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RESUMEN 

La capa de aleurona de la semilla de cebada secreta una variedad de enzimas 

hidrolfticas. principalmente u-amilasa. que degradan el endospermo almidonase 

durante la germinación. La síntesis y secreción de la a-amilasa son inducidas 

por el ácido giberélico e inhibidas por el ácido abscisico. Los efectos de estos 

fitorreguladores se manifiestan como cambios en la velocidad de transcripción 

de los genes que codifican para esta enzima. así como en Ja velocidad de 

sfntesis y secreción de proteínas. Sin embargo, el mecanismo de percepción 

hormonal, recepción del estimulo y transducción de Ja senal no se conocen 

todavía. Existe evidencia de que la percepción del ácido giberélico en 

protoplastos de capa de aleurona de cebada se lleva a cabo a través de la 

membrana plasmática, por Jo que es necesario contar con una metodologfa de 

aislamiento y purificación de esta membrana para poder realizar los estudios 
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moleculares que conduzcan al esclarecimiento del mecanismo de la percepción 

del AG 3 y la transducción de la sefaal en este tejido. 

El objetivo de este trabajo fue optimizar las técnicas de aislamiento y 

purificación de la membrana plasmática de la capa de aleurona de cebada. La 

metodologia utilizadLJ fue el reparto en dos fases de polimeros. En este sistema, 

constituido de polietilénglicol (PEG) y dextrán, la membrana plasmática 

contenida en un homogenado celular se distribuye de manera preferencial en ta 

fase superior del sistema. Las concentraciones de polimeros, así como ~a 

cantidad de proteína cargada al sistema fueron variadas para determinar las 

concentraciones óptimas que permitieran obtener el mejor rendimiento en 

cuanto a recuperación y pureza de membranas. Se detectó que la mayor 

recuperación de membrana plasmélt1ca en la fase superior del sistema, FS, 

(medida como cantidad de proteina par el método de Lowry-Peterson) se obtuvo 

con una relación de 6.5°/o/6.5°/o de PEG/Dextrán. La identificación de los tipos de 

membrana presentes en las diferentes fases del sistema. asl como en el 

homogenado sin núcleos, se realizó inicialmente midiendo la actividad de 

hidrólisis de fosfatos de distintas ATPasas y fosfatasas. Los resultados 

obtenidos con esta metodología no resultaron reproducibles. y por tanto se 

utilizaron otras enzimas marcadoras de membrana previa optimización de sus 

ensayos. Las enzimas marcadoras utilizadas fueron la citocromo C oxidasa 

(membrana m1tocondrial). la citacromo C reductasa (retículo endoplásmico) y ta 

glucán sintetasa lt (membrana plasmática). Los resultados de tales 

experimentos indican que la fase superior del sistema contiene principalmente a 

la membrana plasmática. 
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Las giberelinas son una clase de hormonas vegetales que producen cambios 

profundos y diversos en el crecimiento y desarrollo de las plantas. La quimica y 

metabolismo de estos compuestos han sido estudiados por varias décadas. lo 

que ha llevado a comprender las vías involucradas en su biosintesis y 

catabolismo. Para entender los mecanismos de percepción y acción de las 

giberelinas. muchos estudios han tomado como sistema modelo la capa de 

aleurona de cereales. Durante los últimos años. se ha acumulado evidencia 

sobre el sitio de percepción del ácido giberélico, así como también se han 

desarrollado nuevas técnicas para identificar posibles receptores para este 

fitorregulador. El conocimiento de los eventos regulados por el ácido giberélico 

en las células de aleurona han avanzado a través de diferentes enfoques como 

lo son la genética molecular, la biología celular, la electrofisiologia y la 



bioqufn1ica (G1lroy, 1994). Esto ha pern1itido encontrar una gran diversidad de 

procesos regulados por esta filohormona en diferentes te1idos vegetales. Estos 

procesos varian desde la modulación de la actividad de canales iónicos, hasta la 

regulación de la expresión génica. A pesar de la existencia de trabajos 

prometedores para dilucidar los mecanismos moleculares por los que las 

gibere/lnas des¡itan cstD gran v;:incdad de eventos celulares en las plantas, la 

comprensión de las vi;is de perccpc1ón-transducc1on-respuesta aún permanece 

en sus pnmeras etapas (Hooley. 1994). 

Las células de la c¡¡pa 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 celulas de 

grosor que envuelve al endospermo alm1donoso. Justo después de Ja 

germinación de la semilla. las células de la aleurona empieznn a sintetizar y 

secretar diversas enzimas h1drolíticas responsables de Ja degradación del 

almidón y proteínas de reserva del cndospern10 para proveer a la plántula de 

nutrientes Estn movir1zación de las reservas esta regulada por el ácido 

giberélico. 

Las células de aleurona aisladas responden a la ad1c1ón de AG 3 

s1ntetrzando y secretLlndo al medio las enzimas hidrolit1cas que part1c1pan en la 

movilizac1ón de reservas. En este sistema, la u:-am1fasa constituye el 60°/o del 

total de enzimas sintetrzadas do novo. Por lo que Ja regulacrón por ácido 

giberefico de la expresión génica en las células de aleurona es. probablemente. 

la respuesta más extensamente estudiada en relación al mecanismo de acción 

delAG3 . 

Existe evidencia indicando que Ja percepción de este fitorregu/ador en las 

células de la capa de aJeurona se lleva a cabo a través de la membrana 

plasmática. Dado que las células de este tejido son altamente sensibles al ácido 
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giberélico, es factible pensar que este tejido podrla ser una fuente importante de 

un posible receptor de membrana (Hooley. 1994). Asimismo. el contar con 

preparaciones de membrana plasmática pura de estas células abre muchos 

posibles caminos de investigación que nos permitirían dilucidar diferentes 

aspectos en la vla de percepción, transducción y/o respuesta. 



2. OBJETIVOS 

2.1. 0B.JETIVO GENERAL 

Adaptar y optimizar Ja metodologia de reparto en dos fases de poHmeros. al 

aislamiento y purificación de membrana plasmática de células de capa de 

aleurona de cebada. 

2.2 .. OBJETIVOS PARTICULARES 

• Determinar la concentración de polímeros en el sistema de fases para que la 

membrana plasmática de la aleurona se distribuya de manera preferencial 

hacia una de las fases. 

6 ! 
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• Determinar la pureza de la fracción de membrana plasmática, utilizando 

enzimas marcadoras para cada tipo membranal. 

• Estandarizar tas metodologlas de las enzimas marcadoras de diversos tipos 

de membranas (citocromo e oxidasa. citocromo C reductasa, ATPasa. glucán 

sintetasa 11). 



3.ANTECEDENTES 

Dentro de las aspectos más interesantes sobre los seres vivos está su 

capacidad para crecer y desarrollarse. La sintesis continua de moléculas 

complejas a partir de otras más sencillas, lleva al organismo a tener no sólo 

células más 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 células. El proceso mediante el cual las células de 

una planta se especializan se denomina diferenciación, así como el proceso por 

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

llama desarrollo. 

En la actualidad sabemos que la síntesis de enzimas es regida por los 

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

8 
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tanto contribuyen a su crecimiento y desarrollo Sin emb<lrgo, poco se conoce 

sobre los mecanisrnos que controlan y regulan el cu.:lndo y cómo se deben 

transcribir estos genes. según 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 plantas puede 

ser modificado importnntcmente por diversos factores ambientales. como lo son 

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

mecanica por la cuQI la planta logra una comunicación integral entre sus células, 

tejidos y órgLJnos. A la fecfln. sabemos que esta red de comun1cac1ón se 

establece a través de diversos mensajeros quim1cos, que a través de muchos 

estudios han podido ser relac1onndos con vanos proce!:;os involucrados con el 

crecimiento. 

Con base en lo que se conocia sobre ILls características y el 

funcionamiento de Jas hormonas animn!cs. los mens<iicros quimicos vegetales 

fueron llamados fitohormonas u hormonas vegetales y definidos como 

sustancias org.;:inicas producidas en una región es.pecifica de la planta, y 

transportadas a otra donde en muy pequeña concentración son capaces de 

generar y regular una o vanas respuestas fisiológrcos Sin embargo, se ha 

encontrado que esta definición no es del todo adecuada: ya que se ha 

observado que los mensajeros quim1cos en las plantas no se sintetrzan 

exclusivamente en tejidos especificas 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 función de transmitir señales especificas a lo largo de Ja planta 

se han denominado fitorreguladores. 
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Hasta el momento se han car~cterizado seis tipos de fitorreguladores que 

intervienen en diferentes procesos de crecimiento y desorrollo: 

1. Las auxinas. 

2. Las citoquininas. 

3. El etileno. 

4. El ácido abscís1co. 

5. El ácido jasmónico. 

6. Las giberelinas. 

A continuación se describen las características generales de cada grupo 

(Devlin & Witham. 1983). 

3.1. AUXINAS 

Las auxínas fueron descubiertas en 1926. como compuestos no identificados 

que provocaban Ja orientación de co/eoptilos de avena hacia la luz. Ahora esta 

sustancia se conoce como ilc1do indolacético {IAA) y se ha encontrado en 

muchas plantas superiores. 

Existen algunos compuestos que producen los mismos efectos que el IAA 

como el ácido fenilacético. Otras sustancias tienen considerable actividad como 

auxinas, tal como el indoletanol, el indolacetaldehído y el indolacetonitnlo, más 

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

Se conocen dos rnf~canismos de sintesis del IAA que parten del triptofano 

e involucran la eliminación de los grupos amino y carboxilo de la cadena lateral 

de este aminoácido (Figura 3.1). 

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



M.lí'li. 

Oc:JCH,-CH,-NH~ 

1 
H 

Tnpt.am1na A c1do 1ndol-3-plnr.tco 

COJ ~p.ruvnto 
>' c:Joscarl:J01r1IDso 

lndol-3-acelaldehloo 

lncJol.x:otaklohldo • roso. 
00.s~n.asa 

O=:JCH;-COOH 

N 
1 

H 

Ae1do 11'ldol.-3-acc!ot1co 

11 

Figura·3.1. Vlas de biosintesis de auxinas a partir de triptofano (Oevlin & 
Wilham). 

momento que no se les requiere. Una de ellas es la síntesis de auxinas 

enlazadas a otros compuestos (aminoácidos o azúcares) que las vuelven 
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inactivas. Por otra parte, se puede llevar a cabo la degradación oxidativa del IAA 

por medio de la IAA oxidasa. 

El 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 ralees hacin los ápices. 

3.2. CITOQUININAS 

En un principio las citoquininas fueron identificadas como un producto de la 

degradación de Ja desoxiadenosina de ADN envejecido. Se piensa que pueden 

generarse naturalmente como producto de degradación o recambio del ADN. 

Algunos de estos compuestos se muestran en la figura 3.2. 

NH-CH,-Q 

6) 
N .!¡ 

Cinetin(6-fuñurilaminopurina) 

NH-0 en-
N ¡!¡ 

6-fenilaminoparina 

NH-CH-0 

ÓJ -
N .!¡ 

6-bencilaminopurina 

NH-cH,-Q 

6? 
H 

6-(2-tenilaminopurina) 

Figura 3.2. Cinetina y tres de sus análogos (Devlin & Witham). 



3. J\ntc:ccdl.!'nt~·-- 13 

Un aspecto interesante de estos compuestos es que se pueden encontrar 

en forma de base rara (1(¡Ade) de algunos ARN de transferencia. Se cree que 

probablemente su presencia en posiciones especificas cercanas al anticodón 

del ARNt. m.LJnt1ene su estructura y puede contribuir al enlazamiento correcto del 

ARNt y el aminoácido durante el proceso de la traducción. Por ello se piensa 

que tas citoquminas pueden estar involucradas en la regulación de la síntesis de 

proteínas a este nivel. 

Las citoquininas son producidas en regiones meristemáticas y en zonas 

de continuo crecimiento potencial. Probablemente, se transportan a través del 

xilema y son abundantes en rafees, hojas jóvenes y frutos en desarrollo. 

3.3. ETILENO 

Desde hace mucho tiempo. se sabe que el etlleno afecta diversos procesos en 

las plantas desde la germinación hasta la maduración del fruto. 

Estructuralmente. el etileno es muy diferente a otros fitorreguladores. A 

temperaturas fisiológicas normales, este hidrocarburo es un gas. y por tanto se 

difunde rápidamente a través de los tejidos de la planta. Su producción puede 

ser inducida in vivo por daño mecélnico, frotamiento, radiación y por la presencia 

de otras sustancias como las auxinas. Existe evidencia considerable sobre el 

hecho de que la metionina es el precursor pnmario del etileno en plantas 

superiores (Figura 3.3). 

3.4. ÁCIDO ABSCISICO 

Inicialmente esta sustancia fue aislada en forma cristalina del fruto maduro del 

algodón, se encontró que estimulaba su abscisión. por lo que se le denominó 



ABSC1S1NA l. La estructura de este producto no pudo ser determinada. 

Después se aisló otra sustancia similor del fruto inmaduro del algodón, al que se 

le llamó ABSCISINA 11. Posteriormente, se encontró otra sustancia a la que se 

denominó dormina. Para ehminar confusiones entre los diferentes nombres de 

este compuesto se llnrnó ácido abscisico (Figura 3.4) 

CH,-S-CH,-Cf<,-c¡:H.-COO>< r 
NH, 

t.,et1on1ri:. .M.E1) R.ibosa 

l A TP Aceptor e,. 

t PP1•P1 

CH, -1-CH2 -CH; -c¡:H-COOH 

adenosma NH1 

CH,-S-nbosa 

Paso 1 

Paso O 

Ac.ldo 1·amon1c.1c.loproca-.o-1~arb0•1l1c:o (ACC) 

Paso DI 

Figura 3.3. Bioslntesis del etileno (Devlin & V-/1tham). 
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La sintcsis del <leido abscisico (ABA) parece llevarse a cabo 

predominantcn1ente en hoJ.:is maduras de donde se trnnsporta a varias regiones 

a través de los tc11dos del peciolo y del tallo El trLJnsporte de este compuesto se 

realiza por medio del floema y del x1lema. Los niveles de ABA en la planta 

parecen estar controlndos por el estrés . 

• H~C CH3H~CH, 
... ·· ~ H 

OH 

O CH H COOH 

' 

Figura 3.4. Ácido abscisico (Oevlin & VV1tham). 

El ácido abscisico (ABA) es un sesqu1terpeno que se deriva del flcido 

mevalónico. Sin en1bargo. todavíc:t se desconoce s1 el ABA proviene 

directamente de un precursor de 15 cc:ubonos como el farnesil pirofosfato. o bien 

es un producto del romp1m1ento de un compuesto de 40 c<:Hbonos como el 

carotenoide v10Jaxant1nn. EL ABA se presenta en las plantDs en muy bajas 

concentraciones {de 4 X 10' 8 a 2 X 10·' M). únicamente se han detectado 

concentraciones del orden de 1 0" 6 M en hojas sometidas a estrés de agua. 

semillas en desarrollo y en semillas y brotes latentes. 

3.5. ÁCIDO .JASMONICO 

De todos las grupos de fitorreguladores caracterizados en la actualidad. los 

jasmonatos son los de mas reciente descubrimiento. El ácido jasmónico fue por 

primera vez aislado de un cultivo de hongos y se identificó como una ínhibídor 

del crecimiento en varias plantas superiores. Hoy en dla, el ácido jasmónico 
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[(-)-JA) junto con su estereoisómero [(+)-7-iso-JA)) y su metil éster [(-)-JA-Me) 

son los principales representantes de este grupo de biorreguladores naturales. 

La estructura bñs1ca 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 ácido linoló1co y el producto final es el 

(+)-7-iso-JA (F1gur;;:i 3.5). Este Ultimo es filcilmente trnnsformado al (-)-JA por 

isomerización. T;imbién. se han 1dent1ficado jasmonatos conjugados con 

aminoñcidos (como valin.:i. 1soleuc1na y leucina). asi como con glucósidos. 

En plantas superiores. esta via biosintét1ca se localizó en frutos 

inmaduros. cotiledones de semillas gern1inadas y hojas Hasta el momento no se 

conoce mucho sobre los niveles naturales de jasmonatos endógenos y su 

distribución en la planta. Sin embargo. con respecto a la. loca.llzac1ón intracelular 

de la via parece que ;ilgunos de sus pasos son catal1zados por enzimas 

asociad.ns a membrLJna de cloroplasto 

El transporte de estos compuestos en la planta aparentemente se lleva a 

cabo a través del floema. Las m3yor act1v1dad de los 1asmonatos se da en 

tejidos en crecimiento corno los ápices de tallo y raiz, hojas jóvenes y frutos 

inmaduros. 

También se ha demostrado que los niveles de JA endógeno se 

incrementan en respuesta a estímulos externos como daño mecánico. ataque de 

patógenos y estrés osmótico. 
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Figura 3.5. Biosintesis y estructura del ácido jasmónico (Sembdner. et al. 
1993). 
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IX 

Los jasmonatos producen diversos efectos inhibidores o promotores. en 

forma de cambios fisiológicos o morfológicos. Algunos de ellos son similares a 

los provocados por el ABA. Los jasmonatos mas activos -Gon el (+)-7-iso-JA y su 

metil éster, aunque son rilpidamente isomcrizados. Se ha comprobado que 

algunos 1asmonatos conjugados, especialmente el (-)-JA-(S)-lle y su metil éster, 

son tan activos como los no conjugados. 

Los múltiples efectos fisiológicos causados por estos compuestos 

sugieren una acción pleiotrópica o una relnción directa con procesos 

metabólicos y genéticos (Sembdner, ot DI. 1993). 

Algunos de Jos efectos principales que producen en plantas estos 

primeros cinco grupos de fitorreguladores se enllstan en Ja Tabla 3.1. 

3.6. GIBERELINAS 

Las giberelinas (AG) fueron inicialmente aisladas de un ascomiceto conocido 

como Gibberelfa fujikuro1. Tiempo después, estas sustancias pudieron ser 

aisladas de plantas superiores. Actualmente se sabe que las giberelinas están 

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 ó 

20 carbonos en su estructura. asi como distinguirse entre si por la presencia o 

ausencia de un grupo funcional Jactona y por sus sustituyentes, principalmente 

grupos hidroxilo (Figura 3.6). 

1 

¡. 
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Tabla 3.1. Efectos principales causados por los diferentes tipos de 
fitorreguladores. 

FITORREGULADOR EFECTOS QUE PRODUCEN 

AUXINAS • Favorecen la e1ongac10n del la!lo y la ra1z 
• lncrcmcntnn la velocidad de la d1v1s1ón cambia! en tallo 
• Desarrollan el procamb1um vascul;:ir en la rLJIZ 
• Desarrollan broics latcralos 

CITOQUININAS • Actuan con el !AA parn generar 1.3 cfr.ns1on cellJl<Jr 
• Inducen el alargamiento celular (Junto ccn !AA¡ g.t:ere!1n:::is¡ 
• Inducen o inhiben el desarrollo de la ra!z {dependiendo dü su 

conccntrac10n) 
• Influyen en l.:i dominanc1;'1 apical 
• Demoran la scnescencra en ho¡as 
• Favorecen la rc1cnc16n de clorofila 

ETILENO • Induce el climaterio (incremento aorup:o ae- !a resp.rac1on en fruto 
que desata los procesos de madurac1on del mismol 

• ln1c1a. forma y m'1nt1ene el ti1pocot1lo en d1cotitedor.ü.::is 
• Act!lera Jn senescenc1<:1 y absc1s1on de ho¡as 
• Induce la formnc1ón de ralees advent:c1.:is en tnilu 
• Inhibe la e1ongac1ón de r.:ilz . t.:l!IO y hOJ.:lS 
• Inhibe 1.:l nor<lc10n 
• Favorece la ep1nastia 

ACIOO ABSCISICO • Promueve la dormanc1a 
• lnt11be el crec1rn1<".!n!o de yern;is y l:i formnc1on del t,:i-10 
• Inhiben el desarrollo de l::i semilla y su germinacicn 
• lnhtben el gcotrop1smo y el cierro; de C5tcmas 

.JASMONATOS • Inhiben el crec1m1ento long1tud1nar de la p!antula y la ro1z 
Inhiben la cmbriogenes1s y la germ•r:ac1on 

• Promueven el romp1m1cnto de la dcrmar.cia en ser.-. ::as 
• Promueven ILJ senescencia y absc1s1cn de ho¡as 
• Promueven el cierre de estonias 
• Promueven la degradación de la c:oroft!a 
• Promueven la resorrac1on 

El acetato es el precursor primario en la biosintesis de estos compuestos.

La condensación de tres moléculas de acetato y subsecuentes transformaciones 

enzimáticas (fosforilación, descarbox1lacíón, isomerización) llevan a la eventual 

síntesis 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 glucósidos, 

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



encontrado que las hojas jóvenes. el embrión y el fruto san fos sitios de mayor 

sintesis de grberehnas activas, .:isi corno son alrnncenadas en abundancia en fa 

semilla. 

~º_: 
HO l l ('co," 

" GA1 

~--· 
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GA7 

GA27 

OH 
r 

CO.H~.-OH 

r+>~ H~~=::. -~ 
co~.H t1 
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GA36 

~ HO..__U-z>~-

/\. H !'co;H 
CO.;-H ~i 

GA46 

-

HO ' ~ J'co~H 
" GA4 

GA24 

GA52 

OH 
1 

Figura 3.6. Estructura de algunas gibereJmas (Oevlin & Witham). 

-

Generalmente. el transporte de las giberefinas es no polar y ocurre en el 

fioema de forma similar a tos carbohidratos. Sin embargo, no se conoce eJ 

mecanismo de distribución de donde se producen al lugar donde provocan su 

efecto. 

------------··------ ----
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Tabla 3.2. Principales efectos causados por las giberelinas a nivel planta y 
cclulnr. 

Efectos a nivel plant;a 

Formac1on de c.:ipullo y florac1on. 
Regulan la permnnencia de la planta en 
estado de roseta o la formoc1ón del capullo 
para posteriormente florecer. dependiendo 
de la concentrac16n de las AG endógenas 
Crec1m1ento del tallo 
Revierten el efecto 1nh1b1tono de la luz 
(probablemente causado por la d1sm1nuc16n 
del nivel de AG d1spornble) en el 
Cl"ec1m1ento del tallo Se p1ens.a que qu1z.:ls 
son un factor l1m1tante para este proceso 

Posiblo efecto a nivol colular 

Estunulan la d1v1s16n celular y la elongación 
(en menstemos subapicales) 

El incremento de AG d1spon1ole en el te11do 
aumenta lil plast1crdad de la pared celular 
de las células jóvenes 

-La lu;: podria retardar la conversión de 
un precursor de ácido g1bere1lco 

-Ln luz podrin estimular la sintes1s de 
inhrbidores del AG 

Partenocnrpra Las g1berelinas producidas durante el 
Además de las auxmas o en con1unto con desarrollo de la semilla se transporta a los 
ellas favorecen este fenómeno te11dos del fruto y tiene control sobre su 

Enanismo 
Logl"an modificar la expresión fenotipica de 
mutantes enanas (por defic1enc1a en AG 
por bloqueo de la via b1osintét1ca entre 
copalil pirofosf.ato y kaureno. por 
receptores 1nef1c1entes. bloqueo metabólico 
o exceso de tnh1b1dores natura/es) 
Mov1llzac1on de rescrv.as durante la 
germ1nac:ón 
Inducen la h1drolls1s de proteinas de 
reserva en capa de aleurona 
Inducen la sintes1s de novo de enzimas 
hidrolit1cas en capa de aleurona que son 
secretadas al endospermo almtdonoso 
para su degradación 

desarrollo. 

Producen la altcrac1on de la ultraestructura 
de las células de la aleurona en cuanto a 
griv1ulos celulares y membranas 
Las enzimas sintetizadas de novo son la u
amllasa. nbonucleasa. ~l,-1 .3-g!ucanasa. 
La ~\-am1lasa preformada es secretada 
junto con las anterrormente citadas 
Existe regulación a nivel de genes que 
involucra sintesis de ARN. resultado de la 
activación o represión de genes Esto ha 
podido ser corroborado pcr el uso de 
inh1b1dores de sintesis de ARN como la 8-
azaguanina y act1nom1cina D asi como de 
inh1b1dores de sintesis prote1ca como la 
ciclohexim1da y la PUl"omicina 

Se profundizará más sabre los efectos fisiológicas y moleculares 

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

cereales: ya que para las fines de este trabajo. resultan de particular 



importancia. Los efectos que producen estos compuestos se encuentran 

resumidos en la tabla 3 2. 
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FIGURA 3.7. BloSiNTESIS DE GIBERELINAS A PARTIR DE ACETATO (OEVLIN & 
WITHAM). 



3.7. LA CAPA DE ALEURONA 

El endospern10 se encuentra formado por dos partes: la capa de aleurona y el 

endospermo almidonoso. La capa de aleuronn consiste de una a tres capas de 

célulns cuya pared celular es muy rigida. La composic16n de la pared celular 

varia de un;:¡ especie a otro Por ejemplo. l;:i pnred celular de la cap¡t de aleurona 

del trigo const:l prmcrpalmente de xilanos y heterox1l<Jnos. mientras que la de la 

cebada se constituye de arab1nox1lanos y ( 1-•3)(1--•4 )-11-g lucanos 

(Jacobsen. 1988). 

La especial rigidez de la p;ired celular se debe probablemente a que éste 

es un tejido cuyas células no se reproducen, por lo que deben estar bien 

protegidas de posibles danos a su estructur<i (Figura 3 8) 

La capa de aleurono es la respons.:tble de la movilización de reservas del 

endospermo alm1donoso dur~nte la gern11nac1ón Our3nte este proceso. el 

embrión inicia la sintes1s de ácido g1beré\1co, el cuéll se d:funde a través del 

escutelo hasta lleg3r a la capa de aleurona Este fitorregulador desata una sene 

de respuestas fis1ológ1cas que permiten la h1dróhsis de las proteinas de reserva 

de estas células. Posteriormente. se inicia Ja síntesis de novo de enzimas 

hidroliticas. que se secretan al endospermo almidonase e inician la digestión del 

mismo. Los productos de h1dról1sis eventualmente viajan hacia el embrión donde 

son aprovechados para su desarrollo (Jacobsen. 1988) 

Diversos trabaJOS han tenido como objetivo describir los diferentes efectos 

causados por las giberelinas a nivel celular 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 continuación, se describirá la regulación de 

los genes de u·am1lasa por el AG 3 • ya que este es el evento mas estudiado 

debido a que la u-amllasa constituye la principal enzima sintetizada de novo 



como respuesta a este fitorregulador; y luego el posible mecanismo que permite 

percatarse de la presencia del AG3 . 

3. 7.1. REGULACIÓN DE LA SIN TESIS DE 1t-AMILASA POR AG, 

Como ya se mencionó anteriormente. dwranle la gcrn11nacrón de la semilla, las 

reservas almaccnadZts (carbohidratos. protcinas y lip1dos) en el endospermo 

alrnidonoso y en la aleurona son degrad.:Jdos y cnv1ndos a través del escutelo 

hacia la plántula en desarrollo. Las enzrmas responsables de este proceso 

provienen principalmente de la capa de aleurona. así como también muchas de 

ellas están bajo el control de J3s giberelinas. 

La u-arrnlasa, una endoh1drolasa. es importante en la dt':gradac1ón inicial 

de la amilosa y am1lopect1na de los granulas de almidón del endospermo. Existe 

evidencia de que los diferentes grupos de isoenz1m4ls de la u-am1lasa tienen 

distintas act1v1dades 1n v1tro. La j\-amdasa y la 11-glucos1dasa son exoh1drolasas 

que liberan m.:Jltosa y glucosa respectrvamente Estas enzimas no son capaces 

de romper enlaces de ram1f1cación, éstos son h1drolizados por la dextnnasa 

limite. 

A diferencia de la u-amliasa y la u-glucosidasa. que son s1ntet1zadas en la 

aleurona durante la germinación. la f\-arn1lasa existe en el endospermo de la 

semilla seca de forma inactiva, enlazada a cuerpos proté1cos por puentes 

disulfuro. El incremento de Ja actividad de esta enzima puede deberse a la 

activación de una proteasa inducida por AG 3 al iniciar la germinación. que logra 

romper el complejo J\-amilasa-cuerpo protéico (Jacobsen. et a/.1988). 

Las enzimas cuya actividad es una repuesta inducida por el AG 3 se han 

clasificado en cuatro grupos principales (Jacobsen, et al. 1988): 
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Figura 3.8. La capa de aleurona. 



.J. :\11h:c1.:c.k·n1 ... ·s 

Grupo 1: Son aquclfas enzimas que presentan un incremento rápido en 

actividad sin que haya un cambio apreciable en su 

concentración 

Grupo JI: Son aquellas enzimas cuya síntesis y secreción son inducidas 

por AGJ 

Grupo 111: Son aquellas enzin1¡¡s que incrementan su act1v1dad por sintesis 

de novo en ausencia de AG 3 , pero n1uestran mayor actividad en 

su presencia. 

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

presencia de AGJ 

Muchos aspectos sobre el control hormonal de la expresión génica en la 

capa de aleurona han sido estudiados. en particular con respecto a la u-am1lasa. 

En primera instancia. se h;:¡ podido establecer que hay dos grupos de 

isoenzrmas que se separan con base a sus d1st1ntos puntos isoeléctricos (pi) y 

que existen diferencias claras entre estos grupos. mientras que las 1soenzimas 

pertenecientes al mismo son s1m1farcs (Jacobscn. et al. 1982). 

Por traducción de ARNm en un sistema libre de células, se pudo 

determinar que la síntesis de los dos grupos de isoenz1mas es dirigida por dos 

poblaciones separadas de ARNm. Tamb1én se ha demostrado que los genes 

para las isoenz1mas 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 existenc;ia 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 transcripción de los genes. y por ende 

también los niveles de ARNm; éstos a su vez regulan la velocidad de sintesis de 

proteínas especificas. Para el caso particular de la capa de aleurona. se ha 
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demostrado que los inh1bidores de la transcripción impiden la inducción de la 

síntesis de la u-amilasa. asl corno también provocan una alteración en la 

sintesis de Lic1dos nuclé1cos. ARNm en especial (Jacobsen, 1983). 

Algunos estudios de tr¡¡nscnpc1ón con núcleos (aislados de protoplastos 

de aleurona de cebada y avena tr3tildos con AGJ) mostraron que éstos 

producian niveles menores de ARN total. la mayor parte correspondiente a 

ARNm, que los producidos por núcleos de células control. La incubación 

simultanea de los protopl.:lstos con AG'.} y ABA resultó en la anulación de todos 

los efectos del AGJ en la transcripción Con ésto se pudo concluir que tanto AG 3 

como ABA regul.:ln la sintesis de u-amdasa. controlando en parte e·.1entos dentro 

del núcleo. probablemente la transcripción de los genes de la u-am1lasa 

(Jacobsen. 1988) 

De aquí, era de esperarse que el ARNm de la 11-amilasa se acumulara en 

presencia de AG, Esto se demostró traduciendo el ARNm total aislado en 

sistemas libres de cé!ul3s. utilizando la cantidad de pépt1dos de u-amilasa 

sintetizados como medida del ARNm de u.-am1lasa presente. En efecto, se 

encontró que el AG 3 produce la acumulación del ARNm de (L-amilasa traducible 

(Jacobsen. 1988) 

Méis recientemente. la disponib1l1dad de clonas de cADN de c1.-amilasa 

permitió realizar el análisis directo del ARNm y la distinción 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 

u-amilasa se acumula en presencia de AG 3 y que el ABA inhibe esta 

acumulación (Jacobsen. 1988). También se ha observado que el ARNm de la 

o.~amilasa de bajo pi se encuentra presente en la aleurona hidratada. se 

incrementa de 1 O a 20 veces como respuesta al AGJ durante las primeras 24 
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horns y responde~ niveles b;-i1os del fitorregulador (:010·" M). Por otra parte. el 

ARNm de la u-nrn1lasa de alto punto 1soelóctrico cst.:'i en muy bLJJLl concentración 

en el tejido hidratado. se incrementa de 50 a 100 veces de las 12 a 16 horas 

como respuesto al AG 3 decreciendo más tarde y responde al AG 3 en altas 

concentrilCIOnes (~:10" 13 M) Todo ésto refuerza la idea de que los genes de los 

diferentes grupos de (t-arnd.'."lS<l son r1"!gul:idos d1fcrenc1:-1fmentc (Rogers. 1985) 

La trnnscripc1ón de los genes de t.t-nmilasa podrio involucrar la 

interacción de factores lrans con elementos c1s en los promotores de drchos 

genes. Se ha dernostrado que hay e/ernentos en el promotor de los genes de 

u-am1fasa que confieren altos niveles de e)(presrón génica regulada por 

f1torreguladores (Huttly. et al 1989 y J.:icobsen. et al. 1991). Estos elementos se 

encuentran entre 174 y 41 pLlres de bases rio arnb.<i del s1t10 de 1n1c10 de la 

transcripción Sknver. et u/. (1991) determin.:iron la existencia de un elemento de 

respuesta al AG 3 , ¿il que denorrnn.:iron GARE L.:inahan. et al. (1992). 

demostraron que en el gen Arny32b (parLJ 11-amllasa de baJO pi en cebada). el 

GARE regula el control hormonal de la transcripción 

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

altos niveles de expresion génica regulada por fitorreguladores a nivel de 

transcripción Este grupo de elementos fue designado como el complejo de 

respuesta al AGJ (GARC) y se compone de una secuencia de enlazamiento a 

proteinas. Opaque-2 (025). una secuencia enriquecrda con nucleótidos de 

pirimidina, la CélJa de pirimidina. el GARE. y la caja 

(Sutliff, et al. 1993). 

(TATCCAT) 

Con el fin de determinar la influencia de los fitorreguladores a nivel de Ja 

traducción del ARNm de Ja <t-amilasa. se ha determinado por marcaje de 

proteínas in vivo que esta enzima constituye aproximadamente 50-60°/o de la 
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sintesis total de protcin.:ls (Jacobsen. 1988). Por to que al parecer, en efecto, la 

síntesis de proteinas se encuentra regulnda por otros factores involucrados en la 

transcnpción Estos factores podrian incluir una alta eficiencia en el inicio de la 

traducción en función de !;:is secuencias de nucleótidos. o bien la presencia de 

factores de 1rnci<1cíón dependientes del fitorregulador. Otra explicación para el 

predominio de la u-amilasa seria un;:i supresión importante de la sintesis de 

otros po1Lpópt1dos. Sin embargo. todavía no existe ev1denc1a suficiente para 

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

3.7.2. PERCEPCIÓN Y TRANSDUCCIÓN CELULAR DEL AG3 

En los sistemas hormonales. las células de los diferentes tejidos y órganos son 

capaces de detectar. transmitir y responder a señales hormonales de manera 

muy especifica. A partir de estudios realizados en otros organismos se ha visto 

que ésto es debido a que las célul.:ls blanco cstón equipadas can una serie de 

receptores que pueden detectar un con¡unto de señales qui micas; así como con 

un mecanismo intracelular que amplifica. transmite y traduce la señal en una 

respuesta fisiológica. 

En las plantos. el mecanismo por el cuul se lleva a cabo la percepción 

transducción de las señales emitidas por los fitorreguladores no se conoce 

todavía. Sin embargo. existen modelos de percepción-transducción de señales 

para hormonas animales. los cuales han influido de manera importante en el 

estudio de estos sistemas en plantas 

3. 7.3. PERCEPCIÓN DEL ES T/MULO 

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

auxinas son ácidos orgánicos pequeños. que en su forma no cargada. en teoría. 



pueden ntraves::n rnernbranas b1ológ1cas Corno resultado de ésto, podrlan 

interactuar con receptores c1toplnsmúttcos. como en el cnso de algunas 

hornionns cstcro1des en anunalcs Por otr.:1 p¡]rte. tnmb1én es posible que 

interactucn con receptores que se encuentren enclav.'.'.ldos en la parte externa de 

la membrana plasni~tica. 

Un receptor se define como una proteina (generalmente enlazada a un 

glicós1do) c.:ip.::JZ de enlazarse especifica y revers1blementc a un compuesto 

químico que lleva un mensaje a In célula. sin transformarlo quimicamente. 

Después de que 5e da la unión mensajero químico-receptor, este último sufre un 

cambio conformacional que provoca el desencadenamiento de una serie de 

reacciones que producen eventualmente una respuesta fisiológica en la célula. 

Existe cierta evidencia sobre el hecho de que la percepción del ácido 

giberélico en células de capa de a!eurona se da a nivel de membrüna 

plasm<itica De los estud1os que presentan resultados contundentes a este 

respecto. existe el trabaJO de Hootey (1992) donde estudia la respuesta de 

protoplastos de aleurona de avena (Avena fatua) hacia el ácido g1berélico. Los 

protoplastos incubados con el fitarregulador en concentraciones de 10- 14 a 

10-9 M. presentan una producción de u-amilasa aproximadamente 2.7 a 3.8 

veces mayor que la de los controles incubados durante el mismo tiempo pera sin 

ácido giberéhco. 

En otro trabajo, la incubación de protoplastos con un derivado del AG 4 

impermeable a la membrana (el compuesto es la unión de AG4 con perlas de 

sefarosa) resultó en la inducción de la síntesis y secreción de a.·amilasa. que es 

una respuesta caracterlstica del estimulo de las giberelinas en las células de 

capa de aleurona (Gilroy, et al. 1994). 

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



contra AG..s. pueden producir la n11sma respuesta emitida por la aleurona 

inducida por AG 4 • medida como síntesis de u-amilasa (G1lroy, et al 1994). 

En este mismo trab.éljo se muestra que la incubación de protoplastos de 

capa de aleuron::-1 de cebada con ac1do g1berel1co exógeno produce respuestas 

típicas a este f1torregulador como lo son vacuolac1ón del protoplasto y secreción 

de u.-an1ilasa. Tan1biCn se encontró pos1t1va l<l expresión trans1ente del promotor 

de n.-am1lasn ligado al gen reportero GUS Cuando se microinyectó ácido 

giberélico a los protoplastos, óstos no produjeron respuesta alguna al 

fitorregulador Sin ernb;:irgo. al tr.:itar estos n11smos protoplastos con AG:! 

exógeno, mostraron las respuestas Lintes mencronadas (G1!roy, et al. 1994) 

Como conclusión de los experimentos antes mencionados. se puede 

decir que en efecto la percepción del ácido g1berélico en capa de aleurona se 

lleva a cabo a nivel de membr.:ma p!asmilt:ca Por estudios de marcaje de 

fotoafinidad se hnn 1dcnt1f1cado proteínas que se enlnzan a ácido g1berélico 

(Walker. et al. 1994) misrnas que podrian ser sus receptores Sm embargo. 

existe la posib1hd¿:id de que solo sean enzimas relacionadas a su metabolismo. 

Por ello. existen grupos trnba1ando en la síntesis de reactivos de fotoafinidad 

con mayor especificidad. 

Se debe mencionar que existe evidencia sobre la recepción a nivel de 

membrana plasméltica de otros fitorreguladores. como las auxinas (Napier, et al. 

1990). Esto refuerza la idea de que la percepción de las g1berelinas sea a través 

de receptores de membrana. 

3. 7.4. TRANSDUCCIÓN DE LA SEÑAL HORMONAL 

Los fitorreguladores. al igual que otros mensajeros químicos. pueden regular la 



actividad enz1mcltica de las células en las que ejercen su efecto. así como alterar 

las veloc1d¡:ides de sintcs1s de proteínas preexistentes o inclusive inducir Ja 

síntesis de otrns nuevas De aqul que es lógico pen5iH que el proceso de 

percepción-transducción de sef'lales no es senc11Jo en absoluto. 

En la actualidad. se han 1dent1ficado, tanto en plantas como en anrmales, 

dos vías prmcrpales p.:ir.:i la :r.:insducc1ón de sefic:iles 

1. La via de trilnsducc1ón p¡¡ra algunas hormonas, como fas esteroídes. propone 

que éstas son as1mil.:idas por las células blanco por difusión simple a través 

de la membrana plasmat1ca. Unn vez dentro de la célula. las hormonas 

interactúan con receptores citoplasmáticos capaces de detectar los diferentes 

niveles horrnon.:lles dentro de la célula_ Estos receptores intr<Jcelulares son 

proteínas reguladoras que pueden rnteractuar con otras proteinas especificas. 

así como también con s~cuenc1as especificas de ADN de la crornatma Estas 

interacciones dan como resultado la mod1ficac1ón de la velocidad o de los 

patrones de transcnpcrén de los genes. Se han encontrado también 

receptores de esteroides en membran¡¡ plasméltica que perciben los niveles 

externos de hormona y pueden influir en la alteración de los flujos de Na· /H. 

a través de la membrana plasmática y en los niveles de AMPc y Ca2• 

(Libbenga. et al. 1984). 

2. La segunda via es Ja descrita para los mensajeros químicos cuyos receptores 

se encuentran localizados en la membrana plasmática. como sería el caso del 

AG3 o las auxinas. Estos receptores membranales fungen como sensores de 

los niveles de hormona externa y transducen Ja presencia hormonal en 

setlales intracelulares por medio de la activación de la adenilato ciclasa (que 

convierte ATP en AMP ciclico) y/o por Ja activación de la fosfolipasa C (que 

convierte el fosfatidilinositol-4.5-bisfosfato de la membrana en inositol 

trifosfato y diacilglicerol). Estas señales activan a su vez a la protein cinasa 
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dependiente de AMPc. liberan ca 2
• de fuentes intcrnus (incrementando asi la 

concentración extr<lcclular de este catión) y activan a la protcín cinasa C. 

Estas respuestas. de algun::1 n1ancra disparan un;:i respuesta fisiológica en la 

céluln, que puede hasta incluir alteraciones en la expresión génica 

(Libbcng'1. et .-il 1984) 

En plantas. por c1emplo. se ha demostrado que la auxina induce la 

h1perpolar1z;ición de la membrnna a través de la actividad de la A TPasa de 

protones de la n1embrann plasmilt1ca La incubación de protoplnstos de a!eurona 

con ant1suero contra la denomin;:id<J ABP (proteina enlazadora de auxinas), 

bloquea la respuesta inducida por este fitorregulador Esto mdrca que la ABP 

presente en ILJ superficie externa de la membrana plnsmático es esencial para el 

flujo de información de la auxma hacia la H. -ATPasa. Por otra parte. se ha 

encontrado ev1denc1a sobre la abundancia de ABP en membrana plasmélt1ca con 

sensibilidad 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 estimulo de una hormona. ademas de que 

resultaría muy aventurado afirmar que los mecani$mos de transducc:ón en 

plantas son iguales a los de animales. Sin embargo, se sabe que a!gunos 

sistemas de regulación son altamente conservados. por lo que las principales 

cadenas de transducción en plantas podrían tener algunos aspectos en común 

con las de animales. 

El complejo estimulo·receptor genera cambios en factores 

citoplasmilticos. identificados como segundos mensajeros. que amplifican. 

integran y propagan la señal inicial. En plantas, existen varias especies que han 

sido propuestas como segundos mensajeros como tos protones, las poliaminas. 

las proteln cinasas, y las fosfatasas. 
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Se ha encontrado que los niveles de Ca2
• cambian importantemente en 

respuesta a una amplia variedad de estimulos. por lo que se piensa que este 

catión podria mediar vanns respuestas fisiológicas Existen diversos trabajos 

que apoyan el hecho de que el Ca='· puede fungir como segundo mensa1ero. 

En vanos estudios so han hecho mcd1c1oncs que indican que la 

concentración mtrace\u\¡¡r de C<:1;o. en diferentes tipos de células es menor de 

200 nM. y sólo en casos especiales este nivel se ve incrementado por algún 

estimulo Por otro lado. se h.:ln identificado canales de Ca:-· en plantas 

superiores e inferiores. Ademas. existe ev1denc1a de que el 1nos1tol tnfosfato y la 

fosforilación modifican la actividad de estos canales (Bettike. et al. 1994). 

También se han caracterizado ATPL1sas de Ca~· en membranus de células 

vegetales Por otra pm1e. se ha reportado la presencia de proteinas con gran 

afinidad y espec1fic1dad por el GTP en membranas de varias células vegetales. 

Se sabe que esta especie provoca In liberación de Caz· de vesículas 

membrana les. 

3. 7.5. EL CALCIO EN LA CAPA DE ALEURONA 

Muchos estudios han demostrado que vanos procesos fisiológicos 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 3 , donde se ha encontrado que la variación en las condiciones de 

incubación de los mismos (diferentes concentraciones de ca 2
• extracelular, 

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

distribución de este catión dentro y fuera la célula (Bush. et al. 1988). 

Concomitantemente, se observaron cambios en la sintesis y secreción de la 

(.L-arnilasa (producción diferencial de isoenzimas en cuanto a tiempo y 

concentración) y alteración del pH extracelular. Por ejemplo. la incubación de los 
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protoplastos con AG 3 y 20 mM de Ca 2
• produce un incremento del calcio 

citoplasmátlco de 200 nM a 350 nM. induce la slntesis de u-amilasas de alto y 

bajo punto isoeléctrico. y propicia la acidificación del medio externo. Mientras 

que el tratnm1ento de los protoplastos con AG3 y 1 O mM de Ca 2
• no altera el 

nivel basal de este catión en el interior de la célula y sólo se induce la slntesis 

de u-amilasa de bajo punto 1soeléctrico en baja concentración (Carbonell. et al. 

1984). Ésto sugiere que el calcio podría de algunn manera regular algunos 

procesos involucrados con las respuestas de este tejido al AG 3 

(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, 

invo1ucra la activación de una proteína que se enlaza al calcio. la calmodulina. 

Se ha demostrado que la activación de esta proteina es un prerrequisito para 

diversas respuestas regulatorias. En protoplastos de aleurona de cebada, se ha 

encontrado que el tratamiento con AG 3 incrementa los niveles de calmodulina, 

que a su vez promueve el transporte de calcio hacia el interior del retículo 

endoplásmico. Por ello. se ha propuesto que la toma elevada de Ca 2
• del 

reticulo endoplásmico por inducción con AG 3 puede ser coordinada y regulada 

por niveles elevados de calmodulina asociada a membranas (G1lroy. et al 1993). 

Ésto refuerza Ja idea de que el calcio desempeña un papel importante en la 

transducción de las señales provocadas por la interacción del AG 3 con las 

membrana plasmática de las células de la capa de aleurona. 

Es bien sabido que la membrana plasmática no funge sólo 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 plasmática. 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 qulmicos. 

Los receptores de In membr01na plasmática son protefnas 

transmembranalcs, con sitios de enl01ce en la porción de la proteína expuesta al 

exterior de la célula. En general, la ocupación de estos sitios por un agonista 

(moléculas que pueden inducir una respuesta del receptor) causará un cambio 

conformacional en la proteina receptora que sera prop¿igado a la región 

expuesta al interior de la célula. En la parte de la membrana plasmática en 

contacto con el citoplasma, puede haber diferentes interacciones entre el 

receptor y otr¿is proteínas que eventualmente llevan a distintos estadios del 

proceso de transducción. 

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 

por diferentes fitorreguladores (AG 3 y ABA) y cuyos productos están 

bioquimicamente identificados (<.e-ami/asa. j)-glucanasa} Por ello. ha servido 

como un modelo importante para el estudio de la regulación hormonal de la 

expresión génica en plantas 

Dada la evidencia de que la percepción de la ser"lal del ácido giberélico en 

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

membrana plasmática. es factible pensar que este estímulo podría conllevar 

algunos cambios en las proteínas de membrana que fungieran como receptores 

específicos y permitieran transmitir la ser"lal del fitorregulador hacia el interior de 

Ja célula desencadenando Ja respuesta correspondiente. 

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

plasmática en este sentido, resulta importante y necesario tener una 

metodología confiable y eficiente para el aislamiento y purificación de este tipo 

de membrana. Asimismo, el contar con membrana plasmática pura nos 
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permitíria estudiar los cambios que se presenten en sus diferentes proteínas 

asociadas. o inclusive seria factible determinar si existen cambios también a 

nivel fosfolipidos en cuanto a su composición y/o estructura en Ja membrana. De 

esta manera. el aislamiento y purificación de membrana plasmé.itica de este 

tejido nos presenta muchas posibles estrategias que nos podrian acercar a 

elucidar algunos de los aspectos importantes del mecanismo de percepción 

hormonal y/o tr~nsducc1ón. 

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

rnetodologia que permita el aislamiento y purificación de membrana plasmática 

de células de capa de aleurona de cebada. 



4. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1. MATERIAL BIOLÓGICO 

Se utilizaron semillas de cebada Hordeum vulgare. variedad Himalaya, cosecha 

1994, obtenidas del Departamento de Agronomía de la Universidad de 

Washington, Pullman, WA. 

4.2. PREPARACIÓN DE LAS SEMILLAS 

Las semillas de cebada se cortaron transversalmente eliminando el embrión. Las 

medias semillas sin embrión se desinfectaron con hipoclorita de sodio comercial 

38 
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al 20°/o (v/v), agitándolas en esta disolución durante 20 minutos. Se enjuagaron 

seis veces con agua destilada estéril hasta eliminar el olor a hipoclorito. 

Después se les ar1adió ácido clorhídrico 0.01 N, donde se agitaron durante 10 

minutos (pnra eliminar algún excedente de hipoclorito de sodio). Se enjuagaron 

nuevamente seis veces con agua destilada estéril hasta eliminar el pH ácido 

(medido con papel indicador de pH Whatman). 

4.3. 0BTENCl0N DE LAS CAPAS DE ALEURONA 

Las medias semillas desinfectadas se pusieron a embeber durante 72 hs a 28°C 

sobre dos círculos de papel filtro Whatman No. 1 y con 7 mi de agua destilada 

estéril en cajas de Petri. AJ término de este tiempo, se eliminó el endospermo 

almidonoso con la ayuda de dos espátulas. Todas las manipulaciones con fas 

semillas desinfectadas se realizaron en condiciones estériles. 

4.4. AISLAMIENTO OE MEMBRANAS 

4.4.1. PREPARA C/ÓN DEL TEJIDO 

Las capas de aleurona obtenidas se congelaron con nitrógeno liquido y se 

molieron en un mortero con pistilo preenfriados hasta formar un polvo fino. Este 

se transfirió a un vaso de precipitados donde se le at"iadió medio de 

homogeneización (sacarosa 250 mM, etiléndiamina tetracético (EDTA) 2 mM, 

ATP 1 mM, Tris/HCI 70 mM pH 8.0, ditiotreitol (DTT)• 4 mM, [l-mercaptoetanof• 

15 mM. N-tosil-L-fenilalanin clorometil cetona (TPCK)9 100 µg/ml, N-u.-p-tosil-L

lisin clorometil cetona (TLCK)9 50 1-19/ml y quimostatina• 7 µg/ml) en relación 1 g 

de tejido : 1 mi de medio. Se homogeneizó 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 preparación se mantuvo a 4ºC. 

4.4.2. OBTENCIÓN DEL HOMOGENADO SIN FRACCIÓN NUCLEAR 

El homogenado total se centrifugó a 5000 X g durante 15 mina 4ºC. La pastilla 

se descartó y el sobrenadante se denominó Homogenado sin Núcleos (H-N). 

4.4.3 .. OBTENCIÓN DE VES/CULAS DE MEMBRANA PLASMÁTICA POR EL METODO DE 
REPARTO EN UN SISTEMA DE POLIMEROS EN DOS FASES 

El enriquecimiento de vesículas de membrana plasmática de capa de aleurona 

se realizó según el procedimiento descrito por larsson, ot al (1987). 

la mezcla de fases consistió de lo siguiente: 

Tabla 4.1. Componentes para la elaboración del sistema de fases. 

Componente 

Oex1ran T-500 20% 

Polietiféngficol 3350 40o/o 

Sacarosa 

Cantidad 

11.66 g 

5.86g 

3.05 g 

Concentración final 

6.5%> p/pª 

6.5% p/p 

330mM 

KH2PO, 0.2 M pH 7.8 0.675 mi 5 mM 

KCI 2M 0.041 mi 3 mM 

H 2 0 cbp 27.00 g 
' Esta concenltactón de pollmeros se ut1/1zó en todos los sistemas de fases después de la 
selección de la concentración óptima de los mismos 

El sistema de fases se preparó pesando 11.66 g de Oextrán T-500 al 20% 

plp en agua en un tubo Corex de 50 mi. A ese mismo tubo se añadie:'ron 5.86 g 

f' 
' ¡ 
i 
1 
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de poliettlénghcol 3350 al 40n/o p/p en agua sin volver a tarar la balanza (es decir 

que se lleva al peso acumulado de Dextrán y polielllénghcol). De la misma 

manera, se agregaron 3.05 g de sacarosa en polvo. Después se ar'\adió la 

cantidad indicada de KH.'.!P04 0.2 M pH 7.8 y KCI 2M. Del peso final obtenido, se 

llevó a un peso de 27 g con agua para obtener las concentrac1ones finales 

especificadas en la tabla 4. 1 Ln mezcla de fases (27 g) se llevó a un peso de 

36 g añadiendo la fracción H-N. Dependiendo de la cantidad de proteina 

obtenida en el H-N, la mezcla de fases se escaló para obtener al final las 

mismas concentraciones finales antes especificadas 

Con el objeto de determinar las condiciones óptimas para el 

enriquecimiento en vesículas de menibrana plasmática se estudió el efecto de 

las diferentes concentraciones de polímeros 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 
elaboración de los sistemas de fases de diferente concentración de 
polimeros. 

Concentración de polimcros 

Componente 5.5/5.5 6.216.2 6.5/6.5 7.017.0 

20% plp 9.96 g 11.16 11.66 g 12.60 g 
Dextran 

40% PEG 4.98 g 5.58 g 5.86 g 6.30 g 

Sacarosa 3.05 g 3.05 g 3.05 g 3.05 g 

0.2 M Buffer 0.675 mi 0.675 mi 0.675 mi 0.675 mi 
fosfatos pH 7.8 

2MKCI 0.041 mi 0.041 mi 0.041 mi 0.041 mi 

Agua cbp 27.00 g 27.00 g 27.00 g 27.00 g 

La mezcla de fases junto con el homogenado sin núcleos se agitó 
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invirtiendo enérgicamente el tubo 25 veces. Después se centrifugó a 1500 RPM 

por 1 O rnin a 4ºC para volver a separar las fases. 

La fase superior (FS) enriquecida en membrana plasmática se separó de 

la mezcf¿i. Para eliminar el polimero. se diluyó tres veces su volumen con un 

buffer que contenía sacarosa 250 mM, Tris/HCI 10mM pH 7.5, se agitó y 

centrifugó a 100,000Xg por 2 h a 4"C. La pastilla obtenida se resuspendió en 

100-150 pi de medio de resuspensión (sacarosa 250 mM. Tns/HCI SmM pH 7.0. 

Glicerol 10~{>. DTT'" 1 mM. TPCK"' 100 pg/ml. TLCK'" 50 pg/ml, quirnostatina· 

7>-19/ml). Esta muestra se alicuotó en fracciones de 50 pi y se guardaron a -70ºC. 

c·estos reactivos se añadieron justo antes de usar Ja solución). 

Para realizar otro p"1SO de enriquecimiento de la membrana plasmática, 

se preparó otro sistema de fases como se describió anteriormente y se llevó al 

peso de 36 g con agua. El sistema se centrifugó a 1500 RPM durante 5 min y la 

fase superior de PEG fue eliminada. Entonces se cargó FS (obtenida en el 

reparto anterior} sobre la fase inferior (FI) de Oextran del sistema de fases. Se 

agitó el sisterna invirtiendo el tubo 25 veces y se centrifugó a 1500 RPM durante 

5 min a 4ºC. La fase superior del sistema, denominada FS2 • se lavó del 

polimero. se centrrfugó y se resuspendió la pastilla obtenida en las mismas 

condiciones descritas anteriormente. 

4.5. DETERMINACIÓN OE PROTEiNA 

La determinación de proteína se llevó a cabo por medio del método de Lowry 

(1951). 

En 0.9 mi de agua destilada se agregaron de 5 a 10 J.tl de muestra (H-N, 
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FS, FS2 o FI), 0.1 mi de desoxicolato de sodio al 0.15% (p/v) y 0.1 mi de ácido 

triclaroacético al 72~0 (v/v). Se clin'linó el sobrcnadante y se resuspendió la 

pastilla en 1.0 mi de agua destilada, 0.1 mi de desoxicolato de sodio 0.15º/o 

(p/v), 1.0 mi de reactivo A, que contiene en partes iguales: agua destilada, 

hidróxido de sodio 0.8 M, dodecilsulfato de sodio al 10°/u (p/v) y CTC (NazC03 al 

10°/o (p/v). CuS0 4 al O 1°/o (p/v) y K 2 C 4 H 4 0 6 al 0.2°/o (p/v)). y 0.5 mi de reactivo B 

(Reactivo Folln C1ocalteau y agua destilada 1:5) Se dejó desarrollar color 

durante 30 man, al término de los cu<:1les se leyó la absorbencia en un 

espectrofotómetro LKB Ultrospec 11 a 750 nm. 

La curva patrón se realizó con una disolución estándar de seroalbúmina 

de bovino (1 mg/ml) con 10 a 60 ~ig de proteína. 

4.6. ENSAYOS ENZIMÁTICOS 

4.6.1. ATPASAS 

La hidrólisis enzimática de ATP fue medida por un método calorimétrico 

modificado para la determinación de Pi en muestras con alto contenido protéico 

y baja actividad de ATPasa. Este método se basa en la formación de un 

complejo de fosfomolibdato en medio ácido seguido por la reducción o 

complejación con tintes básicos que resultan en un producto colorido 

(González. et a/_ 1992). 

En este método, se ariadieron 10 ¡tg de proteína de la fracción 

membrana! a un medio que contiene sacarosa 250 mM, Tris/HCI 10 mM pH 7.0, 

carbonilcianuro 3-cloro-fenilhidrazona (CCCP) 7 J.LM, ATPrfris pH 7.0 10 mM. 

cloruro de magnesio 10 mM y lisofosfatidilco1ina 100 ¡1M en un volumen total de 
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150Jd. Se incubó n 30<>C durante 1 h, al término de la cual se detuvo la reacción 

por la adición de 150 ,.ar de reactivo A (dodecil sulfato de sodio al 24º/o). Después 

se agregaron los reactivos para desarrollar color: 300 pi de reactivo O que 

consiste de la mezcla 1:1 del reactivo B (ácido ascórbico 12°/o en HCI 1N) y 

reactivo C (molibdato de amonio 2°/o en HCI 1N) y 450 pi de reactivo E (citrato 

de sodio 2°/o y metarsenito de sodio 2°/o en ácido acético al 2º/o en agua). el cual 

se adicionó a los 3-7 min de haber añadido el reactivo O. Las muestras se 

incubaron durante 20 mrn a temperatura ambiente y se hicieron las lecturas de 

absorbencia a 850 nm. Habiendo realizado la curva patrón con 10 a 60 llmoles 

de fosfato, la actividad de las ATPasas se midió como la liberación de fosfato 

inorgánico expresado como rtmoles de Pi I mg proteina I h. 

Con el fin de identificar las membranas presentes en la muestra como 

función de Ja actividad de sus ATPasas especificas. se añadieron al medio de 

hidrólisis diferentes inhibidores de actividad de ATPasa. que se enlistan a 

continuación: 

Tabla 4.3. Concentraciones de inhibidores específicos de enzimas con 
actividad de hidrólisis de ATP. 

lnhibidor Enzima inhibida 

A TPasa de tonoplasto 

A TPasa de membrana 
plasmática 

ATPasa mitocondrial 

Fosfatasas ácidas 

Concentración final 

200mM 

200¡.M 

2mM 

0.SmM 

Dado que las concentraciones finales de inhibidor estaban reportadas 

para embrión de mafz. se realizó una selección de concentraciones óptimas de 

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

': 
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4.6.2. CtTOCROMO C REDUCTASA COMO MARCADOR DE MEMBRANA DE RET/CULO 
ENDOPLASAflCO. 

la reducción del citocromo e por la acción de la citocromo e reductasa se midió 

por el incremento en la densidad óptica a 550 nm. La reducción es lineal durante 

un minuto, pero disminuye más rápido cuando más del 40°/o del citocromo C ha 

sido reducido. (Mah/er R., 1955 ). 

Medimos la actividad de la enzima pura (Citocromo C Reductasa porcina, 

SIGMA Chemical Ca.) a diferentes concentraciones de citocromo C oxidado, 

para establecer la concentración saturante de este sustrato para Ja enzima, 

(Figura 4.1). 

Figura 4.1. 

5 

º+----~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 
o 50 100 150 

Concentración Cit e oxidado 
(µM) 

200 

Efecto de la variación de la concentración de citocromo C oxidado 
en la actividad de la cítocromo C reductasa. 
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De la Figura 4.1, podemos ver que ta concentración óptima de citocromo 

C para el ensayo resultó de 180 µM. 

También medimos In actividad de la enzima con diferentes cantidades de 

protefna del homogenado sin núcleos, para determinar la mínima cantidad de 

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

Dentro de la zona lineal de la curva, seleccionamos la cantidad de 20 µg 

de proteína. pues con ésta se registró una actividad considerable para llevar a 

cabo nuestros ensayos. Se conservaron los 20 µg de proteina para todas las 

fracciones. 

7 

6 -· -
5 

4 

3 

/ 2 

. 
º+-~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~--' 

o 20 40 60 80 100 120 140 

µg proteína H-N 

Figura 4.2. Variación de la cantidad de proteína de la fracción H-N para la 
actividad de la citocromo C reductasa. 
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Finalmente. el medio de reacción en un volumen total de 1 mi contuvo: 

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

Reactivo 

Citocromo e (oxidado) 

NADPH 

Cianuro de potasio 

Antimic1na 

Amortiguador Fosfatos pH 7.2 

Concentración final 

180 pM 

3mM 

5mM 

1.4 pM 

50mM 

La reacción se inició añadiendo 20 pg de protelna de H-N, FS o FI. Se 

leyó el incremento de la absorbencia a 550 r¡m cada 10 s durante 1.5 minen un 

espectrofotómetro SHIMAZDU UV160U. De la pendiente de la curva obtenida se 

calculó la actividad especifica expresada como Tlmoles de citocromo C reducido 

por minuto por mg de proteína. El coeficiente de extinción del citocromo C a 

550 'lm es 18.5 cm 2 /i,mol. 

4.6.3. CITOCROMO C OXIDASA COMO MARCADOR DE MEMBRANA MITOCONDRIAL 

La oxidación del citocromo C catalizada por la citocromo C oxidasa se midió 

espectofotométricamente por la disminución de la absorbencia a 340 nm a 25ªC 

(Green, et al.1963). 

Para determinar las condiciones óptimas para el ensayo, se midió la 

actividad de la citocromo C oxidasa pura (SIGMA Chemical Co.) variando la 

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

la enzima se encuentra saturada es de aproximadamente 10 µM. 

Por otra parte, medimos la cantidad de proteína necesaria de 

homogenado sin núcleos para poder detecto:u la actividad de la enzima. 

(Figura 4.4). 

La cantidad óptima de proteína de H-N para medir la actividad de la 

enzima resultó de 10 µg Por ello, empleamos esta misma para todas las 

fracciones. con fines de estandarización. 
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Figura 4.3.. Efecto de la variación de la concentración de citocromo C reducido 
en la actividad de la citocromo C oxidasa. 
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Figura 4.4. Variación de la cantidad de proteína de la fracción H-N para fa 
actividad de la c1tocromo C oxidasa. 

Finalmente. el medio de reacción en un volumen total de 1 mi contuvo: 

Tabla 4.5. Concentraciones finales de los componentes del medio de reacción 
para determinar la actividad de la citocromo e oxidasa. 

Reactivo 

Citocromo e (reducido)• 

NAO• 

Buffer Fosfatos pH 7.2 

Concentración final 

12.6 µM 

361 µM 

50mM 
• Este reactivo se preparo al'iad1endo 1 mi de una d1so1uc10n 1 M de ácido ascOrb1CO a 10 mg de 
citocromo e oxidado El c1tocromo e reducido obtenido se dialtZ6 durante 20 hs en 4 1 de agua 
desionizada a 4ºC. 
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La rcLicción se inició ar"ladiendo 10 pg de proteína de H-N, FS o FI. Se 

leyó el dccrcrncnto de la ubsorbenc1LJ a 340 qm cada 1 O s durante 1.5 minen un 

espectrofotómetro SHIMAZDU UV1GOU. De la pendiente de la curva obtenida se 

calculó la actividad cspecific¡] expresada como ,,moles de Citocromo C oxidado 

por minuto por rng de proteina El coeficiente de extinción del NAO. a 340 r1m es 

6.22 cm 2 /itmol. 

4.6.4. GLUCAN SINTETASA JI (GSI/) COMO MARCADOR DE MEMBRANA PLASMÁTICA 

La actividad de la glucán sintetasa JI fue medida como Ja incorporación de UOP

[H3J-glucosa a un poliglucano, en este caso la celobiosa. De acuerdo a la 

metodología consultada (Walker,et al. 1993), Ja cantidad de proteína necesaria 

para determinar la actividad de esta enzima era de 1 µg, así como también la 

muestra se colocaba sobre un papel filtro VVhatman 3MM. donde se lavaba 

varias veces con una mezcla de metanol/cloroformo. 

En los pnmeros ens<:iyos utilizamos esta técnica, sólo que usamos 10 µg 

de proteína. Sin embargo. las actividades obtenidas para las muestras 

resultaron iguales o mas bajas que aquellas obtenidas para los blancos. En 

principio pensamos que tenlamos problemas con los lavados de la muestra y 

que no estabamos eliminando la rad1act1vidad inespecífica de la reacción. Por 

ello, decidimos modificar la forma de lavar las filtros con la muestra. Esta vez. 

lavamos los filtros con una mezcla de 1 SO mi de etanol y 350 mi de acetato de 

amonio 0.5 M pH 3.6. (Kauss, et al. 1983); así como también. agregamos 0.5 mg 

de celulosa sólida para arrastrar el oligosacárido sintetizado. No obstante, 

volvimos a tener los mismos resultados. Probablemente, con estos lavados, Jos 

carbohidratos en Ja mezcla de reacción pasaban a través del filtro y sólo 

conservábamos la radiactividad inespeclfica. 
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Según reporta Ray (1979). dado que la cantidad de material particulado 

presente en la muestra es muy pequeria, para detener la reacción se añade 

etanol al 70%> para precipitar Jos carbohidratos. Ar"ladimos también UDP-glucosa 

2 mM para eliminar la radiactividad inespeclfica: además de que se deben 

agregar 100 µg de proteina de membranas enzimáticamente inactivas. que 

funcionan arrastrando los oligosacándos. Optamos por no emplear papel filtro 

para poner la muestra. sino que Ja pastilla formada después del último lavado 

can etanol al 70%J se resuspendió en 300 µI de la misma disolución y se aftadió 

directamente al vial con el liquido de centelleo. 

Con esta metodologia. se realizó un experimento en el que se emplearon 

diferentes cantidndes de proteina de FS (donde esperábamos la mayor actividad 

de GSll) para establecer la minima cantidad de proteína requerida para el 

ensayo. Ya que otra posible causa por la que el ensayo no estaba resultando 

bien era la cantidad de proteina que estabamos empleando (Fígura 4 5). 

Con este experimento. comprcbamos que 10 µg de proteina no era 

suficiente para obtener actividades detectables de la glucán sintetasa JI. Así. en 

los ensayos posteriores utilizamos 200 µg de proteina de todas las fracciones 

(FS, FI y H-N). 

Finalmente. el medio de ensayo contenía en un volumen total de 200 µI: 

Tabla 4.6. Concentraciones finales de los componentes del medio de reacción 
para determinar la actividad de la glucán sintetasa. 

Reactivo 

HEPES-KOH (pH 7.25) 

Sacarosa 

Oigitonina 

Glicerol 

Concentración final 

SOmM 

330 mMª 

0.006°/o 

16.0°/oª 
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Tabla 4.6. Concentraciones finales de los componentes del medio de reacción 
para determinar la actividad de la glucán sintetasa (Continuación). 

Reactivo 

Ditiotreitol (OTT) 

Espermina 

Celobiosa 

Cloruro de calcio 

UOPG 

UDP-f3 Hf glucosa 

Concentración final 

2mM 

2mM 

20mM 

0.2mM 

2mM 

20 GBq/mol 

•Se considero que las ves1culas de membranas se encontraban resuspend1das en un buffer que 
contiene glicerol y sacarosa. de manera tal que sólo se agrego el glicerol y la sacarosa necesana 
para alcanzar las concentrac1ones finales 1nd1cadas 

La reacción se inició con la adición de 200 pg de proteína de las 

fracciones H-N, FS o FI. Se incubó durante 30 min a 25ºC. La reacción se 

detuvo por la adición de etanol al 95~-ó hasta llegar a una concentrac1ón final del 

70o/o. Esto se realiza con el fin de precipitar los ol1gosacáridos sintetizados por 

acción de la enzima. 

Se añadieron 100 µg de proteína de membranas enzimáticamente 

inactivas (fracción microsomal hervida durante 10 min) y se centrifugó por 1 min 

a 13000 RPM. Se eliminó el sobrenadante. La pastilla formada se resuspendió y 

lavó en 300 µl de etanol al 70°/o y 2 mM UDPG. repitiendo el procedimiento 

anterior tres veces. La pastilla finalmente se resuspende en 300 µI de Ja misma 

disolución y se transfiere a un vial con 5 mi de liquido de centelleo. Se contó la 

radiactividad incorporada a la muestra en un liquid Scintillat1on Counter 

Beckman LS6000 IC. La actividad especifica se expresó en llmol de glucosa 

incorporada por minuto por mg de proteína que se calculó a partir de la 

radiactividad especifica contenida en la mezcla de reacción. 
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100 
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Figura 4.5. Variación de la cantidad de proteina de la fracción FS en la 
actividad de la glucán sintetasa 11. 



5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

5.1 .. SELECCIÓN DE LA CONCENTRACIÓN ÓPTIMA DE LOS POLiMEROS EN EL SISTEMA DE 

REPARTO DE FASES 

La purificación de membrana plasmática por medio de un sistema de reparto en 

dos fases de Dextrán/polietilénglicol (PEG) ha mostrado ser un método cuya 

eficiencia es por mucho mayor a la de los métodos tradicionales, como lo es la 

centrifugación en gradientes de sacarosa. La superioridad del reparto de fases 

reside en el hecho de que la separación de las vesículas membranales se 

realiza en función de sus propiedades superficiales. La centrifugación en 

gradientes de sacarosa separa las vesiculas membranales de acuerdo a su 

tamaño o densidad. La densidad de Ja membrana plasmática (1.14-1. 17 g/ml) es 

muy símilar a la de las membranas mitocondriales (1.15-1.17 g/ml), membranas 

54 
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de aparato de Golg1 (1 12-1.15 g/ml), asi como la del retículo endoplásmico 

rugoso ( 1 15· 1 17g/n1I), por lo que la separación en este tipo de gradientes no es 

muy eficiente. Por otr;:i parte. las propiedades superficiales de la membrana 

plasmática son muy diferentes de las de las membranas intracelulares. Por lo 

que con una concentración óptima del sistema de dos fases. se pueden obtener 

preparaciones de vcsicu!zis de membrana plasmática de ~lto:i purez:l localizadas 

en la f;:ise superior dc:I s1sten1a. que corresponde a la de PEG 

(L.:irsson. et al. 1987) 

Con el fin de determinar las cond1c1ones óptimas para la separación, se 

varió la concentrac1ón de los polímeros del sistema de fases. De la literatura, 

escogimos una concentrac1ón de 6 2~10 Dcxtran/PEG (S<:lnchez-Nreto. 1994), que 

nos sirvió como b.:ise para preparar varios sistemas de reparto en 

concentraciones menores y mayores a esta concentración inicial. 

El reparto de foses se rc.:il1zó en sistemas que consistieron en la mezcla 

de Jos polimeros a las diferentes concentraciones (con un peso total de 2.7 g) y 

una cantidad de proteina (de la fracción de homogen.:ido sin núcleos o H-N) 

similar para todos los s1s!emcis P.reparados. y suficiente para que el peso del 

sistema fuera de 3 6 g 

Después de llevar a cabo el reparto de fases y recuperar las vesiculas 

membranales obtenidas en 1.:t fracción superior del sistema (FS). determinamos 

la cantidad de proteína recuperada en cada una de estas fases. La proteína 

representa una medida indirecta de la cantidad de vesículas membranales 

presente en Ja fase (Tabla 5.1 ). 

Como podemos observar en Ja tabla. la cantidad de proteina, y por tanto, 

la cantidad de vesiculas membranales recuperadas varia en función de la 

concentración de polímeros utilizada. El mayor rendimiento en la recuperación 
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de vesiculas membranales lo obtuvimos a una concentración de 6.5°/o Dextrán/ 

6.5°/o PEG. Los experimentos posteriores. por lo tanto Jos realizamos con esta 

concentración de polímeros. 

Tabla 5.1. Efecto de la variación de la concentración de los polirneros en la 
recuperación de protein[I en FS. 

Concentración 
Doxtran/PEG (%) 

5.5" 

6.2 

6.5 

7.0 

Proteína recuperada 
(µg) 

273.6 

648.4 

193 6 
A esta concentrac1on de poli meros no hubo separac:on de fases 

Recuperación 
(%) 

1.71 

4.05 

1.21 

5.2. DETERMINACIÓN DE LA CANTIDAD ÓPTIMA DE PROTEiNA A CARGAR EN EL SISTEMA 

DE FASES. 

La cantidad de proteína cargada en los sistemas de fases es importante en 

cuanto a que influye en la eficiencia de separación y recuperación membrana! 

(Sánchez-Nieto,1994). Por ello, a un peso fijo de sistema de fases se Je 

adicionaron diferentes cantidades de proteína. Después de mezclar y separar 

las fases. en cada una de estas se cuantificó protefna, la cual refleja la eficiencia 

en la separación y recuperación de membranas (Figura 5.1). 

El porcentaje de proteína recuperada en la fracción superior (FS). que 

corresponde a Ja fase enriquecida en membrana plasmática, varió dependiendo 

de la cantidad de proteína adicionada al sistema. Cantidades de proteina 

menores a los 2 mg disminuyeron notablemente la recuperación de proteina en 

FS. Sin embargo. la recuperación no se incrementó al aumentar la cantidad de 

proteína cargada en el sistema, mas aún cantidades mayores de 2.5 mg 
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disminuyeron la eficiencia de Ja recuperación. Esto sugiere que la capacidad de 

reparto del sistema se saturó (Figura 5.1). 

La cantidad de tejido utiliznda para cada experimento fue de 150 

aJeuronas. En promedio, la cantidad de proteína obtenida en el sobrenadante de 

5000 x g. que corresponde a una fracción de homogenado sin núcleos o H-N. 

fue de 13 mg. 

en u.. 
5J 
"' 

J 
"' 1 
* 

7 

6 

5 

4 

3 

2 

1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 

Proteína cargada en el sistema 
(mg) 

4.0 

Figura 5.1. Efecto de la protefna cargada en el sistema de fases en la 
eficiencja de fa recuperación membrana!. El sistema de fases fue de 2. 7 
g y se SJUstO a un peso de 3 6 g con protefna de la fracción cruda (H-N) 

Sin embargo, fa concentración de proteína recuperada (µg/µf) en cada 

experimento varió (Tabla 5.2). aún cuando la proporción de tejido a 

amortiguador utilizada en la homogenización fue constante. Esta variación se 
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debió al hecho de que el volumen recuperado después de centrifugar a 

5000 X g en cada experimento fue diferente. Debido a esta variación, el volumen 

de homogenado (realizado en Tris/HCI 70 mM) cargado en el sistema de fases 

fue distinto y por tanto el peso del sistemn se tuvo que ajustar a 3 6 g con un 

amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.8 conteniendo KCI 3 mM. Como 

consecuencia. la concentración de K .. y cr en el sistema variaron de 

experimento a experimento (Tabla 5 2). Se ha reportado que la eficiencia de la 

separación y recuperación del sistema varia con la concentración de estos iones 

(Gibrat. et .a/.1990 y Larsson.et al.). Por lo anterior fue necesario analizar si la 

eficiencia de separación y recuperación del sistema era diferente en los diversos 

experimentos. En la tLJbla 5.2. se observa que la concentración de K'"' en el 

sistema no varió de manera importante (2.25 a 2.86 mM), mientras que la de cr 
si cambió 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 

modificó de forma significativa. 

Tabla 5.2. Efecto de la concentración final de K .. y Cr en la eficiencia de 
reparto y recuperación de proteína membrana! 

Proteína Concentración de Buffer de ¡K•¡ [Ci-) Proteína 
cargada Proteína en H-N ajuste final final recuperada 

mg mg/ml mi mM mM º/o 

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. asl como también se calculó cantidad de buffer de 
ajuste at'Jad1da al sistema en funCJ6n de este peso 
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5.3. RENDIMIENTO DEL AISLAMIENTO DE LAS VESfCULAS MEMBRANA LES 

Una vez seleccionada la concentración de los polimeros y la cnntidad de 

proteina óptima a cargnr. los sistemas de fases preparados fueron escalados a 

sistemas mayores; y se estudió si esta modificación afectaba las carnctedsticas 

del sistema en cu<'.lnto a recuperación y distribución de las veslculas 

mernbranales (Tabla 5.3). 

La proteina total recuperada después del reparto de fases se conservó 

alrededor del 12 1Yo. En general. la cantidad de proteína membrana! en Ja fracción 

inferior (FI) fue entre 30 y 50º/o mayor que en la FS, con excepción de dos 

experimentos en los que se encontró igual cantidad de proteína membrana! en 

ambas fases (Tabla 5.3). 

Tabla 5.3. 

Peso del 
sistema 

g 

7.2 

72 

12.0 

12.0 

36.0 

Recuperación y distribución de la proteína después del reparto de 
fases. 

Proteína Proteina Proteino Proteína tot.:il 
cargada recuperada recuperada recuperada del 

(H-N) (FS) (FI) reparto 

mg µg ~'o µg % % 

4.00 223.0 5 57 294 7 7 36 12 93 

4.45 307.5 6 90 265.7 5 90 12.80 

6.30 256 o 4 06 464.0 7.36 11.42 

6 50 261.0 4 01 520.0 800 12.01 

16.00 1,024.0 5.68 788.0 4 30 12.05 

5.4. ACTIVIDAD OE ATPASAS COMO MARCADORES DE MEMBRANA 

La pureza de las membranas obtenidas en FS se determinó utilizando las 

ATPasas de diferentes membranas como marcadores. Medimos entonces la 
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actividad de las ATPasas de tonoplasto, de membrana plasmática y de 

mitocondria, así como la de la fosfatasa ácida. Esta determinación se realizó 

midiendo la actividad de hidrólisis de fosfatos cuando se ar"ladia un inhibidor 

especifico para cada unn de las ATPasas. Esto, por lo tanto. nos daba una 

medida indirecta de la actividad de cada tipo de ATPasa. Esta se calculó por la 

diferencia entre la actividad total (n1edida en ¿iusenc1a de inhibidor} y la medida 

en presenci¿i del mismo (cuya concentración fue similar a la reportada en la 

literatura. Séinchez-Nieto. et al. 1994). Los resultados de las primeras 

detern1maciones se muestran en la Tabla 5_4. Cabe aclarar que en cada tabla se 

muestra un experimento diferente. ya que la cantidad de proteina obtenida en 

FS y FI es lim1tante. 

Tabla 5.4. Determinación de la actividad de ATPasas de las diferentes 
membranas en FS (Experimento 1). 

Tipo de lnhibidor Concentración Actividad ~~ Actividad 1 

ATPasa (mM) (nmolos Pi/h) 

Tonoplasto KN0 3 100 n.d n.d. 

Plasmática Na 3 V04 0.15 51.8 28.7 

Mitocondrial NaN 3 1.0 30.2 16.7 

Fosfatasa Na3 Mo0.i 1.0 21.0 11.6 

Calculada 103.0 57.0 

Total 180.0 100.0 
Se tomo como 100':/o la actividad de ATPasa determinada en ausencia de mh1b1d::res 

La actividad total de ATPasa presente en FS fue 43°/o mayor que la 

calculada cuando se suma la actividad de cada una de las ATPasas 

determinadas en la fracción (Tabla 5.4). Esto sugiere que la concentración de 

los inhibidores no fue la adecuada para suprimir totalmente cada tipo de ATPasa 

o que el K. utilizado como contraión en el inhibidor de la ATPasa de tonoplasto 

estuviese activando a las otras ATPasas. Este efecto activador del K• ya ha sido 
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descrito para otros sisten1Lls en Jos cunles se determina actividad de ATPasas, 

(Gibrat, et o/. 1990). 

Tabla 5.5. Efecto de la vark1ción en las concentraciones de los inh1bidores en 
la actividad de las diferentes ATPasas en la fracción H-N. 

Tipo do ATPasa lnhibidor Concentración Actividad "/ .. Actividad 
(mM) (nmolos PI /h) 

TONOPLASTO TRJSINO.i 50 o 315 15 B 05 
100 o 530 30 13 5 

200.0 1 712.12 18.2 
PLASMATICA 

o 04 375 75 9 60 
o 08 666 66 1701 
010 639 40 16 31 
o 15 748 50 19 09 

.. 0.20 1087.!l 27.75 
o 30 081 80 25 04 

MITOCONORIAL 
1 o n d ;o nd 
2.0 ~e1.s 7.2 
50 3 86 3 86 

FOSFATASA 
0.50 430.3 10 98 
1 o 397 o 10 13 
2 o 339 4 B 66 

TOTAL 3 3921 2 100 
Calculado 6.: 1 

Las celdas sombreadas representan las conccntrac1ones de inh1b1dcr seleccicnadas corno 
óptimas La suma de los porccnta;es de nct1v1dad obtenidos can estas ccncenlrac1ones 
representan el total de ac11v1dad c:i1culado 
2 n.d no detectable 
3 Determinada en ausencia de inh1brdores 

Para seleccionar la concentración óptima de inh1bidor para cada una de 

las ATPasas, se determinó la actividad de estas enzimas en presencia de 

diversas concentraciones de su inh1bidor en la fracción H·N (Tabla 5.5). 

Ademas. para evitar el posible efecto activador del K*. se utilizó TRIS/N03 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 ni ATP. pero no son inhíbibles por ninguno de los compuestos 

utilizados como inhibidores. 

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

actividad se determinó de nuevo la distribución y recuperación de proteina; la 

actividad de ATPasa durante el proceso de purificación (Tabla 5.6); y la 

composición membrana! de cada una de fas fracciones. 

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

independientes. podemos observar que de la proteína extraída de las aleuronas 

del 5 al 6°/o se repartió en FS. que teóricamente corresponde a aquella 

enriquecida en membrana plasmática: y aproximadamente 3º/o se localizó en FI, 

donde se localizarian principalmente membrana de tonoplasto y reticulo 

endoplásmico. Alrededor del 3°/o de la actividad de hidrólisis de fosfato se 

encontró localizada en la fracción del sistema que correspondia a las 

membranas plasmáticas. la actividad de ATPasa distribuida hacia la parte 

inferior del sistema no fue reproducible. 

Tabla 5.6. Distribución y recuperación de proteina y actividad de ATPasa 
durante el proceso de purificación. 

Fracción Exp. Protcina Actividad Recuperación (%) 
(mg) total 1 especifica Proteína 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 P1 I h. La act1v1dad especifica esta dada en nmoles Pi I h 

mg protelna. El repano de fases para ambos experimentos se realizó en las mismas condic1ones; 
asf como la determinación de la act1v1dad de ATPasas. 
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También, podemos observar (Tabla 5.6) que más del 90º/o de actívidad de 

hidrólisis de fosfato se pierde durante el reparto de fases, ya que la actividad 

total de est¡is enzimas detectada en FS y FI suma tan sólo de 3 a 6º/o de la 

medida en el H-N. Esto podría 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 qued;in disueltos en el lavado de los polimcros de las fases 

Para demostrar si cada una de las fracciones del sistema estaba 

enriquecida en un tipo de membrana. se determinó la actividad de la ATPasa 

caracterist1ca de cada tipo membrannl. Los resultados (Tabla 5.7) indican que 

del total de ATPasa determinada en presencia de Jos diversos inh1bidores, la 

fosfatasa contribuye, dependiendo de la fracción y Ja repetición analizada, desde 

el 3º/o hasta el 76c-/o. Asimismo. la distribución de actividad sensible a N03 • y la 

sensible a vo, 3
· es similar en ambas fases, lo que indica que ninguna de ellas 

está enriquecida en algún tipo de membrana celular. Por otro lado. en general. 

la actividad de la membrana mitocondrial fue menor del 35º/o, o bien, no se 

detectó. 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). 

Sólo 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 ningún 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 sólo la composición de ATPasas 
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en FS (Tabla 5.8). 

Tabla 5.7. Determinélción del tipo de membranas y su abundancia en cada 
fracción del sistema de fases. 

Tipo de FS Fl 
membrana 2 3 2 3 

Act.: o/oAct. Act. o/o Act. Act. º/o Act. Act. º/oAct. 

Tonoplasto 352.0 32.0 530.9 54.0 474.6 54.0 72.0 41.0 

Plasmática 321.7 29.2 292.3 29.7 532.3 60.6 51.8 29.5 

Mitocondrial n.d.3 n.d. 84 3 8.5 320.1 36.4 

Fosfatasa 37.0 3.3 324.7 32.9 150.6 17.1 134.3 76.6 

Sumatoria 710.7 64.5 1232 2 1251 1477.6 168. 1 258. 1 147.1 

Total4 1101 .o 100.0 984.8 100.0 877.6 100.0 175.3 100.0 

o/oDiferencia -35 +25 +68 +47 
Experimentos 1ndepena1en!es 

2 Act1v1dad total d."'lda en nmolcs P1/ h 
3 n.d no dctectab&e 
•Determinada en ausencia de 1nh1b1dores 

De nuevo Ja actividad de ATPasas fue mucho mayor que la determinada 

experimentalmente en ausencia de los inhib1dores (Tabla 5.8). Tomando en 

conjunto los resultados de la Tabla 5.8 (FS) y la Tabla 5.9 se puede concluir que 

la magnitud del incremento no fue constante. 

Este tipo de resultados se puede explicar si los inh1b1dores estan 

f"ealizando un efecto cruzado inespecifico en la actividad de las A TPasas. 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 fracción de las otras. Esto nos lleva a sobreestimar Ja actividad de 

cada tipo de ATPasa. Por otro lado, este tipo de resultado podria también ser 

producto de Ja presencia de una nucleotidasa presente en alguno de Jos tipos de 



membrana o asociada de manera inespeclfica. 

Tabla 5.8. Abundnncia de ATPasas en FS. 

Tipo 
mernbr;inal 

Tonoplasto 

Plasmática 

Mitocondrial 

Fosfatasa 

Sumatoria 

Total determinado 

Diferencia 

Exp. 
Actividad (nmofes Pi/h) 

4 5 

n.d. 123.7 

131.1 137.0 

44.1 78.6 

73.0 86.3 

248.1 425.6 

147.0 155.7 

65 

o/oActividad 
4 5 

n.d. 79.4 

89.2 88.0 

30.0 50.5 

49.6 55.4 

168.8 273.3 

100.0 100.0 

+68.8 +173.3 

Por otra parte, se determinó la actividad de las ATPasas en la fracción 

FS2 (Tabla 5.9). Esta fracción se obtuvo al hacer pasar una FS a través de otra 

mezcl.:i de fr1ses donde la mezcla de polimeros se separó previamente 

af'iadiendo agua en vez de homogenado sin núcleos. Una vez realizado esto, se 

eliminó la fase superior de esta mezcla y se reemplazó con la fracción superior 

de un sistema de fases corrido con proteina de H-N. Se encontró que en efecto 

la actividad de la ATPasa de fa membrana plasmática fue aproximadamente un 

20% más alta que la de la fracción FS. Esto era de esperarse dado que las 

membranas est.3n siendo sometidas a otro paso de purificación. La actividad 

total de fa membrana plasmática representa alrededor del 50% (exp. 5 y 6). pero 

encontramos discrepancia con el experimento 7, donde tenemos un 90% de 

actividad de esta enzima. Además, 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 mítocondrial, 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 como también se detectó contaminación por 

.~-......._,,..A---•-•''-·•••• 
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fosfatasas. Por ello, seguimos pensando que a pesar de haber realizado dos 

pasos de purificación de ta membrana plasmática, no pudimos establecer la 

pureza de nuestra preparación a través del uso de lns ATPasns de membrana 

como marcadores. En el caso de FS~. volvemos a observar que las actividades 

totales med1d;is no coinciden con la sumatoria de !;is act1v1dades de las 

ATPasas n,ed1das por sep<Jrado con mhibidores En este caso. solo tenemos un 

experimento en el que la act1v1dad 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 quizñs lo podriamos explicar como error experimental. 

Sin embargo. el hecho de que ésto mismo h.:iya sucedido para las 

determinaciones de activ1d.;:id para FS. sugiere que es factible que exista otra 

razón para este comportam1cnto. 

Tabla 5.9. Determinación de la actividad de ATPasas de las diferentes 
n1embranas en la fracción FS~. 

Fracción Actividad total 
FS2 5 6 

Tonoplasto 13.4 92.1 

Plasmática 168.0 174.0 

Mitocondrial n.d. 2 n.d. 

Fosfatasa 141.7 n.d. 

Sumatoria 323.1 266.1 

Total medida 373.3 333.0 
0/o Diferencia -13.0 -20.0 
La actzvtdad total esta dada en nmoles P1 I h 

2 n.d no detectable 

-
º/o Actividad 

7 5 6 7 

66.0 36 27.6 66.0 

91.3 45 o 52 2 91.3 

41.4 n.d. n d. 41.4 

90.0 38.0 n.d. 90.0 

288.7 

1 

86.6 79.8 288.7 

100.0 100 100 100 

+188.0 -13.4 -20.2 +88.7 

Los resultados de distribución de actividad de los diversos tipos de 

ATPasas en la fracción FS y FS2 del gradiente se pueden clasificar en tres 

grupos. de acuerdo a la diferencia entre la 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. Por ejemplo, en los expenmentos (Tabla 5.4), 5 (Tabla 5.7), 3 y 4 

(Tabla 5.8). l¡i actividad totnl calculada es menor que la determinada en 

ausencia de inhibidores, mientras que para los experimentos 3 y 4 (Tabla 5.4), 6 

(Tabla 5.7). y 7 (Tabla 5.8) la sumatona de las actividades es mucho mayor que 

la medida sin inhibidores. Sólo en el caso del experimento 2 (Tabla 5.4) la 

cantidad de act1v1dad medida y la calculada coinciden. 

Para exphcor el hecho de que la actividad total sea menor que la 

sumatoria de las act1vidndes medidas por separado. pudiese suceder que los 

inhibidores además de suprimir la act1v1dnd de su respectiva ATPasa estuviesen 

estimulando la act1v1dad de hidrólisis de fosfatos de otra ATPasa o fosfatasa. 

Existe evidencia que muestra que el K• (Gibrat, et al. 1990) y el N03 " 

desde una concentración de 50 ml'v1 (Joaqu1m. et al. 1994) estimulan la actividad 

de la ATPasa de membrana plasmiltrca. La activación que pudiese haber habido 

por el K- quedó descartada al momento de haber cambiado el inhibidor de la 

ATPasa de tonoplasto de KN0 3 a TRIS/N0 3 Sin embargo, la concentración de 

N03 " empleada en el ensayo es cuatro veces mayor que la concentración 

mínima reportada para que este catión estin1u!e la actividad de la ATPasa de la 

membrana plasmática Por ello. es factible que al inhibir a la ATPasa de 

tonoplasto no hayamos medido su actividad real por tener hidrólisis de fosfatos 

adicional por parte de la ATPasa de membrana plasmática. 

Además. se ha reportado que el cloruro puede estimular la actividad de 

las ATPasas de retículo endoplásmico y tonoplasto hasta en un 37°/o y 19°/o, 

respectivamente (Joaquim, et al. 1994). La concentración de cloruros presente 

en el buffer de resuspensión de las veslculas membranales es de tan solo 5 mM 

de TRIS/ HCI, así como el medio de hidrólisis de fosfatos del ensayo contiene 

10 mM de MgCl2 . No obstante. la activación de las ATPasas del reUculo 

endoplásmico y tonoplasto por este catión se da a concentraciones mayores de 
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20 mM_ Por esto último podemos descartar la posible activación de estas 

enzimas por efecto de los cloruros. 

Esta posible act1vnción cruzada de las diferentes ATPasas por la 

presencia de ciertos iones. podría 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 hidrólisis de fosfato, la 

actividad de la ATPasa inhibida pilrece ser menor que Ja real, puesto que esta 

última se obtiene de la diferencia entre la actividad total y la actividad de todas 

las ATPasas y fosfatasas no inh1b1das. lo que seria equivalente a detectar una 

inhibición parcial de la ATPasa. 

Por otra parte. existe el caso en el que Ja actividad total medida es por 

mucho mayor a la sumatoria de las actividades individuales. Esto sería indicio de 

que existe cierta hidrólisis de fosfatos que no es supnm1ble con ningún inh1bidor 

empleado en nuestro ensayo 

Como yo se mencionó, las fosfatasas son enzimas solubles cuya 

presencia en la muestra es aleatoria. En la capa de aleurona se han 

caracterizado nueve isoenz1mas de la fosfatasa ácida. Tres de ellas se encargan 

de la movilización 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 ácido giberélico estimula 

la digestión de pequeñas porciones de pared celular por donde estas fosfatasas 

salen al espacio periplásmico. Las últimas, por su parte, son citoplásmicas y 

pueden o no ser secretadas por la inducción con ácido giberélico 

(Gabard, et al. 1986). 

Como podemos ver en los resultados, la contaminación por fosfatasas no 

es constante para todas las preparaciones. Dado que nuestro método de 
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homogenización no garantiza la eliminación total de la pared celular, como lo 

haria un método enzim;;:itico. peque~as particulas de ésta podria quedar 

adosada a las vesiculas membrana/es. Asimismo. pueden existir cuerpos 

protéicos en nuestr'1 preparación. Probablemente, el acceso del Mo0 4
3. a las 

fosfntaséls asociadas a la pared celular y a Jos cuerpos protéicos es d1fic1I, por lo 

que no llegan a ser inh1bidi1S y detectamos hidrólisis de fosfatos ad1c1onal 

La act1v<.ición cruzada de las ATPasas y la hidrólisis de fosfatos por 

fosfatasas contaminantes no inhibidas pueden ser simultáneos, por lo que 

esperaríamos que sus efectos se contrarrestaran y pudiésemos tener 

actividades totales rned1d<.ls s1m1lares a fas calculadas. No obstante. esto no es 

lo que muestran los resultados. La contaminación con fosfatasas es muy 

variable; si ésta es muy alta podria sobrepasar el efecto de la activación cruzada 

por lo que tenemos porccnta1es de activación muy por encima del 100C/O. 

Todo esto nos llevó 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 contaminación 

por actividad de fosfatasas tenemos en las preparaciones, asi como de qué 

tipos de membranas existen en las muestras. No obstante. esto nos 1nd1có que 

era necesario implementar la medición de otras enzimas marcadoras de 

membrana que nos perm1t1eran establecer la eficiencia de la purificación de 

nuestro método. 

5.5 DISTRIBUCIÓN DE LAS ENZIMAS MARCADORAS DE MEMBRANA MITOCONORIAL, 

RETJCULO ENOOPLÁSMJCO Y PLASMÁTICA EN LAS DIFERENTES FRACCIONES DEL 
REPARTO DE FASES 

En. fa tabla S. 1 O, se muestra la distribución de Ja actividad de fa citocromo C 



S. Rcsuhm.h1s y Discusión 70 

oxidasa (marcador de membrana mitocondrial), en las fracciones homogenado 

total. homogenado sin núcleos, FS y FI. 

Podemos observar que perdemos el 86°/o de la actividad de la citocromo 

C oxidasa desde la obtención del homogcnado sin fraccíón nuclear. Esto 

significa que una gran porción de l~s m1tocondrias se sedimenta a 5000 RPM, o 

bien que es arrastrada por partículas mayores como núcleos y fragmentos de 

pared celular. 

Tabla 5.10. 01stnbución de las enzimas marcadoras de membrana m1tocondrial 
en las diferentes fracciones del reparto de fases. 

Fracción 

H-T 1 

H-N 

FI 

FS 

Actividad total de C1t C Actividad especifica Cit C oxidasa 
oxidasa (nrnoles cít e ox/mrn) (nmoles cite ox/min mg proteína) 

3,743 5 355.0 

529.5 58.5 

15.85 so.o 
14 5 73.5 

H-T es el homogenado crudo ob!enido antes de la centrifugación a 5000 RPr-.... 1 

Después del reparto de fases. perdemos 94°/o de la actividad total de esta 

enzima. La actividad restante queda repartida en las fases del reparto FS y FI 

en un 48º/a y 52°/o, respectivamente. Podemos decir que las mitocondrias son 

eliminadas eficientemente de la fracción enriquecida de membrana plasmática. 

Ya que su actividad sólo representa un 0.07o/o de la actividad presente en el 

homogenado crudo y un 2.7º/o de la del homogenado sin núcleos. 

Con respecto al reticulo endoplásmico (Tabla 5.11 ). después del reparto 

de fases, perdemos 97.4°/o de la actividad total medida en el homogenado sin 

núcleos. La actividad restante de la citocromo C reductasa se distribuye en las 

dos fases del reparto, quedando 70°/o de ésta en FJ. Aparentemente, no 
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logramos Ja eliniinación totnl del reticulo endaplásmico en la fracción enriquecida 

en membrana plasmiltica. ya que aún se detecta 1 .8'% de la actividad presente 

en H-N. No obst.:inte. se ha reportado la evidencia de que existe cierta actividad 

de reductasa dependiente de NADH y NADPH asociada a la membrana 

plasmática de plantas (Crane. 1989) que puede ser detectada por la reducción 

de citocromo C. Por elfo. seria conveniente detectar la presencia del retículo 

endoplásmico por medio de otro marcador. ya que lo que estamos considerando 

como contaminación por este tipo de membrana pudiera ser esta actividad 

reductorn asociada a la membrana plasmática. 

Con respecto a la membrana plasmática (Tabla 5.12). después del 

reparto de fases. podemos ver que perdemos más del ?Qc>/o de la actividad de la 

glucán sintetasa 11 que habia en la fracción de homogenados sin núcleos. La 

actividad restante Ja encontramos por completo en FS Esto nos indica que. a 

pesar de haber perdido una gran porción de la membrana plasmatica en el 

proceso de purificación. toda ella la tenemos en la fasü del sistema en la que la 

esperábamos. La actividad de esta enzima en FI no fue detectnble. Asimismo, 

podemos observar que según la actividad especifica de Ja enzima. hemos 

enriquecido 4.5 veces Ja membrana plasmática en FS. 

Tabla 5.11. Distribución de las enzimas marcadoras de membrana de retículo 
endoplásmico en las diferentes fracc1Cnes del reparto de fases. 

Fracción 

H-T 

H-N 

FI 

FS 

Actividad total Cite reductasa 
(nmoles cit e red/ min) 

n. m. 1 

204.7 

9.1 

3.8 
n.m. no medida 

Actividad especifica Cit e reductasa 
(nmoles cite red/min mg proteina) 

n. m. 
54.0 

27.7 

10.0 
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Estos resultados nos indican que en efecto enriquecimos FS del sistema 

de reparto de fases con membrana plasmática. No obstante, seguimos 

detectando contaminación de membrana mitocondrial y de retículo 

endoplásmico. 

Tabla 5.12. Distribución de las enzimas marcadoras de membrana plasmática 
en las diferentes fracciones del reparto de fases. 

Fracción 
Act1v1dad total glucán 

sintetasa 11 
Actividad específica glucán 

sintetasa 11 
(nmoles UDPGincorporado/ min) (nmoles UDPGincorporado/ min mg 

proteína) 

H-T 

H-N 

FI 

FS 
n m no medida 

2n d no detcct¡id¡i 

n.m. 1 

18.1 

n. d.' 

4.88 

n. m. 

0.038 

n. d. 

0.175 

Los resultados anteriores se encuentran resumidos en la tabla 5.13. 

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

0/o Actividad 
Fracción C1t e oxidasa Cit C reductasa Glucan sintetasa 11 

H-N 100 100 100 

FI 2.99 4.44 n.d. 1 

FS 2.73 1.85 26.96 
n.d. no detectable. 

Sin embargo, hay que considerar que no hemos medido aún la posible 

contamjnación con membrana de tonoplasto. Aún así. pensamos que podriamos 

aumentar la eficiencia del enriquecimiento en vesículas de membrana 

plasmática. modificando una vez más la concentración de los polimeros; ya que 
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la selección de la concentración de éstos para nuestro sistema fue realizada en 

base a la recuperación de protefna en FS. Por lo que además de considerar este 

parámetro, se podrla determinar la actividad de la GSll en la fracción superior de 

diferentes sistemas de fases con distinta concentración de pollmeros. 



6. CONCLUSIONES 

• El método de aislamiento y purificación de membrana plasmática de células 

de capa de aleurona de cebada por reparto en dos fases de polirneros resultó 

ser un medio adecuado para obtener preparaciones de vesículas de 

membrana plasmática relativamente puras. 

• En cuanto a la selección de la concentración óptima de pollmeras para el 

sistema de reparto, encontramos que a concentraciones de Oextrán/PEG 

menores al 5.5°1c:J p/p las fases no se llegan a separar. 

• Comprobamos que, en efecto. la recuperación de vesiculas membranales. 

medidas como proteina en la fase superior del sistema, varia en función de la 

concentración de los polímeros en el sistema. La recuperación de proteina 

74 
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muestra un máximo a concentración de 6.5°/o p/p de Dextrán/PEG. Mientras 

que a concentraciones menores y mayores a Ja anterior la recuperación 

disminuye. 

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

la cual la recuperación de vesiculas membranales es óptima. 

• Las concentraciones de los iones K• y cr presentes en las condiciones de 

trabajo no fueron determinantes en Ja recuperación de las vesículas de 

membrana plasmática. 

• El empleo de sistemas escalados con respecto a una base no influye en Ja 

recuperación de las vesiculas de membrana plasmñt1ca. más bien se 

mantiene en la misma proporción, siempre y cuando se conserve la 

concentración de polimeros y la relación de proteína cargada/peso del 

sistema. 

• El uso de la actividad de las A TPasas como marcadores de los diferentes 

tipos de membranas (de tonoplasto. mitocondnal, plasm<3tica) no resultó ser 

un método ideal para determinar el enriquecimiento en vesiculas de 

membrana plasmática en las FS y FSz . así como la purificación de este tipo 

de membrana. Por otra parte. esta técnica sólo nos permitió tener una idea 

aproximada de la contaminación de Ja preparación por m1tocondria y 

fosfatasas solubles. Mas. la variabilidad de las actividades de la ATPasa de 

tonoplasto nos indica que requerimos otra forma de medir la contaminación 

presente por este tipo de membrana. 

• Con el uso de otras enzimas marcadoras de membrana, como la Citocromo C 

oxidasa (mitocondria), Citocromo C reductasa (retlculo endoplásmico) y la 

glucán sintetasa 11 (membrana plasmática), logramos determinar con mayor 
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exactitud la eficiencia en el enriquecimiento de membrana plasmatica en FS. 

asJ como su pureza. 

• La actividad de la citocromo C oxidasa indicó que las mitocondrías quedan 

repartidas de igual manera en ambas fases del reparto (FS y FI). Sin 

embargo, la actividad de esta enzima específica de membrana mitocondrial 

contaminante representa una fracción mínima de la actividad medida en H-N. 

• La actividad de la citocromo C rcductasa se pierde casi completamente 

después del reparto de fases. La mayor parte de la actividad restante queda 

distribuida en FI. La fracción de retículo endoplásmico que queda 

contaminando FS representa tan solo 0.07°/o de la actividad medida en el 

homogenado crudo. 

• La medición de la actividad de la glucán sintetasa 11 resultó un marcador 

adecuado para determinar de forma indirecta la cantidad de vesículas de 

membrana plasmatica obtenidas en el reparto. 

• Una gran porción de membrana plasmatica se pierde en proceso de 

purificación. No obstante, toda la actividad de glucán sintetasa 11 recuperada 

se localizó en FS. Esta fracción sólo contiene un 5°/o de las membranas 

mitocondnales y de retículo endoplásmico presentes en el homogenado 

inicial. 
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