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Pero la sabiduria ... ¢dénde puede hallarse, y donde esta pues el lugar de
entendimiento?

El hombre mortal no ha llegado a conocer su valuacion, y no se halla en la tierra de
los vivientes. La profundidad acuosa misma ha dicho: “jNo estd en mil”. El mar también ha
dicho: “{No esta conmigo!”. Oro puro no se puede dar en cambio por ella, y plata no se
puede pesar como precio suyo. No se puede pagar con oro de Ofir, con la rara piedra de
énice y zafiro. Oro y vidrio no se pueden comparar a ella, ni ¢s cambio por ella vaso alguno
de oro refinado. Coral y cristal de roca mismos no se mencionaran, pero una bolsa llena de
sabiduria vale mds que una bolsa llena de perlas...

Pero la sabiduria misma ... jde donde vieue?, y dénde, pues, estd el lugar del
entendimiento?

Ha estado escondido aun a los ojos de todo viviente, y a las criaturas volantes de los
cielos ha estado oculta. La destruccion y la imuerte mismas han dicho: “Con nuestros oidos
hemos oido un informe de ella”, Dios es Aquel que ha entendido el camino de ella, y ¢l
mismo ha conocido su lugar, por que él mismo mira hasta los mismos cabos de Ia ticrra,
bajo los cielos entero élve ...,

Entonces fue cuando vié la sabidurla y procedio a informar acerca de ella y pasé a
decir al hombre;

“jMira! El temor de Jehovi ... eso es sabiduria, y apartarse del mal es entendimiento”

(Job 28: 12-28).

A Jehovi, mi Dios.
A mis padres.
A mis hermanos,

A mis amigos,



AGRADECIMIENTOS

A Jehova nii Dios, por el don de la vida y por su ayuda amorosa.

A mi padre por su cariiio, disciplina y valiosos consejos, los cuales me han guiado hasta este
momento.

A mi madre por su amor, aguante y apoyo incondicional a pesar de los tiempos dificiles.

A mis hermanos: Diana, Lorena y Roberto, porque sicmpre han estado unidos conmigo
animandome a seguir adclante.

A la Dra. Marina Gavilanes Ruiz por su excelente asesoria ¢ inapreciable aportacion de sus
conocimicutos para la realizacion de este trabajo,

A la M. en C. Sobeida Sanchez Nieto por su gran ayuda y valiosas observaciones en el
desarrollo experimental y escrito de esta tesis.

A la QFB, Consuelo Enriquez Arredondo por el apoyo que me presté en el aprendizaje de
técnicas basicas para la realizacidn del trabajo experimental en el laboratorio.

Al Biél. Oscar Garcia Rubio por su amistad y por apoyarme en la realizacion de esta tesis,

Al Q. Jose Luis Meraz Lira por ser un gran compaiiero y auxiliarme en la presentacion final
de [a tesis escrita.

A mis queridas compaiieras a quicnes siempre tengo presentes y con quienes siempre he
contado; Maira, Liliana, Mary, Gaby, Blanca y Maripaz.

A todos mis compaiieros de la generacidn de Quimicos 92-96 a quienes no olvido aunque de
algunos de ellos tengo un grato y calido recuerdo.

A todos mis compaiieros del departamento de Bioquimica de la Divisién de Estudios de
Posgrada de 1a Facultad de Quimica.

Me faltaria cspacio para terminar de agradecer a tantas y tantas personas quienes con su
presencia han enrigquecido mi vida y mi trayectoria en Ia carrera de Quimica,

Por haberme sobrellevado y brindado su ayuda todo lo que quisiera decirles no lo puedo
expresar ghora por eso lo digo con esta palabra que encierra mucho; GRACIAS,




ATP
BSA
ccee
CTC
ApH
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DNA
DOC
DTE o DTIT
EDTA
H-N
Kn
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PEG

RNA
SDS

TPCK
Tris
U

ABREVIATURAS

Adenosin trifosfato

Albimina de sucro bovino

Carbonil cianuro 3- cloro fenithidrazona

Solucion de cobre-tartrato-carbonato

Gradiente de pH

Gradiente eléctrico

Gradiente electroquimico

Acido desoxirribonucléico

Desoxicolato de sodio

Ditioeritritol o ditiotreitol

Etilendiamino tetraacético

Fraccion de homogenado sin nicleos

Constante de Michaclis

Constunte de inhibicion

Fraccién inferior de un sistema de fases que resulta de
una primera particion de fases

Polietilenglicol

Fosfato inorgénico

Acido ribonucléico

Dodecil sulfato de sodio

1-ICloro-3-4-tosilamido-7- amino-3-heptanona-HCl
1-1Cloro-3-4-tosilamido-4-2-heptanona
2-amino-2-(hidroximetil) propau-1,3-diol

Fraccién superior de un sistema de fases que resulta
de una particion de fases

Vesiculas de membrana plasmatica
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1. INTRODUCCION

1.1 ESTRUCTURA DE LA SEMILLA
SEMILLA DE MAIZ

La semilla es ¢l dvulo fertilizado maduro en las plantas. Es el medio natural de
dispersion, propagacion y perpetuacion de muchas especics vegetales, ya que contiene
sustancias nutritivas, la maquinaria wetabdlica y lus estructuras celulares necesarias para

formar una nueva planta (Niembro, 1988).

El fruto de fa planta de maiz se llama comercialinente grano, botanicamente es una
caridpside y agricolamente se le conoce como semilla (Reyes, 1990). La semilla de maiz se
origina por el proceso de doble fertilizacion que ocurre en el gametofito femenino y llega a
su madurez 40 a 50 dias después de la fertilizacion (Lindsey y Topping, 1993). En la

semilla madura se logran distinguir las siguientes partes (Fig. ).

a) La cubierta seminal o pericarpio; que se encuentra recubriendo a la semilla
madura, protegiéndola de daiios fisicos y bidticos proeedentes de! exterior. Se le conoce

como testa, ollejo o cdscara.

b) La aleurona: Capa de células del endospermo, de naturaleza proteica. Contiene

enzimas hidroliticas, las cuales se usarin en el pr'oces'o de movilizacién de reservas,
principalmente del almidon (Ching, 1978, Lindsey y Topping, 1993).

b) El endospermo; que contiene la reserva de nutrientes como son carbohidratos
(principalmente almidon), proteinas y lipidos, que seran posteriormente utilizados cuando
la germinacién comience y lasta que la plintula recién formada se establezca como
organismo autétrofo. Es la parte de mayor volumen. Dos regiones bien diferenciables hay
en el endospermo suave o harinoso y endospermo duro o comeo. El endospermo harinoso
contiene ' |
principalmente almidon mientras que el endospermo comeo se compone principalmente de

hemicelulosa.
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¢) El embrion: Es la planta en miniatura cou fas estracturas que originan una nuevi
planta, al germinar la semifta, En el embrion maduro se logran distinguir el ¢je embrionario
que conticne estructuras que daran lugar al tallo y a la raiz en la planta y el escutelo que o
rodea (el cual presenta ef cotiledon caracteristico del maiz). En el proceso de la
germinacion, el escutelo absorberd las sustancias almacenadas en ¢l endospermo, las
degradara y transportara hacia el ¢je embrionario, para Jo cual contiene grandes cantidades
de enzimas hidroliticas. También pucde almacenar granalos de carbolidratas, proteinas y

lipidos, aunque en mucho menor proporcion que el endospermo.

ENDOSPERMO

PERICARPIO
HARINOSO

CA“IO;‘IDRATD.

ENDOSPERMO
CORNEO

EJE
EMBRIONARIO

Fig. 1. Corte longitudinal de una semilla de maiz, indicandose las estruc-

turas que la conforman (adaptado de Bewley y Blnck; 1986),
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1.2 LA GERMINACION,

Las semillas no germinan normalmente hasta que han sufrido un considerable
periodo de crecimiento y desarrollo, acunmlando rescrvas y finalmente Hegando a secarse.
El proceso de germinacion comienza con la entrada de agua a la semilla y culmina con la
salida de la radicula (Ching, 1978; Bewley y Black, 1986). La absorcion de agua o
imbibicion es ua paso esencial en el proceso de la genminacion y es un fendmeno que esti
bien descrito en la literatura. Generalmente se acepta que ocurren en ella tres grandes

eventos o fases, los cuales deliuean claros cambios del metabolismo en la semilla (Fig, 2).
1.2.1 Fase I,

En la primera fase hay una toma rapida de agua, debida a la hidratacion ‘de los
constituyentes de la semilla, tales como proteinas, lipidos, carbohidratos y organelos, entre
otros. Con ello ocurre la reactivacion de las moléculas y organelos preexistentes, los
cuales fueron tomados duramte la maduracion de la semillla y subsecuentemente
almacenados (Ching, 1978; Bewley y Black, 1986). Tanto semillas viables como no

viables presentan esta fase.
1.2.2 Fase IL.
Con respecto a la toma de agua, esta fase se caracteriza por tener uaa toma de

agua sin aumento. En esta fase ocurre la sitesis activa de ATP, sustratos, coenzimas,

proteinas (enzimas-y estructurales), DNA y RNA, neccsarios para-el alargamiento y

division de las células del ¢je embrionario. Todo ello sc realiza a expensas del -

alimacenaniiento de carbohidratos (coino sacarosn y rafinosa) almacenados en-el embrion

(Ching, 1978; Bewlev y Black, 1986). En esta fase ¢l dnico cambio morfologico

. observable es el alargamiento las células, principalmente las de la radiculs, dado solo
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Fase | Fasell Fase i

Salidadela
radicula

TOMA DE AGUA
(incremento en peso humedo)

TIEMPO —

Fig. 2. Perfil trifisico de la toma de agua de semillas en germinacién (adaptado de Bewley
y Black, 1986), :
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por el aumento de volumen de las células y no por su division. Los datos indican que
conforme la germinacion avanza, las sustancias nitrogenadas (proteinas y nucleotidos) y
principalnente carbohidratos, ambos localizados en el endospermo, asi como los lipidos en
el escutelo, son transportados hacia el ¢je embrionario, pero para ser asimilados por éste,
los polimeros deben ser hidrolizados a aminoacidos, azicares, icidos grasos y glicerol
respectivantente. Se conace por ¢jemplo, que en la semilla de maiz el almidon representa
del 70 al 80% de los carbohidratos almacenados en el endospermo y su degradacion
ocurre por la actividad de las enzimas de la capa de aleurona, tas cuales aumentan su
actividad o clevan su sintesis por un estimulo exogeno, como es el dcido giberélico.
Aunado al marcado incremento en la velocidad de sintesis de proteinas se observa una
sintesis activa de nucledtidos y acidos nucléicos en el ¢je embrionario de maiz. Esta fasc
finaliza en ¢l punto de la salida de la radicula de la semilta, lo cual marca también cf inicio
de la fase I1I.

1.2.3 Fase IIL.

En csta fase se reinicia Ia toma de agna por la scmilla y ¢s aqui en donde ocurren

los mayores cambios worfologicos del embrién . Se inicia con la salida de la radicula, la

cual crece hasta convertirse en la raiz primaria, mientras que en el extremo superior del cje
embrionario empicza el crecimicnto del tallo o epicotilo y la aparicion de las primeras
hojas. La aparicién de la radicula marca el inicio de la primera division mitética de las
células embrionarias y el crecimiento de ésta ocurre a expensas de los nutrimentos del
endospermo; al desaparecer éste y el escutelo, comienza el crecimiento autétrofo de la

nueva plantula (Bewley y Black, 1986).

e
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1.3 LA TEORIA DEL CRECIMIENTO ACIDO.

Las células de las plantas se alargan irreversiblemente solo cuando los enlaces de
soporte en la pared celular son rotas, este proceso pucde estar acoplado con la
intercalacion de uuevos polimeros de pared celular y el deslizamiento de otros
componentes de pared celular (Cosgrove, 1993). Se sugirié que el factor que promovia el
aflojamiento de 1a pared eran iones hidrogeno. Esta idea y subsccuentes datos que fa
apoyaban dicron realce a fa Teoria del crecimiento dcido (Hager et al. 1971, Rayle 1973,
Rayle y Cleland, 1970, Rayle y Cleland, 1977), fa cual postula que cuando se exponet 4
auxinas, las células susceptibles excretan protones hacia la pared (apoplasto) a una
velocidad acrecentada, resultando en una disminucion del pH apoplistico. El pH
disminuido en la pared activa el procese de aflojamiento, pero su naturaleza exacta ¢s
desconocida, debido a que Ia adicién de dcido exdgeno causa un in.crcmemo transiente(1-4
bs) en la velocidad de crecimiento (Fig. 3). La auxina debe también mediar eventos
adicionales a la acidificacién de la pared para continuar el crecimiento por un periodo de
tiempo extenso. Estos eventos pueden incluir osmoregulacion, sintesis de pared celular y
mantenimiento de la capacidad de la pared de responder a la induccion del aflojamiento

(por acidificacién).

La mayor parte de la investigacion sobre la teoria del crecimiento acido de I
accion de las auxinas se ha enfocado sobre secciones de tallo y coleoptilo en crecimiento.
Pero en otros organos y en plantas intactas la evidencia no es tan clara ni exteuss. La
correlacién entre excrecion de H' y el crecimicuto de la raiz sugiere que el crecimiento

enddgeno de este organo debe ser también mediado pbr icido (Maloney et al. 1981).

Uuna variedad de mecanismos podrian, en teoria, llevar a la acidificacion de la
pared celular inducida por auxina, Sin embargo, la evidencia directa y/o circunstancial ha

hecho aceptar que la excrecion de H' ¢s mediada por Ia ATPasa d¢ la membrana
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PARED CELULAR

MEMBRANA
PLASMATICA

ATPasa-H*

ACIDIFICACION

RUPTURA DE ENLACES DE HIDROGENO ,

}

RELAJACION DE POLIMERQS

}

AFLOJAMIENTO DE LA PARED CELULAR

!

[ELONGACION CELULAR|

Fig. 3. Eventos que ilustran la Teoria del crecimiento 4cido inducido por auxinas,
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plasmatica. Esta hipotesis ha sido apoyada por los experimentos presentados por Hager y
colaboradores (Hager ef a/. 1991). Usando mediciones de actividad y un anticuerpo contra
una isoforma de la ATPasa de H' de la membrana plasmatica. Hager et al. (1991)
mostraron que el tratamiento con auxina de coleoptilos de Zea mays incrementaba la
cantidad de ATPasa en la membrana plasmatica inmunodetectable. La cicloheximida que
es un inhibidor de la traduccion del mRNA, es un ripido y potente inhibidor del
crecimiento inducido por auxina y disminuye rdpidamente el incremento del nivel de la
ATPasa (cantidad de proteina) que la auxina habia aumentado. Es interesante el hecho de
que el crecimiento inducido por fusicoccina no incremente los niveles de la ATPasa de H',
Esto indica que el incremento observado en los niveles de ATPasa s una respuesta a
auxina y no una respucsta al crecimiento, El mecanisino molecular del incremento
inducido por auxina en los niveles de ATPasa detectables por anticuerpo es desconocido.
No ha sido demostrado directamente que el incremento en los niveles de ATPasa do H*
detectable por anticuerpo reflejen y/o sean responsables del incremento en el bombeo de

protones.

Se han propuesto maneras alternativas acerca de como la auxina puede estimular a
la ATPasa de H', Una forma es causando una reduccion en el pH citoplasmico. Debido a
que el pH optimo para la enzima es 6.5, y que el pH citoplasmico normalmente es de 7.2 a -
. 5, una reduccion en el pH citopldsmico causaria un gran incremmento en la actividad de fa -
ATPasa. Tal disminucion en el pH citopldsmico en respuesta a una auxina ha sido medido
tanto con microelectrodos de pH, como con colorantes fluorescentes de pH y microscopfa
confocal. Otra posibilidad es que la auxina active a la ATPasa via fosforilacion por una |
proteina cinasa (Xing, 1996). El efecto de la auxina seria indirecto, posiblemente por via :
de un mejoramiento del ciclo inositol trifosfato o por un incremento en el Ca®*
citoplismico (Hager, 1991). Finalmente, un efecto directo de auxina sobre la Vi, de
bombeo de protones dirigido por ATP ha sido reportado en vesiculas de membrang
plasmética de hoja de tabaco (Rayle y Cleland, 1992). En el caso de los experimentos dc
Hager, el aumento en la actividad de la ATPasa, seria consistente con un aumento en la

Vi Este efecto todavia no ha sido demostrado para algin otro tejido.



1. INTRODUCCION

Cuando la teoria fué propuesta, se tenia el conocimiento de que otros procesos
dependicates de auxinas tales como la exportacion de enzimas para el aflojamiento de la
pared o de precursores de la pared celular eran también requeridos para sostener ¢l
crecimicnto (Cleland, 1971). Sin embargo, ahora queda claro que la acidificacion inducida
por auxina es suficiente para llevar a cabo por lo menos en las primeras pocas horas, el

crecimiento inducido por auxina (Rayle y Cletand 1992).

1.4 LAS MEMBRANAS PLASMATICAS DE LAS PLANTAS,

Las membranas biologicas son conjuntos laminares organizados constituidos

principalmente por proteinas y lipidos (Stryer, 1988), .

Las membranas son distintas en composicién como lo son en funciones, Sin
embargo tienen en comin caracteristicas como: 1) que todas son estructuras laminares de
pocas moléculas de grosor y que forman espacios cerrados entre compartimentos de
distinta composicion; 2) que constan principalménte de protéinas y lipidos, @dennis de
carbohidratos enlazados a lipidos y proteinas; 3) los lipidos de membrana son moléculas

relativamente pequeifas que ticnen una parte hidrofilica y otra hidrofdbica; 4) constituyen

asociaciones moleculares no covalentes; 5) son asimétricas; 6) son estructuras fluidas; 7)
ciertas protefnas especificas son mediadoras de funciones caracteristicas de las

membranas. Las proteinas se utilizan como bombas, compuertas, receptores, transductores

de energla y cnzimas,



1. INTRODUCCION

Espacio Coems Colon polgrsas Grupon catatidrato  Coluatargl

Exterior bevigdess  (Nopolany) dogieopniaing
{Pokses)

Fig. 4. Modelo actual del mosaico fluido para representar la estructura de la membrana
{Lehninger, A.; Nelson, D. and Cox, M. 1993).
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En células de plantas superiores, las membranas definen el limite extemno del
protoplasto vivieute y su compartimentacion interna en organelos, los cuales incluyen la
vacuola central, reticulo endoplismico, mitocondria, plastidios y micleo. Mientras que a
pared celular provee estabilidad mecanica externa y proteccion a la célula de planta, la
membrana celular tiene el importante papel de regular ¢l ambiente quimico interno del
citoplasma y los organclos para los eventos metabdlicos que tienen lugar (Baker, 1988).
Este papel esta relacionado a la habilidad de las membranas para actuar como barreras
selectivas para el libre movimiento de solutos y, por tanto, controlar su trafico entre el
citoplasma y el exterior de la célula o el interior de los organelos. Por funcionar de esta
manera, las membranas permiten que las células de la planta mantengan relativamente
constante el ambiente citoplasmico, contra el cual puede estar un ambiente externo
variable y en algunas ocasiones perjudicial. Una pérdida en la integridad de la membrana

generaluente da lugar a la muerte celular.

La habilidad de las membranas de regular el flujo de solutos estd intimamente
relacionada con su estructura y la presencia de sistemas de transporte para solutos

importantes fisiologicamente.

1.4.1 ESTRUCTURA DE LAS MEMBRANAS PLASMATICAS DE LAS CELULAS
DE PLANTAS.

Ha sido conocido que los lipidos y proteinas representan . componentes
estructurales de Ias membrauas de las plantas. Sin embargo, se decia que estas proteinas se
encontraban como una capa delgada sobre la superficie exterior de.la membrana y por
tanto servia primariamente como un componente estructural mas que como componente
funcional, Actualmente, las evidencias experimentales han corroborado el modelo del
“Mosaico-Fluido” propuesto por Singer y Nicolson en
1972 (Singer, 1992) (Figura 4). Este modelo es ¢l que mejor explica los aspectos tanto

estructurales como funcionales de la mayoria de las membranas biologicas.

1



1. INTRODUCCION

La principal clase de lipidos que compone la mewibrana de la célula vegetal son los
fosfolipidos y los esteroles. Los fosfolipidos de membrana  contienen  dos
cadenas laterales de acido graso esterificadas al primero y segundo grupos hidroxilo del
glicerol, mientras que el tercer grupo hidroxilo esta enlazado a un fosfato (acido
fostatidico) o a un fosfato esterificado con el grupo hidroxilo de otros alcoholes. Los
alcoholes comunes de los fosfoglicéridos son la serina, etanolamina, colina, glicerol ¢
inositol.  Por  tanto los fosfoglicéridos  principales  som:  fosfatidilserina,

fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol y difosfatidilglicerol.

Los acidos grasos que componen las cadenas laterales del acilo esterificados a las
posiciones | y 2 sonn unidades de 16 a 18 carbonos de largo, generalmente, y pueden
incluir al acido palmitico (16:0), acido oleico (18:1), acido linoleico (18:2), y dcido
linolénico (18:3) (Larsson et al. 1990). Como los fosfolipidos (ie membrana contietien
dominios tanto hidrofobicos (las cadenas laterales del dcido graso esterificado) como
hidrofilicos (grupo fosforilado), estas moléculas son conocidas por ser anfipiticas. En el
modelo del mosaico fluido, los fosfolipidos de membrana estan arreglados en una bicapa
lipidica donde las cadenas laterales aciladas estin presentes en el interior de la menibrana y
las cabezas hidrofilicas (grupos fosforilados) se encuentran hacia el exterior de la
membrana (Singer, 1992).

Los esteroles asociados con las membranas vegetales son también anfipiticos, ya
que conticnen dominios hidrofilicos (hidroxilo) e hidrofobico (estructura de anillos
fusionados). Estas moléculas se orientan dentro de la bicapa lipidica de Ia membrana de tal
manera que sus grupos hidroxilo se asocian con la regidn exterior hidrofilica y su
estructura ciclica compleja se asocia con la regién interior hidrofabica. Mientras que las
membranas de plantas contienen sélo cantidades menores de colesterol, esteroles tales

como sitosterol, cstigmasterol, y campesterol son comunes (Hartmann y Beneviste, 1987),

Aunque los modelos mas primitivos de estructura membranal visualizaron a la

proteina estando e una conformacién - extendida sobre Ia superficie de la membrana
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1. INTRODUCCION

(Davielli y Davson, 1935), ahora se tiene el punto de vista de que las proteinas de
membrana estan en wn arreglo globular en asociacion con la bicapa lipidica (Figura 4). En
término de su asociacion o arreglo en la membrana, las proteinas de membrana pueden ser
clasificadas como integrales o periféricas (Singer, 1992). Aunque globular en naturaleza,
las proteinas periféricas estin asociadas con la superficic de la membrana por interacciones
electrostaticas y/o puentes de hidrogeno tanto a los grupos cabeza de los lipidos (grupos
fosforilados) o a otras proteinas. Cuando son disociadas de la membrana por tratamiento
con sales o quelantes, las proteinas periféricas mantienen su conformacion nativa en
solucion y pueden retener su actividad enzimatica, si la presentan (Singer, 1992). En
contraste, las proteinas integrales estin profundamente embebidas en la membrana y se
pueden cxpander a todo lo ancho de la bicapa lipidica (Singer, 1992). Las proteinas
integrales, como los lipidos de membrana mismos, son estructuras anfipaticas teniendo
dominios hidrofobicos ¢ hidrofilicos. Cuando se presentan en la membrana, los dominios
hidrofobicos de las membranas integrales se asocian con el interior no polar de la bicapa
lipidica mientras que los dominios hidrofilicos se localizan sobre la superficie de la
membrana e interactiian con el agua. A diferencia de las proteinas periféricas, las proteimas
integrales no pueden ser removidas de la inembrana por simple tratamiento con sales o
quelantes. Para remover o solubilizar proteinas integrales de membrana se requiere el uso
de moléculas detergentes que rompan las fuertes interacciones entre los dominios
hidrofébicos de la proteina y el interior lipidico (Jain y Zakim, 1987). Aunque se han
representado por estructuras globulares indefinidas como en la Fig. 4, debe mencionarse
que tanto las proteinas integrales como las periféricas poseen una secuencia primaria de

aminoacidos con

estructuras secundarias enroscadas (hélice o) o doblada (hoja plegada B) o enrrollada al
azar. Para proteinas integrales de membrana, la cadena peptidica (secuencia de
aminoicidos primaria) puede tener un nimero posible de arreglos dentro de la*bicapa

liptdica. Este arreglo de la cadena polipeptidica de proteinas integrales a través de la

membrana es referido como su topologia (Jennings, 1989). Una porcion singu]ar de la.

proteina puede solo penetrar parciahinente en la bicapa y entonces salir a la superficie

13



I. INTRODUCCION

(proteina monotopica) o extenderse a través de toda la bicapa solo una vez (proteina
bitdpica). Altemativamente, fa cadena peptidica puede cruzar a través de la bicapa lipidica
mas de una vez (proteinas politopicas). Para proteinas envueltas en el movimicnto
transmembranal de solutos, el arreglo politdpico es el que s observa mas generalmente,
ya que permite la produccion de una via de protema alineada para la conduccion de
solutos. Las regiones de proteinas integrales que se expandeu en la bicapa son a-hélice y
contienen aminodcidos con cadenas laterales no polares. Como promedio, el grosor de la
bicapa se encuentra entre de 6 y 8 nm, por lo que se necesitan cerca de 20 aminodcidos en

una o-hélice para cruzar la membrana de un lado a otro,

Dependiendo de la localizacion celular, los carbohidratos pueden representar tanto
una minoria, relativameute, o un componente significante de membranas con relacion a
lipidos y proteina (Larssou et al. 1990). Los carbohidratos estin asociados a proteinas
como glicoproteinas. Sin embargo los glicolipidos puedeu también estar presentes eu una
menor extension. Los carbohidratos asociados a glicoproteinas contribuyen al arreglo
asimétrico de la bicapa, pues estin presentes eu la cara de la membrana que no esté en

contacto con el citoplasma.

Una caracteristica clave del modelo del mosaico fluido es que las membranas
pucden representar estructuras asimétricas con respecto a la composiciou de proteina
sobre los distintos lados de la membrana. Esta propiedad es absolutamente esencial para la

actividad funcional de sistemas de transporte asociados con membimiaé, ya que se reduiere

una orientacién definida de las proteinas que median estos procesbsb (Singer, 1992').‘

Aunque estd mejor documeutada para sistemas en células animales, la asimétria con
respecto a la composicion lipidica de cada media bicapa de la membrana también ha sido

sugerida, al menos para membrana plasmitica cu plantas, debido a diferencias en puntos

isockéctricos entre las caras superficiaks apoplisticas y citoplasmicas. Mientras que.

originalmente se peusaba que el movimiento lateral de proteinas en el pland de la
membrana era al azar, actualmente parece que la posicion y movimiento de proteinas

especificas en una membrana puede ser  controlado por elementos del sistema

14



1. INTRODUCCION

citoesquelético (Traas, 1990). £l modelo del mosaico fluido presenta una vista idealizada
de una membrana con extensas regiones de lipido y un reducido arreglo de proteinas
integrales y periféricas. Sin embargo hay que sefialar que membranas de diferentes
organelos pueden diferir sustancialmente en el contenido relativo de proteina/lipido (por
cjemplo la membrana vacuolar contiene poca proteina y una gran cantidad de lipidos,
mientras la membrana mitocondrial intema contiene proteina en un 85% y un bajo
contenido de lipidos). Por cso el modelo del mosaico fluido representa un vista
generalizada de la estructura de una membrana, misma que puede variar dependiendo del

origen de la membrana celular (Briskin, 1994),

1.42 SISTEMAS DE TRANSPORTE DE SOLUTOS A TRAVES DE LA
MEMBRANA.

Para que un soluto entre o salga de la célula o de un organclo intemo, éste debe
atravesar la membrana plasmitica. Dependiendo de la naturaleza del soluto, dos posibles
vias para su movimiento a través de la membrana pueden ser posibles:

a) Movimicnto directo del soluto a través de la membrana. Si un soluto es
suficientemente soluble en lipidos, es posible que éste se mueva directamente a través
de la bicapa lipidica (Stein, 1986). Cuando este movimiento tiene lugar por difusion, el
movimiento del soluto a través de la membrana se lleva a cabo de - regiones
deconcentraciones altas a mas bajas. Aqui la fuerza directriz para el movimiento a
través de la membrana es ¢l gradiente de concentracidn. Adicionalmente al gradiente de
concentracion del soluto, Ia presencia de un gradiente eléctrico y/o de pH a través de la
membrana plasmatica pueden también servir como fuerzas directrices para el

movimiento de soluto a través de la bicapa lipidica.
b) Movimiento del soluto a través de sistemas de transporte: Para la mayoria de iones y la

mayoria de metabolitos que conticnen grupos polares, el medio hidrofobico del interior

de ha membrana lipidica representa una barrera
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1. INTRODUCCION

significativa para ¢l movimiento directo a través de la membrana. Par ello, el
movimiento transmembranal de estos solutos necesariamente voluera la actividad de
proteinas que funcionan como sistemas de transporte. La existencia de sistemas de
transporte para solutos especificos representa la base de la selectividad para fa
acutnulacion de solutos observado en las membranas y vincula ese traasporte con fa
energia metabolica (Baker, 1988). Claramente, la funcion de los sistemas de transporte
especificos en las membranas de las plantas es esencial para procesos tales como la
adquisicién de nutrientes minerales por las saices (Clarkson, 1988), el transporte en ¢l
floema (Humphreys, 1988) y el transporte de metabolitos dentro y fuera de la célula
(Sanders y Slayman, 1989) y de los organelos (Tanner y Sauer, 1989). Para mediar el
movimiento transmembranal de un soluto, los componentes de estos sistemas de
transporte son protefnas integrales de mewbsana las cuales pueden estar compuestas
tanto de grandes subunidades polipeptidicas aisladas, o de una serie de polipéptidos

menores asociados, Jos cusles colectivamente cruzan la bicapa,

Los sistemas de transporte asociados a las membranas de células vegetales o de otros
organismos pueden ser clasificados como: bombas, acarreadores o canales (Sanders y
Slayman, 1989; Stein, 1990). Las bombas son sistemas de transporte que acoplan una
reacion quimica de ruptura de enlace con Ia consecuente liberacidn de encrgia, tal como
la hidrolisis de ATP, al movimiento transmembranal de un soluto. Entre las bombas
asociadas con membranas de plantas se jucluye a la ATPasa de H' asoéiada con fa
membrana plasmética. Las bombas transportadoras frecuentemente son' lamadas
sistemas de transporte primario debido a que el vinculo de trausporte a una reaccion
metabolica es directo, En contraste, los acarrcadores de solutos son sistemas de
transporte que median el movimiento de uno o mis solutos a través de 1a membrana sin
un directo acoplamiento a una reaccion quimica. Por esta razon los acarreadores
generalmente no ticnen unn actividad enzimitica asociada como las bombas, Los
acarreadores pueden. mediar ¢l movimiento transmembranal de’ un sélo 'soluto

(uniporte), o el movimiento de wn soluto puede estar acoplado-al movimento de
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1 INTRODUCCION

otro seluto tanto en la misma direccion (simporte) o la direccion opuesta (antiporte).
En células de plantas, las proteinas transportadoras en simporte (simportadores) o
antiporte (antiportadores), estdn tipicamente acoplados al movimiento de H' para el
transporte de solutos tanto en la misima direccion, como en la opucesta respectivamente.
Por otra pante, los uniportes comunmente estan involucrados en el transporte de
sofutos cargados, los cuales se mueven en respuésta al gradiente eléctrico presente a
través de la membrana. Los canales son simifares a los acarreadores en uniporte
(uniportadores), pucs median el transporte de un soluto a través de ia membrana, fa
principal diferencia entre estos dos sistemas de transporte es el mecanismo por el cual
el movimiento transmembranal tiene lugar. En los acarreadores, el movimicnto
transmembranal se Hleva a cabo por una serie de cambios sccuenciales de conformacion
en 1a proteina acarreadora, que involucran la asociacion o enlazamiento del soluto, su
translocacion a través de fa membrana, y su liberacion, Mientras que los acarreadores
pueden transportar iones o moléculas orgdnicas, los canales participan solo en cl
transporte de jomes y representan un importante componente de los sistemas de

transduccion de selales en las células (Emons y Emons 1992; Hedrich y Schroeder,

1989). Debido entonces a que tanto los acarreadores como los canales no acoplan ef .

transporte directamente a una reaccién quimica son denominados sistemas de

transporte secundario,

1.5 LA ATPasa DE H' DE LA MEMBRANA PLASMATICA.

La ATPasa de H' de la membrana plasmética (Sanchez, 1994; Gavilanes ef al.

1995) es una enzima de locafizacion membranal, con un peso molecular de. 100 'kDa y

funciona transportando H' desde el citoplasma hacia el espacio extracelular o apoplastico -

¢ hidrolizando ATP. Su actividad tiene consecuencias fisiolégicas importantes para la
planta; es esencial para el transporte secundario de solutos a través de la membrana, el

alargamiento celufar y a regulacion del pH citoplasmatico y extracelular.
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1. INTRODUCCION

LS. PESTRUCTURA.

Por estudios efectuados con ATPasa de 11' de los géneros Arabidopsis,
Lycopersicon y Nicotiana se han descrito secuencias que predicen proteinas de 948 a 957
aminodcidos, segim la especic y ki isoforma, lo que corresponde a un peso molecular

aproximado de 100 kDa en geles desnaturalizantes (Palmgren y Christensen, 1994).

Con base en la estructura primaria de esta enzima (secuencia de aminoacidos), se
predice una estructura secundaria de la proteina con 8 a 10 segmentos transmembrauales y
la mayoria de las regiones hidrofilicas se encuentran hacia la cara citosolica de Ia

membrana (Serrano, 1989).

Con la informacion obtenida de estudios de modificacion quitnica de aminoécidos
especificos, la protedlisis controlada y la mutagénesis dirigida, se ha propuesto una
estructura de Ia enzima donde las hélices transmembranales forman un posible canal
hidrofébico conductor de H'. Mientras que la porcion citoplasmica de la enzima contiene
al sitio catalilico con regiones unty conservadas en las ATPasas tipo P (Fig. 5). Este tipo
de ATPagas parece que existen en dos conformaciones que se alternan durante el ciclo

catalitico (E, y E;).

La estructura propuesta y los dominios funcionales se muestran en la figura 5. La
porcién citosolica hidrofilica de ln enzima estd compuesta por 6 o 7 porciones constituidas
por los primeros 67 a 72 residuos del segmento amino terminal (dependiendo de Ia especie
y la isoforma), seguida por una primera asa de 124 aminoécidos que incluye In secuencia
TGES, una segunda asa muy grande con 315 aminoacidos, una o dos asas pequefias que-
conectan los ultimos segmentos transmembranales y finahnente la porcion del carboxilo

terminal que contiene entre 108 y 120 aminodcidos (Fig. 5)
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Fig. 5. Representacidn de los dominios hidrofilicos e hidrofGbicos de la estructura primaria

de la ATPasa de H' de la metbrana plasmitica (Gavilanez-Ruiz et al, 1995)
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Es posible que fa region del amino terminal no esté involuerada en alguna funcion
dentro de la catalisis, porque es muy variable en cuanto a extension y a secuencia. La
region de fa asa inicial contiene la sceuencia conservada TGES, una mutacion en ella
produce la inhibicion de a hidrolisis (aunque no la lormacion) del intermediario. Esto
indica que esta region catatiza In hidrélisis del intermediario foslorilado, por ello se le
conoce como ¢l dominio de la fosfitasa. El asa mayor, considerada comio los doniinios de
transduccion y de cinasa, contiene cinco secuencias conservadas: DKTGTLT, KGAP,
DPPR, MLTGD y GDGXNDAPALK. La primera contiene al Asp 329 que une
covalentemente al Pi durante el ciclo catalitico; las cuatro restantes estin involucradas en
{a union del ATP (Serrano, 1993). La primera secuencia conservada donde se forma el
intermediario fosforilado se localizarin en la apertura citoplasmica del canal, en una

posicion ideal para acoplar el transporte de ' con la hidrdlisis de ATP (Serrano, 1988).

Durante el ciclo catalitico en la conformacion E, , el dominio de la cinasa esta
activo pero el dominio fosfatasa no lo estd y el sitio de unién del proton en la entrada del
canal enlaza H' con gran afinidad det lado citoplasmico de la membrana. En la
conformacion E; , el dominio de la fosfatasa estd activo mientras que el dominio de la
cinasa no y el sitio de unién del proton en la entrada del canal enlaza H' con baja afinidad

det 1ado externo de Ia membrana.

Los datos anteriores indican que Ias dos primeras asas se encuentran proximas,
conformando el sitio catalitico y parte del dominio transduccional. La region def carboxilo
terminal es inhibitoria de la reaccion de hidrélisis y se cree que por ello puede ser
reguladora de la actividad catalitica (Serrano et al. 1992), Los dominios transmembranales
de 1a enzima forman cl canal de conduccidn de los H' a través de la bicapa kipidica. Las
relaciones topograficas entre los dominios transmembranales de la enzima estin

pobremente establecidas.
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1. INTRODUCCION

1.5.2 FUNCION.

La ATPasa de 11° de la membrana plasmitica cataliza dos reacciones, una
veetorial, que es la transterencia de 1 de un lado a otro de {1 membrana y otra escalar,
que es la ruptura del enlace auhidrido éster del fosfato y del ATP. Ambas reacciones son
simultaneas y estan acopladas encrgéticamente entre si, ya que Ja primera ticue un AG
positivo y la segunda uno negativo (Fig. 6). Tauto la hidrolisis de ATP como ¢ I bombeo
de H' se han caracterizado en vesiculas de membrana y en la enzima purificada y/o

reconstituida en lipesomas (Serrano 1988; Serrano 1990).

La actividad de la enzima es medida a veces como hidrolisis de ATP y a veces
como bombeo de ', Ambos parimetros son paralelos, presentando valores semejantes
de K, tanto para la hidrofisis de ATP como para fa translocacion de H'. Esta (tima se
realiza en contra de un gradiente de concentracion , esto es, los H' se transportan desde el
citosol, en donde hay una concentracion de 0.1 uM (pii 7) hacia el espacio apoplastico

con una concentracion de 10 pM (pH 5).

La enzima es altamente- especifica para su sustrato, el ATP, mids que pam’o(ro
nucleosido trifosfatado; el ATP en complejo con el Mg?* es el sustrato real de la reaccion
de hidrolisis. La K, reportada para la ATP varia entre 0.2 y 1.3 mM. Algunas de las Ko,
reportadas para ATPasa de membrana plasmatica son 3.941 mM, 1.239 mM y 1.5 mM
(Sanchez-Nieto ef al, 1992, Janh, 1996) y para raiz dc avena 0.2 mM (l’nlmgreh y
Sommarin, {989). Existen varios inhibidores para lﬁ enzimd:bl ADP que es cdmpetitivo y
con una K; = 2mM; el Pi, no competitivo y con K; = 20 mM, los mercuriales, el Cu®" y en
particular el VO, que es el mds usado, con K; en el rango de 1;5 ﬁM. Existen otros como
la eritrocina B (K; 0.3 - 1 M), el dictilestilbestrol (DES) y la diciclohexilcarbodiimida
(DCCD). Desgraciadamente ninguno de ellos es absolutamente especifico 'y pueden

también inhibir otras enzimas como fosfatasas u otras ATPasas. También existen
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Fig. 6. Esquema que representa la localizacion de Ja ATPasa de H' de la membrana
plasmatica, las dos reacciones que cataliza, su energética y los gradientes eléctrico

y de pH que genera (Gavilanes-Ruiz ef al. 1995).
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estimuladores de la ATPasa como las auxinas, la fusicoccing, la siringomicina y el K'. El
efecto de los lipidos en la actividad de la ATPasa también ha sido explorado. Se ha
encontrado que detergentes como el Triton X-100 y la lisofosfatidilcolina tienen también

un efecto activador,

1.5.3 PAPELES FISIOLOGICOS.

La enzima funciona a nivel molecular transportando H' ¢ hidrolizando ATP,
generando gradientes eléctricos y de pH (AY y ApH respectivamente) a través de ln
membrana plasmatica. Los gradientes electroquimicos de H' (Ap H') pueden ser utilizados
por cualquier célula o por células especializadas para diferentes funciones
como son: el trausporte secundario, el alargamiento celular en tefidos en crecimiento y
flujo de iones en las células guardia que forman los estomas. Aqui se describen algunos de

los procesos fisiologicos en los que participa la ATPasa de H' de la membrana plasmatica,

a) Transporte secundario: El movimiento de los sacéridos y aminoicidos a través de la
membrana plasmitica consiste en sistemas de simporte sacarido/H’ y aminodcido/H"
especificos, que requieren de una diferencia de potencial eléctrico (A'Y) y/o un ApH. La
fuerza  impulsora  de  este  transportc esti “dada  por ' la
accion de 1a ATPasa como bomba primaria, pues al bombear H' al exterior de la célula,
genera el AY y aumenta la concentracion extema de H, lo cual favorece 1a'entrada de
un H' acompaiando a un aziicar 0 a un aminoécido a través’ del acarreador. El
transporte de aminodcidos se lleva a cabo a través ‘de cuatro tipos de acarreadores: dos
para gmpds diferentes de aminodcidos neutros, uno para aminodcidos dcidos y otro
para aminodcidos basicos. Todos ellos son acarreadores en sinlpdrte“ﬂminoiéidolﬂ* ,
altamente dependientes del ApH. Los fones se transportan por acarrcadores y canales.
En ambos mecanismos, la ATPasa de H' de la membrana plasmitica contribuye a
generar corrientes de H' , ' potencial de reposo de la membrana y flujos de iones

extracelulares. La activacion de la ATPasa de H' de la membrana plasmitica en la
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planta por factores ambientales como el nivel de CO,, la humedad, algunas
fitohormonas o la luz, producen un cflujo de ' que hiperpolariza la membrana
plasmatica, favorecicndo la entrada de K' por canales especificos(Becker et al., 1993),

esto da inicio a la apertura dc estomas en la planta.

b) Regulacion del pH celular: La capacidad de transportar H' del citoplasma al espacio
apoplastico ha sugerido a la ATPasa de H' como parte importante de un mecanismo de

regulacion del pH citoplismico, el cual tiene un valor entre 7y 7.5.

c) Elongacion celular: Las células de las plantas estdn rodeadas por una pared resistente
pero flexible, hecha de polimeros, que permitc el desarrollo de la
presion de turgor de la célula y el cambio de su forma. Los polimeros que se entretejen
en esta pared celular forman un entramado de varias mallas: una malla de microfibrillas
de celulosa entrecruzadas por una matriz de polisaciridos, una matla de pectinas unidas
por puentes de calcio y una malla de proteinas entrecruzadas entre sf y con otros
componentes de la pared (Cosgrove, 1993). Cuando la célula crece, Ia pared celular
tiene que aflojarse, ‘relajando” las mallas que la componen para que la céluta que
encierra pueda aumentar su tamaio. En tejidos de gran crecimiento como el coleoptilo
y el tallo, las auxinas son responsables de iniciar este proceso induciendo la excrecion
de H' desde el citoplasma hacia la pared celular. La acidificacion producida de alguna
manera contribuye al “aflojamiento” de la pared, permitiendo asi el alargamicuto
celular. Este fenomeno se describe en la “Teorfa del crecimiento écido" (Rayle 'y
Cleland, 1992). Como ya se ha explicado en la seccion correspondiente a este tema, se
han hallado evidencias experimentales que incluyen la medicién del efecto de fas
auxinas y sus analogos en Ia actividad acidificadora de la ATPasa de H' de In membrana
plasmitica, y el efecto de inhibidores de la enzima en el crecimiento de preparaciones
de coleoptilos abrasados, esos resultados indican que es esta enzima la que promueve la
acidificacion de la pared celular (Senn 'y Goldsmith, 1988) ya que estos compuestos
inducen la sintesis e incorporacion masiva de la ATPasa a la membrana plasmitica
(Hager et al. 1991).
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Una de las enzimas que podria estar involucrada de manera importante en cl
proceso de germinacion de la semilla seria la ATPasa de H' de la membrana plasmatica,
puesto que al transportar H' crea una diferencia de potencial eléctrico y de pH en la
membrana, mismo que puede ser usado para el transporte de nutrimentos hacia las células
embrionarias y para la acidificacion que se produce en el apoplasto, ocasionando que los
componentes de la pared celular se aflojen, éstos dos procesos ayudarian al crecimicnto de

1a célula def embrion en germinacion.
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2. HIPOTESIS

Si Ia actividad de bombeo de protones de la ATPasa de H' de la membrana
plasmitica desempefia un papel relevante en la elongacion celular durante la germinacion,
entonces se csperaria un aumento en la actividad de csta enzima durante el periodo de la

protrusion de la radicula, cuando las células del embrion necesitan elongarse.
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3. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Medir la actividad de fa ATPasa de H' de la membrana plasmitica a tiempos largos de

imbibicién, cuando la radicula comicnza a crecer y hay clongacién celular.

OBJETIVOS PARTICULARES:

. Establecer los pardmetros de germinacion (% de germinacién ¢ incremento de peso
himedo) de los embriones de maiz del hibride H-355 para seleccionar los tiempos

optimos de estudio de la actividad de la  ATPasa de H' de la membrana plasmética,

esto es, los tiempos en dende se inicia la elongacion celular,

2. Obtener y purificar vesiculas de membrana plasmética por la téenica de reparto de

fases, a partir de embriones de mafz embebidos durante los tiempas seleccionados,
3. Medir Ia actividad de hidedlisis de ATP correspondiente a s ATPasa de H' de la

membrana plasmitica en las preparaciones de vesiculas de membrans plasmitica a los

tiempas de imbibicion seleccionados.
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4.1 MATERIAL BIOLOGICO.

Se utifizaron embriones de semillas de maiz de los hibridos H-355 (PRONASE,
1993), HS-2 (CP 1994) y A6%92 (Montecillo, 1989). Los embriones s¢ diseccionaron con
una navaja de un solo filo. S realizaron las incisiones en la semilla para la separacion del

embrién def endospenmo.

4.2 IMBIBICION DE EMBRIONES Y SEMILLAS,

Ef material utilizado como pipetas, cajas petri (junto con discos de papel filtro del
didmetro de 1a caja), matraces, etc., se esterilizé a 120 °C en horno o autoclave. También

se esterilizé ef agua de imbibicion en autoclave a 120°C por 20 minutos.

Las semillas y embriones se desinfectaron de la siguiente manera:

Se favaron afiadiendo una dilucion en agua 1:37 de una solucién de hipoclorito de
sodio comercial con un contenido de 6% de cloro activo y agitando por dos minutos, Se
decanté la sofucién de lavado y posteriormente se enjuagaron con agua bidestilada,

agitando dos minutos (dos veces).

Los embriones o semillas desinfectados se transfiricron a las cajas de petri (se
afiade cada lote a una caja distinta) a las que se les afladieron aproximadamente 10 ml de
una solucién de cloramfenicol 50 pg/ml preparada con agua estéril, a partir de wna
solucién concentrada del antibidtico en etanol 50 mg/ml, La siembra de semillas y

especialmente de embriones procurd realizarse bajo la flama de un mechero Fisher. Tanto

fa adicion de fa solucidn de cloramfenicol, como la siembra, se realizd
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en condiciones estériles para evitar la contaminacion con hongos o bacterias,

cspecialmente porque algunas incubaciones fueron muy largas.
Las cajas de petri se introdujeron a una estufa con temperatusa constante de 29°C
para su incubacion (ex la obscuridad) por los tientpos que se indican mas adelaute,
4.3 DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE GERMINACION.
Se pesan 60 embriones de maiz en lotes de 20, los cuales se distribuyeron en 3
cajas petri (20 embriones en cada caja) y se registro su peso (para documentar ¢l tiempo

cero). Se pusieron a germinar bajo las condiciones descritas en la seccién anterior,

El conteo de los embriones germinados se realizd a los distintos tiempos de

incubacién (4, 8, 12, 16, 20, 24,.30, 36, 48, 60 y 72 horas). Para semillas se llevd a cabo el

mismo proceso. Se considerd germinada una semilla o un embrion cuando la radicula se

asomo | mm por lo menos de la estructura respectiva,

4.4 ACUMULACION DE PESO HUMEDO.
Despudés de fa incubacidn y conteo de embriones germinados (seccién anterior), se

pesaron dos de los lotes, individualmente, a cada tiempo de incubacion (4, 8, 12, 16,20,
24, 30, 36, 48, 60, 72) y se registraron los pesos.
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4.5 OBTENCION DE LAS VESICULAS DE MEMBRANA PLASMATICA.

Procedimiento de homogenizacion. Se congelaron los embriones con nitrogeno
liquido y se homogenizaron con mortero y pistito preenfrindos(15 min.) hasta obtener un
polvo fino. Todo el procedimiento se llevd & cabo a 4 °C. Se transfirio este polvo fino a un
recipiente pequeiio y se le aiiadio medio I en una relacion de 1g de embrion por 1.5 ml. de
medio ( El medio [ se compone de sacarosa 250 mM, EDTA 2 mM, ATP umM, T'ris-HCl
70 mM pH 8.0, DTE o DTT* 4 mM, P-mercaptoetanol* 15 mM, TPCK* 100 pg/ml,
TLCK* 50 pg/ml y quimostatina® 7upg/ml). En seguida se realizo una segunda
homogenizacion con el triturador de tejidos por 4 min a 12 000 rpm. El homogenado se
filtrd a través de 4 capas de gasa y el residuo se re-homogenizé con la misma relacion de
tejido:medio. Por wltimo, se combinaron ambos filtrados para posteriormente obtener la
fraccion membranal, El homogenado se centrifugé a uua velocidad de 5000 g por 10 min,
El sobrenadante de ésta centrifugacion fue denominado fraccién de homogenado sin
nicleos (H-N). Posteriormente a esta fraccién de H-N se le midi6 cantidad de proteina por '
el método de Lowry descrito anteriormente. ’

Para 1a obtencion de vesiculas enriquecidas en membrana plasmética se siguid el
procedimiento descrito por Larsson ef al. (1994), buscindose las mejores condiciones
para obtener ¢l mayor enriquecimiento en vesiculas de membrana plasmética (VMP) de

embriones de maiz. El procedimiento es como sigue:

El volumen de fraccién de H-N correspondiente a 50 mg de protefna se afiadi6 a
una mezcla de fases (que se hizo poco antes de usarse o un dia anterior), pesando en la

balanza los siguientes componentes:

*Eslos se afladieron justo antes de usarse la solucién.
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MEZCLA DE FASES.
Conc. Stock Cantidad Conc. final
Dextran T-500 20% (p/p) 11.52 g 6.4%
Polietilenglicol 3350 40% (p/p) 57¢ 6.4%
Sacarosa solida 3.05g 330 mM
0.2 KHPO, pH 7.8 0.675 ml, 5 mM
Agua aforar a 27g

Después de agregar la fraccion de H-N, se ajustd a una concentracion de KH,PO,

5 mM pH 7.8, 330 nM de sacarosa y aun pesode 9 g.

La fraccion de H-N mis la mezcla de fases se agitd invirtiendo 25 veces el tubo

para centrifugarse después a 1500 g por 5 minutos a 4°C. De ésta centrifugacion ‘s

lograron separar dos fases: La superior (PEG) a la que se le denominé Uy (constituida

preferencialmente por las vesiculas de membrana plasmatica) y la fase inferior (Dextran),

L, (constituida por otras vesiculas celulares),

Por (ltimo, la fraccién de U, enriquecida en vesiculas de membrana plasmtica se
diluyd 1:1 en sacarosa 250 mM y Tris/HCI pH 7.5 10 mM y se centrifugd a 100,000 g por
3.5 hs. a 4°C. El sedimerito obtenido s resuspendio en 200-500y de medio T (éste tiene
la misma composicion quc el medio | pero no contiene B-mercaptoetmol), almacenéndose
en alicuotas de 50-100 ul, a -70°C. Esta fraccion cs la que se ‘utilizd para medir la
actividad de hidrélisis de ATP. o -

31



4, MATERJALES Y METODOS

4.6 MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE HIDROLISIS DE ATP.

Para realizar este ensayo se utilizo un volumen fina} de medio de hidrolisis de 150
uh. Este medio contiene sacarosa 250 mM, Tris/HC 20mM (pH 7.0), CCCP 7uM,
ATP/Tris 10 mM (pl1 7.0), MgC3; 10 mM. Ademds de lisofosfatidilcolina 100 uM para
los casos en que se indica, También se utilizaron inhibidores especificos para algunas
enzintas presentes en la fraccion obtenida de vesiculas de membrana plasmatica. La NaN;
1 mM se usd para inhibir 8 1a ATPasa de H' mitocondrial y el Na;VO, 200 M para la

ATPasa de H' de ta membrana plasmética,

La reaccion se inicid con la adicion de 5-10 pg de proteina, dejandose proceder
porl,203hsa 30°C; la reaccion se detuvo con la adicion de 150 pl de SDS 24%
(99.9% de pureza). La hidrolisis de ATP se midid con la liberacion de fosfatos y los
resultados se expresaron en nmolPi mg” b, La cuantificacion del fosfato liberado se llevo

a cabo por el método de Gonzalez-Romo ef al. (1992) descrito anteriormente.

4.7 DETERMINACION DE FOSFATO INORGANICO.

Para la determinacién de fosfato inorgénico se utilizd ¢l método de Gonzilez-
Romo et al. (1992). Para realizar ¢l ensayo de determinacion de'foéﬁl’tb inorgénico todas
las soluciones, asi como ¢l material de vidrio que se utﬁice,,dehen éstar contenidas en
recipientes libres de fosfato inorginico. Esto se logra lavando el material de vidrio coﬁ un
detergente libre de fosfatos (Extran) y Iucgé sumrgiéﬁdélo “en icido sulfg'x'ricd
concentrado. En este procedimiento se adladen 150 pl de Ia mucstra coh fdsfa;bs o fa
solucion estindar de fosfato de | mM de K;HPO, y se afora con sgua bidestilada a 150 pl
, se le aitaden 130 il de SDS al 24% y 300 pl de mezcla B-C ( molibdato de amonio al 2%
y dcido ascorbico al 12%, disucltos por separado en HCI I Ny mezclados en relacion

1:1). La mezcla se incubd de 3-10 min a temperatura ambiente y se agregaron después
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450 pl del reactivo E (citrato de sodio 2%, metaarsenite de sodio 2% y dcido acético 2%).
Después de 20 min a temperatura ambicnte se midio la absorbencia de las muestras a 850

nni (Fig, 7).

4.8 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA.

Se determind la concentracian de proteina por el método de Lowry modificado por
Peterson (1977). Se Hlevo a cabo el procedimiento que se indica: a 0.’9 ml. de agua
bidestilada se afiadieron de 2-5 gl de Ia muestra problema ( si es homogenado sin micleos
2y, si es fraccion de membrana plasmatica se afiaden 5 pl y 2-5 pl de medio 11 como
blancos). Se afiadieron después 0.1 ml de DOC (desoxicolato de sodio) al 0.15 %, segnido
por Ia adicion del reativo A (partes iguales de agua bidestilada, NaOH 0.8N, SDS al 10%
y CTC que es una solucion de Na,CO;3 10%, CuSO; 0.1% y K,C4HyQ5 0.2%). Ademis de
estos reactivos se afladicron 0.5 ml. de reactivo B ( 1 volumen de reactivo de Folin
Ciocalteu mas 5 volimenes de agua bidestilada). Se esperé 30 minutos y se midio la
absorbancia de las muestras en un espectrofotémetro UV 160 SHIMADZU a 750 nm. Para
la curva estandar de proteina se usaron de 10 & 100 pg de BSA (Alblmina de suero de

bovino), signiéndose el mismo tratamiento indicado para las muestras (Fig. 8).
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Fig. 7. Curva estindar de determinacion de fosfato inorgdnico por ¢l método de Gonzdlez-

Romg ef al.
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5. RESULTADOS

Para estudiar la actividad de la ATPasa a los distintos tiempos de imbibicion en ¢l
periodo de salida de Ja radicula, primero determinamos los tiempos optimos mediante dos
parametros de germinacion: el de viabilidad y el de incremento del peso himedo de los
embriones. Estos dos pardmetros se escogieron pues ambos estin relacionados con la
capacidad de emergencia de la radicula, que es el pardmetro fisioldgico alrededor del cual
queremos estudiar la expresion de la actividad de la ATPasa de H' de la membrana

plasmatica.

En el caso de la viabilidad, consideramos que un embridn era viable, si era capaz
de germinar. Se considerd que el embrion habia germinado, si Ia radicula presentaba una
longitud de 2 mm por lo menos, En el caso def patron de ganatcia de agua, medida por el
aumento en el peso himedo, el establecimiento de las fases I, Il y III, nos ayudd a
determinar los tiempos alrededor de los cuales se iniciaba ¢l periode de elongacion de la
radicula (final de la fase Il y priucipio de 1a 1),

Los pardmetros anteriores se obtuvieron para dos hibridos: el HS-2 y el H-355. En
Ia Fig. 9 se presentan los datos del porciento de germinacién dependiendo del tiempo de
imbibicién de los embriones de los dos hibridos. Estos resultados indicaron que los dos
hibridos llegaron al 50% de germinacion al mismo tiempo (12 horas), sin embargo, en las
siguientes 23 horas, el hibrido H-355 germiné a velocidad mayor que el HS-2. Finalmente,
a pantir de las 35 horas de imbibicion , ambos hibridos llegaron al miximo de genninacion,
que fue del 95% para el hibrido HS-2 y del 100% para el H-355,

En fa Figura 10 se muestra la comparacion de la ganancia de agua en los mismos
hibridos a través de 75 horas de imbibicion. En ambas curvas se detectaron las fases
clasicas de imbibicién 1, 1T y Il Sin embargo, la duracion de la fase I es muy diferente

para ambos hibridos.
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Fig. 9 Viabilidad de embriones. 20 embriones de la linea de maiz H-355 y HS-2, fueron
embebidos en cajas Petri segin se describe en Materiales y Métodos. Los valores

son representativos de 3 experimentos diferentes.
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Fig. 10. Cinética de incremento del peso himedo de embriones de maiz de las lineas H-

355 y HS-2. 20 embriones se pusieron a embeber en cajas Petri segin se indico

en Materiales y Métodos. Se indican las tres fases de toma de agua. Los valores

son representativos de 3 experimentos independientes. -
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Para el hibrido HS-2 la fase Il dura alrededor de las 50 horas, mientras que para ¢l
hibrido H-355 Ia fase 111 se perfila a partir de las 12 horas. El hecho de que el hibrido H-
355 presentara una wayor rapidez en la germinacion y una mejor definicion de las tres
fases en ¢l periodo de imbibicion estudiado, nos permitio seleccionarlo como material

bioldgico en el que llevarianos a cabo el estudio

También a partir de los datos anteriores se seleccionaron los tiempos cercanos al
tiempo de salida de la radicula, que es la region de transicion entre Ia fase Il y la fase IH en
la grafica de cinética de toma de agua (Fig. t0). Los tiempos seleccionados feron 18, 19
y 22 horas, ademis de ticmpos de referencia para la comparacion de la actividad de

ATPasaa 5, 8 y 8.5 horas como tiempos mds tempranos.

Para medir la actividad de Ia ATPasa de H' de la membrana plasmética como se
describe en materiales y métodos (por la medicion de hidrdlisis de ATP), era necesario
establecer si la actividad de ATPasa era lineal con respecto al tiempo en nuestras
condiciones de ensayo. Esto era una preocupacion, pues dadas las pequefias cantidades de
membranas que se obtienen de los embriones, se recurre a la medicion de la actividad por
tiempos muy largos, lo cual puede llevar a fnciores conlo: agotamiento del sustrato,
inhibicion de la ATPasa por la acumulacion de producto (ADP y Pi son inhibidores

competitivo y no competitivo respectivamente), o a una desnaturalizacion de la enzima.

Para teuer esta informacion se realizo la hidrolisis de ATP de acuerdo a lo descrito
en materiales y métodos y después de agregar la enzima se tomaron alicuotas del medio de
reaccion, a distintos tiempos: 30 minutos, I hora, lhora y 30 minutos, 2 hor'hs‘,:2 horas 30
minutos y 3 horas y se midio el fosfato liberado de la reaccion de hidrolisis de ATP por el
método de Gonzalez-Romo ef al, Segin se observa en la grafica de la figura 11, cuando la

actividad es expresada en nmolPV/mg,
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Fig. 11. Hidr6lisis de ATP en funcién del tiempo. Se tomaron alicuotas del medio de
reaccion de hidrolisis de ATP a diferentes tiempos como se describe. en
Materiales y Métodos. '
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El comportamicnto fué lineal hasta las 2 horas can 30 minutos, como se esperaria
debido a In acwnulacion del fosfato liberado a medida que transcurre el tiempo. Si la
actividad cra expresada en nmolPi/mg/h sc observaba una relacion constante entre la
actividad especifica de la enzima y el tiempo al que se midio. Esto se interpreta como una
liberacion de la misma cantidad de fosfato por unidad de tiempo. Esto nos indicd ¢ue
usando un tiempo de reaccion entre 1y 2 horas, la actividad de hidrolisis de ATP seria

lineal con respecto al tiempo en nuestras condiciones ensayo,

De los embriones embebidos a los ticmpos seleccionados, se aislaron y purificaron
las vesiculas de membrana plasmdtica por el procedimiento descrito por Larsson et al,
(1994). A las vesiculas de miembrana plasmitica obtenidas se les midié la actividad de
lidrolisis de ATP. En este tipo de preparacioncs se pucden obtener dos tipos de
poblaciones de vesiculas con diferentes orientaciones : a) las que tienen el lado
citoplasmico con el sitio catalitico de la ATPasa expuesto hacia el exterior y b) las que
tienen ¢! lado citoplismico hacia el interior de I vesicula. Debido a la impermeabilidad de
las vesiculas a sustratos hidrofilicos como el ATP-Mg, la ATPasa que se encuentra en las
vesiculas con el sitio catalitico hacia el interior de la vesicula no desplicga su actividad in
vitro. Para exponer todos los sitios cataliticos al sustrato en las preparaciones de
membrana, se introducen detergentes como una forma de romper la- impermeabilidad de la
vesicula al ATP-Mg (Grouzis ef al. 1987),

Con objeto de que toda la ATPasa presente en nuestras preparaciones manifestara
su actividad, se probaron diferentes detergentes: el brij-58, el triton X-100 y Ia
lisofosfatidilcolina, Los datos obtenidos se muestran en la Tﬁbla‘l. La actividad de la
ATPasa de membrana plasmitica se midio como aquellos valores de hidrolisis de ATP
sensible a vanadato, el cual ¢s un inhibidor especifico de esta Ienzima. Con el brij-58 solo
hubo una estimulacion de la actividad del 14.5%, a una concentracién de 0.015%(p/p) de
brij. En el caso de las otras concentraciones probadas, el efecto sobre la actividad de

ATPasa sensible a vanadato fué inhibitorio.
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TABLA 1

Efecto de detergentes sobre la actividad de ATPasa de membrana plasmatica.

Brij-58 Actividad %
%(p/v) (nmol Pik’ mg") | Estimulacion
0 987.63 0
0.015 1130.77 14.5
0.02 885.49 -10,34
0.05 678.47 -31.3
0.06 629.8 -36.23
Tritén X-100 [ Actividad %
%(p/v) (nmol Pk mg") | Estimulacion
0 892.96 0
0.012 49337 -44.75
0.015 53415 . -40.18
0.019 636.09 -28.77
0.05 - 460.75 -48.4
LPC Actividad %
uM (nmol Pik' mg") | Estimulacion
0 892.96 0
18.5 562,69 ©.36.99
25 595.81 -33.28
75 354,74 -60.27
100 1023.44. 14.61
150 579 - -35.16
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Para el triton X-100, todas las concentraciones probadas tuvieron un efecto

sicmpre inhibitorio sobre la actividad.

Para la lisofostatidilcolina, al igual que para el brij-58, sélo hubo una concentracion
de detergente en la cual hubo una estimulacion de la actividad de ATPasa. Esta
concentracion de 100 uM dié un 14.61% de estimulacion. Las demds concentraciones que
se probaron tuvieron un efecto inhibitorio sobre Ia actividad de la ATPasa de membrana

plasmitica.

Para evaluar la purificacion de las vesiculas de membrana plasmitica del hibrido
seleccionado (H-355), procedimos a comparar los resultados de la purificacion (por
reparto en dos fases) con otros dos hibridos utilizados previamente en ¢l Inboratorio de fos
cuales se habian obtenido vesiculas de membrana plasmitica, Para ello, se realizd una
comparacion entre la actividad de hidrolisis de ATP sensible a vanadato y sensible a azida
de las veslculas de membrana plasmitica purificadas de los hibridos A6 92, HS-2 y H-355,
Con los dos primeros se habian estado realizando estudios de actividad de la ATPasa de
H' de la membrana plasmitica. Los resultados de la actividad de hidrélisis de ATP en
estos hibridos en presencia y en ausencia de lisofosfatidilcolina se presentan en Iz Tabla 11,
En csta tabla se presentan fos resultados de los efectos de la adicion de vanadato o azida
sobre la hidrolisis de ATP, ya que hemos encontrado que en este tipo de preparaciones de
vesiculas de membrana plasmatica dos importantes inhibidores de ls hidrélisis de ATP son
el vanadato y la azida, los cuales corresponden a las ATPasas de la membrana plasmitica y
de Ia mitocondrial respectivamente. Por ello, uno espera qué la actividad sensible a
vanadato es insensible a azida y viceversa. De esta manera, usando dos condiciones
experimentales diferentes (la adicion de vanadato en unos ensayos y la de azida en otros,
por cjemplo), uno puede tener dos estimaciones de una misma actividad. Asf, uno
esperaria medir la actividad de la ATPasa de H' de la membrana plésmética s se midé Ia
sensibiiidad a vanadato por una parte y la insensibilidad a azida por otra, por ello ambos

valores deben coincidir o por lo menos ser muy cercanos,
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Como se observa, la preparacion de vesiculas de membrana plasmitica de los
embriones del hibrido H-355 cmbebidos 22 horas, presento una actividad de ATPasa
sensible a vanadato de 405.38 nmolli mg'h™" | Ia cual esta dentro del orden de la actividad
presentada por la preparacion del hibrido A6%2, micntras que es mas alta que la que
presenta el hibrido HS-2, y que fueron de 485,14 y 272.47 umolPimig/h respectivamente.
El porcentaje de inhibicién por vanadato de las preparaciones de los hibridos HS-2 y 11-
355 se encuentra alrededor del 60% mientras que para el librido A6 92 estd en 48.5%. Sin
embargo, las vesiculas obtenidas del hibrido F1-355 son de la fraccion Uy, la cual cstd

menos pura que la Uy, que es la fraccion obtenida de los otros dos hibridos.

Por otra parte, la actividad insensible a azida en el hibrido H-355 fué 549.98
nmolPi mg' I , encontrandose entre los valores de actividad insensible a azida de los
hibridos A692 y HS-2, las cuales fueron 890.74 y 335.73‘ respectivamente. Los
porcentajes de actividad insensible a azida fueron superiores en el easo de los hibridos
A692 y HS-2, (87.84% y 77.44%), al de H-355 (69.11%). Estos datos nmestran que
nuestras preparaéiones de vesiculas de membrana plasmitica presentan actividad
detectable de ATPasa, Ia cual en su mayor proporcion corresponde a la ATPasa de H' de
Ia membrana plasmitica, En el caso de las preparaciones de vesicula de  membrana
plasmatica del hibrido H-355 se observa en la Tabla If que los valores de porcentaje de
actividad sensible a vanadato y los valores de porcentaje de actividad insensible a azida
fueron cercanos. Esto nos da certidumbre en la estimacién de la actividad, ya que por dos
procedimicntos diferentes, uno directo (inhibicion por vanadato) y une indirecto
(insensibilidad a azida), legamos a un nimero semejante. Cabe mencionar que para
algunas preparaciones de vesiculas de membrana plasmatica sc realizaron también
mediciones de actividad de ATPasa sensible a NaNOj (nitrato de sodio), para saber si
también se podia encontrar presente la actividad de la ATPasa del tonoplasto y se
encontrd un valor promedio de 31.6% de actividad de ATPasa sensible a nitrato ( 9

determinaciones).
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También se realizaron los experimentos de hidrolisis de ATP en presencia de
lisofostatidilcolina como detergente, a una concentracion de 100 pM (Tabla II). En las
preparaciones de vesiculas de membrana plasmdtica de los hibridos A692 y HS-2 no hubo
estimulacion de la actividad sensible a vanadato, micntras que en las preparaciones del
hibrido 11-355 hubo wna estimulacion de la actividad sensible a vanadato del 23%. Sin
embargo, los porcentajes de inhibicion por vanadato en presencia de lisofosfatidilcoling
dismimyeron para las preparaciones de vesiculas de membrana plasmitica de los tres

hibridos de maiz.

En contraste, si se observd estinmlacion en la actividad de ATPasa insensible a
azida en las preparaciones dec los hibridos A692 y H-355 en presencia de
lisofosfatidilcolina, mientras que casi no hubo un efecto sobre la actividad del hibrido de
maiz HS-2. El porcentaje de estinmlacion para la actividad de las preparaciones de los
hibridos A692 y H-355 fucron de 108% y 22% respectivamente. Los porcentajes de
actividad insensible a azida aumentaron para las preparaciones de vesiculas de membrana

plasmitica de los tres hibridos.

Ya que Ias preparaciones analiticas del hibrido H-355 proporcionaron datos de
actividad de ATPasa de membrana plnsnlnétiéa comparables a los de los otros dos hibridos
de maiz con los que ya .sc habia estado trabnjaudo en cl laboratorio, pero con un paso
menos de purificacion, se realizaron preparaciones en mayor cscala de los embriones
embebidos en agua a los tiempos scleccionados para el estudio de Ia actividad de In
ATPasa. El procedimiento usado fue descrito en materiales y métodos. Los resultados de
cuantificacion de proteina total del homogenado sin nicleos (H-N) y de la fraccion final
del reparto de fases, U;, se muestran en la Tabla Il Como se observa, de una cantidad
inicial de 2.5 g, de embriones se obtiene aproximadamente 144.22 mg de proteina en H-N

y después del reparto de fases se obtiene una recuperacion de proteina de 1.43 mg, cerca
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TABLA NI

Comparacién de las preparaciones de membrana plasmtica de 3 diferentes hibridos

de maiz,
Hidrolisis de ATP
Hibrido Sensible a vanadato Insensible a azida
nmotPi b mg” (%) nmolPi h'mg” (%)
A692* 485.14 (48.6) 890.74 (87.84)
HS-2* 272.47432.73(62.03) 335.73149.42(77.44)
H-355** 405.38189.92(58.48) 549.98+120.93(69.11)
Con lisofosfatidilcolina’
Hidrélisis de ATP
Hibrido Sensible a vanadato - Insensible a azida
nmolPi b mg” (%) ol i g ()
A692* 401.83(21.54) 1852.63(99.32)
HS-2* 232.97435.66 (5 1.65) - 285,46174.9 (95.;17) ’
H-355%* 498.63+127,65 (51.45) 705.85+48.44 (79.11)

* las vesiculas de membrana plasmética son de la fraccion U,

#%[5 vesiculas de membrana plasmética son de 1a fraccion U

* lisofosfatidilcolina 100 pM en el nedio de reaccion de hidrélisis de ATP.
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TABLA 1l

Aislamiento de vesiculas de membrana plasmitica del hibrido H-355 en escala

preparativa,*
Fraccion Volumen Proteina %
Homogenado sin 10.91+1.84ml. 144,22126.09mg. 100
nicleos
Ui 649.6£154.77ul | 1424.81431.88pg 0.99

*Para 2.5 g de embriones de maiz
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5. RESULTADOS

del 1%. Esta cantidad de proteina obtenida en U, era suficiente para poder realizar varias
wmediciones de hidrolisis de ATP de cada preparacion de vesiculas de membrana plasmatica

de los embriones en los tiempos de imbibicion seleccionados.

En la Tabla IV se presentan los datos de experimentos representativos obtenidos a
partir de la medicion de actividad de ATPasa en preparaciottes de vesiculas de membrana
plasmdtica de embriones embebidos a los tiempos de jmbibicion seleccionados. En cada
uno de los tiempos de imbibicion se midio fa actividad de ATPasa seusible a vanadato ¢
insensible a azida y se realizaron por lo menos dos determinaciones independientes de
actividad. Conto se observa en la Tabla, los valores de porcentaje de actividad seusible a
vanadato y los valores de poreentaje de actividad insensible a azida son similares i las

diferentes determinaciones de actividad,

Los valores promedio de actividad de ATPasa sensible a vanadato, asi como sus
desviaciones estdndar se presentan en la Tabla V y en lu fig. 12. Como sc observa, a las §
hs de imbibicién 1a actividad de ATPasa es de 1012.87 nmolPi mg'h” pero a las 8 bs de
imbibicidn decrece hasta un valor de 518,51 nmolPi mg”*h? . Poco después, a las 8.5 hs
dé jmbibiciou se incrementa a 1035.13 nmotPi mg™h" y. sigue aumentando & las 18 hs a
1181.93 nmolPi mg’h”, hasts que se encuentra en un valor mdximo a fas 19 hs de
imbibicion, en 1395.1 nmolPi mg”h. A partir de aquf comienza a decrecer la actividad,

hasta que a las 22 hs se encuentra en un valor de 405,38 nmolPi m'h" .
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TABLA IV

Medicion de la actividad de 1Ia ATPasa de I de la membrana plasmética de

embriones embebidos 5, 8, 8.5, 18, 19 y 22 hs,

a) Actividad de ATPasa a 5 hs de imbibicidn,

Actividad | nmolPih’ mg’ % nmolPi h! mg" % nmolpPih’! mg’ %
Insensible a 1480.7 67.59 655.46 52.88 938.05 64.04
azida
Senstble a 11974 54.66 907.57 73.22 933.63 63'.75
vanadato
b) Actividad de ATPasa a 8 hs de imbibicion
Actividad | nmolPi i’ mg’ % nmolPi b mg” % umolPi b mg”! %
tnsensible a 1024.39 141,04 607.51 78.88 1577.28 84.4
azida
Sensible a 449,87 61.94 496.76 64.52 ~ 608.89 32.58
vanadato
¢) Actividad de ATPasa a 8.5 hs de imbibicién
Actividad | nmolPin'mg' | % nmotPi ' mg’ | %
Insensible a 1507.51 98.43 1896.41 87.02
azida
Sensible a 906.9 59,22 1163.35 53.38
vanadato
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d) Actividad de ATPasa a 18 hs de imbibicion

Actividad | nmolPih’ mg’ | % mollin mg’ | % | omolPik'mg' | %
Insensible a 2566.12 81.6 1378.38 67.4 259111 100
azida
Sensible a 1028.93 327 1144.15 55.95 1280 494
vanadato
¢) Actividad de ATPasa a 19 hs de imbibicién
Adtividad | nmolPi i mg' | % | nmolPih’mg' | % | nmolPih'mg’ | %
Insensible a 229322 87.62 3022.83 84.65 1402.78 48.25
azida
Sensible a 1448,58 55,35 1420.09 39.77 1393.52 ‘47.93
vanadato




f) Actividad de ATPasa a 22 hs de imbibicién

5. RESULTADOS

Actividad | nmolPil' mg’ % nmolPih” mg? % |[onmolPik'mg!| %
Insensible a 562.79 67.04 656.65 87.65 401.26 69.4
azida
Sensible a 351,75 41.9 379.19 50.62 319.12 56.19
vanadato
Actividad | nmolPih* mg” | % nmolPi b mg” % | nmolPih' mg' | %
Insensible a 708.66 68.88 631.28 159.92 45144 66.67
azida
Sensible a 572.44 55.64 342.11 86.67 393.71 58.14
vanadato
Actividad | nmolPih’'mg” %
Insensible a 437.81 55.01
azida
Sensible a 479,35 60.23
vanadato
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TABLA VY

Hidrélisis de ATP sensible » vanadato en vesiculas de membrana plasmiitics (U;)

obtenidas de embriones a diferentes tiempos de imbibicién,

Tiempo(lioras) nmolPi mg” !
5 1012.87+160.34
8 518.51181.71
8.5 1035.13+128.23
18 1181.931350.51
19 1395.114428.52
22 405,38189.93
52
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Fig. 12, Perfil de actividad especifica de ATPasa de membrana plasmitica de
embriones de maiz. De los embriones embebidos a los tiempos indicados se
obtuvieron las vesiculas de membrana plasmitica de 1a fraccion Uy, en las

cusles se midi6 1a hidrélisis de ATP sensible 2 vanadato.
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6. DISCUSION

Como se menciond en la introduccion, durante el desarrollo de la semilla hay una
scumulacion de reservas, las cuales van a ser utilizadas durante fa germinacion (misma que
termina en la salida de la radiculn), y més tarde en el crecimicnto del tallo a partir de los

materiales de reserva,

El hibrido H-355 presenté un cinética de toma de agua mas rapida que el hibrido
HS-2, esto puede deberse a factores como diferencias en el contenido de agua del embrion
por sus condiciones de almacenamiento o por la composicion de las principales reservas
que éste contiene, como el almidon (Simon, 1984; Touzard, 1975). Cabe mencionar que
en experimentos realizados con semillas de Vicia faba (Obroucheva, 1989) se¢ propone
que el grado de hidratacion promueve procesos fisiologicos que dan lugar a la clongacion

celular.

La viabilidad del hibrido HS-2 fué muy buena ya que su miximo de germinacion
fue del 95%, sin embargo la viabilidad del hibrido H-355 mcjord ese maximo de
germinacidn pues llegd a un 100% en cf mismo tiempo, probablemente el hibrido HS-2 es
mas sensible a daflarse durante su extraccién de fa semilla o bien al almacenamiento. Por
estas caracteristicas, entre otras que se presentarian mis adelante, se selecciond para el
estudio el hibrido H-355.

Para los ensayos de medicidn de actividad el tiempo optimo de la reaccion de
hidrolisis de ATP fue de 1-2.5 horas, ya que de acuerdo a nuestros experimentos de
actividad vs. tiempo de reaccion, no se presentaban factores que pudieran afectar la
actividad de ls enzima , El problema de medir fosfato liberado de la reaccién de hidrélisis.
a tiempos muy cortos (menores a una hora), era la gran desviacion en los resultados de la
actividad, debido a la baja concentracion de fosfato, lo cual hace mas dificil su deteccion y

aumentando  ast 1 posibilidad de eror. Por otra  parte, a

54



6, DISCUSION

tiempos demasiado largos, debido a la gran acumulacion de fosfato liberado, Ia

absorbencia del complejo coloreado se encontraba fuera del rango lineal.

En las preparaciones de vesiculas de membrana plasmatica obtenidas a partir de
embriones de maiz embebidos, solo se encontrd un 14.61% de actividad oculta (vesiculas
de membrana plasmatica con el sitio catalitico de fa ATPasa hacia el interior de la vesicula)
tras la adicion de lisofosfatidilcolina a una concentracion 100 pM, resultado muy parecido
al 14.5% que se obtuvo con brij-58 a wna concentracion 0.015%(p/p). Con tritdn no se
obsevo estimulacion, sino al contrario un efecto inhibitorio. Las coucentraciones de los
detergentes a las que se observo una estimulacion son muy parecidas a las concentraciones
optimas reportadas en estudios de latencia de la actividad de ATPasa en vesiculas de
membrana plasmatica: lisofosfatidilcolina 100 pM (Grouzis et al. 1987) y brij-58 0.02%
(p/v) (Palgrem et al, 1990). Como ya se ha comentado, éstos permiten el acceso del ATP
por solubilizacion de la membrana, permitiendo que se manifieste la actividad oculta en
vesiculas con el sitio catalitico hacia el interior de la membrana. En estudios realizados
para observar el efecto de detergentes sobre la actividad de ATPasa de H' de membrana
plasmatica, en vesiculas con distinta orientacion, se muestra qhe detergentes como el
tritén X-100 y Brij-58 pueden inhibir la actividad de hidrolisis de ATP (para estos
experimentos el triton estimulé la actividad solo a una concentracion de 0.015% p/v). Una
posible explicacion a este fenémeno es que los detergentes puedan remover‘lipidos
esenciales asociados a la region hidrofobica de la ATPasa, lo cual si;giere una gran
sensibilidad a cambios en su medio ambiente lipidico. A diferencia de éstos dos
detergentes, se ha postulado qué el efecto estimulario de la lisofosfatidilcolina se debe ﬁl
desplazamiento de elementos estructurales inhibitorios de la actividad de la enzima,
mismos que son liberados por la lisofosfatidilcolina, haciendo que su efecto siempre sea
activante, aunque, como observamos en nuestros resultados, no se puede descartar que‘ a
ciertas concentraciones sea también inhibitorio en membranas con otras c‘ompositl:iones de

lipidos membranales.
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En las preparaciones de vesiculas de membrana plasmatica de embriones del
hibrido H-355 utilizadas en este estudio, s obtuvo que el porcentaje de actividad de
ATPasa sensible a vanadato (marcador utilizado para wedir la pureza de las
preparaciones de vesiculas de membrana plasmatica) fué aproximadamente del 60%.
Ademds, se encontrd que habia actividad de ATPasa de particulas submitocodriales y de
ATPasa tanoplasto. Esto nes indica que tenemos que legar a una purificacion mayor dado
que ¢l método propuesto por Larsson ef al. (1994) reporta que se puede obtener hasta un
95% de pureza en vesiculas de membrana plasmitica si realizamos 2 particiones de fase
mas (llegar & Us). En nuestro caso, usamos la fraccion Uy porque estaba parcialmente
enriquecida en membrana plasmitica y los rendimicntos nos permitian hacer un gran

nimero de determinaciones,

Como se habin mencionado en la introduccion, la exposicién de semillas secas al
agua, da comienzo a una varicdad de eventos incluyendo 1a toma de agua, In activacion de
la respiracion, lh sintesis de proteinas, del RNA, etc. Aunque la operacion de estos
procesos es necesaria para In germinacion , éstos no son en si mismos suficientes parn
asegurar que la semilla germinard. Al lado de estos eventos, ‘in‘iciados en fas células de la
semilla tan pronto como éstas son hidratadas, hay otros que se presentan algin tiempo
después de que comienza la imbibicion. Entre éstos se encuentra el comienzo de la
elongacion celular, Se ha relacionado el erecimiento celular en plantas a la necesidad del
sflojamiento de fa pared celular. Este aflojamiento de Ia pared celular esth vinculndé auna
acidificacion del apoplasto a través de la operacion de lﬁ ATPasa localizada en la
membrana. La iniciacidn de la salida 'de‘la radicula por elongacion celular en embriones
puede depender de un mecanismo similar. De héch_o se hé demostrado experimentalmente -
que el crecimiento en rafces de maiz reqﬁigre de extrusion de protdnes, la éual puede ser
regulada por auxinas (Moloney, 1981). Para saber si lo mismo ocurriria en el alargamicnto
de las célulns de la radfculzi, realizamos fa medicién de I aétividnd deklay ATPasa,dg la
membrana plasmética en preparaciones de embriones embebidci’s’ por tiempos del periodo
de protusién de la radicula, que en nuestro hibride de matz fiué de aproximadamente 18 ks.
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En ¢l laboratorio se habian realizado estudios de la actividad de la ATPasa de
membrana plasmitica en tiempos cortos de imbibicion, de 0 a 7 horas (Sanchez-Nicto,
1994). Los resultados indicaron que en el tiempo cero, cuando los embriones ain no
habian sido embebidos, habia actividad de ATPasa de IT' y después de una hora, se
presentaba el méximo de actividad de ATPasa, misma que después de este tiempo
decrecid, Hegando a valores ain menores al tiempo cero. Esto sugeria que la enzima
cstaba jugando un papel importante en la reactivacion del metabolismo de las células
embrionarias. En los resultados mostrados en la Fig. 12 de este trabajo se sigue
observando entre 5 y 8 horas de imbibicion, durante la fase 11 de la germinacion, una
disminucién en la actividad aunque a las 8.5 horas se mantiene un valor de actividad
cereano a la que se presenta a las 5 horas de nubibicion, a estos tiempos ya sc ha
concluido la fase T donde se presento la rehidratacion de enzimas y sustratos que dieron
comienzo a la reactivacién metabolismo, por lo que se estarian llevando a cabo los
principales eventos metdbolicos de la preparacion para la germinacion del embrion
(Bewley y Black, 1986). Por lo tanto, se esperaria que se mantuviera e incluso auinentara
Ia actividad de la ATPasa a medida que se acerca el periodo de salida de la radicula,
Después de las 8.5 horas comienza a haber un aumento en la actividad de la ATPasa, hasta
wn miéxinto a fas 19 lis de imbibicion, sugiriendo fuertenente que, efectivamente durante
este periodo, de 12 a 19 horas de imbibicién que cs ¢l periodo de protrusion de la radicula,
la ATPasa puede desempefiar un papel importante en la elongacion celular, que va 2

originar la salida de Ia radicula,

Es curioso sin embargo, que después de este tiempo comienza a decrclcer‘ la
actividad de la ATPasa de H' de Ia membrana plasmitica, ain cusndo continua el
crecimiento de la ‘radicula. Algo que nos puede dar un indicio de lo que podria estar
sucediendo, es la observacion de Cleland (1992), sobre él crecimiento i_nducido, por
auxina de coleoptilos, la cual puede ocurrir a una velocidad rapida por lo menos hasta las
18 horas en los coleoptilos de avena, pero el crecimiento ficido termina en un periodo de

tiempo més corto. Aparentemente, durante las primeras | o 2 horas después de la adicion
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de auxina, ta clongacién que ocurre es inducida por un pH < 5, pero cuando incubaban los
coleoptilos en  presencia de auxina en  buffer de pH 556
cn los primeros 60 - 90 minutos, no se observaba crecimiento. Solo después de este
tiempo comenzaba otro mecanismo, también inducido por auxina, cuyo pH odptimo se
encontraba entre 5.5 y 6, El mecanismo de aflojamiento de Ia pared celular en esa segunda
fase no se conoce. Se propone que podria deberse a la actuacion de enzimas responsables
del aflojamiento de la pared, las cuales generarian nuevos enlaces de soporte. La
posibilidad de que el crecimiento inducido por auxina requiera sintesis de pared celular
puede constituir una parte esencial del segundo mecanismo del crecimento inducido por
auxina, ya que de hecho la galactosa, la cual se cree que actia como inhibidor de la

sintesis de pared celular, efectivamente también inhibe la segunda fase del crecimicnto,

Otros datos que apoyarian la participacién de la ATPasa’‘en este proceso, son los
derivados de estudios inmunoldgicos, que reportaron que la ATPasa es abundante en la
punta de la raiz y la epidermis con una concentracién alta en comparacién con las células
internas (Parets-Soler ef al. 1990; Samuels ef al. 1992). También, es posible que la suxina
induzca un incremento en la cantidad de moléculas de la ATPasa de H' de la membrana
plasmatica de estos tejidos en particular (las céhulas de la punta, cap, y de la epidermis)
segin se ha observado en coleoptilos en crecimiento (Hager et al. 1991), Si la presencia
de Ia enzima esté confinada a éstas células, que constimyeh unn'p:oporcién pequeiia de
tejido comparada con el resto, es posible que su presencia se “diluya” en experimentos de
membranas aisladas, ya que la mayor parte de las membranas plasmaticas obtenidns dela
homogenizacion proviene de las células mesofilas. Este efecto s¢ presentaria en ‘mayor
escala a medida que va creciendo la rafz, por eso a las 19 horas cuando la raiz es pequeiia,
todavia podemos observar el aumento en la actividad de ATPasa, pero.a las 22 horas,
cuando se ha incrementado el tamaito de la rafz, y por. tanto el tefido que no presenta el
efecto inducido por uuxina,'nunque el crecimiento cido pueda seguir funcionando, la
actividad de la ATPasa puede “diluirse” o perderse entre ¢l resto de los tejidos cuyas.

céluhé 10 son receptivas a la auxina (Jahni 1996).
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7. CONCLUSIONES.

La actividad de bombeo de protones de Ia membrana plasmitica pucde ser un
contribuyente importante pard fa clongacion celular duraute la germinacion, ya que S
observé un aumento en la actividad de la ATPasa de H' de la membrana plasmética en el
periodo de protusion de la radicula cuando culmina la germinacion, con respecto a Ia

actividad de ATPasa en tiempos de imbibicion cortos.

Elhecho de que la actividad de la enzima presente fluctuaciones que correlacionan

con procesos metabolicos especificos sugieren que €s una enzima importante y altamente

regulada.
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