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RESUMEN

Muchos procesos metabdlicos y fisioldgicos estan implicados
en el procego de germinacién de una semilla, el cual se inicia con
la entrada.de agua a ésta y se expresa en la salida de la
radicula. ‘Durante esta etapa es muy importante la movilizacidén de
las reservas de nutrimentos del endospermo hacia el embridén 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 plasmidtica resultaria fundamental. La enzima
acopla la hidrdlisis de ATP al transporte vectorial de protones
desde el citoplasma hasta el exterior de la célula. El gradiente
electroquimico formado puede servir para el transporte de solutos,
mientras < que la acidificacién que se produce ayudaria al
mantenimiento del pH citopldsmico y al aflojamiento de la pared
celular, necesario para el crecimiento de la célula. Ambos
factores resultan importantes en la germinacién de la semilla,

Para el estudio de la ATPass de H' de la membrana plasmitica
(MP) en la germinacién de embriones de maiz se procedidé a obtener
una preparacién enriquecida en vesiculas de membrana plasmitica de
los embriones de maiz embebidos por diferentes tiempos, mediante
la técnica de particidén de fases. Se hicieron modificaciones a la
técnica para obtener un enriquecimiento en vesiculas de la
membrana plasmidtica por arriba del 70%. La concentracidén de Peg y
Dex que se usd para obtener las vesiculas de MP de los embriones
gsecos fue diferente a la de los embriones embebidos, pero en ambos
casos se logrd obtener un enriquecimiento cercano al 80% y en
algunas preparaciones hasta del 90%. Cuando se midié la actividad
de la ATPasa de la MP en las vegiculas enriquecidas se encontrd
que en los embriones gecos hay actividad de ATPasa de la MP, ésta
se incrementa al méximo a 1h de imbibicién del embridn, a las- 2h
decrece la actividad y se mantiene hasta las 7h de imbibicién. :

Se hicieron geles de poliacrilamida-SDS de las vesiculas'de
membrana plasmdtica y se transfirieron las proteinas-al. papel. de
nitrocelulosa, o bien, se adsorbieron directamente las proteinas:
al papel de nitrocelulosa, siguiéndose después en ambos casos: la
técnica de Western, reveldndose con fosfatasa alcalina. En: las
mismas vesiculas se detectd a la ATPasa mediante un anticuexpo. que.
reacciona contra un péptido de 14 aminodcidos que se encuentra en
el NH2 terminal de la enzima. Los patrones densitométricos de las
inmunorréplicas de las fracciones de vesiculas de MP a los
diferentes tiempos de imbibicién del embridn presentaron un
perfil similar al encontrado cuando se midid la actividad, si bien
el pico wmaximo de ATPasa se encontrd una hora después del de la
actividad de la enzima.



La diferencia entre los perfiles de"actividad .y de . proteina
durante la imbibicidn del embrién, puede deberse a una o variag de
las siguientes causas: a) recambio-de la enzima preformada con la
sintetizada de novo, b) expresidén diferencial: de isoformas de la
enzima, c)regulacién de la actividad ‘de-la enzima’ por  factores
celulares. R S S )
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Fraccidén supe r ior obtenida al realizar dos
particiones de fases consecutivas. Se encuentra
enriquecida en VMP

Vesiculas de membrana plasmitica



LINTRODUCCION

1.1. Ontogenia y estructura de la semilla de maiz.

La semilla es un Svulo fertilizado maduro de plantas. Es el
medio natural de dispersidn, propagacidén y perpetuacidn de mudhas
especies vegetales, ya que contiené sustancias nutritivas;% la
maqguinaria metabdlica:y las estructuras celulares necesarlas para'
formar una nueva plant nbrc ) ‘ :

La semllla’ de :
fertilizacidén que- ocurre;en;e.. = : ;
madurez 40.a 50 dias despues de' '\i.. i ‘ :(Lihdséy Yy
Topping, 1993). En la semllla madura ‘se y i sﬁiﬁgﬁir las -
siguientes partes (Fig. 1): S

a) La cubierta seminal o gerlca;plo,‘ que: ée encuentra‘
recubriendo a la semilla madura, protegiéndola de danos fisicos y )
bidéticog procedentes del exterlor..Es un tejldo que se formd de
embro, 1988)

los tegumentos que rodean al &vulo- (]




PERICARPIO NDOSPERMO

: E
CARBOHIDRATOS HARINOSO
PROTEINAS

ENDOSPERMO
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L

SCUTELO

EMBRION
v ENBRIONARIO
3 AR
|
Fig. 1. Corte longitudinalf de . una sem:.lla “de ‘maiz,

indicéndose las estructuras‘ que llar'qbnﬁorman'
(adaptado de Bewley y Black 1986) :

:Ldo que se or:.g:.no por la fusidn
métlcos con dos ‘nicleos. polares’

b) El endospermo, es. un t
de uno de los dos nucleos‘
del gametofito. La su"s» celulas se  dividieron
asincrdénicamente, 51ntetlzando RA almacenando compuestos qulmlcos

como carbohidratos (prlnblp

ente almldon), protelnas y llpldos,
vutlllzados cuando . la germ:.nac:wn
comience y hasta que la pléntula recién formada se establezca
como organismo autotrofo.‘ Ademas, en el endospermo se encuentra
una capa espec1allzada de- ‘células llamada aleurona que contlene-
enzimas hidroliticas, las cuales serdn usadas en el proceso de

que seran poster:.ormente

movilizacién de reservas, pr:an:Lpalmente del almidén (Ching,
1978; Lindsey y Topping, 1993).



La con51stenc1a;del endospermo depende pr1nc1palmente de los
compuestos

fqulmlcos almacenados.v,Eli endospermO‘ corneo, de

‘compone prlnc1palmente de hemicelulosa

cons;stenc;a dura,

contlene pr1nc1palmente

;pbrﬂﬁltimo, la d15m1nuc1on de
de agua (desecacion) '

ortodoxas) en el cual el creclmlento

condiciones . -ambientales. que
temperatura y humedad, asi como; la

agua y de la presencia de 1nh1b1doreszde la germlnac;on en la
semilla (Esau, 1977; Villiers, 1978) .



1.2, Germinaciédn,

El proceso de germlnac1on coml nza co
a

1a entrada de agua a
la semilla 'y culmlna con la sal e T s R
Bewley y Black, 1986)

paso esencial ‘e ‘ eno:"

a‘toma - raplda de agua,-deblda a la

",‘ e, la semllla,; taleV como..

o arbohldratos y: organelos, entre - otros “Con
ello ocurre :i ¢ las  moléculas ,y: organelos'
preexlstentes, lds’cuales

ueron formados durante la maduraclon
de la gemilla y subsecuentemente almacenados (Ching, 1978; Bewley-

y Black, 1986). Tanto semlllas viables como no viables presentan
esta fase.

Hay una lista enorme de enzimas que se han encontrado en la .
semilla entera; el cotiledén o el embridén, ya Seé en estado,seco
o con pocas horas de hidratacién y en dlferentes espec1es Entfe
las enzimas que se han encontrado se 1nc1uye'

las 51gulentes.

aldolasa, . B-amilasa, a-galactosidasa,:
glucosa—sffqéfato deshidrogenasa, Uﬁ?d
descarboxilasa, peptidasas, proteasas, .

malato:’ sintetasa, 11pooxlgenasa‘ - Jaconitasa,

a-cetoglutarato deshldrogenasa,‘ catalasa, sterasa, ‘peroxidasa

fitasa, adenosin cinasa y rlbonucleasa entre otras, todas estas

enzimas forman parte de vias' 1mportantes en el metabolismo
celular (Ching, 1978).
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Fig. 2. Perfil trifasico de la foma de agua de semillas en
germinacion (adaptado de Bewley y Black, 1986).



FASE II.

En la fase II ocurre la s:.ntes:.s act:.va de ATP,‘ sustratos,
/DNA, - RNA,

coenzimas, prote:.nas : (enz:.mas y ': estructurales),
organelos, membranas : ’

est&n implicados> mué_
s:.ntet:.zando,
Ademas, c:.ertos
Vncz.ados por factores
fltoreguladores) , de los

‘cambio en‘-'.‘l : ,d des flslcas de los tEJldOS (v:.scos:.dad

refractaneia, ”
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de

Zea

mays, durante la

germinacién (Adaptado de Ingle et al, 1964).




_En la‘ flgura 331_“:' presentan los camblos de algunos-

aminodcidos, azlicares (Fi
respectivamente.

almidén es
de .aqui ‘es
con protén.

el escutelo

mltocondrla
germlnac1on,

51\b1en en-ejes: embrlonarlos

de frljol, Puntarulo y colaboradores (1987) encontraron que el
total del consumo de oxigeno detectado, se debe a una citocromo

oxidasa, a la oxidasa alternativa, a la lipooxigenasa, a la



autoxidacién de los componentes,resplratorlos Y. a otras ox1dasas

citosdlicas, El consumo deiox1g, Q 1nvolucr una ra cantldad de

mitocondriég;,\%“
(Ching, 1978)

FASE III.

embridén. Se inicia con la sallda de 1



el apopiégéb,

se arojaran, estos dos procesos ayudarlan al crec1m1ento de la
célula. i

3. ATPasa de it de 1a membrana plasmidtica de plantas.

La ATPssa de H' de la membrana plasmiatica de plantas lleva a
cabo simultineamente la hidrélisis de ATP y el transporte de H'
desde el citosol hacia el exterior. de la célula, creando de esta
manera una diferencia de potencial electrlco y de pH, el cual puede
ger usado en miltiples procesos flSlOlOglCOS que se detallaran méas
adelante. :

Antecedentes:

El primer reporte sobre -la caracterizacién molecular de la

ATPasa de H

de la membrané:fpiééﬁatiéé

ha surgldo una extensa 1nformadlon’

bloqulmlcas y estructurales fde 1a en21ma, a51 como. sobre su
1mportanc1a flSlOlOglCa..i” " W 2

10



3.1 Preparaciones usadas en el estudio de la ATPasa-H'
de la MP.

El estudic de la enzima se ha realizado en diferentes tipos
de preparaciones: a) en vesiculas tanto de extractos crudos
(fraccidn micfosomal) como en fracciones enriquecidas en vesiculas
de membrana plasmatlca (VMP) y b) en la'enzima pura ‘solubilizada y

reconstltulda e iposomas (Sze, 1985 y Serrano, 1990). Ademias,

gra01as al con ento de las secuencia de nucleotldos del gene
de la ATPasa de

téenicas de blologla molecular, se ha logrado spbreexpresar a la

la MP de Arabidopsis thallana y ‘con ayuda de las
enzima' en Saccharqmyces cereviseae (Villalba et al, 1992) para ser

utilizada pbsteriprmente en - estudios <cinéticos ' (Palmgren v
Christensen, en prensa). ’ ’ '

"3.1.1. Vesiculas de membrana plasmdtica

Las fracc;ones . ‘microsomales crudas obtlenen -por.

homogenlzaC1on:de tejldo y a centrlfugaC1on d1ferenc1a1 (Serrano[t
1989} . Estas 7' ve51cu1as de membrana‘
'(VMP) ademas las ve51cu1as membranales de otros.
organelos como son el aparato de Golgl, el reticulo endoplasmlco,

18] a01ones Contlenen

plasmatlca

la mltocondrla y la vacuola
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ATPasa- ca?* ‘de la
membrana plasmitica
ATPasa-H' de la

membrana plasmética
(EC 3.6.1.35) ‘

Fosfatasa dcida
(EC 3.1.3.2) °
Apirasa -
(EC 3.6.1.5).

* NTP y. NDP_SO

hidrolizaﬁ'ATP¥
Las actividadeési enzimdticas:d
de inhibidpres;yr

reacciénvo;ﬂna 1
actividades - enzimit
Serrano, 19907,Li3fe‘ja1
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Debido 'a los problemas que 1mp11ca la 1dent1f1cac10n {-de la
act::.v:.dad de lavenzn.ma ‘enla ',fraéc:.on ‘microsomal esta

invertida (“:ms:.de -out
expuesto hafc_:.:

posibles . contamina

marcadores .blquJ.ml Tabla II) De manera Y 1 »marcador

debe representar una ct:Lv:Ldad enz:.mat:Lca unlca:o una prop:.edad

intrinseca asoc:.ada a’ la membrana que, la’ contlene. Ya' que es

dificil encontrar una enzima o marcador que sea exclusivo de una

13



membrana, se ha recomendado el uso de varios marcadores.

Tabla II. Marcadore , 'rentes ‘membranas
) éélu@érés Mills,. 1986 vy Brlskln

MEMBRANA

Plasmética

Tonoplésﬁci' Pasatlnnlb.
L irofosfatasa '

Cltocromo c ox1dasa
vATPasa 1nh1b1da por a21da A

;UDPasa estlmulada por Trlton
'Glucana Sintetasa I:
" NADH o' NADPH citocromo,.: ¢

‘insensible a azida’

Retfculo
endoplédsmico

3,1;2, Enzima pura y reconétiﬁuid ‘en’ liposomas.

La - enzima ha sido purlflcada partlr de la fraccidén
mlcrosomal usando soluciones que 1ncluyen ‘una comblna01on de sales

(KC1 ‘o - -KBr) Yy detergentes (Trlton

vX 100, sales b;llares,
octilglucdsido), para el;m;na:~~ 1las proteinas periféricas.

14



Posterlormente se establllzo la ATPun con‘gllcerol (20 a 45ﬁ),

: rific T electrofore51s en gel o por tecnlcas'
inmunolégléas«(ézé,.1985 Yy Serrano, 1990) ' :

3.2 Caracteristicas de la enzima.

La en21ma pura Y. reconstltuida en llposomas tlene un peso
molecular ‘apro ima
hldr011s1s ‘

pletamente la
199 Y Llnnemeyer t al, 1990).

actividad‘(séeiklass Serrano,

15



La Km para ATP varla dej 0. 2 a 2 7 mM, dependlendo del tej :Ldo,'

forma de homogene i zac i

condiciones . en 1
productos de 'l
fosfato inh'i:}ie
respectivé@éiflt

Existen. reportados B :th:.bldores

catalitica (Tabla I),.aunque n:.nguno de ellos es esp
que ademds de 1nh1b1r Ew da ATPasa de la MP 1nh1beh
fosfohidrolasas, el NaivVOs-es el mas usado de ellc

de 10 uM.

la siguiente secuenc:l.a K > Na*
aniones no tlenen‘efecto.

6ptima, aunque este requerlmlento varl

el wétodo ‘elegido para 1la solublllzacién ;As:.,
solublllzadas con llsolec:.tlna‘

es probable que el requer
satlsfecho durante la solub

Serrano,:
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3.3 Estructura de la ATPasa-H' de la MP de plantas.

Gracias :'a -los avances logrados  con’ la clonacién vy
secuenciacién: de' los genes de la ATPasa de MP en Arabidopsis
thaliana, (Harper et aJ. 1989 .y  Pardo y Serrano, -1989), Nicotiana

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

Licopersicon escule tu eha determinado la

estructura primaria edicciones sobre el

»-8e han comparado

ntre las ATPasas de
ericontrandose la méas
'ac’c': ~y tomate. Al
‘Neu spora crassa, el grado de
1 ' > excluyen los primeros 31 a
é‘ién NH_-terminal (de acuerdo a:la especie) y los

ultlmos 43-a 104 resuduos del COOH termlnal .es méds fdcil alinear
a las’ ATPasas de hongos 'y plantas (Ew1ng et al 1990} ‘Wach.et al,.

1992)-

El peso molecular estim

a-: part:.r de los 953 amlnoac:l.dos,
que forman' a la’ -

:|.ng et a1, 1990)

#di 1on de la estructura
secundaria - de’ compuestos quimicos a
residuos. f'i'm];/nliéad' ‘al un:Lon de anticuerpos

monoclonales y,el anal utaciones J.nduc:Ldas, se ha logrado

constru:.r 'unbmodelo de su’ topologla en' la membrana (Flg 4).

17



APOPLASTO

Fig. 4. Arreglo de la ATPasa de H' en la membrana plasmitica
de plantas (tomado de Serrano et al, 1992):

Con el modelo anterlor se pueden sefialar 1as caracteristlcasj
enzima:

tlpo P de’
if. \dé ‘catién o catlones
mientras que hac1a el carboxilo termlnal no:se hi podldov
yestablecer cuantas hélices cruzan la membrana (Sefrano b

Portlllo/ 1990;. Wach, 1992 y Serrano et al, 1992)

dlferentes

18



3. ELl 70% -de 1a en21ma esta

xﬁﬁeéﬁé"haCiéﬁiafsﬁbeffidie
c1toplasmat1ca y contlene ios’ furidionales para

- hidrélisis del: ATP
se descrlben'Vlu
secuenc1as”de
se" conoce

Y Portlllo,
c. Las.reglon

‘el exterior de 1
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3.4 Mecanismo:catalitico.

Debido a la vasta informacién, que hay‘ con respecto a las
ATPasas tipo P en’ anlmales,v

ée he podldb’ nzar rap:.damente en ‘el

conoc1m1ento de esta enzima® “en 'plantés S
caracterizan’ por tener. un: pol:.pépt:l.do de 100
mecanismo de hidrélisis de ATP que :.nvolucra
intermediario fosforilado covalente ;en ‘un
aspértico. El mecann.smo poxr el cual:se lleva a cabo la'c t
es ciclico e involucra dos estados: conforrnac1o
la enzima: Ei y Ea2.

La conformacién Ei1 es fosfor:n.lada covalentemente por ATP y
une con alta afinidad al H' a transportar, mJ.entras que la enz:.ma

en la conformacién Ez puede sex - f .forllada,‘ ademids es en esta

conforma01on cuando selibera al protdn al:exterior de la célula.

secundarla, medldo por.

d:Lcro:.smo . c1rcular camblo

conformac1onal es
suficiente par o

ATP h:.drolizado,,
una estequiometria ‘de 71+ (Br:.sk:m

con var:.os método

embargo no se sabe " como es sque. los.: protones son transportados a

través de la enzima.: Se han ugemdo dos alternatlvas para que

esto ocurra y son via un "cable" de protones o medlante un sitio
alternante de acceso, En el primero estarian involucrados varios

aminodcidos (serina, treonina, aspdrtico, asparagina, lisina,

20




glutémico,fglutamina, tirosina.e: hlstldlna) de las o= hellces que

alternante de -

conformarlan al canal Mlentras ‘que ‘en: el
C ria" 'y con el
rnalizaria,

También . se

acoplamientb de lf‘_

apoplasto. Sinféhbérgo;

protdén,

siendo cercan

3.5 Funcién fis

a) Regulacidn del" p!
exterior de 1la célula:

plasmdtica .se enduen;
protones al apoplasto, mlentras que en el c1tosol el malato ayuda
a regular el pH (Barr,: 1991} Serrano, 1992b 0% Troflmova, 1992)
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pH 7.0
H* CITOPLASMA
Paren CeLuLar
H* B)
H"  H
H+
pH 5.5
APOPLASTO
Fig. Papel de la ATPasa-H' de la mewbrana plasmitica en en

la fisioclogia de la cé&lula. La enzima hidroliza ATP
y bombea protones al exterior de la cé&lula, de estd
manera crea un gradiente electroquimico. en la
membrana el cual puede ser utilizado para: A) el
transporte secundario y B) para la‘acidifiééciéﬁ‘de
la pared celular. o e :
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b} Nutricidén 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 energié neceSaria
para promover el >trénsporte de moléculas como  aminoicidos,
azicares y iones al interior de la célula, mediante loé-Sistehés
secundarios de transporte como son los ﬁniportédbres,'

gsimportadores, antlportadores y los canales :(Serrano, 1989).

han aportado ev1denc1as de que;

esto ocurre en; vesiculas

fases, en donde se encontro que el t:

'(Lemolne vy Deltrot 1989;
a,hOJa completa de Riccia

Buckout, 1989)

importe de aminodcidos con

protédn, dependleﬁt'“ f(‘ Y e electfoquimlco de protones, que
p051blemente" ‘es ‘ ' ‘de la MP (Felle y

Johannes, 1990)

Lag'diferenéia> dé pbtenc al ctrlco es usada para el

transporte de K’ al interib eluld“a traves de” canales
p , .

sensibles a voltaje, lo cual'p ,10 dé turgor que se
refleja por ejemplo en lai y
Se ha detectado con anti
ATPasa de la MP en las célu
la relevancia de la;énéim
et al, 1991).

memeyer, 1990).

3 1atpresenc1a de ' la
_ﬁalfpbhe de manifiesto
e los estomas (Villalba

zonas en las que se lleva un
1nd1ca tamblen la importancia de la
enzima en la nutricién de la’ celulas (Parets-Soler et al, 1990;
Lew, 1991).

cercanias del fldem
transporte alto: de nutrlentes,

23



c) 'Elongadién celular. La tedria -del .- “crec:.‘lento ac1do“‘
postula que la ac:.d:l.f:.cac:Lon ‘de los componentes
celulér‘ (por. ejemplo las hldrolasas y las pectlna
aumento en la extensibilidad de ‘la pared lo cua
elongac:.on de la célula. La actividad de bombeo de protones
ATPasa de la MP ayuda en este fendémeno (Hager et al, 1991.)

3,6 Regulacidn.

Por otra parte, la‘fu_nciéh de la 4erizi'm’a 'puecie ser modulada
por diferentes factores cémc)‘-“’spnr; rveguvia'dores"' del crecimiento,
fitotoxinas, luz, fosforilacic‘m;\‘ los- ‘1ipidos y “la. preséncia de
isoformas. ‘ R ES (R

LIPIDOS:

En un estudio comparativo del efecto de los detergentes ‘en.la
actividad de ATPasa.de H' de MP obtenida de raices de avena Yy
tomate y en el hongo Neurospora crassa, .se encontro una clara
activacién de lag ATPssas de plantas de 150 ‘a 350 s,‘
de 1la concentrac:\.on de detergentes usados, s:.n embargb

depend:.endo

la enzima .

(aumento en el sxtosterol b dlsm:.nuc:.on en’ campesterol y el A5
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avenasterol) vy ademés 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 1os llpldOS de. la membrana, regulan la
actividad de la en21ma (Ros et al; 1992) e

FITOREGULADORES:

Se ha reportado que la act1v1dad de la en21ma esta controlada
por précticamente todos los: reguladores del crec1m1ento de plantas
bra551lanol]do

como son: auxinas,

Las auxinas inte 5 jovenes o
en continuo crec ular. Se
ha propuesté :
que su efecto:
(Cleland,‘1§7€

s‘cicloheximida

presencia de la enz m -al -adicionar -cordicepina:
{Hager et al, 1991) :
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Poxr lo anter:.or, la ATPaaa de H serla regulada por 'la auxina
al aumentar su: s:.ntes :
hacia la MP. Aunqu

e transporte posterlor (exoc1tos:Ls)

[ acc:.on de’ la aux1na se ‘desconoce
(Hager et al, 1991) i.es pos:.blev que sea a’ traves de un complejo de
receptores, ya que se ha 'encontrado un receptor que une “a la
auxina y que se encuentra prlnc:.palmente en la- eplderm:.s de las
hojas y raices (Serrano, 1989) - e BRI :

FITOTOXINAS:

or Fusicoccum
TPasa, . aunque

La fusicosina es- u
amygdali, gque activa la hn.dr‘
parece no hacerlo de: ‘manera !
un receptor para unlrsé lyiéje efe éobifé la ATPasa
(Coccuci y Marr&, 1991y De Michelis et a

Se ha reportado tamblen
del crecimiento de plantas .,s
MP, observandose una 1nh1b1c1o
dependiendo de: 1la naturaléz

compuestos terpénicos c,’oh'
el diacetilpiquerol; el':t:L
hongo productor del supresor

uno de los compuestos de J.nte' >
observar el efecto del supresor,.'
al, 1991 y Calera, 1992). -

FOSFORILACION:

Se sabe que la ATPasa.de-la MP de'N. ci-a'ssé esregulada poxr
fosforilacidn, ya que tiene cuando menos ‘8 smt:.os susceptlbles de
ser fosforilados. La fosfor:.lac:.on ) _dJ.sm:Lnuye . la  actividad
enzimatica de la enzima (Slayman, 1992). ' o :
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En la regién del COOH-terminal se encuentran serinas gque
pueden ser fosforiladas por una cinasa dependiente de ca®. En la
ATPasa de H' de la MP también se encuentran residuos de serina y

treonina que pueden ser fosforlladosh.aunque no se ha demostrado

que estos gitios se fosforilen

-Los:datos que se tlenen son la

fosforilacién de 1la fraééién somalftotal asoc1ada con una

disminucién en la act1v1dad de laenzi

aunque estos datos no
son concluyentes de que “la “dism uc10n en la,'act1v1dad ‘de la
1985 y Serrano, 1989)

enzima se deba a su fosfor11ac1on (Zocchl,

ISOFORMAS:

Se han obtenido rec1entemente 1os cDNAs de los genes que

codifican para las tabaco y Arab1d0p31s,

encontrandose famil;as:,y a 6, 4 y 3 genes
respectivamente, 3 ]

las isoformas intr

dlferentes~

tabaco las

desarrollo del,tejldo‘
regulacidén de: “la’ enz1ma, ya que esta

difeOrentes constantes c1netlcas Y dlfere c en la modulac1on de

gu actividad (Palmgren b Chrlstensen,'e' prensa)

LUZ:

Estd bien documentado que la luz induce un ~alargamiento de
las cé&lulas en las dicotiledéneas ~ por un 1ncremento en . la

extensibilidad de su pared celular. El mismo’ efec o jse' ha

observado cuando se incuba a._ las hojas, 11um1nadas conrluz blanca'

en una solucidn &cida. Asimismo se ha observado que n 1as ho;as

del frijol hay una salida de protones en 1os prlmeros 5 a 10
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minutos después de la ilyunii'n"adié‘n‘ 'i('Ma}ir_é:é»‘et }é‘l‘,j%; 1989‘hy'Linnemeyer

et al, 199%0).

Ademés o

luz es :th:.b:.da por NaaVO espolar:.zac1.on de la membrana,

el incremento de 1a ‘toma ’ ‘de”K ‘po
del interior celular es J.nh:\.b:Ld h
activa la salida de protones en: la misma proporcién que la luz

a celula y la alcalinizacién

por Na3V04 y d) la fusicosina
(Marré et al, 198%a y Llnnemeyer et al ;, 1990). Es probable que

al menos parte del efecto de 1a:luz esté también relacionadoc con
la accidén de las auxinas. ' ‘ ‘
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HIPOTESIS

Hablendo hecho en la 1ntroducc1on anterlor una rev151on de

1a g rmlna01on de ‘una  sémilla es muy
‘las’ reservas de mitrimentos

(aminoécidos, azdcares Y. 1ones) del endospermo hacia el embridn

para sostener sy crec1m1ento, los sgistemag de transporte de

solutos en las memb'anas e las células embrionarias deben ser

muy actlvos.

na -enzima como la ATPasa de H' localizada
1aéﬁética, que establece un gradiente

) La4aetividad‘de_
en lax .

podria_

celulaL

germ1nac1on., Ademas,'

asgcelulas,

fendmeno que es

Con estos antecede = pone de manifiesto el papel que la
enzima puede tener en: el proceso‘de germlna01on de embriones, por

lo cual se propuso estud;a larpresenc1a de la ATPasa de H' de la

membrana plasmatlca en: el proceao de germinacién de embriones.
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OBJETIVDO.

Caracterizar la cinética de aparicién de 1la ATPasa de la

membrana plasmidtica en la germinacién del maiz.

OBJETIVOS PARTICULARES:

Establecer los t.iempos' en los cuales se estudiaria la
aparicién de la ATPasa de la membrana plasmédtica (MP),
en la germinacién del maiz, caracterizando tres
parametros fisiolégicos diferentes: porcentaje “de
germinacién, acumulacién de peso hiimedo y consumo de
oxigeno. '

Obtener una fraccién de vesiculas enriquecidas en
membrana plasmitica (VMP), de embriones a diferentes
tiempos de imbibicidn, mediante la téenica de geparacidn
en dos fases (Larsson et al, 1987).

Detectar la actividad de hidrdlisis de ATP de la ATPasa
de H'de wmembrana plasmitica evaluada por su inhibieidn
especifica al Na3V04, en las preparaciones de VMP de
los embriones embebidos por diferentes tiempos.

Detectar la presencia de 1la ATP;a:a ‘de H" de MP por
medio de un -anticuerpo especifico“',-'; en las fracciones
enriquecidas en VMP ‘de los embriones -embebidos por
diferentes tiempos. o
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4. MATERIALES Y METODOS

4,1. Material bioldgico,

el h1br1do As?z

so en frascos

Se disectaron manualmente embrlones de mal

(cosecha de 1989) que se almacenaron. hast
ambar con silica gel, a 4° C.. Las,,semlllas_vuﬁlllzadas fueron
proporcionadas pox el Dr. Aquiles' Car§a1lb;;'de1 ‘Centro de
Genética en el Colegio de PoSgradﬁados, hunicipio‘de Texcoco,
México. ' '

4,2, Siembra de embriones,

Los embriones se desinfectaron usando una  -solucidén de
o

hipoclorito de sodio al 1 % durante 2 mlnutos, enjuagandose
después 2 veces con agua destilada esterlllzada durante 2 minutos

cada vez. Posterlormente, el proceso de 1mb1b1c

previamente esterlllzado en: autoclave Se sembraro »
embriones por caja, dependlendo del experlmento,' ;
Petri se colocaron en una incubadora a 29° C (en la obscurldad)

por los tiempos que se indican mds adelante.

4,3, Medicidén del porcentaje de germinacién.

A. En semillas. )
Se pusieron a germinar 90 semillas ‘dé__maiz,
distribuidas en 3 cajas de Petri, bajo las condiciones
descritas en la seccién anterior, El conteo de lasg
gsemillas germinadas se realizd a diferentes tiempos,
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desde 1 hora hasta las 72 horas de imbibicién. Se
considerd como semilla germinada a aquella que tenia por
lo menos 2 mm de radicula emergida de la testa. S

B. En embriones. ) R
Los embriones se sembraron en la forma . descrita-
3,.76,7.8;.10,

anteriormente y se incubaron durante 1, 2, 3

12, 24, 30, 35, 48, 60, 66 y 72 horas; paraicada ti
se sembraron 30 embriones. La visuéliéaciéﬁffdei 1a

salida de la radicula a tiempos cortos fue dificil;Ya<Que
sb6lo es claro gque ésta se ha alargado cuando  tiene:
aproximadamente 1 mm de grosor. S

4.4, Acumulacién de peso himedo en embriones.

Después de la incubacidn y conteo de los embriones germinados
(seccidn anterior), se tomaron al azar 27 embriones (embebidos por
cada uno de los tiempos) y se pesaron para obtener el pego hiumedo
por embrién en imbibicibén. Ademds se pesaron 27 embriones sin
embeber, tomados al azar, para documentar el tiempo cero.
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4,5, Medicidén del consumo de oxigeno en embriones.

Se usé un oximetro con un electrodo de Clark. Para la
determinacién se usaron 3 embriones embebidos en cada uno de los
tiempos ya sefialados; asimismo, se utilizaron 3 embriones secos,
para cada experimento. Los experimentos se llevaron a cabo por
triplicado. .

El procedimiento utilizado'fue el*siguiente:

a) jléy’ml ‘de una
1990) . ,
b) Se afiadid ditionitéf
aparato a 0% de 0. ’

¢c) Se lavd perfectamente
etanol y nuevamente :co
>§g ;

amortiguada de fosfatos.

cuidadosamente y se

d) Se repitieron los pasos-a
calibracién era la adecuad

e) Una vez calibrado el apéfatd;

a los 5ml de 1la solugién‘ d

velocidad de consumo ‘de’ oxigeno Béfé”fié ‘ciudad de

México, el 100 % de oxigen n,una‘solucién éorresponde a
980 natomos de O,.. : e

£) Los valores de nétzmos’de ‘;“6btenidos se expresaron cComo

Se compararon éétjgiéfiéaé ‘6btenidas de pesco himedo vy
consumo .de ox "eno de los: embrlones a los dlferentes tiempos de

imbibic16n,fc las’ va' reportadas ‘en la llteratura, esto con el
fin de escoger los tiempos en los cuales embeber los embriones
para medir tanto la proteina como la act1v1dad de la ATPasa ‘de HY

de la membrana plasmitica.
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4.6. Procedimientos de homogeneizacidn.

A. Homogeneizacidén simple.
Al concluir el tiempo de imbibicién de los embrlones, 200
de éstos se congelaron con nltrogeno llquldo y se:

afiadié el medio I
mM, Tris/HCL 70

relac16n de tejldo : medlo Ambos filtrados se combinaron
para usarsek ‘después en la obtencién de diferentes
frac01ones de membranas. Toda esta marcha se hizo para
cada tiempo de imbibicidn.

B. Homogenizacién doble,

El procedimiento fue similar al anterior hagta la
obtencién del polvo fino. Después se transfirid él'pblvo
del mortero a un recipiente pequefio y se le anadlo el
medio I en una relacién 1 g de embridn : l ml de medlo.j'
En seguida

triturador
homogenado

residuo se

tejido:medio. E

homogeneizacién. Ui

L= ~ . » s -
Estos se afiadieron justo antes de usarse la solucidn.
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4.7. Obtencidn de las fracciones de Homogenado sin Ndcleos,
Microsomal + Mitocondrial y Microsomal.

El homogenado obtenido por cualquiera de los dos métodos ya
descritos, se sometid a una centrifugacidén diferencial,
realizdndose tres centrifugaciones a diferentes velocidades (Fig.
6). Todo el procedimiento se hizo a a°c.

El sobrenadante dekla pfiﬁéfa ceﬁtrlfuéaCién fue denominado
fraccidn de homogenado 31n nucleos (H-N) ‘Después ge sometid la

fraccién H-N a una centrlfugac1on a 13 000 xg para eliminar el
sedimento que contiene a las ° mltocondrlas, mientras que el
gobrenadante se centrlfugo a 80,000 xg (50,000 rpm, rotor Beckman
TLA 100.1) para obtener eiﬁsedimento que se denomino fraccién
microsomal (M) .La fraccidn'microsbmal mds mitocondrial (M+Mit)
gse obtuvo centrifugando. la fracc1on H-N a 80,000 g por 30
minutos. ’

Los sedimentos de lés”ffécciones microsomal y microsomal +
mitocondrial se resuspendleron ‘en- 100 a 300 ul de medio II
M _7 o, gllcerol 10 % B DTT"

',l, Y qulmostatlna 7 pg/ml)

(sacarosa 250 mM, ,Tri
1 mM, TPCK' 100 pg/ml,
para almacenarse én 

De cada una de estas
: icuota ‘de 50 a
como mas adelante

fracciones mas del hom

200 ul y se preclplto co ‘ l 70'

se descrlblra

L ~ N . .
Estos se afiadieron justo antes de usarse la solucidn.
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HOMOGENADO

5,000 g 10°*

] :
Sedimento Sobrenadante
(NGcleos) . (Homogenado-nicleos)

13,000 g 10" 80,000 g 30’

Sedimento
(Microsomas +
Mitocondrias)

_Sobrenadante

‘Sedimento
(Microsomas).

Fig. 6. Esquema de obtencidn de las diferentes fracciones
membranales.

4.8. Obtencién de Vesiculas enriquecidas en Membrana
Plasmiatica por el método de reparto en un sistema de
polimeros en dos fases,

Se usd el procedimiento descrito por Larsson et al (1987),
buscéndose las mejores condiciones para obtener el mayor
enrigquecimiento en vesiculas de wmembrana plasmitica - (VMP) de
embriones de maiz.

La fraccidén membranal (homogenado-nicleos, mitocondrial +

microsomal o microsomal) se ajustd® a una concentracidn de KHZPO4
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S mM pH 7.8, KC1 0O, 3'6 S mM y aun peso de 0.9 g (fracciones
mitocondrial + mlcrosomal \Y. mlcrosomal)r 6 9 g (fraccidn
homogenado- nﬁcleos) Despues se ad1c1ono a una mezcla de fases
{que se hizo poco tlempo antes de usarse), utilizando los
giguientes componentes- ) : ’

Concentracion de_u ~‘~¢ Concentracidn
Solucidén Madre" , Final

Dextran T-500 20 % (p/p) 6.2 %

PEG 40 % (p/p) i 6.2 %
Sacarosa (sollda)k> 330 mM

KH PO 0.2 M pH 7 8 5 mM

KCl 2 M 3 mM

Agua

Cuando se usd la fracc1on de homogenado nucleos, todas estas
cantidades se multiplicaron por 10 Por otra ‘parte, se variaron
las concentraciones de KC1, Dextran y PEG manteniendo siempre
una relacién de 1:1 entre.estosrzzultlmos,pr-—

La fraccién de membranas mas la n{'cla de fases se agitd

invirtiendo 25 veces el tubo pa cent: 1fﬁgarse después a 1,500
rpm por 5 minutos a 4° C._i st entrifuga01on se lograron

se le denomind Ui

separar 2 fases: a la  fas
esiculas de membrana
L1 (constituida por

Con el objeto dé';'

que el aforo con agua fue de’ 3 S'g o 6 n rifﬁgé‘a 1,500
rpm por 5 min. a 4° C vy se desecho_la{fgé Supériéffde'PEG.

Mientras que a la fase de Dextran se le adiciond la fraccién Ui
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que se habia obtenido en ‘la - prlmera separac1on de fases.

Esta‘

mezcla se agité 25 veces por. 1nver51on del tubo y se centrlfugo a

1,500 rpm
obtener la fase Ua.
membrana plasmitica se dlluyo
pH 7.5 y se centrifugdia’
resuspendid el sedimento - obt
almacendndose en allcuotas :
alicucta de 50-100 ul se prec1p1t6 con
mig adelante se describiri.

(rotor Beckman: 6H

PRIMER REPARTO DE FASES

Mezcla
de fases

(2.7 g
6 27 g)

+
Fraccién
membranal

de embriones

a) Voltear
25 veces

b) 1500 x gi

5 min a
4° c.

(0.9 g6 9 g)

SEGUNDO REPARTO DE FASES

Sistema
de fases

(3.6 g
6 36 g)

Fig.

a) Voltear
25 veces

b) 1500 x g
5 min a
a° c.

7 Esquema

plasmatlca

fases en dos polimeros

1986) .

Por ultlm

-de

L1 ",

25.veces

or 5 nunutosva 4

sson et a1
cetona fria al 70 %,

a) Voltear

para

°c. Se

0 200 ul de medio 1T,

§1987), una

como

. Diluir 1:1
la fraccién
--Uz con la

b} 1500 xg

PEG
Dex

\J

de vesiculas

el

obtencibén

(VMP)" por sistema de
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4.9, Precipitacion de las diferentes fracciones membranales

con acetona al 70 %

La precipitacién de las fracciones wmembranales se realizo
inmediatamente después de ser resuspendidas en medio II, para
evitar en lo posible la actividad de proteasas presentes en la
preparacién. Para esto,. se. tomaron de 50 a 100 pl de fraccidn

membranal y: se. les ajusto el vo}pmen_a 300 ul con agua, después

se anadleron 700:

e descongelo y ‘se'
el botén se Tllevé: alu

minutos en una mlcrofuga, { igi
con SDS al .5 % (99.9 % de pureza) y se almaceno a’ -20 C,hast :

uso.

Estas fracciones membranales fueron utilizadas ' para ‘su
corrimiento en geles de poliacrilamida-SbS y para inmunoréplicas
tipo Western.

4,10, Determinacidn de la concentracién de proteina.

Se utilizd el método de Lowry et al (1951). El procedimiento
fue elisiguiente: a 0.9 ml de agua bidestilada se afiadieron 3 ul
de homogenado; 3 ul de homogenado-nicleos; 5 pl de m1crosomas,;7'5
ul de Uz; 3, 56 7 ul de medio IT (testigo 1); 3, 5 6.7 ul.de SDs”f-
al 5 % (testigo de las muestras pre01p1tadas) i |
estdndar de alblmina de suero bovino ‘BSA);
0.1 ml de DOC al 0.15 %, seguidéfpar :

reactivo A, que consiste en parte
NaOH 0.8 N, SDS al 1
K,CHO, 0.2 %). Pbe;té_;
B (1 volumen de :
bidestilada) . se esper
éptica en un espectrofotometro (Schimadzu) a 750 nm. Para la

curva estédndar de proteina se usaron de 10 a 60 ug de BSA.
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4.11. Fotografias al microscopio electrénico de las
fracciones microsomal y Uz de embriones embebidos 0 y

1 hora.

Las micrografias electrdnicas fueron tomadas en el Instituto
de Fisiologia Celular por el M. C. Jorge Sepilveda. A
continuacién se describe el procedimiento:

a) Para fljar las‘muestras se . tomaron 50 ul-de:la fracc1on

microsomal o dexla fraccid Uz}de embrlones secos ‘o embebldos 1h.

mezcla bér
en estafédl

b)' '
se desecho el
una soluc1on de fogfatos 100 mM a pH 7.2.

glutéraldehido Después se 1§vofe

c) Para posfijar la wmuestra se elimih

de fosfatos segiin el punto:.b.:

d) Se deseché la soluq;o

: gun Reynolds (1963)
“h) Se (=] servaron ‘las muestras ‘en el mlcroscoplo electronlco
JEOL 12EXII.

cltrato
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4,12, Mediciodn de la actividad de hidrélisis de ATP,

La determinacién se llevd a cabo en 150 ul de medio de
reaccidén que contenia sacarosa 250‘mM, Tris/HCl‘ZO'mM (pH 7.0),
CCCP 7 uM, ATP/Tris 10 .mM (pH 7. 0)., Mgcl “10 mM'y 100 uM de
lisofosfatidilcolina; . este»ultlmo solo

n’ los" casos en que se

indica. Ademés, alguna ‘de las

enzimas presentes'en laffrac01on mlcro cc10n Uz, se

"¢ ‘ellas a ‘las
concentrac1ones que se 1nd1can en la Tabla III i

Tabla ITI. Concentraciones de inhibiddres‘éséécifiébs"dé enzimas
con act1v1dad de hidrélisis de. ATP”en las fracciones
mlcrosomal y Uz’ (tomado de Sanchez et al 1992)

Inhibidor Concentracidén -~ Enzima inhibida

KNO,_ 100 mM ATPasa de tonoplasto

Na3 VO4 150 uM ATPasa. de membrana
plasmitica

Na_MoO, ) 1 M Fosfatasa acida

NaN ‘ 1 mM ATPasa mitocondrial

La reaccidn se inicid con la ad1c1on de 3. 3 ug de proteina,

pureza) La hldrollSlS
fatos y 1os resultados
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4.13. Cuantificacidén del fosfato liberado,

El procedimiento utilizado fue el de Gonzdlez et al'(1992),
en el cual a 150 pl de la muestra con fosfatos o -agua: con
fosfatos, se le afiadieron 150 pl de SDS 24 % y 300
B:C (molibdato de ‘amonio 2 % y d&cido ascérbic0512

1 de mezcla

dlsueltos
por separado en. HCl 1Ny mezclados en relac1on
se incubd de 3a Yy sefagregaron
'metaaréenito

;0 mlputos a temperatura amb;enk

después 450,u1 dg!feaéti#o E (citrato de sodio 2 %
de sodio 2 :%.y "&dcido acético 2 %). Despues de 20 minutos a
temperatura amblente se midié la absorbencia de las muestras a
850 »nm. La curva estédndar empleada fue reallzada con 10 a 60
nmoles de fosfato.

4.14, Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS.

Se siguié la técnica descrita por Laemmli (1970). Se
prepararon gdgeles con un grosor de 0.75 mm, el gel separador
estuvo compuesto por acrilamida 10 %, bisacrilamida 0.27 %, SDS
0.1 % y Trigs/HCl 3 M (pH 8.6). La polimerizacién fue catalizada
por la adicidén de persulfato de--amonio 0. 02 % v 7N;N"N{;Nf7~
tetrametil etllendlamlno (TEMED‘ 0. ras que =

SDS 0.1 %.

Para la.  p
electroforesis,
membranales p

este volume

B-mercaptoetanol: 5 rea 8 M, azul de bromofenol 0.0l Ty

Tris/HCl 0.5 M pH 6.6) en una relacién 1:1. Se mezcld
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perfectamente y se aplicdé con mlcrOJerlnga ‘en 1os pozos del gel
concentrador. :

Como referencia, en un pozo se apllcaron 10 ul- de una,mezcla
de proteinas- con peso molecular conocido (Tabla IV), con ‘el " fin
de tener un patron de comparacién con el cual obtener 1os pesos
moleculares ’ _aprox1mados de las bandas. de proteina en - las
fracciones membranales.

Tabla IV. Estédndares de peso molecular pretenldos (Prestalned SDs

Molecular Welght Marker 1K1t No “MW ~8DS- BLUE, Sigma)
en ‘geles de SDS, 10  ul
" contienen 3 ug de cada roteina; )

usados para electrofore51

Enzima S '1fk:‘f:’;; Peso#Moleculer'(baltohes)

DESHIDROGENASA LACTICA i '~
de misculo de conejo e

FUMARASA ' © . 55,300
de corazdén de puerco .

PIRUVATO CINASA 75,200
de misculo de gallina

FRUCTOSA 6P~CINASA 85,300

de misculo de conejo

A -GALACTOSIDASA ) ' 107,000
de Escherichia coli k
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poliacrilamiq

concluir éste

secaron entre dos- ho:as de papel celofan 1La electrotransferenc1a
de las proteinas del’ gel a papel de nltrocelulosa se detallari a
continuacidn.

4.15. Electrotransferencia de proteinas de geles de
' poliacrilamida SDS a papel de nitrocelulosa.

" Se usbé la técnica de réplica en Western (Towbin et al,
1979) . El gel a transferir se agitd suavemente por 15 minutos en
la solucidn amortiguada de transferencia (Trizma base 25 wmM,
glicina 192 mM, metanol 20 % y SDS 0.1 %) . Despues se ensambld el
emparedado .en el cual quedan en contacto el gel y el papel de

nitrocelulosa (poro de 45 um)(

,segun s'gmuestra en la figura 8.

La electfotrénsfé:eﬁc abo a 240 mA por 2 h con

un recipiente transparente que contenla TBS (NaCl
20 mM pH 7.5), la ‘¢ara del” papel que estuvo en contacto’ con- el”‘
gel se colocd hacia arriba. La deteccidn de la ATPasa de " de
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membrana plasmitica en el papel de nitrocelulosa se decribiri

después.

o % B e e %E ~}- 1 Esponja
— AL = —) 2 Dos papeles
- % AR = filtro  :
— SUHIE s 3 cel
— A S 4 Papel de .
— Z% iX o ZE valtrocelulosa
IR s
CATODO ‘ ANODO
Fig. 8. Componentes de un emparedado de electro-

transferencia (adaptado de Towbin et al, 1979).

4.16. Adsorcidén de proteinas a papel de nitrocelulosa.

Se utilizd la técnica de Western en ranura ("slot blot"). Se
corté un rectidngulo de papel de nitrocelulosa de 12 cm x 3.5 cm y
se sumergidé en TBS agit&ndose por 15 minutos, después se colocd
en el aparato Miniprotean II screen {Bio-Rad). Se ensambld el
dispositivo y se conectd el vacio. En las ranuras de la placa
superior del aparato se inyectaron de 25 a 30 ug de proteina
membranal preparada de manera similar a las muestras corridas por
electroforesis. Ademds se incluyd cuando menos un blance gque
contenia la solucidén de muestra;fSe ‘adicionaron 500 ul de TBS
para lavar la proteina que pudlera haber' quedado en las paredes
que forman la ranura. Se dejd secar,por 2 h con vacio, después se
cerrd el vacio y se desarmd el aparato 5El papel de nitrocelulosa
se colocé en 10 ml de solucién‘blogﬁeadéfa (Tabla V) y se siguié
el procedimiento de deteccién® dea'iét ATPasa de H' de membrana
plasmética usando antlcuerpos especzflcos seglin se detalla méas

adelante.
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4.17. Innmunodeteccién de la ATPasa de H+ de membrana

plasmdtica (Técnica de Western).

Se detectd a la ATPasa de H' de membrana plasmédtica tanto en
muestras del gel electrotransferido a nitrocelulosa como en una
mezcla de proteinas adsorbidas a papel de nltrocelulosa. En la

primera se puede detectar vy determlnar ;_‘
aproximado y 1a'existencia, si -la hay, ide
proteina que reacc1one con.- el antlcuerp
obtiene una dlstrlbu01on homogenea de la

en la Tabla V. Se describiri més adelant : ter
anticuerpo contra la ATPasa de . H+ de memb 1§Smética de
plantas. T -

mezcla para«::ﬂ
después de éstc
k dicionada con
; ﬁé’lﬁos en'1 ml

~fosfato'  de
‘1sueltos en 1 ml de

5- bromo 4- cld

dlmetllformamlda sa la.inmunoréplica.’
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Tabla V. Cond1c1ones flnalesvpara la detECClon de la ATPasa de
MP de plantas, en pa 1 de_nltrocelulosa.

.Temperatura . Solucién

Lavado del papel

de nitrocelulosa 10 min ‘f . ‘Ambiente TBS
Blogueo 2 h 37° ¢ 6 % de leche
Sveltes en TBS
: , vk
Lavados Dog de 5 Ambiente TTBS
min c/u
Primer anticuerpo 4 h Ambiente Dilucién 1:1000
L del anticuerpo
en TBS
: o : . e
Lavados " Uno de 1 h Ambiente TTBS
Segundo anticuexrpo- v4;6‘h o) Ambiente Dilucién 1:1000
toda la 6 4°cC . del anticuerpo
noche en TBS
Lavados Tres de 5 Ambiente TTBS y el 30
min e¢/u con TBS
Revelado de las 5-30 min Ambiente - Reveladora

proteinas con Ab.
esp. en el papel

*
Todo el procedimiento se llevd a cabo con agitacidn lateral,
suave y constante, del papel de nitrocelulosa.

*% L
La solucidén de TTBS contenia lo mismo que la solucidén de TBS
mi&s Tween-20 0.05 %.
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H . . .
Se colocd 'en agitacidn sudve hasta que las bandas se hicieron .
visibles, - la .reaccién se detuvo al cambiar la solucién: de:

revelado por agua bldestllada, en la cual se lavé 2 Veces ‘la.
nltrocelulosa SLa.  réplica se conservé en agua con .NaN3 en
oscurldad y ‘a 4 C en bolsas de polietileno.

4.18, Obtencién del anticuerpo contra la porcién amino
terminal de la ATPasa de membrana plasmidtica.

A partir de las tres secuencias conocidas de aminodcidos de
las ATPasas de membrana plasmitica de plantas, se buscd una
secuencia conservada y antigénica para hacer un anticuerpo que
reaccionara especificamente contra la  ATPasa. El péptido que se
escogid consta de 14 am1n0a01dos (YNKLEEKKESKLLK) Yy Se encuentra
en la regién amino terminal de la ATPua de membrana plasmitica
de las 3 especies de plantas cuya estructura prlmarla se conoce.
La blisqueda y el disefio del peptldo antlgenlce la reallzo el Dr.
Diego Gonzilez Halphen del Instituto:de Flslologla Celular, UNAM.
‘lecclonaron de

Las regiones hidrofilicas de la secue c1a
acuerdo a los valores de Hopp en. .

“indice de
hidropatia,(HOPP{_1985); o

12 ‘con MBS
. d) 1la
emocyanin, KLH) .
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0‘ //N;:::ﬂ : - ' 'k_.i
7 0 / il " - ,
— t o”
N—O—C—@ —— YNKLEEKKESKLLKC--SH
L '

§u péptido antigénico +,¢isﬁeina
m-maleimido :
benzoil-N-hidroxisuccinamida pH > 6.5 - 7.5
" H
0§ /
NG
P A
7 a £ o7 \
| :N_O_g @) S~C~KLLKSEKK EELKNY
§0
B. H
= Moz KKEELKNY
S—C—KLLK SEKKE
—NH,, —— .
H N/
pH 7.0
Hemocianina (KLH)}
H
0§ /

Yl
/
HoN /
27\ 0 /" 7 \
_};'_@ 0 S—C-KLLKSEKK EELKNY

/
H N

Fig. .9.. Haptenizacidn -del péptido.antigénico a hemocianina.
‘A. Reaccién:'de’la’ Cisteina del péptido con MBS.
B. Reaccidn entre la regidén hidroxisuccinamida con los
grupos aminos de la hemocianina.
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‘La 'obténcién‘“del‘.suero 1nmune vy la xtltula01on de"lbs
antlcuerpos fue reallzada por la M. ’ugn c.
Instituto “de FlSlOlOgla Celular

rika’. Rendon,"del
g UNAM, ‘E1 procedlmlento' que

sxgulo fue el 51gu1ente

“"a) ‘Inmunizacién del“conejo.'Seblnyectar n'al conejo ‘100 ug

b) sangria de prueba. Se re
terminar la serie de i

contenido de anticuerpos

c)'Obténc;dn del s&éro inmune, Se sangrd al conejo, se dejd
coagular la sangre, -se separdé el codgulo de las paredes
" del tubo y por Gltimo . se centrifugé.a. 10,000 rpm por 30 ‘
min en’: el rotor SS 34 de. la centrlfuga Sorvall Se

pre01plto el suero con sulfat amonio  al 40 %,
centrlfugandose despues~ ' el
" mismo- rot T en

1 ml de. TBS ivolvié. a. titular el: i in el
inciso anterlor EEE
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4.19. Obtencidn de los perfiles densitométricos de las
inmunoréplicas y Western en hendidura.

Se hicieron las densitometrias de las proteinas en el papel
de nitrocelulosa utilizando para ello un GelScan XL (2.1), del
Instituto de Fisiologia Celular, UNAM, y con la ayuda de 1la
Bidloga Emma Bertha Gutiérrez-Cirlos.

El papel de*'ﬁitréééiﬁloéa se. coloco en el ‘aparato de
lectura, ~y - se’ le:
distancias‘ en- las

1nformac16n 1) las

blanco
1nespec1f1ca

bandas de proteina en‘ a: X : cléﬁ en el papel
de nitrocelulosa (pes d) su

grosor, e) el &rea de‘éada

respecto a las otras bandas,;
foérmula:

drea del pico 1

x 100°

drea relativa Qel pico 1. (%) sura de Tas Areas de

todos los picos a comparar
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RESULTADOS.

1. Pardmetros fisiolégicos de la germinacién del embridn.

Con el propdsito de establecer los tiempos en los cuales se
caracterizaria la aparicién de la ATPasa de H' de la membrana
plasmitica en la germinacién de embriones de maiz, se midieron los
siguientes parametros fisioldgicos: porcentaje de germinacidn,
toma de agua y consumo de oxigeno de embr:.ones embebidos desde 0
hasta 72 horas. : :

1.1, Porcentaje de Germinacidn.:

Se midid simultdneamente el k'po ntaje de g‘ermlnac:.on ‘de

embriones y semillas de maiz a dlferentes tiempos de J.mb1b1c1on

los embriones se present 35 horas, mientras que en la
: imbibicién; es decir, 1la
velocidad de germinacid
las semillas. Esto" puede

semilla méas 1entamente
endospermo actian como ba :
por lo tanto, los camblos ‘r'r'ie
necesarios para la germlnac:.o
las semillas gue en los embrion
embriones se verid wds rapldamente la reactlvaclon del metabolismo
celular; cabe sefialar que se tomd como el final del periodo de
germinacidén en los embriones, las 35 horas de imbibicién.
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GERMINACION (%)
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Embriones n u /
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| M 1 ' ] 1 {
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TIEMPO DE IMBIBICION (horas)

80

Fig. 10. Viabilidad de semillas y embriones. 30 semillas y
30 embriones fueron embebidos en cajas Petri
segun lo descrito en Materiales y Métodos. Los
valores son el promedio de 3 experimentos

independientes.
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1.2, Cinétiéa de la toma de agua.

'EYl patron‘c1netlco de la toma de agua. de los embrlones de
maiz (Flg. 11‘
(Fig. - 2):. :
primeras 2h
dlsmlnuyo -1

fue‘slm;lar al reportado para semlllas completas

humedo en las

’raplda acumulacidn” de ‘pé
mb1b1c1on de los. emb i
‘dad de toma’ de aguai(

se.. I), después

) éual precedlo

a una segu awraplda de - agua 3 affase IT del
perlon de /imbibicidn: '.’_“" o béééol ya: que
X 5 : "embx a o Esta fase‘
6 el embrlon,,
germlna01on del embrlon no puede detectarse:de manera mﬁy‘pre01sagk

1o cual ocurre alrededor de las 35.h de 1mb1blclon'(F1g

ya que: la radlcula

’sta 51empre expuesta y es dificil . apre01ar
cuando * se 1n1c1a su elongac1on :

1.3, cinética de consumo de oxigeno,

Se midié la act1v1dad de consumo de ox1geno a los dlferentes
tiempos de imbibicién del embridn. En los embrlones no prev1amente
embebidog no ge detectd consumo de oxigeno (Flg 12) 

“sin embargo,
los embriones presentaron un gran aumento :de dlcha aqp;fldad,
(hasta 6.9 mnitomos de O /embrlon/mln) » : »
1mb1b1c1on, despues de este tlempo Y hasta

a“radicula
s en la

grado. En el tlempo en que’ ocurrlo la'emer b2t

(35 h), se logro detectar Jun 1ncremento.w

actividad de consumo de ox1geno El consumo de ox1geno ha sgido

e la act1v1dad metabollca de ‘embriones y

usado como una medlda

semillas durante la germlnaclon (Chlng,'1978), razén por la: cual. -

gse ugd en este estudl encontrandose que .la. mayor actividad

metabdlica ocurre dentro de las primeras 10 horas de imbibicidn
del embridn.
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Fig. 11. Cinética de incremento del peso humedo de embriones de
maiz AgQ,. 27 embriones se pusieron a embeber en

cajas de Petri segin se indicé en Materiales y Métodos.
Se indican las tres fases de toma de agua y el punto
donde la germinacién a concluido (G). Los valores repre-
sentan el promedio de 3 experimentos independientes.
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Fig. 12. Cinética de consumo de oxigeno de embriones en germinacic
30 embriones se pusieron a embeber en cajas Petri los tiemg
indicados. Al cabo de ellos 3 embriones se colocaron en la
cubeta del oximetro en donde se midi6é su consumo de O,

segun lo descrito en Materiales y Métodos.
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Con base en los resultados presentados en las flguras 10, 11
y 12 se determlnaron 1os tlempos en los cuales se

studiarfa a la

ATPasa de H'Y membrana plasmatlca en 1a Los: tiempos
que se escogieron fueron 0, 1., 2,

observar si 1la ATPsa de H'

stos .se podria
_ v 3 '?éemillas no
embebidas, la magnitud de su presenéia y:éufdésafroiio durante la
imbibicién del embrién. '

2, Identificacién de los componentes que hidrolizan ATP en
la fraccion microsomal de embriones de maiz.

En un trabajo previo (Garcia, 1993) se caracterizd la
aparicién de la ATPasa de H' membrana plasmética en la
germinacidén, utilizando’ para ello las - fracc1ones microsomales de

En la act1v1dad de

embriones de maiz.

cada enzima, con

ATPasa de la MP; > i
encontrd que sélo el 3 Ae ivida 1 correspondia a
la ATPasa de la me que "la ATPasa de
tonoplasto, asi»cdm ] presentes
con una contribﬁéién (33. y 44 %
respectivamente) .- . Tar :
gsensgible a NagWoO;

corresponde al 5.6 %

El total de los porcentaje 'f idr‘al 100
%. Esto podria deberse -a que ‘con . concentraciones de
inhibidores utilizadas haya ocurrido una inhibicién cruzada,

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

Tabla VI. Componentes en21matlcos de la fracc1on mlcrosomal de
embrlones que hldrollzan ATP e :

*x
ACTIVIDAD

TOTAL

Sensible a NaBVO4
(ATPasa de MP)

Sensible a KNO, . o 833¥4f: 75.2‘ 33.1
(ATPasa de Tonoplasto) R )
Sensible a NaN, =~ | 1114.0 % 103.1 ~ 44.3
(ATPasa Mltocondrlal)f. ‘ i ‘

Sensible a NaaMoO4 :
(Fosfatasa &dcida) L

* . ’k'.v
Los embriones fueron embebid

mo 1a dlferenc1a
TP VY la acthldad

*k : il
La actividad sensible al

entre la actividad total ‘de

residual o insensible ailinhibidof

que los resultadcs gb

germinacién de los embrlones en"prepa c1ones enr1quec1das en

vesiculas de ‘dos métodos més

ampliamente reportados en la literatura para este fin son los
gradientes de sacarosa o bien un sistema de particién en dos fases
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usando Dextran. T-500 = (DEX) y Polletllengllcol 3350 {PEG). Sabemos
los antecedentes enjel‘laboratorlo y en la literatura, que los

gradlentes de sacarosa4sbn eno efectlvos en la separacién de .VMP

de las otras memb_ana celulares

'comparados con del sxstema de

particién-en- do’ fases

% de pureza ren XVMP yiicon* iab ventaja adicional de ‘que’ la,‘
orientacién de -las ve91culas es uniforme, (Hodges et al, '1986;

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

3, Determinacidén de la composicién éptima 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 cuidadogsamente las
concentraciones de polimeros y sales qué se usen dependiendo del
tejido del cual se parte, ya que la técnica se basa en la
separacién de las membranas dependiendo de su carga de superficie
y ésta varia dependiendo del tejido y de la especie en estudio
(Hodges et al, 1986; Larsson et'al; 19

Los resultados de la variac en la concentracién de .los-
polimeros en la mezcla de  fase muestran en la Fig. "13. El
de PEG y DEX desde 6.2 hasta 6.8
ipurlficaCLOﬁ de VMP, evaluada por la
qr?Na3V04. Sin embargo, a PEG
%6n‘notable en la purificacidén

incremento en las concentrac
% produjo un aumento eé»
inhibicién de la hidrélis:
7.0 % y DEX 7.0 % hubo

(7.5 %) . EL mayor en:
DEX 6.8 %. :

n VMP se encontrd en PEG 6.8 %,

Lr'a as otras vesiculas fue afectada no
s6lo por 1asycdnbe tri nes de los polimeros en la mezcla de
fases 51no tamblen P concentrac1on de KCl1 (Fig. 13) (Hodges,

et al, 1986 Larsson et al, 1987).
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En ausencia de KCl, la purificacnf.éln.v_fl__.l‘e“,apénaLs del 25 %, pero
usando las concentraciones de PEG y:DEX dé 6 1y a3 mM de KCl,
aumentd al 47 %, mientras que a 5mM de KCl ‘
una mejor pureza, cerca del 80 % (F:Lg ,13
mayor al que se obtuvo con ‘una concen\

en la mezcla de.fases y 5.mM. de
siguientes exper:.mentos, se usaron KCl 5 mM'

en la mezcla 'de fases..
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INHIBICION POR VANADATO (%)
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] A\, KCI5mM
70 4
§ ® KCI3mM
60 4
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i |
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- o)
20_1 8 -KCIi
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.
0 ¥ ] L l ¥
6.0 6.5 7.0 7.5

PORCENTAJE DE PEG Y Dex

Fig. 13. Efecto de la variacion de las concentraciones de

PEG, Dextran y KCI sobre el enriquecimiento de
vesiculas de membrana plasmatica obtenidas por
el método de reparto de fases. La fraccion de
mitocondrias mas microsomas (M+Mit) de embrio-
nes embebidos th en agua a 29° C se aplico al
sistema de particién de fases con las modificacio-
nes ilustradas en la Figura y se obtuvo la fraccién
U,, alacual sele midié la hidrélisis de ATP

sensible a vanadato.
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4, Eleccién de la fraccién membranal para obtener VMP por
reparto en dos fases,

Con el propdésito de recuperar mayor cantidad de proteina
membranal en la fraccién Ui (obtenida de la particidén en dos
fases), para su uso en los experimentos de actividad e
inmunodeteccién de la ATPasa de MP, se realizaron las siguientes
modificaciones: a) una homogenizacidén doble del tejido (Ver
Materiales y Métodos), para obtener una mezcla mas homogénea en el
tamafio de vesiculas y b) someter la fraceidn de H-N (homogenado
menos nicleos) en lugar de la M+Mit (microsomal mids mitocondrial)
a la particidén de fases, para evitar la’ pérdida de VMP de gran
tamafio (y por tanto de protelna membranal) y realizar menos
centrlfugac1ones (Tabla VII)

Tabla VII. Récuperadién de proteina membranal en la fase Ui a
' partir de fracciones crudas de membranas.

PROTEINA TOTAL (mg)

Fraccién Membranal A partir de 150 Fraccidn U1
” ,
embriones
M + Mit (s) 7 15.6'% 3.5 0.12 #.0:07
*M + Mit (d) Sl 28,0 8 6.7 0.22°£:0:12
*H-N (d) “"7}152.6 +

50 . 0.75 £ 0.12

- S
Los embriones fueron embebldos vl hora 1en -agua y fueron
homogenizados segilin se descrlblo en Materlales y Métodos.

(s) Homogenizacién simple ‘ ‘

(d) Homogenizacién doble

®4-N es homogenado sin nucleos, HM”+‘ Mit es la fraccién de

microsomas mads mitocondrias’’ que se obtuvo como se describid en

Materiales y Métodos.
Los valores representan la medla de 5 . diferentes fracciones
membranales. )
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Cuando se realizd la doble homogenlzac:Lon de 1os embriones,
hubo un incremento de 15.6 a 24 03 mg en’la proteina recuperada en
la. fracc1on M+M1t es dec1r, se. recupero 1. 5.veces mds proteina y

como’ consecuenc1a -se obtuvo may
fracc:.én U1 de VMP ot
(d) ali repartowe . : :
proteina en la fracc:Lon U1, que soh 6 25

cant:.dad de protelna en la

eces" mas' que 1la obtenida
de una fracc:.on M+Mit (s) y 3.4 veces ma qu

a resultant:e de una .
fraccidn M+Mit (d). De manera que para los élgulentes experlmentos )
ge usd la fracecidn de homogenados sin ndcleos. (H- N) obténida. de la
doble homogénizacién de los embriones.

5. Efecto de la cantidad de proteina en la purificacién de
VMP obtenidas por un segundo reparto de fases,

Los resultados en la purificacién de VMP por la técnica de
reparto en dos fases fueron poco reproducibles a pesar de estar
usando las condiciones méds favorables para su obtencidn. Con el

objeto de eliminar esta variacidn se introdujeron las siguientes

modificaciones:

a) Una segunda separacion la fraccién inicial

(1), para obtener una p ayor pureza y
homogeneidad (fracc’lon Uz) L
b) La adicidédn de un detergen
hidrolisis de ATP ' pal
heterogeneidad de la o;ié;it;édié
decir, que una poblacidn: ‘de "\:vresicul‘a'
activo de la ATPasa hacia: adentr
o "al derecho") .y otra p;blac:.on fiiera de las
vesiculas (orientacid Ya - que sin

detergente sélo es p Pasa ep,vesiculas,

MM para solub:.l zar a la membrana y exponer asi a los
sitios activos sin afectar la inhibicidén por vanadato
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de la ATPasa de MP (Grouzis et al,‘1987)
c) Determlnar la p051b111dad de un requerlmlento optimo de
protelna membranal anadlda ‘a - la mezcla de fases para

efecto del detergente en la

vanadato, ,ien ‘habia una
estimulacidén en la regién de Y de 1las
vesiculas de membrana plasmitica, de manera que ge’ siguié usando

en experimentos posteriores.

maiz y que se resumen:a: aclon. a) doble homogenizacién de

los embriones; b) uSoide 3 ‘clén de homogenados sin nicleos;
c) adicidn de 110 mg de pro e na membranal a la mezcla de fases d)
Ex 6.7 % y KC1 5 mM; e) la

realizacién de dos partlclones de,fases sucesivas para obtener la

mezcla de fases con PEG 6 7 g,

fraccién Uz y £) medicidén. de la act1v1dad de ATPmm de MP en
presencia y ausencia de 1lsofosfat1d11c011na.
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Fig. 14 .Efecto de la cantidad de proteina aplicada al sistema de
reparto de fases en el enriquecimiento de vesiculas de
membrana plasmatica . La fraccién de homogenado sin
nlcleos de embriones embebidos 1h, fue aplicada al
sistema de reparto y se llevaron a cabo dos repartos
consecutivas. La medicion de la inhibicién de hidrélisis
de ATP por vanadato se hizo en la fraccién U, en presen

cia ( —m— ) o ausencia (—O— ) de lisofosfatidilcolina
(LPC).
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6., Rendimiento en VMP obtenidas de un segundo reparto de
fases.

8e evalud la cantidad de proteina total recuperada en la
fraccidn purificada de VMP obtenida de un segundo reparto en dos
fases. En la Tabla VIII se muestran los datos de un experimento
tipico realizado para obtener la suficiente proteina membranal en
la fraccidn Uz para poder medir la actividad enzimdtica y detectar
con anticuerpos especificos a la ATPasa-de MP.

Fuentévdé Préteiﬁéi

Embriones’
Fraccidn H-N-
Fraccién H-N

-

para particidn

Fraccidn Uz

*Valores obtenidos de 5 dife% nte ; : :
**Rendimiento de la fraccién U: siderar:220 mg  de

proteina de la fraccién;Hf : Y B
®peso himedo de 200 embriones
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A partlr de 200 embrlones embebldos una hora fue posible

nec'sarla de homogenado ‘sin’ nucleos_ para
on 110 mg de proteina cada uno (220
s Uz, que se obtuv1er'n al segulr el

la que se inicié la purificacién de VMP.

7. Comparacién de los componentes que hidrolizan ATP en las
fracciones microsomal y U2,

Para evaluar la pureza de las VMP obtenidas en Uz por la
técnica de particién en dos fases se utilizdé como criterio de
pureza la inhibicién de 1la hldr01181s de ATP por vanadato, el cual
es un inhibidor especifico de 1la ATPun de. H de MP (Tabla IX) .
Ain cuando se encontrd un porcenta]e alto de 1a

nh1b1c1on de la
hidrélisis de ATP por vanadato, st ;
insensible a este inhibidor. Para
eran responsables de la libefaéién d

reaccién y ademds examinar las dlfer nc1as._ntre la hidrélisis de

ATP en la fraccidén microsomal y: en‘la racc;on Uz se incluyeron en

el medio de reaccién los 1nh1b1dores‘espec1f1cos 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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_ACTIVIDAD

TOTAL

% A N
Sensible a Na Vo, 7158.0..(28.2) “(79.4)
(ATPasa de MP) T : i ’
Sensible a KNO, 580 132 (0)
(ATPasa de Tonoplasto) FE
Sensible a NaN, 1440?, : 54.9 5 (18)

{ATPasa Mitocondrial)

obtuvo:; como aﬂdifetencia

* La actividad sensible{al? nhibidor s
ctividad

entre la actividad total :de’’h
regsidual o insensible alliﬁﬁ;b;dq

TP de: la fraCCLOn
n<la fracc1on Uz.

La actividad total de hldrOllSlS ’de

microsomal fue 2.1 veces mayor a- 1a eﬁcon“'a
Sin embargo, sdloc el 28.2 % correspon :da MP en la
fraceién microsomal, mientras que el 79 tividad total
de la fraccién Uz fue de ATBasa -de MP. Hay c acer ﬁoéar que los
valores absolutos de actividad especifica. sensible ’a vanadato en
estas dos fracciones membranalg?j 51gn1f1cat1vamente
distintos {747 y 785 mmol Pi mg h-: cual»suglere que hay la
misma cantidad de enzima en ambas fraccmones Ademids, en la
fraccién microsomal se detectd actividad de las ATPasas de
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mitocondria "y . tbndplasté, contrlbuyendo .con. 54.9 'y 22.1 %,
respectivamente. Con el. procedlmlento_de pur1f1cac1on de VMP se
logré dlsmlnulr la' contribuciénide’ 1a ATPﬁu mitocondrial al 18 %
Yy perder por compléto lafactlvidad de la ATPasa de tonoplasto.
Estos. resultados conflrmaron que 3smgu1endo el procedimiento
optimizado. de partlclon en dos fases, se lograba obtener una
preparacidn de pureza aceptable de las VMP, en donde la actividad
predominante es la de la ATPasa de MP.

8. Influencia de 1la concentracién de polimeros en el

enriquecimiento de VMP de embriones secos de Maiz.

Después de haber establecido las condiciones para purificar
VMP por el método de separacidn de fases, utilizando para ello
embriones embebidos una hora, se procedidé a purificar las VMP de
les embriones embebidos por diferentes tiempos (con 1las
concentraciones de polimeros de 6.7 %); el porcentaje de
inhibicidén de la hidrdlisis de ATP por " vanadato en dichas
vesiculas s6lo fue bueno para los embricnes. embébidos,bno asi para

los del tiempo cero, en los cuales la 1nh1b1c1on no fue mayor del

39 %, medido en presencia o ausencia “de llsofosfatldllcollna

(Tabla IX). De tal manera dJque se procedlo determlnar la
concentracién J&ptima de polimeros ‘en 1a mezcla de fases, para

purificar las VMP de los embriones sin embebgr (Tabla X).
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Tabla -IX .- Efecto de la concentrac1on de pollmeros en la
purlflcac1on de _VMP de - emb g

6.7 s

6.8 8870 * 4.2

. S v - — =
LlSOfOSfatld lina - 100 ~uM -en el “medio 'de reaccidn- de

hidrélisis de ATP. -
Los datos corresponden a la media de 2 dlferentes fracclones
membranales y detexrminadas por. triplicado cadavuna;»

Se encontrdé que a 6.5 % de concentracmo e 1os pollmeros,
-de alrededor del

60 %, mayor a la que se obtenia a 6.7 % de los: pollmeros

habia una purificacidén de membranas plasmétl a.

a PEG 6.8 % y DEX 6.8 % cuando se 1ogro obtgngr,flaﬁvmayor
purificacién: 77.7 %, en ausencia de lisofosfatidi ‘d“{na, y de 88
% en presencia del detergente. Asi que* para pur flcaz' VMP de
embriones secos se utilizd 6.8 % de cada uno de. los’ ‘polimeros en

la mezcla de fases.
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9. Comparacién de la purificacién de VMP de embriones no
embebidos y embebidos por la actividad de hidrélisis de
ATP sensible a NaaVOai,

Las diferencias en la purificacién de VMP de embriones no
embebidos y embebidos fue notoria cuando se usé 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 concentracién de polimeros (Tablas
IX y XI), contrastando con el alto enriquecimiento en VMP de
embriones embebidos una hora, el cual correspondid a 70.6 % medido
sin LPC y de aproximadamente 87 % con LPC en el medio de reaccién
(Tabla XI). Sin embargo, a una cgnc‘en»t:faciélnfde 6.8 % de los
polimeros, la diferencia en la purificacién entre los embriones
secos y embebidos fue menor, ya quéfééféﬁtuvo una pureza de 78 a
88 % de las membranas plasmidticas de lbé»embriones secos medida
sin y con LPC respectivamente, mientraé'ﬁue para los embriones
embebidos fue de aproximadamente Gé‘%;rA,pesar de que a 6.8 % de
los polimeros fue menor la diferencia en la purificacidédn de las
VMP entre los embriones secos y embebidos, se utilizé s&lo esta
% de PEG y 6.7 % de
DEX para obtener las VMP de los embriones embebidos para utilizar

las fracciones membranales mis enriquecidas en VMP.

concentracién para los embriones secos y 6.7
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Tabla XI. Comparacidén de la pur1f1cac1on de VMP de embricnes

secos (tiempo cero) Y. de; embrlones embebidos (1
hora). Se partid- de 110"m de_la fraccidn H-N (d) vy
se obtuvo la fracclo #:Ua2; ;
que contuvo 5 mM. de RCL

una mezcla de fases

Concentracidn de
PEG y DEX. (%)=

.31.0%

L8t 4
77.7 % 2.7 88.0 % 4.2 67.5 % 3.2 © 67.9 * 4.

10,

Comparacién de la purificacidén de VMP de embriones secos
y embebidos por microscopia electrénica.

Las micrografias electrdnicas de las muestras de fracciones
crudas y purificadas de MP de embriones embebidos 0 y 1 horas y

obtenidas en paralelo, revelaron la siguiente informacién:

a)

b)

c)

Las fracciones de microsomas tanto de los tiempos de 0 y 1
hora de imbibiciéd“mostraron una gran heterogeneidad en
cuanto al tipo thamaﬁo‘de las vesiculas....

Esas mismas muestras
(fraccxones UZY fueron

. ger . -purificadas

désﬁuéf“' :
% hom presentando

actividades de hidrdlisis de ATP muy s mejantes.v ;7
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d)

e)

La presencia de fragmentos de membrana plasmdtica gue no
formyaban vesiculas fue muy evidente tanto en las muestras
de 0 como en la de 1 hora de imbibicidén. Es probable qgue
estos fragmentos sean de MP pues en .las fracciones
membranales crudas- (microsomas)

no se encuentran y si en
las membranas purificadas™(Uz). . " ‘ '
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Fig.

15 Fotografias al microscopio electrdnico de diferentes

fracciones membranales de embriones de maiz. A
Fraccidén microsomal de embriones secos, B Fraccién
microsomal de embriones embebidos 1h, € Fraccidén Uz
de embriones secos y D Fraccidén Uz de embriones
embebidos 1h. Las flechas indican los fragmentos de

membrana abiertos.
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11, Patrén de actividad de la ATPasa de MP en VMP
purificadas de embriones embebidos por diferentes
tiempos.

11.1. Purificacion de VMP de embriones embebidos por
diferentes tiempos.

Con el propdsito de obtener el perfil de actividad de la
ATPasa de MP de embriones de maiz en germinacidn, se procedid a
purificar las vesigulas.de membrana plasmdatica de 0, 1, 2, 4, 5.5
y 7 horas de imbibicién‘dé -los embriones. La obtencién de estas
vesiculas se realizd ‘en’ un solo dia, para homogeneizar la edad de

las vesiculas y ademas" edu01r -las ‘posibles variadionés en el
perfil de act1v1dad o protelna ‘causadas por. almacenamlento Yy no a

'otro tiempo de

la variacidn natural que pueda exlstlr entre,
imbibicién de’ los embrlones En da: tabla
resultados de: 1a pur1f1cac1on_de las membranas

II''ge muestran los

*
de las VMP
en dos fases de

Tabla XII Acthldad de :
purificadas’ por‘ S¢

embriones’ embeb1do ﬁiempos.

Concentracién de -. Tiempo de ™ “Inhibicién por

PEG y DEX (%) Imb1b1c1on Na_vo, (%)
(horas) . )
6.8 0
6.7 1
.7 200
6.7 40
6.7 '5.§
6.7 ST

Los valores representan la:
fracc1ones membranales dlstlntas
por trlpllcado en cada una. . .

La reaccidén de hidrdlisis de ATP se 1levo a cabo en presencla de
lisofogfatidilcolina 100 uM
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Se obtuvo una pureza de 67 s_a Bl % en VMP de los embrxones*

Pi mg ?

embriones.
inhibieién por vanadato,’ fu . ; ae v
ATPasa de MP a los difere = “,Vlmbiﬂiéién‘ de los
embriones. : S v

11.2, Patrdén de la actividad de la ATPasa de MP,

Los resultados obtenidos se muestran en la Fig. 16. En el
tiempo cero, cuando los embriones aitin no habfan sido embebidos, se
encontré actividad de ATPasa de HY; es decir, 1la enzima estd
presente y es capaz, en las condiciones de ensayo, de hidrolizar
ATP. Después de una hora, se presentd el miximo de actividad de
ATPasa y después de este tiempo decrecid, llegande a valores afin
menores que la actividad encontrada al tiempo cero. El que se
encuentre a la enzima en log embriones secos y con la capacidad de
llevar a cabo una actividad méds alta que la encoﬁtradé‘a 4,.5.5 y
7 horas, podria indicar que esta enzima juega un papel 1mportante
al inicio de la reactivacién del metabollsmo‘ de las celulas
embrionarias.
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Perfil de actividad especifica de la ATPasa de membrana
plasmatica de embriones de maiz. 200 embriones de maiz
se pusieron a embeber por los tiempos indicados al cabo
de los cuales se homogenizaron en N, liquido. Las VMP

se purificaron por la técnica de particion de fases y en las
fracciones U, respectivas se midio la hidrélisis de ATP.
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12, Inmunodeteccién de la ATPasa de MP con el anticuerpo
contra la porcién central de la ATPasa de MP de
Arabidopsis thaliana.

Con el propdsito de comparar el patrdn de la actividad
enzimdtica con el de la proteina especifica , sge procedid a
detectar a la enzima usando anticuerpos. En trabajos anteriores
(S&nchez,. 1993, 1993) .

'GarciaL

- se habla utlllzado un antlcuerpo

Ramén

los prlmer X iméntos;*Después'dé mo ciones a la

elﬁlﬁsa un tiempo
largo con la solucién de revelado (ap m ﬁte 2 h), para
poder visualizar las bandas de protein‘ éiQharon con el
r ‘otra parte, se
‘100 kDa de peso

anticuerpo, obteniéndose un fondo:-muy é;
sabe que la ATPasa de MP es un pollp

o molecular. Por ello se
inhibidores de
adem&s se

. de haber sido

'ta, preparandose
..en geles de

Eiﬁiemente lo que

v » 9e »fﬁe d1f1c11
detectar alguna - banda  en la lnmunorepllca De ‘manera que se
procedié a obtener un anticuerpo con mayor especificidad para la
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ATPasa de MP.

gery TESS M “’F'Bf}.
SALt DE LA siviiuiECA

N
3

Fig. 17. Inmunoréplica usando un anticuerpo anti-ATPasa de MP de
A. thaliana diluido 1:300 en TBS Y fracciones microsomales
de embriones embebidos diferentes tiempos. Se afiadieron 30
ug de proteina por pozo. 1) estdndares de peso molecular,
2) d'hbras,~§) 1 hora, 4) 2 horas, 5) 4 horas, 6) 5.5 horas

y 1) 7 horaS‘de'imbibicién de ‘los embriones.
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13. Obtencidén del anticuerpo especifico para la ATPasa de MP
de plantas.

En la literatura se encuentran reportadas las secuencias de
aminodcidos 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 a.l, 1992) deduc:.das de sus genes respect:.vos. A partir de
estas secuen :

que ‘estuviera

se bUSCO una secuenc:.a comun‘

conservada :y ra antigénica,

} ant:.cuerpo que‘
reacc:.onara esp ciflcamente contra la ATP' : :

indican: las tres reglones que. resultaro

de la ATPasa, de ellas se escoglo' una gecue
estar altamente conservada en:ﬁestas Y:
ATPasas t:.po P de’MP de otras espe

-

que transportan otro cat n (W‘

correspond:.ente (F:Lg

A 48 61 | |B

ARABIDOPSIS  PNKLEEKKESKLLK A AR
LicoPERsicoN  YNKLEEKKESKFLK

NICOTIANA YNKLEEKKDSKLLK

PEPTIDO C1To3q WQS : s
ANT IGENICO YNKLEEKKESKLLK 1

:

Fig. 18. Secuencias conservadas y antigénicas de las ATPasas
de membrana plasmidtica de plantas. A. Secuencias
conservadas en la regidn 1 de la ATPasa de MP de 3
especies de plantas y el péptido antigénico disefiado
a partir de éstas. B. Modelo transmembranal de 1la
ATPasa de MP mostrando las tres regiones mis
antigénicas.
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14, Caracterizacién del anticuerpo obtenido contra la regién
amino terminal de la ATPasa.

Una vez obtenido el anticuerpo contra la regién amino
terminal de la ATPasa de MP se procedid a caracterizar su reaccién
en inmunoréplicas tipo Western de diferentes fracciones
membranales de embriones. En la Fig. 19 se observa que hay una
sola banda de reaccidén con el anticuéfpo tanto en £racciones

crudas (homogenado y microsomas). como en ‘la fraccidén Uz, donde

ademds hubo una mayor reaccidn, ta : omo se esperaba, ya dque
esta fraccidén membranal esta enrlqgeclda_en vesiculas de MP y por

lo tanto de su ATPasa. Algunas ba\aésﬂmenores que aparecen en la

réplica solo aparecen a tieﬁpbs‘?largos de exposicién a la

fosfatasa alcalina. Ademés{‘ antlcuerpo reacciond con una sola

banda en una preparac1on d ves1cu1as de membrana plasmatica de
betabel (control p031t : o hubo reaccidén usando una fraccidén

semipurificada de la ATPa e H de Kluveromyces lactis (control

negativo) proporc1onado amablémente por el Dr. Juan Pablo Pardo
(Fac.de Medicina, UNAM) Ya que el anticuerpo mogtrd ser
especifico 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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Fig. 19. Inmunoréplica tipo Western de aiferentes fr

membranales utilizando el anticuerpc anti—regién NH,
7te:mina1;deylakAEEan de MP de plantas. Se emplearon

30 19
'MiérOSOdés

3) 1020
de }evadura;f

. .yesiculas’

82

proteina . por. cearril. 1) Homogenad
de petabel



15, Inmunodeteccidn en réplica en Western de la ATPasa de MP
en las VMP de embriones embebidos por diferentes

tienpos.

Se realizb la electroforesis en geles de poliacrilamida SDS
de las VMP de los embriones embebidos por diferentes tiempos y la
inmunoréplica tipo Western del gel dé estas mismas muestras (Fig.
20 B), detectdndose .a - la ATP s Cen, ‘éStés ‘preparaciones con el
ant::.cuerpo contra ‘1 'm:.nal. de 1a enzima. En el gel

tiempos de lmblblcion de ‘emk gVéCiédamente esta banda
tenia una forma irregular en 14 distribucidn, a pesar de que en el
gel (Fig. 20 A) se observé: una distribucién homogénea de 1las
,Es poslble que dada su escasez

proteinas (bandas bien deflnldés) :
en la membrana, 1la ATPasa 10O se: transflera uniformemente dando

bandas de forma irregular.
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Fig.

kDa

107
853

75.2
55.3

36.5

20. A. Gel de poliacrilamida-SDS tefiido con azul de

Coomasie,en el cual se corrieron VMP de embrxones
embebidos por diferentes tiempos, se cargaron ‘25 ug
de protelna por carrll 1) cero horas, 2)i1s hora, 3)

mb;blclbn de
e B.

de 1mb1b1c1on de 1os,embr10nes
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16. Deteccidn y cuantificacién de la ATPasa de MP en las VMP
de embriones embebidos por diferentes tiempos.

Para la deteccidn y cuantificacidn de la ATPasa de MP en las
VMP de los embriones que fueron embebidos por diferentes tiempos,
se adsorbieron las vesiculas, directamente en el papel de
nitrocelulosa, segﬁn se detallo‘ en. Materiales y Métodos. Lo
anterior se justlflcof por dos’ razones- la prlmera, porque la
distribucidn 'de 1a Tna membranal e ‘una ranura (ﬁslbt,blot“)
1 repllca del gel (De . Llsle,

es me30r a'
1991), -

banda de reacc16n, con:ie aﬁtlcuerpo contra la ATPaq;'

tiewmpos (Flg 218), el color que se obtendria en la ranur
debido solamente a esta banda :

muestran en la'?ig; 21 A, en donde se observa que: si r
distribucidn pareja de la proteina en la ranura. Se cuantlflco 1a
intensidad 'y grosor de cada banda por den81tometria ”y' los
resultados de este andlisis se encuentran en el panel”B de la
misma figura. Los plcos obtenidos de cada banda: se utlilzaron para
determinar la concentraclon relativa de ATPesa-a . cada'uno de los
tiempos de 1mb1blclon de los embriones (ver Materlales y Metodos)
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absorbenci

TIEMPO DE IMSIBICION (horas)
diatancin K

[——fraccién U,
---- fondo

Fig. 21. Inmunodeteccién de la ATPasa de MP a diferentes
tiempos de imbibicién de los embriones. A. Western
en ranura ("slot blot") de 1las fracciones de
embriones c¢con 0, 1, 2, 4, 5.5 y 7 horas de
imbibicién. Se aplicaron 25 pug de proteina en cada
ranura. B. Perfil densitométrico de las proteinas
detectadas con el anticuerpo especifico de la
inmunoréplica en ranura mostrada en A.
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17. Perfil de la ATPasa de MP a los diferentes tiempos de
imbibicidén del embrién.

La reactividad al anticuerpo o la concentracién relativa de
ATPasa a cada uno de los tiempos de imbibicidén de los embriones se
encuentra graficada en la Flg 22. Se detectd a la ATPasa en los
embriones secos o sin embeberhi :

‘prlmera hora de haber sido
embebidos no se observé un. aument

pero a las 2 horas de 1mb1b1c1 nfse _erVé”un’méximo de proteina,

siendo ésta 3 veces mayor a <1 tada en- el tiempo cero. Lo
anterior sugiere una sintesls de ovo de ‘la en21ma, la poblacién
de enzimas que se detectd: a las 2~ horas representaria entonces la
mezcla de la protelna\ex1stente y la sintetizada de novo. A las 4
horas de imbibicién de los embriones, la proteina disminuyé a
valores similares a los del tiempo cero y se‘mantuvo egta cantidad
de proteina hasta las 7 horas de imbibicidn del embrién. Es claro
gue a las 4 horags ya pudo haber una degradacién de lag diferentes
poblaciones de la enzima, en donde posiblemente ya haya poca o
nada de la que existia en el embridn sin embeber. Esto asumiendo
que lo que hay de ATPasa puede ser reconocido por el anticuerpo y

que este solo reconoce a la ATPasa.
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REACTIVIDAD AL ANTICUERPO (unidades arbitrarias)

40

35

304

25 4

20 -

15 4

10 A

54

T T T T T T 1 T

0 2 4 6 8
TIEMPO DE IMBIBICION (horas)

Fig. 22. Perfil de deteccion de la ATPasa de la membrana

plasmatica con anticuerpos en embriones embebi-
dos a diferentes tiempos. Las fracciones membra-
nales (U,) 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 aparicién de la ATPasa de MP en vesiculas
purificadas de embriones de Maiz en germinacidn.

Para tener una imagen mds completa de la cinética de
aparicidén de la enzima en la germinacién de embriones de maiz, se
combinaron las grdficas de 1la ATPasa de MP detectada con
anticuerpos (Fig. 22) y por actividad (Fig. 16) en una misma
grdfica (Fig. 23). Se observé que aungue ambos perfiles eran de
forma similar preséntaban algunas»diferépcias, como son: a) el
pico maximo de:adtiVidad se presentd  una. hora antes que el de
proteina y b) la magnltud de la actividad no corresponde a la
magnitud de los - niveles de proteina en las primeras horas de
imbibicidén de  165 embriones. Esta: discordancia se mostrd
consistente‘enj6 preparaciones,difefenteég

En el recua ro de 1a Flg lentra..la relacidén de la

acthldad*esp_ ‘la‘membrana plasmitica
iempos de imbibicién
-claramente como  la

y la reac 1
de 105”embrlones
actividad espec1f1ca e a: n la primera hora vy
que la poblacmon de" la enz» a‘a las dos horas de
"gx;"gero que se
_cﬁénﬁ_Actividad /
- imbibicién.

imbibicién presenta ‘una:
sostiene aproximadamente’
Reactividad al anticuerpo has'

89



ACTIVIDAD DE ATPasa de MP (nmoles Pi/mg/h} —a—

L : P
1200 . : . : SRS : 40 %
g8 o
i 2
1000 - it g
1 .-
a 2430 >
i £
] 28 1 3
3 ¥ T T 8
600 TIEMPO DE IMBIBICION (horas} 420 %
o
| O
400 4 5
3.
410 &
@
200 4
@
J B
s.
0 T T T " T v T v 0 &
0 2 4 6 8

R, TR,

TIEMPO DE IMBIBICION (horas)

Fig. 23. Perfil de aparicion de la ATPasa de la membrana
plasmatica de embriones de maiz, detectada con
anticuerpos especificos y por actividad.
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B.DISCUSION

Seleccién del periodo de la germinacién relevante para
estudiar 1la cinética de aparicién de la ATPasa de H" de 1la
membrana plasmédtica.

En este trabajo se utilizaron los embriones aislados de
maiz, como un sistema mds simple que la semilla entera, lo cual
permite disectar los fendmenos c:.rcunscrltos a los tejidos que
conforman al escutelo y {:11.:' eje, embrlonarlo, que  son las

estructuras alrededor de las cuales eal:.zarse el camb:Lo en

el metabolismo de la osto de esta
simplificacién radica en que _en os ~embriones

_el__- resto de

la gemilla con el embridn,--las:.ci

ggrminacién se
Ginedo o tambi&n
: '1978; Bewley y
Black, 1978) . E ise
tres fases, L eportado en embriones
de maiz, ‘gira 1,71987; 'Ehrenshaft y
Brambl, 1990; 2

componentes Punt rulo v

Boverisg, 1990), nz:.mas que se

ven involucradas: todas las enzimas de la glucollsls, del ciclo
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de Krebs, de la cadena de 'transporte de electrones‘Ly de: la
'1987;
»Attucc1 et

La fase II
ha

ésta alcanzado

~ formacién de membranas,
i nel§é, DNA y RNA. Es en
mbios metdbolicos que
hing; 1978).

agua ‘como el consumo de

ftémpdralidad de 1la
‘s‘prlmeras 10

De éétéé réshl
de imbibicidn de o
germinacién, ya gie
ATPaca-H' de la MP, ‘
si éstos camblaban en V! o0 deiil mblblc;on. “En el

la en21ma, y

total de oxigeno, la mov1llzacion de 11p1dos y*la hldrollsls de
ATP sensible a ollgom1c1na., Ademés, ‘han’:
algunos componentes en21mat1cos “que. contrlbuyen"
la
ATPasa mitocondrial y la llpox1genasa (Puntarulo et al, 1987;

Ehrenshaft y Brambl, 1990; Attuci et ‘al, 1991, Hill et al, 1992).

actividades resplratorlas como’ son" la c1tocromo -
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En el presente. trabajo 1a act1v1dad en21mat1ca evaluada fue la de
la hldrollSlS .de- ATP” 1 3 - por. 1o - cual la
especmf;c;dad de esta determlna01on era crltlca.

Purificacién . de 'la fraccién de vesiculas de membrana
plasmatica, ) i

En un trabajo previo se habia caracterizado a la ATPasa de
la MP en la germihacién de ejes y embriones de maiz, utiliz&ndose
fracciones microsomales (Garcia, 1993). La identificacidén de los
componentes gue  hidrolizaban: ~ATP. B8 reallzo por medioc de
inhibidores especificos;- encontréndose‘cuatro enz1mas presentes

en esta fraceidn: la fosfatasa ac1da y’las ATP“a“‘mltocondrlal

del tonoplasto y de la membrana plasmatlca B ‘este trabajo se

corrobord la heterogeneldad de = la’ preparac1on Y ya “que la
hidxélisis .de ATP sensible a Na3V04 ‘se’ estaba' usando como
indicadora de la actividad de la ATPasa: de H devla MP, se,hlzo
patente ‘que 'esta era una sup051c1on que podrla llevar ‘a
consideracidnes falsas, pues por ejemplo el Na5V04 puede inhibir
a la fosfatasa dcida, también p;esente; en la preparacidén
(Gallagher y Leonard, 1982; Sze, 1955 ;Sérrano,‘1990); -

Por lo anterior, en este tfabéj645é procedid a obtener una
preparacién homogénea y especiflca de vegiculas de membrana
plasmatica. Ademds, una preparac1on de mayor pureza permite tener

la posibilidad de medlr procesos de transporte acoplados a la

actividad de 1la en21ma a :membrana plasmatlca.

El método quéfse"éSCégio ‘para obtener»a‘las vesiculas de la
membrana plasmé@iééffge;EIQde'separac16n en dQS‘fases utilizando
el polietilengiicdl‘3350‘y e1 dextran T-50

u_,ha sido empleado

para obtener VMP:'de’ semlllas[ hogas Y- ralces\dé ‘especies como

remolacha, esplnaca,'avena, frljol' ma
entre el 90 14 el 95% de pureza de 1as VMP

bano,‘con resultados
4(Larsson et al, 1984,
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1987; Hodges y Mills, 1986; Buckhout, 1989; Linnemeyer et al,
1990; Palmgren et al, 1890; De Michelisigt'al)f1991;vFaraday y
Spanwick, 1992). ' k A T N R

La técnica’ de separac1én de las VMP de las otras vesiculas
itemente ‘&sta varia

’omendandose,
eparto como

mayor purificacidn dé~ﬂiés
(Hodges et al, 1986;;Lafascn

Aiéuias de membrana
del intervalo de 5.5

empleada para obtener VMP'déer} eaf&e'Ebhinocloa crusgalli fue
del 7.0 % (Calera, 1992). Con. estos antecedentes se eligié el
intervalo de concentraciones‘aéflos polimeros cercano a 7.0 (6.2
% a 7.0 %) para obtener las VMP de los embriones de maiz. Ademds
se han reportado concentraéiones de KCl desde 0.3 mM a 40 mM para
obtener VMP, pero las coﬁcentraciones mas empleadas son 3, 5 y 6
mM por lo cual se decidié 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, 19380; Palmgren et al,
1990; De Michelis et al, 1991; Faraday y Spanwicka~1992 Calera, ..
1992) . La concentracidn &ptima de polimeros ‘con laque: se obtuvo
la mayor pureza de las VMP (80%) fue de. 6 T % oncéntracmon-
de KC1 de 5 mM.

Otras modificaciones que fueron
homogenizacidn del tejido- Y la de ‘adiciona a awlfésés
xcepto ~la - fraccién nuclear.

practicamente todo: el homogenado
Esto sugiere gue las ve51cu1as de ]
generan €en un homogenlzado Smele pueden 'Ser dé tamafios muy

‘a‘membrana plésmatlca que se
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distintos y ‘gque 'las vesiculas grandes plerden en las
centrlfuga01ones a baja veloc;dad“Con'l”idoble homogenlza01on se
logrd una ‘recuperaclon may; , prot ina membranal como

o 9;10 revelaron las

: 11984 y 1987;
Hodges y Mills; it 196 Llnnemeyer ‘et al, 1990;
Palmgren .etf:a_ M'éhelié"et al, 199;,_ Faraday v
Spanwick, (1992 g B S

de polaridad
detergentes

en una‘ﬁjqp (
(5ze, iQBé),'Y que’ al ser. sometldas a 1a separa01on en dos fases,
la mayoria de las vesiculas de la membrana plaswidtica se obtienen
al derecho (Largson , 1984 y 1987; Hodges y Mills, 1986), si bien
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con c1ertas concentrac1ones“de sales (KCl) y sometlendo a las
vesiculas (obtenldas.de"

nprimer reparto) a repetiaos clclos de

congelamlento ongelamlentO‘

preparac1on de ve

inhibicidn de la hldr01151s de':

que la fracclon mlcrosomal or1g1na1
encontraban: - la ATPun mltocondrlal con 31ve €5 mas tividad que
en la frac01on Uz, la ATPmm de tonopiv 2 7
no
28 %

de
de
las mismas condlclones de purez'
datos, cual o cuales son las causa

que han sido embebldos[ En esta dlrecc16n
al colocar a: una semlllai en’ 3
solutos como K

otros,, que poco

después dlsmlnuye’“
cualquier semilla;””
natural de desecac1o ]
favorables o adversas de alj t
de los factores que producenvesta sallda 1n1c1a1 de solutos en la
semilla es la desorganlzac10n del smstema membranal de la célula
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debida al bajo contenido de agua que alcanza la semllla durante
la desecac:.on (5 a 10 %) vy el cual al 1ncrementarse durante la:
germ:.nacn.on orgam.zar:.a Y sellaria l b:.capas 1:Lp1d1cas
formadoras de los organelos y la envoltura celular pre- exlstentes.
que fueron originadas en la- formac:.on de 1a semllla en la planta
madre (Bewley, 1986). )

En semillas . de gn.rasol s:Ln h:.dratar se observéd dque laS"
mitocondrias presentaban una estructura trllamlnar v que al ser
embebidas por 3 - horas ya presentaban la estructura normal - de:
bicapa llpidlca {Attuci’ et al, 1991) En el presente trabajo,- lasr
fotografias al mlcroscoplo electron:.co de las preparaciones de-
VMP tanto de embriones secos '‘como embebidos 1 hora mostraron un
gran nimero de fragmentos de membrana. Desgraciadamente no
hicimos las fotografias de VMP de embriones embebidos por tiempos
mas largos, quizd en ellos se observe una disminucidn de los
fragmentos de membrana. Sin embargo, es probable gue la membranas
remanentes de los embriones de semillas secas tengan
caracteristicas diferentes en los fosfolipidos y las protefinas,
tales que propicien cambios en 1la carga de superficie por
ejemplo) y lo cual redunde en requerimientos diferentes en su

purificacién, como se observd en este trabajo.

Deteccidén de la ATPasa de la MP usando anticuerpos.,

El anticuerpo obtenido a través de la haptenizacidén de un
péptido = antigénico usado en este trabajo, constituyd -una
herramienta: confiable en la deteccidén de 1la ATPasa "por las
siguientes. razones. a) responde a una secuenc:.a conservada en

tres espec:.
fllogen:n.a A es muy probable que esta s
ATPasa respect:.va en maiz;’ b) reacc:.o

de plantas no relac:.onadas cercanamente en su

ue c:.a se ‘halle en 1la

sola banda en una
ica ‘de betabel, que
contiene una ATPasa de H' P cldsica, aunque no estd secuenciada;

preparacién de vesiculas de membrana ‘plasm

¢) no reacciona con la ATPasa de K. lactis, la cual carece de
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esta secuencia en:l
reaccionard - 'con:
NH3-terminal.- C’»O”_I’l’?:l
solo un 25°%.

= qus’as“;‘ tipo
P que transp’drtéinv, :

Sin embargo,’ e‘s‘t":e ar
ATPasa de la MP en los siguientes: casc
estuviera proteolizada en él‘}‘am,ino; téxmlnal, y b) ,que hubierd
formas de la enzima (isoenzimas) que tengan incompleta o carezcan
de la secuencia antigénica. Aunque esto dltimo*'es improbable ya
que todas las secuencias deducidas de. los diferéntes genes que
codifican para cada una de las isoformas. de las ATPasas de
tabaco, tomate y Arabidopsis presentan la secuencia que fue
elegida en este trabajo para la obtencién del antlcuerpo.

Algo gue no podemos explicar es :el peso X molecular~de~

aparentemente 85 KDa de la banda quéf'r'ea'c ona’ con el ant:.cuerpo.

100 KbDa, ayudaria a; dlst:.ngu:.

la

os embriones’.de la semilla seca. Sin
81 mismos no indican cudnta.de esta
enzima’ esté en: ;

ndiciones ‘de 'ser activa.

b) El que después‘ de una hora de imbibidi detecte el
mismo nivel de enzima ,pero que este ‘aumente’a la dos
horas de imbibicién sugiere una sintes:.s activa de la
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enzima en el que el antlcuerpo estarla detectando.tanto

(1992), encontraron que la: v:.da medla “de 1

embriones, a las 2 horas_'hébri
de la enzima que a la ‘hora;
se detectd con los antici;érp

c)

Todos estos datos _orre1a01onaron con 1os datos de la

actividad enz:.mé.tlca como' se ve a continuacién.

Caracterizacién del patrén de la actividad hidrolitica de la
ATPasa de H' de la membrana plasmdtica.

El andlisis del perfil de la actividad de la ATPasa de H' de
la MP combinado con los datos de inmunodeteccién de la enzima
mostrd discordancias en varios tiemi:os, po;; lo cual se proponen
las siguientes interpretaciones: ‘ . ‘

a) Los embriones de la semilla; seca contlenen ATPasa gque
puede ger activa. Este hecho es 1nd1cat1vo de la: J.mportanc:La que
esta enzima tiene en el metabolismo celular, ‘de" manera que se

preserva en estado funcional' durante:el- periodo de desecaciédn
para asumir sus func:.ones f:.s:.ologlcas 'apenas se inicia la
germinacién. Con ello se 1e puede "cons:Ld 'rar como una enzima
"housekeeping", como ya han plantead al (1992)

b) El drématlco aumento en« .eéipe'crifica al cabo

de una hora de: 1mb1b1c1on suger:.ria que '8 rata de un aumento en

la sintesis de 1a en21ma,‘ s:.n embargo, los “anticuerpos indican
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que no hay Esto, puede

'an51torlo,‘

se esté 51ntetlzando una n
una proporcidén seme]ante- a:
degradando. :

la actividad de 1la en21m e el” embrlon sigue captando agua

después de este_tlempo, mlentras que la actividad de la enzima
decrece. R ’

La segunda explicacién podria referirse- a la aparicién de
algln tipo de compuestos, por ejemplo una auxina que se sabe que
tienen un efecto activador scbre la enzima. Sin embargo, no hay
antecedentes en la lltgratura 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 (Ew1ng et al, 1990; Boutry
et al, 1989; Dewitt et al, ' érez et al” 1992) Para el caso
de las isoformaskPMAl, ; s

_thallana que fueron

Km: por ATP, . la activaci

enzima preseﬁté

lograr “su. 1nh1b1c1on P Lers
por lo cual es p051ble que - ‘se" ancontrare. alguna o varias
igsoformas de la enzima en el transcurso de la germinacidn.
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Es muy lnteresante que un - plco semejant' de act1v1dad en 1a
primera _hora . de 1mb1b1c1on Se;
tamblén durant la mb1b1c1 n

mltocondrlal
(Ehrenshaft

c) A las dos horas hubo una dlmlnuclén de 1a act1v1dad de la
enzima, si bien se habia detectado mayor cantldad de proteina con
el antlcuerpo..Es probable gque esto se debler ;

a gue la enzima es menos-activa por la
que esté suprimiendo su ,act1v1dad‘“

a) A las 2 :
esto p051blemente ige debe que hubo una degradacidén de la
,ubo_menos proteina detectada por el anticuerpo,
si bien tamblén queda la’; posibllldad de: que el tlpo de enzima que

va = degradéndose es- una . isoforma - :mu

enzima, ya que

actlva Ty la que estd

sintetizdndose y formando gradualmente la obla01on total es una

menos  activa.

patrones de

e} En los tiempbé
: Hlelos, como si

actividad y de presenc
el tiempo transcurri
paulatinamenté :
en 1é regulacié

Como ~se :pued

complejo por la multltud de factores que pueden combinarse e ir
cambiando sus contribuciones en el transcurso de la germinacidn.
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Algunos ‘experimentos que . proporcionarian informacién que
descartaria o reforzaria algunas posibilidades serian:

~La‘medicién de la sintesis de la
enzima en los embriones: con:id: tiempos de imbibicién

A) Biosintesis defhoyof

a inmunoprecipitacién
qﬁe tlempo comienza la
: de
nove a cada tiempo. La ad1c1¢n~de ‘ ékimidafdespués de 1la
la

se

tienen para las isoformas detectad tabaco, tomate o

Arabidopsis seria posible encontrar alguna o varias de las

isoformas, si es que las hay en- los

?embrlones de maiz vy

determinar si estas isoformas '  se; . encuentran presentes

cuantitativa o diferencialmente en ?unQ u  ‘otro estado de
imbibicién de los embriones. Ademas seria factible, identificar
las isoformas de los embriones por clonaqiénfde las familias de
genes, sobreexpresar las enzimas en 1evadura como . lo realizd
Palmgren para las isoformas de A, thaliana, y entonces realizar
un estudio cinético en las isoformas de los embriones de maiz
para evaluar sus diferencias con respecto a su papel fisiolégico
en la germinacién de los embriones de maiz.

Con los datos disponibles se propone el siguiente modelo del
papel de la enzima en la germinacién de embriones ‘de maiz. Al
encontrarse . la: semllla en estado seco,rlos 31stemas membranales
de 1las celulas, del embrlon estarlan desorganlzados Yy sus

sexencontrarlan embebldos”en ellas: tal’ vez con una
ksu. act1v1dad
componentes estaria 1nc1u1da la ATPasa-H' de la 'MP como una o

componentes

estructura -“in: decuada para' dentro de estos

varias igoformas. Cuando el agua ‘entra a la ¢élula, la membrana
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empezaria a organizarse,,se actlvarian las enz1mas celulares y
membranales y apareceria entre'otras‘compuestos reguladores del

de am1noéc1dos, tx c1on celular. Con

ello se fac111 a ! ri| esenc1ales .para el

crecimiento dehlas celulas,deAla radicula,

semilla queda callflcada como.. germlnada

gon cuya‘salida la
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CELULA EMBRIONARIA CELULA EMBRIONARIA

N (de semilla seca) (de semilla embebida)
]

| S
YPARED o T - :
CELULAR ' ' I
)] | [

1 .
) T
',} ’ AT};.;-H; ‘
- MEMBRANA PLASMATICA -
)
-u\‘) -
ELONGACION CELULAR'Y CRECIMIENTO

-
"")Fig. 24 Modelo del papel de Ia ATF'asa-H"’ de la membrana
;) plasmatica en la germinacicn de embriones de maiz,
-
e
et
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CONCLUSIONES

1. La ATPasa-H' de la. membrana plasmitica se enqueptra‘
presente en los embrlones secos, detectada tanto por actividad

como por protelna.

2. El perfll de la ATEma—H de la ‘membrana ﬁlasmética
detectada . ‘por antlcuerpos a los dlferentes tlempos de imbibicién
de los embriones es similar a la de la act1v1dad de hldrollSlS de
ATP de la enzima, si bien el pico méxlmo de act1v1dad precede al

de la enzima.

Las diferencias entre los~pgtronésnde actividad y proteinas
de la ATPesa durante la imbibicién del. embrién podrian explicarse

por:

a) Balance totalg';'” ;férehtes velocidades de

biosintesis yfd‘g’

b)

c) Efecto de eleﬁehtos
tiempos de la germlnac é

eg ladoreskque aparecen en ciertos

d) Combinaciones de los ‘anteriores.

3. El hecho de habex’ encontrado ‘8 la ATPasa de H' de 1la

membrana plasmitica desde. el inici ela: germlnaclon, inclusive

en el embrién de la semilla. seca dica que esta enzlma ‘es muy
importante en el proceso debldo muy rob

gque desempefia en la nutricisn Y “el’creciniento celular.

emente ‘a las funciones
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