Fracción 

mitocondrial + microsomal como se hab! a 01:>serva~o. pr_~,v~?~~n~~1;( .. ~~ig 
2ú, 22 y 25) .. En la de membrana plasmática se obsen~',~ disminu! da, 

auÍlque quizá. sea solo debido a una menor cantidad·· de proteína 

total en este carril <linea 2). 

La inmunorréplica correspondiente CFig. 25-II> muestra que la 

banda de 100 kDa propuesta como la de ATPasa-H• de membrana 

plasmAtica de raíz de trigo no cruza con el anticuerpo espec!Tico 

de A .. thal iana,, por lo tanto este pol ipéptido no representa a la 

enzima esperada. Por otra parte en todos los casos s'e observan 2 

bandas que reaccionan con el anticuerpo anti-ATPasa de H+ de 

membrana plasmática, y que presentan bajo peso molecular « 68 

kDa> lo que probablemente indica la prote61 is is de la ATPasa-H ... 

dichas bandas .. 
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kOa 2 3 

100-

es--

II 
b 

Figura 25. Eleclro(Óresai; gol 

de Na. do o.cri.lami.da.> tScha99er 

do 

y 

po~ia.critar:i~do.-co.~a.~o 

Ja.go~;-.:-,_·- ts>e?; 

modlíi.co.do por oonzá.lez-HCLlphen · et a 1:. u;>S?>. ~Ti.ñci.6n 

bri.Uo.nlo· .de cOoma.S.11le - R-2!'00. zooµg carril ' de -,._ \ . ti:U. " ÚCC~fJ~9.¡ 

veai.cula.rev -·'de_. rCÚz· ___ de_ · lr\90 lra.la.da.a __ colo.lo: ·;:~~-;:~:;:¡~:. ~~~i:í' ; ... ; ~d."-
prote! riCL. t; -~\.t0;é:Óndr1.o.t ._+ '.~i.~r::;aomat;-. ·2; ~M. P~ _ y.;·~-.. ·.;º~~p·(·~~~-º~~);':: ~\~F: ·,:·_::.:_:·: 

-. . ,,, .:::·,., é\'- .. :; ~~;(~~nd~~--~-~é{~Ü,:....~~-p;;~::,_::~~."d~~<c-' ·+~--~:,:·.;-';¿~~:'.,,!f,c:~o;: ~~'i~{·---~ -·-A. 

thal ,:~a:·Y::;~~:~~~~j~c . 'f,i~~~~i.'~,~;:¡:~, ""'~'j,~~;1h~\tfü7~~~t&p¿; ,·' ·¿. 
M. P. ~~·· c.'~.f'~~oiá1~~i~~i~l:':~~~;~ _; 

-co-~;;~_°"-_c_:::i;~ , . .d:.~i;~~~~-~+: .-~~;E;~- ,c.~#~4~<,;?X~-~~4~~-~~~d~~i~~~-;~~i~_~:;. 
', :; ··' - - • " . ','¡~~,;· -~·:·:,·y-_\<'~-:-_.-_:,'.··'. 

Debido a ~lle emplealno~ 'u"nf~~~~el'.'.: :id~~' {*~f~,¡"~ºf~~ •con el 

propó~ito de dismi_m~1·r a· un '~.n~~·o "~ .. ~1·~.~~t:.~.~~-~~-~.(~~-~ .. ~~o~~·t-iC::_a desde 

el inicio del proceso de eNtr'acci6n •... El inhibidor más e-factivo 
' . . .-.. ' '·~ 

la e;ctr·ac:ción y pu1·if1c:ac1ón -de la fr.acCi6n de membrana plasmática 

al pa~ecet" es la qu1mostat1na en un~·- ~~n~erÍtraciÓn de 5µg/ml de 

amortiguador tS&t'Tano. 1989 comunicación directa; Gal lag her et 

alq 1986; Gallagher y Leonard, 1987a) por lo que empleo 

hace necesario en todos los medios de extracción y resuspensión. 
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b. EMPLEO DE INHIBIDORES DE PROTEASAS 

Los inhibidores.·. mA.s -Frecuentemente por 

de hidrólisis 

tejidos· Vegeta1eS····é'p ... · ~·~·:~;~º~!·~'> sDn: EDTA, PMSF y quimostatina, 

-~·Íe~-~i~:,~:e~·t-;;/~!,:¿·;~i,~n;ciL ~~:.~.~~cr:.i~O para -fracciones de membrana 

º•pla~~tÚ:a'; CG:~l·Í~~~-~:~' ét·o¡-a1.:;·· 1986;. Gallagher y Leonard, 1987.a y 
. bl: ... ' . 

:.<· .',--_· .. '._~{ .. : 
· - - ·-L:oS --r~~~l~-~-~~-~ :"_(Fi~.-~:::-~~-~I> revelan la existencia de una 

Caritúlad- de· poliPép_tidos de alto y bajo peso molecular en la 11 nea 
-. ~---· . - __ , - - --

de" la --fracc i6n mitocondrial + microsomal debida posiblemente 

subestimación en la cantidad de prote! na aplicada al momento de la 

electrofóresis. En los otros dos casos, la -Fracción de membrana 

plasm.itica y de tonoplasto,. se logra observar un polipéptido de 

11)0 l<:Da, y otros de alto y b~jo peso molecular. 

La BSA fracción-V se encuentra en un mayor porcentaje 

respecto a los demás pol ipéptidos, por lo que es la m.fls visible 

debido a que se tif'ie con mayor intensidad, además se pueden 

observar varias bandas por debajo de su 11 mi te in-ferior Caprox. 

bandas>. 

La inmunorréplica correspondiente <Fig. 26-II> demuestra que 

ninguna de las bandas de alto peso molecular <aún la de 100 kOa) 

r·eaccionan con el anticuerpo de ATPasa-H• de membrana plasmát:.ica 

de A. thaliana, pero si con una de bajo peso molecular <aprox- 66 

kDa> que se localiza debajo del limite in-fer-ior de la banda de BSA 

-fracción-V. Lo anterior hace suponer que aún empleando un '•coctel" 

de inhibidores CEDTA, PMSF y quimostatina> y sometiendo las 

muestras a ebullición por 3 min. anterior-'mente 

electrof"or-ésis, la proteól is is sigue presentandose posiblemente a 

todo lo largo del aislamiento de la ATPasa-H• de membrana 

plasmática de rai;;: de trigo. 
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· kDa 
205 

68 
66 

40 

29 

I TI 
a 2 3 

Figul'a 26. Eleclroróreai.a gel de polu:1.crLlam1.da.-cola.Lo 

de Na. y du o.crLlcuni.do.) CSch3.gger y 

modi.(i.cci.do por aonzá.loz-Ha.lphen et al ... 

bri.U.a.nle de Cooma.a•i.• R-250. fro.cci.on•a veai.cula.r•a 

Lra.la.dCUI lo• \.nhi.b1.dorea; t2mM>, PMSF 

de amoi-l. >, dura.nt.a homogenLzo.ci.Ón 

reguapen11nÓl"I. Todaa la.a muaalra.11 f\U~ton lra.la.da.a !Jµg do 

aomeli.da.a a. ebuU.1.c:iÓn dura.nlo 9 mi.n. 

a.zul 

fueron 

y 

y 

cola.Lo 

do Na. /µg prol. 

eleclrofóreai.a. 20µ9 por ca.rr1.. l de eat.a.nda.rea do paeo molecular 

para. galea de poli.o.cr\.lom\da.-SDS: aat.a.nda.raa de poso moleculo.r 

tM1.oai.na., koa.; ¡1-aa.Lo.c:t.oaida.oa., Foafori.la.aa.-R 

koo.; Albúm1.na. de 111uero da bovt.no, BSA, ócS kDa.; Al.búmi.na. de huevo, 

koo: Anhi.droaa. ca.rbórti.ca., kDa.>. 60µ9 por ca.rrLl et.. 

fra..cci.oneu voeicula.roo do ra.í z dv Lrlgo: Íf'<lCCi.Ón mLlocondri.a.l 

+ microAoma.l; z. fra.cci.Ón M. P •• y; s. fracción de Lonopl.calo. 

JnrnunorrépL\.co. emploa.ndo o.nh-ATPcaa. de H + de 

thaliana. 4. fro.cción de M. P. y; 5. ·erección de lonopla.alo. 
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Los estandares de peso molecular para geles de 

pal iacri l~mida';...SOS sig'uen presentando una resoluc 16n muy baja 

es·t·e sist~ma-d;·'.:·g~les de ¡:loliacrilamida-colato de Na• y LOS~ por 

lo qué_ n~ Se· r'epre~ientaron gra-ficamente, impidiendose con el lo la 

'est'i-~a¡¿~ó~~:~~e):_'-pe~'o molecular de las bandas de interés <ATPasa-H• 

de-· mem~·raii~ ·p'~~.smá:{ic'a). 

7. EMPLEO DE LOS AGREGADOS DE PESO MOLECULAR DEL CITOCROMO C y EL 

ANTICUERPO CORRESPONDIENTE 

Debido a los problemas presentados en geles de colato de Na• 

y LOS, tales como el corrimiento anómalo o una resolución muy baja 

(Figs. 23, 24 y 26) de los estándares de peso molecular, y 

polipéptido di!. bajo peso molecular (( a 100 kDa> que r~acciona 

el anticuerpo anti-ATPasa de H• de membrana plasmática de A. 

thaJ.iana, se decidió reemplazar el sistema de geles de colato de 

Na• y LOS por el sistema de geles SOS de Laemmli <1970> utilizado 

anteriormente, pero ahora incluyendo las nuevas condiciones de 

e·xtracción para las muestras ("coctel" de inhibidores). 

Además, se introdujo el empleo de los agregados de peso 

molecular <12, 24, 36 y 48 kDa> del citocromo C de corazón de 

cabal lo y el anticuerpo correspondiente (ant i-c i toe romo C>, con lo 

cual se podria determinar el peso molecular de la banda que 

reaccióna con el anticuerpo anti-ATPasa de H• de membrana 

plasmática, en la misma inmunorrépl ica. Los agregados de peso 

mplecµlar del citocromo C y el anticuerpo correspondiente -Fueron 

donados por el Dr .. González-Halphen del Instituto de Fisiologla 

Celular de la UNAM. 

Se logró determinar el peso molecular aproximado del patrón 

elec:tro-forético (Fig. 27-I>, dada la alta resolución de los 

estandares de peso molecular, siendo esto más evidente en los 

tratados con calor C 11 nea a>. 
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El citocromo C se obsen1a débilmente ten:ido en cada uno de 

aqregados < 11 neas 1 y 2), estas especies -fueron de 12, 24, 36 

y 48 kDa, correspondiendo al mon6mero, dímero, trímero y tetrámero 

respectivamente .. La fracción mitocondrial + microsomal (11 nea 3) 

sigue presentando un bajo contenido de polipéptidos de alto peso 

molecular, no asi las fracciones de memb1·ana plasmática y de 

tonoplasto <11 neas 4 y 5 respectivamente> donde se observan un 

gran número de bandas de alto peso molecular, entre ellos un 

polipéptido de 100 kDa en gel de Laemmli. Esto hace suponer que el 

empleo de inhibidores especificas como la quimostatina y la 

centrifugación en gradiente de sacarosa para la purificación de 

fracciones vesiculares <p. membrana plasmática> impide la 

proteólisis de polipéptidos de alto peso molecular, y permite, por 

lo tanto, una mejor resolución de esta banda en la zona de altos 

pesos moleculares en geles de poliacrilamida-SDS <Laemmli, 1970>. 

La inmunorréplica correspondiente (Fig. 27-11) muestra la 

reacción cruzada del anticuerpo anti-ATPasa de H+ de membrana 

plasmática con las .fracci6nes vesiculares probadB;s• El grado de 

intensidad con el que se tif'íen es decreciente en el siguiente 

orden: .fracción de membrana plasmática, fracción de tonoplasto. y 

fracción mitocondrial + microsomal. El anticuerpo dirigido contra 

el citocromo C reacciona con las cuatro especies de peso molecular 

( 12. 24, 36 y 48 kOa). 

Al correlacionar la banda que reacciona con el anticuerpo 

anti-ATPasa de H+ de mambrana plasmática con los cuatro agregados 

del citocromo C en la misma inmunorréplica~ se encontró que la 

ATPasa-H• de membrana plasmática de raíz 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 

plasmát1ca de raiz de t1·igo. o bien que la banda de 100 kDa se 

encuentra proteol iza da por lo que presenta un peso molecular de 

aproximadamente 48 kOa .. 
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Figura 27. Elect.ror6reai.11 gol de poli.a.cri..la.m\.da.-sDS 

de a.cri.\.a.m\dQ) <Lo.emm\.i., tP'?O>. Ttnci.Ón o.zul brt.lla.nle de 

Cooma.aui.e µg por ca.rri.l de ealanda.re• de poao molecula.r 

gel•• de poli.CLcri.la.mi.da.-sos koa.: 

~-oa.lc.ct.oai.da.aa., kna.: Fo•íori.la.aa.-E V1. koCL: OSA, kDa.: 

AlbÚmi.na. de huevo, 41:1 Anhi.dra.aa. ca.rb6ni.co., kDoJ: 

••lci.nda.rew do b, eala.nda.rea do molecular 

cobulli.c\.Ón ele prole! na. por ca.rri.l. de ei.gui.enloa 

mueelra.a: t, ci.t.ocromo e do corezón de c~ba.llo; z, ci.Locromo de 

coro.zón do ca.ba.Uo 1ebulli.ci.6n ?Oµg d• fra.cci.on•r 

do ra.iz de lrtgo lra.lo.dCUI 

mi.croooma.l; "'· N. P. y; 5, t.onop\.a.•iO. 
Inmunorrépltca. rea.l~:cida. ol. a.nli.-A.TPcu1a. deo H + de 

de A.. thaliana y poet.eri.ormonl• el a.nli.-ci.locromo. 

m1.\.ocondri.a.l mi.croaoma.l: 7, frcu:ción de N. P.; Cra.cc\.Ón 

fra.cc\.ón 

<ebu\.ti.ci.Ón 

d• Lonopla.alo; o, ci.t.ocromo y; clloc:romo 
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,.. O~b.i~~.:~ ·1~~:J;l:~~~.~em~·~:i_~~f~~~~~~~~·-~e-~ la dete~~inación del 
peso ffio1Eú:~1ar;·en :'.1~. ;i~muí,'drré~li~·a-s.e :decidió emplear el sistema 

·de ·sc~'gg~·j:-.:_-\, _.Ú;:,n·.~J~gO'w_: qú,e''.·o~·i·gi·~~-lm~~te hab(a s¡do modi~icado y 

probado··: <'GOnzález-:-Ha1J:>hen. et al., 19Bi. comunicación personal> para 

e~. :c_o~ri!!'ie"~to ele'ctr:-~forético y la r'e.3.cción inmunológica de los 

agregados de peso molecular <12, 24, ::S6 y 48 kDa> del citocromo c. 

La electro-fóresis <Fig. 28-I> muestra una pobre tinción del 

citocf~omo .C y de los estandares de peso molecular <lineas a, b y 

e>. En las Tracciones vesiculares < 11 neas 1, 2 y 3> observan 

por lo menos 3 bandas de alto peso molecular muy cercanas entt·e si 

(~ 10~ kDa), y un gran númet·o de polipéptidos de bajo peso 

molecular << a 100 kOa>. La banda de BSA .fracción-V se observa 

forma discreta en todos los casos, y en su limite in.feriar 

presenta una banda muy delgada que podri a corresponder, por 

correl~ción con la banda de BSA en Western, a la que reacciona con 

el arltic~erpo anti-ATPasa de H• de membrana plasmá.tica de A .. 

thali~na de la inmunorrépl ica correspondiente <Fig. 28-11). 

En la inmunorréplica <Fig. 28-II>. una banda en el limite 

in-f!erior de la BSA -Fracción-V (observable como una sombra) 

reacciona el anticuerpo anti-ATPasa de H• de membrana 

plasmá.tica, en todas los casos < 11 neas 4, S y 6). Mientras que el 

anticuerpo dirigido contra el citocromo C no presentó reacción 

cruzada visible <linea 7> contra el citocrumo C por razones 

desconocidas. 

Por lo tanto, el sistema de Sch:i.gger Von 

siguientes variantes: 1. tamaf"io del poro de 

Jagow 

la malla 

las 

de 

poliacrilamida y, 2. concentraciones y tipo de detet·gentes, 

presentó una buena resolución de la banda que reacciona el 

anticuerpo anti-ATPasa de H+ de membrana plasmática en gel, as! 

como de los estandares de peso molecular y citocrnmo C, lo que 

impidió la determinación del peso molecular de la banda en 

cuestión, además de que no se dio una separación clara entre la 

banda supuesta de ATPasa-H+ de membrana plasmática con la de BSA 

-fracción-V en gel inmunorrépl1c..... Por otra parte, para 
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determinar el peso molecular de la ATPasa-H~ de '_'merTI~,ra~a 
plasmática de raíz de trigo en · ~:n~~_n"9~_¡...t!~~-~.f.~_~,::~ ,~e;>,~-~ _,_;,.;.;e'.'.' hizo 
re--Ferencia al peso moleculai·- de-i~ .·9.SA··:.::,:,~áCC~ó~...:·~: (6

1

8. kDa)~ 'E1 

empleo del ci tocromo C y su anticuerpo ·,~or~~S~Ó~di.~~te·:· n~ dio 

resultados satis-Factorios para este --fin. 

Ua 2 a 
100--

66-.----
66 

I JI 
5 6 7 

.1 

Figura. 28. Eloclrofóroin.a gol de poliacri.lomi.do.-cololo 

de Na. y LDS: de acri.lo.rni.da.> csch:i.ggur y Ja.gov. 

modllicado por aonzá.lez-Halphen et al .• Ti.nci..Ón 

bri.llCU'tle de Coomo.aai.e Todua la.a muealra.a fueron lra.t.ada.a 

con sµg do cola.lo de No. /µg prot.e! na.. zoµg por ca.r-rLl de ca.da. 

huevo, 

koa; Aldolaao., Ir.Da. y Q1...1imolri.pai.nogono-A. kDa.>: b, 

-t.and4r- do peao mol-.cula.r- cebulli.ción S'>; eut.o.ndo.rea do 

zoµg de ci.locromo de coro.zón de co.bo.llo 

200µ9 por c:a.r-ri.l de la.a fraccione• 

i..nhi.bidoroa: lonoplo.alo; y; .. 
mi.locoodri.al + mi.crouorna.L. 

:lnnrunorrépli.ca. rea.U.za.da. con el o.nli-A.TPaaa. de H + do 

de A. thal iana y pos¡lori.orrnento con ol anli-ci.t.ocromo .. 
fra.c:C\Ón de lonople18lo; "· íracc\Ón do ..... ; frCLCción 

rni..locondria.l + rnicroaorna.l; eiloc:romo do coro.zón de ca.bo.Llo 

cobl.lllici.6n :¡n. 
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Por otra parte, al observar la reacción cruzada 1 igeramente 

tei"íida entre la banda de ATPasa-H+ de membrana plasm.Atica con el 

anticuerpo correspondiente, se intuyó que de alguna .forma 

estaba perdiendo parte del anti geno, y esta párdida paree! a más 

probable durante la electrofóresis <prote61 is is). Por lo tanto, 

realizó la tinción con azul brillante de Coomassie R-250 y la 

inmunorriéplica correspondiente de los geles concentrador y 

separador .. Los resultados obtenidos por tinción con azul de 

Coomassie <no presentados) revelaron cierta retención de la 

proteína total en los pozos del gel concentrador. La 

inmunorráplica correspondiente indicó, que parte de la ATPasa-H+ 

de membrana plasmática de rai z de triga era re":.enida en los pozos 

del gel concentrador. Lo anterior impid6 la vi&ualización de la 

banda de ATPasa-H+ (6b kDa> en el gel, y la obt•nción de un• buena 

banda de reacción en la inmunorrép l ica correspondhmte, dlndonos 

resultados poco confiables. 

Estos dos puntos son importantes en la obtención y el 

enriquecimiento de la ATPasa-H+ de membt·ana plaslM.tica de ra.1 z de 

trigo por los trétodos de electroslución y conc•ntraci6n d• la 

protei na an cuestión. 

Por lo tanto, al no obtenerse resultados satisfactorios en el 

sistema de Scti.:i.gger y Von Jagow Cmodii=icado por GonzAl•z-Halphen 

et .al., 1987 coraunicación personal) para la 

·caracterización electro.forética da la ATPAsa-H+ 

obtención y 

de 11;embrana 

pla¡¡má.tica de rai z de trigo, se volvió al empleo del sistema de 

geles de Laemmli (1970) cuyas caracteristic.as hacen posible tales 

objetivos .. 
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e. OPTIMIZACION DEL METODO DE PURIFICACION V DE 

ELECTROFORESIS <LAEHMLI, 1970) PARA LA ATPalia-H' DE MEMBRANA 

PLASMATICA 

Primeramente resolvimos eliminar todos aquellos -factores que 

podrian presentar problemas al momento de la visualización de la 

banda. de 66 kDa en geles de poliacrilamida-SDS por tinción 

azul brillante de Coomassie R-250, ya debido a la baja 

cantidad presente en una determinada -fracción vesicular o por 

inter-ferencia espacial con otra protei na de peso molecular 

semejante. 

El primer inconveniente se observ6 al rt:!tomar el rendimiento 

porcentual proteico de la -fracción de membrana plasmática <tabla 

12). el cual resultó ser muy bajo <5X> con respecto a la prote1 na 

de la -fracción microsomal, decir, existe una pérdida en 

protei na microsomal del 957.. aproximadamente, lo que repercute 

directamente en el rendimiento de la Tracción de membrana 

plasmática. 

De todas las membranas en la célula, las que contribuyen 

mayoritariamente a la super-ficie membrana! celular son las de 

membrana plasmática y de tonopla.sto .. Este hecho no c;oncuerda con 

el rendimiento obtenido (5%) a partir de la Tracción microscmal, 

el cual resultó ser dramáticamente bajo, ya que se ha reportado 

como medida aceptable del rendimiento proteico para la fracción de 

membrana plasmática a partir de la microsomal un 22-50% <Briskin y 

Leonard, 1982; Serrano, 1984a; Vara y Serrano, 1982).. Nuestro 

valor representa de un 10 a un 22X del valor reportado, decir, 

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

Las vesículas que se forman a partir de estos dos sistemas 

membranales <tonoplasto y membrana plasmá.tica> por rompimiento 

celular son las que se encuentran en mayor proporción en la 

.fracción microsomal. La baja cantidad de proteína de membrana 

plasmática podría explicarse cuando consideramos que al someter la 
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.fracci6n··mic.rOsoinQ1: a. uii'' grSdiente de densidad <p. e .. sacarosa> se 

esta:ri.a ·.e:.1 i.~:1.ó~ó~~-· ·~~~.~~ :.<Pa:.~·-~é.··_":.·~~ estas ves1 cu las de membrana 
plasroÁtica.·~ Est~ nos~.:ll;;:\16.a:·la 'elimÍ·n~·C·ió~ ·d~l procedimiento de 

cent'r i-éu9-~C~Ón de l·~ ~r~~-cÍó·~ mi~r~s~mal en gradiente de densidad 

de ~~car·o~a (25Y./38'l..) expuesto en °Material y M6todos, y la 

aiternat1Va: del ·e~Píeo- del h"amogenado como principal proveedor de 

la cantidad necesaria de ATPasa-H+ de membrana pla&mAtica de rai z 

de trigo (ver inás adelante). 

El segundo inconveniente en la obtención de la banda que 

presenta en el limite in.feriar de la BSA -fracción-V y que 

corresponde con la que reacciona con el anticuerpo anti-ATPasa de 

H+ de membrana plasmática, es el sobrelapamiento que existe entre 

estos dos polipéptidos <ATPasa-H+ y BSA -fracción-V>. Por lo tanto 

se procedió a eliminar la BSA .fracción-V empleando un nuevo ~todo 

de extracción de prote1 nas totales según Pagés < 1990), con lo cual 

se obtendria a la ATPasa-H+ de membrana plasmá.tica de raiz de 

trigo libre de péptidos cercanos a ella, lo que .facilita.ria 

corte del gel preparativo <ver Material y Métodos> y 

recuperación por electroelución. 

El medio de homogeneización según Pagés < 1990) para encontrar 

proteinas t·esistentes a la desecación en semillas, no presenta BSA 

-fracción-V y solo dos inhibidores de proteasas, Pt1SF y leupeptina 

<Tabla 13>. 

TABL.A 13 

Composición del medio de extracción libre de BSA 

-fracción-V para protei nas totales de ra.t z de trigo <Pagés, 1990). 

Extracción de proteinas totales por el método de Pagés 11990) 

Medio de Homogeneización 

Reactivo: Concentración lml1l 

Tris/HCl, pH. a.o. 50 

PMSF (en metanol > 1 

Leupeptina 1µ1/µl amortiguador 
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El medio de. honio1;Í'E!nei,z~~·i~n.·P~r¡· r.i!ces -de t~Ígo;-des'.c-t·itO e_n 

Mater-.ial y Mé_todos contiene BSA -fr-acción.:...v (17.), la cual sirve 

como quelante de los -fos-fol!pidos de membrana cuando ásta .se rompe 

por la acción de -fos-folipasas al homogeneizar el tejidc:i. En la 

eKtr-acc ión de prote1 nas totales por este método se conset-varon los 

inhibidores de proteasas <EDTA, PMSF y quimostatina> que hab1 an 

resultado ser los más apropiados para eliminar de 

considerable la proteólisis de las proteínas de alto peso 

molecular en -fracciones vesiculares de membrana. 

El diagrama del método de extracción <Fig.29> seglln Pagás-. 

(1990) presenta di-ferencias el método del presente tra-baJo 

<Fig. 91. 

Tejida + amortiQU•dor 
! 

Homog•n•iz•ción •n mortero C4ºC> 

Colocar •n tuba• d• centr.C -fUQ• 
c11 nica 

Bobr•nadant• 

1 10,000 rpm, to 11in. <4ºC> 

Bedimanto 
Cnllchios> 

D•t. Prot. Totales 
Lowry (P•t•r•on, 1977) 

Prot. a •bullición 
durante 20 mi n. 

! 
D•t. Prot. Total•s 

Lowry CP•t•rson, 1977) 

El•ctro-FÓr•sis 
! 

I nmunorrép l i ca 

Almacenar 

<-20º1 

Figura 29· Diagrama para la extracci6n de protei nas 

totales segt,jn Pagés <1990). 
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Ambos métodos. de extracción de pt"ote! naS ~4?tales· se ·emplearon 

la obt~nción y caractet"i zación _·.e1~c~ro_T.~r.é.tica de la ATPasa-H+ 

de membrana plasmática de rai z de trigo con el objeto de 

seleccionar a de ellos al comparar los resultados. 

Con tal propósito, las dos extracciones obtenidas por 

dos mátodos di.ferentes de homogeneización, -fueron sometidas a dos 

tipos de geles de Laemmli: A y B los cuales di-fieren en la 

concentración de sus componentes y preparación <Tabla 14>.. Las 

muestras <1-aiz de tt·igo y coleoptilo de ma!z> -fueron aplicadas al 

gel correspondiente en el mismo amortiguador de muestra descrito 

en Material y Métodos. para geles de pol iacri lamida-SOS (Laernml i, 

1970). 

TABLA 14 

Condiciones de dos tipos de geles de poliacrilamida-SDS selj~n 

Laemml i < 1970>. 

Reactivos 

Tris/HCl 

Acril./Bis. 

sos 
H

2
0 

Desgasi-ficar, 30"' 

PAM 

TEMED 

Electro.fóresi s 

Tris/HCl 

Acril./Bis. 

sos 
H

2
0 

PAM 

TEMED 

7.. con respecto al volumen .final (ml> 

Gel concentrador/pH. Gel 

22.00 I 6.8 

03.76 

00.10 

74.00 

00.06. 

04.00 

00.10 

65.67 

00.04 

00.19 

Electro.fóresis en gel tipo B 

104 



- El 'patrón electroforético del 9el tipo A <Fig. 30-1) muestra 

que el homogenado de rai z de trigo y de coleopti lo de mai z <U neas 

1 y 4) presentan un barrido a lo largo de su corrimiento 

electro-forético, las mismas muestras tratadas con calor <20 min.) 

< 11 neas 2 y S> no presentan banda alguna en corr inaiento. Esto 

indica que los inhibidores de proteasas <PMSF y leupeptina> 

empleados en el método de extracción de Pagés <1990> 

su'ficientes en la disminución de la prote6lisis de los 

polipéptidos de alto y bajo peso molecular, asi co..a el empleo de 

calor <ebul 1 ición 20 min. > que parece tener un efecto todavía 

menor en la proteólisis de las muestras. 

Las mismas muestras presentan un patrón electroforético 

similar en el gel tipo B <Fig. 30-II>. Sin embargo, las muestras 

no tratadas con calor ( 11 neas 1 y 4J llegan a presenta.r bandas de 

bajo peso molecular « ó = 68 kDaJ. Es en este sistema donde se 

hacen má.s visibles las bandas tefhdas con azul de Coomassie, 

aunque no de manera satis-factoria. 

En los dos tipos de geles <A y B>, las muestras obtenidas por 

homogeneización mediante la técnica descrita en Material y t16todos 

CU neas 3 y 6), muestran un patrón semejante al que se ha venido 

observando en geles de poliacrilamida-SDS <Laemmli, 1970>, 

presentandose m(lltiples polipéptidos de bajo peso molecular en el 

homogenado de raíz de trigo <linea 3) y un número menor para en el 

homogenizado de coleoptilo de ma!z (línea 6J. 

No se logró obtener una banda de 100 kDa an todos los casos, 

pero sí de aproKimadamente 66 kOa que podri a estar 

compartiendo la misma zona del gel en donde hay una gran cantidad 

de BSA -fracción-V. Por el lo esta banda de ATPasa se observ6 con 

anterioridad <Figs. 26, 27 y 28> en el límite in-feriar de la banda 

de BSA -fracción-V. 
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La inmunorrépl ica correspondiente al gel tipo A <Fig. 31-1 >. 
presenta en casi todos los casos una banda de reacción dé-bi. l 

cont~·a el anticuerpo anti-ATPasa de H+ de membrana plasmática de 

A. t:hal iana,. pero no as! para el homogenado de ra.1 z de trigo 

( 11 nea 7) donde se observa más de una banda de reacción tanto 

la zona de alto como de bajo peso molecular. El lo supone la 

prote6lisis del polipéptido, obteniendose Tragmentos que 

reaccionan con el anticuerpo. La misma muestra (linea 8) sometida 

a ebullición (20 min. > muestra una sola banda que reacciona con el 

anticuerpo, ésto posiblemente indica que el calor empleado en el 

método de Pagés 0990) elimina Terma considerable la 

proteól is is de la muestra al desnaturalizar a las proteasas. Esto 

mismo no parece tener ningón efecto sobre la ATPasa-H+ de membrana 

plasmá.tica, ya que se sigue localizando en la misma zona de peso 

molecular <66 kDa>, en el Western. 

La inmunorréplica del gel tipo B CFig. 31-11), es la prueba 

má.s clara en cuanto a visibilidad de las bandas de reacción y de 

la aproximación que se puede dar al peso molecular de la 

ATPasa-H+ de membrana plasmática de rai z de trigo. el cual 

obtuvo haciendo una aproximación al peso molecular de la BSA 

Tracción-V que se observa en el Western como una sombra sobre las 

bandas que reaccionan con el anticuerpo. Esto observa 

claramente en las muestras (U neas 9 y 12) que fueron obtenida& 

por el método de homogeneización descrito en Material y Métodos 

(extracción hecha con BSA Tracción-V <1%> en el amortiguador de 

homogenado), y en presenc. ia del "coctel" de inhibidores • 

. 106 



kOa o 

as-,---
ne 

Figura 

poli.o.cri.la.mLda.-s:os 

Q%ul 

:e 
2 3 4 

30. 

de 

do 

o.c:rila.midru 

kDa o 

os,,--
fJG 

gol 

<Lo.emmli. .• 

100µ9 

proloi na. oM.lro.i da. por ol método do 

do La. i;igui.enlo ma.norc.: o. a.morli.guo.d.or de mu•atro.: 

II 
123456 

h.po-A do 

TLnciÓn 

Pº' CQrr1.l do 

fueron o.plica.doG 

t, .homogenado 

do roíz de tr-i.90; 2. homogona.do de roÍz do \.ri.go <obulllción 

homogena.do de c:oleopU.lo do ma.í.z: 5, homogena.do do coleopli.lo 

de mc..1 z éebulUci.ón 

preaencia. de DsA fracci.ón:...v 

~.';~z 

~~é·~·~d~f ·;-·; -~-~~ri.i.o, 
-~·~·.:~·-:··. 1l~¡g~:, :.«y·; 

'en mo.l•ri.a.l 

6, homogen<M:lo do 

c~~~·6pti.~~.·'. d~:·'~Ql~>. :,y
2

i· ·<:'. .. ~:.'--·~·-}/::.,'.:·<~·-~· ;.:f~; 

-~~~~fl,~J:~[~~~~~:~ 
mcd z' t~b~Úi~i~ón:·_'/20~~ 'l.Oóµ9:°'/.: p~~;> :'~~·r·r~t:, d~_: '.. prol•:Í ~a. o>ertroí da. 

la.- pr'eaencla.:_. da_··: eSA '',·¡.~~:~~-6~~-;j ·i~~·~~lo~ deecr1.lo 

mélodoa): a. hO~~~.~~~~ - de ·>.~~·~· d~· ·::' ~rlgó y; d, 

fno.teria.L y 

de 

coleoplllo d0 '.maíz. 
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I Il 

kDa 7 s a lo 11 12 
7 8 9 10 11 12 kDa 

SG --
--os 

-----68 

Figura 31. Inmunorrépli.co. do lQ elaclrof6roai.Q de lQ 

omplo6 ol a.f'lh-ATPa.ao. de Fi.gura. 90-1. H 
+ 

do do A. 

thal iana.. ? y 8, homogonci.do do ro.iz de lri.90 obloní.do por_ ol 

mélodo de Pa..gée U.990>. ebulli.ción mi.n. 

do tri.go obtenido lQ 

preaonci.a. BSA frGCci.ón-v; to y u.. homogena.do de col•opli.Lo. do 

tnaÍ z obtenido por el método do rcgéo U.090>, eLn y 

mi.n. reepecti.va.menlo; 12, homogeno.do do 

obt.oni.do en la. preaonci.a. do BSA fracción-V, 

'lnmunorrépl\.ca. de lCL oloct.rofóreai.• de lo. Figura. 90-11. 

So omploó a.nt.i.-ATPo.ao. do H + de do A. thal j ana .. y .. 
homogeno.do de ro.l z da lr'-90 obtenido por la. técni.ca. do Po.géa 

U.P90), ain y con obulli.c"Ón 

de ro.Í z do trigo obtenido 

u., colooplilo do mal z obloni.do 

ai.n y con obutli.ci.Ón mi.n. 

mi.n. reapocti.va.moT"lle; homgondo 

lo. pr•••nci.a de BSA fra.cci.6n-V; y 

por lo. técn\.ca. de 

respecti.vamen\e; 12. homogenado de 

coloopl\.lo de mo.1: oblenldo on la. preeenei.a de DSA fra.cci.6n-v. 
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En general~ el, método que resultó.ser máS apropiado para la 

obtención d~ -la- ATPasil~H+ de ffiembrana plas~t1ca· de raiz de trigo_ 

Tue el descr.ito. én Material y Métodos t~htracci6n con BSA 

-fracción-V _(1%>-~ en la. presencia de inhibidores como EDTA, PHSF y 

quimostat-ina. Est~ métO~o, si bien no resuelve de manera clara los 

polipéptidos d,~ alto peso molecular en geles de Laemmli, presenta 

una· buena resolución de los polipéptidos de bajo peso molecular 

<~ 68 kOa), erÍtre los que se encuentra la ATPasa-H• de membrana 

plasmática de··rar z de trigo. La nula observación de la banda de 

ATP.asa.:....H+ d_e membrana plas~tica de 1·a1z de t1·igo por tinción con 

a:ul .de Coomassie (Fig. 27-1>, se atribuyó a la presencia de la 

protei na en una concentración muy baja con respecto a la prote! na 

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

posteriormente real izar electrof=óresis geles de 

poliacrilamida-SOS CLaemmli. 1970) .. 

Por otra parte, con la presencia de la BSA -fracción-V en el 

medio de extracción se logró determinar de manera aproximada el 

peso molecular tanto de la banda presente en el limite in-feriar de 

BSA que se tif'íe con azul de Coomassie en el gel, como de la que 

reacciona con el anticuerpo anti-ATPasa de H+ de membrana 

plasmática de la ATPasa homóloga de A .. thaliana en el Western, y 

que en ambos casos corresponder! a 

plasmática de raiz de trigo. 

la ATPasa-H• de membrana 

Por inmunorréplica se sabe que la BSA -fracción-V no quela a 

la ATPasa-H• de membrana plasmática de rai z de trigo <Fig. 31-I y 

11>, ya que en todos los casos se presenta una banda que reacciona 

el anticuerpo la misma posición y solo compite 

espacialmente con ella, quedando la ATPasa-H• relegada al limite 

in-feriar de la BSA Tracción-V. 

Por lo tanto se omitió el empleo de la BSA -fracción-V del 

medio de homogeneización <descrito en Material y Mé-todos), 

eliminando asi la inter-ferencia entre ésta y la ATPasa-H•. Como se 

mencionó anteriormente la BSA tiene una -función protectora contra 
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la proteÓ.l:i-~iS·-- d~ _pr~.t~~"-ª~ ~e __ me_~~-ra~a,._. ~-~~-~-~-~-~-~~~os/~i=·i-~.i~rite ~ 
la de.'inhibidores .c::omo·EoTA, PMSF'. .y quimostatin-a·,-~·1os ··cu:a1eS- son 

respon~ables de disminuir de· maner-a efectiva la,:. - actividad 

proteOUtica de. las muestras. Es por· ello ·.,que .observó 

dife,.e;,~fa':~1iiúná eOtre las condiciones de. ext-r:aCl:ióii:_,_. y, -sin 

s~:~~~',:.f'~:,¡~~-~~·~:.,;.~:~ .. al comparar la.s electro-for6t-icam~nte~ <FfgS·.-·- 26, 27 

BsA:.v Fig.: 32 sin BSA). 

P.ira enr,iquecer las bandas en el gel de poliacrilarTiida-SOS 

_ (Laemmli, 1970>, y con ello hacer posible su visualización con la 

tinción de azul brillante de Coomassie R-250, se concentró la 

cantidad de prote! na total por medio de la precipitación con TCA 

C25'l., P /p) y resuspendiendola en acetona al 100Y. (Lai E't al., 

1999), dejándola evaporar para posteriormente resuspenderla y 

separar la electroforét icamente en geles de pol iacri lamida-SOS 

<Laemmli, 1970). 

El patrón electroforético <Fig. 32-I> muestra buena 

resolución de los estándares de peso molecular en ambas lineas (1 

y 2). corroborandose el peso molecular de la BSA -fracción-V ( 11 nea 

3); por lo' que el peso molecular aproximado de la banda que 

presenta en el limite inferior de la BSA y que reacciona el 

ant-icuerpc;- anti-ATPasa de H+ de membrana plasmá.tica de A .. 

thalio'na, seria de 66 kDa. Este peso -fue determinado las 

muestras: homogenado de raíz de trigo obtenido con BSA 

prÉ!cipitado con TCA <257., P /p) y resuspendido en acetona 

UX>, 

(1007.) 

__ (_L1f'.'~_C!l-:_4>_, y homogenado de raíz de trigo sin BSA pero precipitado 

y resuspendido en las mismas condiciones Cli nea 6). 

La presencia de la ATPasa-H+ de membrana plasmá.1:ica de raíz 

de trigo se ccmprob!> con la tinción en Western de una banda que 

reacciona con el anticuerpo anti-ATPasa de H+ de membrana 

plasmática en la inmunorréplica correspondiente (Fig .. 32-11 11 

U neas 1 y 2>. bajo las condiciones de extracción sin BSA 

-fracción-V en el amortiguador de homogeneización, precipitación 

con TCA C25'l. P /p) y resuspensi6n en acetona C 1007.). 
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so-
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40--
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2 
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Figura 32~ ElectrofÓro&\llil un gel de poli.a.cri.la.mi.do.-SDS 

d"' a.crila.mi.da.I tLa.ammli., Ti.nci.Ón a.zul bri.lla.nle 

a.morl\gua.dor do muoutra.; 

c:arri.l de ca.da. eata.nda.r de peao molecular 

Cota.la.ea., 60 koo; A\.búmi.nG 

aui.mo\.ri.piau,ogeno-A, 25 kDCU; 

"• 60µ9 de homogana.do 

fra.cci.ón-V, praci.pi.ta.do 

a.celonG l:lOOHI + 4Pµg d• 

do .. 
do 

huevo, 

40µ9 do 

r<>Íz do 

CZSH, 

fra.cci.ón-v, 

kDa.; A.ldolaaa.. kD~ 

fra.ccLón-v 

":"" ~!~~~ :~\'._-:-- ó)c~;a.i ~o_-_ ai.n 

P,..p,, . • ¡, re1111Ú11p•ndi.do 

do 

por 

kDa.; 

y; 

kDo.>; 

do 

rcd'..z de trigo aMlro!do 'do homogena.do 

da reí:_ d l · o.id '-': -;::'·- ··3.:-\:f. :·;;;,,,,¡,.:.:,\;·:,(:.'.~l''.<i:.''··La.d. · · · · -~5~~~ p;~~- y-~ ~~-~;~~~~i.::lr ª" :-:ct~;;~-;~¡;º~~::~~~:~~;.-,~~~?f¿?r~s~:~r:~~-~-;~;;:_7 
lnmunor'r.épÜ~o. '.;-; ~··a.uizCui~:. -~· c~ri: • e~·~~~~~¡[':;~~~;~~-",?'/ii~···~ ~-~\.,-.~~:,:~~. ;·;,;:; M'. ~· 

da A.. th.3.1 i·.an~:·: : ,·¡ ·/-.Zor;µg·-,,-'.'L~ ~~ <:~~t:::~~~~-~~~~~~~3"-~;jd/!:-~i rOJ:z ;:::~~·; · ·.··.Lr~9o 
pr~~tptlc1d~ . '·cO~ ;-~:.~C::A~·'.é·}C_~~·~x~ -;:-.e~<~):~• 'i·.Y .:; r·~·~~~p~~~i.~~ .. ~~ ·:~· ,; ~·~¡:~O: ClOOH•; 

2, · 200µ9 h~~~~-~~~d~·.:;/d~-\/-r~i- ;da ·-~-~~~o-"<:·,~-~~;~t}ltko: Y,;,· ~~~~~P~nd¡~o 
lo.a' 200µ9 ·· · ~~~~;~Ó·~~v, y; o, 
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~omo se observa en la electrofóresis <Fig. 32-1, 11 nea ó)., la 

banda de interés o ATPasa-H+ de membrana plasmática de rai z de 

trigo se encuentra muy cercana a otras bandas por lo qLie su_ corte 

de ún gel preparativo seria casi imposible, impid.iandose ;:t~Cñbién 

su ~lectro'eluci60 aislada. Debido a ello~ se empj~ ·la 'i=í·aC·é.-ióO 

microsoma 1 

eliminados 

.fragmentos 

de t"'aiz de tt·igo. procedimiento mediante . ~i. Clial 

algunos elementos subcelulares (mif.o'C.ondr:t'aS~ 
grandes de membrana, etc.>, Pe~~iti6~dci~~'.-.-.-á~ la 

obtención de la banda de ATPasa .con_una mejor; r~,~~i~-~Í.óri, Y-·-_-una

may¡;Jr separación con respecto a o~ras band~s.·cercan.as a ella <ver 
- '· ... .. ~ ... ~,,.,~.' ·.-.. , .. - '; .. 

Figs. 20, 27>, lo que permitiría su cor_te:.«ATPasa-:H de membrana 

plasmática> a partir de un gel _pt--eP~·t.·at"i·v-~·": ~~giin'·~;·:La~;nmli <1970> 

modi.fic~do- por Gonzá.lez-Halphen et- al· ( 1987) para este fin, si 

bie~-cOn la utilización de la .fracción microsomal se sacri.fica el 

rerldimientO como ya se indicó aOteYiormente <Tabla 12>. 

9. ' ELECTROFORESIS EN GEL PREPARATIVO DE POLIACRILAMIDA-SDS, 

ELECTROELUCICN E INMUNCDETECCICN DE LA ATPaaa-H• DE MEMBRANA 

PLASMATICA 

El gel preparativo que usamos se acompaf"ió con la técnica de 

,visualización directa de polipéptidos durante el corrimiento 

electroforético. Es decir, en este procedimiento hayc-_- -tinción 

directa de las bandas de protei na durante la alectro.fóresis, lo 

que permite apreciar su separación para poder identificarlas y 

hacer el corte de la banda que requiere sin necesidad de 

esperar a tei"iir el gel al -final del corrimiento electro.forético 

<Sch:igger et: al., 1988). 

En la visualización directa de polipéptidos durante la 

electro-fóresis <Fig. 33), tomando _como re-ferencia a la banda de 

BSA .fracción-V, se presenta· una ba~da con muy buena resolución que 

podría corresponder a la ATPasa-H· de membrana plasmática de la 
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'.fr'acCi6n microsomal de rai z de trigo C 11 n·eas 7-1 n. El peso 

;n'o1~~~1á-r._ ~repuesto para esta banda es de ;t;6 :_¡~·o·~~ ~~_:::'-Fu~:detérrilitia.do 
conjunto cte estandares de peso m~1eCUú~·;:..,.-: ºci!"~~~-~· 1.';:,_y-- '~? v 

BSA -fracción-V (Lineas 6 y 12) .. 

El corrimiento de los estandares de peso molecular y de las 

lI rieas de -Fracción microsomal de rai z de trigo con azul de 

Coomassie Gen la electro-fóresis del gel preparativo <Fig. 33>. 

revela por medio de una mejor resolución la banda putativa de la 

ATPasa-H+ de membrana plasmática < _,. J .. 

Figura 33. Eleclro(Óroaia gel propcu-a.tivo d• 

poli.acri.LClmida-SDS 

Oonzáloz-Halphen. 

de a.cri.la.mida.> <Loa.mmli, modi.ri.cado 

viaua.lización di.roela. d• 

~ohpépti.doa dura.nto la el.gclrofóroai.a csch.5.ggor, A.qui.la. y 

Ja.go1.r. f.088>. 40µg do cada. do loa poao 

mol•cul111r: f. y fracci.ón-v kDo.). Ca.La.lago. 

Albúmina. do huevo Aldolo.aa. koa> y 

Guimolripai,.ogeno-A C2!5" kDcO; y •. t.mg por c111rri.l de la. 

mi.croaoma.l de ro.! :ir: • d• trlgo; :s. 20µ9 do 

rircr.cci.Ón kDaJ; d• 



La retinción de ios :estand~-res ._dE~L p-eso nlolecular y de una 

lt'nea· de ·-i:racción:, ffii~·r.~s"ain'~t-::'~e :·r"á.!·z"'de·--tt'-i9o-:co'rl azul brillante 

de ·coC~assie R-~25Ó:~,-dá\.1a\-~i~~-¿ .. ~·.f6r~B·Sis' del 9el preParat.ivo <fig. 

3~>-, -~on-Firm_a···p?t-. :!n.e~~·:~; . .-~'~-:-_~-~-~ -m_~t~_r_:_; .. es~~ución l_a ,determinaC:.ión 
del peso molécular_ C66. kDil.> d8 .la-ATPasa-H+ de membrana pláS"nlá:tica 

de la i=·r~~ciÓ~-. m-i~-r·o~~~-~'¡·: de --i~ai z de f 0

rigo 'cFf9. 34). 

koa 

::r::110 -

I[97-

m 
s s::;=: 
:ar 

J[45-

Figura 

polia.crila.mida.-SDS 

34. 

por Oonzález-lla.lphan, 

--66 

E:htclrofóreaia 

do acrila.mi.dcu 

Tt.nci.Ón 

Obtenci6n de las bandas de 

prote!na a partir de u1., gel 
preparativo-SOS 

c:átodo (-) 

BSA 

- !=~~=~~~~~ 
E.a. ba1ida 

ánodo(+) 

.. , preparativo 

lilieas de 
i:orte 

da 

(Lo.ommli. U>70: modi.fi.~a.do 

bri.lla.~Le 

•mg da cCLda. eala.nda.r do pee o m~teculcr:I, 

~-oa.la.clooida.&a. t:l.S.CS kDa.>; IJ:, Fosafori.Laaa.-B koa.>: y IV, 

fracci6n-V CóB kDo.> y; \.', AlbÚm1.na. d• hu•vo (45 koo>, b.~ . .,~mg 

de la. Cra.c;:c1.6n mlcroaomo.l de ro.1 z do Lri90. 
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' ' 
Ya que se .. hábta obtt:inidcí_'.anteriormente :cFigs •. 27,,-31~11, 32) 

·' . . '· . ' . ' : . ,- - ' ' : . , - . . ~ . . -
que una banda···de'_ aprOXimadamente .66' kDa _er:~ reactiva~al ·an.ticu"erpó 

ca~tra' l~· ÍrÍP-~~a~·-l~(::d~·;-~~~¡;-~-~~~- ~-1-~srriá"ti~~--,: :s~ pr~c~di~ ·_ al · ~~ ... ~~ 
de. dos ba~·d-as '·'de:-·--p·r-~t-~i;;~ .en:~esta :-~~~Ú;~:.·:_de ~~~~ ~~1e~~¡-~·t·· _pa~a 
posterior eie~~~~~-l~~:ió~~ ,,~-: ;·:, .;,<~-~ ;-,-~· ·<;~-.~\.-

<·--.·: . .>. -. :·/'~.;:>. :\:_'<?: . .::~·-:_'.< .?<:'.·_· ~. :'.,·-·->:;~>-:'.·>;':._' 
~ara -~_de~~-i ~~~~~~¿~~ ~-'..'-~ ~-,~~h~ -~~:.,:_l~~~--- _d~:--_b~~~-~-~~/ ... ~%~~~~SPon~:a a 

-Fragmerito\dé __ ia·;:ÁTP.as·a~t-t-j:té-_membrana :;_1-P1as~t-fca ,,:;~de~ ;:-rcl! Z ",-de-

:::~:~:=~~~Zi~~:i;I~;~t~*~~~]~:Ei~;~~~i~~~it1~t~~f~~~Iªl~r:~ú~ 
sencilla; 

:-~---,;· - ·-;1~,-

,-=..-

que ningu~:s ~::uÍt:::s ::di::t~';G~~1~f~~~ "eXtraCCi6n 

Ch~m~,g~nei'~ac~.ó~)~; ~--~~~u~~-~~f~ó.ri~)-~--~~/1_-~-'-.tf' 
e.lución ~--NaC-1 >, asi-:._comO--~iao_BSA;~;_.ff'.'¡;2é::-iÓ~~V~1~~_.p~~~~~~;;-~-n 
cru~ada'··p'oSit'i'.va ~'~·~;~~¡ a~ti~~e-~~~'. ~~~-i~-A~+a~:#:~vÚ~\'Ji: .. de 

plas~t,.ié:a-d~:·A .. thaliana .. 

y- de 

reacción 

membrana 

L.os est_andares de peso molecular. oresentaron una reacción 

cruzada débil con el anticuerpo~ pero ser! a arriesgado decir cual 

o cuales de estas protei nas son las responsables, pues 

cuenta con otras pruebas que lo con-firmen CelectrotranS-ferencia a 

HNC de las protei nas separadas y su reacción con el anticuerpo 

anti-ATPasa de H• de membrana plasmática de A. thaliana). 

El homogenado presenta una reacción cruzada positiva mayor 

que la que se observa en la Tracción microsomal. Esta reacción se 

determin6 cualitativamente por observación de la intensidad con la 

que se tif"íó la nitrocelulosa. La 1ª banda eluída es la que 

presentó la reacción más fuerte por lo que se asumen dos cosas: 1 > 

que corresponde a la. ATPasa-H• de membrana plasmática de ra.iz de 

trigo v 2J que qui2á está altamente pw·i-ficada. La 2ª banda eluida. 

presenta muy poca reacción cruza.da con el anticuerpo, por lo que 

podri a pensarse en una reacción anti geno-anticuerpo i nespeci-fica, 

o bien. en una parte poco antigénica de la ATPasa-H• proteol izada. 
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Figut·a 35. f>rt..Hlh<• 

t~.1 d.-:ol~co_LÓr. do l':1 ATl'<Jt••.:a-11 + 

'J'1>lc-& do ~·f':>l.\u-:rLlnrnt...J<:1-Sl1S; lrr.a<:•••.J,..,-v: 

s..,1.,.,e.v.Sn -:i.,, N':1l..!l "ll r.,,1:.:. 

ü·oi:c11.:l11 •m.cr•.::0111-:.rncü rlo ToÍ::i:- •itt lt"L'dl•:O! r:., A'rl'a.en-H 

d~ 1n9.:o 11° h,...1r1<io> 'v; ?, :l-:i • ... ., .. ,.:j.:i '{>\t.1l<leo 

poliac:r·il.r.mid&~sbs (Laemmfi·. t97(1).- pat~a··:deter-mir.ar'·"nuey.a.r.;e_nte ·e! 

peso molecular v·e1 enr1'3UF.L-:1m1ento'de la banda ,-de· ATPasa-H· de 

memCrana. .Pla?m..'lttc:.a CH: r&l =·'de t1·1gv. meaia:nte: El 9r'.:;do'.d2 ·.,tinéi6n 

a;:U l .. ·bt' 1 l lant,:_. 

,~! .acc..i.one~ s~·~.::e:lul ~1·e"-> 
m1c:rosomal) •· 

Coomassie R-250 cada 

de t·ai;: ae tritjo (h0in6gEr • .ádo 
. . - . 
:fraC-cion 



La el,ectrofóresis de la FigUra' 36.-:-::l. prese~ta_ una resolución 

pobre en la muestra del homogenado de ra.L i de- trigo ( 11 nea 21. 

debido posiblemente al tiempo , que transcut-ri6 desde 

almacenamiento hasta nuevo en\pleo <20 ellas aprox.). Este 

extracto es muy suceptible a la proteó-lisis por ser fracción 

cruda y por lo tanto contiene en mayor proporción proteasas y 

otras enzimas degradadoras que anteriormente encontraban 

compartamental izadas en. el l isosoma, la vacuo la y otros organe los 

celulares. La fracción microsomal ( 11 nea 3> sigue presentando poca 

resolución de polipéptidos de alto peso << a 100 kDa> molecular y 

un gran número de bandas de bajo peso moleculat· « 6 = 68 kDa> 

geles de Laemml i (1970), pero se obserVa la banda que reacciona 

con el anticuerpo dirigido contra la ATPasa-H• de membrana 

plasmática de A .. thaljana. 

Como era de esperarse la banda elU1 da denominada como ta. 

banda que corresponde a la de ATPasa-H• de membrana plasmática de 

ra!z de trigo <U.nea 4>, se observa claramente y a nivel medio de 

la banda de BSA fracción-V <linea 1)~ lo que indica que quizá 

de!:iplazada por- la BSA a un nivel por debajo de su peso molecular, 

aunque esta diferencia es m1 nima (66 a 67 kDa; !. 1 kOa), lo cual 

se habia observado con anterioridad lFig. 27, 28-11 y 32-11). La 

2a. banda presenta reacción_ cruzada muy pobre, posilemente debida a 

lo anteriormente descrito. 

El Western correspondiente (Figs. 36-Jll y IV> presentó 

1·eacci6n cruzada positiva en todos los casos y un grado semejante 

de tinción de la banda que reacciona con el ª-~~i-C::-~-~l'."PC? dirigido 

contra la ATPasa-H• de membrana plasmática df;! A. thaliana. La 

tinción se observa como sigue: 

Homogenado ;; Tracción microsomal ~ 1 °' banda 

membrana plasmática de ra.1 z de· t'iigcl". 

, 117 

ATPasa-H+ de 



I JI lIT 
kDa 1 2 3 4 5 

Figura 36. Eloclrof6roau¡, gvl de;, poli.a.cri.lami.da.-SDS 

ciOH de acri.la.m1.do> ILcvmmU.. t970). Ti.nci.6n a.2ul bri.lla.nlM do 

Cooma.a11i.o frc:r.cci.6n-v; 2, 60µ9 do homcgena.do 

de ra.i:io:. dv lrlgo; 9, dOµg de de roí z de lri.go: "• 2uµg 

d• ATPo.•a.-H do M. p, .t.Oµg 

d• 

·'IV.· Xnfni..&norrépU.ca. del 

de M. p; de A.. thal iana. 

Mi.cro11om09 de ro.i z do lri.go; 

U.
4 

ba.nda. oluiclo..> y; e, 2°' ba.nda. eluida.. 
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La·:excepci6n -fue lá.-2.a. band~-·.o posible.'.·\-Fr:agmento de la 

ATPasa-H•, ya que. no se obtuvo reacción cruZáda· _ viSibi"e con.: el 

anti~üe_rp~ anti~ATPasa de· H+ ·:dé· inemb'ra~·~· pl~smá.'1:.'i~a~ posiblemente 

debido a su baJa' concentración (( 1µg/µ1). 

La inmunorriáplica de la Figura 36:-III presentó una reacción 

cruzada débil debido a que primeramente se trat~ de tei"iir 

inespec1 -ficamente a los pol ipéptidos presentes en las -fracc:iones 

subcelulares empleando rojo de Ponceau. obteniendose un resultado 

negativo. Posteriormente se procedió la inmunodetecci6n 

empleando el anticuerpo anti-ATPasa-de H+ de membrana plasmática, 

obteniendose el resulta do ya mencionado. Es posible que durante la 

técnica de tinci6n inespeci-fica con rojo de Ponceau se halla 

lavado cierta cantidad de proteina presente en la nitrocelulosa y 

por el lo se observó una menor tinción de las bandas en el momento 

de 1 a i nmunodetecc ión. 

10. ANALISIS DEL RENDIMIENTO O CANTIDAD DE ATPasa-H+ DE MEMBRANA 

PLASMATICA RECUPERADA POR ELECTROELUCION 

Por otra parte. se procedió a anal izar" el rendimiento del 

pr:ocedimiento de electroelución, es decir, la cantidad de protei na 

de interés aislada a partir de la protei na total presente en una 

cantidad determinada de tejido. La cantidad de ATPasa-H• de 

m-effibrana- p lasmá.tica de rai z -de trigo -fue comparada porcentualmente 

la cantidad de prote!. na recuperada en cada paso de 

puri-ficación (Tablas 15 y 16). 

El experimento se inició con raíces cr·ecidas durante 6 dias 

inb1bición. con un peso húmedo de 9~91g , procedentes de 200 

semillas de trigo. La cantidad de la protei na total en el 

homogenado -fue de Slmg y -fue tomada como el 100% para -fines 
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comparativos <T~bla 15). A partir de este porce'ntaje. se_ de.dujeron 

los correspondientes a c;:ada pas~ de ·puri-fiC:aci.6n s~bsec~e1::'te. , ~or: 

lo tanto, la fracción microsomal representó. un ·3o.·6i <~5.6m~) de 

protei na con respecto a la inicial ( 100?->. Se ·calculó.:.;._ ~s~.e mismo 

rll."ndimiento en reportes anteriores CBriskin y , __ Leoi:a~rd_,_ 1~.~2; -

Serrano, 19B4a; Vara y Serrano, 1qa2; Hito et al., 1988), y se 

obtuvo un intervalo del 12-36% en rendimiento para - la .fracción 

microsomal a partir del homogenado. Comparando este _inter:val~ -. de 

rendimiento U2-36X> con el valor obtenido en e:l P_res~n~~-·---· ~r~~.a~E~. 

C30.6X), se consideró como una medida aceptable en la ot:ate_~c~6~~- de: 

prote1 na microsomal <Tabla 15). 

TABLA 1!5 

Purificación de la ATPasa-H+ de membrana plasmá.tica de ra! z de', -

trigo < Triticum aestivum, var. Salamanca). Los datos corresponden 

a un e>eperimento típico de puri-ficación• iniciado con ra!ces con 

un peso htlmedo de 9.919. (provenientes de 200 semillas con·6 dias 

de inbibición>. 

Fracción Prote! na Protei na / Protei na / % de 

subcelular Total g de tejido semilla recupertición 

<mg> (mg) (mg) 
"''"'" 

Homogenado Sl.00 S. lS o.2s ioo" 

Fracción 
30;60 microsomal lS.60 1.57 o.os 

l. - La puri-ficación consistió en dos pasos, la ~i;>m_og~~eizaci6!' ~-_-la_ 

obtención de liil. -fracción microsomal. 

La cantidad de proteina electroeluida (0.4mg) considerada 

como la ATPasa-H+ de membrana plasmática de raíz de trigo (Tabla 

16) presentó un rendimiento del 57. con respecto a la -fracción 

microsomal total (1~.6Y.) y un 1.577. con respecto a 

total inicial <homogenado>. Es decir, e>eiste una 
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98.43X de la proteína total inicial (homogenado> hasta la 

obte!né:ió'n' :de':-¡'..;, ATPaSa-H• de membrana plasmática. Esto puede 

d_~~.,;_;:se<a:\ .. -~~O_dO--.-.de -.~Mt~acción empleado <puede ser insuficiente> 

c;;'-~,9,' 1q'Ue. i.i AiPasa-_:H+ se encuentra en bajas cantidades en el tejido 

radi'cU·1~t'...·:de. -t.rigo. 

·,fa. cantidad de protei na presente en la 2 4 banda electroelui da 

<T~h-Í~-__,16.( y ·considerada como un posible -Fragmento de la ATPasa-H• 

d~- m~m-brana plasmá.tica, Tue considerada despreciable « lµg> por 

~¿~ qU'~ ·sé ·Omitió su empleo de-finitivamente. 

TABLA 16 

Protei na recuperada& <ATPasa-H• de membrana plasm4tica) partir 

de Bmg·de proteína microsoomal (-fracción microsomal) aplicado& 

gel preparativo de poliacrilamida-SDS. 

,- Prote! na Prote1 na Prote1 na/ Proteína/ X de 

recuperada total <mg> g de tejido semilla de recuperación 

ATPasa-H + 

mem. plásm. 

Cl a.banda): 

Fragmento dé 

1 a ATPasa-H~ 

<mg> trigo C#J'g) 

4.00 < 5.00 

1.25 

&:.- Obtención da la ATP~~a::..:H+~- de n1embrana plasmá.tica 

electroelución. 
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V. DISCUSION 

El empleo de un tejido_an,particular y también de unaº especie 

en particular debe estar correlacionado con una buena y rápida 

obtención del material biológico <tejido vegetal> y del sistema, 

enzima o molécula que es de interés estudiar. En este caso nos 

referimos a la ATPasa-H• de membrana plasmática de raíz de trigo, 

que como ya se mencionó anteriormente juega un papel importante en 

la Tisiologi a vegetal al gradientes de pH ( intra y 

extracelular> y eléctricos que in-Fluyen el transporte de 

salutes a travás de la membrana celular y en la regulación del 

crecimiento vegetal. 

Se ha reportado anteriormente la puriTicación parcial de la 

ATPasa-H• de membrana plasmática en diversos tejidos vegetales 

tales como raiz de avena <Avena sativa), raiz y coleoptilo de 

11ai z (Zea mays>, ra1 z de chic::haro <Pisum sativum>, ra! z y 

coleopt i lo de -frijol y soya, raiz de jitomate (Lycopersicon 

<Beta vulqaris) y papa, sculentum), tubérculo de betabel 

hipocotilo de calabaza <Cucurbita maxima), rai z de Arabi dopsis 

thaliana, ra.1 z da garbanzo <Cicer arietinum), entre otros <Vara y 

Serrano, 1961 y 1982;Serrano, 1983 y 1988; Serrano et .al • ., 1988; 

Schaller y Sussman, 1988; Serrano, 1984a y b; Gallagher Y. Leonard, 

1987a; Oupont y Leonard, 1980; Dupont et aJ., 1981 y 1982; O"Neill 

et al., 1983; O"Neill y Spanswick, 1984; Mettler et al., 1982; 

Kasamo, 1986; Anthon y Spanswick, 1986; Giannini et al., 1987; 

Briskin y Poole, 1983a y 1984>. 

Serrano (1984a) reportó un alto contenido de ATPasa-H+ de 

membrana plasmática en raices de avena, mientras que ciertos 

organos de almacenamiento <tubérculos> tales como la papa. 

presentan un contenido en ATPasa-H+ de membrana plaGmática mucho 

menor. Al parecer, dependiendo del tipo de tejido encontramos 

mayor o menor cantidad de ATPaGa-H+ de membrana plasmá.tica en 

plantas. 
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Los procedimientos de,. pu,.iTiC:ación de lcl. ·ATPa'-a-.:_H+ de 

membrana plaSmAt ica presentado.s en la 'l i tE!t-átur.,¡ ·~diTiereri_ 'segón el 

estudio que se. pt·eteÓ.de hacer: Si:~~- reqi;i.~~~<e~·.::f~~,..;:¡~;;~»~iúbi'e e'n 

detergent~s' o bien incorporad.;¡ . ~ .'.'i i~-o~c:,~~'s.< es~,~-~-~·~~;;~+,.• i 99·4a;-.:·: í 985 
y '1990; Serrano et al•. 1988; Vara y·<·se,,.-rclno;-- ~.~~2; ·;:.·ser~'ano et 

al.·, 1988; entre otros). 

El número y tipo de pasos ·en· la purifil::ación de la A.TPasa-H• 

de membrana plasmática depende, por lo tanto, del objetivo 

planteado. En este trabajo en particular el propósito era la 

obtención ·de la ATPasa-H• de membrana plasmática de ra! z de trigo 

en· una buena cantidad y con su estructura primaria lo mejor 

preservada posible~ sin importar si encuentra en estado 

-funcional o nativo. ya que tal preparación ser! a conveniente para 

servir como antígeno en la obtención de anticuerpos espec!ficos. 

El tOOtodo de aislamiento empleado para tal propósito en este 

trabajo, sufrió varias modificaciones necesarias. 

El peso molecular estimado para la ATPasa-H• de membrana 

plasmática de raíz de trigo (aproximadamente 66 kDa> geles de 

poliacrilamida-SDS y en inmunorráplica füe el -factor principal que 

promovió las modiTicaciones hechas al método original de 

put"ificación para la ATPasa-H ... de membrana plasmática. Va que este 

peso no corresponde al reportado en la l i ter aura ( 100 kDa>. 

La pt"imera modificación al método original fue la el iminaci6n 

de pasos tales como el empleo de un agente i6nico <O. SH de KCl > y 

de un detergente débil <O. 6'l. de OOC>, considerandose una pérdida 

innecesaria en la cantidad de protei na (considerada 

ATPasa-H+> en la -fracción de membrana plasmática. al observar el 

patrón electrof'orético de las muestras tratadas donde se presenta 

una banda de 100 kDa debi lmente te:f"íi da geles de 

poliacrilamida-SOS. Además el rendimiento proteico porcentual para 

la fracción de membrana plasmática tratada con KCl y DOC es bajo. 

esto es, disminuye dramáticamente en cada paso de purificación 

subsecuente (ver Tabla 12 y Fig. 20) encontrándose el m1 nimo de 
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rendimiento Porcentual· en el tratamiento con DOC. Este rendimiento 

fue del 0.757...·-lo qu~ indica una pérdida del 99.35Y. con respecto a 

la prote1 na total inicial <fracción microsomal >. Esto determ1n6 la 

~~i_m~~ación de los pasos de purificación ya mencionados. dado el 

rendimlento insu-ficiente de protei na <considerada como la banda 

cOrrSSp-ondiente--a la ATPasa-H•) en membrana plasmá.tica necesaria 

para la realización del presente trabajo. 

A este respecto varios autores obtienen un rendimiento 

porcentual del 22 al 35Z <Briskin y Leonard, 1982; Serrano, 1984a; 

Vara y Serrano, 1982) para la proteína de membrana plasmoitica a 

partir de la fracción microsomal. Este rendimiento 

porcentaje del 77-867.. mayor al obtenido 

representa un 

este trabajo 

(rendimiento porcentual de membrana plasmá.tica a partir de la 

Tracción microsomal = 5%, Tabla 12>. Asi mismo, presentan un 

rendimiento porcentual del 12 al 15% par,;a la prote1 na de membrana 

plasmá.tica lavada con DOC a partir de la fracción microsomal. 

valor con un 93. 75-95Z má.s de prote1 na la obtenida en este 

trabajo (rendimiento porcentual del lavado con DOC a partir de la 

.fracci6n microsomal o. 75%, Tabla 12). Las di-ferencias 

porcentuales en el rendimiento pueden deberse a: 1) una baja 

cantidad de ATPasa-H+ de membrana plasmática en -forma natural <per 

se>, 2> una alta actividad proteolitica en el tejido radicular de 

trigo y 3) una pérdida de la enzima membrana! durante el proceso 

de centri-fugaci6n diferencial para la obtención de las vesiculas. 

Segón lo reportado, parece que dependiendo del tipo 

tejido y especie vegetal que se emplee para la obtención de la 

ATPasa-H+ de membrana plasmá.tica, existe una mayor 

cantidad de la misma, por ejemplo, Anthon y Spanswick (1986) 

reportan un alto contenido de ATPasa-H• de membrana plasmá.tica en 

raices de Jitomate (3.4 mg/kg de tejido), Vara y Serrano (1982) 

reportan un contenido menor de la enzima en raíces de avena (3 .. 0 

mg/kg tejido) y Cocucci y Marré <1984> obtienen un contenido aón 

menor en plántulas de rábano (1 .. 6 mg/kg de tejido>, todas ellas 

partir de la -fracción de membrana plasmá.tica. Para rai z de trigo. 

124 



,_ ' 

la .. ~btenc¡Ón~\j~· A·TP~sa-H·· de "~embrana Plasmáti.ca. a partir: de la 

-F~~~~ió~:.~·i~;-b'~~-~~l«_s·~-;..!~ de.SO mg/kg .. 'de- tejido y .-d~'spre!Si_able 
p-~ .. -tt';<-d~ .. ~:·i·X'.··~¡:~-c~-iÓn ·:d~''.:'.ine'mb-raMa' P1~sn\á.'t1ca· <.<' · 1µ91 ~ · PO·r lo 

t~iit~ .. :··::"'1..;.s·,,?d'i'-;~r~~~i~~--'-en el :c-orltentdo' d~ 'AT.Pasa~H~-~-?·d~ -~~;;.b·~an~ 
•, ·.· ' --·:: 

-~-~.~s~-~~-~~:--- P~ .. ~-d~~'· __ . d_e~~l-~e ~: < 1). el mátodo 
empleado;_.:-_<2>·-~J.·a _"fr'a~ció~ subcel~-l~r- a _partir 

~e .. :._pu_r,i_ri'c_~C::-i_6~. 
de.: la cual' 

obtie~e l~ ··enzima_ puri-ficada; y <3> la cantidad d9 ~:nz·1_ma:'·::í:u;.~5~-n~e 
en·:forma natúral o per se en especies vegetales diTárerltE!s. Esto 

repen:ute en el rendimiento o cantidad -Final~ d·e~ pq·i_ipép·t_i-d_~ 
rec'uperado a partir de una cantidad determinada de tejido -fresco 

-de lu~-a-esp-ecie vegetal en particular .. 

La segunda modi-ficación está. relacionada con la visualización 

de la ATPasa-H• de membrana plasmá.tica de ra! z de trigo en geles 

de poliacrilamida en la zona de altos pesos moleculares <> 6 = 100 

kOa>. Cuando todos los intentos por obtener a este polip6ptida de 

peso molecular cercano a 100 KDa en geles de Laemmli <1970) -Fueron 

inútiles, el sistama original <Laemml i, 1970> -fue entonces 

reemplazado por el de Sch:igger y Van Jagaw <modi-Ficada por 

González-Halphen et al.. 1987 comunicación personal) para la 

electro-fóresis de polipéptidos de alto peso molecular C> ó 100 

kOa). 

Los resultados f"ueron insatis-Factorios en todos los casos 

Cmodi-ficaciones hechas al sistema). debido a la retención parcial 

de la ATPasa-H• de membrana plasmática en los pozos del gel de 

colato de Na• y LOS, impidiendose con ello la obtención y 

separación de todo el pol ipéptido de ATPasa-H+ de membrana 

plasmática de raíz de trigo durante el corrimiento electro-forético 

en geles de Sc~gger y Van Jagow para polipéptidos de alto peso 

molecular. La retención de la prote! na se atribuyó a la naturaleza 

misma de la ATPasa-H• de membrana plasmAtica. la cual es insoluble 

bajo ciertas condiciones Cagentes i6nicos y detergentes débiles). 

En otras palabras. el empleo del colato de Na+ y del LDS -Fue 

insui=iciente para la solubilizaci6n de la enzima, por lo que 

requiere de procedimientos de solubilizaci6n con detergentes 
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.fuertes <p .. 

insolubles. 

SDS) para la electroTóresis-··de_::polÍ.p¿ptidos 

Aunque la mayoria de los investigadores coinciden en- el 

empleo de un gel de poliacrilamida-SDS desnaturalizante_ para la 

separación de proteinas hidro-fóbicas <Laemmli, 1970; Wu y Wang~ 

1984; Gallagher y Leonard. 1987a; Sch:\.gger y Van Jagow, 1987; 

Hennessey y Scarborought, 1989>, Gallagher y Leonard (1987a y b) 

proponen el empleo de un gel de poliacrilamida de naturaleza Acida 

(.fenol-á.cido acético-urea> alta resolución la 

separación electro.forática de protei nas de membrana, con la 

ventaja de probar j n si tu la TosTori lac ión (crétodo de 

identi-ficaci6n empleando ATP32 > de la ATPasa-H+ de membrana 

plasmática, comprobándose la presencia de ésta en la muestra, lo 

cual ser! a una alternativa más en nuestro estudio. 

La tercera modi.ficación .fue complementar el "coctel" de 

inhibidores de proteasas con el uso de un inhibidor e~pec1Tico, la 

quimostatina <Gal lagher et al., 1986) • en el extracto crudo 

(homogenado) y en las Tracciones vesiculares <microsomal y de 

membrana plasmática>. El empleo del "coctel" de inhibidores Tue 

considerado al obtenerse una banda de aproximadamente 66 kDa que 

reacciona con el anticuerpo anti-ATPasa de H+ de membrana 

plasmática, 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, Pt1SF y 

quimostatina) permitiría disminuir de forma considerable la 

actividad proteolitica en las muestras, y por e0de, la llevada a 

cabo sobre la ATPasa-H+ de membrana plasmática. Tales condiciones 

se probaron en los dos sistemas electroforéticos empleados en el 

presente trabajo: la técnica de Laemmli <1970> y la de Sc~gger y 

Van Jagow (modi-ficada por Gonzá.lez-Halphen et al., 1987 

comunicación personal). 

Sin embargo, en ningún caso, se logró obtener a la banda de 

100 kDa t·eportada para plantas (Serrano. 1984a, 1985 y 1990; 
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Serrano .et· al.,: 1988; Vara y ·serrano .• 1982 y 1988; entre otros). 

pero si se f11eJ0ró la obtención de una de aproximadamente 66 kDa en 

gel de poli~crilamida-SDS por visualización con tinción con azul 

de Coomassie R-250, ·y· que además reacciona con el anticuerpo 

arlti-ATPasa de :H• de membrana plasmática. Esto hace suponer la 

existericia de una prote61 is is extremadamente rApi da de la 

ATPasa"-H• de membrana plasmática. pues se ha demustrado la 

e.f"icacia de tales inhibidores de proteasas <EDTA, PMSF y 

quimostatina, entre otros) en pruebas rigurosas como la placa de 

di.fusión sensitiva a prote6lisis <Gallagher et al., 1986). Una 

alternativa para la solución de este problema seria comprobar la 

actividad proteoli tica en las muestras obtenidas <extractos crudos 

y Tracciónes puriTicadas>, empleando o no el "coctel" inhibidores 

medidas de comparación. 

Se ha reportado un peso molecular de 100 kDa para la 

ATPasa-H• de membrana plasmática en plantas <Serrano, 1984a, 1985 

y 1990; Serrano et al., 1988; Vara y Serrano, 1982 y 1988; entre 

otros) , Coccuci y Harr~ ( 1984> han reportado un peso molecular 

entre 60-70 kDa para la ATPasa-H• de membrana plasmática de 

plantas, ellos atribuyen este peso molecular a un posible 

corrimiento anómalo de la protel na en el sistema de geles de 

poliacrilamida-SDS. El corrimiento an6malo se da, por lo general, 

en aquellos polipéptidos cuya naturaleza altamente hidro-Fóbica 

permite que má.s cadenas solubilizadoras <detergentes> unan 

él, formando una densa nube con una carga neta <-> que provoca un 

mayor corrimiento electroTorét ice hacia el electrodo 

correspondiente <ánodo>. Por lo tanto, el polipáptido se ubica 

una zona de peso molecular <menor> que no le corresponde a 

tamafi¡o. 

Por otra parte, el patrón electroTorético en geles de Laemmli 

representado por las diTerentes Tracciones vesiculares empleadas. 

demostró que la fracción microsomal (Figs. 20 y 27>, tiene la 

mejor resolución en las bandas menares a un peso molecular de 66 

kDa. 
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Cuando . t~eai fia~Ó:~- .'.el Corrimt'e.ito"<<e1éCtrofOi--ético de l.il 

ATPasa-H•: .-·de~:~niem·b·~ a~~:~-~ i ~~-~ ~ i ~~.-- -d~ :_ --~-~{z:~·de -t~_.igO. é~ta_.-_"'. P".'ª:»e~t6 
un· p-esO .ma1~-~~1-~~:~;.'d~'.::~~~óMi·m~dam~-~te.· __ ·_.·:6~;' kDa · en las Tracciones 

~esi~-~~-~-~~~/~}:~;·~-~ki.~~~:i~~:;J:,~~-~:j~~.~ .. ~~~.?-ín~F:; _ .- ~~nop_lasto y membrana 
plasmática> ,\'.e1,.cual_ -result6'-:ser .. in-feriar.- al reportado de 100 kDa; 

~~~-~/.~.it~-r~~-~~/~. --~-~·-~ .. ~-~~f)l:~~-~-~--~~ber_se a una pa.-cial digestión por 
pro_teasas~:""--o'~::,~al.~'..._~-emple~·;.'.de..'_._ ury_ detergente -fuerte <SOS> que 

p~~Í"b'iement~:-:~-e~-~~i~iÓ_:_u~,-:-~~~/1mi-~nt~- -~n6~alo de la prote1 na • 

. -Con resPecto. a .la reacci6n de esta banda con el anticuerpo de 

la ATPasa-H• de membrana plasmá.tica, encontramos mayor 

r.eacción inmunológica en ·.Tracciones microsomales que las 

Tracciones de membrana plasmática y de tonoplasto. Estas dos 

dltimas se obtieñen mediante un proceso complicado y prolongado 

por lo que decidimos emplear solo la Tracción microsomal. 

No e><istiendo mayores indicios acerca de otro -factor que 

estuviera interviniendo en el método de aislamiento. y atribuyendo 

el peso molecular· de 66 kDa de la ATPasa-H• de membrana plasmática 

de rai z de trigo una posible prote61 is is; un posible 

corrimiento anómalo; el estado per se de esta ATPasa-H• de 

membrana plasmática, se procedió la eliminación de la BSA 

Tracción-V de los medios de homogeneización y resuspensi6n de la 

fracción microsomal, evitando con ello la interferencia espacial 

entre la BSA y la banda de 66 kOa los geles de 

poliacri lamida-SOS~ Para el lo fue necesario comparar dos métodos 

de extracción; el de Pagés 0990> y el presentado en este trabajo. 

con el objeto de determinar la in-fluencia de la BSA en el 

aislamiento de la ATPasa-H ... de membrana plasmá.tica. 

Los resultados demostraron que no es necesaria la presencia 

de la BSA Tracción-V, y que no in-fluye de manera importante en la 

purificación de la enzima. Las muestras obtenidas bajo el método 

descrito en Material y Métodos <omitiendo la BSA Tracción-V y 

complementandolo con el "coctel" de inhibidores> mostrar6n los 
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mejores resultados electro-Foréticos en los dos sistemas de 

electro~resis empleados <Laemmli-A y B>.. El de la BSA 

Tracción-V (68 kDa>. por lo tanto, se limitó al de un estandar de 

peso molecula1· y como un indicador con-fiable del peso molecular de 

la· ATPasa-H• de membrana plasmática de rai z de trigo en gel de 

pol iacri lamida-SOS y réplica en Western. dada la cercan! a 

e>eistente entre estas dos bandas pal ipepti dicas. 

Debido a que la purificación_ de la_ membrana plasmática de 

raiz de trigo no mejoraba la presencia de la banda de 66 kDa y 

ten! a muy bajo rendimiento, se consideró entonces aislar la 

ATPasa-H+ de membrana plasmática de raiz de tri9o por 

homogeneización y centrifugación di-ferencial para obtener la 

-fracción micr·osomal, está última como -Fuente directa de la 

ATPasa-H• de membrana plasmática de rai z de trigo.. Las muestras 

microsomales sometidas a electroi=óresis en gel preparativo -fueron 

entonces electroelui das, dial izadas y l io-Fil izadas 

describe en Material y Métodos. El resultado final Tue una 

prote1 na resuspendida en una solución isotónica al 0.97. de NaCl. 

La prueba de inmunodetección empleando el anticuerpo anti-ATPasa 

de H+ de membrana plasmática de A .. thaliana, aplicada a la muestra 

resuspendida en NaCl adsorbí da pequef"ios cuadros de 

nitrocelulosa. demostró la presencia de la ATPasa-H• de membrana 

plasmática en dicha muestra, lo que se comprob6 al comparar la 

intensidad con que se tif"íeron los demás extractos <Ho~ogenado, 
Tracción microsomal~ 1°' y 2°' banda electroelu!da) que también 

reaccionaron con el anticuerpo correspondiente. 

Finalmente, el rendimiento obtenido a partir de Bmg de 

proteína microsomal aplicada a un gel preparativo hasta la 

obtención de la ATPasa-H+ de membrana plasmática de rai z de trigo 

de aproximadamente 66 kDa Tue de 5% y de 1.57% con 

respecto a la protei na total inicial <homogenado) que se obtuvo a 

partir de un peso húmedo de 9. 91g de raí ces de trigo <Tablas 15 y 

16). Sin embargo. esta supuesta pérdida es tan solo una medida de 

comparación con otras obtenidas por diversos autores. 
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Serrano < 1990) reportó el rendimiento. para la ·AT~asa-H• .de 

membrana plasmática en raices de <Avena.· sativa> <como 

3.0mg/kg de tejido para esta banda de 100 kDa, lo. qu~, implica 

3µg/g de tejido que comparado con lo nuestro BOµg/g de teji'do 

(80mg/Kg de tejido), resulta ser un 967. menor en cuanto la 

Cilntidad de protei na recuperada <ATPasa-H• de membrana 

plaanaática). Lo anterior puede deberse las diferencias 

presentadas en los métodos de purif:icaci6n empleados en ambos 

casos, asi como a la especie vegetal empleada <Avena sat"iva o 

Triticum aestivum> para la purif:icación de la ATPasa-H• de 

membrana plasmá.tica radicular. 

El método de aislamiento para la ATPasa-H• de membrana 

plasmá.tica de rai z de trigo del presente estudio, resultó 

adecuado cuando se requiera de una rápida obtención y una buena 

cantidad de la enzima, la cual deduce del porcentaje de 

rendimiento obtenido <Tabla lb) a partir de un extracto crudo 

(hcmogenado) ~ Además, el mé>todo original de puri.ficación se redujo 

a tan solo dos pasos <homogeneización y obtención de la fracción 

microsomal>. La electrofóresis, electroelución e inmunodetección 

pueden proseguir inmediatamente sin ningún contratiempo, lo que 

ayuda a disminuir de manera considerable el tiempo ~e exposición 

de la muestra a diversos agentes 11 tices y a disminuir la pérdida 

de la c:antidad de proteina debida a pasos inecesa'rios de 

puri.ficaci6n <gradiente de densidad, lavado con agentes i6nicos y 

detergentes, etc.). 

Por lo tanto, este m6todo de aislamiento para la ATPasa-H• de 

n.embr•na plasÑ.tic:a permite una rápida obtención y buen 

rendimiento en la cantidad de proteina, con tan solo dos pasos en 

la puri.ficaci6n, reduc:iendose así el tiempo de obtención de la 

muestra. Esto repercute considerablemente los pasos 

subsecuentes de puri.ficación <electro-fóresis en gel preparativo, 

11lectroeluci6n. diálisis y lio.filización) al reducirse asi el 

riesgo de disminuir la cantidad de protei na, cuando lo importante 
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aqu! es optimizar la ca"ntida:d. de ·ATPasa-H"' de membrana plasmá.tica 

de ra! z de .. trigo. 

La prote! na obtenic:fa, ATPasa-H"' de membrana plasmática de 

raíz de trigo, por el- procedimiento aqui descrito, produce 

enzima con una estructura terciaria alterada debido a los ei=ectos 

de la. solubilización <SOS) y con una estructura primaria 

ligeramente reducida Cen alrededor de un 33X) por la aparente 

acción de proteasas. Sin embargo la prote! na obtenida puede 

emplearse como antígeno para la obtención de anticuerpos, o como 

muestra pat""a la secuenciacién de aminoácidos, entre otras cosas. 

De hecho esto último podr!a constitu!r la prueba que de.fina si la 

enzima es inequ!vocamente la ATPasa-H"' de membrana plasmática de 

raíz de trigo, o si ha su-Frido una .fragmentación proteoH ti ca 

su extremo N-terminal Camino-tet""minal>, ya que la secuencia de 

esta ATPasa-H"' de membrana plasmática ha sido reportada 

Arabidopsis thaliana <Pardo y Serrano, 1989; Harper et al., 1989>, 

Nicotiana plumbaginiFalia CBoutry et al., 1989) y Lycapersicon 

escuJentum CEwing et al •• 1990>. 

Es importante destacar que áste es el primer estudio sobre el 

aislamiento de la ATPasa-H+ de membrana plasmática Ce raíz de 

trigo. 
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VI. CONCLUSIONES 

I. La ATPasa-H• de_membrana.plasmát'icá-(.de_.1·:a!z~-· de trigo_ 

encuentra presente ·en bajas conce'1tra~i~n~s>.:- .. ta~t6, en, extractos 

crudos como en -fracciones membranales pur.1_.f:i'~~d~S~º:' 

II. La protei na que reacciona con el ant¡c-~er·~-~ : ~nti.7'."ATPasa 
de H+ de membrana plasmática de R.. thaliana, presenta ur:i peso 

molecular aproximado de 66 kDa. Lo anterior puede deberse a: 

•> La ATPasa-H• de membrana plasmática es rápidamente 

protaolizada en los eKtractos de ra! z de trigo posiblemente por un 

alto contenido de proteinasas en06genas. 

b> La ATPasa-H• de membrana plasmática de raí::: de trigo 

puede presentar un corrimiento anómalo, esto es, se comporta 

un pol ipéptido de 66 KDa siendo realmente de 100 kDa • 

e) El peso molecular real de la ATPasa-H• de membrana 

plaantática de ra! z de trigo es de 66 kDa, lo que indicar! a una 

nueva especie de ATPasa-H• dentro de la -familia de las ATPasas 

tipo P. 

111 .. El m6todo de puri-ficaci6n presentado en esta tesis 

e.ficiente para una rápida obtención y un buen rendimiento de la 

ATPasa-H+ de membrana plasmática de raíz de trigo. 
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VII •. PERSPECTIVAS 

Son necesarios ll!ªYores .estudios ··acerca de·: 

I. /-Ensayos. de actividad proteoU tica en extraC:tos ·crudos 

y Traccio·~~-~ \'m.einbraO.ites puri-Ficadas de ra" z de tl'"'i.go, <~ /• 
~~;~~~.i~~~~~~~,-:~~i~~~;:~-i-cOs>_ •· _ ~st~ pue~~,--_~n~iC~~~~-~--·~~--~~ e)(istencia de 

~"-ª rápi_~ª-.~~-~:iy.i_dad_ ~roteol!tica en ~os ex"tr-~ct~~ y·_c::on __ ello la 

hidrólisis~enz.imá.tica de ·1a ATPasa-H~-- de----_membrana: plasmá.tica de 

rai Z~, de- .t:ri9~º-

II. Ensayos de actividad de hidrólisis de ATP por la 

- ATPasa:....H•. de membrana plasmá.tica de raiz de trigoJ vesículas 

mi.cr'asomales y/o puriTicadas in vit:ro. Esto nos puede indicar el 

'éStadO -funcional de la ATPasa-H• de membrana plasmática de rai z de 

trigo en los .fracciones vesiculares obtenidas .. 

III.. Fos.forilación de la ATPasa-H+ de membrana 

plasmática de raíz de trigo con ATP radiactivo ( 82 P> sometiendola 

a electro-fóresis en geles de poliacrilamida ácidos <PAGE-PAU, 

entre otros) y visualización por autoradiogra.fía. Esto darla 

evidencia acerca de la identidad dal polipéptido de 66 kDa, si 

que éste aún conserva su sitio de i=os.forilación covalente. 

IV .. Secuenciación del N-tel""minal Camino-terminal> de la 

banda de 66 kOa de ra! z de trigo considerada como la ATPasa-H+ de 

membrana plasmática, y comparar esta secuencia con las de otras 

ATPasas de H+ de membrana plasm.Atic:a de plantas, c:on la .finalidad 

de identii=icarla como miembro de la .familia de las ATPasas tipo p 

y establecer homologías .. 
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VII 1 ._ABREVIATURAS 

PAf't.- Persul-fato de amonio. 

BSA .fracción-V.- Albúmina··/de'.ia'Tracción:V .a~.sUer~ de ~~virio. 
~ .. :~\i_· :::~.· fr~:- ·.:''. :·+~ :: .-_.;_i:;·:-_: -·._ 

&CIP.- 5-bromo, 4-CiOt:~~::~~~~~¿?,,~~~~-~~-~~"~tC:; '~ ~~,\'.~';:~.~:~-::~. --~··- ... ::-~'\: . ___ ._:,::·_· ~'- , 

BTP.- a1s-tr1s-propana' . :~--~ -~.:~f~-i·~~~~t~:·c-~~~~~3b/~r~~i~~~,t-.i, . in~_ttja~i~~J 
-propano>. o"~ ~~t:--~:\'"~';, -~~~: 0, __ 

DHF. - N, N, -Dit!leti lformamida.:_,c-H'"CoN:;CCH~J'";:e::~:. ~-,-';i~--:- '--~;->'..:: ~ 0-~~·- -~---º-·' 
''. ·:·:'I°co:, .-._.;.,;:~-::·:,_ •. ~:~~' 2 )::_ 

CAPTAN-:50. - N- ( tr te ~-~-~om·~·i·1·g-i~·-i~1i~if~~~,~~t~-~~'i-~ ~11'~~-j~~~:iº~t_d~. 
, ;--, -· -~_;- i:::~--~---~--o_/_·':.':-::- .. : ;· 

DCCD. - Die ic lohexi lcarbodi i~i·d~~~:~r -

DOC .. - DesoKicolato. 

DTE.- Ditioeritrol. 

DTT.- Ditiotreitol. 

EDTA.- Acido etilendiamino tetra-acético. 

E-P.- Enzi1aa TosTorilada 

FosTor i lado. 

LDS.- Dodec:ilsul-Fato de litio_._ 

enzima , 'con ·un 

' "' .·-';'··'"" 

tES. - Acido 2-CN-morfol inol. etanosulfónic·o. 

MNC. - Matt""iz o membrana de ni\rocel~losa·~ 

f'l.P.- Membrana plasmática .. 

NBT. - Ni tro-blue-tetrazol io 
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Tenol-ácido 

TBS.- Amortiguador de trizma-base y solución salina de NaCl. 

TTBS.- Amortiguador de trizma-base y Tltlteen-20. 

Tw•an-20. - [pol io>eieti leno <2> sorbi tan monolauratoJ 

z.- Factor da conversión de unidad de pH a unidad de potencial 

eléctrico. 
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