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RESUMEN 

Muchos procesos metabólicos y fisiológicos están implicados 
en el proceso de germinación de una semilla, el cual se inicia con 
la entrada . de agua a ésta y se expresa en la salida de la 
radícula. Durante esta etapa es muy importante la movilización de 
las reservas de nutrimentos del endospermo hacia el embrión para 
sostener su crecimiento, de manera que los sistemas de transporte 
de solutos en las membranas de las células embrionarias deben ser 
muy activos, por lo cual la actividad de una bomba primaria como 
la ATPAsA de membrana plasmática resultaría fundamental. La enzima 
acopla la hidrólisis de ATP al transporte vectorial de protones 
desde el citoplasma hasta el exterior de la célula. El gradiente 
electroquímico formado puede servir para el transporte de solutos, 
mientras que la acidificación que se produce ayudaría al 
mantenimiento del pH citoplásmico y al aflojamiento de la pared 
celular, necesario para el crecimiento de la célula. Ambos 
factores resultan importantes en la germinación de la semilla. 

Para el estudio de la ATPAsA de H+ de la membrana plasmática 
(MP) en la germinación de embriones de maíz se procedió a obtener 
una preparación enriquecida en vesículas de membrana plasmática de 
los embriones de maíz embebidos por diferentes tiempos, mediante 
la técnica de partición de fases. Se hicieron modificaciones a la 
técnica para obtener un enriquecimiento en vesículas de la 
membrana plasmática por arriba del 70%. La concentración de Peg y 
Dex que se usó para obtener las vesículas de MP de los embriones 
secos fue diferente a la de los embriones embebidos, pero en ambos 
casos se logró obtener un enriquecimiento cercano al 80% y en 
algunas preparaciones hasta del 90%. Cuando se midió la actividad 
de la ATPAsA de la MP en las vesículas enriquecidas se encontró 
que en los embriones secos hay actividad de ATPAsA de la MP, ésta 
se incrementa al máximo a lh de imbibición del embrión, a las 2h 
decrece la actividad y se mantiene hasta las 7h de imbibición. 

Se hicieron geles de poliacrilamida-SDS de las vesículas.· de 
membrana plasmática y se transfirieron las proteínas al papel de 
nitrocelulosa, o bien, se adsorbieron directamente las proteínas 
al papel de nitrocelulosa, siguiéndose después en ambos casos la 
técnica de Western, revelándose con fosfatasa alcalina. ·En las 
mismas vesículas se detectó a la ATPASA mediante un anticuerpo que 
reacciona contra un péptido de 14 aminoácidos que se encuentra en 
el NH2 terminal de la enzima. Los patrones densitométricos de las 
inmunorréplicas de las fracciones de vesículas de MP a los 
diferentes tiempos de imbibición del embrión presentaron un 
perfil similar al encontrado cuando se midió la actividad, si bien 
el pico máximo de ATPAsA se encontró una hora después del de la 
actividad de la enzima. 



La diferencia entre los perfiles de actividad y de proteína 
durante la imbibición del embrión, puede·. deberse a una ·o varias de 
las siguientes causas: a) recambio de la enzima preformada con la 
sintetizada de novo, b) expresión diferencial• de isoformas de la 
enzima, c) regulación de la actividad de ·.la . enzima por factores 
celulares. 
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1.INTROOUCCION 

l,l. ontogenia y estructura de la semilla de maíz. 

La semilla es un óvulo fertilizado maduro de plantas. Es el 

medio natural de dispersión, propagación y perpetuación de muchas 

especies vegetales, ya que contiene sustancias nutritivas, ,la 

maquinaria metabólica y las estructuras celulares necesarias para 

formar una nueva planta (NÚml:Íio; 1988). 

La semilla de'".·~~~~'[~2:;·;~~1j~zi~ por. el p:~4so'·~e doble 
fertilización que ocurre en. el. gámet~fifo femenfoo'. y, 'llega a su 

madurez 40. a so días después de iii' ferl:ili~~ciÓ~, (Lindsey y 

Topping, 1993} . En la semiÜa · madui~ se :i'ogr~n\distinguir las 
. -·- . . 

siguientes partes (Fig. l}: 

a} La cubierta seminal Q pericarpio, que se encuentra 

recubriendo a la semilla madura, prot~;iiénd()la de daños físicos y 

bióticos procedentes del exterior. Es un tejido que se formó de 

los tegumentos que rodean al óvulo (Niembro, 1988). 

1 



Fig. l. 

~-..l--~.ENDOSPERMO 
HARINOSO 

SCUTELO 

il---11'-A!r'---EJ E 
EMBRIONARIO 

EMBRIÓN 

Corte longitudinal de una semilla de maíz, 

indicándose las estructuras _que la conforman 

(adaptado de Bewley y Black, 1986). 

b) El endospermo, es un tejido que se originó por la. fusión 

de uno de los dos núcleos. e~~P~~máticos con dos núcleos polares 
•: .... 

del gametofito. La mayoría.' ;·de ·sus células se dividieron 

asincrónicamente, sinteti;~Il.ci6 y almacenando compuestos químicos 

como carbohidratos (princip-almente almidón) , proteínas y' lipidos, 

que serán posterior~~nt~ utÜizados cuando la germinación 

comience y hasta .que la _plántula recién formada se establezca 

como organismo autótrofo. Además, en el endospermo ·se encuentra 

una capa especiali'zada de células llamada .al.eurona que ·_contiene 

enzimas hidrolíticas, las cuélles serán usadas· en el proceso de 

movilización de reservas, principalmente del almidón (Ching, 

1978; Lindsey y Topping, 1993). 
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La consistencia del. endospermo depende principalmente de los 

compuestos' quíniiéos·.. almacenados. ' El,' endospermo córneo I de 

consisten·c_ia dura:; se compone .: principalmente de· hemicelulosa 

mientras .·;,que el-• endospe~in~ harinoso: contiene •.. principalmente 

almidón, ,lci ,cÜal .• ·i~:· d,a·' una cqri:sistencia de harina (Niembro, 

1988). 

,, 

c) El embrión se :origÍÍió,,por la f~rÚlizacio~Úde uno de los 

dos núcleos espermát.i'cos, ;~oÍi~J.él.,;, cé1u1~ ," h~~vJ{!/ciÍe i'despué~ .. de 
subsecuentes·. di vi~ionl:sé ~elul~res. asim~tric~f s~'.;·d~~}>r~<mizando 

:::~~:::::=::;~K~~~15:f:::2f ~~"j¡i~f~~t~f ftj¡: 
y a la raíz en'la planta y el escutelo~que'.Tci,,,,rode:a){~l:",cllal 

~;2:;;f:!:~;t~!~::§::~;:=i§~~lf &~iil~~~ 
contiene grandeéi .•&antidades. ·.de .'.•eriZima6:;:Ji:taro1'ítTca's:.'i:J1Ádemás;. 

~;::::~:-::E~~r ;~t~:;;,~;tg~t~~~~,~~~;r:~~rr5}~;; 
..:..:/ ' :'..'i''.· ·'._.: .. ~:~'..:. '"•·•'•"(•~ '·'':·.~' "~_:,:._·:·;::.·.··: -:p. -::_: 

-.,·1.·:, .. · ',. ·'' ';,._:-:,.; 

Los cambios.• que'::6~~:ren•,.~esde.·1a ·. fe'rtili,útciórí' hasta la 

~orf::ci~~:gi:a:ia d:e1~~)r~~t!Jf ,:~i!: •. lJclii:::::t±i:~t~f ~~::~i~!~::. 
metabólica neceá~ria pa~~. ~u· .cr~cimi.en~~ ''.''Ei1/ ~'i~acen~~ierito· d~ 
sustancias. nutriú.;,ás y-por, último, la dismiÜución ,c:Íei:.:co~te;~ido 
de agua (desecación) O: Una vez llegado ai .estadc;·, de .. mad~rEiz; la 

• • . " . ... . • •'¡" .• ·~ ' • - ' -· ¡¡ ... 

semilla puede pasar,a un estado de letargo~() ;~~~9:1an~~a·(~~~-i_pas 
ortodoxas) en el cual el crecimiento ¡¡ctivo ~e suspellde,, o :bieri 
seguir su crecimiento hacia plántula; 'a~P.-~1~i~na6 :€~t~, ~- dea'l'.1a~ 
condiciones ambientales que la. ,,;~d~~~tF~:.<::6mo. ·. ~~n >i¡>_ 'J'.~~, 
temperatura y humedad, así como la pe~~e~l:>Ú:id~d de' l~'. t~~ia: al 
agua y de la presencia de inhibi.dÓres ,,de.: la · germinación e~ la 

semilla (Esau, 1977; Villiers, 1978). 
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1.2. Germinación. 

El proceso de germinación com'ienza con la' entrad.a de agua a 

la semilla y culmina con la salida· ,de la radíCÚla (Ching, 1978; 

~t~F~i1&~S;fü~~t~~;J~~~~i1¡1~~1&':~~~~ 
-'·-:.-·;!,'." 

'• : .·· . ··•·· .• ·. ·· .. · ' .· ... ·'; ·.·.• ' .·· •.•. 

En .la ;pJ:°lmeJ:"a. gs~. hay una ,toma· rápi~a de· agua,. debida. a la 

hidratacióil.<de ····.·ibs coii'stitiiyentes ; de·la semilla, tales<' como 

proteínas, 'lípic:Ío~, ca;:h~hj_cl:¡_'..~~;;~···; organelos, entre· otros. Con 

ello ocurre la reáé::hi~~~i6n de las moléculas y organelos 

preexistentes,. los. c~al~s·/fUercin formados durante la maduración 
:: . : ,':·'·: 

de la semilla y subsecuentemente almacenados (Ching, 1978; Bewley 

y Black, 1986) . Tanto semillas viables como no viables presentan 

esta fase. 

Hay una lista enorme de enzimas que se han encontrado en la 

semilla entera, el cotiledón o el embrión, ya sea en estado seco 

o con pocas horas de hidratación y en diferentes especies. Entre 

las enzimas que se han encontrado se incluyen. las •siguientes: 

aldolasa, {3-amilasa, cx-galactosidasa, .isciarniiasa, ::i.Il.vertasa, 

glucosa-6-'fosfato deshidrogenasa, unPG t~a~~:É~'f:as'~s/ .glutámico 

descarboxilasa, peptidasas, proteasas, ure~sa;.:tsá'ci.trato liasa, 
malato · sintetasa, lipooxigenasa, . fo~foÍ'ip~·~a.·,<n; aconitasa, 

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

cx-cetoglutarato deshidrogenasa, catalasa;-":,·esterása, peroxidasa 

fitasa, adenosin cinasa y ribonucléas~· e;t~'é' otl:as; todas estas 

enzimas forman parte de vías 'im~o'rtarites en el metabolismo 

celular (Ching, 1978). 
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Fig. 2. Perfil trifásico de la toma de agua de semillas en 
germinación (adaptado de Bewley y Black, 1986). 
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FASE II. 

En la fase II ocurre la síntef!iS activa de ATP,. sustratos, 

coenzimas, proteínas (enzimas y estructurales), DNA, RNA; 

organelos, membranas• y los mkteriale's de '1a i;>kred ~elular, 
necesarios ·parae1.·a1argamiemto ydivisión .. '•ci~-ü8···~élula~ del eje 

embrionaric( /Todo ;eino~.se. J::eaÚza · .. a.· eJq)~ri.·~~~;.; ;j~·c·~~~/re~~r;as de 

nutrimentos' qü€; fueron aiinaéenados en ei enéfospef.rricl>(ching1 1978; 

Bewley y Bl~ck; . 1986): :'En .esta fase el i:iii~cg. 'd~tnb'io, morfológico 

::se;:ª~~~~f:út2~;~\~Zª~~~itºp: ~~s ::~:~;t·;d!:~~C~i~:~r:tee ~:: 
células y n~ por ~i.l divis.Í.ón. 

'•: 

La movil.Í.~a:ci'tsri: ,de las reservas deF en~ospérmo . ha sido 
motivo de "esfudio<~~bido'.a .la impo:it:a'.hC:Ú :~e>tiei:ie en'la .·.· 

::~::~:;::~· Z .~·~:1~zy:r#'J:t',.:';:tº16~~~~~~~~~~1:k 
fisiología y la bioquímica de los procesos que ocurren:/me, hecho, .. 

::~á:uci1:p1~::~:a:logcutn:o~s~~~~ ff ~A{~t~do¡:i~~e?::;t~;~~=:~ilf~::•••· 
sintetizando, ; : ~n' secuencia y·,'' 6!:'~6~· •¿ri < ·~c:íri.~::i'~fté;, 
dependiendo de su ~loc~ii:~ci.ción···~it.i.o~t~rripOJ:'a1. 'Ádemás, ciért~s 
componentes como las' ~nzi~k~; se veri lnfitienCiados · por factores 

exógenos a ese.· 1::eijpió <(~ci~o: ~on; los Htoreguladores) , de los 

cuales no se sabe C:2~:;ce¡~~z~ el. mecanismo por el cual ejercen su 
>::-·~·,' •" '', ... ,._ ',-,:"· ':. \~' 

acción. :..;t<.•> . . . 

El seg-uioiiO~t~,,~;. ~\ir·l~.:m~ o de un o=j unto de =•i~s, se 

~;¿~~~t~=:~éJ~i1i~~f~f ~~:~e~;~:~::;1:¿,~;::fi~i:;~ . 
refractancia, et~.)·. 
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Fig. 3. Cambios en el contenido de varios componentes en 

diferentes partes de Zea mays, durante la 

germinación (Adaptado de Ingle et al, 1964). 
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En la figu:i::a 3 .se presentan los .. cambios .de algunos 
compuestos químicos y · ma.cromoléculas en el transcurso de la 

germinación de .~e~iÜa~ de maí,z; Los dato~ indica~ •• que ~enferme 

. ~~~~~~E~r:~;;g:~~~f:~~)f ~{t;~t~~}llTu~Jjtf~~~; 
asimilados por éste',: los:i:políníeros· r; deben '•'ser';•h'idroli"zados · a 

aminoácidos, azúcareis •<Í<'igi,f3E~<y'?3m··•,,\,i~'.~¿g.fü~~;,,¡:~~;i'~á~fz~:;1gf{¡;ferol · 
-,· ·.'<i;.:.,·. "':·_'e_(~·-.:: .. :~; -.-·:t;,~~ °:'-Ii~-: :·,\t;._··~?;::~'.v,-~,~·,;:> -·,,,,--:.:-,·-' · ,~--'""" 

respectivamente. .·. (· T q,'..:c,C;!:,c;~k:V~~i ;.~;;cc:'~~t\;;~· ·~:•'''·· .... 
.. e·,_:::,'",·.---'" , \'.,>r .-;z\)~- ·::··.c::~i:·'.·''c'='~ , ~e,~· ,-,:;:~;~~;:t·> , ·-;: -<-· .. (::' .. ;):-.·. ::·/< .. ;'.·.:, . 

repre::n~:n~:~ ··~~~;'.a~z;~~º~tJ~.s,:~~Á~~~~~~i;t:!~;,}~±g;~;B;~~:l:d:~ 
endospermo y su ... ·degradacion,- oc~rre•,'•porr:,1~ •• ·actividad de las· 

:n:~::ndes~la¡~~¿~i~§;;~Ufu;~~i@i~~~t~~~~~~&~l i~~t~~;;~:: .. 
giberélico (Ching;c;· '1978} .·· La' :glucosá'.producida ;.<ái',·partir::< del 

almidón es ~b~brbicia por, ~l·. escuteloy,.t!f~d~ic:Ji'.~~~~}";\;9~aa'fbsa, 

:: ·:~:~:yt&~=:i::s~,If ::~q~~t~~~~~J~~~i~~~F~: 
el 'escutelo • se necesita: de energía; la cua'l. 'és{ p:i::o:vista· por • la 

:~::r:::i~h' fa'fil~~? {~m7~~t;iplic.á ¡:ápid~~en,te ;'kn:: ~~\:~ '!tlt1~~nt~ · la 

1;': -~.-.<~:),'/ 

La 'actfv'id~d:,'respir~toiia en el :Í.h:Í.do de la ge;:,~iriaCión es 

al ta' ' lo 'c:ua'i' 'iil.ci:i."6a' ' ~e én 'ia >semilú s~b~ ·~~ encüentraii las 

subunid~c:fe~ :P:~~ficii'b~~>v 'lós cofa6tor~~ ~orrespo~dientes ·ª las 
enzimas. capace;~ 'd~: llevar . ·~·. C~bb 'l~ ; actividad r!;!Spiratoria 

(Ching, ;970;\É:~~~rishaft;y, i~"ainb~;:'.:t99o) .. En .ejes .embdonados de 

maíz, ope~a: ra,":··v.i~ se?sibie \él :N.;~~N-.. !'Í:i.e~Gas. que • en ··embriones 

están prese~tes 'esta• :Vía Y'.. la. ,insens~ble a .. NaCN·· .. o···. de· oxidasa 

alterna• (Ehr~nsha'f{y, Brariibl\ ,199,0) /'si ,bien 'en· ejes'. embrionarios 

de frijol, Puritarulo y col~borac'Íores (1987) encontraron que el 

total del consumo de oxígeno detectado, se debe a una citocromo 

oxidasa, a la oxidasa alternativa, a la lipooxigenasa, a la 
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autoxidación de los componentes respiratorios.ya otras oxidasas 

citosólicas. El consu!ílo de oxígeno, involucra .uria gran cantid.ad de 

compuestos orgánicos y su degrad~~ión.?xidativa;',qtle.·en el .. in:i.cio 

de la germinación·.,,voi~ .ª·;1;7~~~:;·f~i{~:~1~~'cfÉ~5~~é6~;·~~'.. cÓn;pu~si:os 
de alta energía, .··utilizados : ·~.I1~.)la:''·::síntes,is ·de_':' :i/i.~~~órii~s, 

7~~=~~;:;.. ·~r::;~ª;J!~:¿~;l!~~;j¡f '~iJ";·6~~~~:J~:r•n•• 
Auriado: ·aL'marcado .. · iricrémerito',en· :1a_: vel'c:icidad.-:.de é: síritefais . dei 

proteínas se 6bft~·~~~;ti~á:·.~ÍÜf~~J~'::·~iÉ,~y~-!J;'~~fi~~tf~o~ y·· ácidos 
nucléicos en el eje embrionariO}de>maíz · (Fig. 3G. y 3H) • 

,;._~. ';~-~·'.·:::>·:~.> 
:..! :·· 

FASE III. 

. ; ~ - . . ' : . . 

En esta fase ocurren . los . mayores ·cambios morfolCsgicos del. 

embrión. Se inicia con la salida d~ 'la ~r~dÍ.ctiÚ, ·la/cual crece 

:::::i::n::~t~~:e ::::o::::o'p;!;¡:!;··¿~it~1~i~~~~~~~~~l~(tif ::m:. 

epicotilo y la aparición de las p;rfaeraS'.:h~j a:s;;/E!lfref!;]!a::racfícula 

~~;i~[,~~~:~l~:~:~:~~!ll~if !~f~J!f~;~J;¡tl~:. 
La apaÍ::ic:Lóri d~ la r~dícub. marc~"-e1 .. 'ini.cio•-:dé" la.· f!=imera 

:~:~si::~:~!6~~e:·~e~;:u::sc61a:1ª;i[ffer~±f J{1f~!X~:~f~~fl~~~f~±2ºd!~ 
endospermo; al desaparecer éste y ;1' 7iesé::ütel'6, .¿i:,~i~nza el 

crecimiento autótrofo de la nueva i?lál'Íl:i.d.i'. Úiis.;~; :. 1977) '· 

9 



Una de las enzimas que podría ... estar involucrada de manera 

importante .· en e( pr~c~sc:i de· g~~mi~<lcióii· de la· •. se~iüa'. sería la 

ATPasa de H+ de la' ~embrana 'pl~smát.ici.., puestc>' que·. crea'. una 

;;;~:r::~;t~di~~~~~f ~i~::H,::,:::~i:'~tt::&Ec.~: 
el apoplasto; oc'élsicínkiíél• qile · · ios cc:>mponentes :·de iél p~;t;eécefolar 
se aflojaran, éstos dos ~recesos ayudarían al creÚmiento de la 

célula. 

3. ATPasa de H+ de la membrana plasmática de plantas. 

La ATPasa de H+ de la membrana plasmática de plantas lleva a 

cabo simultáneamente la hidrólisis de ATP y el transporte de H+ 

desde el citosol hacia el exterior de la célula, creando de esta 

manera una diferencia de potencial eléctrico y de pH, el.cual puede 

ser usado en múltiples procesos fisiológicos .que se detallarán más 

adelante. 

Antecedentes: 

El primer reporte sobre la caracterizac.ión molecular de la 

ATPasa de H+ de la membrana plasmática · · (MP) • de plantas lo 

realizaron Hodges y colaboradores en i972, y ª.partir de entonces 

ha surgido una extensa información' sobre' las ·características 

bioquímicas y. estructurales ·de la :,enzima; ; así. c~mo · sobre su 

importancia fisiólógicá. 
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3. 1 Preparaciones usadas en el estudio de la ATPasa-H+ 

de la MP. 

El estudio de la enzima se ha realizado en diferentes tipos 

de preparaciones: a) en vesículas tanto de extractos crudos 

(fracción microsomal) como en fracciones enriquecidas en vesículas 

de membrana plasmática (VMP) y b) en la enzima pura solubilizada y 

reconstituida en:.:liposomas (Sze, 1985 y Serrano,, 1990). Además, 

gracias al. _conocimiento de las secuencia de nucleótidos del gene 

de la ATPasa de \X~'MP de Arabidopsis thaliana y con ayuda de las 

técnicas de biÓlcigía molecular, se ha logrado s;breexpresar a la 

enzima en Saccharomyces cereviseae (Villalba et ~l, 1992) para ser 

utilizada posteriormente en estudios cinéticos 

Christensen, en prensa) . 

3.1. i. vesiculas de membrana plasmática. 

Las fraccicmeá microsomales crudas· se 

(Palmgren y 

obtienen por 

homogenización 'deil :tejido y a centrifugación 'diferencial (Serrano, 

1989) . Estas.· p;ep~raC:Í.ones .contienen a_ las vesículas de membrana 

plasmática. (vr.ii?¡::.;y ·ad.emás las vesículas . membranales de otros 

organelos como son·el ·aparato de Golgi; el retículo endoplásmico, 

la mitocondria y la vacuola;· 
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Tabla I. Enzimas que hidrolizanATP y.que se.encuentran en 

ATPasa· 

ATPa s a 'vactÍbliir . 

ATPasa- Ca 2 + de la 
membrana plasmática 
ATPasa-H+ de la 
membrana plasmática 
(EC 3.6.l.35) 

~~~Yº~~:~"(f§?'l-tM> r •. ,-, ..•. 
Eritrociria 'B.: (SOÍlM) 

N'a;vo~ Yso::a,J.9.oii~l 
É;:;.:ft;rb'C!ina'B' (SO¡.ÍM) 

.,. . ~ 

La identiúcacÚSn ,de iá:'iATP~s~' ?e ,. la MP e~- esté!. la fracción 
microsomal ;es .difícil; yá;'qu~- se ef¡put;lrifran ·.enzimas••. qtie''toi;¡¡,.ién 

~~:~~l~=E~·~~;~?f ~?~~i~~¡l(iFc.•ª·~ .• pr:ªi.d~a{y'f .. ~~~~~Jí~~~:;~ 
actividades e~Z'imáti~~s·. presentes y 'Y, Sp~~wi6k.,.' 1992 

Serrano, 1990; Li{3.etal ,:iEí'9ú. 
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Debido. a .los problemas que ·implica la ideritifiCación: de la 

actividad ·de la enzima en la fracbión m:Í.~rbsomal ·cruda; esta 

r::;~[~~~~~~l~~i\~~~~~,~~~~~~tq?::=:= 
. '~ ... ·~~· .. ,-.,. -· "'"'"'" ' - ·;:·."·:~.· .. ;( ·-<· _, ,-.~· ... :~· : ·J.<'.::.'~:_\·;~·.;· ;·'h;;;~<::.\;: :'1."·. 

• ,, .·- ,_:;~-:;'.;~~::~;\.: --~_;¡~(;->(' 1~?-~<-" ,r, r • "·,,·;,· • ">j- ,~--~·, ,;:.,'.-' ' .,, f~\,' 

utúizaricio>:f>ara 'ia:·sei?kriC:i(sn; Cié 'ia:s_.--.-.··.é.v .. e_-. i3'í8ITr~~-~~ diferentes - - .;.-; .. ,,.:.,-.·-- ""·;_,._._ . '. 
Órganelos>lo's gradientes •de <dextl:-a:ii; de saciaré:lsa'-o'·'"ae glicerol 

que apro~ech~n Tos diferentes 'ifam~fí6s; ·áa:¡. ~6á6:'~Ü~~C~if~ren~ias e~ 
densidad; las VMP se •. eqi.tilib~;,.il.~ntre ~~ª densidadfde:;'i:i3 a 1.17 

=~::~nt:j :se d:b~:n::·tacsóne~·~&el?:cllo0;:1~ -~~f ±t~~~i~itsÍ::;as 1:: 
polaridad normal ( 11 right.2~;ide?~-º~~·~·;'.~~~;~,i::~J~:~~~;.~.if~~ít,ico de la 
enzima expuesto haciia:· el' interi~r; c:le .la :v-e~+cul~P y?de polaridad 

~;.;~~;:'~:r~Jt~ill~l~~~if t!:~i~tf t::::~á::::~ 
Otro ·m~~~e9i~~;~';Q~~;.~i{:%::;~~8~;~.rr:%~it)?~0.ri~·Bg~~~~f :~~<-e8c el de 

separación· o: partición'.c~n·:Tdos,~fases~·y:utilizando::.dos. polímeros como 
· '· · · · .... :·; r·;:;:~~,/:~:?">1;;;1>~~;?~/;~;It?'.·: .'.'.;·:-:~~f·,·~·f~·:':~J .. ·:-·:,;t~:;:·~; .. ~ .. :»<~,:/·: ~.;.-~.c·="i:J .. ,,, .i;'.S.~~:, :.r-:.:~.;·E -:.:·-:-; •... · t·!·. :· ..... '.~ ,>~ · 

el dextran· T:-'SOOiyo.;iel''·'POlieti1englicol;•)33SO:;):_La;-:separacion• de. las 
. ,. . ,.: :'.~-> :.::,,,,::..,.;.h_;_.'._:·~_;::i~;¡.,'.~- ... /~ .. -::: :';>;,1;;:_~: .• : '-~<,:~::-;f,·. :];,:.·~·.:::;:~'.:;f__~-/~'.<,~'._.;'::- ,,>,.\,:. :t::~-J'"_.: .. ;' .· 'i.' ·-: • ·:.; ' .' : ·:' ,', . 

VMP de las •,ot:r:~E1'':vesícuI~a·1rse}ba's~}enY~a'.óa:g-a~\d13' superficie que 

las car~?t.tg~·~-~.~f,~;~?~-,f~~,:~1~t'.~~~~~:2~~~i~~~:fi~,~~d;;.~df ~~·~L· ~~éi.·• población 
homógenea· enaa.: or'ierita:cióri::de/)ás'·;·yesfoulas;, léi:que; las hace U:n 

, _ :".;:;-;·;· .':: ;'_, ·" ·- ;~~:.-r··:;_.;:;.:·.~:;)ú:;;.;:,\~;~-:;,~~-;-j,;:,,;;{f~ii.'.:',:~füf~.~-K~~·t:~ <,.:·'\.-~'_::·,1;;;::r:::':'~~i;"-~: · :'._:_ '.-! -,:-:·~-::.; :··'.-;. ·: , · · :·· : · · 
material(utilfen;\est'UdJ.cis•fde{i(tr~nsp~J:'te;'o•La;~pureza ·_·que se·_ alcanza 

utilizand.~);.~~~~~;B,~~~~~·1) ,{;~;~J;~f~WJ~ima€~inen~Ei; d~l -8() al 90%. 

(Hodges }i,• Mi1.:1;~/·>:9c~~i;:r~1~.~~j~f.~~f g~ .. ·1984'_; 1987> ... i{ 
Para. ec.vo'anlt .. ·u··ª;;~.·,m·.·ri':n •. _?a-:_ªn·_•·.-:t\eP_.·su_}··-·-··.;e ..•.•• ~m; .• _·ª.;e.'mb· .. • •. ~er·a·_··nlaa ... lse .. sVM, p y lá contribuciión dé los 

posibles se utiú.!iaii.? ·diferentes 

marcadores bio~í~i~~f¡',· (Tabla II) : De m1'lrier~ ·i_a~~Vi-,' Gn ~arcador 
debe representar uh~> a8ti vi dad enzimática i:it1.i~a: ~·_;u~.;.- propiedad 

íntrinseca asociada a .. la membrana que. la• ~onti_ene'.- Ya que es 

difícil encontrar una enzima o marcador que sea exclusivo de una 
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membrana, se ha recomendado el uso de varios marcadores. 

Tabla íI. 

MEMBRANA 

Plasmática 

membranas 

y Briskin 

ATP~6··~~-tt~Jt~~~;-~~~ '!<:~,··inhibida. 

· .··• p(ir• Y~~~~.~-~~f;'~[:j~;'.;I::r· · ••·· 
Glucana•;sintetasa·:'.rr· · .. 
'. ·, .. ". ~·· ·:..- :·.&:~::.: , .. - -"'''\~,~-: ;;_,,:;:,-- - . 

&i~f~:~zf?,~}·~~f Tñf:?.tc~,$;~f [7r 
·· uhi~h.d~·ácii~b; n~~-tiltaláníico" 

T:Í.nci6n ··•••'c~ii::': .•• ácid()/ ·.'~·;ómico..:ácido 
__ .. _-;·f¿;·~··f~~-~riª'st:i-66:·~·~:-· :·: · ··;· ~-; 
·ATP~~~:inhibidapor 
• Pi~ofos¿t~s'a . 
; Citocromo-c .o~idasa 
ATP as a .. inhibida por 

IDPasa latente 

UDPasa estimulada 

Glucana Sintetasa I 

NADH o NADPH citocromá c redüctasa 

insensible a 

3.1. 2. Enzima pura y reconsti.tuida en liposomas. 

La enzima ha sido purificadá·· a partir de la fracción 

microsomal usando soluciones que i~di~y~n una combinación de sales 

(KCl o KBr) y detergentes . (T;itó~ X-100, sales biliares, 

octilglucósido), para eliminar las proteínas periféricas. 
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Posteriormente . se estabilizó la ATPasa con. glicerol (20 a 45%) , 

DTT y EDTA; Se. solubilizó cbn. deterg~ntes ~orno la lisolecitina y 

el zwiterg1mtE! •·•3-1~ (N-tetr~debil~N,N~amo~io:.l-pro~anosulforiato), 

;:~~=í~~tn<~i{Íl~if~~iJ:~tc1:ª1~iªbi~~~~Jr~tt:~¡¿~.ep!I::1ía ~~:r:tr:: 
gradiente · a.~E: glfoerol El ~~tabledimi'~nt~ de la pureza de la 

ATPasa se ; ~ci~iúaó ~~r electrofor~sis en gel o por técnicas 

inmunológicas (sze>" 19S5 y ser~~no, 1990). 

3.2 Caracteristicas de la enzima. 

La enzima pura y reconstituída en liposomas tiene. un peso 

molecular ap~oJ:Cimado., de • 100 KDª y es capaz de lleva.r a cabo la 

hidrólisis de ATP: ásoC:iado''aLbombeo de protones .. En •. exp~rimeritos 

~=·:::!füf {¡~~ll~~f Ji~iii1~1i&;.1~~~tt~:;;:::: 
que los .. detergente¡;¡•;;y;,'.e~· P,roceso'.de\ca~enta.m.iento'.·que ~e·· realiza 

en la ... ····Pr,epa{~~f:~.3rt.e~):,~~~;'8}¡;~~·8.ffª~,; '.~(.2~~~~f.:t:'~~;)~~\.gE!l · pueden 
ocasionar: que.::1a:;;en:Zima'.···se;:,agre·gue:··.:(Briskin<.:eti·\ial/ 1985 y De 
Michelis ei::éll~:lÜ~Óí~?-. iF>=·;·:>• '.,~;.··· .. ,~~;+:'."'f''..:;;p···.·.;·:r; .• ··· 

. ,. , ., .. ;,, ~·:-;;·.:/::- _", ,. ;.;\: :·:~.:·.:_.:·:··;,_: --··::·:.~T :'·~·:-:' ";¡.~~·(?.:\-: .. - . ·<.:-; ..... , -

. . ; .'.· .'.-_ -:_ >"~: <lt>.r~~::L~:_,;~'.:)f·' .. '·.-~)-. :_ '(.:-:'.~~ \-.'.'.'·;- ··}·~·>;.:;~~~:·::h.~:}_.:/~·'..· ;·i:~~;~~{:;J.t·:>· :~<~-· ::_. \ . 
La ATPasai de,;H .:de,,la;Mp;.~~1l1za;pr~ferenteme;nteal.ATP como 

sustrato, el 6% 

cuando se· .c·,GDP, ADP, 
CDP y CTP Además se 

actividad cSpÜi'ñ~/; 
Zn 2 + 

a. cabo la 

Mn 2 + y 

con Mg 2 +; el 

la 

actividad csze, Í9B5; serrano; Í990·yLinnemeyer ~fia1, 1990). 

Ca 2 + y el 
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La Km para ATP varía de O . 2 a 2 . 7 mM, dependiendo del tejido, 

forma de homogeneización; t.ipo de prepáración • utilizada y las 

condiciones en las: c1.la1é~· se·'haya ~ns~yado su · ;;.cti.;ic:Íad: Los 

~::~~~0~nh~~·,;~~'.~~~~irf L,~~,=~.~:~,t!"; n::";J.tlc~:: 
respecti valllente ·(serrano;~(199()) •;·<; 

. •· 

,.,:' "" 

Existen reportado~.•t:;~rios inhibidores de .. la. • ...• ~~ti:;idad 
catalítica (Tabla I) , aunque ninguno de ellos es espe'cífiCo, ya 

que además de inhibir a . la ATPasa de la MP inhiben a o~J:o:i,ti_J?o de . 

fosfohidrolasas, el Na3V04 es el más usado. de ellos y i:'i.erie· una Ki 

de 10 µM. 

La actividad basal de la ATPasa es est:imul~~~ ~b~ cationes en 

la siguiente secuencia K+ > Na+ > es+ >.· Li+· (Sze, 1985). Los 

aniones no tienen efecto. 

.·.· 
La enzima pura requiere de fosfolípidcis para una actividad 

óptima, aunque este requerimiento va~í~ d~pendiendo del tejido y 

el método elegido para la solilbiÚÚtción; · Así, preparaciones 

solubilizadas cori lisolecitina· son meI16s:'.est::i.muladas por lípidos 
"'• "'>'"•'•º'"<'• '< 1•• •• • • • ' 

que las que se prepararon con z~itergente 3:.14 y .sales biliares; 

:::~::::::
1

~::::~~:~::~7~t:~~~~~~~iti~!l~{~:\j!~1;tt: 
La enzima . ha: sido••C}él¡~:l:~f~f;.~~S~~~~r~:~~.<l:~.~~ ~f~J?~ .~~>jtr~~~!::r;. 

~!~:1e::eme::.e8'.'.e;qu··.· .. e.:'.~.:~d:e••.• •. ·t·~e·.~r·m:(i.~na:o~K .. ?¡J~~ .. i~~~~JJ~~fll§~}JJ~~ht:.• .:~l ........ ciclo 
catalíti~o'.,? . ·~Jsé~~~ ~lllo9cié!¡::·· (ÍdÓ; :KD~) '··la 
sensibilidad a . ~a~\7~4 \, '!3~. dependencia , a Mg .·· <ya.ra y, Serrano, 

1983). 
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3. 3 Estructura de la ATPasa-H+ de la HP de plantas. 

Gracias a los avances logrados con la clonación y 

secuenciación de los genes de la ATPasa de MP en Arabidopsis 

thaliana, (Harper et al, 1989 y Pardo y Serr.ano, 1989), Nicotiana 

plumbaginifolia (Boutry et. al, . 1989 y Pérez et al, 1992) y en 

Licopersicon esculentum ~(Ewi~g· et aL.;/1990) se ha determinado la 

estructura primaria·. Y, iJ~''i:f<;irij·~f~~Ii'.i.~d~ ~r~dicciones sobre el 

::::'::::::::=:::i~~'i!·~~~i~tlt1'.i~;,::ta:=co:º";"::•:: 
' . ; f: . .,.:,.-:..· '• ,. ,·.·' :¡:~'.', 

- -;¿.y::'.·. 

El porcent'~j;; ~e a,mi~~ácidos ;:idéntic"os entre las ATPasas de 

MP de plantas vci'r.Ía entre el 79 y él-c9'6%'; en~ontrándose la más 

alta similitud entre las ATPam /d.e.)/ ¿baco y tomate. Al 

comparari.is /con ia ÁTPasa de H+ de Nedro;,~8;ci crassa' el grado de 

similitud<Ú.s'minuye hasta el 35%. si se. e~clUyen los primeros 31 a 

127 de lá/'i:é~ión NH -terminal (dé.·. acuerdo a la especie) y los . ... .•.. :a ' 
últimos 43· a 104 residuos del COOH:cterminal, es más fácil alinear 

a las. ATPasas· de -hongos y plantas (Ewirig et al, 1990; Wach. et al, 

1992) .. 

El peso molecular ~stima~o· -:~ · pa~tir de los 953 aminoaeidos 

que forman a la enzima es de ios·.i<na::~cE:wing 'et al, i990); 

:::=:::4~:i!~i~~l~}f j~iJttJ~·~:cc~;::t::· =~:~:~:: 
monoclonales' y elcanálisisrdé'.mutaC'iones inducidas, se ha logrado 

construir Un model.o d¡; ~u t:opol()gí~ ~nla membrana (Fig. 4). 
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APOPLASTO 

CITOPLASMA 

Fig. 4. Arreglo de la ATPasa de H+ en la membrana plasmática 

de plantas (tomado de Serrano et al, 1992). 

Con el modelo anterior se pueden señalar las características 

estructurales de la enzima: 

l. Las.regio~es amino y carboxilo terminales estári expuestas 

hacia;:• ei· citoplasma. Identificadas_ por anticuerpos 

especf,fi'¿69 ~~ntr~ • esas porciones. 
:- '· :<· .',;···: ·>.-~·:~-~~;, ., ",','. 

2. se· prop~~en • erif;e 8, , 10 ó 12. cruces .· tri;;.ri~me~c~-~Úies; Las 

primera~·:.4 ~lí~:i.'iéils \::ransmembranales. e~tari':;ci6D.ii~rv~da~ ·'en 

todas ·-l~s /ÁTPasas' ··tipo P de diferentes: ~'~pecies y 

especific::'id.ád~'s .de catión o cationes a_ ,; t:i'.anspb:l'."tar, 

mientr_as . qi.Íe: hé:lcia el carboxilo terminal no s~ hii. p~dido . .. -

establecer c:iuantás hélices cruzan la membraha (Serrano y 

Portillo, 1990; Wach, 1992 y Serrano et al, 1992). 

18 



3. 

4. 

El 70% de la enzima . está E!:cPuesta. hacia la •. superficie 

citoplasmática y contiene' .lo~C-si.tios ·_fundional~s- para la 
'; .· ·: ... ~.,:·,;:,:/.;,;"t_· ... .-·;";.: '}.:>··· :·."'"_. --.-· .. ·._.":··:··~--,, ~ .. - ·-.'· 

hidrólisis del· ATP. y el; tra11sporte "del. H. '., .-¡,..cf'nt'inúación 

::=:::~:!b:: .•• ~;;&~~K~~~ij'f t~~~~~i~~&f~~f~~f::.i:: 
se conoc.e su funcio~,:em ºª72las}ATPasas'SfapoS,P:c,;: 

a. La reg~º~: ~r.~~/~~~~,f if~;f~rl~'.l~~;~1-~~f -, ~t~3~k~~~i;' ,~e · ATP Y 
une al\. Na3V04 :·;:'':::una:é:·'mutac1oni'•'en·'·', elC;glutámico.· (233) , 

. - '- \ :' <=-.··.::. ',; '.:{;;J;:;'-'-;~-~:'.:·\''·'.~}=/:_i\~,-;··;.\.·:1·.:;::::;:~4~~~--:¿» /:'.':·-~·--~-:-_·:-:.:;.-/·;.';-"'·~}<.·/,,\'-.~t:,::~F;;·.-:: .::-- - - -
bloquea ···:el<;cambio·,vcorif ormacional'"--de:;:<·la'''.ienzima :. de E1P a 

. _. · .. :'.:,'.·:~ ... --;_"',· 0:-<~:-¿~':·.1,;- 1:: '~:f:{·=::.}~,., ~·.': ,\'.?~:~ ~;, ·)>~'.<):~-,'-~:~;:' ""':-:':-:.·:··- ·!.::,'~·: r:.0 ,~,..,,_~,~"-:-:>./.z::'.:'.·:,~::}·i->~t{~:;_,,..,·. · \ : . 
E2P,·.· y 'tatnl:li.érij e_l.\tránspcírte': del":•protón :•,;_';'}_{SE;¡;-raI1o/ 1989 

b. YLaGr::~iri8·if :~:t~~~:~!~t t{(~~'i·g~~.;:·:~~~f~·~:;:"/~~i~~i~i.~~-·- .del 
interl!led.:i.ario 'fos~orilado~i'!e,spe~íficamente·¡·en:,;'éF.~residuo 

de aspárti~fü·'fü~;#.i.~~J ~}{Z~gg'f ·_l~~{~~~~§.~{;~~:~,i~.~:~~-~;~1:-f'.~-~.~~~o · .. • 
afecta el.-traneiporte~del\'prófón :(Serrano,{:119:09 y:'sérrano 

y Porti1.10,-i'}9~~'i)fW.·5¡g.:;.,;X{~.:J'./<;:{:2/:·'::r·.y.,'.Y>~mi:-,:~~n~~1;,:~t}/t 
c. Las. regiones<H, "IV¡!Wy'VI.·.·participan'.~n,(;la\union de 

en 
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3. 4 Mecanismo catalitico.· 

Debido a la vasta ·, ~nf~~111ación ~e h~~· • con ;espec~o a las 

ATPasas tipo P en animales; se ha podido avan~ar ;c'.áp:i.dam~nte en el 
conocimiento de . esta enzima , en.·. pla.hta.s. . Las ATPasas .·· tipo P se 

caracterizan por tener un polipéptido 'de>ioo .. I<Ila Y, .. por tener un 

mecanismo de hidrólisis de ATP que invó°ludr~ . ia forlll'ación'. de un 

intermediario fosforilado covalente en un, :. :t"E'.~iduo de .~é'ido 
aspártico. El mecanismo por .el cual se lleva .. a. cabo l<l. catálisis 

es cíclico e involucra dos estados confor~~~i~ÍJ.ales difereht~s de 

la enzima: E1 y E2. 

La conformación E1 es fosforilada .. co:valentemente por ATP y 

une con alta afinidad al H+ a transppr.t.ar, ,!Ilientras que la enzima 

en la conformación E2 puede ser: fosforilada, además es en esta 
·:- ···•··· " ·¡ 

conformación cuando se libera al P.:rot:ón, al exterior de la célula. 

Los cambios· co'nformacionales de la ·enzima no muestran un .. ·.· ·'_~ .. ' '· , 

significativo cambio .. :. en' la;. estructura secundaria, medido por 

dicroísmo circular;· ':~siri': embargo· el cambio. conformacional es 

suficiente para'foarili:i.kf:·.~i~~ú1'cq~sibilid~d a siti~s prót~oÚticos, 
la fluorescencia' 'iht:rÍh~-~da' ~el' . triptofa~o; 'la rek~tividad de 

grupos sulfhidr:i.iC>6;' 'e'{·,'.i;K~ de los grupos áciii:io~, ;él ínarcaj e con 

reactivos hidrofóbié::os •Y 'la formación de> cri~di.i~~ ~b'idiniensionales 
de la enzima (Serr~no;>1999 y Stokes,.·1991¡,;<'.<'';;::' ,, ''• '> 

se ha medido. la estequiometría de proto~es 'tra~sportádos por 
ATP hidrolizado, con .varios· métodos·;·· t~~6s:~itcis''~6i'hciden con 

una estequiometría de 1 (Briskin y Reynolds-Nii:sma~, 199Í) . Sin 
,.. . , .. --' .. ·. 

embargo no se sabe como es , que los .'protones son transportados a 

través de la enzima . • se: han .. sugerido dos alternativ'.3-s p~ra que 

esto ocurra y son vía un "cable" de protones o mediante un sitio 

alternante de acceso, En el primero estarían involucrados varios 

aminoácidos (serina, treonina, aspártico, asparagina, lisina, 
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glutámico, glutamina, tirosina e histidina) de las.· a-hélices que 
conformarían al canal. Mientras que en el sitio -~lternante de 
acceso se ·propone· que sólo ... ún .·áminoáciao. se'profo~arÍa·.y con el 
cambio ccinformacional de. la·:en:ziÍri~ este :r~~id.U:o s~'.:'irit~rnalizaría, 
para. que . ~i protón · .. f~era .·• Üb~f~d.~ :~~· e;i~ c;t:.?:§d,~~-ª~ ¡·;a~ . la membrana 
(Briski. n. · y Ha. nson, 19g2); ·····~-.•.·.·.·. ·•·;:;;c .. ·•~:.:• :: ....•. ,. " · '' ... :· -- - .;"· .;_~;x:· .:I\"_~-~c)¡~;·_;,~::_::~~\-> ~)#-/!:";.::- ;'/I,_>~ 

'..:'.':-.: ·_ '.~--:. ·:: :-. ;;;.o.-:;~'t_, .• :C: ., ,,' --~:-:)-'; ·-:'.· ;;. ~;--~:,y:,,:."~~~i~;: 

::~~=~s:: .~·~r;~:i~~~nist~t~!~?;:;t:~:::. ~~ 
modelo directo o de ·, cóndu~ció~,'}'por:,;: li~an~o i:,· o/· el. indirecto o 

conformacional. En. '~~Ra~~~'.~8~~~~~";~tH)i\'~?-~~?~t:~~·c;i•&,11~nta .•a) la 
fosforilación de lá.J enzima;''•( b):;;fol ;:}cambio''!'; c6nformaci6nal de la 

.. ·:::. - ::.!--,, : ;:: ~1',':_;:\ :'.<'.-:::,;~ ·.: -:'. i:L }~?:::.\ ; ~---::;-;_ -/~-->~¡-.:~-. -~:-:· •. ::;\, ·}:·:,:,:',::-\S/-~.t;·;.;' '~'''~----~~·-:-·:,-~, : ,· .. · ::· .' 
enzima, c) la libe:r:ación;·dél;;.ifosfató>;,13n<;,er;•.,.~H:opfasma;iy d) la 

~:~:~ª==~. P~~:ó:m::~:t\?~t~~EJff &JJdJ~~;ºff ::J~:7·~1~;~~=c~~:t::c:~ 
::t::~ª::e:d~0:e:~f~~s·ei~Li~tdi~loacciffeft:~ri:6:~6si;:::P:~:~a::~ 
en el modelo indirect~ (~:t-iskin y Hari~o~, 1992} . 

La ATPasa-H+ de la MP sef h~· postulado como una. enzima clave 
en el metabolismo celular ya: qtie ~u~éi~ p~Üci~ar en iv~~ .Fig. 5) : 

''"\ .··~·,:;.:·;': 
'I. '.,, •; 

a) Regulación del pH. :El /tra~sporte-·de'"protones _hacia el 

:::::!~:ie::º ~:1 ~:1~1i:~p~~~]~t~~:~j~~~if-~i~~~~~ª.}1~~f {~;:!.~~::.··.;! 
~~:::á::;:ic::aren::e::::•)_p¿~:~~~J::~.f~~~~=:nili::•.··e:~~~:·:~:~~::: 
protones al apoplastO, mieri.tras:>qile en el citosol el inaláto élyuda 
a regular el pH (Barr, 1991; Ser~ano, 1992b y Trofimova, 1992). 
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'A) 

PAREO 

1 I H+ 

IELU~:R B) 

11 H+ H+ ...------n: 

-"""'+--~ 
--::>O~~p~ 3-

_ _,.,,F--+H+ 

H+ ADP+ P1 

pH 5.5 
MeMaR A PLASMÁTICA 

APOPLJ\sro 

pH 7.0 

CITOPLASMA 

Fig. 5. Papel de la ATPasa-H• de la membrana plasmática en en 

la fisiología de la célula. La enzima hidroliza ATP 

y bombea protones al exterior de la célula, de está 

manera crea un gradiente electroquímico en la 

membrana el cual puede ser utilizado para: A) el 

transporte secundario y B) para la acidificación de 

la pared celular. 
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b) Nutrición celular y cambios de turgor. La diferencia de 

potencial eléctrico y de pH que produce la ATPasa al transportar 

protones del citosol al apoplasto, provee la energía necesaria 

para promover el transporte de moléculas corno aminoácidos, 

azúcares y iones_ al interior de la célula, mediante los sistemas 

secundarios de transporte corno son los uniportadores, · 

simportadores, antiportadores y los can,ales (Serrano, 1989)_. Se 

han aportado evidencias de que esto> Ocurre en vesículas de 

membrana plasmática purificadas por el ~istema de partición e~ dos 

fases, en dond~ ~e encontró que el·tr~ns~cirtede sacarosa depend.í.a 

en su mayor parte . de la forrn~cüSI1 .-d.~ ü~· ~pH ; un M! que es formado 

por la ATPasa-H": de la MP, r~alizáncfose .. el transporte de la 

sacarosa simultáneamente ~o~ u'n 'pi6t:6~ (Lernoine 'y Deltrot, 1989; 

Buckout, 1989). Por .. o~ra parte, ''eI1'\'1a .hoja completa de Riccia 

fluitans se_ mid:Í.ó·•_-·un transpciit.e ~6i.- simporte de aminoácidos con 

protón, dependieI1te delgi-a<l:i.~i{{eé1~6t~oquímico de protones, que 

posiblemente .·es establécidc), P9:C: .Í~- '_ATPasa de la MP (Felle y 
Johannes·,:.-·1990r ;_, · .·c."-~·-.-.. -

-,.¡. 

La diferencia de potenc;ia1:·,:él,éctrico es . usada para el 

transporte de K+ al interiOi.- d~ i~ · cÚúla · a través de · canales 

sensibles a voltaje, lo cuaf prb~&:~ 1)iln:'~ahibio .de turgor que se 

refleja por ejemplo en la ape1"t{ii~W~~'t6~'iis~l (Lin~~meyer, 1990). 

~:P:,:::~=:~::n::::::;~]~{t~l~t~t~[~~:=:::::~~~~~:::~: 
'··:.:... ·:,_- - ~/-,,·: :_,.,,_::)_y~'~-··~ . 

et al, 1991) . . , . <<·.\., .. ,,,, \·.,· ;<< .-·,., 

La distribució~{P~~fJ_~eri~'i~l::~~- la enzima en las raíces y las 

cercanías del floemá/;'..que soií .zonas en las que se lleva un 

transporte alto de nutri~ntes; :i.I1a:i.ca también la importancia de la 

enzima en la nutrición 'de la células (Parets-Soler et al, 1990; 

Lew, 1991). 
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c) Elongación celular. La teoría del "crecimiento ácido", 

postula que la acidificación de .los··· componentes . de la.•:pared 

celular (por ejemplo las hidrolasas y las pectinas) ·provoca. un 

aumento en la extensibilidad de la pared, lo cual:· a0i<liríl a la 

elongación de la célula. La actividad de bombeo de.proto!l~~por la 

ATPasa de la MP ayuda en este fenómeno (Hager et· al, 1991). · .. 

3.6 Regulación. 

Por otra parte, la función de la enzima puede ser modulada 

por diferentes factores como son reguladores del crecimiento, 

fitotoxinas, luz, fosforilación,. los lÍpidos .y la presencia de 

isoformas. 

LIPIDOS: 

En un estudio comparativo del efecto de los detergentes en la 

actividad de ATPasa de H+ de MP obtenida de raíces de avena y 

tomate y en el hongo Neurospora crassa, se encontró . una clara 

activación de las · ATPasas de plantas de 150 á 350 %, dependiendo 

de la concen.tración de detergentes usados, sin embargo ·'en el hongo 

la enzima se• inactivó desde concentraciones· muy ba}as de los 

detergentes ::ci:i.s~leciÚna o. 03 mg/ml, deso~icc:ilat"ci. o .1 mg/ml y 

Tritón x-1oot•ofo4 mg/ml). Lo anterior indic~.c;rd~i.~unque existen 

:~:~~!~u~::i{f Í{e~d;Jen:r;:·ª:ri ~{ª: : dt~~~iilJ~if~ie~ª;ª •. ~~te::::~=~ 
:: •• ~~r;;~}~~ c,~: ú:i;.'°-7±};;);1 ;int~~~; ¿f~fÚ ióo . (Surowy y 

En raíces d~ ¡.~~oz ~~~~:¡:¡~·~, ~n· pres~Ü6i~ d,~ Ni y Cd se 

presentaron cambios >~n .·i} cÓm~o~ic:i.ón' de. lÓs Úpid;;,s ·de la MP 

(aumento en el sit:.osterol y disminución en' campest~rol y el b.5 
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avenasterol) y además un aumento entre el 37 al 66% en la 
actividad de la ATPasa de H+ de 

'•, 

la MP. Con estos resultados los 
autores proponen que los· . lípidos de la membrana,· regulan la 
actividad de la enzima (Ros et al; 1992) . 

··;.' 

Sandstrom y Cleland (1~89)' encontraron que hay esteroles 

fuertemente unidos a laAf~ªºª. de 1'1.P> los;é;ru'e.pci'sÍblemente .podrían 
,~ . ' . ; : ··. , . '. ~:·'."" 

1) preservar la configuración de ·-la.·; enzima y '2> : a~dar. a la 

interacción entre la enzima y los fÓsfÓlípidós o detérgE!ntes: 

FITOREGULADORES: 

Se ha reportado que la actividad de la eriz:Í.ma está éontrolada 
por prácticamente todos los reguladores del ;. crecimiento' de plantas 

como son: auxinas, brassilanoÚdo 'Jhormona del pc:lleÜ) ,~;dtocininas 
y ácido abscísico (Serrano, l9S9) . AÜnqu~ e~,; é!f~bt:d~;más estudiado 
ha sido el de las auxinas> · . , 'O'. ' :-· ;;j:•:'5/ '";< · 

,_. ,.; ._·:... ,'. ' ·,"·: .. ·. : ;,. ·~··":·., .. : ,., ,, __ .,, .. 1··;:.c:.·.:, ·~:'.:; ·:. 

Las auxi~as .~~~,(~~;~;Rs}:.a~.-~ •. ~J~t~~l~!~~~~f,:)~i~;~~~:~~~~os __ Jovenes o 
en continuo crecimiento ·,· qu~_: :E;!~timulan/ el-: crecim1e~tc:> celular. Se 

~::~=~=;:;.~~~~~t~rt1t~i~ilf l~f ll(~~i~:r::~:::; 
Se_ es t ud_i,aron ·.lo¡;¡ :;event;~s ¡,ge lularE!s~:que i(ocilr.re11f~p'o:r,;;!a ';~ acci~n 

fü;~~:~~;~~{{i~f i¡f~~~t!~l;~j~jlti~~t~~ 
específicos y c) un au~ent~ eh ía_ síntesis' de' f~ 

0

en:ii'ma/ e;;;:a_luado 

por la disminl.iciÓn 'a~i ;6réó1n{iétii6 ;d~"'••ig~,;·~~I~~~ti:i.6~i· y la 

presencia de la ~nzifui3. ai•aaici6na:~ 6?rdicepiri.9. \/ ~i.c1óh:eximida 
(Hager et al, 1991). 
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Por lo anterior, la ATPasa de H+ sería regulada por la auxina 

al aumentar su síntesis .:y: 'su· transporte posterior (exocitosis) 

hacia la MP. A.unqu~ 'el modo de acciól1 de ia auxina se desconoce 

(Hager et al, 1991), es posible·. que sea a través de un complejo de 

receptores' ya que . se ha encorit~ado un receptor que une . a la 

auxina y que se encuentra principalmente en la epidermis de las 

hojas y raíces (Serrano, 1989). 

FITOTOXINAS: 

La fusicosina es una · fitofoid.ri~ p:rodu<::;i.da .. por Fusicoccum 

;:~:::1 :~ ::e;1c:i ;:.·.m1:~e~~~~~~~~\~'.:~l~2r;8~J?,~?i~A~:::~n=~=~: 
un receptor para unirse ·y éjerce:i:,\stl:~;efec,t~ sobre la ATPasa 

(Coccuci y Marre, 1991. y De Mi'~~~~i~'.·~·~,:~'[;;~~~'.J:>)·· 
~: -<·~~· .-.'~-~;-· -·::;~-: ·.\ ~-

. _:. -/· .. ::::;\ .: .-::.~: >:::~·':\~:;~?t;:;_~·;:-:?t?,'; ~:,/~:. ~:\: ~::::. ·':'. 
Se ha reportado tambiéri. el.,''éfecto<'.'de!"sústa:ncias supresoras 

del crecimiento de plantas s~~i~'."f:;1~·~~g'fü;tr.~·~~~''.:,de .la ATPasa de la 
MP, observándose una inhibü:ión·: que;:yaría'desde el 15 al 49% 

dependiendo de: la naturalez~ ~íln{~~ici~0.i~· ~'U:stancia empleada, 

entre las que se encuentran ~tiJ.'9);J?'.ép~i'~:c?~Yf!d~':'.baj6 peso molecular y 
compuestos terpénicos con ·o' sfn'':gfi°&6s'i.~'á':C: dpm~ la triclorina A y 

=~n:!ª;:~~~~~~~e~:~ ;. s:~r:~~~/~e~~ii~~~f I~~~~"(i~;;;l:;;, :r;:::s d:~ 
uno de los compuestos de in)::éres}<:·y :d;:¡\espec.ie, utilizada para 

observar el efecto del supresor .. (CJ:'UZ; et'~'i,;1990J·Shirishi et 

al, 1991 y Calera, 1992). 

FOSFORILACION: 

Se sabe que la ATPasa de la MP de N. crassa es -•regulada por 

fosforilación, ya que tiene cuarido merios ·a sitios susceptibles de 

ser fosforilados. La fosforilación . disminuye la actividad 

enzimática de la enzima (Slayman:, 1992). 
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En la región del COOH-terminal se encuentran serinas que 

pueden ser fosforiladas por una cinasa dependiente de ca2
•. En la 

ATPasa de H+ de la MP también se encuentran residuos de serina y 

treonina que pueden ser fosforilados, aunque no se ha demostrado 

que estos sitios se fosforilen. Los datos ·que se tienen son la 

fosforilación de la fraccióri . Iri:i.c'roso~al . total asociada con una 

disminución en la actividad de. •iaXen~im~; aunc;ru,e e.stos datos rio 

son concluyentes de que la d:i.sniiriuc'ióri en la· actividad de la 

enzima se deba a su fosforilaci6I1 (zo~~hi,· 1985 y serrai:i.6, 1989). 

ISOFORMAS: 

Se han obtenido recientémerit~ . los cDNAs de los genes que 

codifican para las ATPasas de tomate,. tabaco y 

encontrándose familias y·.· sub.familias con 3 a 6 ,. 

Arabidopsis, 

4 y 3 genes 

respectivamente, que cocii:ÚJan para" l~ enzima> Lá similitud entre 

las isoformas intra/é'.inl:.er~specde es muy alta,. sin embargo las 

isoformas de . taba:c6/ y '.tolll~te se hall ericontrado .·di~tribuidas en 

diferentes tejido~~;de .'ia planta, "tél.116~ :Q/f:í.oi~s. Además, en 

' tabaco las iso~o:rnlas'. fÜ.eron espeéíficá.8' de .dif;;rérites estadios de 

desarrollo del tej :ido. Este p~ede ~e~• tél.ªÍié~ ·;·~n '. mecanismo de 

regulación de la enzima, ya que· estas' is~f~rm~~ ~~eden presentar 

difeOrentes constantes cinética~ .y d:i.fE;!re.n,:ci.hs en la modulación de 

su actividad (Palmgren y Christensen, en prensa). 

LUZ: 

Está bien documentado que la luz induce.un alargamiento de 

las células en las dicotiledóneas por un incremento en la 

extensibilidad de su pared celular. El mismo efecto se ha 

observado cuando se incuba a las hojas, iluminadas con' ·iuz blanca 

en una solución ácida. Asimismo se ha observado que en las hojas 

del frijol hay una salida de protones en los primeros 5 a 10 
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minutos después de la iluminación (Ma:r;i:-e 'et al;19B9b y Linnemeyer 

et al, 1990) . Además1 · se . ha. ob~ervado que la apertura de los 

estomas es estimulada e~ pre~encia'.•;cJ.~··luz, posiblemente debido a 

un incremento en la· actividad'. de ·'la 'A.'rl?a~~. de la MP (Amodeo et al , 

1992). '·,",- .. : .. _ ·-- .·,:,:-.- ·.~ .. ~.~: ":·,-.; 
•· <,·-'._:·: ·,::. -.. ,::,·. 

- . :..-. ~' 

Las evidenCias' que '. apoyan.·<:Íu~· ]_~ ATPasa de la MP se encarga 

de acidifiéar el extei:ior C::eiúÍar cuando- se ilumina al sistema, 
- • •' ' ' ' ' • 00 ~ L ' - ' ' , 

son las siguiente~: 12l • la ~§~\ .~«!llr:ll:t~ hasta 6 veces la actividad 
específica de la. enzima, b) la acidificación externa activada por 

luz es inhibida por NaaV04; éÍ l:¡ d~~p~larización de la membrana, 

el incremento de la ·toma ·de •K:¡.ip~~- la célula y la alcalinización 

del interior celular es inh:i.~úia por NaaV04 y d) la fusicosina 

activa la salida de protones en la· misma proporción que la luz 

(Marre et al, 1989a y Linnemey~r et al , 1990). Es probable que 

al menos parte del efecto de la luz esté también relacionado con 

la acción de las auxinas. 
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HIPOTESIS 

Habiendo hecho en. ·la introdu~ciól1 anterior Una revisión de 

los conceptos e inform:'1ción que· el1ma~can l·a r~alización de este 

trabajo, . a . cól1t:i.nuaciéin: ~~-- ·. e~uncian ·• i~s consideraciones 

fundamentales qui;i_~ llevaron: a 'p1~I1téar 1a:hip6tl:sis de trabajo. 

de una semilla es muy 

reservas de nutrimentos 

Ya que ·• dÜrante • la' gernÍinacióri 

importante lá" mc::lv:i.i:i.zac:Lón d~ ias 

(aminoácidos,·· azil~~X:es ·:y> :i.on~sf dt;li endospermo hacia el embrión 

para sostener su : 6~e:cimJ.~rif:c:;; los sistemas de transporte de 

solutos en las · niÉm1llr~I1a~ •de las células embrionarias deben ser --· "--··.,. .. ,. 
muy activos. 

-,_·,,: 

La activid~J•J'l~h~ -enzima como la ATPasa de H+ localizada 
en la meinbi'aria.)é•:~i~~inática, que establece un gradiente 

electroquítllic_c::J.Ci~;-H:+ :a través de ésta para facilitar el paso de 

iones o md1é6iii~~;- ~e por simple difusión no podrían entrar a la 
., ,. ·, __ ., '" ''···-.:.,-,' .. , - ' 

célula, podrfa'.'jilgár un papel muy importal1te eri el inicio de la 

germinación. Además, esta enzima; ál. transportar protones del 

citoplasma provoca una aéidificaci'ón del· apoplasto y de los 

componentes de la pared celu,lar>i'o:cUal ayudaría al aflojamiento 

de ésta para el alargamien~c::/d.~i:l,~13 células, fenómeno que es 

fundamental en el períodb.de:'iii'g~r~il1ación. 
__ /. ,,_ :·_··,<::·L:-:;·:;::·--.. :~--i '.--· ..... 

Con estos antecedent~s-~~.pone de manifiesto el papel que la 

enzima puede tener en:~1·~~c::>6~so'de germinación de embriones, por 
.' ,:._,_ ':·· :·: ·, -: <'" -~<-··· + 

lo cual se propuso estudiar la presencia de la ATPasa de H de la 

membrana plasmática en el p"roceso de. germinación de embriones. 
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O B J E T 1 V O. 

Caracterizar la cinética de aparición de la ATPasa de la 

membrana plasmática en la germinación del maíz. 

OBJETIVOS P A R T 1 C U L A R E S: 

l. Establecer los tiempos en los cuales se estudiaría la 

aparición de la ATPasa de la membrana plasmática (MP) , 

2. 

en la germinación del 

parámetros fisiológicos 

maíz, caracterizando tres 

diferentes: porcentaje de 

germinación, acumulación de peso húmedo y consumo de 

oxígeno. 

Obtener 

membrana 

una fracción de 

plasmática (VMP) , 

vesículas enriquecidas en 

de embriones a diferentes 

tiempos de imbibición, mediante la técnica de separación 

en dos fases (Larsson et al, 1987). 

3. Detectar la actividad de hidrólisis de ATP de la ATPasa 

de H•de membrana plasmática evaluada por su inhibición 

específica al Na
3
V0

4
, en las preparaciones de VMP de 

los embriones embebidos por diferentes tiempos. 

4. Detectar la presencia de la ATPasa de H• de MP por 

medio de un anticuerpo específico;· en las fracciones 

enriquecidas en VMP de los eIÍlbr:Í.ones embebidos por 

diferentes tiempos. 
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4. M A T E R 1 A L E S y METO DOS 

4.1. Material biológico. 

Se disectaron manualmente embriones de maíz· del híbrido As'if 2 

(cosecha de 1989) que se almacenaron _hasta; ~su :uso en frascos 

ámbar con silica gel, a 4° c. Las ·semillas utilizadas fueron 

proporcionadas por el Dr. Aquiles Carballo, del Centro de 

Genética en el Colegio de Posgraduados, municipio de Texcoco, 

México. 

4.2, Siembra de embriones. 

Los embriones se desinfectaron usando una solución de 

hipoclorito de sodio al 1 % durante 2 minutos, enjuagándose 

después 2 veces con agua destilada esterilizada durani:e2 minutos 

cada vez. Posteriormente, el proceso de imbibid~n;:c011:sistió en 

colocar los embriones en una caja de Petrl de 10 cm de diámetro 

que contenía papel filtro humedecido co-d 7 ~l.d~ag~a:bidestilada 
en condiciones de esterilidad. Todo el material utilizado fue 

previamente esterilizado en; autoclave. Se sembraron\d~ :30 . a· 100 

embriones por caja, dependiendo del experimento; las' 
0

ca:ia.s de 

Petri se colocaron en una incubadora a 29° C (en la obscuridad) 

por los tiempos que se indican más adelante. 

4,3, Medición del porcentaje de germinación. 

A. En semillas. 

se pusieron a germinar 90 semillas de maíz, 

distribuídas en 3 cajas de Pet:i:::i., bajo las condiciones 

descritas en la sección anterior. El conteo de las 

semillas germinadas se realizó a diferentes tiempos, 
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desde 1 hora hasta las 72 horas de imbibición. Se 

consideró como semilla germinada a aquella que tenía por 
'-

lo menos 2 mm de radícula emergida de la testa. 

B. En embriones. 

Los embriones se sembraron en la forma dés-crita 

anteriormente y se incubaron durante 1, 2, 3; '6, 8, 10, 

12, 24, 30, 35, 48, 60, 66 y 72 horas; para/cada tiempo 

se sembraron 3 o embriones. La visuaÍiza(:;ión de la 

salida de la radícula a tiempos cortos fue difícil ya que 

sólo es claro que ésta se ha alargado cuando tiene 

aproximadamente 1 mm de grosor. 

4.4. Acwnulación de peso húmedo en embriones. 

Después de la incubación y conteo de los embriones germinados 

(sección anterior) , se tomaron al azar 27 embriones (embebidos por 

cada uno de los tiempos) y se pesaron para obtener el peso húmedo 

por embrión en imbibición. Además se pesaron 27 embriones sin 

embeber, tomados al azar, para documentar el tiempo cero. 
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4.5. Medición del consumo de oxígeno en embriones. 

Se usó un oxímetro con un electrodo de Clark. Para la 

determinación se usaron 3 embriones embebidos en cada uno de los 

tiempos ya señalados; asimismo, se utilizaron 3 embriones secos, 

para cada experimento. Los experimentos se llevaron a cabo por 

triplicado. 

El procedimiento utilizado fue el siguiente: 

a) El aparato se calibró a ioo: '% ~e '0
2 
;~on 5 ml de una 

solución de KH/0
4 

so mM a pH ':7:ó< .. (Punt¡¡,rulo y Boveris, 
.. ,' ' •. • ~:; -~- :; : . :' r - - . , , 

b) 
1

::o~~adió ditionita a:·,ésta<:/~~~h~;i~~'._,b~~a' calibrar el 
:·.':.:·.~.:-¿ ,:·.:·, ,',!• "";i;::-

c) 
aparato a 0% de 0 2 • ··"'"·''·- ""·";:'.,•:. 

Se lavó perfectamente el 5~d~~ª~hc)"tc6ii agua destilada, 

etanol y nuevamente ·. co~·,·-:~,~~~-de~tilada; Se·· secó 

cuidadosamente y se P\!So iúievaineilte en_ i~<' ~6iubÍón 

d) ~:0::;i~:::o:e :::f;:::~ a,. ~2~ ;~! ;ar~\"~e_i:iUca~-~~e la 

calibración era la adecuada: '' -.. ·.. ,,. 

e) Una vez calibrado el apa~ato,•; s::¿~fiéldi~~~f'.16s. ~mbriones 
a los Sml de la solución·.· __ de .fOsfatos- y• se midió la 

velocidad de consumo dé ~x,í'~eÜb;:.·:~~:C-a lá ciudad de 

México, el 100 % de oxígen°' éíi.uriél solución corresponde a 

980 i¡átomos de 0
2

• 

f) Los valores de i¡átomos 

i¡atO /embrión/min'. 
2 •·. ":-

de 6 · obtenidos se expresaron como 
2· 

Se 

consumo 

compararon · las' gráficas obtenidas de peso húmedo y 

de oxÍge~o de los embriones a los diferentes tiempos de 

imbibición·, cori las ya reportadas en la _literatura, esto con el 

fin de escoger los tiempos en los cuales embeber los embriones 

para medir tanto la proteína como la actividad _de la ATPasa de H+ 

de la membrana plasmática. 
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4.6. Procedimientos de homogeneización. 

A. Homogeneización simple. 

Al concluir el tiempo de imbibición de los embriones, 200 

de éstos se congelaron con nitrógeno líqui~o, y se 

homogeneizaron con mortero y pistilo preenfr:i.ac:iC>s' (15 

=~~::·::.7.;,o o;:·~·c;r;ly,:~ñi~~¡~~~~¡~~ 
13-mercaptoetanol ,' ... 15 mM; 'TPCK ,100, µg/ml•, TLCK/ so µg/ml 

- ,-.·_, :-.~:.:~>: .. >·:;,"···: .. '---.,~;·..,-_;·- --~-- .. _. ___ ... , ,.·-;·_:.:{'"¡ ..... ,., ... ,·· .. -
y quimostatina.7 µg/mll en una relación 1 g,'de'.embrión 

1 ml de m~dio ~ . El.· hom~genado se filtró a través de 4 

capas de ~iisa,~ ~i r~siduo se rehomogenizó con la misma 

rel~ciÓ~ d~t~jido : medio. Ambos filtrados se combinaron 

para usarse después en la obtención de diferentes 

fracciones de membranas. Toda esta marcha se hizo para 

cada tiempo de imbibición. 

B. Homogenización doble. 

El procedimiento fue similar al anterior hasta la 

obtención del polvo fino. Después se transfirió .él polvo 

del mortero a un recipiente pequeño y se le añadió el 

medio I en una relación 1 g de embrión : 1 . ml de., m~.dio . 
En seguida se realizó una segunda homogeneizaci~n· cion un 

triturador de tejidos por 4 minutos a l2 oo'o/~~. El 

homogenado se filtró a través de 4 capas ' d~\'. ~'á:~.,;:;, Y el 

residuo se rehomogeneizó con la misma 'i:~1~6iÓh de 

tejido:medio. Po~,iilúmo,. se.·colllbinarC>I1, ~mbc:i_i;;··.~il¿radC>s 
para posteriorniént'~ 'Obtener · 1as diferentes fracciones 

membranales. · .. r.Li:: :,,, ... ;· 
·-~~'.~/ • . e··; •. 

Más adelante 

homogeneización. 

se señal~;á. : ·~·~. que casos se usó una ·u otra 

·-Estos se añadieron justo antes de usarse la solución. 
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4.7. Obtención de las fracciones de Homogenado sin Núcleos, 

Microsomal + Mitocondrial y Microsomal. 

El homogenado obtenido por cualquiera de los dos métodos ya 

descritos, se sometió a una centrifugación diferencial, 

realizándose tres centrifugaciones a diferentes velocidades (Fig. 

6). Todo el procedimiento se hizo a 4°C. 

El sobrenadante de la. primera 

fracción de homogenado sin núcleos 

c:i~ntrÚu~ación fue denominado 

(H::;.N). Después se sometió la 

fracción H-N a una centrifuga~i.ón a J.3', 000 xg para eliminar el 

sedimento que contiene a las mitocondrias, mientras que el 

sobrenadante se centrifugo a 80,000 xg (50,000 rpm, rotor Beckman 

TLA 100 .1) para obtener el sedimento que se denomino fracción 

microsomal (M) .La fracción microsomal más mitocondrial (M+Mit) 

se obtuvo centrifugando la fracción H-N a 80,000 g por 30 

minutos. 

Los sedimentos de las 'fracciones microsomal y microsomal + 

mitocondrial se resuspendier6n en 100 a 300 µl de medio II 

(sacarosa 250 mM, Tris/Hc1·~·(s.{.:·niM.~: .. ·:·PH-:7 .. o, glicerol 10 % , DTT• 

1 mM, TPCK• 100 µg/nil, >'ii.B~~!fs~·<~~/ml y quimostatina• 7 µg/ml) 
'·" _-::·_.~:~·::::g:)'.i~~~·!···;~~·:.'.:- :: ··:: ~ . 

para almacenarse en alícuotas;-,a,:,770,. .. C. De cada una de estas 

fracciones más de1 homoge~~ii~tft:>~'¡L
1

~e. t:oriló úna alícu~ta de so ª 
200 µl y se precipitó co~" ~éÚ6n¡:áia. á1 ?o.%. é'omo más adelante 

se describirá. 

·Éstos se añadieron justo antes de usarse la solución. 
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Sedlmento 
(Núcleos) 

13,000 g 

HOMOGENADO 

¡s,ooo g 10' 

1 
Sobrenadan te 
(Homogenado-núsleos) 

Sedimerit:ó >· ; Sobrenadan í:'e. · 
(Mitacondrias>'· 

80,000 g 30' 

Sedimento 
(Microsomas + 
Mitocondrias) 

Fig. 6. Esquema de obtención de las diferentes fracciones 

membranales. 

4.8. Obtención de Vesículas enriquecidas en Membrana 

Plasmática por el método de reparto en un sistema de 

polímeros en dos fases. 

Se usó el procedimiento descrito por Larsson et al (1987) , 

buscándose las mejores condiciones para obtener el mayor 

enriquecimiento en vesículas de membrana plasmática (VMP) de 

embriones de maíz. 

La fracción membrana! (homogenado-núcleos, mitocondrial + 

microsomal o microsomal) se ajustó a una concentración de KH
2
P0

4 
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5 mM pH 7.8, KCl O, 3 ó 5 mM y a un peso de 0.9 g (fracciones 

mitocondrial + microsomal y microsomal) ó 9 g (fracción 

homogenado-núcleos). Después se adicionó a una mezcla de fases 

(que se hizo poco tiempo antes de usarse), utilizando los 

siguientes componentes: 

Concentración de 

Solución Madre 

Dextran T-500 20 

PEG 40 %. (p/p) 

Sacarosa (sólida)' 

KH
2
PO 

4 
O • 2 M pH . 7. 8 

KCl 2 M 

Agua 

canúda:á. 

:Lú6 g 

0~558 g 
,:._· 

0.305 g 

6(.5. µl 

4.1 µl 

2;1g 

Concentración 

Final 

6 .2 % 

6 .2 % 

330 mM 

5 mM 

3 mM 

Cuando se usó la fracción de .· homogenado:-núcleos, todas estas 

cantidades se multiplicaron por 10; Por otra parte, . se variaron 

las concentraciones de KCl, Dextran y PEG, manteniendo siempre 

una relación de 1: 1 entre estos 2 'ííltimos. . 

La fracción de membranas más .. la mezcla 'de fases se agitó 

invirtiendo 25 veces el tubo para: :f:en:ti:i.iugarse después a 1, 500 

rpm por 5 minutos a 4 ° c .. De .. ·. esta ''.ceritrHugación se lograron 

separar 2 fases: a la fase .• éiJ.~~~~of· .• ,(~~G) se le denominó U1 

(constituída preferencialmerit:~ i}?é)J:.jf1a:s .".vesículas de membrana 

plasmática) y a la fase inf~~idi'.'/tBei,¿~;an), Li (constituída por 
otras vesículas celulares) (F1~·>}7')'.( '•· .. ·. 

Con el objeto de 

''_"·~:-:~·;<~ ~~~".: : -··'··" 
obt.eriér. ·~~: mayor enriquecimiento en 

vesículas de membrana plasmáti,.c:ia,· se:,hi'zo';,tÍn.)~stema de fases 

como se describió en el párrkfo anteriori:'écíri/la diferencia de 

que el aforo con agua fue de 3. 6 g o 3_G g. ·~~ ~~z\~rifU:gó a 1, 500 

rpm por s min. a 4 º c y se desechó· la: . fa:'se'é'stÍpert6r de PEG. 

Mientras que a la fase de Dextran se le adicionó la fracción U1 
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que se había obtenido en la primera . separación de fases. Esta 

mezcla se agitó 25 veces por invers.ión del. tubo y se centrifugó a 

1, 500 rpm (rotor Beckman 6H 3:.7¡;: pÓr 5. minutos a 4º e, para 

obtener la fase U2. Por último•,·•?ei'stá.'·fracción de. vesículas de 
'.,".:'•_,1!.' .... r·;· ·• .. · ' .. · 

membrana plasmática se diluyó' i(i•é;'~ri sacarosa 250 mM y Tris/HCl 

pH 7. 5 y se centrifugó a :>J.cio'i'iid~· xg 'por 4 h a 4 º e. Se 

resuspendió el sedimento obt~rif~~·~ .. ~~~·.:ioó-'2oci µl de medio II, 

almacenándose en alícuotas á. ~;e)~,':·(:' ::(L'a'~~son et al, 1987); una 

alícuota de 50-100 µl se precip:i.tÍS con':~cetona fría .al 70 % , como 

más adelante se describirá. 

PRIMER REPARTO DE FASES 

Mezcla 
de fases 

(2. 7 g 

ó 2: g) a) ~~l~:~~s G1 } 
b) 1500 X g) 

Fracción 5 min a Li 
membranal 4 o C. 
de embriones 
(0.9 g ó 9 g) 

................ 
..... , 

·· ....... 
'·,,. Diluir 1: 1 

B
a) Voltear G} la fracción 

25 veces·• : U2 U2 con la 

:::: RE:~:l::.:ASES . b\1;~~ "'> • L; :~~~~:::ad• 
de fases b) ~;o~e~e~ e /,./ .... /"' ' . 4 o c. ... . 100, 000 1 
<3 · 6 g 5 min a }./ .. x g

0

4 h 
ó 36 g) 4º c. .. .. a 4 e 

VMP 

Fig. 7. Esquema de obtención de vesículas de membrana 

plasmática (VMP) por el sistema de reparto de 

fases en dos polímeros (adaptado de Hodges y Mills, 

1986). 
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4.9. Precipitación de las diferentes fracciones membranales 

con acetona al 70 % 

La precipitación de las fracciones membranales se realizo 

inmediatamente después de ser resuspendidas en medio II, para 

evitar en lo posible la actividad de proteasas presentes en la 

preparación. Para esto. se. tomaron de 50 a 100 µl de fracción 

membranal y se. les ajustÓ:·el\yo~umen a 300 µl con agua, después 

se añadieron 700 ,µl= de,. acetona; fría y se agitó en un vórtex. La· 

proteína precipitad.a/ se niantuvó por ú..:24 horas .• · a -'70°, e;;' en un 

ultracongelador~ •' ci~spúés .~e descongeló y·. se .,~entii:Eii9'6'/l?C>r 5 

minutos en una microfu°ga; el botón se llevó al .. volurrien, original 

con SDS al 5 % (99. 9 % .de pureza) y se almacenó a ~20° 9 :hasta su 

uso. 

Estas fracciones membranales fueron utilizadas para su 

corrimiento en geles de poliacrilamida-SDS y para inmunoréplicas 

tipo Western. 

4.10. Determinación de la concentración de proteína. 

Se utilizó el método de Lowry et al (1951) . El procedimiento 

fue el siguiente: a 0.9 ml de agua bidestilada se añadieron 3 µl 

de homogenado; 3 µl de homogenado-núcleos; 5 µl de microsomas;' 7 

µl de U2; 3, 5 ó 7 µl de medio II (testigo 1); 3, 5 ó7 Íll .de 's,os 

al 5 % (testigo de las muestras precipitadas) o la >solución:. 

estándar de albúmina de suero bovino (BSA) .. Se .añadi~r6n; ~é'.spué's ·. 

o .1 ml de DOC al o .15 % , seguido p()r la adi9fü~ dei:+:.íl{1.d.el 

reactivo A, que consiste . en part~s ¡ iguai'es .:de. agila ;bidest:Í.ladat 

NaOH o . a N, sos . al . r~: ~%, g.;~·~i.f'.'-)'0(~-~~c()t ·~o % ; ,fu~.?éo .'}' w· Y 
K

2
C

4
H

4
0

6 
0.2 %) • Posteriormente,\,ise;añadforon O;S mL:de'reactivo 

B (1 volumen de Fo~iri:V d~6c~ite.au~ :+: 5 ! voii:imene~ :de agua 

bidestilada) . se espei~aibri · fo/rriinut6s y 
óptica en un espectrofotómetro (Schimadzu) 

,, 
se 

a 

leyÓ' 

750 

fa •densidad 

nm. Para la 

curva estándar de proteína se usaron de 10 a 60 µg de BSA. 
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4.11. Fotografías al microscopio electrónico de las 

fracciones microsomal y U2 de embriones embebidos o y 

1 hora. 

Las micrografías electrónicas fueron tomadas en el Instituto 

de Fisiología Celular por el M. C. Jorge Sepúlveda. A 

continuación se describe el procedimiento: 

a) Para fijar las muestras se tomaron 50 µl de la fracción 

microsomal o dé.la f:Í:-accióh.Ú2 d~ embriones secos o embebidoslh 

y se le añadiez:ki1..:'~20:9µ~_(de ~l~taraldehído 3 % , se cent~ifugó e~ta 
mezcla por _s_;:~~-"~-·~-;~º-?.~_;¡_,_~~~_''_~_ tiria

0

,. 1,11icr~fuga Beckman, (E) ;':ní~nf~ri_i,én'ci6se 
,~{~;/'·,:~ ;i_:7;~;· en esta_ solución :por,,2h·a 4 C __ . __ ·: ,_,, ., 

se de:~c~: ~r#;;t~!:a:::;::~t~e:;u~: :~c~:~:g:ei~~&!f ~Jd±~~:º~ 
una solución de fosfatos 100 mM a pH 7.2. .-;· ''-•/.c,;·. · 

e) Para posfijar la muestra se eliminó_ i~.'}~~l~ción de 

fosfatos y se añadió una solución de osmio ~1 ?% '':i.nc~báridose por 

2h. Después se eliminó la solución de c;smio'Xcent:i::Üugando en 

microfuga por 5 minutos y se lavó nuevamemtl=': c~ri ~l amortiguador 
de fosfatos según el punto b.-· -r.->,·-

d) se desechó la soluciónde'fcSsta'E6st·i?~oc~diéndose después 

:r::::::::::: :: ;:;;;;~~E~~11~dtti~~J~~~~~~;:~ió:º~:n~~~:~n~::: :~ 
final a una solución :devcetanolG·absoluto:."t;•:;;,''' -... 

; :, ·. "~'· _.:;·;-:'.',:\:'.'.i~•.d:'>,,'/:'.:;.,'·.) !:>·/},y·~.;::·:-:-,:~~;:·._)'..;.·.:<.'·:·:>~ 
e) A la muestra;deshidratada!.'sen·e:•;añadió óxido .de propileno 

y se incubó pot'i4~~,h~ik~·; %~~~d~-~~: ~~ -;~~i'i-k6far'iií:f iltra'ción -con 
. . .- ,. · . · ;«-:~Y<?-~:/~·.- .... :.;,"-::~t<.\:::,;:.:\_\>·~~ .~>·:·.:_:.~,,-:~::.:::··~-/~ ·>-:,-:, :::.:;·.:::.::'1:.>~:: -':;·· \: -- .. -/: ~--. ;:~ :.'., · -· · .>. .:.-.;< ·_..,.. · -._. · 

óxido de pro~11E!J.1~(:y;;;Epon;81:2~~I1 r~lac;ipn•}l:l-._:por,,,~8 ;ho;as.y al 

~~n:~r::;,~t~i~,:~¡~~;~~~,''.i::,~~~f~_s:~~~}d.~:~·:•::~t.e:.~.~.~···e·n ... ~~~;~;~¡;; 8 :: . -por 

f) Se::'réalizaron .los :cC>rté'~ d~l ma't~ri~i', :ih~Útf'déd' _con un 

ultrami~rB~~~~'.{~~j~~~.::-· _ e - <:'.}',. 
g) Los'.'.'óorfes\'se; contrastaron con' acetat'o. -~~··-z~:hii() al 2%, 

citrato d~ ¡;,i();riC; ~egÚ.n Re}'nolds (1963). 

h) S~ofi~ei~varon l~s muestras -en el microscopio electrónico 

JEOL 12EXII. 
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4,12. Medición de la actividad de hidrólisis de ATP. 

La determinación se llevó a cabo en 150 µl de medio de 

reacción que contenía sacarosa 250 mM, 

CCCP 7 µM, ATP/Tris 10 mM (pH 7. O), 

Tris/HCl 20 mM (pH 7.0), 

MgCl .· 10 mM y 100 µM de 
.. 2 

lisofosfatidilcolina; este 'último solo en· los· casos en que se 

indica. Además,, .inhib~r espeCÚicamerite. aiguna de las 
' . ·' ,,. __ --;··-.·.,,., ..... ,·-··-.-' . -para 

enzimas presentes én. la fraccf6n :inforosómal .y la fracción u2, se 

usaron los inhibidores espeCíficOs para 6~cia uri~ de ellas a las 

concentracionesq~~ se .indican· en la•·Tabla ·III. 

Tabla III. Concentraciones de inhibidores específic;:Os·de enzimas 

con actividad de hidrólisis de ATP; en las fracciones 

microsomal y U2 (tomado de Sánchez et ar 1992). 

Inhibidor Concentración 

100 mM 

150 µM 

1 mM 
1 mM 

Enzima inhibida 

ATPasa de tonoplasto 

ATPasa de membrana 

plasmática 

Fosfatasa ácida 

ATPasa mitocondrial 

La reacción se inició con la.adición de 3.3 µg de proteína, 

dejándose proceder por 3 h a·3Ó0, ci la reacción se detuvo con la 

adición de 1;50 µl de SDS 24}% .;(~9:~)% dE!. pureza) . La hidrólisis 

de ATP se midió como la ÜbÚ~c:iióri;;dE! fosfatos y los resultados 

se expresaron en 71molPi/m~Íh: ';s~t Ú1cluyeron testigos ~ara la 
reacción de hidrólisis.de ATP:er{'pi~s~i:i:cia. de l~s·i~hibidor~~ •. ya 

que éstos por sí solos disminuían ia-'coloración prodÜCida por el 

fosfato liberado espontáneamente .en ausencia de pioteína•; 

41 



4,13. Cuantificación del fosfato liberado, 

El procedimiento utilizado fue el de González et al (1992), 

en el cual a 150 µl de la muestra con fosfatos o agua, con 

fosfatos, se le añadieron 150 µl de SDS 24 % y 300 ,µl;de mezcla 

B: C (molibdato de amonio 2 % y ácido ascórbico 12:·:~%,} disueltos 

por separado en HCl 1 N y mezclados en relación 'i·~].'¡ ~ · La . mezcla 

se incubó de'3.a;iO minutos a temperatura ambierit~'yse agregaron 

después 450 µl de ,reactivo E (citrato de sodio: 2 %/'metaarsenito 

de sodio 2 % y ácido acético 2 %) • Después' de 20 minutos a 

temperatura ambiente se midió la absorbencia de las muestras a 

850 nm. La curva estándar empleada fue reali"zada con 10 a 60 

~moles de fosfato. 

4.14, Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS. 

Se siguió la técnica descrita por Laemmli (1970). Se 

prepararon geles con un grosor de O. 75 mm, el gel separador 

estuvo compuesto por acrilamida 10 %, bisacrilamida 0.27 %, SDS 

0.1 % y Tris/HCl 3 M (pH 8.6). La polimerización fue catalizada 

por la adición de persulfato de amonio 0.02 % y N1N;N' ,N'.­

tetrametil etilendiamino (TEMED)'. o. 2 · · %: •. Mientras (;¡ue /el< gel . 

concentrador estuvo compuestCl'.'de ac~ilámida 4 ;% , ... bisaérilamida 

=~~:::~=~:;~:º::~::;{{titf ~~,1J~~!~~~~~E~:::~,;r~~~ 
SDS o . 1 % • .: •' '~/~.\:;~''. i:·;;C ' 

'::º::~;- <';:·:~}:H.:·_,,.' ... 

elect::;:res
1
iªs, . ~:er:Jtg:t:~t.~:~f r:2rnti~~ec::::::asde ªlasco;;a:~fo::: 

. ' ' - ,,_,.." . :_·_:1,·:;';,-

membranales precipit:ii~as!:para\i'tcéner;'de 25 'a· 30' µg,,:de proteína; 

este volumen:iJ~j,dí~'~cl~agr~·~~:'la>~6iu~iÓn de muE!stZ:a :,¡~1?~:fo'· %, 
(3-mercapt6etél~t:J1 .5 % , · urea a M, azul de bromofenol o. oi % y 

Tris/HCl 0.5 M pH 6.6) en una relación 1:1. Se mezcló 
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perfectamente y se aplicó con microjeringa en los pozos del gel 

concentrador. 

Como referencia, en un pozo se aplicaron 10. µl de.una.mezcla 

de proteínas con peso molecular conocido (Tabla IV) , ·con ·el fin 

de tener un patrón de comparación con el cual obtener los pesos 

moleculares aproximados de las bandas de proteína en las 

fracciones meriÍbranales. 

Tabla IV. Estándares de peso molecular preteñidos (Prestained SDS 

Molecular Weight Marker KiL No. MW-SDS-BLUE, Sigma) 

usados para electro.foJ:'esi,s • e!f .. g~les de SDS, 10 µl 

contienen 3 µg de' cada· proteína. 

Enzima 

DESHIDROGENASA LACTICA 

de músculo de conejo 

FUMARAS A 

de corazón de puerco 

PIRUVATO CINASA 

de músculo de gallina 

FRUCTOSA 6P-CINASA 

de músculo de conejo 

í]-GALACTOSIDASA 

de Escherichia coli 

Peso·Molecular (Daltones) 

,'·.'·:· ,·','.;:··.··.· 

·36,500 

55,300 

75,200 

05,300 

107,000 
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Todas las muestras 'sE:l aplicaron a los. geles por duplicado 

para tener de esta man.era :un. gel o, parte de :.él para trárisferir a 

papel de nitrocelulosa ::y :ei'd~plicado pkra· teñir· con azul de 
,. - ., . >:< -.. ' 

Coomasie. 
.:;.. 

El corrimiéntó' .el~;~;()fo~ÉÍ~ico de los geles de 

poliacrilamida':..sos. s~:. llevó: ~ ;;'3.b() a 14 O mV por l; 5 horas. Al 

concluir éste, : ~e :~~mov.ió 'el gel del soporte.· La t:Í.nei6n del gel 

se hizo añadl~nd61~!:ia''i;'s6~u~ión de ácido acétic~ ió .f ; azul 

brillante de Cooníasie R::2SO, hasta que las bandas tuvieran la 

coloración dese~d~: ~Íí leis; ~~sos en que fue necesa~i¿;{d.e;-~t:eñir .se 

usó la soludóndemetanol 40- % , ácido. acético lO:%:Y:'Cp;;r íÚtimo 

se fijó el gel ~n ác::fd.o acético al 11 %. Ei i:J.el'tei'íid~ ~e guardó 

en bolsas de poÜetileil.o selladas que cOnteníarifagüa y NaN o se 
' ' •,·, ·, ' ··. ' .:. '·.·. .: .•. >: ··.·• ' ' ' 3 

secaron entre dos·hojas de papel celofán. I,;a electrotransferencia 

de las proteínas del gel a papel de nitrocelulosa se detallará a 

continuación. 

4.15. Electrotransferencia de proteínas de geles de 

poliacrilamida SDS a papel de nitrocelulosa. 

Se usó la técnica de réplica en Western (Towbin et al, 

1979) . El gel a transferir se agitó suavemente por 15 minutos en 

la solución amortiguada de transferencia (Trizma base 25 mM, 

glicina 192 mM, metanol 20 % y SDS 0.1 %) . Después se ensambló el 

emparedado .en el cual quedan en contacto el gel y el papel de 

nitrocelulosa (poro de 45 µm), según se muestra en la figura 8. 

La 

sistema 

(Trizma 

·._ .. _.,l/i; ·. 
electrotransfere~ci~· i~ Üev6 a:'~ci~o a 240 mA por 2 h con 

de enfriamiento •.. ·u~~~cio'.1i solución. de transferencia 
base 25 mM, glicinai.19;·:1nM;· ~etanol·20 %_y so~.o;:li>,i); Al 

terminar la transfereñéiá. se c::61ocó el papel de'nitro~elÚlosa en 

un recipiente transparente ·que··conteriía TBs·• (Nac1 .. o.5;~;-;/l';r~,~/Hcl· 
20 mM pH 7. 5), la cara del' papel que estuvo e~ é:'~ht~Ú~:t~ óbh el 

gel se colocó hacia arriba. La detección de la ATPasa de H+ de 
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membrana plasmática en el papel de nitrocelulosa se decribirá 

después. 

1 

~ 
·2, , ', 2 

~ + 1 Esponja 
~ 

íl íl ílíl íl íl 
~ 

+ ~ ~ 2 Dos papeles 
~ 

~ ~ + filtro 
~ ~ ~ + 3 Gel 
~ ~ 4' Papél .de. ~ ~ + ~ ~ Nitrocelulosa 
~ ~ 

CATODO ANO DO 

Fig. 8. Componentes de un emparedado de electro-

transferencia (adaptado de Towbin et al, 1979). 

4.16. Adsorción de proteínas a papel de nitrocelulosa. 

Se utilizó la técnica de Western en ranura ("slot blot"). Se 

cortó un rectángulo de papel de nitrocelulosa de 12 cm x 3.5 cm y 

se sumergió en TBS agitándose por 15 minutos, después se colocó 

en el aparato Miniprotean II screen (Bio-Rad) . Se ensambló el 

dispositivo y se conectó el vacío. En las ranuras de la placa 

superior del aparato se inyectaron de 25 a 30 µg de proteína 

membranal preparada de manera similar a las muestras corridas por 

electroforesis. Además se incluyó cuando menos un blanco que 

contenía la solución de muestra. Se adicionaron 500 µl de TBS 

para lavar la proteína que pudiera haber quedado en las paredes 

que forman la ranura. Se dejó secarpcir2 h con vacío, después se 

cerró el vacío y se desarmó el aparát·~:; El papel de nitrocelulosa 

se colocó en 10 ml de solución bloquead6~a (Tabla V) y se siguió 

el procedimiento de detección de .la ATPasa de H+ de membrana 

plasmática usando anticuerpos específicos según se detalla más 

adelante. 
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4,17. Inmunodetección de la ATPasa de H+ de membrana 

plasmática (Técnica de Western). 

Se detectó a la ATPasa de H+ de membrana plasmática tanto en 

muestras del gel electrotransferido a nitrocelulosa como en una 

mezcla de proteínas adsorbidas a papel de nitrocelulosa. En la 

primera se puede detectar y determinar el peso molecular 

aproximado y la existencia, si la hay, .de más .. de una banda de 

~=:~:::• :::d::~:~~:~~n :::::::;lci~:.7tif l~l~~:·~:::r:: 
trata según la técnica de Western (Tobwiri et·:'a'.1''!)'9.79)< 

.. -·· .· ~:.';~~:'.:\·< . 

Se establecieron las condiciones óptimas:/d,f: '.'bloqueo de los 

sitios inespecíficos y para la detección d~ •l~iATÍ?;,.sa de H+ de 

membrana plasmática con anticuerpos específi~g~:;:.; que se resumen 

en la Tabla V. Se describirá más adelante·:·.: l~' obtención del 

anticuerpo 

plantas. 

contra la ATPasa de de · membi'~ria : plasmática de 

~~~~~~:::::3!~~íf ¡~~iittil!t.lti;ti!:i:. 
mezcla para .desarro.llar,;·i c:;ofor> .. y'<tlos;f(está~dares •'¡;ireteñidos, 

:::~:~:n ª;. ·::~f}i"·~~~rJ~?~f ~~f1f~l~~~y~~i~1:1:,::,.:: :: 
30 mg de cloruró·: de p~riitroiazul' dei'tetrazolio;, disúeltos en 1 ml 
de dimetiiforíll'~inid.a 0'·:;~~/ ~·7g¡i' %i> ·.y '··.···:Ls····· _ffig.>· de fosfato de 

s-bromo~4-cl~~Cí; 3~:i.~éioiii saY''de to1\liéiina- .disueltos en 1 ml de 

dimetilforma~:Í.dal ·~ l~ in~u~oréplica. 
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Tabla V. Condiciones·· finales. para· la ·detección de la ATPasa de '. . ... · .. " . . * 
MP de plantas, en 'pápel · c:ie . n.i trocel ulosa. 

Lavado del papel 
de nitrocelulosa 

Bloqueo 

Lavados 

Primer anticuerpo 

Lavados 

Segundo anticuerpo 

Lavados 

Revelado de las 
proteínas con Ab. 
esp. en el papel 

10 min 

2 h 

Dos de 5 
min c/u 

4 h 

Uno de 1 h 

4-6 h ó 
toda la 
noche 

Tres de 5 
min c/u 

5-30 min 

·.Temperatura 

Ambiente 

37° e 

Ambiente 

Ambiente 

Ambiente 

Ambiente 
ó 4° e 

Ambiente 

Ambiente 

Solución 

TBS 

6 % de leche 
Sveltes en TBS 

** TTBS 

Dilución 1:1000 
del anticuerpo 
en TBS 

** TTBS 

Dilución 1:1000 
del anticuerpo 
en TBS 

TTBS y el 3Q 
con TBS 

Reveladora 

*Todo el procedimiento se llevó a cabo con agitación lateral, 

suave y constante, del papel de nitrocelulosa. 

**La solución de TTBS contenía lo mismo que la solución de TBS 

más Tween-20 0.05 %. 
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1 

Se colocó ·en agitación suáve hasta que las bandas se hicieron 

visibles, la .;i:-eacción se detuvo al cambiar la solúción. de 

revelado por'· agua bidestilada, en la cual se lavó 2 veces la 

nitrocelulosa.- La réplica se conservó en agua con NaN
3 

en 

oscuridady·a 4° C en bolsas de polietileno. 

4.18, Obtención del anticuerpo contra la porción amino 

terminal de la ATPasa de membrana plasmática. 

A partir de las tres secuencias conocidas de aminoácidos de 

las ATPasas de membrana plasmática de plantas, se buscó una 

secuencia conservada y antigénica para hacer un anticuerpo que 

reaccionara específicamente contra la ATPasa. El péptido que se 

escogió consta de 14 aminoácidos (YNKLEEKKESKLLK) y se encuentra 

en la región amino terminal de la· ATP~ •• de membrana plasmática 

de las 3 especies de plantas cuya estructura primaria se conoce. 

La búsqueda y el diseño del péptido antigénica la realizó el Dr. 

Diego González Halphen del Instituto de Fisiologiá Celular, UNAM. 

Las regiones hidrofílicas de la secuencia ·se seleccionaron de 

acuerdo a los valores de Hopp en el. -~áic1l_iq :. de índice de 

hidropatía (Hopp, 1985). 
/'. 

La síntesis del péptido y.la·ha¡>l::elli:i:a~.i6n;«(Flg; 9) se mandó 

~~ili:~'Sr!~i;~~i1w~?i~i~\t~l~Jt~~~=~fü 
(m-maleimidobéiiz¿-11.:::N-hidróxi~t1cciríiinido ··--· · é~te7J ·•···_.y · dl la 
conjugación con lÍl. l:J.efnocianiha (Keyh;;ie Hmpé1: hemocya.nin, KLH) . 
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A. O~ 

,-N~ 
¿O O / ~ 

C
r u~ ar 
N-0-C~ 

~o 

-/- YNKLEEKKESKLLKC--SH 

péptido antigénico + cisteína 

m-maleimido 
benzoil-N-hidroxisuccinamida 1"" 

> 6.5 - 7.5 

B, 

H 
o~ I 

,-N~ 
¿O O / z._-:J \ r 0r 

CN-o-H--<§> s-c-KLLKSEKKEELKNY 

~o 

H 
o~ I 

H
2N\8 

KLH -NH
2 

H N/ 

~O O ,-/Np\ 
-1- CN-o-H~ 0 

s-c-KLLKSEKKEELKNY 

... lpH ?.O 2 

Hemocianina (KLH) 

o~ I 
H . 

,-N~ 
H2N\8 O ,-" ~\ 

KLH -H-<§> .O S-C-KLLKSEKKEELKNY 

H N/ 
2 

Fig. 9. Haptenización del péptido . antigénico a hemocianina. 
A. Reacción de' la Cisteína del péptido con MBS. 
B. Reacción entre la región hidroxisuccinamida con los 

grupos amines de la hemocianina. 
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La obtención· del suero inmune y 

anticuerpos fue'.:. realizada :por la., M. ..en 

Instituto _de Fisiología Celular, UNAM. 

siguió fue el : siguiente: . 

la 

c. 
El 

titulación de los 

Erika Rendón, del 

procedimiento que 

a) 'Inmunización del conejo. Se· inyectaron al codejo 100 µg 

de antígeno mezclados. con '.1,:ml .de .a.dyu~a.nte de Freund, 

después se aplicaron, a intei:lfai'o,fi'\> de 3. semanas, 3 

inyecciones que contenían so. ¡Íg<:de!:,ant.Ígeno mezclado con 

1 ml de adyuvante incompleto de'\~±~tli~d'. }' 
-... ~ , .,'."'.','·'"·~':·;r. .... ' . '.-·· '· ;:· '· .. 

b) sangria de prueba. Se realizó~;una:>:s:ngría al conejo al 

terminar la serie de ininÜhi1:i~&I6ne'8-,· . investigándose el 

contenido de anticuerpos\kri:;~i':\~~~~~ por la técnica de 

inmunoréplica, corriendo e~~~le~ de poliacrilamida-SDS a 

la fracción. microsoma:L.::¿~(coleoptilos de maíz de 3 días 

de imbibición;: Al~:détectarse las bandas de proteína con 

la dilución:del anticuerpo 1:2SOO se procedió a sangrar a 

blanco al :c6n~jo;> 

c) Obtención ciel:c:suero inmune. Se sangró al conejo, se dejó 

c'oagúlár <1a ~~ngre, se separó el coágulo de las paredes 

del tubo•y por· último.se centrifugó a 10,000 rpm por 30 

min en el• ro.ter SS:-34 de la centrífuga Sorvall. Se 

precipitó el· suero:_ con .. sulfato: de amonio al 40 % , 
':~- .. 

centrifugáI1dose después a _:10,_Qfüli rpm, por 10 min en el 

mismo rotor· y . centrífuga; ,e El sedimento se resuspendió en 
' _, :- ,·. ·.··· ,, . '' .. 

1 ml de. TBS. y .se vÓlvió. a. titular el anticuerpo según el 

inciso ·anterior .. 

so 



4.19. Obtención de los perfiles densitométricos de las 

inmunoréplicas y Western en hendidura. 

Se hicieron las densitometrías de las proteínas en el papel 

de nitrocelulosa utilizando para ello un GelScan XL (2 .1) , del 

Instituto de Fisiología Celular, UNAM, y con la ayuda de la 

Bióloga Emma Bertha Gutiérrez-Cirlos. 

El papel de pitr~celÚlosa . se colocó en el aparato de 

lectura, y se. le' ,indi~6:·, lCl.. siguiente <información: 1) las 

distancias· ~n ~,~9:ri\~~.~i~f,:i.,~.~;}.,~:,~Eg~;f~~~Th;~-~9:}7,éi~~t~es .a leer, 2) 
el iniCio y. final ,.d~;:¡ra;c¡¡jigréición,'•dei;i;láéf ·Pr()teína.sd {para el caso 

:~ª~:º in~;:::é~~~~~:i°~3S?~¡2;~[.:t~t±f ~i~f~!~~!:i:~?i~1~pi:di:~::i~~ 
~:::::;::~~: a de:Os P::: f~daili~):~~~~1~~~it~ ~,¡eic':~re ~: 
cada uno de ellos y lC:is · pesC:is ril()l~c~l.a_r,e,fi :.E()i;:respondientes . 

. <'<_:-: '/;fi·· : -,~-.'.,:;::,;~~:1•_::,\1-'.:.~"~':~':}~;:~1:·::::-:::"" - , 
;·. ':c<· ·.-: '"y,:_~.\~. -~~¡j/~:f-;;t;":;é;~·1:;-:;-,-t;_ ~' -

::tr::~:~:::::~·:~=::~~~lit~~i~l~i{~1~~·~:m:::~:i:: 
bandas de proteina en cada carril,·>~);;SU:><~:°C:ª1J.zac,icm en el papel 

;:~::::r:l::~::::• .::::{i~~rl~~~f ~f~l~~if.~;i;:;) 1~= 
determinación del área relati"li-a d~ d~d~ b~~d~ d.€! ;proteína, con 

respecto a las otras bandas., para 16, ~úaf: ;Je J~éf fo. siguiente 

fórmula: 

área relativa del pico 1 {%) área del pico 1 
suma de las áreas de 

todos los picos a comparar 
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RESULTADOS. 

l. Parámetros fisiológicos de la germinación del embrión. 

Con el propósito de establecer los tiempos en los cuales se 

caracterizaría la aparición de la ATPasa de H+ de la membrana 

plasmática en la germinación de embriones de maíz, se midieron los 

siguientes parámetros fisiológicos: porcentaje de germinación, 

toma de agua y consumo de oxígeno de embriones embebidos desde o 

hasta 72 horas. 

l.l. Porcentaje de Germinación. 

Se midió simultáneamente el p~;:bentaje de germinación de 

embriones y semillas de maíz a dif~~~~tes tiempos de imbibición 

bajo las mismas condiciones de temp~i~t'ura y humedad. Se encontró 

que tanto para semillas como para embriones el máximo porcentaje 

de germinación fue del 90 % (F.Í.!;i::rió) . Esta similitud de valores 

indica que no se alteró la v.úi'í::i.iúdad del embrión al haber sido 

removido de la semilla. Sin<~m.!?~~~b, ~l máximo de germinación para 
los embriones se present9 /a'..'Jfa'8'i':3·5 horas, mientras que en la 

semilla ocurrio a las :·6o~ZS:"h6f~~;, de imbibición; es decir, la 
-~:[.'(,-,'.:~:·_'. .. ~.,._~-- '/ '\<'.-·<:··~. _'. 

velocidad de germinaci6ri'.;(je~~Íos''..'é'mbriones es más rápida que la de 

las semillas. Esto pued~:~JJ~b~;~·e a que el agua penetra en la 

semilla más lentamente ~~f'~h\E!Í'.embrión, ya que la testa y el 

endospermo actúan como barr~raei\:físicas para la entrada del agua; 

por lo tanto, los cambios mét'abóÜcos y . fisiológicos iniciales 

necesarios para la germinacióri.. ·~~~,;J.J.~~an a cabo más lentamente en 
-::/.",J'7·· ... 

las semillas que en los embriorie's~·. Lo ·anterior implica que en los 

embriones se verá más rápidamente·· la·, reactivación del metabolismo 

celular; cabe señalar que se tomó como el final del período de 

germinación en los embriones, las 35 horas de imbibición. 
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Fig. 1 O. Viabilidad de semillas y embriones. 30 semillas y 
30 embriones fueron embebidos en cajas Petri 
según lo descrito en Materiales y Métodos. Los 
valores son el promedio de 3 experimentos 
independientes. 
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1. 2. Cinética de la toma de agua. 

El. patrón cinético de la toma de agua de los embriones de 

maíz (Fig. 11) flÍe similar al reportado para .·~emillas completas 

(Fig. 2 ). ; Hubo<,hha rápida acumulación de peso húmedo en las 

primeras 2 h6ra!iÍ d~ :imbibición de los embriones' <fase I), después 
'·- .:::.:·,J;:l;=~·' .. -"--:·;~ .. ·., .. - , ,._-,·. ''"•'··· '"<-~>_:·.·.·.·- ·- ' 

dismÍÍ:luyó 1~,Véfocidad de toma de agua (fásefir)·/,-lo cual precedió 

~~:;;1::;~~f I t~f~~:~:::~:!~{~~li~~4\lt ;:::~:~~~ 
lo cual ocur:t-e al~ed~dor d~' las 35,:h d~ thJbibfcióri (Fig. 10). La 

germinación deleml:Jrión no pu~de det~ct~rs~ de man~ra muy preciisa1 

ya que' la radícula está siempre expuesta y es difícil apreciar 

cuando '~e inicia s~ eÍOngación. 

1.3 • . cinética de consumo de oxigeno. 

Se midió la actividad de consumo de oxígeno a los diferentes 

tiempos de imbibición del embrión. En los embriones:no:previamente 

embebidos no se detectó consumo de oxígeno (Fig. '1'2); sin: embargo, 

los embriones presentaron un gran aumento de dicha-_ ':-~ctividad, 
(hasta 6. 9 l)átomos de ü/embrión/min) en la primera · hora de 

imbibición; después de este tiempo y has~a ;}~~;',:}?;:H'·~e siguió 
incrementando la actividad de consumo de, oxígeno,.,·aurique en menor 
grado. En el tiempo en que ocurrió· la ~mé'rg~rib\á';:·d~-'. i~ radícula 

(35 h), se logró detectar un_. incremento ,proi;iunciado en la 

actividad de consumo de oxígeno. El ·consumo de oxígeno ha sido 

usado como una medida' d~ i~ iiéÚ~iakd metabóli~a d~ embriones y 

semillas durante la· ge:í:rriina'ción (Ching, 1978), razón por la cual 

se usó en este estu~io¡ , . encontrándose que la mayor actividad 

metabólica ocurre dentro de las primeras 10 horas de imbibición 

del embrión. 
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Fig. 11. Cinética de incremento del peso húmedo de embriones de 
maíz A6Q2. 27 embriones se pusieron a embeber en 

cajas de Petri según se indicó en Materiales y Métodos. 
Se indican las tres fases de toma de agua y el punto 
donde la germinación a concluído (G). Los valores repre­
sentan el promedio de 3 experimentos independientes. 
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Fig. 12. Cinética de consumo de oxígeno de embriones en germinació 
30 embriones se pusieron a embeber en cajas Petri los tiemp 
indicados. Al cabo de ellos 3 embriones se colocaron en la 
cubeta del oxímetro en donde se midió su consumo de 0 2 

según lo descrito en Materiales y Métodos. 
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Con base en los resultados pre.sentados en las .. figuras 10, 11 

y 12 se determina:c-on lo_s tieinpos en los ~uales :s~ 'estudiaría a la 

ATPasa de H+ membrana plasmática en l'a /·y~e ___ ·.·.·_-__ .·7r_._,_·_,m,•_;.·_ ..•. hin··.····~:ª.••.'_E'?n.f_º_-_: __ ,·e~'s;;t,:'oLsossetpieomdproi' sa 
que se escogieron fueron O, 1, 2 1 4', · 5 :.s . . 
observar si la ATPasa de H+ la MP ' e'x:i~tÍa en - semillas no 

embebidas, la magnitud de su presencia y su desarrollo durante la 

imbibición del embrión. 

2, Identificación de los componentes que hidrolizan ATP en 

la fracción microsomal de embriones de maíz. 

En un 

aparición 

trabajo 

de la 

previo 

ATPasa de 

(García, 1993) 
H+ membrana 

se caracterizó 

plasmática en 

la 

la 

germinación, utilizando para ello las fracciones microsomales de 

embriones de maíz_. En dicha fracción . se : midió -la ·actividad de 

:!::ó1!:~:ma~e :: ~l;,~f{ii'.'~~~~~~@;i~~f0~~j0~~~~'.~Z:J~:::co;e P~:: 
diferentes enzimas. a· -la:(acti vidad•J .. totaL .: Según e pudo, confirmarse en 

·<·.];,>,;,¿~~:;::-":p· !.t+.:.:;,;:·~'~; '- ·.~;,;.f{;:,_ ';··::t~f·\·: ~t~.:,::. ,: '\" /._'·'.\': ~:·.>:;t>r¿<·f,:::. · 
este trabajo, en la · f~.~S'.2,Í.P~~l]i,ip,~c;iso¡nal~~se::,enc~~ntran además de la 

ATPasa de la MP: otr~~-.~j~;~~~~~~0~~\~.0~j_-~i~§;~~-~·~~'.,'~~P _(Tabla VI) ~ Se 
encontró que solo el<33~4:•%·~e T~ activ:idad-,total correspondia a 

~~~;~~i::~:~~=~ttlllf ll l~~¡~;: e~f~~~~~ 
corresponde al s. 6. % de la actividad· tetar 'de")1idrólisis de ATP. 

__, _.-:\ ~ ' 1: ~ ~· ~. ~ 
. ' .· .-·?-%!\~<~:-~.) '• ' 

%. 

inhibidores utilizadas haya ocurrido una inhibición cruzada, 

ocasionando que la actividad de las enzimas haya sido subestimada 
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o sobreestimada. 

Tabla VI. Componentes enzimáticos de la fracción microsomal de 

embriones* que hidrolizan ATP·. . 

ACTIVIDAD** HIDROLISIS; 

TOTAL 

Sensible a Na
3

V0
4 

(ATPa s a de MP) 

Sensible a KN0
3 

(ATPasa de Tonoplasto) 

Sensible a NaN
3 

(ATPaea Mitocondrial) 

Sensible a Na
2

Mo0
4 

(Fosfatasa ácida) 

2514.6 

839;4 ±· 125.0 

833.4 ± 75.2 

1114.0 ± 103.1 

o 

33.4 

33.1 

44.3 

5.6 

*Los embriones fueron embebidoi3· i h:L.eh füo ca 29° . c. 
·::;:¡: .:,¡:;<:.ffr·;; '>•>V• • t • 

::~:e acltai v!::: v::::ibtloeta~1 !:{:~i~~Wi~JI~~J~J:~~~:~ ~: d!::::~~!: 
residual o insensible al inhihifi8i>;: 

Ya que los resultados· obteiiidos. con las fracciones 

microsomales de embriones no eran ine;~Í~ocos, se. procedió en este 

trabajo a caracterizar la aparici6h: 'ci~ ;:)a<.ATPaea. de MP en la 
. '·---· ·.-¡_-. 

germinación de 

vesículas de 

los embriones · en prepara-cienes 
- --, ... , .... -. 

membrana plasmática (VMPÍ ::·''.'Los 

enriquecidas 

dos métodos 

en 

más 

ampliamente reportados en la literatura para este fin son los 

gradientes de sacarosa o bien un sistema de partición en dos fases 
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usando Dextran T-500 (DEX) y Polietilenglicol 3350 (PEG) . Sabemos 

los antecedentes en el laboratorio y en la literatura, que los 

gradientes de·.sacá.~osa ·SOn·•meno's ef~ctivos en la separación de VMP 

de las otras ~e;oo:iatias óelularef¡; c~mparados con del sistema de 

partición en do~··f~s~~; ~cm ~], cuales posible obtener hasta un 90 

% de pureza en . ·Vr-iP: :y: con :tá ventaj ª adicional de que la 

orientación de las vesículas es uniforme, (Hodges et al, 1986; 

Larsson et al, 1987; De Michelis et al, 1991 y Calera, 1992). 

3, Determinación de la composición óptima de la mezcla de 

fases para obtener el mayor enriquecimiento en VMP por el 

método de reparto en dos fases. 

En este método siempre hay que determinar cuidadosamente las 

concentraciones de polímeros y sales que se usen dependiendo del 

tejido del cual se parte, ya que la técnica se basa en la 

separación de las membranas dependiendo de su carga de superficie 

y ésta varía dependiendo del tejido y de la especie en estudio 

(Hodges et al, 1986; Larsson et al', 1987). 
' .. -:: 
.. _·.,." .. ,,. ... 

Los resultados de la V;~~:fai:::fóii :en la concentración de los 

polímeros en la mezcla de , f~~~~~(~~' ~uestran en la Fig. 13. El 

incremento en las concentraci~n~~fd~:~EG y.DEX desde 6.2 hasta 6.8 

% produjo un aumento en fa ' 1P'Ü'itfi'd~éic5n de VMP, evaluada por la 

inhibición de la hidrólisi~·:¿~j[TÍ?'.;;~or Na VO • Sin embargo, a PEG • ... . •.•• , .• _ •. ,,,,.,,_n:•7·::·:: .. :- · · 3 4 

7. o % y DEX 7. o % hubo _una};:dieimiriución notable en la purificación 

( 7. 5 % ) • El mayor en~i~~~~.Üi'fri~~·¿, ~n VMP se encontró en PEG 6. 8 % , 

DEX 6. 8 % • . ....... ' •·" ···: -':'.}"'' 
, ·e ,· '.\ ~e,:.;·._:· : 

>::~; :t:~?.:~~:;>~~fr~,,~,~r 
La separa~ióh d~'~P.-:%d.e',':ias otras vesículas fue afectada no 

sólo por las c()riceritraciii:>ne's · de los polímeros en la mezcla de 

fases sino ta~ién J?c;'í?:Í~ c()ric~ntración de KCl (Fig. 13) (Hodges, 

et al, 1986; Lars.son ·e:t al; 1987) . 
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En ausencia de KCl, la purificación fue apenas del 25 %, pero 

usando las concentraciones de PEG y DEX de 6.7 % y a3 _mM de KCl, 

aumentó al 4 7 % , mientras que a SmM de KCl ' .. se; obtuvieron VMP con . ' ' . . \ 

una mejor pureza, cerca del 80 % cFig> 13),·.'E:si:e·- valor resulta ser 

mayor al que se obtuvo con una concent:i::acfón'•de:_póÜírierbs de 6. a % 

en la mezcla de fases y 5 mM de Kci.·. Po~:;1¿;·,. ~~ht;;, en los 

siguientes experimentos, se usaron KCl 5 mM,.: PEG ,,6 ;.7 .% y DEX 6. 7 % 

en la mezcla 'de fases. 
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Fig. 13. Efecto de la variación de las concentraciones de 
PEG, Dextran y KCI sobre el enriquecimiento de 
vesículas de membrana plasmática obtenidas por 
el método de reparto de fases. La fracción de 
mitocondrias más microsomas (M+Mit) de embrio­
nes embebidos 1 h en agua a 29° C se aplicó al 
sistema de partición de fases con las modificacio­
nes ilustradas en la Figura y se obtuvo la fracción 

U1, a la cual se le midió la hidrólisis de ATP 

sensible a vanadato. 
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4. Elección de la fracción membrana! para obtener VMP por 

reparto en dos fases. 

Con el propósito de recuperar mayor cantidad de proteína 

membrana! en la fracción U1 (obtenida de la partición en dos 

fases), para su uso en los experimentos de actividad e 

inmunodetección de la ATPasa de MP, se realizaron las siguientes 

modificaciones: a) una homogenización doble del tejido (Ver 

Materiales y Métodos), para obtener una mezcla mas homogénea en el 

tamaño de vesículas y b) someter la fracción de H-N (homogenado 

menos núcleos) en lugar de la M+Mit (microsomal más mitocondrial) 

a la partición de fases, para evitar la pérdida de VMP de gran 

tamaño (y por tanto de proteína membrana!) y realizar menos 

centrifugaciones (Tabla VII) . 

* 

Tabla VII. Recuperación de proteína membrana! en la fase U1 a 

partir de fracciones crudas de membranas. 

PROTEINA TOTAL (mg) 

Fracción Membrana! A partir de 150 Fracción U1 

embriones * 

•M + Mit (s) 15.6 ± 3.5 0.12 ± 0;'07 

•M + Mit (d) 24.0 ± 6.7 0.22 ± 'Q :12 

•H-N (d) 162.6 ± so 0.75 ± 0.12 

Los embriones fueron embebidos 1 hora en agua y fueron 

homogenizados según se describió, en -_Materiales y Métodos. 

(s) Homogenización simple 

(d) Homogenización doble 

•H-N es homogenado sin núcleos; M + Mit es la fracción de 

microsomas más mitocondrias que s'e 'obtuvo como se describió en 

Materiales y Métodos. 

Los valores representan la media de 5 diferentes fracciones 

membranales. 
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cuando se realizó la doble homogenización de los embriones, 

hubo un incremento de 15.6 a 24.03 mg en la proteína recuperada en 
. . 

la fracción M+Mit, es decir, se recuperó 1.5 veces más proteína y 

como consecuencia se obtuvo mayor cantidad de proteína en la 

fracción f.!1 de VMP .. Por otra• :E)art~;· á.l someter a la fracción H-N 

(d) al . reparto . en dos. fáses ;: : :.Se· lograron:' recuperar o. 75 mg de . ' .-.',. · .. ·,. - -
proteína en la fracción U1, que son 6. 25 veces· más que la obtenida 

de una fracción M+Mi t ( s) y 3 . 4 veces más ·.@e;ffa -resultan te' de una 

fracción M+Mit (d). De manera que para los ·~igi'.ti~ht~s 'e}Cpe:rirnentos 

se usó la fracción de homogenados sin núcleos (H~N) obtenida de. la 

doble homogenización de los embriones. 

5. Efecto de la cantidad de proteína en la purificación de 

VMP obtenidas por un segundo reparto de fases. 

Los resultados en la purificación de VMP por la técnica de 

reparto en dos fases fueron poco reproducibles a pesar de estar 

usando las condiciones más favorables para su obtención. Con el 

objeto de eliminar esta variación se introdujeron las siguientes 

modificaciones: 

a) Una segunda separación;de·fas~s de la fracción inicial 
·.· .. '-· .. _, ··, . - ·- - . 

(U1) , para obtener una · preparaCiór(;(dei·:~ mayor pureza y 
homogeneidad (frac~ión u2) .' •. >. ,.· -r:··,: ;';:: ' 

b) La adición de un dete~gent~ éil ~{ii~ci;{g· de reacción de 

hidrólisis de ATP . p.3.ra'/ •eJ.éciti:i~. \~la posible 

heterogeneidad de la orientació¡{: de;;·i~s •Tíieiñbranas, es 

decir, que una población de V'esíC:i{i'~s. 'tu~'iera el sitio 

activo de la ATPasa hacia aderii:ro · <8ri~ntación correcta 

o 11 al derecho 11 ) . y otra p6blácdiisk ·~¡;¡:~{~ ~fuera de las 
vesículas (orientación'.: ¡,'ai.. · ~~vé~ ;, (. · ·. Ya que sin 

detergente sólo es ¡;Íós.i.J)1é medir 1~ ,ATPasa en vesículas. 

con esta última, od~niadó~i cf!6cig:~s, et al, 1986; 

Larsson et. al, 1~s7L se Usó .)i~ofosfaÜdilcolina 100 
µM para solubil:i.zar a la tne~iana .y, exponer así a los 

sitios activos sin afectar la inhibición por vanadato 
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de la ATPasa de MP (Grouzis et al, 1987) • 

c) Determinar· la posibilidad de un requerimiento óptimo de 

proteína meffibr<mal añadida a la . mezc.1á. de fases para 

obtei:l'~r· una fracción enriquecida en VMI? '. 

:,~~¡~-: ·?.·:.~;· .~ . . . · .... :, -.· . 
En la . Fig. 14 se muestran . los resul tádos ; de ' examinar las 3 

;::::::~t!~~~ri~i~~i~,t~~~i:;,~~1\i¡~,:f ~i~~!~:= 
cantidad' se~:;:obtuvo''.>µí:iafcpiéparaéióri•' de'• VMP .. con;• al ta:•: pureza , ( 9.0 · •. a 

~:~~=;~1filf li1lt~~~;::1;~~~~~ill\i~~~··· 
realizaba . un' solo', reparto de fases, la pU:figpai;:,i_óri'/ :en '.esta 

fracción no era'./rnil~?r\ie1 00 % (Fig. 13), ·.mf4~f.~,,~H~~~ !empleando 
la fracción U2, lapureza de las VMP fue dei:~:;.:a,l?9'o'i% usando la 

_ L'". ·: ·-r;,c;:),:· •• '_'·,!.'~.:"' :'»::':' .. :.: / 
concentración óptima de proteína meffibranal · '(Fig·;• '·14 ¡:.;~ ~n cuanto al 

efecto del detergente en la actividad :qti~J-.. :~~ /'inhibida por 

vanadato, se obtuvo un patrón irregulal:-';· ,si bien había una 

estimulación en la región de mayor: .• , er1riquecimiento de las 

vesículas de meffibrana plasmática, de· manera que se siguió usando 

en experimentos posteriores. 

Con la información precedente,·. quedaron establecidas las 

condiciones óptimas para. il\r~u'.~Úicación de VMP de effibriones de 

maíz y que se resumen a ?ºÍitúiuación: a) doble homogenización de 

los effibriones; b) uso de la,:~'frac~ión de homogenados sin núcleos; 

c) adición de 110 mg de proteinameffibranal a la.mezcla de fases d) 

mezcla de fases con PEG 6~7 %', .DEX 6.7 % y KCl 5 mM; e) la 

realización de dos particiones de ·fa.ses sucesivas para obtener la 

fracción U2 y f) medición de la actividad' de ATPasa de MP en 

presencia y ausencia de lisofosfatidilcolina. 
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Fig. 14 .Efecto de la cantidad de proteína aplicada al sistema de 
reparto de fases en el enriquecimiento de vesículas de 
membrana plasmática . La fracción de homogenado sin 
núcleos de embriones embebidos 1 h, fue aplicada al 
sistema de reparto y se llevaron a cabo dos repartos 
consecutivas. La medición de la inhibición de hidrólisis 
de ATP por vanadato se hizo en la fracción U2 en presen 

cia ( -•- ) o ausencia (-o- ) de lisofosfatidilcolina 
(LPC). 
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6. Rendimiento en VMP obtenidas de un segundo reparto de 

fases. 

Se evaluó la cantidad de proteína total recuperada en la 
fracción purificada de VMP obtenida de un segundo reparto en dos 
fases. En la Tabla VIII se muestran los datos de un experimento 
típico realizado para obtener la suficiente proteína membranal en 
la fracción U2 para poder medir la actividad enzimática y detectar 
con anticuerpos específicos a la ATPasa de MP. 

Tabla VIII. Recuperación ·de proteína membranal en la fase U2. 

Embriones• 

Fracción H-N 

Fracción H-N 
para partición 

Fracción Ua 

,. 
cantic:iad. (mgl Recupeiadón 

·; ··'-· 

.5200 ± 

270 

*valores obtenidos de 5 dife~en~~~¡ e~~~~&~Js :in~rilbra,nales. 
**Rendimiento de la fracción U2" cibtei~icl.J'ai c6ri.sfderar 220 mg 

proteína de la fracción H~:~<¿;:~iri6:~:~'6'~:<·%:t;.. · .·-
•peso húmedo de 200 embriones ~mbel::>ici~~ i hora. 
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A partir· de 200 embriones embebidos una hora fue posible 

obtener la• pr~teína :necesaria de homogenado sin núcleos para 

cargar dos niezci,as de '!f'a.sés con 110 mg de proteína cada uno (220 

mg totales); l~s}i:J.98\ f~¡~~i~n~s U2 que se obt~vieron al seguir .el 

procedimierito .. ?éi~· i,el?arEo. 'en dos fases . y~ descrito fueron 

mezcladas .. ,Lai~p;;t~ína\tOtar: recup~rada en esta fr~cc::ión ftie de 

o.31 mg, ·que'cb"±:i:~s~bnd~'ai' 0:14 % de la ~r6teil1a total (H-N), con 

la que se inició·la purificación de VMP. 

7. Comparación de los componentes que hidrolizan ATP en las 

fracciones microsomal y U2. 

Para evaluar la pureza de las VMP obtenidas en U2 por la 

técnica de partición en dos fases se utilizó como criterio de 

pureza la inhibición de la hidrólisis de ATPpor vanadato, el cual 

es un inhibidor específico de la ATPasa de H• de MP (Tabla IX) . 

Aún cuando se encontró un porcentaje alto' .. de.la .inhibición de la 

hidrólisis de ATP por vanadato, < .tad~vÍ.a .. •,existe · ácti vi dad 

insensible a este inhibidor. Para. bÓ~iJc~~ t~bti~J:'. ci'' c{;;ales enzimas 

eran responsables de la liberac.ión de' :;st:i:l . fosfato en el medio de 

reacción y además examinar las difereriCias entre la hidrólisis de 

ATP en la fracción microsomal y ~n' i~ '·•f~~·;;~iÓn U2 se incluyeron en 

el medio de reacción loé irihibidor~s específicos de varias enzimas 

que hidrolizan ATP (ver Tabla .III en Materiales y Métodos); los 

resultados obtenidos se muestran en la Tabla IX. 
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Tabla IX. Componentes de la actividad de hidrólisis de ATP 

de las fraccioné$ :,micrósonial y U2 .de embriones 

embebidos 1 hora. · 
, ...... ::·:' 

.ACTIVIDAD :~·· 'HIDROLISIS ·.DE' ATP 
1lll1C)l ;pi 'tng - l h - l ( :Í:llliibicÍórÍ en % ) 

TOTAL 

* Sensible a Na
3
V0

4 

(ATPa s a de MP) 

Sensible a KN0
3 

(ATPasa de Tonoplasto) 

Sensible a NaN
3 

(ATPana Mitocondrial) 

747 ± 

580 ± 62.3 (22.1) o 

(O) 

.;,' 

60.5 (79.4) 

± 13.2 (O) 

± 52.4 (18) 

* La actividad sensible al ·iIÍ~{J{~c;;~:i~i; g'b~{ívo coro; la. diferencia 

entre la actividad total. ae'.'I1id:~.g1:1~i'i3\"•{f~ .Íi.'.ri;('y :1á: actividad 
residual o insensible al inhihidci~'; ' . . . . 

hidrólisis de iATP ·de• la fracción 

microsomal fue 2 .1 veces mayor a ·la enc~ntr~da ~I1 ja: fracción U2. 

sin embargo, sólo el 2 8 . 2 % correspondió,. a ).~ ÁTPa~~ de MP en la 

La actividad total de 

fracción microsomal, mientras que el 79.4 ·% d.~· ·1a, áct:i.vidad total 

de la fracción U2 fue de ATPasa de MP .. li,ª~ .~.~\h~cer~notar que los 

valores absolutos de actividad específica_>sensiblé''a vanadato en 

estas dos fracciones membranales nci' ';'~6I1}. ~ignificativamente 
distintos (747 y 785 11mol Pi mg-1 h- 1

), ~6 ~:Uai s\lgiére que hay la 

misma cantidad de enzima en ambas fracciones. Además, en la 

fracción microsomal se detectó actividad de las ATPasas de 
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mitocondria y tonoplasto, contribuyendo con 54.9 y 22.1 %, 

respectivamente. Con el procedimiento. de purificación de VMP se 

logró disminuir la contribución· de: la ATPasa mitocondrial al 18 % 

y perder por cci~pleto ia acti vi.dad . de la ATPasa de tonoplasto. 

Estos resultados confirmaron que siguiendo el procedimiento 

optimizado de partición en dos fases, se lograba obtener una 

preparación de pureza aceptable de las VMP, en donde la actividad 

predominante es la de la ATPasa de MP. 

8. Influencia de la concentración de polímeros en el 

enriquecimiento de VMP de embriones secos de Maíz. 

Después de haber establecido las condiciones para purificar 

VMP por el método de separación de fases, utilizando para ello 

embriones embebidos una hora, se procedió a purificar las VMP de 

les embriones embebidos por diferentes tiempos (con las 

concentraciones de polímeros de 6. 7 %) ; el porcentaje de 

inhibición de la hidrólisis de ATP por vanadato en dichas 

vesículas sólo fue bueno para los embriones embebidos, no así para 

los del tiempo cero, en los cuales la inhibición.no fue mayor del 

39 % , medido en presencia o ausencia de · l'isofosfatidilcolina 

(Tabla IX) . De tal manera que se pr~C:E!d:i.ó'. a determinar la 

concentración óptima de polímeros en la mezcla ··de fases, para 

purificar las VMP de los embriones sin embeber. (Tabla X) . 
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Tabla IX 

Concentración-de 

PEG y DEX 

(%) 

6.5 

6.7 

6.8 

Efecto de la concentración .de polímeros en la 

purificación de VMP de embriones de maíz no 

embebidos. Se partió de 110'~~ d~ p;oteÍ.na de la 

fracción de H-N (d) y se obtti_',_,:(, ha·.:f:;;:accióil' U~ de 
un sistema de fases que t·~~í~f ¡((!)_,;~g!~:it' ; ; ' · 

. '' .. '. >·;.}'.\:_}~:f~f;::~>\~,~~;:)~;·~··i'./\> _ f"; 

Inhibic:ón •-.~;~.t~?~~~:f~~~IT~t'.~it~~%t·~~;~r 
Sin LPC - ·<,·. . . ; ~· .. ·:-::: :Con":.:.-LPc;'', 

'" . ·' : ~;.'.; •. '·-· .::-:¡·1 .:.;e',. 

66;1 \:t .. ,;3; 2:;:: · · · 
::.·· ·. 

58.5 ± 4.5 
. 3LO.± ·5.2· 39.1 ± 3.8 

··' ·, 

77.7 .:!: . 2 . .7 00:0 ± 4.2 

* , •.·¡e; .. i· ' 

Lisofosfatidilcolina · 100 µM en el medio de reacción de 

hidrólisis de ATP. 

Los datos · corresponden a la media de 2 diferentes fracciones 

membranales y determinadas por triplicado cada una. 

Se encontró que a 6. 5 % de concentracióni de >1Cii:i :polÍ.meros, 

había una purificación de membranas plasmáticas :·.de ·alrededor del 

60 % , mayor a la que se obtenía a 6. 7 % de los pblÍmeiJ;-69. Pero fue 

a PEG 6. 8 % y DEX 6. 8 % cuando se logr6?"obt~·~;;r. la mayor 

purificación: 77.7 %, en ausencia de lisofosfatidilcolina, y de 88 

% en presencia del detergente. Así que·· para ptlrÚicar VMP de 

embriones secos se utilizó 6. 8 % de cada uno de los polímeros en 

la mezcla de fases. 
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9. comparación de la purificación de VMP de embriones no 

embebidos y embebidos por la actividad de hidrólisis de 

ATP sensible a Na3V04, 

Las diferencias en la purificación de VMP de embriones no 

embebidos y embebidos fue notoria cuando se usó 6.7 % de PEG y 6.7 

% de DEX (Tabla XI), ya que hubo un escaso enriquecimiento en VMP 

de los embriones secos a esta concentración de polímeros (Tablas 

IX y XI), contrastando con el alto enriquecimiento en VMP de 

embriones embebidos una hora, el cual correspondió a 70.6 % medido 

sin LPC y de aproximadamente 87 % con LPC en el medio de reacción 

(Tabla XI) . Sin embargo, a una concentración ·de 6. 8 % de los 

polímeros, la diferencia en la purificación. entre los embriones 

secos y embebidos fue menor, ya que se· obtuvo una pureza de 78 a 

88 % de las membranas plasmáticas de los embriones secos medida 

sin y con LPC respectivamente, mientras que para los embriones 

embebidos fue de aproximadamente 68 %. A pesar de que a 6.8 % de 

los polímeros fue menor la diferencia en la purificación de las 

VMP entre los embriones secos y embebidos, se utilizó sólo esta 

concentración para los embriones secos· y 6. 7 % de PEG y 6. 7 % de 

DEX para obtener las VMP de los embriones embebidos para utilizar 

las fracciones membranales más enriquecidas en VMP. 
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Tabla XI. Comparación de la purificación de VMP de embriones 

secos (tiempo cero) y de. embriones embebidos (1 

hora) . Se partió de 110. mg~.de la fracción H-N (d) y 

se obtuvo la fraccióniu2'Ú:on una mezcla de fases 

que contuvo 5 mM .de';I<C::t~··_'/.~;k 

Concentración de 
PEG y DEX. (%) 

6.7 

6.8 

. 31.0 ± 5.2 

77.7 ± 2.7 

39.1 ± 3.8 . 

88.0 ± 4.2 

10.6 ± s.i ·~6.8 ± 4.3 

67.5 ± 3.2 67.9 ± 4.0 

10, Comparación de la purificación de VMP de embriones secos 

y embebidos por microscopia electrónica, 

Las micrografías electrónicas de las muestras de fracciones 

crudas y purificadas de MP de embriones embebidos O y 1 horas y 

obtenidas en paralelo, revelaron la siguiente información: 

a) Las fracciones de microsomas tanto de los tiempos de O y 1 

hora de imbibición mostraron una gran heterogeneidad en 

cuanto al tipo y .tamafio de las vesículas. 

b) Esas mismas muestras·· después de · ser purificadas 

(fracciones U2) fueron muy'.- hol!lÓgéneas, presentando 

vesículas pequeñas con la ,mo;fólódíá 't.ípica de las VMP. 
·-, ·,.·. '". ·: .,_ ·. ' . 

c) Lo anterior concuerda con. e1ih~~ho;d~: .• ~~l1as. fracciones 

u2 de o y 1 hora de . .i~ibfci6h\ hayan · presentado 

actividades de hidrólisis de ATP m~y ~·~m~já~tes. 
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d) La presencia de fragmentos de membrana plasmática que no 

formaban vesículas fue muy evidente tanto en las muestras 

de O corno en la de 1 hora de imbibición. Es probable que 

estos fragmentos sean de MP pues en las fracciones 

membranales crudas (rnicrosomas) no se encuentran y si en 

las membranas purificadas, (Uz) • , 

el En resumen, no se ~~~.~ry~ro~ grandes diferencias entre los 
tiempos o y 1 hÓiá'.,''ciii(~\'fubihi~i'6~: ~~r6 si entre las 

fracciones crudas f lEÚí:·p\u:ific~d~s .,,' 
. . . .. " . ' . ~ . . ._ .. 
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Fig. 15 Fotografías al microscopio electrónico de diferentes 
fracciones membranales de embriones de maíz. A 
Fracción microsomal de embriones secos, B Fracción 
microsomal de embriones embebidos lh, e Fracción U2 
de embriones secos y D Fracción U2 de embriones 
embebidos lh. Las flechas indican los fragmentos de 
membrana abiertos. 

74 



11. Patrón de actividad de la ATPasa de MP en VMP 

purificadas de embriones embebidos por diferentes 

tiempos. 

11. l. Purificación de VMP de embriones embebidos por 

diferentes tiempos. 

Con el propósito de obtener el perfil de actividad de la 

ATPasa de MP de embriones de maíz en germinación, se procedió a 

purificar las vesículas .de membrana plasmática de O, 1, 2, 4, 5. 5 

y 7 horas de imbibición de . los embriones. La obtención de estas 

vesículas se realizó en un solo· día, para homogeneizar la edad de 

las vesículas y además ,reducir las posibles variaciones en el 

perfil de actividad o prot'eína causadas Pºlf alma7enamiento y no a 

la variación natural que· pueda existir. entre,. úno'(y otro tiempo de 

imbibición de· los embriones. En la ta.bia'.. XII e: se muestran los 

resultados de la purificación de las m.enili~a~~s 
~.'·<< . '(:"":¡(;· 

,1._· - .. , .. _.:;'« <<l./ 

Tabla XII. ,Actividad de hid*óJ.;I.~\~f)~~· ATP* de 
purificadas por.> ~eparacióri •·en dos 

embriones eÍnbebido~ ~d.{~,~~~~~;.~~ tiempos. 

las 

fases 

VMP 

de 

Concentración de 
PEG y DEX (%) 

· ... Inhibición por 

6 8 

6 7 

6 7 

6 7 

6 7 

6 7 

o 
1 

2 

7 

·943f s·'.. :. ' 
i24';i:3 ... 

ns:.7 
·708 8 

459;3 

.4_84 5 

Na VO (%) 
. ·3 4 

76 7 

78 1 

E!O 8 

50 

67 5 

Los valores representan la ·media> de las aétividades de 2 

fracciones membranales distinta.a 'pa.ra cada tiempo y · d~te~riiinadas 
por triplicado en cada una. 

*La reacción de hidrólisis de ATP se llevó a cabo en presencia de 

lisofosfatidilcolina 100 µM 
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) 

) 

Se obtuvo u!la purez17 _de 67. 5 a 81 % en VMP de los embriones 

con excepción de las \TMP obfenidas de embriones embebidos 4 horas, 
posiblemente debidd ;ci .un : er~o~ técnico. Por otra parte, ' la 

activi~~d t~~a1 de,hi,~i/ó,~.f-~f~J~.~-~'r-tn~~~~ó e_nt,~~/·0~?: ,; ~24o- 11~01 
Pi mg h , dependiendC) .:;: der> ti~mpo . _de' imbibidión . de los 

:::~~:::~ M:Por P::~l:o· ~sat~~ fü~f t~~~lti_.,_.i;erm·~~Psk0,1s~u.:_1d::e-t~l:~:ctti~~=dded;e ~: 
ATPasa de a difei~rif~e!'< . i~ibición los 

embriones. 
:_::1·· 

11. 2. Patrón de la actividad de la ATPasa de MP. 

Los resultados obtenidos se muestran en la Fig. 16. En el 

tiempo cero, cuando los embriones aún no habían sido embebidos, se 

encontró actividad de ATPasa de H+; es decir, la enzima está 

presente y es capaz, en las condiciones de ensayo, de hidrolizar 

ATP. Después de una hora, se presentó el máximo de actividad de 

ATPasa y después de este tiempo decreció, llegando a valores aún 

menores que la actividad encontrada al tiempo cero. El que se 

encuentre a la enzima en los embriones secos y con la capacidad de 

llevar a cabo una actividad más alta que la encontrada a 4, 5.5 y 

7 horas, podría indicar que esta enzima juega .un_pa:pel importante 

al inicio de la reactivación del metabolismo de las células 

embrionarias. 
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Fig.16. Perfil de actividad específica de la ATPasa de membrana 
plasmática de embriones de maíz. 200 embriones de maíz 

se pusieron a embeber por los tiempos indicados al cabo 

de los cuales se homogenizaron en N2 líquido. Las VMP 

se purificaron por la técnica de partición de fases y en las 

fracciones U2 respectivas se midió la hidrólisis de ATP. 
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12. Inmunodetección de la ATPasa de MP con el anticuerpo 

contra la porción central de la ATPasa de MP de 

Arabidopsis thaliana. 

Con el propósito de comparar el patrón de la actividad 

enzimática con el de la proteína específica se procedió a 

detectar a la enzima usando anticuerpos. En trabajos anteriores 

(Sánchez, 1993 . y García, 1993) se había .. utilizado .un anticuerpo 

que recono'ce·' ·~·~·· 'ko~~.ió~ · central de ···••la ATPasa de MP de A. 

thaliana ,·. el cual fue generosam1:mte prop~rcicÍnado 1'?.r: ~l Dr. Ramón 

¡;~~~:t~~~~f !t~~~l:~~~~~:~~~1~11~1:~?~~::,f: 
17. Fue necesario exponer el papel de'. riftrÓc~'f~losa un tiempo 

' :. ': :;»"'¡-"<-.~:~'>',-<·1-_-~,:, •'. .-.: :· > 

largo con la solución de revelado (aproximadamente 2 h), para 

poder visualizar las bandas de proteína' CJ.ii~i:··~~~6cionaron con el 

anticuerpo, obteniéndose un fo~do muy altb .~<'~o~ · otra parte, se 

sabe que la ATPasa de MP es un polipéptfob d~·, 100 kDa de peso 

molecular y lo que se obtuvo a todos · 1os':Hempá's de imbibición de 
~ . ,__ ,., __ ,. __ , __ .. - - -_. - - - -

los embriones fueron de 4 a 6 baridasde'reacción con el anticuerpo 

que oscilaban entre los 40 y as k~~·: d~· P~SI~· níolec~lar. Por ello se 

tuvieron que utilizar .. concentrad.enes •:á1i:as{']:ie · • inhibidores de 

proteasas en las. muestia~·.·: ~~.-'.~l~~.~~~~i*e~:t.~\· que además se 
precipitaron con acetBha'.; inmediatam~nte<despues de haber sido 

;::::~~;:ic~ve~}~~~;i~~l~;~jfüe:~:t~~firi>~:t:~t:~~i::, ~:e;:;!:!::: 
luego para .. ei.¡ .... coZ:riínierit6 . Eiiecl:io:E6iét:i.~o ... en geles de 

poliacrilá~ida. stis; A.ún así, .1as .. bandas 'd7 proteína reveladas 

usando este :1.ini:icuerí;ío no. disminuyeron; J?O'siblemente lo que 

sucedió• · f~e la · i-eacción inespecífica del /a~t{ci~erpo con otras 

proteín~~¡~•8i?8i ··h' e~posicion prolongada a. ,éstos y la poca 

eficiencia y~ c;pii:; la dÜución ~mpleada d~ €~1::~{'.f{ie baja (1:300), 

ya que a concientraciónes menores ·.·del. a~t.i~.~'iipb/ .•fue difícil 

detectar alguna banda en la inmunoréplica. De manera que se 

procedió a obtener un anticuerpo con mayor especificidad para la 
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ATPasa de MP. 

107 
85 ' 
75 
SS 

2 3 4 

E~H TESIS 
S~l\tt OE \J. 

5 

H~ l)f.t~E 
ollíi.;~i(Cl 

7 

Fig. 1 7. Inmunoréplica usando un anticuerpo anti-ATPoea de MP de 

A. thaliana diluido 1:300 en TBS y fracciones microsomales 

de embriones embebidos diferentes tiempos. Se añadieron 30 

µg de proteína por pozo. 1) estándares de peso molecular, 

2) O horas, 3) 1 hora, 4) 2 horas, 5) 4 horas, 6) s.s horas 

y 7) 7 horas de imbibición de los embriones. 
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13. Obtención del anticuerpo específico para la ATPasa de MP 

de plantas. 

En la literatura se encuentran reportadas las secuencias de 

aminoácidos de las ATPasas de Licopersicon esculentum (Ewing et 

al, 1990) , Arabidopsis thaliana (Harper et al, 1989; Pardo y 

Serrano, 1989) y Nicotiana plumbaginifolia (Boutry et al, 1989; 

Pérez et al, 19.92) deducidas de sus genes respec_tivos. A partir de 
·-.- .. · .. -

estas secuencias se buscó una sécuencia- común, ··que estuviera 

conservada y '"'fd~ra ant igénica, para hacer · un a'n.t icuerpo que 

reaccionara específicamente contra la •.. ATP~~~. ;)En\ la. Fig .•• ···18B · se 

indican las .tres, regiones que resultaro~ ser'l'áÍ3'fmás <antigériicas 

~~=~·~~:~s~::;.:2~i~~~::~~i~~~l1~11tl!~=t==~ 
correspondiente ( Fig. 18A) .·• ~·-·· .. ·· s~,; inyect°: \: E!I1~'.-c°:nt:J os '''para·.·· obtener 
los anticuerpos poÜclonales especít:i'.~ci~:'(k~te~i~i~sy Métodos). 

A 

ARAS 1DOPS1 S 
LICOPERSICON 
NICOTIANA 
PÉPTIDO 
ANTIGÉNICO 

48 61 

PNKLEEKKESKLLK 
YNKLEEKKESKFLK 
YNKLEEKKDSKLLK 

YNKLEEKKESKLLK 

B 

Fig. 18. Secuencias conservadas y antigénicas de las ATPasas 

de membrana plasmática de plantas. A. Secuencias 

conservadas en la región 1 de la ATPasa de MP de 3 

especies de plantas y el péptido antigénico diseñado 

a partir de éstas. B. Modelo transmembranal de la 

ATPasa de MP mostrando las tres regiones más 

antigénicas. 
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14, Caracterización del anticuerpo obtenido contra la región 

amino terminal de la ATPasa, 

Una vez obtenido el anticuerpo contra la región amino 

terminal de la ATPasa de MP se procedió a caracterizar su reacción 

en inmunoréplicas tipo Western de diferentes fracciones 

membranales de embriones. En la Fig. 19 se observa que hay una 

sola banda de reacción con el anticuerpo tanto en fracciones 

crudas (homogenado y microsomas) .como en la fracción U2, donde 

además hubo una mayor reacción, t~l' y como se esperaba, ya que 

esta fracción membranal está enriql.Íecida en vesículas de MP y por 
,.:,' 

lo tanto de su ATPasa. Algunas ba11.das menores que aparecen en la 

réplica solo aparecen a tiempoS-'' largos de exposición a la 

fosfatasa alcalina. Además,·;· e1··anticuerpo reaccionó con una sola 

banda en una preparación de:-·::vesÍculas de membrana plasmática de 

betabel (control positivo) :Y''no hubo reacción usando una fracción 

semipurificada de la ATP~~~ de·· H+ de Kluveromyces lactis (control 

negativo) proporcionad~ .. ,;mal:>iemente por el Dr. Juan Pablo Pardo 

(Fac.de Medicina, UNAM). Ya que el anticuerpo mostró ser 

específico para la ATPasa de MP de plantas, fue utilizado para 

detectar a la enzima en las fracciones purificadas en VMP de los 

embriones embebidos por diferentes tiempos. 
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85kCB _., 

Fi9· 19. Inmunor•plica tipo We•tern de diferente• fraccione• 
membranales utilizando el anticuerpo anti-región NH

2 

_ terminal de la ATPasa de MP de plantas. Se emplearon 

3 O µg 'de· ·proteina> por . carril. l) Homogenado 2) 

Microsom~s: . 3) ' u2 4l vesiculas de betabel sl 

vesículas -de ·1evadura .. 
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15, Inmunodetección en réplica en Western de la ATPasa de MP 

en las VMP de embriones embebidos por diferentes 

tiempos. 

Se realizó la electroforesis en geles de poliacrilamida SDS 

de las VMP de los embriones embebidos por diferentes tiempos y la 

inmunoréplica tipo Western del gel de estas mismas muestras (Fig. 

20 B) , detectándose a la ATPasa ':.en: estas preparaciones con el 

anticuerpo contrél:. la· región ~:i te:¡:-m~~fll de la enzima. En el gel 

teñido por Coomassie:; (Fi~'. .. ::,2,0,A:) :s~{.puede apreciar un gran número 

;::~:~;1:c?~~:~~~:f t~~~~iiWt:{::::::~!::~:~ ,:: 
tiempos de imbibición· .. ·del .e~f{6rif\:á~~graciadamente esta banda 

tenía una forma irregular·~~ ladi~f~lb~~ión,· a pesar de que en el 

gel (Fig. 20 A) se observó \iila' 'd.i~~fibución homogénea de las 

prot.eínas (bandas bien definida~):; .E~ pbsible que dada su escasez 

en la membrana, la ATPasa no se transfiera uniformemente dando 

bandas de forma irregular. 
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Fig. 20. A. Gel de poliacrilamida-SDS teñido con azul de 

Coomasie, en el cual se corrieron VMP de embriones 

embebidos por diferentes tiempos, se cargaron · 25 µg 

de proteína por carril. 1) cero horai;i, 2l .l ~ora, 3) 

2 .~oras, .• ··.·4)5 .• 5 hc:iras .•. · .• s),,;~<'hºI"ª~·;·.deé;inibibición de 

~~;~~~~~~~:~~~~j~~~~i f~~~t:~f~~;::,~:~~: 
de imbibición de los embriones 
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16. Detección y cuantificación de la ATPasa de MP en las VMP 

de embriones embebidos por diferentes tiempos. 

Para la detección y cuantificación de la ATPasa de MP en las 

VMP de los embriones que fueron embebidos por diferentes tiempos, 

se adsorbieron las vesículas directamente en el papel de 

nitrocelulosa, según se detalló en Materiales y Métodos. Lo 

anterior se justific6 por dos ·· razones: la primera, porque la 

distribución de li!i proteiriél m~mb:Í:anal.en una ranura ("slot blot") 
es mejor a ia·:;;qÜ~ Éie tiene'~"de' una réplica del gel (De Lisle, 

1991), y .1() 1~t~:i:Í.gr fél~iJ:Tfl:',hacer ·· 1a. densitometría de esta 

banda; la sE!gundél l::az;9ri~\ftie''.í;>:orque al haber obtenido una sola 

banda de reac~ión con;:·:,eí anticuerpo contra la ATPaaa en la 

inmunoréplica dé las VMP d~ l~s embriones embebidos por diferentes 

tiempos (Fig: 21B) '· el color que se obtendría en la ramira> sería 
debido solamente a es fa banda. '/<. {--· 

Los resultados de la inmunoréplica en ranur~s ·{11 slót·: bl.otÍ•) 

de las VMP de los embriones embebidos por diferent~·~ ':tieml?os se 

muestran en la Fig. 21 A, en donde se observa que si·~~ :i6~rÓ .·.una 
. ' .·.::,.:, .... ;\ -'".: .. : . 

distribución pareja de la proteína en la ranura. Se cúantificó la 

intensidad y grosor de cada banda por densitom~t~ía y los 

resultados de este análisis se encuentran en el pa'ri'e1:· B de la 

misma figura. Los picos obtenidos de cada banda se • ut.Úizaron para 

determinar la concentración relativa de ATPasa a cada uno de los 

tiempos de imbibit:ión de los embriones (ver Materiales y Métodos) . 
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Fig. 21. Inmunodetección de la ATPaaa de MP a diferentes 

tiempos de imbibición de los embriones. A. Western 
en ranura ("slot blot") de las fracciones de 

embriones con O, 1, 2, 4, 5.5 y 7 horas de 

imbibición. Se aplicaron 25 µg de proteína en cada 

ranura. B. Perfil densitométrico de las proteínas 

detectadas con el anticuerpo específico de la 

inmunoréplica en ranura mostrada en A. 
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17. Perfil de la ATPasa de MP a los diferentes tiempos de 

imbibición del embrión. 

La reactividad al anticuerpo o la concentración relativa de 

ATPasa a cada uno de los tiempos de imbibición de los embriones se 

encuentra graficada en la Fig, · 22. Se detectó a la ATPasa en los 

embriones secos o sin embeber .. A .. la primera hora de haber sido 

embebidos no se observó un aumentc::>,Csignificativo de la enzima, 

pero a las 2 horas de imbibici_ón s~-~bserVÓ un máximo de proteína, 

siendo ésta 3 veces mayor a_ la. :di3tecitada en el tiempo cero. Lo 

anterior sugiere una síntes_is dehncw·o ·de la enzima; la población 

de enzimas que se detectó a las 2 horas representaría entonces la 

mezcla de la proteína .exist_ente ·y la sintetizada de novo. A las 4 

horas de imbibición de los embriones, la proteína disminuyó a 

valores similares a los del tiempo cero y se_ mantuvo esta cantidad 

de proteína hasta las 7 horas de imbibición del embrión. Es claro 

que a las 4 horas ya pudo haber una degradación de las diferentes 

poblaciones de la enzima, en donde posiblemente ya haya poca o 

nada de la que existía en el embrión sin embeber. Esto asumiendo 

que lo que hay de ATPasa puede ser reconocido por el anticuerpo y 

que este solo reconoce a la ATPasa. 

87 



-en 
Cll ·;:: 
~ .... :o ..... 
Cll 
en 
Q) 

"O 
Cll 

"O ·e: 
:;¡ .._.. 

o 
a. 
o:: w 
::::> 
o 
¡:: 
z 
<( 
_¡ 
<( 

Cl 
e§ 
> 
1-
(.) 
<( 
w 
o:: 

40 

35 

30 

25 

20 

15 

10 

1-. ~ 
5 

o 
o 2 4 6 8 

TIEMPO DE IMBIBICION (horas) 

Fig. 22. Perfil de detección de la ATPasa de la membrana 
plasmática con anticuerpos en embriones embebi­
dos a diferentes tiempos. Las fracciones membra­
nales (U2) utilizadas fueron las mismas de los 

experimentos de la Fig. 15, solo que para este 
experimento las membranas fueron precipitadas 
con acetona inmediatamente después de ser 
obtenidas. 
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18. Cinética de aparición de la ATPasa de MP en vesículas 

purificadas de embriones de Maíz en germinación. 

Para tener una imagen más completa de la cinética de 

aparición de la enzima en la germinación de embriones de maíz, se 

combinaron las gráficas de la ATPasa de MP detectada con 

anticuerpos (Fig. 22) y por actividad (Fig. 16) en una misma 

gráfica (Fig. 23). Se observó que aunque ambos perfiles eran de 

forma similar presentaban algunas diferencias, como son: a) el 

pico máximo de actividad se presentó una hora antes que el de 

proteína y b) la magnitud de la actividad no corresponde a la 

magnitud de los · ni veles de proteína en las primeras horas de 

imbibición de los embriones. Esta discordancia se mostró 

consistente en 6 preparaciones diferentes. 

En el recuadro de la Fig .. 23 se encuentra la relación de la 
. . -··:.·: .. ·.-, .. ·.:· ·. ·. ·:.-. ··:· . .... _;~_:·>'.:L·'.:>,\':·.··._ - . -

actividad especifica· de la ATP~·ªª :[decr fl"· ~e la membrana plasmática 

y la reac~i~icl.~~ ·~1 ~~t.ic11~;i?~:~~~~i~~f~i-~;~·~iempos de imbibición 
de los embriones: ·:•:Esta •::::'gráfica·c::et;.mue'stra,···.-.claramente como la 

. . ... .. - ' '· ... -: ·:_ ::---·. '•:';:--::;-_:.'/>~'i,\f-7,~.--;-:.::1{;<-.. ;~t.',:~ii':.\{·'1.f.:<·.·~qí"·:., · __ ·_-_ 

actividad específica de la<enzima)\esfll\uy):alta en. la primera hora y 
. . - .-- -': .·,·· -... ;~,'.'. ·.: i>'' :.~";'\:'·:::".;,'(:.:¡,;"¡1'.:_::,''>'~·¡;t:~11-1:.-J;;-\'..;, ·, ",· :-:. 

que la población de·la enz1111a·que'se:enqU:entra a las dos horas de 

:::;:::::::=IEi::::::?l~'~!~1~~~::.:::ic:::vi:: •; 
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Fig. 23. Perfil de aparición de la ATPasa de la membrana 
plasmática de embriones de maíz, detectada con 
anticuerpos específicos y por actividad. 
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B. O 1 S C U S 1 O N 

Selección del periodo de la germinación relevante para 

estudiar la cinética de aparición de la ATPasa de H+ de la 
membrana plasmática. 

En este trabajo se utilizaron los embriones aislados de 

maíz, como un sistema más simple que la semilla entera, lo cual 

permite disectar los fenómenos circunscritos a los tejidos que 

conforman al escutelo y al. eje embrionario, que son las 

estructuras alrededor de las· cuales va ·a::reaiizarse el cambio en 

el metabolismo de la semilla dux-"tlÍi~At~. '; ~1.< .. ~osto de esta 

simplificación radica en que en los .estU:d.iCI~. ef los embriones 
aislados no se pueden considerar. 'la~ irit~i'a6'bi6Ües del resto de 

la semilla con el embrión, las. d~~f;~.i:W~~~~~~~'.ff.~~~n; también una 
parte importante en el inicio de l~ ge:r:minaci~n ;; , · 

' "'.; \ ·~·<"·" / ·. 

Las 

de maíz, girasol>',•:y;c;~soy~:: (J?úritar\llo et al, J.987; Ehrenshaft y 
Brambl, J.99D;Ít~J6':f'.J'.'~f'•~{}~:{9glÍ,·~· • ... · •; ,·· 

.··;'.'':--''{-E.'.:"·· :.}. ..• ,·.--« ·:'/ ', ·¡~:; 
-.··~-~~::.'_ .. /-~\/.'.~-~ ~? r;::-::·· . . , :·>,·~ 

·--~,:.-:. ~ •. ,.,- .. -., .. _ ~·.\Y.~\· .. 

La hid~a):f,~·~·~.~~~~1;~,~~~t~i:.~~/:.~~.}.~.~.e; .~ es u~ fenómeno físico 
que puede .. ocurrir:'au.n;~en:;sem:dlas;-n()••viables(C~ing,·· J.978; Bewley 

¡~¡~~~,~~llllfillif lf j{ii~Il~~~~;~ 
ven involucradas: todas las enzimas de la glucólisis, del ciclo 
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de Krebs, de la cadena 

fosforilaci6n Oxidativa 
CiE! t:r:anspc:irtt:¡ de electrones y de la 
(Ching; .J.979( P~ntáruio< et' al, 1987; 

Attucci et 

que 

es muy 

comienza cuando 
"\r :, las 

pared celular, sínte,sis· de.•proteína·s;/c:n:·ganelos, DNA y RNA. Es en 

::::ar~:·:, ~:~i6:c;::~~1itf ~iif~~~::.• ,;;:~bolicos que 
oxíge~~ª::

0 

~=;.t:~:,~¿~i~/J'.~~~~~k~~~~~~~§J.7;;S:;:::r:~i~::su;: ~: 
curva de germin:aci6n;·'"'.se;•·:·l:i~zoTévidentt:¡.3que\e11,,.·.las primeras 10 

::::ce~te 1:o!o1~If ~.t .. · .•.. ·.·,.:'·:·.·.·.·.· ... ~ ........ ~ ... ·•· .. ··;··.···~··· .. :.··~···.··:•'····:·.º·:····'·~.:.· ... ·.·,~.··:·,·.:··.n··.:·'·,.·.:.·.~.·.· .. º.::·:······.··::· .. •.·.·.·.':, .. ····:c.·.~~ ... ·.:'··.~ .. ···: .. ;··:,:·i?·.· .. ·::·,~ .. :·.:··:··.·.·.· •.• ~ •.. ·.r··:··· .. r.· •..•. ·.· ........ ·.·,;:··· .. ·.·.·:·~ ..•• ;~,:::~.·:··;:·p~··· ..• ' ... ··.:e:': .• '..· ..• ::.·'.. . "~&t~~t:f ~~1i~i:t§hm6eit6~0~~s~: 
radícula. >· <:'· {v · , . · ··¡!~·'11~}:/~~[i~~~~.i~E;:.J~~~ ... 

de ,~:b::~: d:•fü!~.li4'~dt'i~:¡;!~if it~~~t~~~r!Z!:r~: 
:;;:~~:~i::· l:ªM::eª~t~~~~~:~~~~~it}~~~~;f~l~i~ft!{~r~·i:n~~:~::. ·

1

; 
si éstos cambiaban ·Éln'}:el;\'.t~anscurso·~,'.de1;:I~: imbibición. En el 

estudio de la acti~id~d;fáft:~·&6~cJ:fii'1;[~Jn'.~:1~}geiimúaci6n se han 

elegido también tiempos- d~-:·'I:irib:!S:i.&:i.é>ii /~~tr~ () y 10 horas en 

embriones y ejes embriori~r'.fo~'}'de ma1.;z¡ pepfoc:>;' girasol y frijol. 

Las actividades mitocoridrial~s q1.le se han medicio'. e¡on el consumo 

total de oxígeno, la moviliz;,,_ci6ri de lípido~' y'léi''.h~dr61isis de 

ATP sensible a oligom~cina. Además, han sido identificados 

algunos componentes enzimáticos que- contribuye;n<a ·, árgÍil'.la de estas 

actividades respiratorias como son la citoé:rcímo · c 'Oxidasa, la 

ATPasa mitocondrial y la lipoxigenasa (Puntar~lo et al, 1987; 

Ehrenshaft y Brambl, 1990; Attuci et al, 1991i Hill et al, 1992). 
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En el presente.trabajo la actividad· enzimática evaluada fue la de 

la hidrólisis de ATP · sensible a Na~V04, por lo cual la 

especificidad de esta dete~:i.riac:i:cSn ··era crítica. 

Purificación de la fracción de vesículas de membrana 
plasmática. 

En un trabajo previo se había caracterizado a la ATPasa de 

la MP en la germinación de ejes y embriones de maíz, utilizándose 

fracciones microsomales (García, 1993) . La identificación de los 

componentes que hidrolizaban ATP se realizó por medio de 

inhibidores específicos, encontrándose cuatro enzimas presentes 

en esta fracción: la fosfatasa. ácida. y las ATPasas mitocóndrial, 

del tonoplasto y de la membrana plasmática. En·: ~ste trabajo se 

corroboró la heterogeneidad de la ·preparación ._y ya que la 

hidrólisis de ATP. sensible a NaaV04 se estaba usando como 

indicadora de la actividad de la ATPasa de H+ de la . MP, se hizo 

patente que ésta era una suposición que podría llevar ·a 

consideracione.s falsas, pues por ejemplo el NaaV04 puede inhibir 

a la fosfatasa ácida, también p~e.sente . en la preparación 

(Gallagher y Leonard, 1982; Sze, 1985;·,.serrano, 1990). 

Por lo anterior, en este trabajo .:se procedió a obtener una 

preparación homogénea y específica· 'de vesículas de membrana 

plasmática. Además, una prepará.C::ión de mayor pureza permite tener 

la posibilidad de medir . pro~~-$()$ ·.de transporte acoplados a la 

actividad de la enzima.en .la membrana plasmática. 

El método que ~~ ~sc~gió para obtener a las vesículas de la 

membrana plasmática fue el de separaci,ón .en'i~os fases utilizando 

el polietilenglicoi '33SO y el .dextran T:-50o,:j:iU:~ ha sido empleado 

para obtener VMP· ·de semillas, hoj a.s . y r<l.í~es de especies como 
.· .· . '-.' , .. ·,::. 

remolacha, espinaca,.· avena, frijól/mafz'.y'rábano, con resultados 

entre el 90 y el 95% de pureza de -las''VMP (Larsson et al, 1984, 
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1987; Hodges y Mills, 1986; Buckhout, 1989; Linnemeyer et al, 

1990; Palmgren et al, 1990; De Michelis et al~ 1:991;_ Faraday y 

Spanwick, 1992). 

La técnica de separación de las. VMP de · ias otras .vesículas 

se basa en su carga de superficie. y. :apélrent~triente ésta varia 

dependiendo del tejido y de la especie ~n ·~st~d:i.~, :l:-e~omendándose 
determinar las condiciones opÚ~as .·. ¡;iél~á i el . reparto como: 

concentración de los poHmer,os, ·.; d.~1 Kclj:)'\~Íc· ritlmero de las 

subsecuentes particiones.·. que> hay <qLÍe realizas:: \'para obtener la 

mayor purificación de . las,, .;;e"sÍC:ufas ' 11d~.~: ~e~r~na plasmática 

(Hodges et al, 1986; Larsson 1 ét''.'~:~;:.~.'J90?k·:j:,;;, i·z: . 
' .·,· .. · ..• ':<. :'.:.':..-·::+:tf~.--'.:\'.:.-". . 

La mayoría de las 'preparaciones\, de . vesículas de membrana 

plasmática reportadas se han obfe'fii'd61i.::~~üfr6Fde1 intervalo de s. s 
.. ../_·"' ( ,,,~·-·_'.'.~?·'.<•- "> .:·: ;· 

a 7. o % de concentración de l<J~;,•pÓÚ:ineros y ~demás en un trabajo 
. •, ~ ' - ',, ... "' .. -

previo en el laboratorio, lél· :concentración óptima de polímeros 

empleada para obtener VMP de<~ii.f~ek de Echinocloa crusgalli fue 

del 7. o % (Calera, 1992) • Con ?:'estos antecedentes se eligió el 

intervalo de concentraciones de .. los polímeros cercano a 7. o (6. 2 

% a 7.0 %) para obtener las ·VMP de los embriones de maíz. Además 

se han reportado concentraciones de KCl desde 0.3 mM a 40 mM para 

obtener VMP, pero las concentraciones más empleadas son 3, 5 y 6 

mM por lo cual se decidió probar el efecto de 3 y 5 mM de KCl en 

estas preparaciones (Larsson et al, 1984 y 1987; Hodges y Mills, 

1986; Buckhout, 1989; Linnemeyer et al, 1990; J?almgren et al, 

1990; De Michelis et al, 1991; Faraday y Spanwickí .1992; Calera, 

1992) . La concentración óptima de polímeros c6n'. :1'a ~e se obtuvo 

la mayor pureza de las VMJ? (80%) fue de 6.7•%.\lüna C:o~centra~iÓn 
de KCl de 5 mM. . . :·'r <':!,'<•'·' · 

Otras modificaciones que fuero~ e~ito~~~~. ~:~~ii 11 :lá doble 
, , .~ · _,,_. ·::·":'-' . .,::· __ ;~:--_:;'<· r;;::·-<:;:··:<·'\:."\:':is--·:'-:~.·-1 ·-- ·--.-·-

homogenización del tejido y la de adicioriar:;,atlaC'mezclá. de' fases - -, - . . ·- ,.~· " " ~ ... _. .. ·':'"· .. - . 
prácticamente todo el homogeriado .excepto 'ia< fra'cci6n ·•nuclear. 

Esto sugiere que las v~sículas de .la
1 

m~~~a~a plasmática que se 

generan en un homogenizado simple pueden 'ser de tamaños muy 
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distintos y que las vesículas grandes se pierden en las 

centrifugaciones a baja velocidá.d. Cori':La'. dcible homogenización se 

logró una recuperación may9r .·· de' · la ~roteína membranal como 

vesículas muy pequeñas de::tamaño tiíiif():i:llie~ c~mo lo revelaron las 
fotografías . al iniérc:i~cop{b. ~i'~c~ióril¿6ji• ' · 

La est~ndarizac~órt~:~;\;~~~;~i~~i~~~~'.§J~< proteína aplicada al 
sistema de fas~s yla réaiiza"Ció!i''4i:(un segund reparto, llevaron a 

~::;.~:;~~;?ii~~~{~~~t~tf ~~=:~::i: ~~:.:7~:::: 
Palmgren et . al I : ~:.~~ r'¿ oe{ Mi che lis et al I 1991; Faraday y 
Spanwick, 1992). · .,,, 

,·~:~~.: -:;·L 

Se ha reportadc:>f;,qÍ¡e las vesículas de membrana plasmática 

obtenidas por ~st:e':mi§fodo se .obtienen selladas y con el sitio 

catalítico de la é~ziÜiá. hacia· dentro. de la ves.ícula (orientación 

de polaridad ~or~ii~{~\ por lo cual se recomienda el . uso de 
detergentes .•. coÍtio' :::::~\.fr!_t::6h .·· . ~>x:.ioo/: .. lisolecitina o 

lisofosfatidiicoHña'c'para;:qúe···~i ATP sea accesible a la enzima. 
- · · ",'.-~ '.;~·;:':·._r:r·:·;;·f:ii)·' . .:.:::{><>/:,··. <:::;_.,: .~:: __ :;': .',;«:>r::·,·:·:-. _:_., __ , .~:. ,. :;- __ 

El uso deldetergente;,permite d~.tect~r la actividad de la enzima 

1986; .. 
"·-'···.'-',:·.-:,',:. 

Hodges y Mills, 

sobre la 
·la·· 

si tic . cat~.lítico <de la ~enzima/ J:lac:ia tafti.erá~: de 1'.Ta''. vesícula¡·. es 

decir lak\:,~~·ª.~f·~f~~~·:t~€t;~~r.·;~~8€~':~;~:''.~~~.6g~#f ~_:;Jri,~t,~§~~~~y· '.se ha 
reportado: qué· deiperidierido 'd.el~)tej ido' :se·; púederi .<9bterie:t:'f vésículas 

'.. :' ·.-· ¡ ~>--'. :'.;_-;:,:~·-\· ;·~-;t::,- -, '.-,~~!· · .. )-:;:_:'._'.' . .,:_1 :i{/_:'. :>.·~< :_ :_. ·_;::'.:,:.~_L'~'..f,·:,~:-; ,·:'!. ?\r:~_-"..< 1''.t:·; :-,':':~;:'./!<;.:.. .·~~~~',~·~;·; - .·-~·:.-
en una u ·otra polaridad;/ ocomo.:uiia\mezcla! de lás 'idos' polaridades 

(Sze, l98S), y ~~·:'~i ~~J:. ~~m~tida:S a la separación en dos fases, 

la mayoría de las vesículas de la membrana plasmática se obtienen 

al derecho (Larsson, 1984 y 1987; Hodges y Mills, 1986), si bien 
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con ciertas concentraciones de· sales· (KCl) y sometiendo .a las 

vesículas (obtenida,s ,de. u~ '.~rimer re~art~) .• ª repetido~ ci~ibs de 

congelam~~nto · .. ·y ···~~e~?,?.~#ef •. ~~Is1~·?·.;'{i~}./;~~r~:¿?~~· .¿o~f~F~r ·•una 
preparacion de vesiqula,s:aL,•reves:((Pal1J1gr7I1;et.:•·a1'/ il990) .<Tal vez 

~=:r~::::::;:;:~!~íti\if tl~f i~1~~~~j~~~!lf~t·~:;: 
det al

Ll ªadof raa· cnctie' órni'oYrm. ~,;,e'?n.~t}e'.~ ... r.-'.: .. t,~u,dv.~o;'p' ' ourn' ;. •ea;io,; sistem~ ;:~;.:~~it ié:ión de fases 
•%· de pi!i~~~'; ;·m~dida como la 

.;,,, ,• . , ... -~· . - ·' - .. 
inhibición de la (hidrólisis: de ATP sensible' ·al . NaJV04, el 

restante 20% .de •la actividad .de hidrólisis· .. de' ATP insensible al 

inhibidor lo proporcib~ó la ATPasa mitoc~ndria1{'E~ta preparación 

resultó mucho mejor material para realizar. é;:l·: e•stüá_io. propuesto 

que la fracción microsomal original, ya qiie:,~r{/;'está. Ültima se 

encontraban: .ia ATPasa mitocondrial con 3 vece~:rriá~: ~~tividad que 

en la fracción U~, la ATPasa de tonopÚt~to ~ü~'.;;•~h}l~ :i:;:acción U2 

;~ :s::bia P:::::::a: t~:a~r::ª h~=r~iitsf~J~l~~~2é\,~e~:.~~entaba el 

. :'.. !''.'_,, }::J· ;:,:-,:;:; .. ·; ... :. ". 

de lo';.::~~:::º~~::::::~: t~~ii~~~~~f ii~1i~:~::=v:: 
de separación que las de '1bs e!!UJr~oties ebfdos''~"para,.· alcanzar 

las mismas condici.ones de pu?:eza,. :~~;.~ff~.~~~~~~~'.fi~.~i~~.!7~n estos 
datos, cual .o cuales son las causasfqüe;produceri•un'.~eq,uerimiento 

::=~:~::,~:,:1.tr:f :=r:c~~;:~i:~t~iJll~IJ~!!:±~~:; 
al colocar a una semilla en una)soiúéió~J· hay'.üna 'saÜda de 

solutos como K+, aminoácidos y'>a'~i:i_¿~~~~·:~Üt~e ótrÓ~,. que poco 

después disminuye· O sé detieri:~.: ¿kf~;;'f~rié)iÜ~~b ~e presenta en 

cualquier semilla, énibrióri: o::l~'je · ~~· h~yB. sufrido· el. fenómeno 

natural de desecación o hi~ri:•'h~ya·'.,'~ia6· ~~macenad~. en condiciones 

favorables o adversas de ~lriÍ~~·~~~~iedt;~.i Se ha. postulado que uno 

de los factores que produéeríestá'sáiiaa inicial dé solutos en la 

semilla es la desorganiza~ió~ éi~l si~tema membranal de la célula 
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debida al bajo contenido de agua que alcanza la semilla durante 

la desecación (5 a 10 %) y el cual al incrementarse durante la 

germinación organizaría y sellaría . las bicapas lipídicas 

formadoras de los organelos y la envoltura ce.lular pre-existentes 

que fueron originadas en la formación 'de.la semilla en la planta 

madre (Bewley, 1986). 

En semillas de girasol sin ·hidratar se observó que las· 

mitocondrias presentaban una est.ructura trilaminar y que al ser 

embebidas por 3 horas ya·• pres'~ntaban la estructura normal de 

bicapa lipídica (Attuci etal, Ú91); En el presente trabajo, las 

fotografías al microscopio électrónico de las preparaciones de 

VMP tanto de embriones secos como embebidos 1 hora mostraron un 

gran número de fragmentos de membrana. Desgraciadamente no 

hicimos las fotografías de VMP de embriones embebidos por tiempos 

más largos, quizá en ellos se observe una disminución de los 

fragmentos de membrana. Sin embargo, es probable que la membranas 

remanentes de los embriones de semillas secas tengan 

características diferentes en los fosfolípidos y las proteínas, 

tales que propicien cambios en la carga de superficie por 

ejemplo) y lo cual redunde en requerimientos diferentes en su 

purificación, como se observó en este trabajo. 

Detección de la ATPasa de la MP usando anticuerpos. 

El anticuerpo obtenido a través de la haptenización de un 

péptido antigénico usado en este trabajo, constituyó una 

herramienta confiable en la detección de la ATPasa por las 

en siguientes razones: a) responde a una secuencia conservada 

tres especies.'· de plantas no relacionadas . cerca'namente en 

filogenia y es muy probable que esta secuencia se halle en 

ATPasa respectiva en maíz; b) reaccioJ:la,.C:,9n~tl?~ sola banda en una 

preparación de vesículas de membrana i;iia'smá'ti.ca de betabel, que 

contiene una ATPasa de H+ P clásica, aunque no está secuenciada; 

su 

la 

c) no reacciona con la ATPasa de K. lactis, la cual carece de 
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. . 
esta secuencia en la .región NH2~_terminal; d)' es improbable que 

reaccionará con :otro tipó .ae: ATPas~s. ·•pues.- en la· • región 

NH3-terminal . • co~sidElradél.:•ipára ¡ diseña~ ,~l·: J?éptid¿,' anÚgénico . hay 

;o~e u:r::sp:r~:~s:{*~c~~=J~[~~~!~tf !Já;i,t~~:~;)~:s '.~T~~sas .. tipo 

:,·~:·~~·:--· ·.í.~:,:.·;~~ .:~\/; .Y:·"·. . , . (: 
-·; ~ ~:;j/,'.·:.~/:~: -·::·1.~i~> ·):·~·;_; - · .. :::.,,__., .. ::·. ;.: ;" 

':·~~- ... >.·~ J;·,' .: ;,;t:;· __ :.'.;;_..,,, 

ATPasa 
8~: ~~:;g:~ ~=:e s:::t~ft!:;b0~~!B:~tirfl1~:r\u:e~:c::i~: 

estuviera proteolizada en el amino, terminal, y b) que hubierá 

formas de la enzima (isoenzimas) que tengan incompleta o carezcan 

de la secuencia antigénica. Aunque esto último es improbable ya 

que todas las secuencias deducidas de los diferentes genes que 

codifican para cada una de las isoformas de las ATPasas de 

tabaco, tomate y Arabidopsis presentan ia· secuencia que fue 

elegida en este trabajo para la obtención del·a~ticuerpo. 

Algo que no podemos explicar es :.Eii· : peso .· molecular de 

aparentemente 85 KDa de la banda que rea~~A~Ka' c~m el anticuerpo. 
Quizá esta proteína sea resultado· .de;:::un'':cori:ec proteolítiCo .que 

. -, .... . :_: :~:~-~-t::··: :- ·-~ ::·.., ~;~ti5:. </'.'·;·:· ... :,;'.',., :'.: .. ::.:,.,: ·.;· .::: ; / -- -. : ' 
deja a la enzima activa. Sin .emJ:>argó; ::oeste.::coll\J?ºrtamiento lo 

fü:~~n ~i:~:i~~j~~f l~~t~~l~!i~J~:~::::;~: : 
El análisis del p~rl~\f'i)'d~;d~t~cC:i.ón de la ATPasa de H+ de la 

membrana plasmáti~a fei~.rc3 :;J'~~i~s ~untos importantes: 
._..:; .\~~- ·.; ·::' - :.::. ' ' 

a) Que hay enzi~~f;'en lcís .•embriones de la semilla seca. Sin 

embargo és'tos ''.pcíi: sí mismos no indican cuanta de esta 

enzima está"e~ ',6biidiciones de ser activa. 

b) El que después' d~ una hora de imJ:Íibición~'IlO' se detecte el 

mismo nivel de enzima ,pero que éste <~\.l~~rit:.E! ~ la dos 

horas de imbibición sugiere una síntesis activa de la 
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enzima en el que el anticuerpo estaría detecta;ndo .. tanto 

la pre-existente como la sintetizada de novo. Hager .,et al 
(1992), encontraron que la vida media de .Í~ ÁTP~sa .de MP 

de coleoptilos de maíz era de alrededoX: de·p,·-:sl~utos. 

~~;:g~:i::~:~ .~:I:~~&~lf i~Jli~~~º~: 
c) p~~r:aos:::i~:r ::~d~ist1kJ~~hflr~ief ±~1~~~it~~:;~;f i~~;:~: 

la enzima combim1.da c'?f\ 11,~··· a~f e&s:~J~i{·,~1a(degradación. 
··:'.:,<;· -

Todos estos datos··, se . co~r¡;;iacioriaron ' con los datos de la 

actividad enzimática como se ve a continuación. 

Caracterización del patrón de la actividad hidrolítica de la 

ATPoao de H+ de la membrana plasmática. 

El análisis del perfil de la actividad de la ATPasa de H+ de 

la MP combinado con los datos de inmunodetección de la enzima 

mostró discordancias en varios tiempos, por lo c.ual se proponen 

las siguientes interpretaciones: 

a) Los embriones de la semilla .. seca contienen ATPasa que 

puede ser activa. Este hecho es indicativ~ :de la importancia que 

esta enzima tiene en el metabolismo celul.ir, . de manera que se 

preserva en estado funcional durante el período de desecación 

para asumir sus funciones fisiológica~ apenas se inicia la 

germinacion. Con ello sé le puede c:;círisiderar como una enzima 
\ ·... . .... ,. 

11 housekeeping 11 , como ya .han ¡;>lanteado·i?érez et .a1 <1992¡. 

bl El drámatico aumento en.· lél'activl'dad.'específica al cabo 

de una hora de imbibición sug~riría cFie ~~- trata de un aumento en 

la síntesis de la enzima, sin embargo; los anticuerpos indican 
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que no hay aparición de sitios antigénicos. Esto puede 

interpretarse de vari~s:fo~as:que h.a}a:un'·rearreglo trans torio 

de la enzima ~n la me.~rana.'. favC>~e~'i(iC>•por•u~a:reorganfzac ón de 

la estructura membr~n~l<_~ºf. l~'-m'.<:tºi\S'.·~~tf~j~/~e./a~.~ ~(l:ej ~dó o 
que haya aparecidó alguna molécu:la<~ctiva~ór~i}de}la~éÍlzi!Ila o qÜe 

se esté sintetizando una nueva for~;\m~g:a.bt~v~~:·d_~:c;;1~-/~~zi0a en . 

una proporción semejante a la -~de •la<e~~i~~.'.f';,<;¡Uec•se está 
degradando. ·-· .•. ,_·--•-·" · --.-.:;:-

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

La primer explicaci6n'n6 ~~:'.)1'tr~',~~ohabl~; :pues se trataría 
de un cambio conformacionCl.1 11 a'c';;~d~iii::~i1í'>q,.le . dependería de una 

modificación membranal tra~~i¿~·~Ia/;io~ datos indican que no hay 

una correlación direcl:.a -~~éi¿/ia_-: l:o'~i de agua de los embriones y 

la actividad de la enzima,,. ya :;iue -eF embrión sigue captando agua 

después de este tiempo, mientras que la actividad de la enzima 

decrece. 

La segunda explicación podría referirse a la aparición de 

algún tipo de compuestos, por ejemplo una auxina que se sabe que 

tienen un efecto activador sobre la enzima. Sin embargo, no hay 

antecedentes en la literatura para documentar esta posibilidad. 

La tercer posibilidad se basa en el hecho de que se ha 

reportado la presencia de isoformas de la enzima en Arabidopsis 
thaliana, Licopersicon esculentum y Nicotiana plumbaginifolia que 

se presentan de manera mayoritaria y selectiva en ciertos tejidos 

o estadios de desarrolo de_la planta (Ewing et al, 1990; Boutry 

et al, 1989; Dewitt et al, 1991; i?é;éz _et al,- 1992). Para el caso 

de las isoformas PMAl, PMA2 y J~Ml\3 d~ .A. thaliana que fueron 

sobreexpresadas en s;' c~r:~~.Íse~et··~ei-erico!ltró, que difieren en la 

;:~: ~::::~:i,Yf ~t~~~[!t~~~\~~~\iif.Fl·~:;::::~~ 
por lo cual es posible que se ~ncontrá;;.·~ ·alguna o varias 

isoformas de la enzima en el transcurso de la germinación. 
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Es muy interesante.que un pico semejante de actividad en la 

primera hora de imbibiÓión se ha • repo~'t~do ·en la ATPasa 

mitocondrial, también durante la .imbibición de'\einb:i:-ié:mes de maíz 

(Ehrenshaft y Brambl; i9~or; La: ~ÓinC:::i.cie'IiC::r~ !~'ugiere que éste 
puede ser . un.·• pé:Í:'íodo biítico ·.·para .•. el •, !lleta.b~Ú~;nc) 'energético 

dentro de l~s :fa'Ele~ t~inpranás . d.e' ·;la imbibición, 

independientementf de l~s mecanismos molecula~e~. i'mpÚcados. 

c) A las dos horas hubo una diminución de la actividad de la 

enzima, si bien se
1

había detectado mayorcanticlad ·de proteína con 

el anticuerpo. Es probable que esto se debiera:a'.uno:o varios de 

los siguientes factores: a que la enzima que se e~tá ~intetizando 
no esté bien integrada en la membranao riotod'a-io'gra..:i.ntegrarse, 

a que la enzima es menos activa por la presenCia.<le.algún factor 

que esté suprimiendo su actividad o .. ·:a. .que _ haya, sinté~is 
predominante de una o varias iS,?f.~r~'~s :ª<Jn:·actividades más bajas 
que las de las que se encontraban.:ariterformente. 

''· ,, 
-·-:,.). 
·./~.\~;-:-~ 

'~:<·:.: ···, ";/" 
d) A. las .4 .horas· sé .inicia _ull.a .'..disminución de la actividad y 

esto posiblemente ' se ' debe -. ~<~que hubo una degradación de la 

enzima, ya qÜe hubo menos profeíÍia detectada por el. anticuerpo, 

si bien también queda la pbs:Í.b:i.lid.ad. de que el tipo de enzima que 

va degradándose es una isof'orma muy, activa · y la que está 

sintetizándose y formando gradualmente ila pe:,b,-lac::ión total es una 

menos activa. '"(.'"• 

·, 
.. _,,, '.,_'-· :-:-·:: 

aotiv:~ ~ ~º~.:::;:f ~~itii~i~~~~tit~tl~~~J~i.i::~º:::O :: 
el tiempo transcurric:lo : ~-~era::cie¡•'.'int;E!nE!o :¿<,a,j\lste y se llegara 

paulatinamente.;,·.ª .. ~g;;,iifü~,~S~i.H§~~~-~~i~i,¡·~~~;)'.~:~~t:<J~es implicados 
en la regulacióric de;1ac.aótiv_idad?13e~haéerú;!llenos o más. 

, , .. -,.- .... ;:' .. ·:.•_:-". ,,:,,~·.' : ';·':'.y7·'.:.·:; ;_·:· ~~\~~:,;.:~r~-':~-,;·~-~-:-?·:,- <;· 
• ' ·,-;;; •'.''¡;~;e:, 

como se puede ~pre~}~~; Er~\'di1ámic~ del sistema es muy 
complejo por la multitud' de factores 'que pueden combinarse e ir 

cambiando sus contribuciones en el transcurso de la germinación. 
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Algunos experimentos que proporcionarían información que 

descartaría o reforzaría algunas posibilidádes serían: 

; ... · ·: .. •. 

A) Biosíntesis de novoo- La· ~eá.i.é::ión: de la síntesis de la 

enzima en los embriones . cóI1. d.if~'rentes~ tiempos de imbibición 
usando marcaje con metfoni!1~::·3'.~s:\fY,''.;·~~~; la. inmunoprecipitación 

específica podría dar la inf~rriiJ~t61i'i;i~{a' ~é tiempo comienza la 

síntesis de la enzima y cuál es ;]_¿:,~~~f~ifn1ci.6n de la síntesis de 

novo a cada tiempo. La adición d~ cfcl9hex:Í.mida después de la 

síntesis de la enzima nos diría: C:~~1 7 :k$' la• vida media de la 
. -.:.::.,;,.··(:.-. 

enzima sintetizada. · · · · 

B) Detección de isoformas. - Con .a0id~ de las sondas que se 

tienen para las 

sería 

isoformas detect~da'~ ' en tabaco, tomate o 

si 

Arabidopsis 

isoformas, 

determinar 

cuantitativa 

si 

o 

posible encontrar 

es que las hay en 

estas isoformas 

diferencialmente en 

·;,;iguna o varias 

los ;embriones de 

de 

maíz 

las 

y 

se. 
uno 

encuentran 

u otro 

presentes 

estado de 

imbibición de los embriones. Además sería factible, identificar 

las isoformas de los embriones por clonación de las familias de 

genes, sobreexpresar las enzimas en levadura como lo realizó 

Palmgren para las isoformas de A. thaliana, y entonces realizar 

un estudio cinético en las isoformas de los embriones de maíz 

para evaluar .sus diferencias con respecto a su papel fisiológico 

en la germinación de los embriones de maíz. 

Con los datos disponibles se propone el siguiente modelo del 

papel de la enzima en la germinación de embriones de maíz. Al 

encontrarse la semilla en ,estado seco, los. sistemas membranales 

de las células del einb:dón estarían ·desorganizados y sus 

componentes · se enC!ontrarí~h embebid~s ~ri ellas tal vez con una 

estructura · i.na'decuacia para su. actividad, ·.dentro de estos 

componentes estaría incluída la ATPaea-lt de la MP como una o 

varias isoformas. Cuando el agua entra a la célula, la membrana 
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empezaría a organizarse, se activarían las enzimas celulares y 

membranales y aparecería ~~t~e "otr.as. c?~puestos reguladores del 
crecimiento. La ATPasa~~+de,1a>MPse'."ªc.ol11~darfall en la membrana 

~r:~::::ar~:c::s ···ªJ~t~~t¿;tfütit:~;;~isit,s·f ~~::P ~c~=i:;:eo 1:: 

componentes de. la· ~~i~~'.jp~i~J:~i;: p:r()1110vien:d~ :sµ aflojamiento por 

u~a parte Y. por .~~,~~it~:f~:#~~h~~4o•·~r.~réidfe·~,t~. electroquímico de 
H a través de l~ membrana,~·, el cúal es usado_ para el transporte 

=~~:~:::::::;~;~l~Ji~f~t~f 1~~fétí~ti:;:::~~:
1

::~:. e~~ 
semilla queda caiúiC:áaa como ··gerriii1l~d.a.. 
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Fig. 24 Modelo del papel de la ATPaea-H+ de la membrana 

plasmática en la germinación da embriones da maíz. 
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CONCLUSIONES 

1. La ATPasa-H+ de la membrana plasmática se encuentra 

presente en los embriones secos, detectada tanto por actividad 

como por proteína. 

2. El perfil de la ATPasa-H+ de la membrana plasmática 

detectada por anticuerpos a los diferentes tiempos de imbibición 

de los embriones es similar a la de la actividad de hidrólisis de 

ATP de la enzima, si bien el pico máximo de actividad precede al 

de la enzima. 

Las diferencias entre los patrones de actividad y proteínas 

de la ATPasa durante la imbibición del embrión podrían explicarse 

por: 

a) 

b) 

e) 

d) 

... 

Balance total .entré;:: las · diferentes velocidades 
...... -.-·.-::·:··.·-;;:.,,.1::-

biosíntesis y degradaci6n::•de la. enzima. 
: .. ;~·.;-·;·,;,\':-_::::-~{~}:·::;l~c'-'.. - . 
: r;· .. :-·:--.;;.: :.~~~:p\;·::7.~.-.. : ---~:/,: ' 

Síntesis diferenCiál';de~·lsofoiinas. 

de 

· ·· -·;~~~~:~:-'.:?:}~~~-~;:~I~:¿rt~_;.:;~;.1_:_:-~--:\::; 
Efecto de eleménté:il3 ; Í:egu1a:aores que . aparecen en ciertos 

tiempos de la ge~id~~:i.~rl:~:·~d\; •· .. 
·-~- ':. .; ·< ~· ---"·";·, ;·~ ., . : .. 

Combinaciones de los f~~f6~es anteriores. 

3 • El hecho de haber encontrado. a la ATPasa de H+ de la 

membrana plasmática desde el .i.ni~'i6· d~ la germinación, inclusive 
en el embrión de la semilla séca;·(i¿dic¡i 'que esta enzima es muy 

importante en el proceso debido.muy'prb:b~J:>Íémente a las funciones 

que desempeña en la nutrición y el 'crec:i.mierito celular. 
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