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RESUMEN

La capa de aleurona de la semilla de cebada secreta una variedad de enzimas
hidroliticas, principalmente a-amilasa, que degradan el endospermo aimidonoso
durante la germinacion. La sintesis y secrecidn de la a-amilasa son inducidas
por el acido giberélico e inhibidas por el acido abscisico. Los efectos de estos
fitorreguladores se manifiestan como cambios en la velocidad de transcripcion
de los genes que codifican para esta enzima, asi como en la velocidad de
sintesis y secrecion de proteinas. Sin embargo, el mecanismo de percepcion
hormonal, recepcién del estimulo y transduccidn de la sefial no se conocen
todavia. Existe evidencia de que la percepcion del acido giberélico en
protoplastos de capa de aleurona de cebada se lleva a cabo a través de la
membrana plasmatica, por Io que es necesario contar con una metodologia de
aisiamiento y purificacion de esta membrana para poder realizar los estudios
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moleculares que conduzcan al esclarecimiento del mecanismo de la percepcién

del AG, y la transduccidon de la senal en este tejido.

E! objetivo de este trabajo fue optimizar las técnicas de aislamiento y
purificacion de la membrana plasmatica de la capa de aleurona de cebada. La
metodologia utilizada fue el reparto en dos fases de polimeros. En este sistema,
constituido de polietilénglicol (PEG) y dextran, la membrana plasmatica
contenida en un homogenado celular se distribuye de manera preferencial en la
fase superior del sistema. Las concentraciones de polimeros, asi como la
cantidad de proteina cargada al sistema fueron variadas para determinar las
concentraciones optimas que permitieran obtener el mejor rendimiento en
cuanto a recuperacion y pureza de membranas. Se detectd que la mayor
recuperacion de membrana plasmatica en la fase superior del sistema, FS,
{medida como cantidad de proteina por el método de Lowry-Peterson) se obtuvo
con una relacion de 6.5%/6.5% de PEG/Dextran. La identificacidon de los tipos de
membrana presentes en las diferentes fases del sistema., asi como en el
homogenado sin ntdcleos, se realizé inicialmente midiendo la actividad de
hidrolisis de fosfatos de distintas ATPasas y fosfatasas. Los resultados
obtenidos con esta metodologia no resultaron reproducibles, y por tanto se
utilizaron otras enzimas marcadoras de membrana previa optimizacion de sus
ensayos. Las enzimas marcadoras utilizadas fueron la citocromo C oxidasa
{membrana mitocondrial). la citocromo C reductasa (reticulo endoplasmico) y ia
glucan sintetasa I (membrana plasmatica). Los resultados de tales
experimentos indican que la fase superior del sistema contiene principalmente a

la membrana plasmatica.




1. INTRODUCCION

Las giberelinas son una clase de hormonas vegetales que producen cambios
profundos y diversos en el crecimiento y desarrollc de las plantas. La quimica y
metabolismo de estos compuestos han sido estudiados por varias décadas. lo
que ha llevado a comprender las vias involucradas en su biosintesis y
catabolismo. Para entender los mecanismos de percepcion y accion de las
giberelinas, muchos estudios han tomado como sistema modelo la capa de
aleurona de cereales. Durante los ultimos anfos. se ha acumulado evidencia
sobre el sitio de percepcion del acido giberélico, asi como también se han
desarrollado nuevas técnicas para identificar posibles receptores para este
fitorregulador. El conocimiento de los eventos regulados por el acido giberélico
en las células de aleurona han avanzado a través de diferentes enfoques como
io son la genética molecular, la biologia celular, la eléctrofisiologia y la

H
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bioquimica (Gilroy, 1994). Esto ha permitido encontrar una gran diversidad de
procesos regulados por esta filohormona en diferentes tejidos vegetales. Estos
procesos varian desde la modulacion de la actividad de canales idnicos, hasta la
regulacién de la expresidn geénica. A pesar de la existencia de trabajos
prometedores para dilucidar los mecanismos moleculares por
giberelinas desatan esta gran variedad de eventos celulares en las plantas, la

los que las

comprension de las vias de percepcion-transduccion-respuesta aun permanece

en sus primeras etapas (Hooley, 1994).

Las celulas de la capa de aleurona de los cereales conforman un tejido
altamente especializado que se diferencia de las células del endospermo
periférico durante el desarrollo y forman una capa de una a tres ceélulas de
grosor que envuelve al endospermo almidonoso. Justo después de la
germinacion de la semilla, las células de la aleurona empiezan a sintetizar y
secretar diversas enzimas hidroliticas responsables de la degradacion del
almidén y proteinas de reserva del endospermo para proveer a la plantula de
nutrientes. Esta movilizacién de las reservas esta regulada por el acido
gibereélico.

LLas células de aleurona aisladas responden a la adicion de AG;

sintetizando y secretando al medio las enzimas hidroliticas que participan en la
movilizacion de reservas. En este sistema, la «w-amilasa constituye el 60% del
total de cnzimas sintetizadas de novo. Por lo que la regulacidon por acido
giberelico de la expresion génica en las céeélulas de aleurona es, probabiemente.

la respuesta mas extensamente estudiada en relacion al mecanismo de accion

del AG;,.

Existe evidencia indicando que la percepcién de este fitorregulador en las
células de la capa de aleurona se lleva a cabo a través de la membrana
plasmatica. Dado que las células de este tejido son altamente sensibles al acido
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giberélico, es factible pensar que este tejido podria ser una fuente importante de
un posible receptor de membrana (Hooley, 1994). Asimismo, el contar con
preparaciones de membrana plasmatica pura de estas células abre muchos
posibles caminos de investigacidn que nos permitirian dilucidar diferentes

aspectos en la via de percepcion, transduccidn y/o respuesta.

i
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Adaptar y optimizar la metodologia de reparto en dos fases de polimeros, al
aislamiento y purificacion de membrana plasmatica de células de capa de

aleurona de cebada.

2.2. OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar la concentracion de polimeros en el sistema de fases para que la
membrana plasmatica de la aleurona se distribuya de manera preferencial

hacia una de las fases.
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Determinar la pureza de la fraccion de membrana plasmatica, utilizando
enzimas marcadoras para cada tipo membranal.

Estandarizar las metodologias de las enzimas marcadoras de diversos tipos

de membranas (citocromo C oxidasa, citocromo C reductasa, ATPasa. glucan
sintetasa \1).
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3. ANTECEDENTES

Dentro de las aspectos mas interesantes sobre los seres vivos esta su

capacidad para crecer y desarrollarse.
complejas a partir de otras mas sencillas, lleva al organismo a tener no soélo

La sintesis continua de moléculas

células mas grandes sino mas elaboradas. Las células de una planta no crecen
ni se desarrollan de la misma manera, por lo que una planta adulta tiene en su
estructura diferentes tipos de ceélulas. El proceso mediante el cual las células de
una planta se especializan se denomina diferenciacion, asi como el proceso por

el cual las células crecen y se caracterizan como parte de un tejido u érgano se

- Hama desarrollo.
L4 En la actualidad sabemos que la sintesis de enzimas es regida por los

genes. Estas de alguna manera controlan el funcionamiento de las células y por

B R AL A 325X o e 2 0



3. Anteccdentes 9

tanto contribuyen a su crecimiento y desarrollo. Sin embargo, poco se conoce
sobre los mecanismos que controlan y regulan el cuando y cémo se deben

transcribir estos genes, segun los requerimientos de los diferentes tipos de

células y de la planta en general.

Poco después del inicio de este siglo, hemos podido aprender mucho
sobre lo que sucede durante el crecimiento y desarrollo de las plantas. A lo largo
de este tiempo se ha podido establecer que el desarrollo de las pilantas puede

ser modificado importantemente por diversos factores ambientaies, como lo son

la luz y la temperatura. Asimismo. se ha incursionado en el estudio de la

mecanica por la cual la planta logra una comunicacidn integral entre sus ceélulas,

tejidos y organos. A la fecha, sabemos que esta red de comunicacidn se

establece a través de diversos mensajeros quimicos, que a través de muchos

estudios han podido ser relacionados con varios procesos involucrados con el

crecimiento.
Con base en lo que se conocia sobre las caracteristicas y el
funcionamiento de las hormonas animales, los mensajeros quirmnicos vegetales

fueron llamados fitohormonas u hormonas vegetales y definidos como

sustancias organicas producidas en una regidn especifica de la planta, y
transportadas a otra donde en muy pequefia concentracion
generar y regular una o varias respuestas fisiclogicas. Sin
todo adecuada:. ya que se ha

las plantas no se sintetizan

son capaces de

embargo, se ha

encontrado que esta definicion no es de!
observado gque los mensajeros quimicos en
exclusivamente en tejidos especificos sino en casi todas sus estructuras en
diferentes proporciones, dependiendo de Jos requerimientos del tejido donde se
producen y de la planta en general. Por ello, actualmente, estas sustancias que
cumplen con la funcion de transmitir senales especificas a lo largo de la planta

se han denominado fitorreguladores.
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Hasta el momento se han caracterizado seis tipos de fitorreguladores que
intervienen en diferentes procesos de crecimiento y desarrollo:
1. Las auxinas.
2. Las citoquininas.
3. El etileno.
4. El acido abscisico.
5. El acido jasmaénico.

6. Las giberelinas.

A continuacidon se describen las caracteristicas generales de cada grupo

(Deviin & Witham, 1983).

3.1. AUXINAS

Las auxinas fueron descubiertas en 1926, como compuestos no identificados
que provocaban la orientacion de coleoptilos de avena hacia la luz. Ahora esta
sustancia se conoce como acido indolacético (IAA) y se ha encontrado en

muchas plantas superiores.

Existen algunos compuestos que producen los mismos efectos que el |IAA
como el acido fenilacético. Otras sustancias tienen considerable actividad como
auxinas, tal como el indoletanol, e! indolacetaldehido y el indolacetonitrilo, mas

esto se debe al hecho de que pueden ser transformadas a |AA en la planta.

Se conocen dos mecanismos de sintesis del IAA que parten del triptofano
e involucran la eliminacién de los grupos amino y carboxilo de la cadena lateral

de este aminoacido (Figura 3.1).

Existen también en la célula dos formas de eliminar las auxinas en el

i
¢
H



a

3. Antecedentes 11

SHyCH—COOH

[
H

Tnptotano

co Trptofana (ronsammnasa
2 0 50,7
Tnptofanc coscarborlasa
: CHCH,—NH,

|
H

Tnptamina

Acide ingol-3-pinsuce

Armina oudasa ‘)/
- co, = Ingcinnata
050, »

NH, descarbariasa

indoi-3-acetaldehioo

Indolacetaldehico 050;
destwdrogenasa
: CH;—COOH
N
!
H

Acido indol-3-acético

Flgura'3.1. Vias de biosintesis de auxinas a partir de triptofano (Devlin &
Witham).

momento gque no se les requiere. Una de ellas es la sintesis de auxinas
enlazadas a otros compuestos (aminodcidos o azucares) que las vuelven
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inactivas. Por otra parte, se puede llevar a cabo la degradacién oxidativa del IAA

por medio de la IAA oxidasa.

E! transporte de las auxinas se lleva a cabo a través del parénquima del
floema y la corteza. El transporte es polar, es decir, del tallo hacia la base de la

planta y de las raices hacia los apices.

3.2. CITOQUININAS

En un principio las citoquininas fueron identificadas como un producto de ta
degradaciéon de la desoxiadenosina de ADN envejecido. Se piensa que pueden
generarse naturalmente como producto de degradacion o recambio del ADN.

Algunos de estos compuestos se muestran en la figura 3.2.

NH—CH3 EO] NH—CHZ’Q

NT N N N
N ?
‘\N 1!1 I\N r;J
H
Cinetin(6-furfurilaminopurina) 6-bencilaminopurina
NH NH—-CHZ—FSJ

6-(2-tenilaminopurina)

/
N N
N N N
> S )
™ I‘;l H
N H
6-fenilaminopurina

Figura 3.2. Cinetina y tres de sus analogos (Devlin & Witham).
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Un aspecto interesante de estos compuestos es que se pueden encontrar
en forma de base rara (i"Ade) de algunos ARN de transferencia. Se cree que
probablemente su presencia en posiciones especificas cercanas al anticodén
del ARNt, mantiene su estructura y puede contribuir al enlazamiento correcto del
ARNt y el aminoacido durante el proceso de la traduccién. Por elio se piensa
que las citoquininas pueden estar involucradas en la regulacién de la sintesis de
proteinas a este nivel.

Las citogquininas son producidas en regiones meristematicas y en zonas
de continuo crecimiento potencial. Probablemente, se transportan a través del

xilermma y son abundantes en raices, hojas jévenes y frutos en desarrollo.

3.3. ETILENO

Desde hace mucho tiempo, se sabe que el etileno afecta diversos procesos en

las plantas desde la germinacion hasta la maduracion del fruto.

Estructuralmente. el etileno es muy diferente a otros fitorreguladores. A
temperaturas fisiolégicas normales, este hidrocarburo es un gas, y por tanto se
difunde rapidamente a través de los tejidos de la planta. Su produccién puede
ser inducida in vivo por daino mecanico, frotamiento, radiacién y por la presencia
de otras sustancias como las auxinas. Existe evidencia considerable sobre el
hecho de que la metionina es el precursor primario del etileno en plantas

superiores (Figura 3.3).

3.4. Acipo asscisico

inicialmente esta sustancia fue aislada en forma cristalina del fruto maduro del
algodén, se encontré que estimulaba su abscision, por lo que se le denomino

[P,
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ABSCISINA |I. La estructura de este producto no pudo ser determinada.

Después se aislo otra sustancia simitar del fruto inmaduro del algodon, al que se
e lamo ABSCISINA . Posteriormente, se encontrd otra sustancia a la que se
denomind dormina. Para eliminar confusiones entre los diferentes nombres de
este compuesto se llamo acido abscisico (Figura 3.4)

€Hy — 5 CH, ~CH; = CH—COOH

NH,
Metionins JAET Ribosa
ATP Aceptor C,
Paso t
v " PPeP,
GH, =8 —CH; —CH; —CH—COOR
adencsina My CH,~—§-—nbosa
S-netinbosa

S-adenosiimetionina (SAM) R

Adenina
Maduracion r
AA

Pasa B ca? ™ CH, —S5—agenosina
——— -
Dano

S-metlacencsina
Anperobiosis

Armincetox wnighcina (AUG)
v Acigo aminocriacetico (ADA)

Acwio 1 ACC)

[+ 9 Anaercbioss
Paso tit Maduracion g::”'wumes
HCOOH +NH, +CO; Temperatura»35°C
v
H,C==CH;

Figura 3.3. Biosintesis del etileno (Deviin & Witham).
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La sintesis del! acido abscisico (ABA) parece llevarse a cabo
predominantemente en hojas maduras de donde se transporta a varias regiones
a traves de los tejidos del peciolo y del tallo. El transporte de este compuesto se
realiza por medio del floema y del xilema. Los niveles de ABA en la planta

parecen estar controladoes por el estrés.

COOoH

Figura 3.4. Acido abscisico (Devlin & Witham).

E! acido abscisico (ABA) es un sesquiterpeno que se deriva del acido
mevalonico. Sin embargo. todavia se desconoce si el ABA proviene
directamente de un precursor de 15 carbonos como el farnesil pirofosfato, o bien
es un producto de!l rompimiento de un compuesto de 40 carbonos como el
carotenoide violaxantina. EL ABA sc presenta en las plantas en muy bajas
concentraciones (de 4 X 10° a 2 X 107 M), tnicamente se han detectado
concentraciones del orden de 10° M en hojas sometidas a estrés de agua,

semillas en desarrollo y en semillas y brotes latentes.

3.5. ACIDO JASMONICO

De todos los grupos de fitorreguladores caracterizados en la actualidad. los
jasmonatos son los de mas reciente descubrimiento. El acido jasmonico fue por
primera vez aisiado de un cultivo de hongos y se identificd como una inhibidor
del crecimiento en varias plantas superiores. Hoy en dia, el acido jasmonico
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[(-)-JA] junto con su esteregisomearo [(+)-7-iso-JA)] y su metil éster {(-)-JA-Me]

son los principales representantes de este grupo de biorreguladores naturales.

La estructura basica de los jasmonatos se forma de un anillo de
ciclopentanona sustituido de forma variable en C-3, C-6, y C-7. Estos
compuestos son sintetizados a partir del acido linoléico y el producto final es el
(+)-7-iso-JA (Figura 3.5). Este ultimo es facilmente transformado al (-)-JA por
isomerizacion., También, se han identificado jasmonatos conjugados con

aminoacidos (como valina. tsoleucina y leucina), asi como con glucésidos.

En plantas superiores, esta via biosintética se localizé en frutos
inmaduros. cotiledones de semillas germinadas y hojas. Hasta el momento no se
conoce mucho sobre los niveles naturales de jasmonatos enddégenos y su
distribucion en la planta. Sin embargo. con respecto a la locatizacidén intracelular
de la via parece que algunos de sus pasos son catalizados por enzimas

asociadas a membrana de cloroplasto

El transporte de estos compuestos en la planta aparentemente se lleva a
cabo a traves del floema. Las mayor actividad de los jasmonatos se da en
tejidos en crecimiento como los apices de tallo y raiz, hojas jovenes y frutos

inmaduros.

También se ha demostrado que los niveles de JA endégeno se
incrementan en respuesta a estimulos externos como dafo mecanico. ataque de

patogenos y estrés osmaédtico.
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Figura 3.5. Biosintesis y estructura del acido jasménico (Sembdner, et al.

1993).




3. Antecedentes 18

Los jasmonatos producen diversos efectos inhibidores o promotores, en
forma de cambios fisioldgicos o morfolégicos. Algunos de eilos son similares a
los provocados por el ABA. Los jasmonatos mas activos €on el (+)-7-iso-JA y su
metil éster, aunque son rapidamente isomerizados. Se ha comprobado que
algunos jasmonatos conjugados, especialmente el (-)-JA-(S)-lle y su metil éster,
son tan activos como los no conjugados.

Los multiples efectos fisiologicos causados por estos compuestos

sugieren una accién pleiotropica o una relacidn directa con procesos
metabdlicos y genéticos (Sembdner, et al. 1993).

Algunos de los efectos principales que producen en plantas estos
primeros cinco grupos de fitorreguladores se enlistan en [a Tabla 3.1.

3.6. GIBERELINAS

Las giberelinas (AG) fueron inicialmente aisladas de un ascomiceto conocido
como Gibberella fujikuroi. Tiempo después, estas sustancias pudieron ser
aisladas de plantas supernores. Actualmente se sabe que las giberelinas estan

presentes en angiospermas, gimnospermas, helechos, algas y hongos.

A la fecha se ha logrado aislar 52 giberelinas. Todas ellas poseen un
esqueleto carbonado general y son similares estructuralmente. Estos
compuestos tienen como precursor un diterpeno, el kaureno. Pueden tener 19 ¢
20 carbonos en su estructura, asi como distinguirse entre si por la presencia o
ausencia de un grupo funcional lactona y por sus sustituyentes, principalmente

grupos hidroxilo (Figura 3.6).
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Tabla 3.1, Efectos principales causados por los diferentes tipos de
fitorreguladores.

FITORREGULADOR EFECTOS QUE PRODUCEN

AUXINAS Favorecen la eiongacion del tailo y 1a raiz

Incrementan la velocidad de la divisién cambiat en talio
Desarrolian el procambium vascular en la rolz
Desarrollan brotes laterales

CITOQUININAS Actuan con el |AA para generar 13 Srasion colular

Inducen el alargarmiento celular junto con LAA y giterehnas;
Inducen o inhiben el desarrollo de 1a raiz (dependiendo de su
concentracion)

Influyen en la dominancia apical

Demoran la senescencia en hojas

Favorecen !a retencion de clorofila

ETILENO induce el chimaterio (INcCremento abrupic ae ta resp.racion en fruto
que desata los procesos de macduracion del mismao)

trucia, forma y mantene el hipocotlo en dicotiteddneas

Acelera la senescencia y abscision de hojas

Induce la formacién de raices agventcias en tallo

Infube 1a elongacidn de ralz | tatio y hojas

tnhube 1a floracion

Favorece la epinastia

ACIDO ABSCISICO Promueve la dormancia
inhibe el crecimiento de yemas y la formacion del taio
inhiben el desarrollo de 1a semiia y su germinacien

Inhiben el geotropismo y el cierre de estcmas

JASMONATOS Inhtben el crecimiento longitudinal de 1a plantula y la raiZ
inhiben la embriogenes:s y la germmacien

Promueven el rompimiento de la dermancia en semiias
Promueven 13 senescencia y abscisicn de hojas
Promueven el cierre de estomas

Promueven la degradacion de ta clorofila

Promueven ia respiracion

El acetato es el precursor primario en la biosintesis de estos ccmpueslos..
La condensacion de tres moléculas de acetato y subsecuentes transformaciones
enzimaticas (fosforilacion, descarboxilacidn, isomerizacion) llevan a la eventuatl
sintesis del! kaureno. Este diterpeno puede entonces ser transformado en

diferentes tipos de giberelinas en la planta (Figura 3.7).

En la planta, las giberelinas pueden encontrarse enlazadas a glucdsidos,

probablemente como una forma de ser inactivadas y/o almacenadas. Se ha



20

3. Antecedentos
encontrado que las hojas jdvenes, el embridn y el fruto san los sitios de mayor

sintesis de giberelinas activas, asi como son almacenadas en abundancia en {a

semilla.

GAS2

GA46

:? 5 >
H 7\ ) L\CO:H

CoH
GA39

Figura 3.6.
Generalmente. el transporte de las giberelinas es no polar y ocurre en el

floema de forma similar a los carbohidratos. Sin embargo, no se conoce el
mecanismo de distribucion de donde se producen al lugar donde provocan su

Estructura de algunas giberelinas (Devlin & Witham).

efecto.
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Tabla 3.2,
celular.

Principales efectos causados por las giberelinas a nivel planta y

Efcctos a nivel planta

Posiblo efecto a nivel celular

Formacion de capullo y floracion:

Regulan la permanencia de la planta en
estado de roseta o la formacion del capullo
para posteriormente florecer, dependiendo
de la concentracion de las AG endégenas

Estimutan la divisidn celular y la elongacion
(en meristemos subapicales)

Crecimiento del tallo

Revierten el efecto inhibitono de la luz
(probablemente causado por la disminucién
del nivel de AG dispomible) en el
crecimiento del tallo Se piensa que Quizas
son un factor hmitante para este proceso

El incremento de AG disponiole en el tejido
aumenta la plasticidad de la pared celular
de las células jovenes

-l.a luz podria retardar la conversién de
un precursor de acido giberelico

-La luz podria estimular la sintesis de
inhibidores del AG

Partenocarpia
Ademas de las auxinas o en conunto con
ellas favorecen este fenémeno

Las giberelinas producidas durante el
desarrollo de la semilla se transporta a los
tejidos del fruto y tiene controt sobre su
desarrolio.

Enarismo

Logran modificar la expresion fenotipica de
mutantes enanas (por deficiencia en AG
por bloquec de la via biosintética entre
copali} pirofasfato Yy kaureno, por
receptores ineficientes, blogueo metabdlico
o exceso de inhibidores naturaies)

Meoviizacion de reservas durante la
germinac:én
Inducen la Mhdrolisis de proteinas de

reserva en capa de aleurona

inducen la sintesis de novo de enzimas
hidroliticas en capa de aleurona que son
secretadas al endospermo almidonoso
para su degradacion

Producen la alteracion de la cltraestructura
de las ceélulas de la aleurona en cuanto a
granulos celulares y membranas

Las enzimas sintetizadas de novo son la -
amilasa, nbonucleasa. 3-1.3-glucanasa.

La (-amilasa preformada es secretada
juntc con las anteriormente citadas

Existe regulacidn a nivel de genes que
involucra sintesis de ARN. resultado de la
activacion o represion de genes. Esto ha
podido ser corroborado pcr el uso de
inhibidores de sintesis de ARN como la 8-
azaguanina y actinomicina D. asi como de
inhibidores de sintesis proteica como |a
cicloheximida y la puromicina

Se profundizara mas sobre

los efectos fisioldgicos y moleculares

producidos por las giberelinas en la capa de aleurona de la semilla de los

cereales. ya que para

los fines de este trabajo.

resultan de particular
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importancia. Los efectos que producen estos compuestos se encuentran
resumidos en la tabla 3.2,

coa e Acetd Con  _ Con
- CH, —COoON i ——— e e CHy oG COA i e e
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FIGURA 3.7. BIOSINTESIS DE GIBERELINAS A PARTIR DE ACETATO (DEVLIN &
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3.7. LA CAPA DE ALEURONA

El endospermo se encuentra formado por dos partes: !a capa de aleurona y el
endospermo almidonoso. La capa de aleurona consiste de una a tres capas de
células cuya pared celular es muy rigida. La composicion de la pared celular
varia de una especie a otra Por ejemplo. la pared celular de |la capa de aleurona
de! trigo consta principalmente de xilanos y heteroxilanos. mientras que la de la
cebada se constituye de arabinoxilanos Y (1-+3)(1-+4)-B-glucanos
(Jacobsen, 1988).

La especial ngidez de la pared celular se debe probablemente a que éste
es un tejido cuyas células no se reproducen, por lo que deben estar bien

protegidas de posibles darios a su estructura (Figura 3.8)

La capa de aleuronn es la responsable de la mowvilizacidon de reservas del
endospermo almidonoso durante la germinacion. Durante este proceso, el
embrion inicia la sintesis de acido giberélico, el cual se d:funde a través del
escutelo hasta llegar a ia capa de aleurona. Este fitorregulador desata una serie
de respuestas fisiologicas que permiten la hidrolisis de las proteinas de reserva
de estas ceélulas. Posteriormente. se inicia la sintesis de novo de enzimas
hidroliticas, gue se secretan al endospermo almidonoso e inician la digestién del
mismo. Los productos de hidrdlisis eventualmente viajan hacia el embnon donde

son aprovechados para su desarrollo (Jacobsen, 1988)

Diversos trabajos han tenido como objetivo describir los diferentes efectos
causados por las giberelinas a nivel cetular y genético en este tejido. Es decir,
se han estudiado varios eventos moleculares que se inducen y/o modifican por
la presencia de este fitorregulador. A continuacién, se describira la regulacién de
los genes de «-amilasa por el AG,, ya que este es el evento mas estudiado

debido a que la a-amilasa constituye la principal enzima sintetizada de rnovo
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como respuesta a este fitorregulador; y luego el posible mecanismo que permite

percatarse de la presencia del AG;.

3.7.7. REGULACION DE LA SINTESIS DE (t~-AMILASA POR AG,

Como ya se menciond anteniormente, durante la germinaciéon de la semilla, las
reservas almacenadas (carbohidratos, proteinas y lipidos) en el endospermo
almidonoso y en la aleurona son degradados y enviados a través del escutelo
hacia la plantula en desarrollo. Las enzimas responsables de este proceso
provienen principalmente de la capa de aleurona, asi como también muchas de

ellas estan bajo el control de las giberelinas.

La «-amilasa, una endohidrolasa, es importante en la degradacion inicial
de la amilosa y amilopectina de los granulos de almidén del endospermo. Existe
evidencia de que los diferentes grupos de iscenzimas de la «-amilasa tienen
distintas actividades /1 vitro. La {}-amilasa y la «-glucosidasa son exchidrolasas
que liberan moltosa y glucosa respectivamente. Estas enzimas no son capaces

de romper enlaces de ramificacion, éstos son hidrolizados por i{a dextrinasa

limite.

A diferencia de la «-amilasa y la «-glucosidasa. que son sintetizadas en la
aleurona durante la germinacion, la [(-amilasa existe en el endospermo de la
semilla seca de forma inactiva, enlazada a cuerpos protéicos por puentes
disulfuro. E! incremento de la actividad de esta enzima puede deberse a la
activacion de una proteasa inducida por AGj al iniciar la germinacion, que logra

romper el complejo 3-amilasa-cuerpo protéico (Jacobsen, et a/.1988).

Las enzimas cuya actividad es una repuesta inducida por el AG, se han

clasificado en cuatro grupos principales (Jacobsen, et al. 1988):
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Son aquellas enzimas que presentan un incremento rapido en

Grupo I:
actividad sin que haya un cambio apreciable en su
concentracion

Grupo ll: Son aquellas enzimas cuya sintesis y secrecidn son inducidas
por AG;.

Grupo lll: Son agquellas enzimas que incrementan su actividad por sintesis
de novo en ausencia de AG,, pero muestran mayor actividad en
su presencia.

'Grupo IV: Son enzimas cuyo nivel es constante, pero se incrementa en la

presencia de AG;.

Muchos aspectos sobre el control hormonal de la expresidn génica en la
capa de aleurona han sido estudiados, en particular con respecto a la «-amilasa.
En primera instancia. se ha podido establecer que hay dos grupos de
isoenzimas que se separan con base a sus distintos puntos isoeléctricos (pl) y
que existen diferencias claras entre estos grupos. mientras que las isoenzimas
pertenecientes al mismo son simiares (Jacobsen. et al. 1982).

Por traduccion de ARNM en un sistema libre de ceélulas, se pudo
determinar que la sintesis de los dos grupos de isoenzimas es dirigida por dos
poblaciones separadas de ARNm. También se ha demostrado que los genes
para las iscenzimas de bajo y alto punto isoeléctrico se encuentran en diferentes
cromosomas (Lazarus, et al. 1985). Recientemente, el uso de técnicas de ADN
recombinante ha provisto evidencia adicional de la existencia de familias de

genes de u-amilasa en cebada (Jacobsen, 1988).

A través ‘de diversos estudios, se ha podido observar que los
fitorreguladores pueden controlar la transcripcion de los genes, y por ende
también los niveles de ARNm; éstos a su vez regulan la velocidad de sintesis de
proteinas especificas. Para el caso panicular de la capa de aleurona, se ha
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demostrado que los inhibidores de la transcripcidn impiden la induccién de la
sintesis de la «-amilasa. asi comoe también provocan una alteracion en la

sintesis de acidos nucléicos, ARNmM en especial (Jacobsen, 1983).

Algunos estudios de transcripcidon con nucleos (aislados de protoplastos
de aleurona de cebada y avena tratados con AG,) mostraron que éstos
producian niveles menores de ARN total, la mayor parte corresponcente a
ARNmM, que los producidos por ntcleos de ceélulas control. La incubacién
simultanea de los protoplastos con AG; y ABA resultd en la anulacion de todos
los efectos del AG, en la transcripcion. Con ésto se pudo concluir gue tanto AG,
como ABA regulan la sintesis de w-amilasa, controlando en parte eventos dentro
del nuacleo, probablemente la transcripcion de los genes de la «-amilasa

(Jacobsen,1988).

De aqgui, era de esperarse que el ARNm de 1a «-amilasa se acumulara en
presencia de AG,. Esto se demostro traduciendo el ARNmM total aislado en
sistemas libres de células, utilizando la cantidad de péptdos de w«-amilasa
sintetizados como medida del ARNmM de wa-amilasa presente. En efecto, se
encontré que el AG, produce la acumulacién del ARNmM de «-amilasa traducible

(Jacobsen, 1988)

Mas recientemente, la disponibilidad de clonas de cADN de «w-amilasa
permitio reahkzar el anahsis directo del ARNm y la distincién entre los transcritos
de los genes de u-amilasa de los transcritos traducibles. Con base en los
resultados de muchos estudios, se ha determinado que el ARNm de la
a-amilasa se acumula en presencia de AG,; y que e! ABA inhibe esta
acumulacién (Jacobsen, 1988). También se ha observado que el ARNm de la
u-amilasa de bajo pl se encuentra presente en la aleurona hidratada., se

incrementa de 10 a 20 veces como respuesta al AG; durante las primeras 24
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horas y responde a niveles bajos del fitorregulador (=10"® M). Por otra parte, el
ARNM de la «-amilasa de ailto punto isoeléctrico esta en muy baja concentracion
en el tejido hidratado, se incrementa de 50 a 100 veces de las 12 a 16 horas
como respuesta al AG; decreciendo mas tarde y responde al AG,; en altas
concentraciones (7:10"; M). Todo ésto refuerza la idea de que los genes de los
diferentes grupos de «-amilasa son requlados diferencialmente (Rogers, 1985).

La transcripcion de los genes de «-amilasa podria invoilucrar la
interaccion de factores {rans con elementos c/s en los promotores de dichos
genes. Se ha demostrado que hay elementos en el promotor de los genes de
a-amilasa que confieren altos niveles de expresidn génica regulada por
fitorreguladores (Huttly, ef a/ 1989 y Jacobsen, ef a/, 1951). Estos elementos se
encuentran entre 174 y 41 pares de bases rio arriba del sitio de inicio de la
transcripcion. Skriver, ef af. (1991) determinaron la existencia de un elemento de
respuesta al AG,, al que dencominaron GARE. Lanahan, ef al (1992).
demostraron que en el gen Amy32b (para u-amllasé de bajo pl en cebada). el

GARE regula el control hormonal de la transcripcian

Se han encontrado. por lo menos, otros tres factores necesarios para los

altos niveles de expresion geénica regulada por fitorreguladores a nivel de

transcripcion. Este grupo de elementos fue designado como el complejo de
respuesta al AG, (GARC) y se compone de una secuencia de enlazamiento a
una secuencia enriquecida con nucledtidos de
y la caja | (TATCCAT)

proteinas, Opaque-2 (O2S).;
pirimidina, la caja de pirimidina, el GARE,

(Sutliff, et a/.1993).

Con el fin de determinar la influencia de los fitorreguladores a nivel de la
traduccion del ARNm de la a-amilasa, se ha determinado por marcaje de

proteinas in vivo que esta enzima constituye aproximadamente 50-60% de la
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sintesis total de proteinas (Jacobsen, 1988). Por lo que al parecer, en efecto, la
sintesis de proteinas se encuentra regulada por otros factores involucrados en fa
transcripcion. Estos factores podrian incluir una alta eficiencia en el inicio de la
traduccién en funcion de ias secuencias de nucleotidos. o bien la presencia de
factores de iniciacion dependientes del fitorregulador. Otra explicacidn para el
predominio de la «-amilasa seria una supresion importante de la sintesis de
otros polipéptidos. Sin embargo, todavia no existe ewvidencia suficiente para

afirmar que el control hormonal se lleva a cabo también a nivel de traduccidon.

3.7.2. PERCEPCION Y TRANSDUCCION CELULAR DEL AG,

En los sistemas hormonales, las células de los diferentes tejidos y drganos son
capaces de detectar, transmitir y responder a senales hormonales de manera
muy especifica. A panir de estudios realizados en otros organismos se ha visto
que ésto es debido a que !as ceélulas blanco estan equipadas con una serie de
receptores que pueden detectar un conjunto de senales quimicas; asi como con
un mecanismo intracelular que amplfica, transmite y traduce la senal en una
respuesta fisiologica.

En las plantas. el mecanismo por el cual se illeva a cabo la percepcion
transducciéon de las sefales emitidas por los fitorreguladores no se conoce
todavia. Sin embargo. existen modelos de percepcidén-transduccidén de sefales
para hormonas animales, los cuales han influido de manera imponante en el

estudio de estos sistemas en plantas.

3.7.3. PERCEPCION DEL ESTIMULO

Algunos fitorreguladores como el acido giberélico, el acido abscisico y las

auxinas son acidos organicos pequefos, que en su forma no cargada, en teoria,
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pueden atravesar membranas biologicas. Como resultado de ésto, podrian
interactuar con receptores coitoplasmaticos. como en el caso de algunas
hormonas esteroides en animales. Por otra parte. también es posible que
interactuen con receptores que se encuentren enclavados en la pane externa de

ta membrana plasmatica.

Un receptor se define como una proteina (generalmente enlazada a un
glicésido) capaz de enlazarse especifica y reversiblemente a un compuesto
quimico que lleva un mensaje a la célula. sin transformario quimicamente.
Despues de que se da la union mensajero quimico-receptor, este Gltimo sufre un
cambio conformacional! que provoca el desencadenamiento de una serie de

reacciones que producen eventualmente una respuesta fisioldégica en la célula.

Existe cierta evidencia sobre el hecho de que la percepcion del acido
giberélico en células de capa de aleurona se da a nivel de membrana i
plasmatica. De los estudios que presentan resuitados contundentes a este
respecto, existe el trabajo de Hooley (1992) donde estudia la respuesta de ‘
protoplastos de aleurona de avena (Avena fatua) hacia el acido giberélico. Los
protoplastos incubados con e} fitorreguiador en concentraciones de 10-'4 a
10-° M, presentan una produccion de a-amilasa aproximadamente 2.7 a 3.8 ;
veces mayor que la de los controles incubados durante el mismo tiempo pero sin '

acido giberélico.

En otro trabajo, la incubacidén de protoplastos con un derivado del AG,
impermeable a la membrana (el compuesto es la union de AG, con perlas de
sefarosa) resultd en la induccion de la sintesis y secrecidén de a-amilasa. que es
una respuesta caracteristica del estimulo de las giberelinas en las células de

capa de aleurona (Gilroy, et al. 1984).

Por otra parte, se ha observado que algunos anticuerpos anti-idiotipicos :

Al s b vt e
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contra AG,. pueden producir la misma respuesta emitida por la aleurona

inducida por AG, . medida como sintesis de «-amilasa (Gilroy, et al. 1994).

En este mismo trabajo se muestra que la incubacion de protoplastos de
capa de aleurona de cebada ccn acido giberelico exdgeno produce respuestas
tipicas a este fitorregulador cormo lo son. vacuoclacion del protoplasto y secrecion
de u-amilasa. También se encontré positiva la expresion transiente del promotor
de a-amilasa hgado al gen reportero GUS. Cuando se microinyectd acido
giberélico a los protoplastos, éstos no produjeron respuesta alguna al
fitorregutador. Sin embargo. al tratar estos nusmos protoplastos con AG,

exogeno, mostraron las respuestas antes mencionadas (Gilroy, et a/. 1994)

Como conclusion de los experimentos antes mencionados. se puede
decir que en efecto la percepcion del acido giberélico en capa de aleurona se
leva a cabo a nivel de membrana plasmatica. Paor estudios de marcaje de
fotoafinidad se han identficado proteinas gque se enlazan a acido giberélico
(Walker, et al. 1994) miusmas que podrian ser sus receptores. Sin embargo,
existe la posibildad de que solo sean enzimas relacionadas a su metabolismo.
Por ello, existen grupos trabajando en la sintesis de reactivos de fotoafinidad

con mayor espectficidad.
Se debe mencionar que existe evidencia sobre la recepcidn a nivel de
membrana plasmatica de otros fitorreguladores, como las auxinas (Napier, et al.

1990). Esto refuerza la idea de que la percepcion de las giberelinas sea a través

de receptores de membrana.

3.7.4. TRANSDUCCION DE LA SENAL HORMONAL

Los fitorreguladores, al igual que otros mensajeros quimicos. pueden regular la
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actividad enzimatica de las células en las que ejercen su efecto, asi como alterar

las velocidades de sintesis de proteinas preexistentes o inclusive inducir la

sintesis de otras nuevas. De aqul que es légico pensar que el proceso de

percepcidn-transduccidn de senales no es sencillo en absoluto.

En la actualidad. se han identificado, tanto en plantas como en animales,

dos vias principales para la transduccion de senales

1.

La via de transduccion para algunas hormonas, como las esteroides, propone
que éstas son asimiladas por las células blanco por difusidn simple a través
de la membrana plasmatica. Una vez dentro de la célula, las hormonas
interactian con receptores citoplasmaticos capaces de detectar los diferentes
niveles hormonales dentro de la céiuia. Estos receptores intracelulares son
proteinas reguladoras que pueden interactuar con otras proteinas especificas,
asi como también con secuencias especificas de ADN de la cromatina. Estas

interacciones dan como resultado la modificacién de la velocidad o de los

patrones de transcnpcicn de los genes. Se han encontrado también

receptores de esteroides en membrana plasmatica que perciben los niveles
externos de hormona y pueden influir en la alteracion de los flujos de Na™ /H”

a través de la membrana plasmatica y en los niveles de AMPc y ca®"

(Libbenga, et al. 1984).

La segunda via es la descrita para los mensajeros quimicas cuyos receptores
se encuentran localizados en la membrana plasmatica. como seria el caso del
AG, o las auxinas. Estos receptores membranales fungen como sensores de
los niveles de hormona externa y transducen la presencia hormonal en
senales intracelulares por medio de la activacion de la adenilato ciclasa (que
convierte ATP en AMP ciclico) y/o por la activacidn de la fosfolipasa C (que
convierte el fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato de la membrana en inositol

trifosfato y diacilglicerol). Estas senales activan a su vez a la protein cinasa
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dependiente de AMPc, iberan Ca®* de fuentes internas (incrementando asi la
concentracion extracelular de este cation) y activan a la protein cinasa C.
Estas respuestas, de alguna manera disparan una respuesta fisiolégica en la
céluta, que puede hasta incluir alteraciones ¢n la expresion génica
(Libbenga, et a/ 1984)

En plantas, por ejemplo. se ha demostrado que la auxina induce la
hiperpolarizacion de la membrana a través de la actividad de la ATPasa de
protones de la membrana plasmatica. La incubacion de protoplastos de aleurona
con antisuero contra la denominada ABP (proteina enlazadora de auxinas),
bloquea la respuesta inducida por este fitorrequlador. Esto indica que la ABP
presente en la superficie externa de la membrana plasmatica es esencial para e!
flujo de informacion de la auxina hacia la H -ATPasa. Por otra parne, se ha
encontrado evidencia sobre la abundancia de ABP en membrana plasmatica con
sensibiidad a auxinas, por lo que se piensa que la ABP es un receptor para

auxinas (Napier, et al. 1990).

Es evidente que estos modelos distan mucho de poder explicar todos los
eventos celulares provocados por el estimuloc de una hormona, ademas de que
resultaria muy aventurado afirmar gque Jos mecanismos de transduccidén en
plantas son iguales a los de animales. Sin embargo, se sabe que algunos
sistemas de regulacion son altamente conservados. por lo que las principales
cadenas de transduccion en plantas podrian tener algunos aspectos en comun

con las de animales.

Et complejo estimulo-receptor genera cambios en factores
citoplasmaticos, identificados como seqgundos mensajeros. que amplifican,
integran y propagan la senal inicial. En plantas, existen varias especies que han
sido propuestas como segundos mensajeros como [os protones, las poliaminas,

las protein cinasas. y las fosfatasas.
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Se ha encontrado que los niveles de Ca?” cambian importantemente en

respuesta a una amplia variedad de estimulos, por lo que se piensa que este
cation podria mediar varias respuestas fisiologicas. Existen diversos trabajos

que apoyan el hecho de que el Ca®* puede fungir como segundo mensajero.

En wvarios estudios se han hecho mediciones que indican que la
concentracion intracelular de Ca”’ en diferentes tipos de células es menor de

200 nM. y solo en casos especiales este nivel se ve incrementado por algun

estimulo. Por otro lado. se han identificado canales de Ca’" en plantas
superiores e inferiores. Ademas, existe evidencia de que el inositol trifosfato y la

fosforilacion modifican la actividad de estos canales (Bethke, et al. 1984).

También se han caractenzado ATPasas de Ca”" en membranas de células
vegetales. Por otra parte, se ha reportado la presencia de proteinas con gran
afinidad y especificidad por el GTP en membranas de varias células vegetales.
Se sabe que esta especie provoca la

liberaciéon de Ca®" de vesiculas
membranales.

3.7.5. EL CALCIO EN LA CAPA DE ALEURONA

Muchos estudios han demostrado que varios procesos fisioldgicos en plantas
son regulados por las concentraciones de Ca”" en la célula. En el caso particular
de la capa de aleurona de cebada existen estudios con protoplastos tratados
con AG,, donde se ha encontrado que la variacidn en las condiciones de
incubacion de los mismos (diferentes concentraciones de Ca®” extracelular,

distintos tiempos, cambios del pH externo) producen diferentes patrones de

distribucién de este catién dentro y fuera la célula (Bush, et al. 1988).

Concomitantemente, se observaron cambios en ia sintesis y secrecion de la

a-amilasa (produccion diferencial de iscenzimas en cuanto a tiempo y

concentracion) y alteracidon del pH extracetular. Por ejemplo, la incubacién de los
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protoplastos con AG, y 20 mM de Cca®* produce un incremento del calcio
citoplasmatico de 200 nM a 350 nM, induce la sintesis de u-amilasas de alto y
bajo punto isoeléctrico, y propicia la acidificacién del medio externo. Mientras

?* no altera el

que el tratamiento de los protoplastos con AG; y 10 mM de Ca
nivel basal de este catién en el interior de la célula y sélo se induce la sintesis
de u-amilasa de bajo punto isoeléctrico en baja concentracién (Carbonell, et al.
1984). Esto sugiere que el calcio podria de alguna manera regular algunos
procesos involucrados con las respuestas de este tejido al AG,

(Bush, et al. 1989).

Por otra parte, se sabe que el paso del calcio al citoplasma. ya sea de
comportamientos extracelulares o intracelulares de altas concentraciones,
involucra la activacidon de una proteina que se enlaza al calcio, la calmodulina.
Se ha demostrado que la activacidn de esta proteina es un prerrequisito para
diversas respuestas regulatorias. En protoplastos de aleurona de cebada, se ha
encontrado que el tratamiento con AG, incrementa los niveles de calmodulina,
que a su vez promueve el transporte de calcio hacia el interior del reticulo
endoplasmico. Por ello. se ha propuesto que la toma elevada de Ca®" del
reticulo endoplasmico por induccidn con AG, puede ser coordinada y regulada
por niveles elevados de calmodulina asociada a membranas (Gilroy, et a/ 1983).
Esto refuerza la idea de que el calcio desempena un papel importante en la
transduccion de las senales provocadas por la interaccidon del AG, con las
membrana plasmatica de las células de la capa de aleurona.

Es bien sabido que la membrana plasmatica no funge sélo como
delimitadora de los diferentes dominios intra y extracelulares, sino que también
regula la entrada y salida de distintos materiales a través de diferentes
mecanismos de transporte asociados a la membrana plasmatica. Por otra parte
también, controla las interacciones célula-célula a través de

diferentes receptores de membrana, y percibe los niveles externos de
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mensajeros quimicos.

Los receptores de 1a membrana plasmatica son proteinas
transmembranales, con sitios de enlace en la porcidn de la proteina expuesta al
exterior de la célula. En general, la ocupacidén de estos sitios por un agonista
(moléculas que pueden inducir una respuesta del receptor) causara un cambio
conformacional! en la proteina receptora que sera propagado a la region
expuesta al interior de la célula. En la parte de la membrana plasmatica en

contacto con e! citoplasma, puede haber diferentes interacciones entre el

receptor y otras proteinas que eventualmente llevan a distintos estadios del

proceso de transduccion.

En la actualidad, la capa de aleurona es uno de los pocos sistemas con
familias de genes bien identificados que son regulados positiva y negativamente
(AG, y ABA) y cuyos productos estan

por diferentes fitorreguladores
Por ello, ha servido

bioquimicamente identificados (««-amilasa. {}-glucanasa)
como un modelo importante para el estudio de la regulacion hormonal de la

expresion génica en plantas -

Dada la evidencia de que la percepcion de la senal del acido giberélico en

las células de capa de aleurona de cereales se lleva a cabo a nivel de

membrana plasmatica, es factible pensar que este estimulo podria conllevar
algunos cambios en las proteinas de membrana que fungieran como receptores
especificos y permitieran transmitir la senal del fitorregulador hacia el interior de

la célula desencadenando la respuesta correspondiente.

Con el fin de poder realizar estudios a nivel proteinas de membrana

plasmatica en este sentido, resulta importante y necesario tener una

metodologia confiable y eficiente para el aislamiento y purificacién de este tipo

de membrana. Asimismo, el contar con membrana plasmatica pura nos
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permitiria estudiar los cambios que se presenten en sus diferentes proteinas
asociadas, o inclusive seria faclible determinar si existen cambios también a
nivel fosfolipidos en cuanto a su composicidn y/o estructura en la membrana. De
esta manera. el aislamiento y purificacién de membrana plasmatica de este
tejido nos presenta muchas posibles estrategias que nos podrian acercar a

elucidar algunos de los aspectos importantes del mecanismo de percepciéon

hormonal y/o transduccion.

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo es el de optimizar la

metodologia que permita el aislamiento y purificacion de membrana plasmatica

de ceélulas de capa de aleurona de cebada.

|
|




4. MATERIALES Y METODOS
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4.1. MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizaron semillas de cebada Hordeumn vulgare, variedad Himalaya, cosecha
1994, obtenidas del Departamento de Agronomia de la Universidad de

Washington, Pullman, WA. :

4.2. PREPARACION DE LAS SEMILLAS

Las semillas de cebada se cortaron transversalmente eliminando el embrién. Las
medias semillas sin embridon se desinfectaron con hipoclorito de sodio comercial

38
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al 20% (v/v), agitandolas en esta disolucion durante 20 minutos. Se enjuagaron
seis veces con agua destilada estérit hasta eliminar el olor a hipoclorito.
Después se les anadio dcido clorhidrico 0.01 N, donde se agitaron durante 10
minutos (para eliminar algin excedente de hipoclorito de sodio). Se enjuagaron
nuevamente seis veces con agua destilada estéril hasta eliminar el pH acido

(medido con papel indicador de pH VWhatman).

4.3. OBTENCION DE LAS CAPAS DE ALEURONA

Las medias semillas desinfectadas se pusieron a embeber durante 72 hs a 28°C
sobre dos circulos de papel fitro Whatman No. 1 y con 7 m! de agua destilada
estéril en cajas de Petri. Al término de este tiempo, se eliminé el endospermo
almidonoso con la ayuda de dos espatulas. Todas las manipulaciones con las

semillas desinfectadas se realizaron en condiciones estériles.

4.4, AISLAMIENTO DE MEMBRANAS

4.4.1. PREPARACION DEL TEJIDO

Las capas de aleurona obtenidas se congelaron con nitrégeno liquido y se
molieron en un mortero con pistilo preenfriados hasta formar un polvo fino. Este

se ftransfiri® a un vaso de precipitados donde se le afadid medio de

homogeneizacion (sacarosa 250 mM, etiléndiamina tetracético (EDTA) 2 mM,
ATP 1 mM, Tris/HC! 70 mM pH B.0, ditiotreitol (DTT)” 4 mM, B-mercaptoetanol”
15 mM, N-tosil-L-fenilalanin clorometil cetona (TPCK)~ 100 ug/m!, N-u-p-tosil-L-
lisin clorometil cetona (TLCK)* 50 ng/mi y quimostatina® 7 pg/ml) en relacion 1 g

de tejido : 1 mi de medio. Se homogeneizd con un Polytron a aproximadamente

§
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15000 RPM en lapsos de 1 min durante 3 min. Finalmente, el homogenado se
hizo pasar a través de cuatro capas de gasa. eliminando asi la mayor parte de
los residuos celulares. En todo momento la preparacion se mantuvo a 4°C.

4.4.2. OBTENCION DEL. HOMOGENADO SIN FRACCION NUCLEAR

E! homogenado total se centrifugd a 5000 X g durante 15 min a 4°C, La pastilla

se descartd y el sobrenadante se denominé Homogenado sin Nucleos (H-N).

4.4.3. OBTENCION DE VESICULAS DE MEMBRANA PLASMATICA POR EL METODO DE
REPARTO EN UN SISTEMA DE POLIMEROS EN DOS FASES

El enriquecimiento de vesiculas de membrana plasmatica de capa de aleurona

se realizd segun el procedimiento descrito por Larsson, et al/ (1987).

La mezcla de fases consistié de lo siguiente:

Tabla 4.1. Componentes para la elaboraciéon del sistema de fases

Componcente Cantidad Concentracion final
Dextran T-500 20% 11.66g 6.5% p/p”
Polietilénglicol 3350 40% 5.86g 6.5% p/p
Sacarosa 3.05g 330 mM
KH,PO, 0.2M pH 7.8 0.675 mi 5 mM
KC! 2m 0.041 m 3 mM

27.00 g —
de la

H,O cbp
T Esta concentracton de polimeros se utiizd en toedos los sistemas de fases despues
seleccion de la concentracidn éptima de los mismos

El sistema de fases se preparé pesando 11.66 g de Dextran T-500 al 20%
p/p en agua en un tubo Corex de 50 mi. A ese mismo tubo se afnadieron 5.86 g
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de polietilénglicol 3350 al 40% p/p en agua sin volver a tarar la balanza (es decir
que se lleva al peso acumulado de Dextran y polielilénglicol). De la misma
manera, se agregaron 3.05 g de sacarosa en polvo. Después se anadid la
cantidad indicada de KH,PO, 0.2 M pH 7.8 y KCI1 2M. De! peso final obtenido, se
flevé a un peso de 27 g con agua para obtener las concentraciones finales
especificadas en la tabla 4.1. La mezcla de fases (27 g) se llevé a un peso de
36 g anadiendo la fraccidn H-N. Dependiendo de ia cantidad de proteina
obtenida en el H-N, la mezcia de fases se escald para obtener al final las

mismas concentraciones finales antes especificadas.

Con el objeto de determinar las condiciones oOptimas para el
enriquecimiento en vesiculas de membrana plasmatica se estudid el efecto de
las diferentes concentraciones de polimeros en la mezcla de fases. Los
resultados se muestran en el siguiente capitulo. Los sistemas se elaboraron de

la misma forma antes descrita, utilizando las siguientes cantidades de reactivos:

Tabla 4.2. Cantidades requeridas de los diferentes componentes para la
elaboracion de los sistemas de fases de diferente concentracidon de
polimeros.

Concentracidon de polimeros

Componente 5.5/5.8 6.2/6.2 6.5/6.5 7.0/7.0
20% p/p 996 g 11.16 11.66 g 12.60g
Dextran
40% PEG 498g¢g 5.58g 586g 6.30 g
Sacarosa 3.05g 3.05¢g 3.05¢g 3.05¢g
0.2 M Buffer 0.675 ml 0.675m! 0.675 ml 0.675 ml
fosfatos pH 7.8
2 M KCI 0.041 ml 0.041 ml 0.041 ml| 0.041 ml
Agua cbp ' 27.00 g 27.00g 27.009 27.00g

La mezcla de fases junto con el homogenado sin nucleos se agitéd
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invirtiendo enérgicamente el tubo 25 veces. Después se centrifugd a 1500 RPM

por 10 min a 4°C para volver a separar las fases.

La fase superior (FS) enriquecida en membrana plasmatica se separé de
la mezcla. Para eliminar el polimero. se diluyd tres veces su volumen con un
buffer que contenia sacarosa 250 mM, Tris/HCI 10mM pH 7.5, se agitdo y
centrifugd a 100,000Xg por 2 h a 4°C. La pastilla obtenida se resuspendié en
100-150 il de medio de resuspension ( sacarosa 250 mM, Tris/HCI 5mM pH 7.0,
Glicerol 10%, DTT* 1 mM, TPCK® 100 ug/mil, TLCK® 50 pg/mi, quimostatina*
7ug/mi). Esta muestra se alicuotd en fracciones de 50 il y se guardaron a -70°C.

("Estos reactivos se anadieron justo antes de usar la solucion).

Para realizar otro paso de enriquecimiente de la membrana plasmatica,
se prepard otro sistema de fases como se describid anteriormente y se llevd al
peso de 36 g con agua. El sistema se centrifugo a 1500 RPM durante S miny la
fase superior de PEG fue eliminada. Entonces se cargé FS (obtenida en el
reparto anterior) sobre la fase inferior (FI) de Dextran del sistema de fases. Se
agito el sistema invirtiendo el tubo 25 veces y se centrifugd a 1500 RPM durante
5 min a 4°C. La fase superior del sistema, dencminada FS,, se lavd del

polimero. se centrifugd y se resuspendid la pastilla obtenida en las mismas

condiciones descritas anteriormente.

4.5. DETERMINACION DE PROTEINA

ta determinacién de proteina se llevd a cabo por medio del método de Lowry

(1951).

En 0.9 ml de agua destilada se agregaron de 5 a 10 pul de muestra (H-N,
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FS, FS; o F1), 0.1 mi de desoxicolalo de sodio al 0.15% (p/v) y 0.1 ml de acido
tricloroacético al 72% (v/v). Se elimind el sobrenadante y se resuspendié la
pastilla en 1.0 ml de agua destilada, 0.1 ml de desoxicolato de sodio 0.15%
(p/v). 1.0 m! de reactivo A, que contiene en partes iguales: agua destilada,
hidréxido de sodio 0.8 M, dodecilsulfato de sodio al 10% (p/v) y CTC (Na,CO, al
10% (p/v). CuSO, al 0.1% (p/v) y K, CiH,Og al 0.2% (p/v)). y 0.5 ml de reactive B

{Reactivo Folin Ciocalteau y agua destlada 1:5) Se dejo desarrollar color

los cuales se leyo
espectrofotometro LKB Ultrospec Il a 750 nm.

durante 30 min, al término de la absorbencia en un

La curva patrdn se realizé con una disolucién estandar de seroalbiumina
de bovino (1 mg/ml) con 10 a 60 ug de proteina.

4.6. ENSAYOS ENZIMATICOS
4.6.1. ATPASAS

La hidrolisis enzimatica de ATP fue medida por un meétodo colorimétrico
maodificado para la determinacion de Pi en muestras con alto contenido protéico
y baja actividad de ATPasa. Este método se basa en la formacion de un
complejo de fosfomolibdato en medio acido seguido por
complejacion con tintes basicos que
(Gonzalez, et al. 1992).

la reduccidén o
resultan en un producto colorido

En este método, se anadieron 10 pug de proteina de la fraccidon

membranal a un medio que contiene sacarosa 250 mM, Tris/HC! 10 mM pH 7.0,
carbonilcianuro 3-cloro-fenilhidrazona (CCCP) 7 uM, ATP/Tris pH 7.0 10 mM,

cloruro de magnesio 10 mM y lisofosfatidilcolina 100 nM en un volumen total de
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1504, Se incubd a 30°C durante 1 h, al término de la cual se detuvo la reaccién
por la adicidén de 150 ul de reactivo A (dodecil sulfato de sodio al 24%). Después
se agregaron los reactivos para desarrollar color: 300 ul de reactivo D que
consiste de la mezcla 1:1 del reactivo B (acido ascérbico 12% en HCI 1N) y
reactivo C (molibdato de amonio 2% en HC! 1N) y 450 ul de reactivo E (citrato
de sodio 2% y metarsenito de sodio 2% en acido aceético al 2% en agua), el cual
se adicioné a los 3-7 min de haber anadido el reactivo D. Las muestras se
incubaron durante 20 min a temperatura ambiente y se hicieron las lecturas de
absorbencia a 850 nm. Habiendo realizado la curva patrén con 10 a 60 nmoles
de fosfato, la actividad de las ATPasas se midio como la liberacion de fosfato

inorganico expresado como nmoles de Pi/ mg proteina/ h.

Con el fin de identificar las membranas presentes en la muestra como
funcién de la actividad de sus ATPasas especificas. se anadieron al medio de
hidroélisis diferentes inhibidores de actividad de ATPasa., que se enlistan a

continuacién:

Tabla 4.3. Concentraciones de inhibidores especificos de enzimas con
actividad de hidrdlisis de ATP.

Inhibidor Enzima inhibida Concentracion final
Tris-NO; ATPasa de tonoplasto 200 mM
Na;VO, ATPasa de membrana 200 uM

plasmatica
NaN; ATPasa mitocondrial 2mM
Nas;MoO, Fosfatasas acidas 0.5 mM

Dado que las concentraciones finales de inhibidor estaban reportadas
para embriéon de maiz. se realizé una seleccidon de concentraciones 6ptimas de

los inhibidores para capa de aleurona, lo que se muestra en los resultados.

i
H
i
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4.6.2. CiTOCROMO C REDUCTASA COMO MARCADOR DE MEMBRANA DE RET/cuLO

ENDOPLASMICO.

La reduccién del citocromo C por la accién de la citocromo C reductasa se midid
por el incremento en la densidad éptica a 550 nm. La reduccidn es lineal durante
un minuto, pero disminuye mas rapido cuando mas del 40% del citocromo C ha

sido reducido, (Mahler R., 1955 ).

Medimos la actividad de la enzima pura (Citocromo C Reductasa porcina,
SIGMA Chemical Co.) a diferentes concentraciones de citocromo C oxidado,

para establecer la concentracidn saturante de este sustrato para la enzima,

{Figura 4.1).

Adiividad (X10-3)
ymol Cit C red/min
[A)

o T T r—
o] 50 100 150 200
Concentracion Cit C oxidado
(LM,

Efecto de la variacién de la concentracion de citocromo C oxidado

Figura 4.1.
en la actividad de la citocromo C reductasa.
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De la Figura 4.1, podemos ver que la concentracién éptima de citocromo !

C para el ensayo resultdé de 180 uM.

También medimos la actividad de la enzima con diferentes cantidades de
proteina del homogenado sin nucleos, para determinar la minima cantidad de

proteina necesaria para detectar la actividad de la enzima, (Figura 4.2).

Dentro de la zona lineal de la curva, seleccionamos la cantidad de 20 ug
de proteina. pues con ésta se registro una actividad considerable para llevar a 5
cabo nuestros ensayos. Se conservaron los 20 pg de proteina para todas las

fracciones.

7 4
6 //-
1 1
) 5 :
2 g
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B2 *1 -
:s% 34 .
ZE .1 "
14 ¢ :
-
Q ——— — v T T
0 20 40 60 0 100 120 140

g proteina H-N

Figura 4.2. Variacion de la cantidad de proteina de la fraccion H-N para la
actividad de la citocromo C reductasa.

i
§
H




4. NMateriales y Métados 37

Finalmente. el medio de reaccion en un volumen total de 1 ml! contuvo:

Tabla 4.4. Concentraciones finales de los componentes del medio de reacciéon
para determinar la actividad de la citocromo C reductasa.

Reactivo Concentracion final
Citocromo ¢ (oxidado) 180 nM
NADPH 3mM
Cianuro de potasio 5 mM
Antimicina 1.4 pM
Amortiguador Fosfatos pH 7.2 50 mM

La reaccion se inicié anadiendo 20 pug de proteina de H-N, FS o FIl. Se
leyd el incremento de la absorbencia a 550 nm cada 10 s durante 1.5 min en un
espectrofotometro SHIMAZDU UV160U. De la pendiente de la curva obtenida se
calculd la actividad especifica expresada como nmoles de citocromo C reducido
por minuto por mg de proteina. El coeficiente de extincién del citocromo C a

550 nm es 18.5 cm?/umol.

4.6.3. CiTOCROMO C OXIDASA COMO MARCADOR DE MEMBRANA MITOCONDRIAL

La oxidacidn de! citocromo C catalizada por la citocromo C oxidasa se midid
espectofotomeétricamente por la disminucidén de la absorbencia a 340 nm a 25°C

(Green, et al.1963).

Para determinar las condiciones optimas para el ensayo, se midid la
actividad de ila citocromo C oxidasa pura (SIGMA Chemical Co.) variando la

concentracion de citocromo C reducido, (Figura 4.3).
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Pudimos observar que la concentracion de citocromo C reducido a la que

la enzima se encuentra saturada es de aproximadamente 10 pM.

la cantidad de proteina necesaria de

Por otra parte, medimos
la actividad de la enzima,

homogenado sin nucleos para poder detectar

(Figura 4.4).

La cantidad optima de proteina de H-N para medir la actividad de la
enzima resultd de 10 pg. Por ello, empleamos esta misma para todas las

fracciones, con fines de estandarizacion.
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Figura 4.3. Efecto de la variacién de la concentracion de citocromo C reducido

en la actividad de la citocromo C oxidasa.
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Figura 4.4. Variacién de la cantidad de proteina de la fraccion H-N para la
actividad de la citocromo C oxidasa.

Finalmente, el medio de reaccién en un volumen total de 1 ml contuvo:

Concentraciones finales de los componentes del medio de reaccion

Tabla 4.5.
para determinar la actividad de la citocromo C oxidasa.
Reactivo Concentracion final
- Citocromo ¢ (reducido)® 12.6 pM :
NAD® 361 uM :
- Buffer Fosfatos pH 7.2 50 mM

“ Este reactivo se prepard afiadiendo 1 ml de una discluciédn 1 M de acido ascarbico a 10 mg de
citocromo ¢ oxidado. El citocromo ¢ reducido obtenido se dializd durante 20 hs en 4 | de agua

desicnizada a 4°C.

BRRT b ke b e i N
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La reaccion se inicid anadiendo 10 pg de proteina de H-N, FS o FI. Se
leyé el decremento de Ia absorbencia a 340 nm cada 10 s durante 1.5 min en un
espectrofotometro SHIMAZDU UV1G0U. De la pendiente de la curva obtenida se
calculd la actividad especifica expresada como nmoles de Citocromo C oxidado
por minuto por mg de proteina. El coeficiente de extincion del NAD® a 340 nm es

6.22cm? /prmol.

4.6.4. GLUCAN SINTETASA Il (GSI) COMO MARCADOR DE MEMBRANA PLASMATICA

La actividad de la glucan sintetasa Il fue medida como la incorporacién de UDP-
[H’]-glucosa a un poliglucano, en este caso la celobiosa. De acuerdo a la
metodologia consuitada (Walker, et al. 1993), la cantidad de proteina necesaria
para determinar la actividad de esta enzima era de 1 ug, asi como también la
muestra se colocaba sobre un papel fiitro Whatman 3MM., donde se lavaba

varias veces con una mezcla de metanol/cloroformo.

En los primeros ensayos utilizamos esta técnica, sdlo que usamos 10 pug
de proteina. Sin embargo, las actividades obtemidas para las muestras
resultaron iguales o mas bajas que aquellas obtenidas para los blancos. En
principio pensamos que teniamos problemas con los lavados de la muestra y
que no estabamos eliminando la radiactividad inespecifica de la reaccién. Por
ello, decidimos madificar la forma de lavar los filtros con la muestra. Esta vez,
lavamos los filtros con una mezcla de 150 ml de etanol y 350 mi de acetato de
amonio 0.5 M pH 3.6. (Kauss, et a/. 1883); asi como también, agregamos 0.5 mg
de celulosa solida para arrastrar ei oligosacarido sintetizado. No obstante,
volvimos a tener los mismos resultados. Probablemente, con estos lavados, los
carbohidratos en la mezcla de reaccion pasaban a través del filtro y sdélo

conservabamos la radiactividad inespecifica.
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Segun reporta Ray (1979),. dado que la cantidad de material particulado
presente en la muestra es muy pequena, para detener la reaccion se anade
etanol al 70% para precipitar los carbohidratos. Anadimos también UDP-glucosa
2 mM para eliminar la radiactividad inespecifica; ademas de que se deben
agregar 100 pg de proteina de membranas enzimaticamente inactivas, que
funcionan arrastrando los oligosacaridos. Optamos por no emplear papel filtro
para poner la muestra, sino que la pastilla formada después del ultimo lavado
con etanol al 70% se resuspendio en 300 pl de la misma disolucién y se anadid

directamente al vial con el liquido de centelleo.

Con esta metodologia. se realizd un experimento en el que se emplearon
diferentes cantidades de proteina de FS (donde esperabamos la mayor actividad
de GSH) para establecer la minima cantidad de proteina requerida para ei
ensayo. Ya que otra posible causa por la que el ensayo no estaba resultando

bien era la cantidad de proteina que estabamos empleando (Figura 4.5).

Con este experimento. comprcbamos que 10 pg de proteina no era
suficiente para obtener actividades detectables de la glucan sintetasa . Asi, en
los ensayos posteriores utilizamos 200 pg de proteina de todas las fracciones

(FS, Fly H-N).

Finalmente, el medio de ensayo contenia en un volumen total de 200 ul:

Tabla 4.6. Concentraciones finales de los componentes del medio de reaccién
para determinar la actividad de la glucan sintetasa.
Reactivo Concentracion final
HEPES-KOH (pH 7.25) 50 mM
Sacarosa 330 mM*?
Digitonina 0.006%
16.0%"

Glicerol
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Tabla 4.6. Concentraciones finales de los componentes del medio de reaccidon
para determinar la actividad de la glucan sintetasa (Continuacién),

Reactivo Concentracion final
Ditiotreitol (DTT) 2mM
Espermina 2 mM
Celobiosa 20 mM
Cioruro de calcio 0.2 mM
uDPG 2mm

20 GBg/mol

3
UDP-["H] glucasa
* Se consigero que las vesiculas de membranas se encontraban resuspend:das en un buffer que
contiene ghcerol y sacaresa. de manera tal que sélo se agrego el ghcerol y la sacarosa necesarna
para alcanzar las concentraciones finales indicadas

inicid con ila adiciédn de 200 npg de proteina de las
Se incubd durante 30 min a 25°C. La reaccidn se

tLa reaccion se

fracciones H-N, FS o FI.
detuvo por la adicion de etanol al 95% hasta llegar a una concentracién final del

70%. Esto se realiza con el fin de precipitar los oligosacaridos sintetizados por

accion de la enzima.

Se anadieron 100 pg de proteina de membranas enzimaticamente
inactivas (fraccion microsomal hervida durante 10 min) y se centrifugd por 1 min
a 13000 RPM. Se elimind el sobrenadante. La pastilla formada se resuspendid y
lavé en 300 pl de etanol al 70% y 2 mM UDPG, repitiendo el procedimiento
anterior tres veces. La pastilla finalmente se resuspende en 300 ul de la misma
disolucion y se transfiere a un vial con 5 ml de liquido de centelleo. Se contd la

radiactividad incorporada a la muestra en un Liquid Scintillation Counter
Beckman LS6000 IC. La actividad especifica se expresé en nmol de glucosa
incorporada por minuto por mg de proteina que se calculd a partir de la

radiactividad especifica contenida en la mezcla de reaccion.
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Figura 4.5. Variacién de la cantidad de proteina de la fraccion FS en la
actividad de |a glucan sintetasa li.




5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. SELECCION DE LA CONCENTRACION OPTIMA DE L.OS POLIMEROS EN EL SISTEMA DE
REPARTO DE FASES

La purificacion de membrana plasmatica por medio de un sistema de reparto en
dos fases de Dextran/polietilénglicol (PEG) ha mostrado ser un método cuya
eficiencia es por mucho mayor a la de los métodos tradicionales, como lo es la
centrifugacidon en gradientes de sacarosa. La superioridad del reparto de fases
reside en el hecho de que la separacién de las vesiculas membranales se
realiza en funcion de sus propiedades superficiales. La centrifugacidon en
gradientes de sacarosa separa las vesiculas membranales de acuerdo a su
tamano o densidad. La densidad de ta membrana plasmatica (1.14-1.17 g/m!) es
muy similar a la de las membranas mitocondriales (1.15-1.17 g/ml), membranas

54
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de aparato de Golgi (1.12-1.15 g/ml), asi como la del reticulo endoplasmica
rugoso (1.15-1.17g/m}), por lo que la separacién en este tipo de gradientes no es
muy eficiente. Por otrao parte. las propiedades superficiales de la membrana
plasmatica son muy diferentes de las de las membranas intracelulares. Por lo
que con una concentracion oOptima de! sistema de dos fases, se pueden obtener
preparaciones de vesiculas de membrana plasmatica de alta pureza localizadas
en la fase supenor del sistema, que corresponde a la de PEG

(Larsson, et al. 1987).

Con el fin de determinar las condiciones optimas para la separacion, se
varid la concentracion de los polimeros del sistema de fases. De la literatura,
escogimoes una concentracion de 6.2% Dextran/PEG (Sanchez-Nieto, 1394), que
nos sirvid como base para preparar varios sistemas de reparto en

concentraciones menores y mayores a esta concentracion inicial.

E! reparto de fases se realizoe en sistemas que consistieron en la mezcia
de los polimeros a las diferentes concentraciones (con un peso totalde 2.7 g) y
una cantidad de proteina (de la fracciéon de homogenado sin ndcleos o H-N)
similar para todos los sistemas preparados. y suficiente para que el peso del

sistema fuerade 36 g

Después de llevar a cabo el reparto de fases y recuperar las vesiculas
membranales obteridas en la fraccion superior del sistema (FS). determinamos
la cantidad de proteina recuperada en cada una de estas fases. La proteina
representa una medida indirecta de la cantidad de vesicuias membranales

presente en la fase (Tabla 5.1).

Como podemos observar en la tabla, la cantidad de proteina, y por tanto,
la cantidad de vesiculas membranales recuperadas varia en funcién de la
concentracidén de polimeros utilizada. ElI mayor rendimiento en la recuperacion
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de vesiculas membranales lo obtuvimos a una concentracion de 6.5% Dextran/
6.5% PEG. Los experimentos posteriores, por lo tanto los realizamos con esta

concentracion de polimeros.

Tabla 5.1. Efecto de la variacién de la concentracién de los polimeros en la
recuperacion de proteina en FS.

Concentracion Proteina recuperada Recuperacion
Dextran/PEG (%) (ng) (%)
5.5 - -
6.2 2736 1.71
6.5 648.4 4.05 ;
7.0 1936 1.21 i

¥ A esta concentracion de polimeros No hubo separacion de fases

5.2, DETERMINACION DE LA CANTIDAD OPTIMA DE PROTEINA A CARGAR EN EL SISTEMA
DE FASES.

La cantidad de proteina cargada en los sistemas de fases es importante en
cuanto a que influye en la eficiencia de separacion y recuperacion membranal
(Sanchez-Nieto,1994). Por ello, a un peso fijo de sistema de fases se le

adicionaron diferentes cantidades de proteina. Después de mezclar y separar .
las fases. en cada una de estas se cuantificé proteina, la cual refleja la eficiencia :

en la separacion y recuperacion de membranas (Figura 5.1).

El porcentaje de proteina recuperada en la fraccidn superior (FS), que
corresponde a la fase enriquecida en membrana plasmatica, varidé dependiendo
de la cantidad de proteina adicionada al sistema. Cantidades de proteina
menores alos 2 mg disminuyeron notablemente la recuperacion de proteina en
FS. Sin embargo, la recuperacidén no se incrementd al aumentar la cantidad de
proteina cargada en el sistema, mas aun cantidades mayores de 2.5 mg

LB iRy s meem st
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disminuyeron la eficiencia de la recuperacion. Esto sugiere que la capacidad de
reparto del sistema se saturd (Figura 5.1).
La cantidad de tejido utilizada para cada experimento fue de 150

aleuronas. En promedio, la cantidad de proteina obtenida en el sobrenadante de

5000 x g. que corresponde a una fraccién de homogenado sin nicleos o H-N,

fue de 13 mg.

% Protelna recuperada en FS
fs ]
—p
[ ]

3
2 -
1 —r v J T 7
1.5 20 25 30 3s 4.0
Proteina cargada en el sistema
(mg)

Efecto de la proteina cargada en el sistema de fases en la

Figura 5.1.
eficiencia de la recuperacion membranal. Ei sistema de fases fue de 2.7
g y se ajustd a un peso de 3.6 g con proteina de Ia fraccion cruda (H-N)

Sin embargo, la concentraciéon de proteina recuperada (pg/ul) en cada

experimento varié (Tabla 5.2), aun cuando la proporcién de tejido a

amortiguador utilizada en la homogenizacién fue constante. Esta variacién se
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debid al hecho de que el volumen recuperado después de centrifugar a
5000 X g en cada experimento fue diferente. Debido a esta variacién, el volumen
de homogenado (realizado en TrisfHCI 70 mM) cargado en el sistema de fases
fue distinto y por tanto el peso del sistema se tuvo que ajustar a 3.6 g con un
amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.8 conteniendo KClI 3 mM. Como
consecuencia. la concentracion de K° y CI' en el sistema variaron de
experimento a experimento (Tabla 5 2). Se ha reportado que la eficiencia de la
separacion y recuperacioén del sistema varia con la concentracién de estos iones
{Gibrat. et al.1990 y Larsson,et al). Por lo anterior fue necesario analizar si la
eficiencia de separacién y recuperacion del sistema era diferente en los diversos
experimentos. En la tabla 5.2, se observa que la concentracion de K* en el
sistema no varié de manera importante (2.25 a 2.86 mM), mientras que la de CI’
si cambid de manera significativa (15.7 a 22.8 mM). Sin embargo. la cantidad de
proteina recuperada en FS, expresada como porcentaje del total cargado, no se

modificé de forma significativa.

Tabla 5.2. Efecto de la concentracion final de K° y CI' en la eficiencia de
reparto y recuperacion de proteina membranal

Proteina Concentracién de  Buffer de [(238] crj Proteina

cargada Proteina en H-N ajuste final fina! recuperada
mg mg/mi mi mmM mM Yo
2.00 1.70 0.048 2.35 22.8 5.57
2.22 1.77 0.014 2.28 24.4 6.90
1.90 2.05 0.276 2.86 17.9 4.06
1.95 2.41 0.057 2.60 15.7 4.01
1.80 1.98 o} 2.25 17.8 5.68

El peso de los sistemas fue escalado a 3.6 g. asi como también se calculd cantidad de buffer de
ajuste anadida al sistema en funcidon de este peso.
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5.3. RENDIMIENTO DEL AISLAMIENTO DE LAS VESICULAS MEMBRANALES

Una vez seleccionada la concentracidn de los polimeros y la cantidad de
proteina édptima a cargar. los sistemas de fases preparados fueron escalados a
sistemas mayores; y se estudié si esta modificacidn afectaba las caracteristicas
del sistema en cuanto a recuperacidn y distribucidbn de las vesiculas

membranales (Tabla 5.3).

La proteina total recuperada después del reparto de fases se conservé
alrededor del 12%. En general, 1a cantidad de proteina membranal en la fraccién
inferior (F1) fue entre 30 y 50% mayor que en la FS, con excepcién de dos
experimentos en los que se encontrd igual cantidad de proteina membranat en

ambas fases (Tabla 5.3).

Tabla 5.3. Recuperacion y distribucion de la proteina después del reparto de

fases.
Peso del Proteina Proteina Proteina Proteina total
sistema cargada recuperada recuperada recuperada del
(H-N) (FS) F) reparto
g mg ug K Hg Yo Yo
7.2 4.00 223.0 557 2947 7.36 12.93
72 4.45 307.5 6 90 2657 590 12.80
12.0 6.30 2560 4.06 464.0 7.36 11.42
12.0 6 50 261.0 4.01 520.0 8.00 12.01
36.0 18.00 1.024.0 568 788.0 4.30 12.05

5.4. AcTiVIDAD DE ATPASAS COMO MARCADORES DE MEMEBRANA

La pureza de las membranas obtenidas en FS se determind utilizando las
ATPasas de diferentes membranas como marcadores. Medimos entonces la
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actividad de las ATPasas de tonoplasto, de membrana plasmatica y de
mitocondria, asi como la de la fosfatasa Acida. Esta determinacion se realizd
midiendo la actividad de hidrélisis de fosfatos cuando se anadia un inhibidor
especifico para cada una de las ATPasas. Esto, por lo tanto., nos daba una
medida indirecta de la actividad de cada tipo de ATPasa. Esta se calculd por la
diferencia entre la actividad total (medida en ausencia de inhibidor} y la medida
en presencia del mismo (cuya concentraciéon fue simitar a la reportada en la
literatura, Sanchez-Nieto, et al. 1994). Los resultados de las primeras
determinaciones se muestran en [a Tabla 5.4. Cabe aclarar que en cada tabla se
muestra un experimento diferente, ya que la cantidad de proteina obtenida en

FS y Fl es limitante.

Tabla 5.4. Determinacion de !a actividad de ATPasas de las diferentes
membranas en FS (Experimento 1).

Tipo de Inhibidor Concentracion Actividad % Actividad®
ATPasa {m) (nmoles Pi/h)
Tonoplasto KNO; 100 n.d. nd.
Plasmatica Na,VvO, 0.15 51.8 28.7
Mitocondrial NaN; 1.0 30.2 16.7
Fosfatasa Na MoQ, 1.0 21.0 11.6
Calculada 103.0 57.0
Total 180.0 100.0

TSe tomo como 100% la actividad de ATPasa determinada en ausencia de inhibiccres

La actividad total de ATPasa presente en FS fue 43% mayor que la
calculada cuando se suma la actividad de cada una de las ATPasas
determinadas en la fraccion (Tabla 5.4). Esto sugiere que la concentracién de
los inhibidores no fue la adecuada para suprimir totalmente cada tipo de ATPasa
o que el K utilizado como contraién en el inhibidor de 1a ATPasa de tonoplasto
estuviese activando a las otras ATPasas. Este efecto activador del K” ya ha sido
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descrito para otros sistemas en los cuales se determina actividad de ATPasas,

(Gibrat, et al. 1980).

Efccto de la variacidén en las concentraciones de los inhibidores en

Tabla 5.5.
la actividad de las diferentes ATPasas en la fraccion H-N.

Tipo de ATPasa Inhibidor Concentracion Actividad “ Actividad
{mn) {(nmoles Pi/h)
TONOPLASTO TRIS/NO, 500 315.15 8 05
100.0 530 30 135
200.0' . 712.12 18.2
PLASMATICA Na,VO,
004 375.75 9 60
008 666 66 17.01
0.10 639 40 16.31
0.15 748 50 19 09
020 1087.9 27.75
o 30 981 BO 2504
MITOCONDRIAL NaN,
10 na? nd
20 ) 2815 7.2
5.0 386 386
FOSFATASA Na,MoO,
0.50 430.3 10 98
10 397.0 1013
20 3394 866
TOTAL® 39212 100
621

Calcuiado
T Las ceidas sombreadas representan las concentraciones de inhibider seleccicnadas como

optimas La suma de los porcentajes de actividad obleridos ccn estas concentraciones
representan el total de actividad calculado

?n.¢. no detectable
? Determinada en ausencia de intibidores

Para seleccionar la concentracion éptima de inhibidor para cada una de
las ATPasas, se determind la actividad de estas enzimas en presencia de
diversas concentraciones de su inhibidor en la fraccion H-N (Tabla 5.5).
Ademas, para evitar el posible efecto activador del K*, se utilizé TRIS/NO; como

inhibidor de ATPasa de tonoplasto.

De nuevo, la actividad total fue mayor que la calculada, sugiriendo que en
el homogenado hay actividad de nucleotidasas, las cuales son capaces de
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hidrolizar al ATP, pero no son inhibibles por ninguno de los compuestos

utifizados como inhibidores.

Con la concentracion de cada inhibidor a la cual se obtuvo la mayor

actividad se determind de nuevo la distribucién y recuperacion de proteina; la

actividad de ATPasa durante el proceso de purificacion (Tabla 56); y la

composicion membranal de cada una de las fracciones.

En la tabla 5.6, donde se muestran los resultados de dos experimentos

independientes, podemos observar que de la proteina extraida de las aleuronas
del 5 al 6% se repartio en FS, que tedricamente corresponde a aquella
enriquecida en membrana plasmatica: y aproximadamente 3% se localizé en Fl,
donde se localizarian principalmente membrana de tonoplasto y reticulo
endoplasmico. Alrededor del 3% de la actividad de hidrélisis de fosfato se

localizada en la fraccion de! sistema que correspondia a las

encontré
ta actividad de ATPasa distribuida hacia la parte

membranas plasmaticas.
inferior del sistema no fue reproducibie.

Distribucidn y recuperacidn de proteina y actividad de ATPasa

Tabla 5.6.
durante el proceso de purificacion.
Fraccion Exp. Proteina Actividad Recuperacién (%)
{mg) total® especifica Proteina ATPasa
H-N 2 13.88 36.827.8 2,653.3 100 100
3 11.98 20,594 .3 1.718.2 100 100
FS 2 0.88 1.101.0 1.251.1 6.3 3.0
3 0.59 581.0 984.8 4.9 2.8
Fi 2 0.67 867.2 1.294.4 4.8 2.4
3 0.16 172.1 1,075.7 1.36 0.8

"La actividad total esta dada en nmoles Pi/ h. La actividad especifica esta dada en nmoles Pi/ h
mg proteina. El reparto de fases para ambos experimentos se realizé en las mismas condiciones:

asi como la determinacion de ia actividad de ATPasas.
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También, podemos observar (Tabla 5.6) que mas del 90% de actividad de
hidrélisis de fosfato se pierde durante el reparto de fases, ya que la actividad
total de estas enzimas detectada en FS y Fi suma tan sdélo de 3 a 6% de la
medida en el H-N. Esto podria deberse a que la mayor parte de actividad en el
H-N se debe a fosfatasas solubles y/o vesiculas membranales que al pasar por

el reparto quedan disueltas en el lavado de los polimeros de las fases

Para demostrar si cada una de las fracciones del sistema estaba
enriquecida en un tipo de membrana, se determind la actividad de la ATPasa
caracteristica de cada tipo membranal. Los resultados (Tabla 5.7) indican que
del total de ATPasa determinada en presencia de los diversos inhibidores, la
fosfatasa contrnibuye, dependiendo de la fraccion y la repeticidn analizada, desde
el 3% hasta el 76%. Asimismo, la distribucion de actividad sensible a NO, y la
sensible a VO,> es similar en ambas fases, lo que indica que ninguna de ellas
esta enriquecida en algun tipo de membrana celular. Por otro lado. en general.
la actividad de la membrana mitocondrial fue menor del 35%, o bien, no se
detecto. En la tabla 5.7, también se puede ver que la suma de la actividad de las
diferentes ATPasas fue mayor que la determinada como ATPasa total

(Tabla 5.6).

Solo en el experimento 2 (Tabla 5.7), la actividad de ATPasa calculada en
FS como actividad total es menor que la actividad total medida en ausencia de
inhibidor. Sin embargo. este comportamiento no se repite en ningun otro caso.
Por ejemplo, para el experimento 3 (Tabla 5.7). la suma de las actividades
totales calculadas de las diferentes ATPasas para ambas fases sobrepasa el

valor de actividad medido

Dado que de los dos experimentos realizados, uno indica que la actividad
de la ATPasa en FS ha sido sobreestimada y el otro que ha sido subestimada lo
que se hizo fue repetir el experimento midiendo sélo la composicion de ATPasas
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en FS (Tabla 5.8).

Tabla 5.7. Determinacion del tipo de membranas y su abundancia en cada
fraccion del sistema de fases.

Tipo de FS Fl
membrana 27 37 2 3
Act®  %Act.  Act. % Act. Act. % Act.  Act. Y%Act.
Tonoplasto 3520 320 5309 540 4746 540 720 41.0
Plasmatica 321.7 292 2923 29.7 5323 606 51.8 29.5
Mitocondrial nd.? nd. 84.3 85 3201 36.4 — -
Fosfatasa 37.0 3.3 3247 329 1506 17.1 134.3 76.6
Sumatoria 7107 645 12322 1251 1477.6 168.1 258.1 147.1
Totai* 1101.0 100.0 984.8 100.0 877.6 100.0 175.3 100.0
%Diferencia -35 +25 +68 +47

“TExpenmentos independientes
? Actividad total dada en nmoles P/ h
3n.d. no detectable
“ Determinada en ausencia de inhibidores

De nuevo la actividad de ATPasas fue mucho mayor que la determinada
experimentalmente en ausencia de los inhibidores (Tabla 5.8). Tomando en
conjunto los resultados de la Tabla 5.8 (FS) y la Tabla 5.9 se puede concluir que

ta magnitud del incremento no fue constante.

Este tipo de resultados se puede explicar si los inhibidores estan
realizando un efecto cruzado inespecifico en la actividad de las ATPasas. Por
ejemplo, podria ser que cada tipo de inhibidor suprima con diferente grado de
especificidad la actividad de las diversas ATPasas de tal forma que en presencia
de inhibidor se esté manifestando mayoritariamente un tipo de ATPasa; pero
también una fraccién de las otras. Esto nos lleva a sobreestimar la actividad de
cada tipo de ATPasa. Por otro lado, este tipo de resultado podria también ser
producto de la presencia de una nucleotidasa presente en alguno de los tipos de
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membrana o asociada de manera inespecifica.

Tabla 5.8. Abundancia de ATPasas en FS.
Tipo Actividad (nmoles Pi/h) YeActividad
membranal Exp. 4 5 4 5
Tonoplasto n.d. 123.7 n.d. 79.4
Plasmatica 131.1 137.0 89.2 88.0
Mitocondrial 44.1 78.6 30.0 50.5
Fosfatasa 73.0 86.3 49.6 554
Sumatoria 248.1 425.6 168.8 273.3
Total determinado 147.0 155.7 100.0 100.0
Diferencia +68.8 +173.3

Por otra parte, se determind la actividad de las ATPasas en la fraccion

FS, (Tabla 5.9). Esta fraccion se obtuvo al hacer pasar una FS a través de otra
la mezcla de polimeros se separd previamente

mezcla de fases donde
anadiendo agua en vez de homogenado sin nucleos. Una vez realizado esto, se

elimind la fase superior de esta mezcla y se reemplazd con la fracciéon superior
de un sistema de fases corrido con proteina de H-N. Se encontrd que en efecto
la actividad de la ATPasa de la membrana plasmatica fue aproximadamente un
20% mas alta que la de la fraccion FS. Esto era de esperarse dado que las
membranas estan siendo sometidas a otro paso de purificacion. La actividad
total de la membrana plasmatica representa alrededor del 50% (exp. 5 y 6). pero
encontramos discrepancia con el experimento 7, donde tenemos un 90% de
actividad de esta enzima. Ademas, hubo diferencias importantes en cuanto la
actividad de las otras ATPasas, es decir que no encontramos una tendencia
definida en su comportamiento. Por ejemplo, en los experimentos 5§ y 6 no
detectamos ATPasa mitocondrial, mientras que en el 7 encontramos un 40% de
actividad de esta enzima. Por otra parte la actividad de la ATPasa de tonoplasto
fluctuaba desde el 4 al 66%, asi cormo también se detectd contaminacion por
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fosfatasas. Por ello, seguimos pensando que a pesar de haber realizado dos
pasos de purificacion de la membrana plasmatica, no pudimos establecer la
pureza de nuestra preparacion a través del uso de las ATPasas de membrana
como marcadores. En el caso de FS;, volvemos a observar que las actividades
totales medidas no coinciden con la sumatoria de las actividades de las
ATPasas medidas por separado con inhibidores. En este caso, sole tenemos un
expernimento en el que !a actividad medida es mucho menor que la sumatoria de
las actividades. En los experimentos 5 y 6, la diferencia de las actividades no es
muy grande, por lo que quizas lo podriamos explicar como error experimental.
Sin embargo. el hecho de que ésto mismo haya sucedido para las
determinaciones de actividad para FS, sugiere que es factible que exista otra

razén para este comportamiento.

Tabla 5.9. Determinacion de la actividad de ATPasas de las diferentes
membranas en la fraccion FS;.

Fraccion Actividad total Y Actividad
FS,; ) 6 7 S 6 7

Tonoplasto 13.4 82.1 66.0 3.6 27.6 66.0
Plasmatica 168.0 174.0 91.3 450 52.2 91.3
Mitocondrial nd.? n.d. 41.4 n.d. nd. 41.4
Fosfatasa 141.7 nd. 80.0 38.0 nd. 80.0

Sumatoria 323.1 266.1 288.7 86.6 79.8 288.7
Total medida 373.3 333.0 100.0 100 100 100
% Diferencia -13.0 -20.0 +188.0 -13.4 -20.2 +88.7

"La actividad total esta dada en nmoles Pi/ h
?n.d. no detectable

Los resultados de distribucion de actividad de los diversos tipos de
ATPasas en la fraccion FS y FS; del gradiente se pueden clasificar en tres
grupos, de acuerdo a la diferencia entre 1a actividad de la ATPasa presente en el
sistema de fases y la calculada de la sumatoria de las actividades de cada tipo
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de ATPasa. Par ejemplo, en los experimentos 1 (Tabla 5.4), 5 (Tabla 5.7), 3y 4
(Tabla 5.8), la actividad total calculada es menor que la determinada en
ausencia de inhibidores, mientras que para los experimentos 3y 4 (Tabla 5.4), 6
{Tabla 5.7). y 7 (Tabla 5.8} la sumatoria de las actividades es mucho mayor que
fa medida sin inhibidores. Solo en el caso de! experimento 2 (Tabla 5.4) la

cantidad de actividad medida y la calculada coinciden.

Para explicar el hecho de que la actividad total sea menor que la
sumatoria de ias actividades medidas por separado. pudiese suceder que los
inhibidores ademas de suprimir Ia actividad de su respectiva ATPasa estuviesen

estimulando la actividad de hidrolisis de fosfatos de otra ATPasa o fosfatasa.

Existe evidencia que muestra gque el K* (Gibrat, et al. 1990) y el NOy
desde una concentracién de 50 mM (Joaquim, et al. 1994) estimulan la actividad
de la ATPasa de membrana plasmatica. La activacion que pudiese haber habido
por el K” quedo descartada a! momento de haber cambiado el inhibidor de la
ATPasa de tonoplasto de KNO, a TRIS/NO,. Sin embargo, la concentracidén de
NO; empleada en el ensayc es cuatro veces mayor que la concentracidon
minima reportada para que este cation estimule la actividad de !'a ATPasa de la
membrana plasmatica. Por ello, es factible que al inhibir a la ATPasa de
tonoplasto no hayamos medido su actividad real por tener hidrélisis de fosfatos

adiciona! por parte de la ATPasa de membrana plasmatica.

Ademas. se ha reportado que el cloruro puede estimular la actividad de
tas ATPasas de reticulo endoplasmico y tonoplasto hasta en un 37% y 19%,
respectivamente (Joaquim, et al. 1994). La concentracidn de cloruros presente
en el buffer de resuspensién de las vesiculas membranales es de tan solo 5 mM
de TRIS/ HCI, asi como el medio de hidrélisis de fosfatos del ensayo contiene
10 mM de MgCl,. No obstante., la activacion de las ATPasas del reticulo
endoplasmico y tonoplasto por este catién se da a concentraciones mayores de
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20 mM. Por esto uitimo podemos descartar la posible activacién de estas

enzimas por efecto de los cloruros.

Esta posible activacion cruzada de las diferentes ATPasas por la
presencia de ciertos iones. podria responder al porqué la actividad total medida
es menor a aquella obtenida de la suma de las actividades individuales de cada
ATPasa. Ya que al estimular alguna actividad de hidrélisis de fosfato, la
actividad de la ATPasa inhibida parece ser menor que la real, puesto que esta
ultima se obtiene de la diferencia entre la actividad total y la actividad de todas
las ATPasas y fosfatasas no inhibidas. lo que seria equivaiente a detectar una

inhibicidon parcial de la ATPasa.

Por otra parte, existe el caso en el que la actividad total medida es por
mucho mayor a la sumatoria de las actividades individuales. Esto seria indicio de
que existe cierta hidrélisis de fosfatos que no es suprimible con ningun inhibidor

empleado en nuestro ensayo

Como ya se menciono, las fosfatasas son enzimas solubles cuya
presencia en la muestra es aleatoria. En la capa de aleurona se han
caracterizado nueve isoenzimas de la fosfatasa acida. Tres de ellas se encargan
de la movilizacion del fitato, por lo que se encuentran frecuentemente asociadas
a los cuerpos protéicos. Otras dos se encuentran principalmente en la parte
interna de la pared celular y al parecer la presencia de acido giberélico estimula
la digestion de pequefas porciones de pared celular por donde estas fosfatasas
salen al espacio periplasmico. Las ultimas, por su parte, son citoplasmicas y
pueden o no ser secretadas por la induccién con acido giberélico
(Gabard, et al. 1986).

Como podemos ver en los resultados, la contaminacion por fosfatasas no
es constante para todas las preparaciones. Dado que nuestro método de
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la pared celular, como lo

homogenizacién no garantiza la eliminacién total de
de ésta podria quedar

haria un método enzimatico., pequenas particulas

las vesiculas membranales. Asimismo, pueden existir cuerpos

adosada a
acceso def MoOf' a las

protéicos en nuestra preparacion. Probablemente, el
fosfatasas asociadas a la pared celular y a los cuerpos protéicos es dificil, por io

que no llegan a ser inhibidas y detectamos hidrolisis de fosfatos adicional.

La activacion cruzada de las ATPasas y la hidrolisis de fosfatos por
fosfatasas contaminantes no inhibidas pueden ser simultaneos, por lo que
y pudiésemos tener

esperariamos que sus efectos se contrarrestaran

actividades totales medidas similares a las calculadas. No obstante, esto no es

1o que muestran los resultados. La contaminacion con fosfatasas es muy
variable; si ésta es muy alta podria sobrepasar el efecto de la activacién cruzada

por lo que tenemos porcentajes de activacidn muy por encima del 100%

Todo esto nos llevo a pensar que el uso de las ATPasas de membrana
como marcadores no era muy confiable para determinar exactamente el
rendimiento del aislamiento y la pureza de las membranas. Esta metodologia,
sin embargo, nos puede dar una idea aproximada de qué tanta contaminacion
por actividad de fosfatasas tenemos en las preparaciones, asi como de qué

tipos de membranas existen en las muestras. No obstante. esto nos indicd que
era necesario implementar la medicion de otras enzimas marcadoras de
membrana que nos permitieran establecer la eficiencia de la purificacion de

nuestro método.

5.5 DISTRIBUCION DE LAS ENZIMAS MARCADORAS DE MEMBRANA MITOCONDRIAL,
RETICULO ENDOPLASMICO Y PLASMATICA EN LAS DIFERENTES FRACCIONES DEL

REPARTO DE FASES

En la tabla 5.10, se muestra la distribucién de la actividad de la citocromo C
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oxidasa (marcador de membrana mitocondrial), en tas fracciones homogenado

total, homogenado sin nucleos, FS y Fli.

Podemos observar que perdemos el 86% de la actividad de la citocromo
C oxidasa desde la obtencidon del homogenado sin fraccion nuclear. Esto
significa que una gran porcion de las mitocondrias se sedimenta a 5000 RPM, o

bien que es arrastrada por particulas mayores como nucleos y fragmentos de

pared celuiar.,

Tabla 5.10. Distnbucion de las enzimas marcadoras de membrana mitocondrial
en las diferentes fracciones del reparto de fases.

Fraccion Actividad totalde Cit C Actividad especifica Cit C oxidasa
oxidasa (nmoles cit C ox/min) {nmoles cit C oxmin mg proteina)
H-T' 3.743.5 355.0
H-N 529.5 58.5
Fi 15.85 50.0
FS 14.5 73.5

H-T es el homogenado crudo obtemdo antes de la centnfugacién a 5000 RPM

Después del reparto de fases, perdemos 94% de |la actividad total de esta
enzima. La actividad restante queda repartida en las fases del reparto FS y FI
en un 48% y 52%. respectivamente. Podemos decir que las mitocondrias son
eliminadas eficientemente de la fraccién enriquecida de membrana plasmatica.
Ya que su actividad solo representa un 0.07% de la actividad presente en el

homogenado crudo y un 2.7% de la del homogenado sin nucleos.

Con respecto al reticulo endoplasmico (Tabla 5.11). después del reparto
de fases, perdemos 97.4% de la actividad total medida en el homogenado sin
nucleos. La actividad restante de la citocromo C reductasa se distribuye en las
dos fases del reparto, quedando 70% de ésta en Fl. Aparentemente, no
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logramos la eliminacién total del reticulo endoplidsmico en Ia fraccion enriquecida
en membrana plasmatica, ya que aun se detecta 1.8% de la actividad presente
en H-N. No obstante, se ha reportado la evidencia de que existe cierta actividad
de reductasa dependiente de NADH y NADPH asociada a la membrana
plasmatica de plantas (Crane, 1989) que puede ser detectada por la reducciéon
de citocromo C. Por ello, seria conveniente detectar la presencia del reticulo
endoplasmico por medio de otro marcador, ya que lo Que estamos considerando
como contaminacidon por este tipo de membrana pudiera ser esta actividad

reductora asociada a la membrana plasmatica.

Con respecto a la membrana plasmatica (Tabla 5.12), después del
reparto de fases, podemaos ver que perdemos mas del 70% de la actividad de la
glucan sintetasa Il que habia en la fraccidn de homogenados sin ntcleos. La
actividad restante la encontramos por completo en FS. Esto nos indica que, a
pesar de haber perdido una gran porciéon de la membrana plasmatica en el
proceso de purificacion, toda eila la tenemos en la fase del sistema en la que la
esperabamos. La actividad de esta enzima en Fl no fue detectable. Asimismo,
podemos observar que segun la actividad especifica de la enzima, hemos

enriquecido 4.5 veces la membrana plasmatica en FS.

Tabla 5.11. Distribucidon de las enzimas marcadoras de membrana de reticulo
endoplasmico en las diferentes fracciones del reparto de fases.

Actividad especifica Cit C reductasa

Fraccion Actividad total Cit ¢ reductasa
(nmoles cit C red/ min) (nmoles cit C red/min mg proteina)
H-T n.m.’ n.m.
H-N 204.7 54.0
Fl 9.1 27.7
FsS 3.8 10.0

n.m. no medida
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Estos resultados nos indican que en efecto enriquecimos FS del sistema
de reparno de fases con membrana plasmatica. No obstante, seguimos
detectando contaminacion de membrana mitocondrial y de reticulo

endoplasmico.

Tabla 5.12. Distribucidn de las enzimas marcadoras de membrana plasmatica
en las diferentes fracciones del reparto de fases.

Actividad total glucan Actividad especifica glucan
Fracciéon sintetasa Il sintetasa Il
(nmoles UDPGincorporado/ min) (nmoles UDPGincorporado/ min mg
proteina)
H-T n.m.’ n.m
H-N 18.1 0.038
Fi n.d.? n.d.
FS 4.88 0.175

Tn.m no medida
’nd. no detectada

Los resultados anteriores se encuentran resumidos en la tabla 5.13.

Tabla 5.13. Distribucion de la actividad de los diferentes marcadores de
membrana con respecto a la fraccién H-N.

% Actividad

Fraccidén Cit C oxidasa Cit C reductasa Glucan sintetasa ll
H-N 100 100 100
Fi 2.99 4.44 nd.’
FS 273 1.85 26.96

Tn.d. no detectatie.

Sin embargo, hay que considerar que no hemos medido aun la posible
contaminacidon con membrana de tonoplasto. Aun asi, pensamos que podriamos
aumentar la eficiencia del enriquecimiento en vesiculas de membrana
plasmatica, modificando una vez mas la concentracién de los polimeros; ya que
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la seleccidén de la concentracion de éstos para nuestro sistema fue realizada en
base a la recuperaciéon de proteina en FS. Por lo que ademas de considerar este

- parametro, se podria determinar la actividad de la GSIlI en la fraccidon superior de
diferentes sistemas de fases con distinta concentracién de polimeros.




6. CONCLUSIONES

El meétodo de aislamiento y purificacidon de membrana plasmatica de células
de capa de aleurona de cebada por reparto en dos fases de polimeros resultd
ser un medio adecuado para obtener preparaciones de vesiculas de
membrana plasmatica relativamente puras.

En cuanto a la seleccion de la concentracion éptima de polimeros para el
sistema de reparto, encontramos que a concentracicnes de Dextran/PEG
menores al 5.5% p/p las fases no se llegan a separar.

Comprobamos que. en efecto. la recuperacidn de vesiculas membranales,

medidas como proteina en la fase superior del sistema, varia en funcién de la
concentracidon de los polimeros en el sistema. La recuperacion de proteina

74
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muestra un Maximo a concentracion de 6.5% p/p de Dextran/PEG. Mientras

que a concentraciones menores y mayores a la anterior la recuperacion

disminuye.

Existe una cantidad de proteina de H-N cargada en el sistema de reparto con

ia cual la recuperacion de vesiculas membranales es optima.

tas concentraciones de los iones K® y CI presentes en las condiciones de

trabajo no fueron determinantes en la recuperacidn de las vesiculas de

membrana plasmatica.

El empleo de sistemas escalados con respecto a una base no influye en la
recuperacion de las vesiculas de membrana plasmatica, mas bien se
la misma proporcién, siempre y cuando se conserve la

la relacién de proteina cargada/peso del

mantiene en
concentracion de polimeros y

sistema.

El uso de la actividad de las ATPasas como marcadores de los diferentes
tipos de membranas (de tonoplasto, mitocondrial, plasmatica) no resulto ser
un meétodo ideal para determinar el enriquecimiento en vesiculas de
membrana plasmatica en las FS y FS; , asi como la purificacidon de este tipo
de membrana. Por otra parte, esta técnica sélo nos permitio tener una idea
aproximada de la contaminacién de la preparacién por mitecondria y
fosfatasas solubles. Mas, la variabilidad de las actividades de la ATPasa de
tonoplasto nos indica que requerimos otra forma de medir la contaminacion

presente por este tipo de membrana.

Con el usoc de otras enzimas marcadoras de membrana, como la Citocromo C
oxidasa (mitocondria), Citocromo C reductasa (reticulo endoplasmico) y la
glucan sintetasa Il (membrana plasmatica), logramos determinar con mayor
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exactitud la eficiencia en el enriquecimiento de membrana plasmatica en FS,

asi como su pureza.

= La actividad de la citocromo C oxidasa indicd que las mitocondrias quedan
repartidas de igual manera en ambas fases del reparto (FS y Fl). Sin
embargo, l1a actividad de esta enzima especifica de membrana mitocondrial

contaminante representa una fraccién minima de la actividad medida en H-N.

e La actividad de la citocromo C reductasa se pierde casi completamente
después del reparto de fases. LLa mayor parte de la actividad restante queda
distribuida en FIl. La fraccién de reticulo endoplasmico que queda
contaminando FS representa tan solo 0.07% de ia actividad medida en el

homogenado crudo.

« La mediciéon de la actividad de la glucan sintetasa !l resultd un marcador
adecuado para determinar de forma indirecta la cantidad de vesiculas de

membrana plasmatica obtenidas en el reparto.

e Una gran porcidn de membrana plasmatica se pierde en proceso de
purificacion. No obstante, toda la actividad de glucan sintetasa Il recuperada
se localizd en FS. Esta fraccion sodlo contiene un 5% de las membranas
mitocondriales y de reticulo endoplasmico presentes en el homogenado

inicial.

— N
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