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INTRODUCCION

Estructura de la semilla de maiz.

La formacién de una semilla se inicia con la fertilizacion del évulo, y
cuando se encuentra totalmente desarrollada consta de una cubierta protectora

(testa), material de reserva (endospermo) y un embrién (figura 1A).

La cubierta protectora o testa se origina de la planta progenitora y
normalmente se desarrolla de los integumentos del évulo. Su importancia es
considerable para la semilla, ya que en ocasiones es la Unica barrera entre el
embrién y el medio externo. La testa es generalmente una capa dura y su
naturaleza protectora se debe a la presencia de una cuticula externa y otra
interna, las cuales pueden contener ceras o grasas y una o mas capas de una
pared celular. Tales caracteristicas confieren a la testa ciertas propiedades de
impermeabilidad, con lo que se logra un efecto mecanico regulador sobre el

metabolismo de la semilla.

El material de reserva o endospermo, se encuentra en todas las semillas -
con excepcion de la familia Orchidaceae- y es la fuente de donde el embridn
toma los nutrimentos necesarios para su desarrollo, hasta que es capaz de
elaborarlos por si mismo. El endospermo esta constituido en su gran mayoria por
almidén (90% aprox.), aunque también contiene aceites y proteinas. El
endospermo se origina de la fusion de dos nucleos polares con uno de los
nicleos espermaticos. La capa de células mas exterior del endospermo es

citologicamente distinta y constituye la capa de la aleurona (1).



El embrién es el resultado de la fertilizacion de una célula huevo por una
célula masculina en el saco embrionario. Un embrién maduro de maiz consiste
de un escutelo -que posee un alto contenido de aceites-, un epicotilo con cinco
hojas embrionarias encerradas en el coleoptilo, un hipocotilo y una raiz primaria

meristematica encerrada en una coleorriza (2 y 3).

Figura 1. Estructura de la semilla (A) y de la plantula (B) de maiz. (Adaptado de
Bewley, J. and Black, M. 1986. Ref. 1).

Al término de la maduracion de la semilla se inicia un proceso gradual de
desecacion natural en donde la semilla pierde agua hasta llegar a un 10% de
contenido de humedad aproximadamente. Esta pérdida de agua conlleva a una
reduccion al minimo de la actividad metabdlica. Una vez seca la semilla puede
permanecer en estado de latencia por largos periodos de tiempo, como en el

caso de semillas ortodoxas como la del maiz (4).



Germinacion.

La germinacion es un conjunto de procesos mediante los cuales la semilla
abandona el estado de latencia en que se encuentra, para reanudar su actividad
metabolica y reiniciar su desarrollo, que culminara con la formacion de una nueva

planta.

Para que una semilla pueda germinar es necesario por un lado, que retina
ciertas caracteristicas propias o intrinsecas, como que la semilla esté
estructuralmente bien formada y haya alcanzado su madurez fisioldgica; y por
otro, que se encuentre en condiciones ambientales favorables, como suministro

de agua, una temperatura adecuada, aeracion suficiente, iluminacion, etc. (1).

Fisiolégicamente el proceso de germinacion arranca cuando la semilla se
embebe (cuando es puesta en contacto con el agua) y se da por completado con

la protrusion de la radicula.

Con la entrada de agua comienza la hidrdlisis de los polimeros de reserva.
Una vez hidrolizados, sus productos (aminoacidos y sacaridos principalmente)
son exportados desde el endospermo hacia el eje embrionario a través de las
diferentes membranas de las células del escutelo y del eje embrionario
fundamentalmente (4). Con este aoorte de nutrimentos las células del eje
embrionario comienzan a ejercer su potenciél metabdlico, a crecer, alargarse y
aln a dividirse, para ir conformando los tejidos que constituiran las diferentes

partes de la plantula.



Estructura membranal.

Una célula vegetal contiene varias estructuras membranosas. Las
membranas aislan regiones especificas de la célula que realizan tareas
especializadas, tales como la fosforilacion oxidativa de la mitocondria, la
degradacién de macromoléculas en el lisosoma etc. Las enzimas unidas a
membranas catalizan reacciones que dificilmente podrian llevarse a cabo en un
medio acuoso. Otras proteinas de la membrana sirven de puntos de anclaje para
la estructuracién del citoesqueleto. Existen también proteinas que proporcionan a
ciertas moléculas una via de paso a través de la membrana, permitiendo el

movimiento selectivo de distintas sustancias de un compartimiento a otro.

Todas las membranas, sea.cual sea su origen, contienen tanto proteinas
como lipidos. La proporcidon de ambos varia enormemente en las diferentes
membranas (por ej. la membrana mitocondrial interna tiene un 76% de su peso
constituido por proteinas, mientras que la membrana de la mielina sdlo tiene un
18%). Todas las membranas contienen una proporcién importante de
fosfolipidos, como fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol,

fosfatidilcolina, etc. y de esfingolipidos, como la esfingomielina.

Los carbohidratos son constituyentes importantes de muchas membranas.
Fstan unidos tanto a proteinas como a lipidos, constituyendo las glucoproteinas y
los glucolipidos respectivamente. Los carbohidratosl son especialmente
abundantes en las membranas plasmaticas de células eucariontes pero no se

han encontrado en membranas procariotas (5).



A pesar de su composicién variable, todas las membranas biologicas
tienen un patron estructural comun. Todas contienen una bicapa de fosfolipidos
como unidad estructural basica. Los fosfolipidos son moléculas anfipaticas:
tienen una parte hidrofdbica (insoluble en agua) y una parte hidrofilica (soluble en
agua). Las fuerzas fisicas fundamentales en la construccion de las membranas
biolégicas son las interacciones hidrofobicas entre las cadenas de acidos grasos
de las moléculas lipidicas. Estas interacciones dan por resultado la formacién de
la bicapa fosfolipidica, una hoja que contiene dos capas de moléculas de
fosfolipidus cuyas cabezas polares se disponen frente al medio acuoso, mientras

que sus cadenas de acidos grasos forman un interior hidrofébico continuo (fig. 2).

Las propiedades de las membranas varian entre distintos organulos y
tipos celulares en funcién de las proteinas presentes en ellas. Tales proteinas de
membrana pueden llevar a cabo multitud de funciones, como el transporte de
moléculas hacia el interior o el exterior de la célula, o la recepcion de sefiales
tanto hormonales como de otras sustancias quimicas, asi como su trasmision al

interior celular.

Las proteinas de membrana se han clasificado en proteinas integrales de
membrana (llamadas también proteinas intrinsecas), las cuales tienen uno o mas
segmentos que interaccionan directamente con el "nucleo" hidrofobico de la
bicapa fosfolipidica. Las proteinas integrales de membrana solo se pueden
extraer por solubilizacion de la membrana gracias a la accion de detergentes que
desplazan los lipidos unidos a las cadenas laterales hidrofébicas de las

proteinas.



Por otro lado encontramos a las proteinas periféricas o extrinsecas, las
cuales no interaccionan directamente con el "nucleo" hidrofébico de la
membrana. Por lo regular se unen a la membrana indirectamente por
interacciones con los grupos de las cabezas polares de los lipidos. La mayor

parte de las proteinas periféricas son solubles en soluciones acuosas (5 y 6).

Todas estas caracteristicas quedan bien ilustradas en el modelo del

mosaico fluido, que fué propuesto en 1972 por Singer y Nicholson (7), (figura 2).

Bimpl{
Lipidica h g,

Interior perifericas intagrales anciada 8 un pido

Figura 2. Modelo del mosaico fluido (Lehninger, A. Nelson, D. and Cox, M. 1993.
Ref. 8).

Transporte membranal

La membrana plasmatica actia como una barrera semipermeable entre la

célula y el medio extracelular. Esta permeabilidad debe ser altamente selectiva

para asegurar que moléculas como la glucosa, aminodacidos y lipidos puedan



entrar cuando se requieran. De la misma manera los organulos de la célula
deben mantener su propio medio interno para poder desempeiiar sus diferentes

funciones.

La entrada de iones y moléculas a la célula y sus diferentes organulos es
facilitada por moléculas de transporte especificas que se encuentran en las
membranas y que funcionan uniendo y transportando los solutos a ambos lados
de las membranas. Las diversas proteinas especificas integrales de membrana
denominadas translocasas, permeasas o acarreadores, integran el sistema de

transporte membranal.

El transporte a través de la membrana puede ser de dos tipos: pasivo o
activo. El primero se da a favor de un gradiente de concentracion, por lo que no
requiere de un gasto de energia metabdlica. En cambio el transporte activo
requiere de un gasto energético celular, pues se da en contra de un gradiente de
concentracion del soluto transportado. Por esta razén es necesario que el
sistema de transporte esté acoplado a algin proceso que le proporcione energia

libre (5).

Podemos distinguir dos tipos de transporte activo impulsados por la
energia libre: el transporte activo primario, donde la energia es proporcionada
directamente por una reaccion quimica que involucra al sistema de transporte y
el transporte activo secundario, que es promovido por la energia almacenada de
gradientes idnicos recién creados por el transporte activo primario. El movimiento
desfavorable de un soluto esta acoplado y se mueve por el flujo de un segundo
soluto en favor de su gradiente de concentracion. A este fenémeno se le conoce

como cotransporte paralelo (simporte) o como cotransporte antiparalelo



(antiporte), dependiendo de si los solutos se mueven en la misma direccién o en

direcciones opuestas respectivamente.

€a2" ci;NO3

CITOPLASMA
MEMBRANA PLASMATICA -120 mV

\; #H 7.0

APOPLASTO
pH 5.5,

Figura 3. Célula vegetal mostrando la funcién y localizacién de las ATPasas
transportadoras de H*, una ATPasa sensible a vanadato localizada en la
membrana plasmatica y otra sensible a nitrato situada en la membrana del
tonoplasto. De acuerdo con la Hipétesis Quimiosmética de Mitchell, el gradiente
electroquimico de H puede estar acoplado al transprte de otros solutos

(cationes, aniones y solutos organicos).



El proceso de transporte primario en plantas promueve el transporte
electrogénico de protones. El gradiente electroquimico de protones o fuerza
proton-motriz provee la fuerza impulsora del movimiento de una amplia variedad
de nutrimentos tanto organicos como inorganicos. Existen dos principales
mecanismos para producir este gradiente de protones en células vegetales. Uno
depende de la hidrdlisis de adenosin trifosfato (ATP) catalizada por ATPasas
incluidas en la membrana y/o promovido por la oxidacion de sustratos reducidos

por reacciones redox (9) (figura3).

Tipos de ATPasas-H*.

Se han reportado varias ATPasas de H* en plantas. Estas difieren ertre si
en estructura, funcion y localizacién celular. Por la reacciéon que catalizan se han
dividido en dos grupos: las ATP sintetasas y las ATP hidrolasas.

Las ATPsintetasas se encargan de la formacion de ATP a partir de ADP
mas Pi y estan presentes en mitocondrias, cloroplastos y bacterias, usando el
mismo mecanismo para generar el ATP: en todos los casos las fuentes
inmediatas de energia para la sintesis del ATP son los gradientes de
concentracion de protones que involucran a un gradiente de potencial eléctrico y
a un gradiente de pH a través de la membrana. Este movimiento de protones a
través de una serie de proteinas especificas de membrana es llevado a cabo
paralelamente a una transferencia de electrones en sus centros redox y se halla

acoplado al sistema de sintesis de ATP (5y 9).

En plantas existen dos ATPsintetasas: la ATPasa mitocondrial y la del

cloroplasto (ATPasas tipo-F).
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ATPasa mitocondrial.

Esta enzima puede ser dividida en un complejo hidrofébico integral
estrechamente enlazado a la estructura membranal (FO) y una proteina hidrofilica
periférica (F1) enlazada a la FO. Para la F1 se han identificado 5 polipéptidos a.,
B, v, 8 y €. Su probable estequiometria es 3, 3p,y, 8 y £. En plantas de maiz el
peso de las cinco subunidades es de « 58; p 56; y 35; 5 22 y £ 3-12 kDa. El sitio
catalitico se encuentra en la subunidad B, aunque puede involucrar a la
subunidad . La fraccion FO esta compuesta por tres polipéptidos a, b y c; pero la
composicion de éstos no es la misma para todas las ATPasas. Se reconocen

como inhibidores para esta ATPasa a la azida y a la oligomicina (9).

ATPasa del cloroplasto.

Esta enzima posee una estructura similar a la de la ATPasa mitocondrial
(3, 3B, v, 3 y £). El complejo CF0-CF1 se encuentra enlazado a la membrana del
tilacoide, con la porcién CF1 mirando hacia el estroma. Los polipéptidos de CF1
tienen un peso molecular neto de alrededor de 400 kDa, las subunidades pesan
a 59; B 56; y 37, 6 175 y ¢ 13 kDa. Los genes que codifican para las
subunidades a, B y € estan localizados en el genoma del cloroplasto, mientras
que para las subunidades y y & se localizan en el genoma nuclear. Los
polipéptidos de la fraccién CFO pesan: a, 15; b, 12.5y c, 8 kDa.

La ATPasa del cloroplasto es una enzima latente pero se activa por la
exposicion a la luz, el sitio de inhibicion parece encontrarse en la subunidad «.
Su actividad puede ser estimulada por Ca2*, Mg2* y calmodulina (9).

Por otro lado las ATPasas hidroliticas, se encargan de hidrolizar ATP

procurando ADP mas Pi, con lo que generan un gradiente electroquimico de
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protones transmembranal, que da como resultado cambios de pH en los
diferentes compartimentos celulares. Estos gradientes a su vez son utilizados
para el transporte de solutos a través de las diferentes membranas, lo cual ha

sido denominado transporte secundario (10).

Las ATP hidrolasas mas importantes en las membranas de plantas son la
del tonoplasto (ATPasas tipo-V) y la de la membrana plasmatica (ATPasas tipo-

P).

ATPasa de H* de tonoplasto.

La purificacién parcial de esta enzima en varias especies vegetales ha
mostrado que posee una estructura multimérica que incluye tres polipéptidos de
67-70, 55-60 y 16-17 kDa, que son comunes para todas las ATPasas tipo-V. La
composicién de las subunidades de las ATPasas de betabel, frijol mungo, cebada
y avena es similar en general, pero existen algunas diferencias remarcables. La
ATPasa de betabel y cebada contiene una subunidad de 100-115 kDa que
parece estar ausente en ATPasas de frijol mungo y avena. En betabel existe una
subunidad de 52 kDa y no la subunidad de 34-37 kDa encontrada en las otras
especies. Estas variaciones en el numero de subunidades sugiere la presencia
de algunos subtipos de ATPasas tipo-V en plantas o bien problemas técnicos en

su purificacion.

La enzima estd compuesta por un gran sector periférico y un sector
integral de la membrana. El sector periférico puede ser disociado de la
membrana con reactivos caotropicos (como el Kl) que inactivan la hidrélisis de

ATP y la actividad de transporte de H*. El sector periférico es visible por



12

microscopia electronica, se ve como una protuberancia de unos 9-10 nm de
diametro. La vista al microscopio electronico revela una distribucion irregular de
estructuras que contienen seis subparticulas que podrian ser tres copias de las

subunidades de 70 y 60 kDa (11).

CITOPLASMA

MEMBRANA

LUMEN

Figura 4. Esquema de la ATPasa de tonoplasto (Nelson, N. 1989. Ref. 11).

El mayor componente integral de la membrana es la subunidad de 16 kDa,
de la que se encuentran alrededor de seis copias. Este polipéptido es soluble en
una mezcla de cloroformo/metanol. Las subunidades de 32, 13 y 12 kDa de la

ATPasa de avena junto con la subunidad de 16 kDa son consideradas parte del
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sector integral de la membrana, que no es solubilizada por reactivos caotrépicos.
En betabel se incluye una subunidad de 100 kDa (12).

La mayor subunidad pesa alrededor de 70 kDa y tiene un sitio de enlace
para el nucledtido, que es el sitio de hidrélisis (sitio catalitico). La subunidad de
60 kDa tiene un sitio de enlace para nucledtidos, que ha sido considerado como
un sitio de regulacién. En la subunidad de 16 kDa existe un sitio de enlace para
el DCCD que inhibe la actividad por modificacién covalente del polipéptido. Los
papeles de las otras subunidades no estan claros. Algunas podrian servir para el
anclaje del sector periférico y ofras para la regulacion o el ensamblaje, de la

enzima (12) (figura 4).

La ATPasa es relativamente insensible a cationes incluyendo alcalis y
cationes organicos tales como el tris y la colina. En general los aniones estimulan
la actividad de la ATPasa en vesiculas microsomales con una secuencia de
selectividad: CI",> Br',> I",> HCOj3". El CI" estimula directamente la hidrélisis de
ATP, pues disipa el potencial de membrana. El CI- en presencia de iono6foros
(como la gramicidina) disipa el potencial eléctrico aumentando la actividad de la

ATPasa (13).

El nitrato (NO3) y el DIDS (acido 4,4 -diisotiociano-2,2 -estilbeno
disulfénico) son inhibidores relativamente especificos. La sensibilidad al NO3™ ha
sido usada para identificar y localizar a la ATPasa en diferentes preparaciones

para poder caracterizar sus propiedades (13).

El ATP es el sustrato preferente de la enzima, aunque puede usar GTP y
PPi que son efectivos parcialmente para generar un gradiente de protones. La

ATPasa tiene una Km para el ATP de 0.1-0.2 mM. La estequiometria H*/ATP de
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la ATPasa de tonoplasto ha sido determinada tanto en vacuolas enteras como en
vesiculas de tonoplasto y es de 2H*/ATP. El pH dptimo para la actividad de la

enzima esta entre 7y 8 (12 y 13).

La ATPasa de tonoplasto parece tener un papel fisiolégico muy
importante. En la vacuola son almacenadas proteinas, particularmente en
legumbres. También pueden ser compartamentalizados metabolitos secundarios
nocivos para la célula que podrian actiar como insecticidas o fungicidas. El
exceso de nutrimentos es transportado inmediatamente a través del tonoplasto.
Se ha demostrado que el NO3 es almacenado en las vacuolas de hojas y es
devuelto al citoplasma bajo la influencia de la luz. En plantas haldfitas la
compartamentalizacién de Na* en la vacuola es muy importante para la
osmorregulacion de la célula (12). En plantas crasulaceas (CAM) se produce una
enorme cantidad de acido malico durante la fijaciéon nocturna de CO,, éste es
transportado al interior de la vacuola en la fase obscura y es devuelto al
citoplasma en la fase luminosa. Tales procesos de transporte estan acoplados al
movimiento de protones efectuado por la ATPasa del tonoplasto lo cual ademas

contribuye al control del pH citoplasmatico (14).

ATPasa de H* de la membrana plasmatica.

La ATPasa de membrana plasmatica ha sido bien caracterizada en varios
tejidos vegetales, siendo aislada de diversas especies. La ATPasa de membrana
plasmatica tiene un peso molecular de aprox. 100 kDa (15).

Los analisis hidropaticos de la estructura primaria obtenidos a partir de
diversos algoritmos han permitido desarrollar un modelo hipotético de la

topologia de la ATPasa-H* de membrana plasmatica (figura 5). La region NHp-



15

terminal se localiza en el citoplasma, el péptido cruza a través de la membrana
para formar de 8 a 10 posibles hélices transmembranales. La variacién de las
hélices transmembranales esta relacionada con el arreglo de la region COOH-
terminal, para la que se han propuesto dos modelos: i) un unico segmento
transmembranal con la regién COOH-terminal fuera de la célula y i) un asa
formada por dos segmentos transmembranales con el COOH-terminal del lado
citoplasmatico (16 y 17). Un trabajo publicado mas recientemente propone la
existencia de 12 cruces transmembranales. Estas discrepancias reflejan las
limitaciones de los diferentes métodos para la prediccion de los cruces

transmembranales (18) (figura 5).

H,0"

Figura 5. Modelo de la ATPasa de membrana plasmatica para plantas

y hongos (Serrano. R. 1992. Ref. 23).
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Las cuatro o seis primeras hélices transmembranales han sido propuestas
para representar un posible canal donde atraviesan la membrana los H* (16 y

17).

Las regiones mas conservadas de la ATPasa de H* de la membrana
plasmatica son las asociadas con: el enlace del nucleétido (ATP) y la formacién
de la fosfoenzima (dominio cinasa), la descomposicion de la fosfoenzima

(dominio fosfatasa) y el sitio de fosforilacién (dominio transduccional) (17).

De acuerdo a la predicciéon de la estructura secundaria, la ATPasa tiene
un 20% de su estructura embebida en la membrana distribuida a lo largo de los
8-10 segmentos transmembranales, el 70% (la parte mas hidrofilica) esta
expuesta al citoplasma y solo el 5% se encuentra expuesta al espacio

extracelular (19) (figura 5).

La ATPasa de H* de la membrana plasmatica es altamente especifica
para su sustrato, el ATP. Los resultados obtenidos con preparaciones
parcialmente purificadas, indican que el verdadero sustrato de la enzima es el
complejo Mg-ATP. Este tiene una Km de 0.3-0.7 mM. Aunque el Mg2* es
probablemente el cofactor fisiologico, puede ser reemplazado por Mn2+, Co2* 6
Zn2*. Su actividad maxima se alcanza alrededor de los 38° C y su pH optimo es

de 6.5 (13 y 15).

Existen varios inhibidores de la ATPasa de H* de la membrana plasmatica
pero los mas poderosos son el Cu2* (CuSOQ,) y los mercuriales (como el p-
cloromercuribenzenosulfonato), el cual produce una inhibicion completa con 10-

20 uM. A pH alcalino la ATPasa es inhibida por modificacion covalente con
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concentraciones milimolares de N-etiimaleimida. Estos inhibidores, no son
especificos para la ATPasa de H* de la membrana plasmatica y son muy téxicos
para la célula. El orto-vanadato es un inhibidor muy efectivo, el 50% de inhibicién
es obtenido con 2-10 uM y una inhibicién total es alcanzada con 50-100uM. La
eritrocina B también es efectiva y ha sido probada en ensayos in vivo e in vitro,
la inhibicion total se alcanza con 10-30 uM. El dietilestilbestrol es un inhibidor
débil (200 pM para la inhibicién total). La inhibicién por el DCCD
(diciclohexilcarbonamida) es dependiente del tiempo, alcanzando el 50% de
inhibicién con 10-30 pM en 10-30 min. Estos tres Ultimos inhibidores no son

especificos para la ATPasa de H* de la membrana plasmatica (20).

La ATPasa es estimulada por cationes en especial por el K*, aunque
también la estimulan el Rb*, Nat, Cs* y Li*. La estimulacién por K* es la tnica
que se conoce en la que existe una interaccion directa entre catién y enzima.
Existen otros estimulantes como las auxinas y la fusicocina (las cuales tienen un
modo de accion mas complejo, que posiblemente se da a través de ofra(s)
macromolécula(s)). La fusicocina, una fitotoxina, tiene varios efectos en las
células vegetales, como la hiperpolarizacion del potencial de membrana,
incremento del flujo de protones, incremento del crecimiento y de la apertura de
los estomas.

Estudios de biologia molecular han revelado la existencia de 3 genes para
la ATPasa de membrana plasmatica en A. thaliana AHA1, AHA2 y AHA3 (19),
de 6 a 8 genes muy relacionados codifican para las diferentes isoformas en L.
esculentum (21) y 3 genes se han encontrado en N. plumbaginifolia, cPMA1,
cPMA2 y cPMA3 (22). Estos estudios han mostrado que la ATPasa es codificada

por multiples genes, dando por producto a varias isoformas que pueden jugar
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diferentes papeles fisioloégicos en distintos tejidos durante el desarrollo de la

planta.

Fisiologicamente la ATPasa-H* de membrana plasmatica juega un
importante papel en la regulacién del pH, dado que es el mas eficiente sistema
usado por las células vegetales para bombear protones hacia el espacio
extracelular, de hecho la ATPasa es activada por la acidificacion del citoplasma,
por hiperpolarizacion inducida por cargas acidas y por entrada de K+ (24). La
alcalinizacién intracelular activa la sintesis de acido malico (15). Con la
consecuente alcalinizacion del pH citoplasmatico, el pH del espacio apoplastico y
el espacio de la pared celular se acidifican produciendo en ella la protonacion de
ciertos grupos, que producen un aflojamiento de la pared celular, requisito
indispensable para el crecimiento celular; asimismo, el pH alcalino del citoplasma
posiblemente activa la divisién celular (25). El gradiente eléctrico generado por la
ATPasa propicia flujos i6nicos, lo cual produce cambios de turgor en las células
guardia que llevan a la apertura de los estomas (26). La ATPasa actia como
bomba primaria, ayudando a que se de el transporte secundario. lones y
moléculas cargadas de tal manera que no pueden atravesar la membrana, lo
hacen junto con los protones bombeados por la ATPasa desde el citoplasma, de
esta manera son transportados al interior celular iones, aminoacidos, sacaridos y

otras moléculas pequefias que utiliza la célula como intermediarios metabdlicos

(9).
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HIPOTESIS

Debido a que en las fases iniciales del proceso de germinacion, existe una
necesidad de transporte a través de las membranas celulares para la
reactivacion del metabolismo y la elongacién celular, y debido a que tanto las
ATPasas del tonoplasto como la de la membrana plasmatica pueden ayudar a
estas funciones, en este trabajo se propone conocer la expresion catalitica de

estas enzimas en la germinacion del maiz.

OBJETIVOS

Objetivo general: ,
Determinar la actividad enzimatica de las ATPasas del tonoplasto y de la

membrana plasmatica durante las fases tempranas de la germinacion del maiz.

Objetivos particulares:
Establecer los tiempos mas convenientes para estudiar la actividad de las
ATPasas de membrana plasmatica y del tonoplasto dentro del periodo inicial de

la germinacién del maiz, usando parametros fisiologicos.

Detectar la actividad de hidrolisis de ATP de las ATPasas de membrana
plasmatica y del tonoplasto en fracciones microsomales de embriones y ejes

embrionarios de maiz, utilizando inhibidores especificos para cada ATPasa.
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Detectar a la ATPasa de membrana plasmatica por medio de un
anticuerpo especifico, en fracciones microsomales de embriones y en la fraccién

U2 (fraccion purificada de vesiculas de membrana plasmatica).
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MATERIALES Y METODOS

Material bioldgico.

La semilla de maiz utilizada fue el hibrido Montecillo A6 o 2 CPS-1, que
fue proporcionada por el Dr. Aquiles Carballo del Colegio de Posgraduados de
Montecillo, Chapingo. La semilla se almacené en frascos ambar con silica gel
(como desecante) a 4° C. Tanto embriones como ejes embrionarios fuaron
obtenidos por diseccion manual, cuidando de remover completamente el

endospermo y el escutelo respectivamente.

Siembra de semillas, embriones y ejes embrionarios.

Semillas, embriones y ejes embrionarios fueron esterilizados en hipoclorito
de sodio al 2% por 30 segundos y enjuagados con agua desionizada 2 veces, por
2 minutos cada vez. Una vez estériles fueron sembrados en cajas petri de 3.5" de
diametro, con un papel filtro de base, al que se le afiadieron 7 ml de agua
desionizada estéril. Luego se incubaron en obscuridad a una temperatura de 29°
C por los periodos de 1, 2, 3, 6, 8, 12, 18, 24, 36, 48, 60 y 70 h en los distintos

experimentos.

Porcentaje de germinacion.

Fueron germinados 30 especimenes de cada tejido (semilla, embrion y eje

embrionario) acomodando 30 en cada caja petri. Cuando ya no cabian en la caja

fueron reacomodados en cajas adicionales. Se consideré germinada a una



22

semilla cuando la radicula habia protruido de la testa, al embrién cuando la
radicula sobresalia del escutelo 3 mm y al eje embrionario cuando la radicula
media 5 mm de longitud. Los tiempos registrados fueron 0, 6, 12, 24, 36, 48, 60 y

70 h. El experimento se hizo por triplicado.

Toma de agua.

Se incubaron embriones y ejes embrionarios (30 por caja petri) a los
tiempos 1, 2, 3, 6, 8, 12, 18, 24, 36, 48, 60 y 70 h. A cada tiempo se pesaron en
una balanza analitica, tratando de quitar el exceso de agua del tejido, y
posteriormente fueron devueltos a la incubacién. Todo el proceso se llevé a cabo

bajo condiciones de esterilidad. El experimento se repitié tres veces.

Cuantificaciéon del consumo de oxigeno.

Se utilizé un oximetro con un electrodo de Clark. El oximetro se calibré a
100% de oxigeno con un buffer de fosfatos (KH,PO4 50 mM pH 7.0) y agitacion
constante, a continuacion se calibré el 0% de oxigeno agregando ditionita al
buffer anterior. El electrodo se enjuagd con agua desionizada, después con
etanol diluido y nuevamente con agua desionizada. Se corroboré si el oximetro
habia sido bien calibrado al 100% de oxigeno y al 0% de oxigeno. Una vez
calibrado se procedié a la medicion del consumo de oxigeno. Para ello se
colocaron 3 embriones o 5 ejes embrionarios por cada tiempo en la cubeta del
oximetro, a la que se le agregaron 3 ml del buffer de fosfatos. Los especimenes
se mantuvieron en agitacion constante. Los valores obtenidos se expresaron en
natomos de Oj/especimen. Este experimento se llevd a cabo tres veces

usandose los especimenes procedentes del lote de la toma de agua.
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Obtencion de la fraccion microsomal.

Todo el procedimiento fue llevado a cabo a una temperatura de 4° C. Los
especimenes se congelaron con nitrégeno liquido al terminar los tiempos de
imbibicién y se homogeneizaron en seco con un mortero hasta obtener porciones
muy finas. Una vez homogeneizado se le adicion6 el medio de homogeneizacion,
que consta de 250 mM de sacarosa, 70 mM de Tris-HCI (pH 8.0), 2 mM de acido
etilenodiaminotetracetico-NaOH (pH 7.0) y en el momento de su uso se le
adicionaron: 15 mM de pB-mercaptoetanol, 4mM de diticeritritol (DTE), 10 ug/mi
de quimostatina, 50 ug/ml de n-tiosil-I-fenilalanina clorometil cetona (TLCK) y 100
ug/ml de na-p-tosil-l-lisina clorometil cetona (TPCK). El tejido fue homogeneizado
por segunda vez con un triturador de tejidos a 12,000 rpm aprox. por 4 min. El
homogeneizado obtenido se filiré a través de cuatro capas de gasa y se
centrifugo a 1,300 g por 10 min., el pellet se descartd (fraccién nuclear) y el
sobrenadante se recentrifugé a 13,000 g por 10 min. El pellet se eliminé (fraccion
mitocondrial) y el sobrenadante nuevamente se centrifugoé a 80,000 g por 1 h. El
pellet (fraccion microsomal) se resuspendié en un buffer que contenia 250 mM
de sacarosa, 2 mM de BTP-Mes (pH 7.0), 10% (v/v) de glicerol y en el momento
de su uso se le adicionaron: 1mM de DTE, 5 pg/ml de quimostatina, 50 pg/ml de
TLCK y 100 pg/ml de TPCK. La fraccion microsomal obtenida fue dividida en

porciones pequefas y almacenada a -70° C.

Determinacion de la concentracion de proteina.

La concentracion de proteina fué determinada por el método de Lowry

modificado por Peterson (27). Las muestras a determinar, se llevaron a un

volumen final de 1 ml con agua desionizada.
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A cada muestra se le adicionaron 0.1 ml de acido deoxicolico (Na-DOC) al
0.15 %, a continuacion se les agregd 1 ml de la soluciéon A que consta de 0.8 N
de NaOH, 10 % de doadecil sulfato de sodio (SDS), solucién stock de CTC
(formado por 10 % Nay CO3, 0.2 % KNaC4H4044H,0 y 0.1 % CuSO,) y agua
desionizada, mezcladas en proporcién 1:1:1:1. Por Gltimo se les agreg6 0.5 ml de
la solucién B (un volumen del reactivo de Folin-Ciocalteu + 5 volimenes de agua
desionizada). Se agit6 la mezcla y se dejo reposar por 30 min. La absorbancia se
leyd a 750 nm en un espectrofotometro Beckman DU 65.

Para la construccion de la curva patron de proteina se prepararon
diferentes concentraciones de albimina de suero de bovino (BSA) de Oug a 60
ug, en incrementos de 10 pg, llevandose cada muestra a un volumen final de 1
ml con H,O desionizada. La concentracion de proteina se calculé restando la
absorbancia del buffer de resuspensién a la absorbancia de las diferentes

muestras e interpolando el valor resultante en la curva patron de BSA.

Medicion de hidrélisis de ATP.

El ensayo de la actividad de hidrdlisis de ATP se llevé a cabo afadiendo
10 pg de proteina de la fraccion microsomal a 150 ul del medio de reaccion,
constituido por 250 mM de sacarosa, Tris-HCl 20 mM (pH 7.0), CCCP 7 uM,
ATP-Tris 10 mM (pH 7.0) y 10 mM MgCl,. Para inhibir especificamente las
ATPasas de membrana plasmatica, de tonoplasto, de mitocondria y la fosfatasa
acida presentes en la fraccion microsomal se usaron: 5 mM de Na3VO4, 100 mM

de KNOj3, 100 mM de NaN3 y 100 mM de Nay; MoOy respectivamente.

Se permitié que la reaccion procediera durante 1 h a 30° C, al término de

este tiempo la reaccion se detuvo por la adicion de 150ul de SDS al 24 % (para
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una concentracion final del 12 %). La hidrélisis de ATP se midio a través de la
cuantificacion del Pi liberado por el método de Chifflet modificado por Gonzalez
et al. (28). Este consiste en anadir 300 ul del reactivo B-C (una mezcla de &cido
ascorbico al 12 % y molibdato de amonio al 2 %, en proporcién 1:1 v/v), se dejo
reposar de 4 a 7 min a temperatura ambiente y se adicionan 450u! de la solucion
D (que consta de citrato de sodio 2 %, arsenito de sodio 2 % y acido acético 2
%). Se dejo que procediera la reaccién por 20 min a temperatura ambiente y se

midio la absorbancia a 850 nm en un espectrofotometro Beckman DU 65.

Para la curva estandar se usaron concentraciones de 0 a 60ug con un
incremento de 10 pg de KH;PO4, completdndose el volumen con agua
desionizada. El calculo de la actividad especifica se hizo restando los valores de
la absorbancia del blanco a la absorbancia de la muestra problema e
interpolando el resultado en la curva estandar de fosfatos. Los resultados se

expresaron en nmolas de Pi/h/mg.

Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS

Los geles de poliacrilamida utilizados tenian un grosor de 0.75 mm usando
la técnica de Laemmili (29). Los geles fueron del 10% (gel separador) y de 3% el
gel concentrador. El gel separador se hizo mezclando 0.32 ml de Tris 3.75 M pH
8.6, 1.34 ml de acrilamida 30% mas 0.8% bis-acrilamida, 21.8 ul de SDS al 20%
y 2.3 ml de agua, adicionando por ultimo los catalizadores de la polimerizacién de
la acrilamida y la bisacrilamida: el persulfato de amonio al 10%, 8 ul y del
TEMED 4.8 ul. Se esper6 a que gelificara y se agregd entonces el gel
concentrador que constaba de 0.228 ml de Tris 0.5 M pH 6.6, 0.168 ml de
acrilamida 30% mas 0.8% bis-acrilamida, 8.64 ul de SDS al 20% y 0.79 ml de
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agua, adicionando por ultimo el persulfato de amonio al 10%, 4.6 pul y el TEMED

2.9 pl

La proteina, 25 pg, se aplicé en los pozos del gel, previamente
solubilizada en una solucién desnaturalizante en proporcién 1:1. Segun la técnica
de Laemmli (29), esta solucién o buffer de muestra es una solucién que contiene
8 M de urea, 0.5 M de Tris-HCI pH 6.6, 10 % de SDS, 5 % de B-mercaptoetanol
y 0.01 % de azul de bromofenol. El corrimiento electroforético se llevo a cabo a
130 mV por 1.5 h, empleando un buffer de corrida que consta de 0.192 M de
glicina, 0.025 M de Trizma y 0.1 % de SDS. El gel se tifié sumergiéndolo en unab
solucion de azul brillante R-250 de Coomasie, disuelto en acido acético glacial al
10% y metanol al 50%. Cuando el gel se sobretifio se us6 una solucién de

metanol al 50% y acido acético glacial al 10%, para destefiirlo. El gel se

deshidrat6 entre dos hojas de celofan para su conservacion.
Inmunoréplica en Western

El gel a transferir se lavé por 15 min a temperatura ambiente en un buffer
de transferencia que consté de 25 mM de trizma base, 0.192 M de glicina, 20 %
de metanol y 0.1 % de SDS. Posteriormente el gel fue transferido en este mismo

buffer segun describe Towbin (30) por 2 h a 230 mA.

La nitrocelulosa se lavé por 10 min en TBS (20 mM de Tris-HCI pH 7.5 y
0.5 M de NaCl). Posteriormente se bloqued con leche descremada al 2 %
(disuelta en TBS) por 2 h a 37° C. Después del bloqueo se lavé dos veces a
temperatura ambiente por 5 min con TTBS (20 mM de Tris-HCI pH 7.5, 0.5 M de

NaCl y 0.05 % de tween-20). Una vez lavado se agrego el primer anticuerpo (Ab-
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NaCl y 0.05 % de tween-20). Una vez lavado se agrego el primer anticuerpo (Ab-
antiATPasa de membrana plasmatica) en dilucién 1:300 manteniendolo por 6 h a
temperatura ambiente. Este anticuerpo fue donado por el Dr. Ramon Serrano y
reacciona contra el segmento central de la ATPasa de H* de la membrana
plasmatica de A. thaliana. Se aplicaron dos lavados a temperatura ambiente por
5 min con TTBS y se afadi6 el segundo anticuerpo Ab-anti-conejo conjugado con
fosfatasa alcalina en una dilucion 1:1000 por 6 h a temperatura ambiente. Al
término de la incubacion se lavé dos veces por 5 min. con TTBS y una tercera
vez por 5 min. con TBS a temperatura ambiente. Por ultimo se le adiciono la
mezcla para desarrollar color. Son necesarias tres soluciones stock: el buffer de
carbonatos (0.1 M de bicarbonato de sodio, 1 M de MgClo pH 9.8) NBT (30 mg
de NBT disuelto en una solucién de DMF al 70%) y el BCIP (15 mg de BCIP en 1
ml de DFM). La mezcla se preparé justo antes de su uso. 1 ml del stock de NBT
se mezclo con 1 ml del stock de BCIP en 100 ml del buffer de carbonato. La
inmunoréplica se colocé en esta mezcla y se dejé en agitacion de 5-30 min para
esperar la aparicion de bandas. Para detener la reaccion, la membrana se lavo
en agua. La inmunoréplica se guardd en una bolsa de polietileno con agua y

NaN3 a 4° C en obscuridad.

Western en rejilla (Slot blot).

Para esta técnica se uso el aparato Miniprotean Il Screen de Bio-Rad. El
aparato se ensamblo colocando una hoja de nitrocelulosa de 12 por 3.5 cm, la
cual se habia humedecido previamente en TBS por 15 min. En cada ranura se
aplicaron 25 ug de proteina preparada de igual manera que para la técnica de
geles en poliacrilamida-SDS. Como blanco se usé la solucién de muestra. Por

ultimo cada ranura se enjuago en TBS para evitar que quedara proteina en las
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paredes de la ranura y se difundiera fuera de ella, dejandose secar con el vacio
conectado. La réplica en ranura se revelé siguiendo el mismo método que para la

réplica transferida electroforéticamente a papel de nitrocelulosa.

Microscopia Electrénica.

Las micrografias fueron tomadas en el Instituto de Fisiologia Celular por el
Sefior Jorge Sepulveda.

Se fijaron 50 pl de la fraccion microsomal o de la fraccion U2 (fraccion de
membrana plasmatica purificada por un sistema de reparto de polimeros en dos
fases) de embriones secos o embebidos 1 h en 200l de glutaraldehido al 3%,
se centrifugé la mezcla por 5 min en una microcentrifuga Beckman E,
manteniéndose en la solucion por 2 h a 4° C. Se centrifugé nuevamente por 5
min y el pellet obtenido se resuspendié en un buffer de fosfatos 100 mM pH 7.2.
Para posfijar la muestra se eliminé el buffer de fosfatos y se afiadio una solucion
de Osmio al 2% dejandose reposar por 2 h. La muestra se centrifugd por 5 min
para eliminar la solucion de Osmio y el pellet se resuspendié en el buffer de
fosfatos. Se procedié a la deshidratacion de la muestra comenzando con una
solucion inicial de etanol al 30% hasta llevarla al etanol absoluto. La muestra
deshidratada se infiltré en oxido de propileno y Epon 812 (relaciéon 1:1) por 48 h.
Finalmemente la muestra se incluyé en Epon 812 horneandola por 48 h a 60° C.
Los cortes de la muestra fueron hechos en un ultamicrotomo Rayher. Los cortes
se contrastaron con acetato de uranilo al 2%, 30 min y citrato de plomo por 30
min. Las muestras se observaron y fotografiaron en un microscopio electrénico

JEOL 12EX-IL.
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RESULTADOS

Porcentaje de germinacion.

Se midié el porcentaje de germinacién de semillas, embriones y ejes
embrionarios de maiz a diferentes tiempos de imbibicion (Fig 6). Todos
alcanzaron un 100% de germinacion, aunque a diferentes tiempos. El que todos
alcanzaran el mismo maximo de germinacién denota que el embrion y el eje
embrionario no fueron dafados al ser aislados del resto de la semilla. Por otro
lado, se observd que las tres estructuras tienen diferente velocidad de
germinacion, los ejes embrionarios alcanzaron el 100% de germinacion a las 60
h. Los embriones alcanzaron el 50% de germinacion a las 30 h y germinaron
totalmente a las 72 h. Por otro lado observamos que los ejes embrionarios y los
embriones tienen cinéticas de germinacién parecidas, a las 12 h ambos
comenzaron a germinar rapidamente aunque los ejes embrionarios en menor
proporcién que los embriones. Las semillas en cambio germinaron mas
lentamente al principio, pero a las 40 h (cuando alcanzan el 50% de germinacion)
aceleraron su desarrollo alcanzando el 100 % de germinacién antes que los

embriones (60 h).
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Figura 6. Cinética de germinacion de semillas, embriones y ejes embrionarios.

Toma de agua.

La cinética de toma de agua de los embriones y ejes embrionarios se
registrd en un curso total de tiempo de 72 h (Fig. 7A y B). Dichas cinéticas se
asemejan a la reportada para semillas enteras (Fig. 8) (1). En el primer par de
horas de imbibicion se registra una rapida entrada de agua a los embriones y
ejes embrionarios (1), después disminuye la velocidad de toma de agua (ll), (ésta
podria corresponder a la fase en que se ha reportado que empiezan a ocurrir los
cambios metabdlicos necesarios para que el embrion germine), después hay una

fase de toma rapida de agua (lll), que parece preceder a una fase mas lenta (1V).
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Figura 8. Patron de la toma de agua de semillas enteras en germinacion

(adaptado de Bewley and Black, Réf. 1).
Consumo de Oxigeno.

El consumo de oxigeno de embriones y de ejes embrionarios se midid en
un curso de tiempo total de 72 h (Fig. 9 A y B). Inicialmente, no se detecté
consumo de oxigeno, cuando provienen de especimenes secos, pero después
de una hora de imbibicion, el consumo de oxigeno se incremento
considerablemente (de 0 a 6.8 natomos de Op/embrion y de 0 a 3.5 natomos de
O,/eje). El embrién y el eje mantuvieron un rapido incremento en el consumo de
oxigeno hasta las 10 h, de este punto en adelante el consumo de oxigeno
continué incrementandose pero mas lentamente en ambas estructuras. Cuando
calculamos el consumo de oxigeno por mg de tejido, el eje embrionario presentd

una mayor actividad en el consumo de oxigeno registrando a la hora de
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imbibicién un consumo de 1.187 natomos Oo/mg de tejido a diferencia del
embrion para el cual hubo un registro de 0.344 natomos O,/mg de tejido. Estos
datos indican que hay una gran actividad metabdlica en las primeras horas de

imbibicién de la semilla.

Los parametros fisiolégicos anteriores nos indicaron que los tiempos
comprendidos en las primeras 10 horas eran muy interesantes para estudiar cual
podria ser la expresién de las actividades de las ATPasas de tonoplasto y de
membrana plasmatica, pues ese intervalo contenia la fase de entrada abrupta de
agua y la re-iniciacion de actividades enzimaticas, donde estas enzimas estarian

- participando de manera importante en el restablecimiento del metabolismo de la
semilla. Los tiempos precisos que se escogieron fueron: 0, 1, 2, 3, 6 y 8 h de

imbibicion.

Actividad de hidrélisis de ATP en fracciones microsomales de embriones y

ejes embrionarios.

Se caracterizo la ontogenia de las ATPasas de tonoplasto y de membrana
plasmatica en las fracciones microsomales de embriones (Fig. 10) y de ejes
embrionarios (Fig. 11) durante un curso de tiempo de 0 a 8 h. En dicha fraccién
se midié6 la actividad de hidrolisis de ATP en presencia de los diferentes
inhibidores especificos para cada enzima: azida, ATPasa de mitocondria; nitrato,
ATPasa de tonoplasto y vanadato, ATPasa de membrana plasmatica. (La
actividad sensible al inhibidor se calculd como la diferencia entre la actividad total
de hidrélisis de ATP y la actividad insensible al inhibidor.) Todos los

experimentos fueron hechos tres veces con cada punto por triplicado.
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En los embriones de maiz (Fig. 10) encontramos actividad de hidrélisis de
ATP por las diferentes enzimas. Las ATPasas de tonoplasto y de membrana
plasmatica ya presentaban una actividad de 0.56 y 0.365 umolas de Pi/h/mg
respectivamente, al tiempo cero de imbibicion (semilla seca). Posteriormente se
observa un pico maximo de actividad a las 3 h (2.37 umolas de la ATPasa de
tonoplasto y 1.16 umolas de la ATPasa de membrana plasmatica), por Ultimo se
registr6 un decaimiento de la actividad de ambas enzimas. En el caso de la
ATPasa de tonoplasto y la ATPasa mitocondrial incluso la actividad decrece a
valores inferiores con respecto al tiempo cero. El comportamiento de la ATPasa
mitocondrial fue similar al de las otras ATPasas, presentando el pico maximo de

actividad a las 3 h (3.2 umolas de Pi/h/mg).

Por otro lado, en los ejes embrionarios (Fig. 11), también encontramos
actividad de hidrélisis de ATP al tiempo cero dada por las ATPasas de
tonoplasto, de membrana plasmatica y de mitocondria (0.255, 0.445 y 0.68
pmolas de Pifh/mg respectivamente), el pico maximo de actividad se registr6 a la
hora de imbibicién (1.64 pumolas de Pi/h/mg para la ATPasa de tonoplasto, 0.615
pmolas de Pi/h/mg para la ATPasa de membrana plasmatica y 2.14 umolas de
Pi’h/mg para la ATPasa mitocondrial). A partir de entonces la actividad decae y

se mantiene estable en adelante hasta las ocho horas.

Haciendo un analisis entre los datos de las actividades de ATPasa de
embriones y ejes embrionarios, podemos ver que en el caso de la actividad de la
ATPasa de la membrana plasmatica, los maximos se presentaron a tiempos
diferentes: 1 hora en los ejes y 3 horas en los embriones. Ademas
cuantitativamente estos maximos también son diferentes, ya que la actividad

maxima en los embriones es de un 45% mayor que la respectiva de los ejes.



Figura 10. Actividad de hidrélisis de ATP en embriones de maiz durante
un curso de tiempo de 0 a 8 h.
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Figura 11. Actividad de hidrolisis de ATP en ejes embrionarios de maiz durante
un curso de imbibicién de 0 a 8 h.
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En el caso de la actividad de la ATPasa del tonoplasto se observaron
diferencias semejantes: hay una disparidad en la ocurrencia de los maximos de
actividad, de 1 hora para los ejes y de 3 horas para los embriones; en este caso
también la actividad maxima de los embriones supera a la de los ejes en un 30%.
Curiosamente la actividad de la ATPasa de tonoplasto en los ejes no desciende
hasta por debajo de los valores iniciales como en el caso de los embriones, pero
se mantiene en los niveles medios entre los valores del maximo y el minimo (que

fué el valor del tiempo cero).

Cuando sumamos las actividades de hidrélisis de ATP de cada una de las
diferentes enzimas y la comparamos con la actividad total, estas no coincidieron.
La suma de las actividades parciales queda por arriba de la actividad total

experimental. (Fig. 12 A y B), este aspecto se retomara en la discusion.

Inmunoréplica en Western de la ATPasa de membrana plasmatica en la
fraccion microsomal de embriones y ejes embrionarios embebidos por

diferentes tiempos.

Se hizo la electroforesis en geles de poliacrilamida SDS 10% de las
fracciones microsomales de embriones y ejes embrionarios embebidos 0, 1, 2, 3,
6, y 8 h y la inmunoréplica de ambos geles, donde se detectd a la ATPasa de
membrana plasmatica con un anticuerpo dirigido contra la porcién central de la
ATPasa de membrana plasmatica de Arabidopsis thaliana. En la inmunoréplica
de las fracciones microsomales de los embriones (Fig. 13) encontramos tres
bandas de reaccion de aproximadamente 90, 85 y 60 KDa. En la inmunoréplica
de los ejes embrionarios (Fig. 14) encontramos tres bandas de 98, 95 y 60 KDa,

en todos los tiempos.
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Figura 13. Inmunoréplica en Western de las fracciones microsomales de
embriones a los diferentes tiempos de imbibicién (0, 1, 2, 3, 6 y 8 h), contra la
ATPasa de membrana plasmatica. Los pesos moleculares de los estandares se
encuantran indicados con las flechas en el primer carril.
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Figura 14. Inmunoréplica en Western de las fracciones microsomales de ejes
embrionarios a los diferentes tiempos de imbibicién (0, 1, 2, 3, 6 y 8 h), contra la
ATPasa de membrana plasmatica. Los pesos moleculares de los estandares se
encuantran indicados con las flechas en el primer carril.
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El haber obtenido varias bandas de reaccion pudo deberse a la proteolisis
de la ATPasa, por tal razén optamos por usar el método del Western en rejilla
(slot blot), donde los fragmentos proteoliticos reaccionaran en una sola banda, lo
cual facilitaria un analisis densitométrico para determinar la concentraciéon de
ATPasa en las vesiculas de los embriones o de los ejes embrionarios de los

diferentes tiempos de imbibicion.

El analisis densitométrico del Western en rejilla de las preparaciones de
embriones embebidos por diferentes tiempos se muestra en la figura 15 A. Como
era de esperarse por los ensayos de actividad se detecto proteina en el embrion
seco y encontramos que la méaxima concentracién relativa de la ATPasa se
encuentra a las 2 h de imbibicién. A partir de las 3 h y hasta las 8 h hay una baja
en la concentracion de la ATPasa por debajo del nivel inicial. En los ejes
embrionarios, figura 15 B, se detectd a la ATPasa también en el tiempo cero y la
maxima concentracion fué registrada a las 3 h; después de este tiempo el

registro cayo también por debajo del tiempo cero.

Microscopia electronica de la fraccion microsomal y la fraccion de
vesiculas de membrana plasmatica purificadas por reparto en un sistema

de polimeros en dos fases.

Se tomaron fotografias de la fraccibn microsomal de embriones
embebidos 0 y 1 h (figuras 16 A y B). A las 0 h de imbibiciéon (embriones secos)
observamos que las vesiculas estan difusas y aglutinadas por lo que no se

distinguen los diferentes tipos de membranas, en contraste a la hora de
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diferentes tiempos de imbibicion de embriones (A) y ejes embrionarios (B).



43

60.0 KV
X40K

60.0 KV
X40K

Figura 16. Fotografias al microscopio electrénico de la fraccion microsomal de

embriones de maiz secos (B) y embriones embebidos 1 h (A).
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Figura 17. Fotografias al microscopio electrénico de la fraccion U2 de vesiculas

de membrana plasmatica de embriones de maiz, purificadas por reparto en un

sistema de polimeros en dos fases. Embriones secos (A) y embriones embebidos

1h(B).
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imbibicién ya se distinguen los diferentes tipos membranales. El las figuras 17 A
y B (0 y 1 h) se muestran fracciones de vesiculas de membrana plasmatica,
purificadas por el método de reparto en un sistema de polimeros en dos fases
provenientes de los mismos tiempos de imbibicién (0 y 1 h). En ambos tiempos

de imbibicién encontramos una apariencia muy homogénea de las vesiculas.
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DISCUSION

Seleccion de los tiempos para el estudio de la ontogenia de las ATPasas.

Cuando separamos al embrién o al eje embrionario del resto de la semilla
no sabemos qué tanto de su estructura es dafada y como esto puede afectar su
funcién. Al hacer una curva de germinacién para las tres estructuras (fig. 6),
comprobamos que tanto el embridbn como el eje embrionario no sufrieron dafio
alguno que impidiera su desarrollo normal pues todos alcanzan el mismo maximo
de germinacion. Las diferencias en las cinéticas de germinacion de las diferentes
estructuras se deben a su accesibilidad al agua y a su potencial matrico
especifico. En la semilla observamos una lenta velocidad inicial de germinacion,
a diferencia del embrion y el eje embrionario, pues para que el agua llegue al
embrion de la semilla debe atravesar dos barreras fisicas, la testa y el

endospermo (lo que inicialmente retrasa la germinacion de la semilla).

El proceso de germinacion comienza cuando embebemos a la semilla. La
absorcion del agua por la semilla es esencial para iniciar la germinacién. Se
reconocen en este fenomeno tres fases (fig. 8); en la primera fase la absorcion
del agua es un proceso fundamentalmente fisico, asi que las semillas no viables
pueden presentarlo; se considera la segunda fase cuando la semilla alcanza su
maxima hidratacion y muchas enzimas se encuentran en plena actividad, por lo
que en esta fase ocurren importantes cambios metabdlicos iniciales para la
germinacion del embrién; por Ultimo, en la tercera fase la semilla termina por
germinar, presentando principalmente cambios morfologicos: la radicula y el

epicotilo emergen para dar paso posteriormente a la raiz y al tallo
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respectivamente (1). Tanto los embriones como los ejes embrionarios (fig. 7)
presentan estas tres fases (si bien parece haber una cuarta fase con una
pendiente muy parecida a la tercera), teniendo lugar las dos primeras dentro del
periodo de 0 a 8 h de imbibicién. El tener sobre todo la segunda fase de
hidratacion dentro del periodo de 0 a 8 h nos indicaria indirectamente que en tal
periodo se esta reestableciendo la actividad metabélica. Pero para evaluar la
actividad metabdlica de los embriones y de los ejes embrionarios era necesario

usar un criterio fisiolégico adicional.

Una prominente caracteristica de la germinacion es la rapida aceleraciéon
del consumo de oxigeno, lo cual se utiliza como un criterio de reactivacion
metabdlica de la semilla, pues esta funcién involucra la integracion de muchas
vias metabdlicas. Tres vias aerdbicas se encuentran activas en semillas
embebidas: la glicolisis, la via de las pentosas y el ciclo del acido citrico, asi
como la cadena transportadora de electrones y la fosforilacion oxidativa (1, 31 y
32). El consumo de oxigeno de embriones y ejes embrionarios (fig. 9) registrdé un
gran incremento dentro de las primeras 10 h de imbibicién encontrandose valores
mas altos de consumo de oxigeno en ejes embrionarios que en embriones
(proporcion 4-1). En el trabajo de Ehrenshaft y Brambl (33), se cuantifico el
consumo de oxigeno de embriones y ejes embrionarios de maiz dentro de las
primeras 6 h de imbibicion, y se observé un consumo de oxigeno de embriones a
los 17 min de imbibicién y de ejes embrionarios a los 8 min, el cual mostré un
continuo aumento hasta el término del experimento, siendo mas activos los ejes
embrionarios que los embriones en proporcién 6:1. Nuestros resultados
concuerdan con estos. La razén por la cual el eje respira mas activamente no
esta clara. Enrenshaft y Brambl (33) encontraron que la respiracion de los ejes

embrionarios fue sensible en un 98% a cianuro, mientras que en los embriones
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los componentes insensibles a cianuro de la cadena respiratoria se
incrementaron de 14% a los treinta minutos a 34% a las seis horas, posiblemente
el escutelo impida el paso del oxigeno obligando al embrién a usar una
respiracion alternativa con ayuda de componentes insensibles a cianuro. La

cadena alterna no tendria la eficacia de la ruta sensible a cianuro.

Al analizar los patrones de toma de agua y consumo de oxigeno es
evidente que dentro de las primeras 8 h de imbibicion, antes que los embriones y
los ejes embrionarios comiencen a germinar, debe haber una gran actividad
metabolica llevandose a cabo. Por esta razén se decidié escoger los tiempos de
0,1, 2, 3,6y 8 h, que es un periodo temprano de la germinacioén, para estudiar la
ontogenia de las ATPasas. De este periodo total, el lapso de las ultimas 6 0o 7 h

comprenderia la fase de restauracion metabdlica descrita en semillas enteras.

Ontogenia de las ATPasas de membrana plasmatica, de tonoplasto y

mitocondrial.

Al medir la hidrélisis de ATP en las fracciones microsomales de embriones
(fig. 10) y ejes embrionarios (fig. 11), encontramos que las diferentes ATPasas se
encuentran activas al tiempo cero, cuando la semilla ésta seca y el embrién
quiescente. Estos resultados concuerdan con muchos trabajos donde se han
reportado enzimas activas en semillas secas. Enrenshaft y Brambl (33) reportan
actividades de citocromo ¢ oxidasa y de ATPasa mitocondrial, -enzimas
indispensables para el funcionamiento de la cadena transportadora de
electrones-, en fracciones mitocondriales de embriones secos de maiz. El tener
enzimas potencialmente activas en la semilla seca resultaria muy importante

para reactivar expeditamente ias diversas vias metabdlicas que despertaran a la
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semilla de su letargo (32 y 33). Se ha descrito que con la entrada de agua
comienza la hidrélisis de los polimeros de reserva. Una vez hidrolizados, sus
productos (aminoacidos y sacaridos principalmente) son exportados del
endospermo hacia el eje embrionario a través de las diferentes membranas de
las células del escutelo y del eje embrionario mismo. Es aqui donde las ATPasas
de la membrana plasmatica y del tonoplasto deben estar trabajando activamente
para establecer el sistema de transporte secundario y el gradiente de pH, que
ayuda en el crecimiento de la semilla (9 y 25). Ahora bien, los embriones y los
ejes embrionarios al estar aislados del resto de la semilla no tienen el aporte del
endospermo ni del escutelo respectivamente, de tal manera que no sabemos
cual puede ser la magnitud del trasporte secundario, si es igual o menor. Es
posible que toda la actividad de los embriones y de los ejes embrionarios sea
parte de un programa preestablecido por la semilla desde su desecacién en la
planta progenitora y que es desencadenado simplemente por la hidratacion de
los tejidos, sin importar que los embriones y los ejes embrionarios estén dentro o
aislados del resto de la semilla. Sin embargo, también es posible que pueda
seguir habiendo una necesidad de transporte secundario entre los diferentes

tejidos embrionarios que tienen diferentes necesidades de elongacion.

Al transcurrir el tiempo de imbibicion encontramos que la actividad de las
ATPasas tiene un pico maximo a las 3 h en los embriones (fig. 10) y a la primer
hora de imbibicién en los ejes embrionarios (fig. 11). Este patrén generalizado se
debe posiblemente a que en este punto coinciden la expresion de las enzimas
sintetizadas durante la maduracién de la semilla, que fueron activadas en la
imbibicién, y la de las enzimas que se deben estar sintetizando di novo. Esto
podria apoyarse por el hecho de encontrar actividad en los ejes embrionarios y

en los embriones secos y por que se ha detectado sintesis de proteinas en
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embriones aislados dentro de los 30-60 minutos después de la imbibicion,
cuando la semilla alcanza el 40% de contenido de hiimedad (4 y 34). Ademas, es
pertinente mencionar que la ATPasa de membrana plasmatica tiene una vida
media de 12 min en coleoptilos en crecimiento (35). No obstante, se reconoce la
necesidad de una confirmacién experimental directa de esta proposicion.
Después del pico se registra un decaimiento de actividad en todas las ATPasas,

lo cual posiblemente sea causa de la degradacion de las enzimas.

Otra posibilidad es que el pico de actividad registrado en los embriones y
en los ejes embrionarios se deba a que en la semilla seca hay una
desorganizacion del sistema membranal de la célula, originada en el periodo de
desecacion natural de la semilla (1). De tal manera que las ATPasas estuvieran
insertadas anémalamente en la bicapa en re-organizacion, adoptando una
conformacion “hiperactiva®, como si estuvieran desacopladas. Con la imbibicion,
las membranas comenzarian a rehidratarse y estructuralmente se reacomodarian
formando las bicapas lipidicas clasicas celulares, las ATPasas entonces se re-
arreglarian ganando su funcionamiento normal. Esto estaria apoyado por el
hecho de que los picos de actividad aparecen entre 1y 3 h, tiempo en que tienen
lugar el contacto de las estructuras con el agua y la rapida entrada de ésta al
tejido (1). Sin embargo en nuestro sistema experimental no se podria observar
este fenébmeno pues en él usamos carbonil cianido m-clorofenilhidrazona
(CCCP), que es un desacoplante, el cual bombea protones en sentido inverso de
lo que lo hace la ATPasa manteniendo al maximo la actividad de esta. Una
variante de esta hipotesis es que efectivamente la incipiente re-organizacion
membranal, que podria involucrar una composicion lipidica transitoria, afectara la
actividad de la enzima, con respecto a estd se ha encontrado una gran

sensibilidad de la ATPasa de la membrana plasmatica al medio lipidico (36).
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Los embriones presentaron una mayor actividad de la ATPasa de
membrana plasmatica (45%) y de la ATPasa del tonoplasto (30%) que los ejes
embrionarios. Esto pudo deberse a que el embrién cuenta con la presencia del

escutelo.

La actividad total obtenida de la suma de las inhibiciones parciales de las
tres ATPasas, no es la misma que la suma experimental -actividad total- (Fig.
12). La explicacién mas plausible es que los diferentes inhibidores no son tan
especificos, como ya se ha reportado (15), o que a las concentraciones que
usamos de los diferentes inhibidores no ejercierén el 100% de inhibicién, con lo

que podria estarse sobreestimando la actividad de las ATPasas.

Inmunodeteccion de la ATPasa de la membrana plasmatica.

En el patrén protéico obtenido en las inmunoréplicas en Western (figuras
13 y 14) observamos varias bandas de reaccion que se debieron a tres posibles
causas: i) reacciones inespecificas del anticuerpo con otras proteinas pues el
anticuerpo esta dirigido contra el dominio central de la ATPasa el cual abarca los
aminoacidos del 340 al 650 de la proteina de A. thaliana (37), dentro de tal
porcién podria haber epitopes que se parecieran a los de otras proteinas y que
reaccionan con el anticuerpo por la exposicion prolongada a éste, aunque esto es
muy poco probable. ii) baja afinidad del anticuerpo, pues la dilucion usada del
anticuerpo fué de 1:300, y a concentraciones mayores se obtenia un gran fondo
y iii) la protedlisis de la enzima, fenémeno muy marcado y bien documentado (38
y 39). Durante el proceso de fraccionamiento celular y la purificaciéon de la

ATPasa, son liberadas enzimas proteoliticas presentes en la semilla. La actividad
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de estas proteasas enddgenas puede dar resultados engafosos durante el
corrimiento electroforético, tales como: desvanecimiento en el patron de tincion
de la proteina sobre el gel, pérdida del peso molecular real del polipéptido y
agudos cambios de velocidad en su movilidad especifica (38 y 39). Leonard y
Gallagher (40) tuvieron problemas al tratar de separar a la ATPasa de membrana
plasmatica de semillas de maiz en geles de poliacrilamida SDS y se lo
atribuyeron a dos causas: a las proteasas enddgenas y a la agregacion de la
proteina, de alto peso molecular, inducida por calentamiento de la muestra.
Teniendo mas bases experimentales para la tercera opcion nos inclinamos a
pensar que la causa de nuestras multiples bandas fué la protedlisis de la
proteina. Por tal razén decidimos usar la técnica del Western en rejilla (Slot Blot)
que nos daria una localizacion de los productos de la protedlisis en una sola
banda y nos permitiria conocer la concentracién relativa de la ATPasa de

membrana plasmatica en los diferentes tiempos de imbibicion.

Al hacer el andlisis densitométrico del Slot Blot de embriones (fig. 15 A),
se confirmé el patron de actividad de la ATPasa de membrana plasmatica
durante el curso de 0 a 8 h de imbibiciéon. Detectamos a la enzima en embriones
secos, -la cual es capaz de hidrolizar ATP-. El pico de deteccion maxima de
proteina se ubicé a las 2 h, una hora antes que el pico de actividad (3 h). Este
pico de proteina sugiere una sintesis activa de la enzima, pues estaria
detectandose por el anticuerpo, junto con la enzima preformada. El
desfasamiento de los picos de actividad y proteina se puede deber a que aunque
detectamos a la ATPasa no sabemos cuanta de ésta ATPasa que se ha
integrado a la membrana después de su formacién, se encuentra en condiciones
de presentar actividad de hidrolisis de ATP y cual es su magnitud. La caida de

proteina nos habla de una degradacién de la enzima preformada o una
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disminucion en la sintesis di novo. O de la sintesis di novo de una forma de
enzima con mas baja actividad. Se puede considerar que la poblacion total de la
ATPasa de membrana plasmatica esta dada por la ATPasa sintetizada di novo y
por la ATPasa preformada, en una proporcion dinamica, que podria ir cambiando
en el transcurso del tiempo de imbibicién. Para los ejes embrionarios la cinética
de deteccion de la ATPasa fue similar a excepcion que el pico de proteina se

presento a las 3 h, una hora después del pico de actividad.

Es posible que la ATPasa de membrana plasmatica que se esta
sintetizando di novo sea una isoforma menos activa que la que se encuentra
presintetizada en la semilla. Se han reportado varias isoformas de la ATPasa de
membrana plasmatica en A. thaliana, L. esculentum y N. plumbaginifolia que se
expresan en diferentes tejidos y estadios de desarrollo de la planta (19, 21 y 22).
Tal vez la isoforma de la ATPasa, almacenada cuando la semilla estuvo
perdiendo agua, sea mas activa y por eso registremos la elevacion inicial de la
hidrdlisis de ATP. Pero al ir siendo degradada tal ATPasa, la isoforma que la va
reemplazando es menos activa, haciendo que disminuya la actividad de hidrélisis
de ATP. Algunos experimentos que se podrian realizar para aclarar esta cuestion
son: la busqueda y caracterizacion de las isoformas en embriones de maiz y la
medicién de la sintesis di novo de la enzima con metionina S3% durante los

periodos de tiempo estudiados.

Microscopia electrénica.

En las fotografias de las vesiculas de la fraccion microsomal de embriones

secos (fig. 16 B) se muestra que las vesiculas estan agregadas y difusas, por lo
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que no se distinguen unas de otras, lo cual podria estar relacionado con la
desorganizacion del sistema membranal debido al proceso de desecacion natural
de la semilla. Muchas de las propiedades de la membrana son alteradas cuando
ocurre la desecacién, con profundos y posibles efectos sobre la fisiologia de la
célula. Las membranas estan compuestas principalmente de proteinas vy
fosfolipidos arreglados en un medio fluido, ésta organizacién molecular es
estable por la relacién entre los componentes membranales y el agua. Alrededor
de un 25% de hidratacion arriba del peso seco es necesario para mantener la
configuraciéon de la membrana, por abajo de este porcentaje de agua las
membranas adquieren una conformacion desordenada en la que las enzimas no
funcionan normalmente (1). En cambio, a la hora de imbibicion (fig. 16 A) se
empieza a distinguir un rearreglo de las diferentes membranas celulares lo cual
podria ser parte del proceso de re-organizacién membranal que va ocurriendo
gradualmente tras la entrada de agua a los tejidos embrionarios.
Desgraciadamente no tenemos fotografias de tiempos mas largos de hidratacion,
pues se ha reportado que tras la imbibicion la integridad de las membranas es
incompleta por al menos durante algunos minutos después de la imbibicion (1) y
en donde esperamos que las membranas terminen de adquirir su conformacién
normal.

Algo que se desprende de estas micrografias es que ya existen vesiculas
con caracteristicas morfoldgicas parecidas tanto en el tiempo cero como en el de
una hora, pues se llegan a obtener vesiculas muy semejantes, si bien con

condiciones de purificacion un tanto diferentes.
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CONCLUSIONES

-Existen ATPasas presintetizadas en la semilla quiescente y se encuentran en
plena capacidad de hidrolizar ATP. Esto nos hace proponer que el que las
enzimas puedan sobrevivir al periodo de desecacion natural de la semilla, es

debido a su importancia en el metabolismo inicial de la semilla.

-El pico de actividad enzimatica de las ATPasas nos sugiere que:
i) hay una regulacion de las enzimas presintetizadas y las sintetizadas di novo, 6
ii) que la enzima presenta diferentes propiedades cataliticas en los diferentes

estados de hidratacion.

-El patron de deteccion de la ATPasa de membrana plasmatica es congruente
con su patron de actividad, aunque el pico de actividad y el de proteina no
ocurren en el mismo tiempo. Esta discrepancia puede estar dada por la condicién

anterior.
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