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I. RESUMEN 

La ATPasa de H+ de la membrana plasmática de las células vegetales ha sido llamada una 

nanomáquina o nanomotor que cataliza dos reacciones simultáneas y que son esenciales para 

las células vegetales. Estas dos reacciones están acopladas energéticamente entre sí, ya que 

una, la hidrólisis de ATP, tiene un ΔG°‟ negativo, de -7.4 kcal/mol, mientras que la otra reacción, 

el transporte de H+, es una reacción endergónica. Este transporte se realiza desde un 

compartimento (el citosol) en donde la concentración es de 0.01 mM de H+, hasta otra (el 

espacio apoplástico), en donde la concentración es de 0.1 mM de H+. La actividad de bombeo 

de H+, cuyo costo energético se realiza a expensas de la reacción de hidrólisis de ATP, es 

fundamental para sostener tanto actividades esenciales de mantenimiento de la célula como 

acciones de emergencia ante diferentes formas de estrés. Por ello, esta enzima constituye la 

bomba primaria más importante de las plantas. 

 En el laboratorio hemos encontrado que la ATPasa de H+ de plantas de Arabidopsis 

mutantes (Atlcb2b hp/Atlcb2a con un silenciamiento génico inducido) que no expresan a la 

primera enzima de la vía de síntesis de esfingolípidos (y en las que la síntesis de estos 

compuestos se ve disminuida), tienen una actividad 40% mayor que las plantas control. En este 

trabajo de tesis, se caracteriza la parte cinética de la catálisis mediada por la ATPasa de H+ en 

su modalidad de hidrólisis de ATP, determinando: condiciones de catálisis, concentraciones 

óptimas de sustrato y de enzima, tiempos de reacción, patrones de velocidad inicial y cinética 

de saturación, Constante de Michaelis (Km), determinación de velocidad máxima (Vmax), así 

como el valor de I50 para el VO4
3-. La cinética de hidrólisis de ATP determinada en las diferentes 

líneas en ausencia y presencia del inductor permitió determinar valores de Km en un intervalo de 

1.07 a 2.06 mM de ATP para todas las líneas y condiciones estudiadas. Con respecto a los 

valores de Vmax, la línea Atlcb2b hp/Atlcb2a con el silenciamiento génico inducido mostró un 

aumento del alrededor del 40% sobre las líneas controles; comportamiento que también se 

observó en la eficiencia catalítica. Con respecto a la inhibición por VO4
3- no se encontraron 

diferencias en los valores de I50. Experimentos de reconstitución con una fracción de 

esfingolípidos extraídos de membranas plasmáticas purificadas y con glucosilceramida pura, 

mostraron que la actividad de la línea Atlcb2b hp/Atlcb2a inducida disminuyó hasta recuperar 

los valores de la actividad de las líneas controles. En conjunto, los resultados obtenidos 

demuestran que los esfingolípidos tienen un papel muy importante en la expresión de la 

actividad de la ATPasa de H+ de la membrana plasmática influyendo en la velocidad de catálisis 

de la reacción de hidrólisis de ATP. 
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II. INTRODUCCIÓN 

La ATPasa de H+ de la membrana plasmática de plantas 

1. Localización subcelular y abundancia  

La membrana plasmática de células vegetales es una estructura que funciona como barrera 

permeable entre la célula y su exterior; está formada por diferentes tipos de lípidos: 

glicerolípidos, esfingolípidos, esteroles y algunos terpenos. Estas clases de lípidos se 

encuentran formando la matriz membranal en forma de bicapa. En particular, los esfingolípidos, 

son importantes no sólo porque forman parte estructural de la membrana, sino porque tienen 

capacidad de servir como ancla para proteínas membranales de carácter hidrofílico, además de 

que se encuentran formando las “balsas lipídicas” o microdominios membranales que son 

microdominios ricos en esteroles y esfingolípidos. Son en estas balsas en las que podemos 

encontrar diferentes tipos de proteínas.  

La ATPasa de H+ es una proteína que se encuentra sólo en la membrana plasmática, por lo que 

se le considera un marcador de esta membrana; pero puede encontrarse también en 

compartimentos vesiculares sólo de manera temporal, mientras se transporta desde su sitio de 

síntesis en el retículo endoplásmico hasta la membrana plasmática que es su destino final. 

Dentro de esta membrana, se ha reportado que la ATPasa de H+  puede encontrarse tanto en 

las regiones desordenadas de la membrana como en las ordenadas, que son las regiones de 

balsas lipídicas (Mongrand et al., 2004; Shahollari et al., 2004;  Borner et al., 2005;  Morel et al., 

2006;  Lefebvre et al., 2007;  Laloi et al., 2007; Kierszniowska et al., 2009; Minami et al., 2009).  

La ATPasa de H+ es una proteína transmembranal que es de las proteínas más importantes de 

la membrana plasmática en las plantas, por lo que es muy abundante y se sintetiza de manera 

constitutiva para satisfacer los requerimientos de la célula, ya que está involucrada en muchos 

aspectos de la fisiología de las plantas (Michelet y Boutry, 1995). 

2. Funciones fisiológicas 

Las plantas han evolucionado bajo la presión que significa tener una forma de vida fija al 

sustrato, lo que ha implicado el desarrollo de mecanismos para enfrentarse a cambios en el 

medio ambiente, como la luz, la humedad, la presencia de patógenos y la disponibilidad de 

minerales en el suelo. Debido a que la ATPasa de H+ es la responsable de establecer el 

gradiente electroquímico que promueve el transporte secundario de múltiples solutos a través 

de la membrana, esta enzima ha sido clasificada como una enzima clave en la regulación de 

eventos celulares (Sussman y Surowy, 1987). A continuación se enlistan aquellos aspectos 

celulares en los que esta enzima participa de una manera activa: 
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A. En la elongación celular. 

Las células de las plantas están rodeadas por una pared celular, que es una estructura 

resistente pero flexible, hecha de polímeros, en general de carbohidratos, que permite el 

desarrollo o la expansión de la célula así como el cambio de su forma. Los polímeros que 

entretejen esta pared celular forman un entramado de varias mallas: una, de microfibrillas de 

celulosa entrecruzadas por una matriz de polisacáridos; otra de pectinas unidas por puentes de 

calcio y una tercera de proteínas entrecruzadas entre sí y con otros componentes de la pared 

(Cosgrove, 1993). Cuando una célula crece, la pared celular tiene que aflojarse, relajando las 

mallas que la componen para que la célula que encierra pueda aumentar su tamaño. En tejidos 

de gran crecimiento como el coleoptilo y el tallo, las auxinas son responsables de iniciar este 

proceso induciendo la excreción de H+ desde el citoplasma hacia la pared celular. Evidencias 

experimentales que incluyen la medición del efecto de auxinas y sus análogos en la actividad 

acificadora de la ATPasa de H+ de la membrana plasmática, y el efecto de inhibidores de la 

enzima en el crecimiento de preparaciones de coleoptilos abrasados, indican que es esta 

enzima la que promueve la acidificación de la pared celular; de modo que las auxinas inducen 

la acidificación a través de la síntesis e incorporación masivas de la ATPasa a la membrana 

plasmática, con lo cual se refuerza su participación en este proceso celular (Senn y Goldsmith, 

1998; Frías et al., 1996). 

B. En la nutrición celular. 

Todos los nutrientes que se encuentran en el suelo necesitan tener contacto con la raíz para 

poder entrar a la planta, las sustancias nutritivas son transferidas de la superficie de las raíces 

hacia el sistema de transporte para el agua, el xilema, por diferentes conductos. De una o de 

otra forma, los nutrimentos deben pasar por lo menos una membrana plasmática en su camino 

hacia el xilema; el transporte membranal es así un instrumento decisivo para la respuesta 

selectiva de sustancias nutritivas y rechazo de iones tóxicos del ambiente. Se ha descubierto 

por métodos inmunológicos que el transporte selectivo de sustancias nutritivas está 

correlacionado con la presencia de altas cantidades de ATPasa de H+  en la membrana 

plasmática. Además, el 60% de la superficie de las raíces está constituida por pelos 

absorbentes y ha sido posible detectar altas concentraciones de H+ alrededor de éstos, 

generadas por la ATPasa de H+ de la membrana plasmática (Sondergaard et al., 2004). 

C. Apertura y cierre de estomas. 

Las dos células guardia que forman el estoma, experimentan cambios en la forma y el volumen, 

para cerrar o formar el poro por el que se realiza el intercambio gaseoso entre la epidermis de la 

planta y el medio ambiente. La apertura del poro se inicia con una señal ambiental, como por 
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ejemplo el nivel de CO2, la humedad, algunas fitohormonas o la luz; estas dos últimas 

aumentan la actividad de la ATPasa de H+ de la membrana plasmática que abunda en las 

células guardia. La activación de la ATPasa aumenta el transporte de H+ hacia el exterior de la 

célula que a su vez hiperpolariza la membrana plasmática, favoreciendo así la entrada de K+ 

por canales específicos. La acumulación interna de osmolitos, como el K+ y el malato, arrastra 

una gran cantidad de agua para equilibrar las concentraciones internas y externas de solutos, 

provocando que las células se hinchen y generen cambios en la curvatura de la pared celular. 

Esto, finalmente, lleva a la apertura del poro estomático (Gavilanes-Ruíz et al., 1995). 

D. En la respuesta al estrés abiótico 

a. Estrés salino. 

Se ha propuesto que la ATPasa de H+ juega un papel muy importante en la tolerancia al estrés 

salino, ya que las células vegetales tienen la capacidad de expulsar Na+ mediante un 

antiportador Na+/H+ cuya fuerza impulsora estaría generada por el gradiente electroquímico de 

H+ creado por la enzima. (Duby y Boutry, 2009). Lo anterior se refuerza porque altas 

concentraciones de sal en el medio inducen la síntesis del RNAm de la ATPasa en raíces de 

plantas tanto halotolerantes como glicofitas (Niu et al., 1993). 

b. Estrés hídrico 

En diversas células especializadas es de gran importancia controlar el flujo de agua más que de 

la toma de nutrientes; estas células se encogen y se hinchan dependiendo del agua que 

contienen. Para controlar la entrada y salida del agua, las células activan el transporte de iones, 

cuando la concentración de sales al interior de la célula es alto, el fluido podrá entrar mediante 

los canales de agua (Sondergaard et al., 2004). Cuando existe un estrés osmótico o hídrico, las 

células responden activando a la ATPasa de H+ lo cual desemboca en una regulación osmótica 

debido al transporte de iones a través de la membrana. 

c. Estrés de temperatura 

Cuando las plantas herbáceas se someten a un estrés de baja temperatura se ha observado 

una fuga de solutos intracelulares que acompañan a un reblandecimiento acuoso del tejido, 

mismo que desaparece durante su recuperación. La membrana celular interviene 

fundamentalmente en ambos procesos, pues cuando se daña, se favorece la salida de iones y 

la pérdida de la capacidad de captación de solutos que mantienen el turgor celular. La actividad 

de la ATPasa de H+ se pierde desde el inicio del congelamiento y se recupera a medida que se 

descongela el tejido. Se ha propuesto que la recuperación de la estructura de la bicapa lipídica 

y de la ATPasa de H+ promueve la re-entrada de solutos presentes en el espacio apoplástico, 

regenerando así la funcionalidad y estructura del tejido (Palta, 1989; Arora y Palta, 1991).  
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E. En la respuesta al estrés biótico. 

Varias toxinas de bacterias u hongos que atacan a las plantas tienen la capacidad de modificar 

la actividad de la ATPasa de H+. Algunas de las toxinas reportadas son la fusicoccina, la 

siringomicina, los péptidos NIP1 y NIP3 de Rynchosorium secalis, la toxina de Cercospora 

beticola (CBT) y la fumonisina B1; las dos últimas inhiben la actividad de la ATPasa (Blein et al., 

1988; Gutiérrez-Nájera et al., 2005) y las demás la estimulan (Marré et al., 1974; Susuky et al., 

1992; Wevelsiep et al., 1993). 

Una disfunción de la ATPasa, ya sea inhibitoria o activadora, lleva en general al 

desquiciamiento del tráfico de solutos en la membrana y a la modificación de su potencial 

eléctrico, lo cual tiene repercusiones fisiológicas negativas para la planta. 

En el caso de la fusicoccina, ésta produce un aumento en la apertura de los estomas, lo cual 

conlleva al marchitamiento de las hojas y finalmente a la muerte de la planta (Colombo et 

al.,1981). Además la excesiva estimulación de la enzima por la toxina contribuye al agotamiento 

del ATP intracelular y con ello a afectar de manera importante el metabolismo. 

La siringomicina es un factor de virulencia producido por la bacteria Pseudomonas syringae que 

induce al cierre de estomas en hojas de Vicia faba (Zhang y Takemoto, 1987; Susuki et al., 

1992). 

Los péptidos fitotóxicos NIP1 y NIP3 aumentan la transpiración de las hojas de cebada, la 

permeabilidad de las células epidérmicas y la acumulación de solutos en la raíz (Ayres y Jones, 

1975; Wevelsiep et al., 1993) 

La toxina del hongo Cercospora beticola que inhibe la elongación de las células de la raíz y el 

transporte de H+, resulta ser un inhibidor competitivo de la ATPasa (Macri et al., 1980; Blein et 

al., 1988). 
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Figura 1. Distribución de la ATPasa de H
+
 de la membrana plasmática en la planta. Reportes de 

inmunodetección y estudios genéticos reportan que hay tejidos y ciertos tipos de células en los que 

se expresa la ATPasa de H
+
. Las funciones fisiológicas impulsadas por la ATPasa de H

+
 

mencionadas en el texto, pueden relacionarse con la distribución indicada en la figura (modificada 

de Michelet y Boutry, 1995). 

 
3. Estructura 

La ATPasa de H+ pertenece a la familia de ATPasas transductoras de energía del tipo P 

(Pedersen y Carafoli, 1987), al igual que la ATPasa de Ca2+, ya que al obtener la energía del 
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ATP forman un intermediario fosforilado covalentemente en un residuo de ácido aspártico 

(Briskin y Poole, 1983; Vara y Serrano, 1983). 

A partir del perfil hidropático, la ATPasa de H+ tiene las siguientes características estructurales 

(Figura 2): 

Consta de dos grandes dominios hidrofóbicos y diez -hélices transmembranales (M1 a M10), 

cada una de éstas está formada por 15 a 30 aminoácidos. 

Aproximadamente el 70% de la estructura de la proteína es hidrofílica y está inmersa en el 

citosol. 

El sitio activo en el que se lleva a cabo la hidrólisis de ATP está localizado en el asa hidrofílica 

más grande ubicada entre los dominios transmembranales M4 y M5. 

Sólo el 5% de la estructura está expuesta a la superficie extracelular. 

Las zonas del amino terminal y del carboxilo terminal están localizadas en el citoplasma. 

 

 

Figura 2. Perfil hidropático de la ATPasa de H
+
 de la membrana plasmática. La parte superior 

corresponde al citosol (modificada de Kasamo, 2003). 

 
Recientemente, la enzima se cristalizó y se pudo hacer el análisis de difracción de rayos X de la 

estructura de la proteína, misma que se presenta en la Figura 3. La imagen corresponde a la 

estructura activa de la isoforma AHA2 (Arabidopsis H+-ATPase), una de las  doce isoformas que 

presenta la ATPasa de H+ en Arabidopsis thaliana. Como consecuencia de una estructura 

primaria muy conservada en todas las isoformas de la ATPasa de H+, se predice que todas ellas 

tienen la misma o muy parecida estructura terciaria (Palmgren y Christensen, 1994). En la 
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estructura cristalográfica pueden identificarse cuatro dominios perfectamente definidos de la 

estructura de la ATPasa de H+ que son: 

El dominio transmembranal de diez hélices, nombradas de M1 a M10, involucradas en la 

formación del canal transmembranal por donde los de H+ son transportados del citosol al 

espacio apoplástico. 

El dominio de fosforilación, en el que se encuentra el aminoácido que se fosforila 

covalentemente durante la catálisis. 

El dominio N con el sitio de reconocimiento del nucleótido; en este caso se usó AMPPCP, que 

es un análogo no hidrolizable del ATP. 

El sitio que estimula la desfosforilación de la enzima y designado con la letra A. 

Las ATPasas de tipo P pueden presentarse en formas oligoméricas. En el caso de la ATPasa 

de H+ se necesita un monómero para que ésta pueda ser funcional, a diferencia de la ATPasa 

de Ca2+ que requiere formar un heterodímero para ser funcional. Aunque la ATPasa de H+ 

puede funcionar con un sólo monómero, está reportado que esta enzima puede formar desde 

dímeros hasta hexámeros (Duby y Boutry, 2009). 
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Figura 3. Estructura cristalográfica  de la ATPasa de H
+
 de la membrana plasmática. La estructura 

presenta la forma activa de la bomba de protones (sin el carboxilo terminal auto-inhibitorio), formando 

complejo con Mg-AMPPCP. Las 10 -hélices indicadas en los colores naranja, verde y café; dominio de 

unión al nucleótido (N) en rojo, el dominio de fosforilación (P) azul, y el sitio actuador (A) en amarillo. El 

Mg-AMPPCP se encuentra en la interfase de los dominios N y P, representado en forma de esferas y 

cilindros. El rectángulo gris muestra la posible localización de la membrana plasmática (modificada de 

Pedersen et al., 2007). 

 
4. Funcionamiento molecular 

A. Energética de la catálisis y el transporte de H+.  

La ATPasa transporta H+ desde el compartimento del citosol, el cual está a un pH de alrededor 

de 7.0 hasta el exterior de la célula o espacio apoplástico, el cual se encuentra a pH entre 5 y 6. 
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Los anteriores valores de pH implican que la concentración de H+ libres en el interior de la 

célula es de alrededor de 1x 10-7 M y afuera de 1x10-5 M. Es evidente entonces que la ATPasa 

transporta a los H+ de un compartimiento a otro en contra de su gradiente de concentración y 

que este transporte necesita energía para poder llevarse a cabo. De ahí que la energía la tome 

de la reacción de hidrólisis de ATP que ella misma cataliza y que se realiza en el sitio activo que 

está localizado en la región hidrofílica de la cadena polipeptídica localizada en el citosol. Esta 

reacción es muy exergónica, liberando entre 60 y 65 kJ/mol dependiendo de la concentración 

de ATP que hay en la célula (Nelson y Cox, 2006). 

La ATPasa funciona como bomba primaria, pues al bombear H+ al exterior de la célula, genera 

un gradiente de concentración de H+ (ΔµH+)
 a ambos lados de la membrana plasmática. Este 

ΔµH+ tiene dos componentes: la diferencia en potencial eléctrico transmembranal (ΔΨ) y la 

diferencia de pH a ambos lados de la membrana (ΔpH), ambos constituyen la fuerza impulsora 

energética necesaria para llevar a cabo diferentes transportes a través de la membrana 

plasmática, de ahí que por esto se le llame bomba primaria, pues facilita energéticamente el 

transporte de solutos (iones, aminoácidos, azúcares, etc.) a través de acarreadores y canales, 

ya que la apertura de éstos últimos es sensible al potencial electroquímico de H+ creado por 

dicha enzima. Estos transportadores se llaman por eso, transportadores secundarios. Por 

ejemplo, para llevar a cabo el transporte de Na+, la célula cuenta con un antiportador Na+/H+. El 

K+ puede moverse a través de la membrana de dos diferentes maneras. La primera es por un 

canal de baja afinidad por el catión, el cual entra en funcionamiento a altas concentraciones 

exteriores de K+, el segundo es un transporte de alta afinidad de tipo simporte 1H+/1K+. En el 

caso de los aniones, el transporte de éstos no se ve favorecido por el potencial de la 

membrana. Para éstos casos se tienen dos sistemas de transporte con diferentes afinidades 

por NO3
- uno de ellos de baja afinidad que sólo trabaja a altas cantidades de NO3

- y el segundo 

un simportador de alta afinidad 2H+/1NO3
-. 

Las actividades de hidrólisis del ATP y de bombeo de H+ de la enzima se han caracterizado en 

varios tipos de preparaciones; vesículas crudas o purificadas, enzima solubilizada en 

detergente o reconstituida en proteoliposomas. Cuando el sistema biológico lo ha permitido, la 

actividad acidificadora de la enzima se ha caracterizado en cultivos de células en suspensión, 

en protoplastos o en hojas completas como en los casos de algunas algas, hepáticas y plantas 

acuáticas (revisado en Gavilanes-Ruíz et al., 1995). 
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Figura 4. Esquema que relaciona la función de la bomba primaria generadora del gradiente 

electroquímico de H
+
 (ΔμH

+
) y su repercusión en el funcionamiento de los sistemas de transporte 

secundario de iones, aminoácidos y sacáridos (modificada de Gavilanes-Ruíz et al., 1995). 

 

B. Características de la reacción de hidrólisis de ATP. 

a. Efecto del pH.  

La ATPasa de H+ tiene un pH óptimo de 6.6 como se muestra en la Figura 5, así que cuando los 

protones comienzan a acumularse en el citoplasma se provoca una disminución del pH, la 

actividad de la ATPasa aumenta y empieza a expulsar H+ de la célula. La alcalinización del 

citoplasma que resulta de un incremento en la actividad de la ATPasa puede desencadenar 

eventos importantes en cuanto a respuestas hormonales y transducción de señales. Aunque el 

metabolismo del nitrato, la anaerobiosis, los cambios de temperatura y las transiciones de luz a 

obscuridad son ejemplos de factores que perturban el pH en las plantas, la capacidad de 

transportar H+ del citoplasma al espacio apoplástico ha llevado a postular a la ATPasa de H+ 

como parte importante de un mecanismo de regulación del pH citoplásmico que se mantiene 

entre valores de 7 y 7.5 (Michelet y Boutry, 1995). 
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Figura 5. Actividad de la ATPasa de H
+
 de la membrana plasmática parcialmente purificada de la 

raíz del maíz, medida a diferentes pH en el medio de reacción y  a 38 °C (modificada de Du Pont et 

al., 1981). 

 

b. Cinética 

Se ha reportado que las reacciones de acidificación y de hidrólisis de ATP requieren de los 

lípidos membranales para llevarse a cabo y que ambas tienen una cinética michaeliana clásica 

(Serrano et al., 1988). La estequiometria de las reacciones de transporte de H+ y de hidrólisis de 

ATP es de 1, es decir la enzima bombea un H+ por cada molécula de ATP que hidroliza. Las 

constantes cinéticas varían en un intervalo muy amplio, como se observa en la Tabla 1 para los 

valores de Km para ATP y para bombeo de H+. Lo anterior se debe a múltiples factores que 

afectan las mediciones experimentales tales como el tejido de origen, el tipo de preparación 

membranal, las condiciones de pH y temperatura y especialmente las concentraciones reales 

del complejo ATP-Mg en solución (Sánchez-Nieto et al., 1992). Lo anterior también se refleja en 

que si bien la mayoría del comportamiento cinético de ambas reacciones es michaeliano, 

también se ha reportado que la cinética puede presentar curvas de actividad con cooperatividad 

positiva o negativa (Gutiérrez-Nájera et al., 2005). Es probable que los detergentes y los lípidos 

que se utilizan en la solubilización y reconstitución de la ATPasa de H+ puedan propiciar 

diferentes estados de oligomerización o estabilizar ciertos estados conformacionales que 

expresan cinéticas diversas, por lo cual resulta difícil determinar el comportamiento cinético de 

la enzima en su estado nativo (Ramos et al., 1994; Robert et al., 1995; Robert y Beaugé, 1997). 
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Tabla 1. Características de la actividad de la ATPasa de H
+
 de la membrana plasmática (modificada 

de Gavilanes-Ruíz et al., 1995). 

PARÁMETRO CARACTERÍSTICA REFERENCIA 

Reacción de hidrólisis de 

ATP 

Km ATP = 0.15 – 2.44 mM 

Du Pont y Leonard, 1980 

Perlin y Spanswick, 1981 

Palmgren y Christensen, 1984 

De Michelis y Spanswick, 1986  

Kawata y Yoshida, 1988 

Ramos et al., 1994 

Briskin et al., 1995 

Baunsgaard et al., 1996 

Lanfermeijer et al., 1998 

Wu y Seliskar, 1998 

Maudoux et al., 2000 

Morsomme y Boutry, 2000 

Fuglsang et al., 2007 

Reacción de Bombeo de 

H+ 
Km ATP = 0.054 - 1.0 mM 

St-Marty et al.,1988 

Giannini et al., 1987 

Especificidad por el 

sustrato (complejo ATP-

Mg) 

ATP>GTP,UTP,ADP> 

AMPCo2+>Mg2+>Mn2+> 

Zn2+,Ca2+ 

Briskin y Poole, 1984 

Du Pont et al., 1981 

Estimulantes de la 

actividad 

K+ 

Lisolecitina 

Octil glucósido 

Tritón x-100 

Du Pont et al., 1981 

Briskin y Poole, 1983 

Cocucci y Marré, 1984 

Grouzis et al., 1987 

Inhibidores de la actividad 

Ortovanadato 

Dietilestilbestrol 

Diciclohexilcarbodiimida 

O‟Neill y Spanswick, 1984b 

Gibrat et al., 1989 

Serrano, 1990 

Anthon y Spanswick, 1986 

pH óptimo 6.0 – 6.5 Anthon y Spanswick, 1986 
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El ciclo catalítico propuesto para la ATPasa de H+ está basado en comparaciones realizadas 

con las ATPasas de Na+-K+ y de Ca2+, en el que se describe la unión del protón y el ATP en el 

lado citoplásmico a la forma E1 de la enzima; la fosforilación del residuo Asp329 constituye al 

intermediario fosforilado altamente energético denominado E1~P, en el que las cargas 

negativas en exceso en este complejo son estabilizadas por el residuo básico Lys569 y el Mg2+. 

Subsecuentemente, una molécula de ADP es liberada junto con el Mg2+, entonces ocurre el 

cambio conformacional; llevando a la enzima de la conformación E1~P a E2~P; seguida de la 

liberación de un protón al exterior causado por una menor afinidad de este estado fosforilado 

por el protón. Finalmente, el Pi es liberado por hidrólisis del enlace Asp329~P y la enzima 

regresa al estado E1, como se muestra en la Figura 6. 

 

 

Figura 6. Ciclo catalítico de la ATPasa de H
+
 de la membrana plasmática. Este ciclo de reacción 

originalmente fue propuesto para ATPasa de Ca
2+

 y se extendió para la ATPasa de H
+
 (modificada 

de Morsomme y Boutry, 2000). 

 

5. Regulación de la actividad 

La actividad de la ATPasa de H+ es regulada por una gran variedad de mecanismos, 

probablemente debido a los numerosos procesos fisiológicos en los que esta proteína está 

involucrada, ya que pequeños cambios en la actividad enzimática pueden afectar diversos 

aspectos del funcionamiento de la planta. 

 

A. Regulación por fosforilación.  

Usando anticuerpos específicos y péptidos sintéticos se obtuvo evidencia de que en la región 

del carboxilo terminal, a 100 residuos del extremo, se encuentra una región de auto-inhibición 
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(Palmgren, 1991). Varias líneas de investigación sugieren un mecanismo molecular de la 

participación del dominio de auto inhibición que conduce a la activación de la ATPasa de H+ de 

la membrana plasmática de células vegetales. El modelo incluye a la proteína 14-3-3, que es 

una proteína reguladora que se une a una proteína blanco, encontrada en todas las células 

eucariontes. Se ha mostrado que esta proteína interactúa directamente con una región 

conservada en el carboxilo terminal de la ATPasa de H+ (Jahn et al., 1997). La fosforilación de 

una Treonina por una cinasa de la membrana resulta en la formación del sitio de unión de la 

proteína 14-3-3, cuya unión aumenta la actividad de la enzima (Kasamo, 2003). La proteína 14-

3-3 parece disociarse de la ATPasa de H+ tras la desfosforilación en esa región del carboxilo 

terminal. 

B. Regulación por expresión diferencial de isoformas.  

La regulación transcripcional de los genes de la ATPasa de H+ se asocia a la necesidad de una 

distribución específica de la enzima en los órganos y tejidos de la planta, aunque también 

depende del ambiente y de factores en el desarrollo; lo cual afecta la expresión de ciertas 

isoenzimas. De hecho, muchos genes de estas enzimas producen RNAm muy inusuales, cuya 

secuencia es muy larga y, a menudo contienen un marco de lectura de varios codones de 

longitud (Perez et al., 1992). 

La ATPasa de H+ de la membrana plasmática de células vegetales tiene muchas isoformas 

como la mayoría de las enzimas. Desde la secuenciación del genoma de la planta modelo 

Arabidopsis thaliana en el año 2000, se ha caracterizado el transcriptoma de una serie de 

genes; encontrándose dentro del genoma de Arabidopsis la codificación de una familia de 

isoformas de la enzima ATPasa de H+ que han sido denominadas como AHA1-AHA12 

(Palmgren, 2001). Dos de estas isoformas, AHA1 y AHA2 se expresan en todos los tejidos y 

órganos, por lo tanto estas isoformas parecen funcionar para el mantenimiento continuo de la 

homeostasis celular de iones. De estas dos isoformas, se ha encontrado más el transcrito de 

AHA1 en plántulas, y AHA2 predomina en raíces y especialmente en los pelos radiculares 

(Gaxiola et al., 2007), además se ha reportado que la mutación en los genes que codifican para 

las isoformas más abundantes de Arabidopsis, AHA1 y AHA2 es letal para la planta (Haruta et 

al., 2010). 

Los análisis realizados por RT-PCR en tiempo real y espectrometría de masas han confirmado 

que el mayor número de transcritos en hojas corresponde a las isoformas AHA1, AHA2, AHA3, 

AHA4 y AHA11 (Alexandersson et al., 2004; Alsterfjord et al., 2004; Nüse et al., 2003; Nüse et 

al., 2004; Sazuka et al., 2004; Shahollari et al., 2004). Los análisis de la región no codificante de 
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los genes indican que el promotor de AHA3 está activo en la membrana de células de las hojas 

(De-Witt et al., 1991). 

Las isoformas AHA3, AHA4 y AHA11 muestran una amplia expresión en toda planta pero no en 

el mismo grado. AHA4 por ejemplo, tiene un alto grado de expresión en la endodermis de la raíz 

(Vitart et al., 2001). 

El análisis de los patrones de expresión de AHA5 indican una baja expresión en la planta, AHA6 

y AHA9 se expresan predominantemente en anteras (Houlne y Boutry, 1994), AHA7 y AHA8 se 

expresan casi exclusivamente en polen y AHA10 tiene altos niveles de expresión en silicuas y 

en el endotelio de la capa de la semilla en desarrollo (Baxter et al., 2005). Los datos anteriores 

sugieren que estas bombas tienen funciones más especializadas en la planta.  

Se han realizado estudios para observar cuantitativamente las diferencias de actividad 

enzimática entre las isoformas AHA1, AHA2 y AHA3, que son las más abundantes en las hojas 

de A. thaliana; para ello, los genes fueron sobre-expresados en levaduras, con la finalidad de 

tener a las tres isoformas de manera independiente en forma muy abundante. Además, las 

isoenzimas fueron expresadas en esta especie heteróloga para minimizar factores de la 

regulación endógena de la actividad, como lo son la oligomerización, y las modificaciones 

transcripcionales y traduccionales que están presentes en las células vegetales. Los resultados 

de ese estudio muestran que AHA1 y AHA2 tienen afinidades similares para ATP y para 

vanadato entre sí; mientras que AHA3 muestra afinidades más bajas por ATP y vanadato como 

se muestra en las Figuras 7 y 8. 

 

Figura 7. Cinética de saturación de la reacción de hidrólisis de ATP de las isoformas de Arabidopsis 

thaliana AHA1, AHA2 y AHA3 de la ATPasa de H
+
 de la membrana plasmática de Arabidopsis y 

sobreexpresadas en levadura. A Gráfica de actividad de la enzima contra concentración de ATP. B 

Gráfica de dobles recíprocos de los datos graficados en A. En la parte inferior de la figura se 
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muestran las constantes cinéticas de las tres isoformas calculadas a partir de los datos de las 

gráficas (tomado de Palmgren y Christensen, 1994). 

 

Figura 8. Inhibición de la actividad de hidrólisis de ATP por vanadato en las isoformas de 

Arabidopsis thaliana AHA1, AHA2 y AHA3 de la ATPasa de H
+
 de la membrana plasmática de 

Arabidopsis y sobreexpresadas en levadura (tomado de Palmgren y Christensen, 1994). 

 
C. Regulación por oligomerización. 

Se han utilizado diferentes metodologías para determinar el arreglo oligomérico que la ATPasa 

de H+ puede presentar; en uno de ellos se utilizaron rayos  de alta energía para determinar el 

peso molecular de la ATPasa de H+; en el caso de raíces de betabel se obtuvo un valor de 225 

kDa; al ser la ATPasa de H+ una proteína con un peso molecular de 100 kDa, según su 

secuencia de aminoácidos, el resultado sugirió que la proteína se encontraba en forma de 

dímero. Por otra parte, se usaron agentes entrecruzadores de la enzima y se determinó un peso 

molecular de 336 kDa, lo que sugiere un arreglo trimérico de la enzima (Briskin et al., 1985; 

Briskin y Niesman-Reynolds 1989). Los diferentes estados de asociación pueden relacionarse 

con diferentes niveles de actividad de la enzima. En otros trabajos se ha determinado que la 

ATPasa de H+ presenta un arreglo de hexámero cuando se fosforila (Kanczewska et al., 2005). 

En levaduras, se ha determinado que la biosíntesis de ceramida es necesaria para formar 

complejos oligoméricos de la ATPasa, cuando es sintetizada en el retículo endoplásmico (Lee 

et al., 2002). 
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D. Regulación por lípidos membranales. 

Como se mencionó anteriormente, la ATPasa de H+ es una proteína transmembranal; por lo 

cual requiere un ambiente anfipático; este tipo de proteínas tienen un óptimo desempeño 

cuando están inmersas en su ambiente lipídico nativo (Gouaux y White, 2001). Se puede 

proponer que la ATPasa de H+ está rodeada de glicerolípidos, esfingolípidos y esteroles debido 

a que se ubica en las balsas lipídicas. La estructura de estos lípidos puede jugar un papel 

importante en la conformación de la enzima y por tanto en la modulación de su actividad. En el 

caso de los esteroles, se sabe que éstos son necesarios para el crecimiento de muchos tipos 

de células (Bloch, 1983; Yeagle, 1985); en las plantas, los esteroles de mayor cantidad en la 

membrana plasmática corresponden al campesterol, stigmasterol y sitosterol (Larsson et al., 

1990). La composición de esteroles de la membrana plasmática tiene influencia en la actividad 

de la ATPasa de H+ (Grandmougin et al.,1989a; Grandmougin et al.,1989b; Sandstrom y 

Cleland; 1989a), sin embargo debido al complejo metabolismo de esteroles membranales 

(Hartmann y Benveniste, 1987), la regulación de la ATPasa de H+ de la membrana plasmática 

por esteroles no parece ser parte de una respuesta rápida comparada con los demás 

moduladores de la enzima. Se han hecho varias pruebas para determinar los requerimientos 

lipídicos de la enzima (Coccuci y Marrè, 1984; Brauer y Tu, 1989), varios de los cuales incluyen 

deslipidación selectiva de la enzima (Sandstrom y Cleland, 1989b) para modificar su ambiente 

lipídico original, realizando una purificación de la enzima primero y reconstituyéndola 

nuevamente de manera selectiva con componentes lipídicos y ver su efecto en la actividad 

(Brauer y Tu, 1989). Otra estrategia es modificar el ambiente anfipático sometiendo a la enzima 

a la solubilización con varios detergentes que restauren su actividad (Briskin y Poole, 1983; 

Briskin y Niesman-Reynolds, 1989), o que incluso modifiquen el comportamiento cinético de la 

misma (Ramos et al., 1994); en la mayoría de los casos se ha encontrado que los fosfolípidos 

restauran parcialmente la actividad en la enzima. 

La regulación de una enzima por los lípidos membranales que la rodean, se ha explicado por 

dos mecanismos:  

Cambios en la composición de los lípidos alteran la fluidez de la membrana, lo que provoca un 

cambio en la conformación de la proteína, y por lo tanto en su actividad. 

La “hipótesis del anillo” o de los lípidos anulares que se basa en una unión directa entre la 

proteína y los lípidos de la membrana y en la que esos lípidos anulares permiten una movilidad 

especial a la proteína, afectando así la catálisis (Simmonds et al., 1982). 

Los cambios en la actividad de la enzima pueden atribuirse a cambios en la fluidez de la 

membrana. Ésta también depende de las proteínas que se encuentran en ella (Brasitus, 1983). 
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La fluidez es un concepto dinámico relacionado con el orden estructural de las membranas y 

depende de la relación molecular esterol: lípidos complejos presentes en la membrana, de la 

composición de los lípidos y de la temperatura. Se ha observado que altas presiones provocan 

una disminución en la fluidez y estimulan la actividad de la ATPasa, sin embargo, el colesterol 

añadido también disminuye la fluidez pero en este caso disminuye la actividad de la ATPasa 

(Yeagle, 1983). Los grupos acilo de cadena larga en los lípidos incrementan la actividad de la 

ATPasa (Johannsson et al., 1981) pero afectan también la fluidez de la membrana; haciendo 

que ésta disminuya (Harwood, 1989; Gutiérrez-Nájera et al., 2005). De estos resultados se 

desprende que aparentemente no es la fluidez membranal la que afecta a la enzima, sino las 

características estructurales de los lípidos membranales. 

La “hipótesis del anillo” (Simmonds et al., 1982), por otro lado, ofrece una explicación más 

racional, pero compleja, sobre el efecto de los lípidos y de las interacciones lipídicas sobre la 

actividad de la ATPasa. Se dice que los fosfolípidos se unen con mayor afinidad a la enzima, 

mientras que los esteroles lo hacen débilmente (“sitios anulares”); mientras que ocurre lo 

contrario en los “sitios no anulares”. Las cadenas de ácidos grasos de los fosfolípidos de los 

sitios anulares pueden reaccionar con los sitios no anulares, pero sólo si son de la longitud 

precisa. La actividad de la ATPasa es determinada por esas interacciones que modifican el 

empaquetamiento de los lípidos alrededor de la enzima. 

Otros estudios han demostrado que la Vmax de la ATPasa de H+ de la membrana plasmática de 

las raíces de avena no sólo aumenta con la adición de lisofosfatidilcolina sino también con 

ácidos grasos libres, y con el tratamiento con fosfolipasa A2 (Palmgren et al., 1988). Los ácidos 

grasos libres estimulan la pérdida de lípidos alrededor de las ATPasas tanto en sistemas 

animales como en plantas, pues tienen un efecto detergente. Todos estos son evidencias que 

apoyan la premisa de que la actividad de la ATPasa de H+ es muy sensible a los lípidos que la 

rodean.
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III. ANTECEDENTES 

En embriones de maíz, se encontró que la actividad de la ATPasa de H+ de la membrana 

plasmática disminuye con la adición de Fumonisina B1, la cual inhibe a la ceramida sintasa 

provocando una acumulación de esfinganina (Gutiérrez-Nájera et al., 2005). En la Tabla 2 se 

encuentran los valores de la actividad de la ATPasa en diferentes condiciones, y se observa 

que la adición de Fumonisina B1 provoca un decaimiento de la actividad del 35% 

aproximadamente con respecto al control, mientras que la adición de Fumonisina B1 con 

ceramida restaura la actividad de la enzima a los niveles del control. 

 

Tabla 2. Actividad de ATPasa de membrana plasmática extraída de embriones de maíz 

(Gutiérrez-Nájera et al., 2005) 

Tratamiento 
Actividad de ATPasa 

(nmolPih-1mg-1) 

Control 3422 ± 343 

20 M esfinganina 2984 ± 220 

20 M fitoesfingosina 3840 ± 676 

20 M FB1 2241 ± 210* 

20 M ceramida 3251 ± 285 

20 M ceramida +20 M FB1 3319 ± 243 

  *Significativamente diferente 

 

Por otra parte se han realizado diferentes estudios en nuestro grupo de trabajo utilizando como 

modelo Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia silvestre y dos líneas mutantes, la primera 

llamada Atlcb2a-1 ha sido modificada genéticamente mediante la inserción de un transposón en 

el gene que codifica para la subunidad LCB2a de la enzima serina palmitoiltransferasa (SPT), 

haciendo que la enzima sólo sea funcional formando el complejo LCB1/LCB2b y no el 

LCB1/LCB2a; esta enzima lleva a cabo la primera reacción de la biosíntesis de lípidos 

complejos como se muestra en la Figura 9. La segunda mutante identificada como Atlcb2b 

hp/Atlcb2a tiene la misma modificación en el gene que codifica para la subunidad LCB2a de la 
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SPT, pero además fue diseñada para que al ser expuesta a un inductor; en este caso 

Metoxifenazida, se exprese un RNA de interferencia que promueve la destrucción del RNAm 

que codifica para la subunidad LCB2b de la SPT. Lo anterior produce  una disminución de la 

biosíntesis de esfingolípidos complejos y por lo tanto la cantidad de esfingolípidos en la 

membrana disminuye poco a poco, logrando una disminución del 36% de bases de cadena 

larga totales a los siete días posteriores a la inducción señalado como dpi (Dietrich et al., 2008). 

 

Figura 9. Esquema de la secuencia de reacciones en la vía de síntesis de esfingolípidos. Se señala 

en el recuadro rojo a la enzima serina palmitoiltransferasa (SPT) ( modificada de Sterin-Speziale y 

Leocata-Nieto, 2007). 
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En éstas condiciones de disminución de esfingolípidos, la actividad de la ATPasa de H+ 

aumenta un 40% con respecto a la línea silvestre como se muestra en la Figura 10 (Vázquez-

Vázquez et al., 2007). Tomados juntos, ambos hallazgos sugieren que la enzima tiene una 

actividad que está influenciada por los esfingolípidos. En el presente trabajo se exploró la 

catálisis de esta enzima en las mutantes utilizadas mediante un enfoque de cinética enzimática, 

tomando como grupo control las líneas silvestre, Atlcb2a-1 0 y 7 dpi y la línea Atlcb2b 

hp/Atlcb2a 0 dpi; y evaluando los cambios cinéticos en la línea Atlcb2b hp /Atlcb2a 7dpi. 

 

 

Figura 10. Hidrólisis de ATP de vesículas de membrana plasmática extraídas de diferentes líneas de 

Arabidopsis thaliana, con diferentes tiempos de exposición al inductor del silenciamiento del gene 

Lcb2a de la serina palmitoiltransferasa. Las condiciones de medición de la hidrólisis de ATP fueron 

usando 10 mM de ATP-Mg y 30 min de tiempo de reacción (tomado de Vázquez-Vázquez et al., 

2007). 
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IV. HIPÓTESIS 

El aumento de la actividad de la ATPasa de H+ de la membrana plasmática en la línea de 

Arabidopsis thaliana con menor contenido de esfingolípidos se debe a cambios en las 

constantes cinéticas de la enzima. 

 

 

V. OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Determinar las constantes cinéticas de la ATPasa de H+ de la membrana plasmática para la 

reacción de hidrólisis de ATP en una línea de Arabidopsis que presenta un menor contenido de 

esfingolípidos. 

 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

Obtener vesículas de membrana plasmática de la línea de Arabidopsis thaliana con un menor 

contenido de esfingolípidos (Atlcb2b hp/Atlab2a 7dpi) y de las líneas control (Silvestre, Atlcb2a-

1, Atlcb2b hp/Atlcb2a 0 dpi) 

Establecer las condiciones de ensayo para medir la cinética de la enzima. 

Determinar Km, Vmax e I50 para Vanadato. 

Determinar el efecto de esfingolípidos exógenos en la actividad aumentada de la enzima de las 

plantas de la línea Atlcb2b hp/Atlcb2a a 7dpi con un menor contenido de esfingolípidos. 
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VI.  MATERIALES Y MÉTODOS 

1. Metodología general 

La estrategia experimental seguida en este trabajo se delinea en la Figura 11. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Esquema general de la metodología seguida en este trabajo. 

 

2. Material Biológico 

Se utilizaron vesículas de membrana plasmática de tres diferentes líneas de plantas de la 

especie Arabidopsis thaliana; el ecotipo Columbia (Col-0), la línea Silvestre, la línea Atlcb2a-1 y 

la línea Atlcb2b hp/Atlcb2a con diferentes tiempos de exposición al inductor Metoxifenazida 

(Tabla 3). 

 

 

 

Hojas de plantas adultas de Arabidopsis thaliana, Silvestre, Atlcb2a-1, Atlcb2b 
hp/Atlcb2a, ± exposición a Metoxifenazida 

Obtener vesículas de membrana plasmática 

Determinar la concentración 
de proteína 

Medir la actividad de ATPasa de H+  
(Determinación de Pi) 

Confirmar los 
experimentos de 

aumento de 
actividad en la línea  
Atlcb2b hp/Atlcb2a 

Establecer las 
condiciones de 
ensayo para medir 
cinética  

a) Tiempo de 
reacción 

b) Concentración 
de proteína 

Corroborar los 
resultados de 
medición de 

actividad con las 
condiciones óptimas 

Determinar la 
curva de 

Actividad vs. [S] 

Determinar la 
curva de 

Actividad vs. 
[Inhibidor] Determinar la 

curva de 
Actividad vs. 

[Esfingolípidos] 
Analizar los datos 
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Tabla 3.Caracerísticas genotípicas de las líneas de Arabidopsis thaliana utilizadas como material 

biológico 

Líneas de 

Arabidopsis thaliana 

(Col-0) 

Características genotípicas 
Contenido 

esfingoideo 

Silvestre Sin modificaciones en el genoma Contenido normal 

Atlcb2a-1 

Inserción de un transposón en el gene que 

codifica para la subunidad LCB2a* de la 

serina palmitoiltransferasa  

Contenido normal 

Atlcb2b hp/Atlcb2a 

a) Inserción de un transposón en el gene 

que codifica para la subunidad LCB2a* de 

la serina palmitoiltransferasa 

b) Silenciamiento inducible del gene que 

codifica para la subunidad LCB2b* de la 

serina palmitoiltransferasa al ser expuesta 

al inductor Metoxifenazida 

a) Contenido 

normal 

b) Disminución del 

36% en el 

contenido total 

de bases de 

cadena larga  

*La serina palmitoiltransferasa puede tener dos conformaciones LCB1/LCB2a, LCB1/LCB2b. 

Ver antecedentes pág. 20. 

 

 

3. Aislamiento y purificación de vesículas de membrana plasmática de Arabidopsis 

thaliana 

A. Obtención de la fracción microsomal.  

Se siguió el protocolo descrito por Gutiérrez-Nájera et al. (2005) haciendo un fraccionamiento 

subcelular por centrifugación diferencial. 

B. Obtención de vesículas de membrana plasmática.  

Fueron aisladas a partir de las fracciones microsomales utilizando un sistema de distribución de 

las membranas subcelulares en un sistema de dos polímeros acuosos (polietilen glicol y dextran 

X-100) ver apéndice. 

4. Determinación de la actividad de ATPasa  

La hidrólisis de ATP por la ATPasa de H+ de MP de Arabidopsis se midió utilizando 150 L de 

medio de hidrólisis (Ver Apéndice). Se añadieron 2.5-5 g de proteína membranal de cada una 

de las líneas a diferentes tiempos de exposición, iniciándose en ese momento la incubación en 
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el medio de reacción por 30 min en un baño a temperatura constante a 29 °C. Una vez 

terminada la incubación, se detuvo la hidrólisis de ATP añadiendo SDS al 24% en peso. A esta 

mezcla de reacción se determinó la cantidad de Pi liberado del ATP por la enzima y también se 

determinó la hidrólisis no enzimática de ATP en el medio de reacción durante los 30 minutos de 

incubación. 

5. Determinación de las condiciones óptimas para medir la cinética de la reacción de 

hidrólisis de ATP 

A. Determinación del tiempo óptimo de reacción 

Se midió la hidrólisis de ATP como se describió en la sección anterior utilizando vesículas de 

membrana plasmática de las líneas Atlcb2a-1 (7 dpi) y Atlcb2b-hp/Atlcb2a (7 dpi) con 5 g cada 

una, se tomó una alícuota para medir la hidrólisis de ATP a 10, 20 30, 40 y 50 min con una 

concentración de ATP-Mg de 10 mM. 

B. Determinación de la hidrólisis de ATP en función de la cantidad de proteína 

Se midió la hidrólisis de ATP como se describió en la sección anterior utilizando vesículas de 

membrana plasmática de las líneas Atlcb2a-1 (7 dpi) y Atlcb2b-hp/Atlcb2a (7 dpi) con 1, 2, 3, 4, 

5, 6 y 8 g de proteína membranal, incubando la reacción por 30 min. 

6. Determinación de la actividad de ATPasa en todas las líneas de Arabidopsis en 

condiciones óptimas. 

La hidrólisis de ATP de las diferentes preparaciones membranales fue determinada según se 

indicó en la sección de Determinación de Actividad de ATPasa, usándose vesículas de 

membrana plasmática de las plantas de las líneas silvestre (6 dpi), Atlcb2a-1 (0 y 7 dpi) y 

Atlcb2b-hp/Atlcb2a (0 y 7 dpi), 4 g para las líneas control y 2.5 g para la línea con menor 

contenido de esfingolípidos, la incubación de la reacción fue de 20 min. 

7. Determinación de Km y Vmax. 

La hidrólisis de ATP de las diferentes preparaciones membranales fue determinada según se 

indicó en la sección de Determinación de Actividad de ATPasa, utilizando diferentes 

concentraciones de ATP-Mg de 0.2 mM hasta 10 mM. Las concentraciones de ATP y MgCl2 

fueron equimolares. 

8. Determinación de la I50 para vanadato 

La hidrólisis de ATP de las diferentes preparaciones membranales fue determinada según se 

indicó en la sección de Determinación de Actividad de ATPasa, utilizando diferentes 

concentraciones de VO4
3- que van desde 10 a 300 M. La concentración de ATP-Mg fue de 8 

mM. 
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9. Determinación del Pi liberado. 

La técnica usada fue la misma descrita por González-Romo et al. (1992); para determinar la 

cantidad de fosfato inorgánico liberado realizando una curva patrón con K2PO4. 

10. Extracción de la fracción de esfingolípidos de la membrana plasmática. 

Esta fracción fue extraída de membranas plasmáticas purificadas de hojas de la línea silvestre 

de Arabidopsis thaliana según Markham et al. (2006). 

11. Procesamiento estadístico de los datos experimentales. 

Las determinaciones para cada condición experimental se realizaron con 3-11 réplicas con 

triplicado, utilizando de 2 a 4 preparaciones membranales independientes, obteniéndose los 

promedios y calculándose la desviación estándar o el error estándar, según el caso. Los datos 

fueron procesados por los programas Microsoft Office Excel 2007®, Data Analysis and 

Technical Graphics Origin 6.0 y 3.0® y Graphpad Prism Data Analysis and Biostatistics 

Software and Resources®. 
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VII. RESULTADOS 

1. Análisis de la actividad de hidrólisis de ATP en la línea Atlcb2b hp/Atlcb2a bajo inducción 

del silenciamiento génico y de una línea control. 

Experimentos anteriores de medición de actividad de ATPasa de H+ en vesículas purificadas de 

membrana plasmática, demostraron que la línea Atlcb2b hp/Atlcb2a con 7 días posteriores a la 

inducción (dpi), tiene un aumento del 36% aproximadamente en la actividad de hidrólisis de 

ATP respecto a su controles: Atlcb2b hp/Atlcb2a (0 dpi), Atlcb2a-1 (0 y 7 dpi) y silvestre (0 y 6 

dpi); en estas condiciones, la línea Atlcb2b hp/Atlcb2a presenta un decaimiento del 36% en la 

cantidad de bases de cadena larga totales. 

 Con objeto de analizar los componentes que contribuyen a la hidrólisis de ATP en la línea 

silenciada genéticamente en uno de los genes codificantes para la enzima serina palmitoíl 

transferasa, nos propusimos utilizar inhibidores selectivos de las posibles enzimas presentes en 

la fracción membranal que podrían participar en la hidrólisis de ATP medida. En la Figura 12 se 

analiza el comportamiento de hidrólisis de ATP llevado a cabo por diferentes enzimas 

membranales que pueden estar presentes en la preparación de las vesículas utilizadas, entre 

estas enzimas se esperaba que se encontrara de manera mayoritaria la ATPasa de H+ de la 

membrana plasmática. Las líneas de Arabidopsis thaliana utilizadas fueron: la línea Atlcb2a-1 (7 

dpi) que se encuentra graficada a la izquierda en cada par de columnas y la línea Atlcb2b 

hp/Atlcb2a (7 dpi) ubicada a la derecha. La primera se utilizó como representante del 

comportamiento de las líneas controles usadas en el trabajo de Vázquez-Vázquez et al. (2007); 

la segunda tiene una disminución del 36% en el contenido de bases de cadena larga totales y 

un aumento del 40% aproximadamente en la actividad específica de la ATPasa. El primer par 

de columnas corresponde a la hidrólisis de ATP que llevan a cabo todas las enzimas presentes 

en la vesícula de membrana plasmática que utilicen al ATP como sustrato; se observa que los 

valores de ambas líneas son ligeramente diferentes entre sí; el aumento de actividad en la línea 

Atlcb2b hp/Atlcb2a es del 36% aproximadamente, comportamiento que también se observa en 

el siguiente par de columnas que corresponden a las enzimas sensibles a Vanadato (ATPasas 

de H+ de membrana plasmática), aunque en este caso el aumento en la línea Atlcb2b 

hp/Atlcb2a es del 33% aproximadamente. En el tercer par de columnas se muestra  la actividad 

de las enzimas no sensibles a  Nitrato, Molibdato o Azida que de igual forma corresponden a las 

ATPasas de H+ de la membrana plasmática, entre este par de columnas la diferencia es mayor 

que en los dos pares anteriores y corresponde a un aumento en la actividad del 57% 

aproximadamente. El cuarto par de columnas corresponde al porcentaje de inhibición por 
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Vanadato o dicho en otras palabras a la contribución de la actividad de la ATPasa de H+ de la 

membrana plasmática en la hidrólisis total en cada una de las líneas; se muestra que la 

proporción de esta enzima en las dos preparaciones fue la misma. En el último par de columnas 

se grafica la actividad de las enzimas sensibles a Nitrato, Molibdato o Azida; que corresponden 

a las ATPasas de la membrana mitocondrial, del tonoplasto y del cloroplasto; así como a las 

Fosfatasas, se observa que la actividad de hidrólisis de ATP que llevan a cabo estas enzimas 

fue similar en ambas líneas. 
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Figura 12. Determinación de la actividad de hidrólisis de ATP de la ATPasa de H
+
 de membrana 

plasmática de dos líneas de Arabidopsis thaliana de actividad contrastante, medidas a una 

concentración de 10 mM de ATP, 29°C y 30 min como tiempo de incubación. Datos mostrados en el 

Apéndice, Tabla V y Tabla VI. 

 

2. Establecimiento de las condiciones óptimas para medir la cinética de la reacción de 

hidrólisis de ATP 

La determinación de las condiciones óptimas de la reacción de ATPasa incluyó la medición de 

la actividad dependiente del tiempo de reacción y de la cantidad de proteína en las vesículas 

membranales. Los valores determinados están representados en la Figura 13, en ésta se 
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encuentran graficadas la línea Atlcb2a-1 con 7 dpi y la línea Atlcb2b hp/Atlcb2a con 7 dpi. En la 

determinación de la actividad de hidrólisis de ATP variando el tiempo de incubación 

representado en la Figura 13A se observó que la actividad aumentaba de manera proporcional 

al tiempo de incubación hasta los 50 min, que fue el tiempo máximo medido en la hidrólisis de 

ATP de las vesículas de membrana plasmática obtenidas de ambas líneas. Si bien, aún cuando 

este aumento fue lineal en los dos casos, la actividad fue mayor siempre en la línea  Atlcb2b 

hp/Atlcb2a con 7 dpi en comparación con los de la línea Atlcb2a-1 con 7 dpi. 

Por otra parte, en la determinación del comportamiento de la actividad de hidrólisis de ATP 

variando la cantidad de proteína representado en la Figura 13B, se observó que el aumento de 

la actividad fue proporcional entre 1 y 6 g de proteína membranal total añadida, sin embargo 

esta proporcionalidad ya no se cumplió al agregar 8 g de proteína; este valor fue el máximo 

evaluado. Aunque este comportamiento fue seguido por ambas líneas de Arabidopsis thaliana, 

la actividad mayor se mantuvo en la línea  Atlcb2b hp/Atlcb2a con 7 dpi en comparación con la 

de la línea Atlcb2a-1 con 7 dpi. En resumen, se encontró que la actividad de hidrólisis de ATP 

fue proporcional tanto con respecto al tiempo de incubación como a la cantidad de proteína 

utilizada en los intervalos mencionados. 
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Figura 13. Actividad de ATPasa de H
+
 de membrana plasmática de vesículas purificadas de dos 

líneas de Arabidopsis thaliana con diferente cantidad de esfingolípidos. A actividad medida a 

diferentes tiempos de incubación con 5 g de proteína. Los datos utilizados se encuentran en el 

apéndice Tabla VII. B medida con diferentes cantidades de proteína y 30 min de incubación. Los 

datos utilizados se encuentran en el Apéndice, Tabla VIII y Tabla IX. 
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3. Reproducción de los resultados de medición de actividad de hidrólisis de ATP en las 

condiciones óptimas para hacer estudios cinéticos. 

Los resultados obtenidos inicialmente por Vázquez-Vázquez et al. 2007 fueron determinados en 

condiciones ligeramente diferentes a las óptimas determinadas en los experimentos del punto 

anterior. Con objeto de hacer los estudios cinéticos que nos interesaban, nos propusimos 

determinar las actividades de ATPasa en todas las líneas de Arabidopsis utilizadas pero en las 

nuevas condiciones establecidas. En la Figura 14 se observa el comportamiento de la actividad 

de hidrólisis de ATP llevada a cabo por la ATPasa de H+ de la membrana plasmática de 

diferentes líneas de Arabidopsis thaliana. Se muestra la línea silvestre sin exposición al 

inductor, la línea Atlcb2a-1 sin exposición al inductor, la misma línea con 7 días posteriores a la 

exposición al inductor; la línea Atlcb2b hp/Atlcb2a sin exposición al inductor y la misma  línea 

con 7 días posteriores a la exposición al inductor. Al igual que en el trabajo de Vázquez-

Vázquez et al. en 2007, la línea silvestre y la línea Atlcb2a-1 con y sin exposición al inductor 

presentaron valores similares en la actividad de ATPasa; también se observa que la línea 

Atlcb2b hp/Atlcb2a sin exposición al inductor mostró un aumento de 20% con respecto a la línea 

silvestre; mientras que la misma línea después de 7 días de exposición al inductor del 

silenciamiento del gene de la subunidad LCB2b de la SPT mostró un aumento de 49% respecto 

a la línea silvestre. 
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Figura 14. Actividad de hidrólisis de ATP por la ATPasa de H
+
 de la membrana plasmática de 

diferentes líneas de Arabidopsis thaliana expuestas diferentes tiempos al inductor del silenciamiento 

del gene de la subunidad LCB2b de la SPT (Metoxifenazida). Las determinaciones se hicieron 

medidos con 20 min de incubación y con 4 g de proteína para las líneas silvestre, Atlcb2a-1 con y 

sin inductor y para la línea Atlcb2b hp/Atlcb2a sin inductor; con 2.5 g para la línea Atlcb2b 

hp/Atlcb2a con 7 días posteriores a la inducción. Los datos utilizados se encuentran en el Apéndice, 

Tabla X. 

 

Con el aumento de actividad en la línea Atlcb2b hp/Atlcb2a sin inducción se realizó un análisis 

de varianza estadístico ANOVA de dos vías. La finalidad del análisis fue determinar si el 

aumento de actividad observado en la línea silenciable en ausencia de inductor era 

significativamente diferente a la actividad observada en las otras líneas controles utilizadas. El 

análisis estadístico se realizó utilizando el programa Graphpad Prism Data Analysis and 

Biostatistics Software and Resources® por medio del análisis “Two-way ANOVA”. Todos los 

datos experimentales se introdujeron al programa. El número de entradas fue de doce por línea 

por condición. Al evaluar todos los ensayos realizados se determinó que el aumento de 

actividad en la línea Atlcb2b hp/Atlcb2a 0 dpi no era significativamente diferente a los valores 

obtenidos con la línea Atlcb2a-1 0 y 7 dpi, ambos con respecto al control; mientras que el 
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aumento de la línea Atlcb2b hp/Atlcb2a 7 dpi es significativamente diferente a los valores 

obtenidos por las otras tres líneas evaluadas como se muestra en la Figura 15. 

 
Figura 15. Comparación de la actividad de ATPasa de las líneas Atlcb2a-1 y Atlcb2b hp/Atlcb2a, 

ambas con respecto a la actividad de ATPasa de la línea silvestre. Los datos fueron tomados de la 

Figura 14. El asterisco indica   P < 0.0001.  

 
4. Determinación de la cinética de hidrólisis de ATP en diferentes líneas de Arabidopsis 

thaliana 

En la Figura 16 se muestran cuatro gráficas que describen el comportamiento cinético de la 

reacción de hidrólisis de ATP llevado a cabo por la ATPasa de H+ de la membrana plasmática  

purificada de diferentes líneas de Arabidopsis thaliana. Los datos experimentales corresponden 

a las tres líneas controles (en cuanto a la no reducción o cambio en el contenido total de 

esfingolípidos) y a la línea que presenta una reducción de esfingolípidos. El gráfico que 

corresponde a la línea silvestre se encuentra señalado con la letra A. Para esta línea se 

muestran los resultados de 7 ensayos realizados con dos preparaciones de vesículas de 

membrana plasmática independientes. Cada determinación está expresada en un color 

diferente. Si bien resulta aparente que los ensayos se ubican en dos grupos diferentes, con 

todos ellos se realizó el análisis estadístico que se presentará más adelante. Aun considerando 

estas diferencias, los siete ensayos describieron un comportamiento hiperbólico similar de la 

actividad de hidrólisis de ATP con respecto a la concentración de sustrato, observándose que el 

intervalo de 0 a 0.5 mM de ATP presentó la mayor dispersión de puntos experimentales (Figura 
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16A), mientras que aproximadamente a 6 mM de ATP-Mg se alcanzó la actividad máxima de la 

enzima. 

El gráfico descrito en la Figura 16B muestra el resultado de once ensayos con tres 

preparaciones independientes de membrana plasmática extraída de la línea Atlcb2a-1, todas 

obtenidas de las plantas 7 días posteriores a la exposición al inductor metoxifenazida. Se 

observó que a pesar de tener una dispersión considerable, el patrón de actividad de hidrólisis 

de ATP fue de hiperbólico con respecto a la concentración de sustrato, alcanzándose en todos 

los ensayos la saturación de la enzima a altas concentraciones de sustrato. 

Los ensayos con la línea Atlcb2b hp/Atlcb2a sin exposición al inductor se encuentran en el 

gráfico de la Figura 16C. Se muestran los resultados de 6 ensayos con una preparación de 

vesículas de membrana plasmática. En esta línea de Arabidopsis thaliana se observa, al igual 

que en los casos de las líneas descritas anteriormente, todos los ensayos presentaron un 

comportamiento hiperbólico similar entre sí. La dispersión de las determinaciones 

experimentales a concentraciones bajas de ATP/Mg fue pequeña y alrededor de 6 mM de la 

concentración de sustrato se llegó a la máxima actividad de a enzima.  

Al final en la Figura 16D se muestran los resultados de seis ensayos realizados con dos 

preparaciones independientes de la línea Atlcb2b hp/Atlcb2a con 7 días posteriores a la 

exposición al inductor, observándose que los puntos siguieron un patrón similar de hidrólisis de 

ATP con respecto a la concentración de sustrato. La dispersión entre las determinaciones 

experimentales para cada concentración de sustrato fue reducida y en esta línea de 

Arabidopsis, la concentración máxima de ATP/Mg utilizada fue de 8 mM. Lo anterior se debió a 

que en esta línea la actividad de la enzima fue mayor, alcanzándose mayores concentraciones 

de ADP en el medio, mismo que inhibe la reacción de hidrólisis de ATP. 
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Figura 16. Determinación de la cinética de actividad de ATPasa a diferentes  concentraciones de 

sustrato en tres líneas de Arabidopsis thaliana. Los puntos experimentales están presentados con 

un color diferente para cada ensayo. A Línea silvestre; B Línea Atlcb2a-1, 7 días post-inducción; C 

Línea Atlcb2b hp/Atlcb2a, 0 días post-inducción; D Línea Atlcb2b hp/Atlcb2a, 7 días post-inducción. 

Datos mostrados en el Apéndice, Tablas XI, XII, XIII y XIV. 

 

 
5. Análisis estadístico de los gráficos de hidrólisis de ATP contra concentración de sustrato 

y obtención de los parámetros cinéticos para diferentes líneas de Arabidopsis thaliana  

Con objeto de determinar el patrón cinético de la hidrólisis de ATP en cada una de las líneas de 

Arabidopsis para posteriormente compararlas entre sí, todos los datos experimentales 

mostrados en la Figura 16 fueron analizados estadísticamente. En la Figura 17 se muestran las 

gráficas resultantes del promedio de cada punto graficado con su error estándar respectivo. 

Estos datos experimentales fueron sometidos a dos tipos de ajustes: uno descrito por la 
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ecuación de Michaelis-Menten (en rojo), que describe una cinética hiperbólica y otro ajuste a la 

ecuación de Hill (en azul), que describe una cinética sigmoidal. En ambos casos, se calcularon 

los valores de las contantes cinéticas de Km y Vmax. De igual forma se presenta el valor del 

coeficiente de correlación obtenido en cada ajuste. Los datos fueron sometidos a ambos ajustes 

ya que existen reportes en la literatura en los que la enzima muestra cooperatividad. Esta 

propiedad se refleja en el número de Hill (n), un número de Hill mayor a 1 indica que la enzima 

tiene cooperatividad positiva; en caso de ser menor a 1 la enzima tiene cooperatividad negativa. 

El caso de que el número de Hill sea 1 implica que la enzima no muestra cooperatividad y por lo 

tanto tiene un comportamiento de tipo michaeliano. 

La Figura 17A corresponde al promedio del comportamiento cinético del promedio de siete 

ensayos con la línea silvestre, las líneas que corresponden a los diferentes ajustes se separan 

poco en el intervalo de 2 a 6 mM de ATP-Mg, sin embargo los valores del coeficiente de 

correlación son considerablemente buenos, lo cual puede relacionarse con el hecho de que 

todas las barras de error de cada punto tocan las líneas de ajuste evaluados a pesar de la 

diferencia de grupos que se presentó en la Figura 17A. El segundo control se presenta en la 

Figura 17B y corresponde a la línea Atlcb2a-1 con 7 dpi, con esta línea se elaboraron 11 

ensayos. Al igual que en la línea silvestre los valores de los coeficientes de correlación de 

ambos ajustes son bastante buenos, en este caso las líneas que describen los diferentes 

comportamientos no se separa en ningún intervalo de concentración, además de que las barras 

de error son muy pequeñas a pesar de la amplia dispersión que se mostró en la Figura 17B y 

nuevamente todas siguen ambas líneas de los diferentes ajustes. El comportamiento de la 

tercera línea control se representa en la Figura 17C; corresponde a la línea Atlcb2b hp/Atlcb2a 

con 0 dpi, la gráfica muestra el promedio de 6 experimentos independientes y se observa que 

todos los puntos cuentan con su respectiva barra de error que como era de esperarse son 

pequeños debido a que no se encontró gran dispersión en la comparación de los ensayos 

realizados y que a su vez ésta línea se intercepta con los diferentes ajustes evaluados. Los 

valores de los coeficientes de correlación son bastante buenos y los ajustes parecen tener 

diferencias en el intervalo de 0.5 a 6 mM de ATP-Mg. Por último se muestra en la Figura 17D el 

comportamiento cinético de la línea que presenta la reducción de esfingolípidos y observamos 

un comportamiento similar al de las líneas controles: las barras de error de cada punto se 

interceptan con ambas líneas de los ajustes, además de que éstas barras muestran poca 

movilidad de los valores; ambos valores del coeficiente de correlación son bastante buenos y en 

este caso se observa nuevamente que las líneas que describen el comportamiento de los 

ajustes evaluados no son diferentes en el intervalo de medición. 
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Figura 17. Actividad de hidrólisis de ATP en función de la concentración variable de sustrato para 

diferentes líneas de Arabidopsis thaliana. Las determinaciones experimentales fueron sometidas a 

dos tipos de ajustes: ▬ ajuste hiperbólico (modelo de Michaelis-Menten) y ▬ ajuste Sigmoidal 

(Modelo de Hill). Se indican los valores de coeficiente de correlación respectivos. A Línea silvestre; 

B Línea Atlcb2a-1; C Línea Atlcb2b hp/Atlcb2a 0 días post-inducción; D Línea Atlcb2b hp/Atlcb2a 7 

días post-inducción. Los ajustes se realizaron con el programa Microcal Origin 6.0 Data analysis and 

Graphing Software®. Se muestran los valores promedios ± EE de los datos experimentales 

mostrados en el Apéndice, Tabla XV.  

 
De los ajustes obtenidos, aparentemente todos los puntos experimentales se ajustaron a curvas 

tanto michaelianas como de Hill, reflejándose en altos valores del coeficiente de correlación 

(Figura 17). Con objeto de comparar todos los resultados de las gráficas de esta Figura, las 

curvas promedio se graficaron en la misma escala y así evidenciar mejor las semejanzas y 

diferencias entre las cinéticas de las tres líneas (Figura 18). Se observaron varias similitudes en 

la comparación de las cinéticas de las cuatro líneas: la descripción de curvas hiperbólicas, 

alcanzándose una actividad máxima a 4 mM de ATP-Mg aproximadamente. Asimismo, las 

líneas que describen el comportamiento cinético de la línea Atclb2a-1 y la línea silvestre fueron 
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muy parecidas en el intervalo de concentración de sustrato de 2 a 10 mM. Sin embargo,  

aunque aparentemente también se observo un aumento en la actividad de la línea Atlb2b 

hp/Atlcb2a a 0 dpi, éste aumento no resultó ser significativo al hacer el análisis estadístico 

ANOVA de dos variables .Por último se muestra claramente el aumento en el valor máximo de 

actividad de ATPasa en la línea Atlcb2b hp/Atlcb2a con 7 dpi comparado con las otras tres 

condiciones controles. 
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Figura 18. Gráfico comparativo del comportamiento cinético de la ATPasa de H

+
 en vesículas de la 

membrana plasmática aisladas de diferentes líneas de Arabidopsis thaliana. ■ Línea silvestre ● 

Línea Atlcb2a-1 ▲Línea Atlcb2b hp/Atlcb2a con 0 dpi ▼Línea Atlcb2b hp/Atlcb2a con 7 dpi. La 

hidrólisis de ATP fue determinada a 29 °C y durante 20 min de incubación, utilizando 4 g de 

proteína membranal para las líneas controles: silvestre, Atlcb2a-1 y Atlcb2b hp/Atlcb2a y 2.5 g para 

la línea con menor contenido de lípidos esfingoideos: Atlcb2b hp/Atlb2a con 7 dpi. Los valores se 

tomaron de las gráficas de la Figura 17. Se muestran los promedios ± EE. 

 
De las gráficas ajustadas a los modelos de Michaelis-Menten y Hill, se obtuvieron los valores 

numéricos de Km y Vmax así como el número de Hill. Para ello, los ajustes hiperbólico y sigmoidal 

se llevaron a cabo por el programa Microcal Origin 6.0 Data analysis and Graphing Software® 
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con la herramienta “Non-linear analysis”. Los resultados obtenidos a partir de los ajustes 

hiperbólicos se encuentran en la Tabla 4, mientras que los calculados a partir de los ajustes 

sigmoidales se encuentran en la Tabla 5. 

 
Tabla 4. Valores de Km y Vmax obtenidos del ajuste hiperbólico para las cinéticas de saturación de la 

reacción de hidrólisis de ATP de las líneas silvestre, Atlcb2a-1, Atlcb2b hp/Atlcb2a sin exposición al 

inductor y Atlcb2b hp/Atlb2a con 7 dpi. Los ajustes se realizaron con el programa Microcal Origin 6.0 

Data analysis and Graphing Software®. Se muestran los valores promedios ± EE 

Parámetro 

cinético 
Líneas de Arabidopsis thaliana 

 Silvestre Atlcb2a-1 
Atlcb2b hp/Atlcb2a 

0 dpi 

Atlcb2b hp/Atlcb2a    

7 dpi 

Km 

(mM) 

2.06 ± 0.26 1.07 ± 0.05 1.29 ± 0.11 1.23 ± 0.1 

Vmax 

(nmol Pi min
-1

mg
-1

) 

168.5 ± 7.7 130.08 ± 1.75 223.2 ± 6.04 315.94 ± 9.19 

Vmax/Km 1.4x103 ± 183 2x103 ± 99 2.9x103 ± 258 4.3x103 ± 370 

 

Con respecto al ajuste michaeliano, los valores de la Tabla 4 muestran similitud en el valor de 

Km para todas las líneas de Arabidopsis thaliana estudiadas. Por el contrario los valores de Vmax 

para las líneas silvestre, Atlcb2a-1, Atlcb2b hp/Atlcb2a 0 dpi fueron cercanos  pero mostraron 

diferencias de hasta un 29% entre sí comparadas con la línea silvestre. Sin embargo, se puede 

denotar un claro aumento del valor de Vmax en la línea Atlcb2b hp/Atlcb2a 7 dpi, en la que el 

incremento varió entre el 40 y el 80% aproximadamente dependiendo de la línea control contra 

la cual se compare. Al realizar el cálculo de Vmax/Km para evaluar la eficiencia catalítica de la 

enzima en las diferentes líneas, se encontraron valores con un patrón similar al de Vmax. El valor 

de la eficiencia catalítica de la enzima contenida en la línea Atlcb2b hp/Atlcb2a 7dpi la cual 

presenta un menor contenido de esfingolípidos fue mayor en un intervalo de 45 al 70% respecto 

a los controles considerados. 
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Tabla 5. Valores de Km y Vmax obtenidos del ajuste sigmoidal para las cinéticas de saturación de la 

reacción de hidrólisis de ATP de las líneas silvestre, Atlcb2a-1, Atlcb2b hp/Atlcb2a sin exposición al 

inductor y Atlcb2b hp/Atlb2a con 7 dpi. Los ajustes se realizaron con el programa Microcal Origin 6.0 

Data analysis and Graphing Software®. Se muestran los valores promedios ± EE 

Parámetro 

cinético 
Líneas de Arabidopsis thaliana 

 Silvestre Atlcb2a-1 
Atlcb2b hp/Atlcb2a  

0 dpi 

Atlcb2b hp/Atlcb2a  

7 dpi 

Km       

(Mm) 

2.66 ± 1.19 1.04 ± 0.07 1.12 ± 0.14 1.17 ± 0.21 

Vmax  

(nmol Pimin
-1

mg
-1

) 
186.17 ± 30.03 127.75 ± 3.69 211.19 ± 9.5 310.88 ± 20.8 

n 0.88 ± 0.15 1.05 ± 0.70 1.14 ± 0.11 1.03 ± 0.12 

Vmax/Km 1.2x103 ± 555 2x103 ± 150 3.1x103 ± 418 4.4x103 ± 848 

 

Analizando los valores obtenidos por el ajuste sigmoidal enlistados en la Tabla 4 encontramos 

que son muy similares a los obtenidos con el ajuste hiperbólico, por otra parte, el número de 

Hill, n, es muy cercano a 1. Respecto a los resultados del cociente Vmax/Km se encontró que sus 

valores y patrones fueron similares a los obtenidos con el ajuste hiperbólico. 

 

6. Determinación de la I50 para VO4
3- 

Se sabe que el VO4
3- es un inhibidor competitivo para la ATPasa de H+ de la membrana 

plasmática (Bowman y Slayman, 1979; Coccuci et al., 1980; Colombo et al., 1981; Sze, 1983; 

O‟Neil y Spanswick, 1984a), por lo que fue utilizado como una característica que podría indicar 

diferencias en el sitio activo de la enzima de las diferentes líneas de Arabidopsis estudiadas, en 

particular la de la línea con un menor contenido de esfingolípidos. Para ello, se evaluó la I50 

para el vanadato, utilizándose las siguientes líneas de Arabidopsis thaliana: Atlcb2a-1 (7dpi) 

como línea control y Atlcb2b hp/Atlcb2a (7dpi) y así tener dos condiciones contrastantes para 

observar el efecto de la disminución de esfingolípidos en el sitio de reconocimiento al sustrato 

de la enzima; las preparaciones membranales utilizadas fueron las mismas con las que se 

determinaron la dependencia de la hidrólisis de ATP con respecto al tiempo y a la proteína, la 

reproducción de los resultados en condiciones óptimas y la determinación del comportamiento 

cinético de la enzima. 
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En la Figura 19 se muestran los resultados de la disminución de la actividad a diferentes 

concentraciones de Vanadato, para la línea Atlcb2a-1 y para la línea Atlcb2b hp/Atlcb2a con 

menor contenido de esfingolípidos; además de añadir diferentes concentraciones de Vanadato 

en el medio también se incluyeron tres concentraciones de sustrato: la concentración de ATP-

Mg en la que se presenta la zona de saturación de la enzima (8 mM), una concentración 

superior a la Km (3 mM) y una concentración menor a la Km (0.5 mM). En la gráfica podemos 

observar que en todos los casos, la actividad disminuyó al aumentar la concentración de 

Vanadato en el medio, la actividad disminuida encontró el mínimo valor a una concentración de 

150 M de Vanadato aproximadamente, ya que a un valor de 300 M de Vanadato la actividad 

ya no pareció disminuir considerablemente. En lo que respecta a las curvas de inhibición con 

diferentes concentraciones de ATP-Mg en el medio, se observa que la actividad fue más alta 

cuando había mayor concentración de ATP-Mg en el medio, pero de igual forma la actividad 

disminuyó y llegó a un mínimo valor en las tres determinaciones con diferente concentración de 

ATP-Mg. 

 

 
Figura 19. Cinética de inhibición de la actividad de ATPasa de H

+
 de la membrana plasmática por 

diferentes concentraciones de vanadato y medida a diferentes concentraciones de ATP-Mg. A Línea 

Atlcb2a-1, 7dpi, como representante de las líneas control. B Línea Atlcb2b hp/Atlcb2a-1, 7dpi con 

menor contenido de esfingolípidos. ■ 0.5 mM ATP-Mg en el medio de reacción. ● 3 mM ATP-Mg en 

el medio de reacción. ▲ 8 mM ATP-Mg en el medio de reacción. Experimentos realizados con 4 g 

para la línea Atlcb2a-1 y 2.5 g para la línea Atlcb2b hp/Atlcb2a 7 dpi. La actividad de determinó 

durante una incubación de 20 min a 29°C. Datos experimentales se muestran en el Apéndice, 

Tablas XVI, XVII y XVIII. 
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Los resultados anteriores fueron graficados de manera que se pudieran comparar las curvas 

con la misma concentración de ATP para las dos líneas de Arabidopsis, obteniéndose los 

gráficos mostrados en la Figura 20. Las gráficas se muestran de manera independiente para 

poder apreciar mejor las curvas comparativamente. El comportamiento es similar en ambas 

líneas en los tres gráficos; señalado con la letra A se ubica el gráfico que corresponde a la 

actividad medida con una concentración de 0.5 mM de ATP-Mg en el medio de reacción; se 

observa que los valores de actividad determinados a esta concentración de ATP presentaron 

una dispersión considerable, a juzgar por las barras de desviación estándar, pero a pesar de 

ello la disminución en la actividad que muestra la línea Atlcb2a-1 es similar a la que muestra la 

línea Atlcb2b hp/Atlcb2a. El gráfico señalado con la letra B corresponde a la actividad medida 

con una concentración de 3 mM de ATP-Mg, encontrándose que al igual que en el caso anterior 

las desviaciones son altas pero el comportamiento de ambas líneas fue similar nuevamente. En 

el caso de 8 mM de ATP-Mg señalado con la letra C se observó que las desviaciones estándar 

fueron menores a las de los otros dos casos y las líneas se superponen prácticamente en todo 

el intervalo de concentración de sustrato. 
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Figura 20. Comparación de la inhibición de la actividad de hidrólisis de ATP de la ATPasa de H

+
 de 

la membrana plasmática de dos líneas de Arabidopsis thaliana con diferente cantidad de 

esfingolípidos. La actividad fue evaluada a diferentes concentraciones de Inhibidor. A Concentración 

de 0.5 mM de ATP-Mg. B Concentración de 3 mM de ATP-Mg. C Concentración de de 8 mM de 

ATP-Mg. La actividad se midió con 4 g de proteína para la línea Atlcb2a-1, 7dpi (■), 2.5 g para la 

línea Atlcb2b hp/Atlcb2a, 7dpi (●), a 29 °C y 20 min de incubación. Los datos experimentales son los 

de la Figura 17. 

 
Posteriormente, a partir de los datos anteriores, se calculó el porcentaje de inhibición que 

presentaba la actividad de hidrólisis de ATP en las dos líneas y fueron comparados. Los 

resultados obtenidos se muestran en la Figura 21. Con la letra A se muestra el gráfico que 

corresponde a las actividad medida a una concentración de 0.5 mM de ATP-Mg, observándose 

que las desviaciones estándar fueron amplias para ambas líneas además, lo que no permitió 

detectar diferencia entre las mismas. Este patrón también se observó a una concentración de 3 
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mM de ATP-Mg como se muestra en el gráfico marcado con la letra B, en el cual, aunque con 

desviaciones estándar menores, de igual forma los resultados no marcan diferencias en el 

comportamiento entre las dos líneas analizadas. En el gráfico señalado con la letra C se ubican 

los resultados de las mediciones con una concentración 8 mM de ATP y a pesar de que las 

desviaciones estándar no son tan grandes. Nuevamente, se repite el comportamiento de las 

dos concentraciones anteriores. 

 
Figura 21. Comparación del porcentaje de inhibición por Vanadato de la actividad de hidrólisis de la 

ATPasa de H
+
 de la membrana plasmática en dos líneas de Arabidopsis thaliana: (■) Línea Atlcb2a-

1, 7 dpi (●).Línea Atlcb2b hp/Atlcb2a, 7 dpi. Entre ambas líneas la experimentación se llevó a cabo 

con 4 g de la línea Atlcb2a-1 y con 2.5 g de la línea Atlcb2b hp/Atlcb2a a 29°C y 20  min de 

reacción. Datos experimentales se encuentran en el Apéndice, Tablas XIX, XX y XXI. 

Mediante los valores de la Figura 21 y el programa Microcal Origin 3.0 Data analysis and 

graphic software® se llevó a cabo el cálculo del valor de I50 para VO4
3-. Los resultados se 

muestran en la Tabla 6. 
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Tabla 6. Valor de I50 para VO4
3-

 calculado mediante la herramienta Fit I50 del programa Microcal 

Origin 3.0 Data analysis and graphic software. Utilizando los gráficos de la Figura 21. 

  Líneas de Arabidopsis thaliana 

Concentración de ATP 

(mM) 

 

 

I50 para Atlcb2a-1 

(mM) 

I50 para Atlcb2b hp//Atlcb2a   

7 dpi 

(mM) 

0.5  267.4 ± 61.46 373.7 ± 121.5 

3  143.7 ± 24.84 134.2 ± 9.18 

8  122.6 ± 21.42 96.10 ± 8.44 

 
Se puede observar que los valores de I50 entre las dos líneas no son significativamente 

diferentes; además los valores de I50 en las concentraciones de 3 y 8 mM son similares mientras 

que el valor calculado a 0.5 mM es mayor un 62% en promedio comparado con los demás 

valores 

 
7. Reconstitución membranal de la línea Atlcb2b hp/Atlcb2a a 7 días post-inducción con 

esfingolípidos exógenos. 

Para corroborar que era la deficiencia de esfingolípidos complejos lo que estaba aumentando la 

actividad de hidrólisis de ATP en la línea mutante silenciable, un experimento adecuado era 

determinar la influencia de esfingolípidos complejos exógenos en la actividad de la ATPasa de 

H+ de la membrana plasmática de la mutante en cuestión. Para ello, se tomaron diferentes 

cantidades de la fracción de esfingolípidos extraídos de vesículas de membrana plasmática de 

la línea silvestre y se incubaron con las vesículas de membrana plasmática de las líneas 

Atlcb2a-1 y Atlcb2b hp/Atlcb2a utilizadas en los experimentos anteriores. A continuación, se 

llevaron a cabo experimentos de hidrólisis de ATP con cada una de ellas. Los resultados de 

estos experimentos se encuentran en la Figura 22. En ésta Figura se puede observar que en 

los tubos en donde se incubó a las membranas sin la fracción de esfingolípidos, los valores de 

las actividades fueron similares a las encontradas en experimentos anteriores para ambas 

líneas. La cantidad de fracción de esfingolípidos exógenos no afectó la actividad de la ATPasa 

de H+ de la membrana plasmática presente en las vesículas provenientes  de la línea Atlcb2a-1, 

la cual fungió como control de la línea Atlcb2b hp/Atlcb2a. Sin embargo, en ésta, la actividad fue 

disminuyendo en función de la cantidad de los esfingolípidos exógenos añadidos hasta alcanzar 

los valores de actividad de la línea control Atlcb2a-1. 
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Figura 22. Reconstitución membranal con una fracción de esfingolípidos exógenos extraídos de 

membrana plasmática de la línea silvestre. (■) línea Atlcb2a-1, se utilizaron 4 g de proteína 

membranal para los ensayos de actividad; (●) línea Atlcb2b hp/Atlcb2a, se utilizaron 2.5 g de 

proteína membranal para los ensayos de actividad. El tiempo de pre-incubación con esfingolípidos 

fue de 40 min; el tiempo de reacción de hidrólisis de ATP fue de 20 min a 29 °C, con una 

concentración de 8 mM de ATP-Mg. Resultados experimentales se encuentran en el Apéndice, 

Tabla XXII. 

Por otra parte también se realizó la reconstitución membranal con una preparación comercial de 

glucosilceramida, los resultados de estos experimentos se muestran en la Figura 23. Se 

observa que el comportamiento es similar a lo sucedido al utilizar una fracción de esfingolípidos 

extraída; la actividad que presenta la línea Atlcb2a-1 no se ve afectada al agregar 

glucosilceramida, por lo contrario la  actividad de la línea Atlcb2b hp/Atlcb2a inducida va 

disminuyendo al aumentar la cantidad de glucosilceramida, hasta alcanzar valores similares de 

actividad de la línea control utilizada. 
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Figura 23. Reconstitución membranal con una preparación comercial de glucosilceramida. (■) línea 

Atlcb2a-1, se utilizaron 4 g de proteína membranal para los ensayos de actividad; (●) línea Atlcb2b 

hp/Atlcb2a, se utilizaron 2.5 g de proteína membranal para los ensayos de actividad. El tiempo de 

pre-incubación con glucosilceramida fue de 40 min; el tiempo de reacción de hidrólisis de ATP fue 

de 20 min a 29 °C, con una concentración de 8 mM de ATP-Mg. Datos experimentales se muestran 

en el Apéndice, Tabla XXII. 
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VIII. DISCUSIÓN 

Dada la complejidad de la estructuración y composición de la membrana plasmática y de todas 

las membranas biológicas en general, no existe hasta ahora ningún modelo que permita saber 

con precisión cuáles, cuantos y en que posición los lípidos membranales rodean a una proteína 

membranal. Las metodologías empleadas son complicadas y requieren de instrumental 

sofisticado. Los pocos trabajos referentes a este problema se basan en evidencias 

cristalográficas de algunas proteínas y en ensayos de reconstitución de otras, haciendo posible 

identificar algunos lípidos que son esenciales para la función de algunas proteínas 

membranales y en algunos casos, de su influencia en la actividad de las proteínas (Imbrie y 

Murphy, 1984). 

La ATPasa de H+ de células vegetales es una proteína integral de la membrana plasmática que 

cataliza dos reacciones simultáneas: la reacción de hidrólisis de ATP y la expulsión de protones 

fuera del citosol. La primera aporta la energía necesaria para expulsar los protones fuera de la 

célula, mientras que la segunda impulsa diversas funciones fisiológicas como son la elongación 

celular, el transporte de nutrientes, apertura y cierre de estomas, entre otras (Morsomme y 

Boutry, 2000; Palmgren, 2001). Por ello, esta actividad enzimática es esencial para el desarrollo 

de la planta y para que ésta exprese respuestas a diferentes tipos de estreses bióticos o 

abióticos (Marré et al., 1974; Ayres y Jones, 1975; Macri et al., 1980; Zhang y Takemoto, 1987; 

Blein et al., 1988; Palta, 1989; Arora y Palta; 1991; Susuki et al., 1992; Niu et al., 1993; 

Wevelsiep, 1993; Sondergaard et al., 2004; Gutiérrez-Nájera et al., 2005).  

La importancia de la enzima en las actividades celulares de la planta ha ejercido una presión 

evolutiva para que la enzima presente varias formas de regulación de su actividad catalítica. A 

este respecto se ha establecido que la ATPasa de H+ de la membrana plasmática está 

altamente regulada por factores como la fosforilación (Palmgren et al., 1991; Jahn et al., 1997), 

la expresión diferencial de isoformas (Pérez et al., 1992; Vitart et al., 2001) y posiblemente la 

oligomerización (Briskin et al., 1985; Briskin y Niesman-Reynolds, 1989; Lee et al., 2002; 

Kanczewska et al., 2005). La enzima también se regula a nivel de la expresión de los genes que 

codifican para las isoformas de la enzima.  

Se ha encontrado que los lípidos son importantes moduladores de la actividad de la enzima 

(Coccuci y Marrè, 1984; Sandstrom y Cleland, 1989b; Brauer y Tu, Kasamo, 2003). Sin 

embargo, estos estudios han incluido sólo componentes lipídicos de la membrana como 

glicerolípidos y esteroles (Brauer y Tu, 1989; Grandmougin et al., 1989a; Grandmougin et al., 

1989b; Sandstrom y Cleland, 1989a; Cooke et al., 1994, Gomès et al., 1996; Ramos et al., 
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1994; Grandmougin-Ferjani et al., 1997). Una forma de averiguar el efecto de los lípidos en la 

ATPasa de H+ de la membrana plasmática ha sido ensayar la acción de diferentes lípidos que 

se añaden de manera exógena a preparaciones purificadas o semipurificadas de la enzima o 

incluso a preparaciones membranales. Adicionalmente, en este tipo de experimentos in vitro 

también se ha ensayado el efecto de otros anfífilos como lisofosfolípidos o detergentes (Tabla 

7).  

 

Tabla 7. Compuestos anfífilos modificadores de la actividad de la ATPasa de H
+
 de la membrana 

plasmática; se muestran los que activan (↑) o inhiben (↓) la actividad de la enzima (recopilación 

tomada de Vázquez-Vázquez et al., 2007).  

Glicerolípidos Esteroles 
Detergentes 

Zwitteriónicos No Iónicos 

Ácido fosfatídico ↓ Estigmasterol ↑ Lisofosfatidilcolina ↑ Lubrol WX ↑ 

Fosfatidilcolina ↑ Sitoesterol ↓ Zwittergent 3-10 ↑ TritonX-100 ↓ 

Fosfatidilserina ↑ Colesterol ↓ Zwittergent 3-12 ↑ Brij 58 ↑ 

Fosfatidilglicerol ↑ 24-Metilcolesterol ↓ Zwittergent 3-14 ↑ Brij 35 ↑ 

Fosfatidiletanolamina ↓ 24-Metilpolinastol ↓  

 Fosfatidilinositol ↓ 14α,24-Dimetilcolest-8-en3β-ol ↓ 

  

 

Sin embargo, no se tienen reportes sobre la posible regulación de la actividad de la ATPasa de 

H+ de la membrana plasmática de plantas por esfingolípidos.  

Los esfingolípidos son una clase de lípidos ubicua que está presente tanto en organismos 

eucariontes como en bacterias (revisado en Sperling y Heinz, 2003; Lynch y Dunn, 2004; Merrill 

et al., 2007; Merril et al., 2009; Spiegel y Milstien, 2003; Hannun y Obeid, 2008; Pruett et al., 

2008). Sólo en Arabidopsis se ha descrito que hay cerca de 168 esfingolípidos distintos 

(Markham y Jaworski, 2007). Los esfingolípidos se han revelado recientemente como elementos 

clave en las cascadas de transducción de señales que regulan  procesos importantes de la 

fisiología celular como crecimiento, diferenciación y muerte celular (Chen et al., 2006; Dietrich et 

al., 2008; Pata et al., 2010). Tienen doble papel como moléculas bioactivas: por un lado, actúan 

como segundos mensajeros en la transducción de señales extracelulares, y por otro lado, 

regulan la dinámica de las membranas biológicas formando parte de los microdominios de las 
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membranas llamados balsas lipídicas (Mongrand et al., 2004; Morel et al., 2006; Sánchez y 

Díaz-Laviada, 2006; Lefebvre et al., 2007) 

En nuestro grupo de trabajo se han llevado a cabo estudios modificando la cantidad o la calidad 

de esfingolípidos en la membrana plasmática y luego se ha estudiado su efecto en diferentes 

funciones membranales, incluyendo la actividad de enzimas como la ATPasa de H+. Para ello 

se han utilizado enfoques bioquímicos en plantas genéticamente modificadas. 

1. Determinación de la actividad de ATPasa de vesículas de membrana plasmática de 

líneas de Arabidopsis thaliana con diferente contenido de esfingolípidos 

En particular, este trabajo de tesis se ha enfocado en la caracterización cinética de la reacción 

de hidrólisis de ATP catalizada por la ATPasa de H+ de la membrana plasmática en 

preparaciones purificadas de estas membranas que fueron obtenidas de plantas mutantes de 

Arabidopsis. Por ello se utilizaron varias líneas que funcionaron como controles de la línea 

Atlcb2b hp/Atlcb2a, que es la que no expresa la actividad de la primera enzima de la síntesis de 

esfingolípidos (SPT), gracias a un silenciamiento génico de la subunidad LCB2b y a la mutación 

de inserción en el gene de la subunidad LCB2a, con lo que las dos formas posibles de la 

enzima quedan anuladas (Dietrich et al., 2008). Estas plantas presentan una disminución del 

36% en la cantidad de bases de cadena larga totales, lo cual es un reflejo de la cantidad de 

esfingolípidos complejos, ya que cada molécula de esfingolípidos complejos está formada de 

una base de cadena larga, un ácido graso y una cabeza polar. Los esfingolípidos complejos son 

los esfingolípidos más abundantes en la membrana plasmática, y las ceramidas y las bases de 

cadena larga libres que son sus precursores están en baja cantidad en células vegetales 

(Markham et al., 2006). Estas plantas presentan el silenciamiento génico de la subunidad 

LCB2b solamente cuando es aplicado un inductor y en estas condiciones, las vesículas de 

membrana plasmática son obtenidas de las plantas. En estos estudios se requieren de 

preparaciones de vesículas de membrana plasmática que son obtenidas de varias líneas de 

Arabidopsis que fungen como controles y que son la línea silvestre, la cual es la progenitora de 

la línea Atlcb2a-1 y la cual a su vez lo es de la línea silenciable, la Atlcb2b hp/Atlcb2a. Los 

controles incluyen las preparaciones de las hojas de plantas de estas líneas expuestas o no a la 

metoxifenazida. 

Anteriormente, se había observado que las membranas plasmáticas purificadas de las hojas de 

la línea Atlcb2b hp/Atlcb2a inducida, mostraban un aumento del 40% en su actividad con 

respecto a la línea silvestre (Vázquez-Vázquez et al., 2007). En el presente trabajo de tesis, las 

condiciones de medición de actividad de la enzima fueron optimizadas y entonces el aumento 

de la actividad en la línea Atlcb2b hp/Atlcb2a a 7 dpi alcanzó un valor del 49% con respecto a la 
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línea silvestre. Estos experimentos fueron realizados con vesículas de membrana plasmática de 

3 purificaciones independientes y cuatro ensayos de hidrólisis de ATP por triplicado, por lo que 

son representativos y confiables en el análisis. Las actividades de ATPasas de H+ en nuestras 

preparaciones estuvieron en un intervalo de 120 a 170 nmol Pi min-1 mg-1 en las líneas controles 

analizadas, mientras que en la línea con menor contenido de esfingolípidos la actividad fue de 

253 nmol Pi min-1 mg-1 (Figura 14). Al comparar estos valores con los de la actividad de la 

enzima en membranas plasmáticas de otras especies, los valores están cercanos a los 

reportados, pues encontramos que en levaduras se han reportado valores de actividad de 540 

nmol Pi min-1 mg-1 (Alexandre et al., 1996) y también de 2500 nmol Pi min-1 mg-1 (Dambly and 

Boutry, 2001), mientras que en hojas de maíz se obtuvieron valores de 203 nmol Pi min-1 mg-1 

(Perlin y Spanswick, 1981). Por otra parte se ha reportado que la isoforma AHA2 expresada en 

levadura tiene una actividad de 330 nmol Pi min-1 mg-1. Hay que mencionar que estos valores 

pueden ser influenciados por las condiciones de medición de la reacción de hidrólisis de ATP, 

por ejemplo la concentración de ATP y el pH, factores que modifican la actividad de la ATPasa 

de H+ de la membrana plasmática (Bennett et al., 1985; Du Pont et al., 1981) Además de que la 

velocidad o actividad enzimática depende de la cantidad de enzima en la membrana plasmática 

y que aún en la misma planta puede cambiar durante el desarrollo o por el tipo de tejido (Nelson 

y Cox, 2006). Desafortunadamente, además de los reportes en los que se han descrito algunas 

constantes cinéticas en Arabidopsis (ver adelante), no existen preparaciones de membrana 

plasmática en las que se haya descrito la caracterización de la actividad de hidrólisis de ATP de 

esta enzima. La mayoría de los trabajos publicados están enfocados a la expresión de genes y 

fenotipos producidos y en algunos casos, modificación post-traduccional de la proteína. 

 

2. Determinación de la cinética de la reacción de hidrólisis de ATP 

Para encontrar las posibles diferencias en las constantes cinéticas, este estudio incluyó además 

de la línea que expresó progresivamente un menor contenido de esfingolípidos (línea Atlcb2b 

hp/Atlcb2a) a las tres líneas controles: la línea Atlcb2 hp/Atlcb2a sin exposición al inductor ya 

que al no ser inducida presenta cantidades normales de esfingolípidos; la línea Atlcb2a-1 que 

fue utilizada como fondo genético en el diseño de la línea inducible; y por último la línea 

Silvestre como control general de todas las líneas. Las concentraciones de ATP-Mg que se 

evaluaron abarcaron el intervalo de 0.2 mM a 10 mM en todas las líneas. Las concentraciones 

incluidas son razonables ya que permitieron medir la velocidad de la reacción de hidrólisis de 

ATP tanto en la parte de velocidades iniciales, con bajas concentraciones de ATP-Mg, en la que 

se presenta una relación lineal entre la concentración de sustrato y la velocidad, como en la 
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parte de saturación de la enzima por su sustrato, la cual se alcanzó alrededor de 6 mM. De esta 

manera todas las curvas obtenidas presentaron 10 mM como valor máximo de concentración de 

sustrato, sin embargo en las Figuras 16, 17 y 18, el valor máximo utilizado de concentración de 

ATP-Mg fue de 8 mM, ya que a 10 mM se presentaba el fenómeno de inhibición por producto lo 

cual no permitía un análisis estadístico confiable. Este efecto se presentó en los casos de 

actividad más alta, en la que los productos, en particular el ADP, se acumulan en el medio, 

alcanzando concentraciones que llegan a inhibir a la enzima (Bennett et al., 1985). Sin embargo 

lo anterior no fue un impedimento para medir adecuadamente la reacción, pues una o dos 

concentraciones menores a 10 mM ya ilustraban la fase de saturación. 

Los experimentos que sustentaron la obtención de los patrones cinéticos fueron diseñados de 

manera que las determinaciones individuales tuvieran un número elevado de réplicas y que 

éstas se hicieran con al menos 2 preparaciones de membranas aisladas de manera 

independiente. De esta forma, se realizaron entre 6 y 11 réplicas y se usaron entre 2 y 4 

preparaciones membranales para cada caso. Lo anterior derivó en resultados con una baja 

dispersión aunada a una buena reproducibilidad obtenida por un adecuado manejo 

experimental del sistema. Estos factores fueron fundamentales para hacer un análisis robusto 

de los resultados, mismo que les dieron confiabilidad. Otro factor que contribuyó a obtener 

buenos resultados fue el tratamiento de los datos basado en programas de software 

especializados, lo cual permitió delinear patrones cinéticos usando consideraciones objetivas. 

La gran mayoría de los reportes de la literatura han descrito que esta enzima tiene un 

comportamiento cinético michaeliano o hiperbólico (Palmgren y Christensen, 1994; Monteiro y 

Sá-Correia, 1998), pero algunos otros han determinado cinéticas cooperativas o sigmoidales 

(Roberts et al., 1995). Debido a lo anterior, se tuvo especial cuidado en analizar los datos 

cinéticos obtenidos tanto bajo el modelo descrito por la cinética hiperbólica como por la 

sigmoidal. En el análisis de los patrones cinéticos de la enzima, se observó que el 

comportamiento de las curvas experimentales cumplía favorablemente un ajuste michaeliano. 

Esto se reveló en todas las líneas analizadas, si bien en la línea silvestre se observó una 

pequeña diferencia entre los ajustes realizados, pero posteriormente se determinó que también 

tenía un comportamiento michaeliano. Lo anterior pudo establecerse ya que los ajustes 

realizados con la ecuación hiperbólica tuvieron un coeficiente de correlación en un intervalo de 

0.9845 a 0.9974, mientras que con el ajuste realizado con la ecuación de Hill se encontró que el 

valor de n era de 1 y que por lo tanto la enzima no presentaba cooperatividad, ni positiva ni 

negativa. El coeficiente de correlación para el ajuste a la ecuación del Modelo de Hill también 

fue muy alto en todos los casos analizados (de 0.9824 a 0.9968). 
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Cuando se calcularon los valores de Vmax con el ajuste michaeliano, se obtuvieron valores muy 

semejantes entre sí para las líneas controles silvestre, Atlcb2a-1 y Atlcb2b hp/Atlcb2a sin 

inductor. Estos valores estuvieron en el intervalo de 168 a 223 nmol Pi min-1 mg-1 que son 

comparables a los reportados en la literatura, como los de la actividad de las isoformas AHA1, 

AHA2 y AHA3, que al ser expresadas en levadura y posteriormente purificadas, presentaron 

valores de Vmax en un intervalo de 112 a 210 nmol Pi min-1 mg-1 (Palmgren y Christensen, 1994), 

pero que fueron menores a los valores de Vmax de la ATPasa de H+ de la membrana plasmática 

de otras especias reportadas y que están en un intervalo muy amplio, de 342 a 833 nmolPimin-1 

mg-1 (O‟Neil y Spanswick, 1984a; Blum et al., 1988; Pedchenko et al., 1990; Lanfermeijer and 

Prins, 1994;  Roberts et al., 1995). Sin embargo, el valor determinado para la Vmax  de la línea 

con menor contenido de esfingolípidos (Atlcb2 hp/Atlcb2a, en presencia de metoxifenazida)  fue 

315.94 nmol Pi min-1 mg-1, lo que indica un incremento del 58%, comparado con el valor de Vmax 

determinado en las otras líneas. Este aumento puede tener dos explicaciones: puede deberse a 

un aumento en la cantidad de la enzima en la membrana o puede deberse a un aumento en la 

velocidad de la catálisis de la enzima. Con respecto a la primera posibilidad, experimentos 

recientes de inmunodetección de la ATPasa de H+ han demostrado que la cantidad de ATPasa 

de H+ presente en la membrana plasmática es similar en todas las líneas de Arabidopsis 

thaliana con y sin inductor (Carmona-Salazar, 2010). Por lo tanto, la reducción del contenido de 

esfingolípidos en la línea Atlcb2 hp/Atlcb2a afecta la actividad de esta enzima membranal 

aumentando su velocidad de catálisis. 

En cuanto al valor de la Km, éste no fue diferente en ninguna de las líneas de Arabidopsis 

thaliana analizadas: ni en la silvestre, ni en la mutante, ni en la mutante silenciable, tanto en 

condiciones de inducción o control. El valor determinado en todas las líneas estuvo en un 

intervalo de 1.07 a 2.06 mM para ATP, lo cual está de acuerdo con lo reportado en la literatura, 

que describe valores de 0.15 a 2.44 mM para ATP (Du Pont y Leonard, 1980; Perlin y 

Spanswick, 1981; Palmgren y Christensen, 1984; De Michelis y Spanswick, 1986; Kawata y 

Yoshida, 1988; Ramos et al., 1994; Briskin et al., 1995; Baunsgaard et al., 1996; Lanfermeijer et 

al., 1998; Wu y Seliskar, 1998; Maudoux et al., 2000; Morsomme y Boutry, 2000; Fuglsang et 

al., 2007). En particular, el bajo valor de Km de 0.15 mM pudo ser determinado por marcaje 

isotópico del ATP, que es una técnica muy sensible. En el caso de la presente tesis, el método 

colorimétrico usado fue muy adecuado, lo que se puede corroborar por las determinaciones 

cinéticas obtenidas. El valor similar de la Km entre las líneas de Arabidopsis thaliana utilizadas y 

en particular en la línea que presenta menor contenido de esfingolípidos, muestra que la enzima 

tuvo la misma afinidad por su sustrato, ATP-Mg, sugiriendo que la modificación en el ambiente 
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lipídico de la enzima no afectó el sitio de reconocimiento al sustrato. Este resultado es muy 

interesante al ser comparado con el de la Vmax, que sí aumentó, planteando un modelo en el 

que la enzima cataliza más rápido la reacción sin que el reconocimiento del sustrato se vea más 

favorecido. 

Por otra parte, al analizar el parámetro de la eficiencia catalítica de la enzima, calculada con los 

parámetros obtenidos del ajuste michaeliano, se hizo evidente el aumento de este valor en la 

línea con menor contenido de esfingolípidos, lo cual indica que la enzima esta catalizando la 

hidrólisis de más moléculas de ATP en el tiempo; desgraciadamente no podemos obtener el 

valor del número de recambio (número de reacciones efectuadas por sitio catalítico por 

segundo), lo cual es una función más precisa para establecer la eficiencia de la enzima, ya que 

para ésto se requiere saber la cantidad de moléculas de enzima añadida en el ensayo de 

actividad. A pesar de que las vesículas de membrana plasmática utilizadas tienen un valor alto 

de purificación (medido por sensibilidad a Vanadato) resulta imposible determinar la cantidad de 

moléculas de ATPasa de H+ presente en la muestra, ya que las membranas contienen una gran 

diversidad de otras moléculas. 

Adicionalmente, el hecho de que la I50 para vanadato determinada haya sido la misma en todas 

las líneas, incluyendo a la línea Atlcb2 hp/Atlcb2a, implica que el vanadato, que es un inhibidor 

competitivo del sustrato en la reacción de hidrólisis de ATP (Bowman y Slayman, 1979; Coccuci 

et al., 1980; Colombo et al., 1981; Sze, 1983; O‟Neil y Spanswick, 1984a),, fue reconocido en el 

sitio catalítico con la misma afinidad por la enzima de cualquiera de las líneas de Arabidopsis, 

implicando que los niveles de esfingolípidos no afectaron la estructura del sitio catalítico, por lo 

menos en cuanto al reconocimiento del vanadato o del sustrato. Hubiera sido conveniente 

obtener la Kd o constante de disociación para el vanadato para tener más información sobre las 

características de la interacción del vanadato con el sitio catalítico. Desafortunadamente, los 

valores obtenidos no pudieron ser analizados por el programa específico, ya que el valor de la 

I50 a 0.5 mM de ATP-Mg es mucho mayor a los otros dos resultados obtenidos. Al ser este valor 

el único determinado a una concentración de susutrato menor a la Km de la enzima, no 

podemos tener la certeza de que el resultado sea confiable, ya que los valores de I50 

determinados en la literatura se evaluaron en concentraciones de ATP-Mg mayores a la Km 

(Perlin y Spanswick, 1981). No obstante, el valor de I50 para vanadato en todas las líneas 

respalda el resultado de Km sobre la afinidad por el ATP. 
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3. Reconstitución de las vesículas membranales con esfingolípidos exógenos 

Como fue descrito por Dietrich et al. (2008), la línea Atlcb2b hp/Atlcb2a muestra una 

disminución del 36% en las bases de cadena larga totales. Este contenido de bases de cadena 

larga fue determinado a partir de una preparación de plantas adultas completas a las cuales se 

les realizó una extracción selectiva y optimizada de esfingolípidos complejos (Markham et al., 

2006; Markham y Jaworsky, 2007) y a las que se les hizo una hidrólisis alcalina drástica para 

liberar las bases de cadena larga (cuya estequiometría es 1 mol de la base por mol de 

esfingolípido complejo). Esta extracción se hizo de las plantas completas, por lo que no se 

estableció cual era la disminución de los esfingolípidos complejos en las membranas celulares y 

menos en la membrana plasmática, si bien, por su naturaleza anfipática, es presumible que casi 

la totalidad de los esfingolípidos complejos deben estar formando parte de membranas. 

Desafortunadamente, este dato no existe en la literatura. 

Para apoyar la propuesta de que los cambios cinéticos de la ATPasa de H+ de la membrana 

plasmática estaban provocados por un cambio en la cantidad o en la calidad de esfingolípidos 

presentes en la membrana, se realizó un conjunto de experimentos de reconstitución. La idea 

detrás de estos experimentos era que si las membranas plasmáticas de la línea Atlcb2b 

hp/Atlcb2a tenían una ATPasa de H+ con una actividad incrementada debido a que esas 

membranas eran deficientes en esfingolípidos complejos, entonces, al serles reconstituídos 

estos esfingolípidos de manera exógena, la actividad de la enzima en las membranas se 

recuperaría. Bajo este planteamiento se hicieron experimentos de reconstitución con dos 

fuentes de esfingolípidos: una, constituida por una fracción de esfingolípidos endógenos 

extraídos de la membrana plasmática de la línea silvestre y otra por una preparación comercial 

de glucosilceramida, uno de los esfingolípidos más abundantes en plantas (Yoshida y Uemura, 

1986; Lynch y Steponkus, 1987; Sperling et al., 2005; Markham et al., 2006). Los resultados 

indican que en la línea control, la Atlcb2a-1, la incubación con la fracción de esfingolípidos o 

glucosilceramida no modificó la actividad de la enzima; mientras que en la línea Atlcb2b 

hp/Atlcb2a 7 dpi, al aumentar la cantidad de los esfingolípidos exógenos, la actividad se acercó 

al valor de la línea control utilizada. Estos resultados sugieren fuertemente que el aumento de la 

actividad de la ATPasa de H+ de la membrana plasmática en la línea mutante silenciable, se 

debió efectivamente a la reducción en la cantidad o en la calidad de esfingolípidos presentes en 

la membrana, por ello, al reponer estos esfingolípidos, la línea silenciable recuperó los niveles 

de actividad característicos de la línea control, misma que contiene valores normales de 

esfingolípidos.  
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En la Figura 24 se presenta un modelo que trata de describir e interpretar los resultados 

obtenidos en esta tesis. En él se propone que los esfingolípidos membranales están en 

contacto con la ATPasa de H+ y esta interacción tiene influencia en la conformación de la 

enzima, de tal manera que en la enzima silvestre los niveles de esfingolípidos mantienen a la 

enzima en un estado de actividad “moderada”, y cuando el contenido de los esfingolípidos 

endógenos se reducen (línea Atlcb2b hp/Atlcb2a inducida), la enzima deja su conformación 

“apretada”, y se vuelve más activa. En este contexto, los esfingolípidos podrían estar siendo 

fundamentales en la expresión del poder catalítico de la enzima, constituyendo factores 

importantes en su regulación. El modelo es especialmente atractivo a la luz de los recientes 

estudios que ubican a la ATPasa de H+ en microdominios membranales enriquecidos en 

esfingolípidos. Resulta tentador proponer que una de las razones por la que esta enzima migra 

de la membrana a estos microdominios es para controlar su nivel de actividad catalítica.  

De cualquier manera, el hecho de que los esfingolípidos membranales estuvieran promoviendo 

un rígido control sobre la actividad de la enzima, les da mucho valor en términos fisiológicos, ya 

que su acción permitiría la activación de la proteína por otros factores celulares. 

 

 

 



MODELO 
 

~ 57 ~ 
 

 

4. Modelo 

ACTIVIDAD MODERADA DE ATPasa                                            ACTIVIDAD INCREMENTADA DE ATPasa 

 

Figura 24. Modelo del efecto de los esfingolípidos sobre la actividad de la ATPasa de H
+
 de la membrana plasmática en A. thaliana. A 

Condiciones normales de contenido esfingoideo, la actividad de la ATPasa  presenta los niveles moderados que se observaron en las 

líneas controles. B Línea Atlcb2b hp/Atlcb2a, en la cual los esfingolípidos complejos están disminuidos en un 36%, lo cual provoca un 

aumento en la actividad de hidrólisis de ATP. La reducción de esfingolípidos complejos en la membrana puede modificar la conformación 

catalítica de la enzima, permitiendo una mayor movilidad que se expresa en un aumento en su Vmax. 
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IX. RESUMEN DE RESULTADOS 

 

Se encontró un aumento del 49% en la actividad de hidrólisis de ATP de la ATPasa de H+ de la 

membrana plasmática en la línea Atlcb2b hp/Atlcb2a 7dpi, la cual tiene una disminución del 

36% en el contenido de bases de cadena larga totales. 

Éste aumento se explica por el cambio del parámetro cinético Vmax, ya que su valor aumenta en 

promedio 58% con respecto a los controles utilizados. De igual forma, éste aumento de Vmax 

modifica el valor de la eficiencia catalítica, haciendo que ésta aumente 58% en la línea con 

menor contenido de esfingolípidos. 

El valor de la Km en todas las líneas utilizadas fue similar y el valor de la I50 tuvo el mismo 

comportamiento, sugiriendo que el cambio en la cantidad o calidad de esfingolípidos no 

modificó el sitio de reconocimiento al ATP o al vanadato. 

La adición de esfingolípidos exógenos a las membranas de la línea Atlcb2b hp/Atlcb2a 7dpi 

produjo una disminución de la actividad de la ATPasa de H+, hasta niveles de la actividad de las 

líneas controles. Este resultado sugiere que el aumento en la actividad de la enzima en la línea 

Atlcb2b hp/Atlcb2a 7dpi, se debe a la disminución en los esfingolípidos membranales.  
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X. CONCLUSIONES 

De acuerdo con la hipótesis el aumento de la actividad de la ATPasa de H+ de la membrana 

plasmática de una línea de Arabidopsis con menor contenido de esfingolípidos se puede 

explicar a un aumento en el parámetro cinético Vmax, según el análisis de las determinaciones 

cinéticas realizadas; sin embargo no se observaron cambios en el parámetro cinético Km. 

Los esfingolípidos de la membrana plasmática ejercen un efecto regulatorio de la actividad de la 

ATPasa de H+, ya que al ser disminuidos en una línea de Arabidopsis genéticamente 

modificada se observó un aumento en la actividad de la enzima, misma que se restituyó 

después de una reconstitución con esfingolípidos exógenos. 
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XI.  PERSPECTIVAS 

Determinar los niveles de esfingolípidos en la membrana plasmática de las líneas de 

Arabidopsis thaliana: Silvestre, Atlcb2a-1 y Atlcb2b hp/Atlcb2a con y sin exposición al inductor 

para determinar qué esfingolípidos se modificaron y provocaron el cambio de actividad. 

 

Purificar la enzima, determinar el número de recambio y posteriormente controlar el tipo y la 

cantidad de esfingolípidos para observar el comportamiento de dicho parámetro. 

 

Caracterizar el comportamiento de la actividad de hidrólisis de ATP cambiando el pH del medio 

de reacción. 

 

Medir la actividad de la enzima mediante el bombeo de protones a través de la membrana. 

 

Determinar la interacción esfingolípido-proteína mediante diversos estudios que incluyan el uso 

de modificadores químicos de unión covalente (Haberkant et al., 2008; Haberkant y van Meer, 

2009). 
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XIII. APÉNDICE  

Medio de hidrólisis de ATP en condiciones de sustrato saturante 

250 mM sacarosa 

20 mM PIPES/BTP pH 6.5 

7 mM CCCP  

0.015% Brij 58 

10 mM ATP 

10 mM MgCl 

Reactivos para la determinación de Pi 

Reactivo B/C 

Volúmenes iguales de las siguientes soluciones 

12% ácido ascórbico en HCl 1N 

2% molibdato de amonio en HCl 1N 

Reactivo E 

2% Ácido acético  

2% Metarsenito de sodio 

2% Citrato de sodio 

Inhibidores utilizados (concentraciones finales) 

0.2 mM Ortovanadato de sodio 

50 mM Nitrato de potasio 

2 mM Molibdato de sodio 

2 mM Azida de sodio 

Preparación de la solución de vanadato 

 Solución stock 0.2 mM de VO4
3- 
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Tabla I. Equivalencia de la concentración de ATP-Mg añadida y la concentración de ATPHMg como 

sustrato de la reacción de hidrólisis de ATP (O‟Sullivan and Smithers, 1979; Reich et al., 1972) 

ATP-Mg ATPHMg 

(mM) (mM) 

0.2 0.1266 

0.3 0.2079 

0.4 0.2892 

0.6 0.4518 

0.8 0.6144 

1 0.777 

2 1.59 

4 3.216 

6 4.842 

8 6.468 

10 8.094 
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OBTENCIÓN DE LA FRACCIÓN MICROSOMAL DE HOJAS DE Arabidopsis thaliana. 

Christian Vázquez, Laura Carmona. ABRIL 2010. 

 

1. Se cosechan las hojas de plantas de Arabidopsis thaliana y se congelan inmediatamente 

en nitrógeno líquido hasta su uso.  

2. Se pesan las hojas todavía congeladas y después se vacían en una licuadora. Una vez 

vaciadas,  a la licuadora también se añade el amortiguador de homogenización en una relación 

1/3 (p/v) cuya composición se muestra en la Tabla 8.  

3. Se homogeniza la mezcla por espacio de 15 segundos exactamente.  

4. Se filtra el homogenado por 4 capas de gasa y se recibe el filtrado en un vaso de 

precipitados en hielo. 

5. Se vierte en tubos de centrífuga.  

6. Se centrifuga a 11,000 rpm en microfuga refrigerada Jouan MR1812, utilizando el rotor 

para tubos de Nalgene de 50 mL de capacidad a 4 °C durante 15 min.  

7. Se toma el sobrenadante y se vierte en tubos para ultracentrífuga.  

8. Se centrifuga el sobrenadante a (45,000 rpm en rotor 60 Ti Beckman) 200,000 g a 4 °C 

durante 80 min. 

9. Una vez finalizada la centrifugación, se elimina el sobrenadante y el botón se 

resuspende con un pincel fino en amortiguador de ajuste de peso cuya composición se muestra 

en la Tabla 9. 

10. Una vez resuspendido el botón, se determina la cantidad de proteína por el método de 

Lowry modificado (Peterson, 1977). 

 

Tabla II. Composición de amortiguadores para la obtención y purificación de vesículas de membrana 

plasmática (VMP) de embriones de maíz. 

Amortiguador Composición 

De homogenización 

Sorbitol 620 mM, HEPES/BTP 50 mM, pH 7.8, -Mercaptoetanol 15 

mM, ácido ascórbico 5 mM, EDTA 3 mM, DTT 1 mM, KCl 1 mM, PVP 

0.6%, BSA 0.2% y cocktail de inhibidores de proteasas hecho en 

casa* 

De ajuste de peso y 

resuspensión 

Sorbitol 620 mM, KH2PO4 5 mM, pH 7.8, KCl 3.5 mM, DTT 1 mM y 

EDTA 0.1 mM y cocktail de inhibidores de proteasas Complete, 

Roche, 1.6 g/mL 
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De lavado 
Sorbitol 350 mM, Hepes/Mes 2 mM pH 7.6, DTT 1 mM, KCl 1 mM y 

cocktail de inhibidores de proteasas Complete, Roche, 1.6 mg/mL 

* Para la preparación del cocktail de inhibidores hecho en casa, ver protocolo correspondiente. 

B) Obtención de VMP de hojas de plantas adultas de Arabidopsis thaliana. 

1. Se cargan 3.3 mg de proteína microsomal a cada fase de acuerdo al método de partición 

de fases de polímeros acuosos (Briskin et al., 1987; Larsson et al,. 1994). 

2. La composición de polímeros y de sales de la mezcla de fases se muestra en la Tabla 

10.  

3. Una vez vertida la proteína a los tubos con la mezcla de fases, se mezcla por inversión 

25 veces. 

4. Se centrifuga a 4,000 rpm en microfuga refrigerada Jouan MR1812, utilizando el rotor 

para tubos de Nalgene de 50 mL de capacidad a 4 °C durante 15 min. 

5. Terminada la centrifugación, se recupera la fase superior y se vierte en tubos de 

ultracentrífuga.  

6. Se centrifuga entonces a 200,000 g (45,000 rpm en rotor 60 Ti Beckman) a 4 °C durante 

80 min. 

7. Finalizada la centrifugación, se procede a decantar el sobrenadante.  

8. El botón del fondo se resuspende con un pincel fino en amortiguador de lavado. 

9. Se determina la cantidad de proteína por el método de Lowry modificado (Peterson 

1977). 

 

Tabla III. Composición de la mezcla de fases y del sistema de fases para la purificación de MP a 

partir de la fracción microsomal obtenida de hojas de Arabidopsis thaliana. 

Reactivo Mezcla de fases (concentración final) 

Dextran * 6.2% 

Peg 6.2% 

Sorbitol 620 mM 

KH2PO4 pH 

7.8 
5 Mm 

DTT 5 Mm 

EDTA 0.1 Mm 

* Hay que determinar la concentración de Dextran con un refractómetro antes de preparar las 

mezclas de fases, de lo contrario, no saldrán las mezclas de fases. 
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El cálculo para saber la cantidad a pesar de Dextran en el tubo donde se realizaran las mezclas 

de fases, es como sigue: 

(A) Valor de concentración reflejado en el refractómetro = 21 % 

(B) Concentración final de Dextran en la mezcla de fase = 6.2 % 

(C) Volumen final en la mezcla de fases = 4 mL 

Cálculo: (B x C) / A 

Cálculo: (6.2 % x 4 mL) / 21 % = 1.18 g de Dextran en esta mezcla de fases. 

Nota: Para tener una buena purificación es crítico que el KH2PO4 esté a pH 7.8, de lo contrario, 

no se recuperarán VMP. 

 

Tabla IV. Preparación de polímeros para los repartos de fases hechos en la extracción de VMP. 

Polímero 

Concentración 

de la solución 
patrón 

Concentración final 
Consideraciones 

importantes 

Dextran 20 % (p/p) 6.2 % (p/p) 
Al momento de preparar 
esta disolución hay que 

pesar el Dextran o el 
polietilenglicol y pesar el 

H2O. Si no se hace esto, la 
condición a la cual se harán 

las mezclas de fases 
variaran. 

Polietilenglicol 40 % (p/p) 6.2 % (p/p) 

 

La metodología que se siguió para el aislamiento y purificación de las VMP de hojas de 

Arabidopsis thaliana se presenta de forma esquemática en la Fig. A. 
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Figura A.  Procedimiento de purificación de las VMP. MF: mezcla de fases, SF: sistema de fases, 

U1: fase superior uno, dex: DEXTRAN, peg: polietilenglicol. 
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RESULTADOS OBTENIDOS EN LOS ENSAYOS DE HIDRÓLISIS DE ATP REALIZADOS 

DURANTE LA ELABORACIÓN DE ESTA TESIS 

A continuación se presentan los datos originales a partir de los cuales se generaron las figuras de la 

sección de Resultados de esta tesis. 

Tabla V. Resultados de los ensayos de actividad de hidrólisis de ATP (nmolPimin-1mg-1) 

llevados a cabo con la línea Atlcb2a-1 (7 dpi).Se utilizaron 4 g de proteína por ensayo, con un 

tiempo de incubación de 30 minutos a 29 °C. 

Tipo de  

hidrólisis 
Actividad de ATPasa (nmolPimin-1mg-1) 

Hidrólisis total 

257.597 

218.902 

331.622 

329.425 

252.405 

254.517 

246.462 330.994 291.129 

ATPasa sensible 

VO4
3- 

87.227 

130.098 

128.427 

169.786 

162.254 

145.975 

170.265 

142.455 

ATPasa NO 

sensible aNO3 N3 

MoO4 

172.969 

156.823 

214.874 

211.422 

136.235 

127.787 

 216.443 135.179 

ATPasa sensible 

aNO3 N3 MoO4 

68.018 

84.165 

115.806 

119.258 

114.237 

129.782 

138.23 

130.105 

% Inhibición por 

VO43- 

36.2 

53.99 

51.34 

49.07 

54.87 

64.01 

46.71  53.55 
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Tabla VI. Resultados de los ensayos de actividad de hidrólisis de ATP llevados a cabo con la 

línea Atlcb2b hp/Atlcb2a (7 dpi). Se utilizaron 4 g de proteína por ensayo, con un tiempo de 

incubación de 30 minutos a 29 °C. 

Tipo de 

hidrólisis 
Actividad de ATPasa (nmolPimin-1mg-1) 

Hidrólisis total 

411.593 

402.054 

428.673 

423.319 

329.77 

321.947 

338.69 

324.405 

343.407 429.303 336.196 321.131 

ATPasa 

sensible VO4
3- 

218.221 

203.029 

220.694 

213.234 

217.329 

210.4 

147.051 

159.064 

188.959 

223.313 

209.921 

207.54 

ATPasa NO 

sensible aNO3 

N3 MoO4 

265.681 

275.573 

311.82 

322.529 

246.233 

242.322 
 

285.466 335.127 238.69  

ATPasa 

sensible aNO3 

N3 MoO4 

120.004 

110.112 

100.219 

115.279 

104.57 

91.971 

83.071 

86.983 

90.615 

 

% Inhibición 

por VO4
3- 

56.58 

52.64 

49.93 

50.88 

44.65 

48.3 

68.07 

63.99 

57.22 49.26 57.38 63.26 

 

Tabla VII. Resultados de los ensayos de actividad de hidrólisis de ATP llevados a cabo a 

diferentes tiempos de incubación Se utilizaron 4 g de proteína por ensayo, a 29 °C. 

  Actividad de ATPasa (nmolPimin-1mg-1) 

Tiempo (min)  Atlcb2a-1 (7 dpi)  
Atlcb2b hp/Atlcb2a 

 (7 dpi) 

0  0.0  0.0 

10  1407.3  2632.7 

20  2415.0  5795.9 

30  3690.5  8469.4 

40  5463.4  10632.7 

50  6305.3  13898.0 
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Tabla VIII. Resultados de los ensayos de actividad de hidrólisis de ATP llevados a cabo con 

diferentes cantidades de proteína de la línea Atlcb2a-1(7 dpi). El tiempo de incubación fue de 30 

minutos a 29 °C. 

Línea Atlcb2a-1 (7 dpi) 

Proteina (g)  Actividad de ATPasa (nmolPimin-1mg-1)
 

0  0.0 0.0 0.0 

1  316.0 245.7 217.5 

2  359.6 380.7 335.7 

3  486.2 536.8 515.7 

4  847.6 763.2 757.6 

5  912.3 932.0 943.3 

6  1155.7 1128.9 1131.7 

8  1393.3 1377.9 1368.0 

 
Tabla IX. Resultados de los ensayos de actividad de hidrólisis de ATP llevados a cabo con 

diferentes cantidades de proteína de la línea Atlcb2b hp/Atlcb2a (7 dpi). El tiempo de incubación 

fue de 30 minutos a 29 °C. 

Línea Atlcb2b hp/Atlcb2a (7 dpi) 

Proteina (g)   Actividad de ATPasa (nmol Pi min-1 mg-1)
 

0   0.0 0.0 0.0 

1   361.9 287.4 238.2 

2   534.9 530.7 518.1 

3   833.1 803.6 806.4 

4   1113.0 1134.1 1070.8 

5   1380.2 1405.5 1354.9 

6   1630.6 1520.9 1561.7 

8   1827.5 1778.3 1783.9 
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Tabla X. Actividad de hidrólisis de ATP por la ATPasa de H
+
 de la membrana plasmática de 

diferentes líneas de Arabidopsis thaliana expuestas diferentes tiempos al inductor del 

silenciamiento del gene de la subunidad LCB2b de la SPT (Metoxifenazida). Las determinaciones 

se hicieron medidos con 20 min de incubación y con 4 g de proteína para las líneas silvestre, 

Atlcb2a-1 con y sin inductor y para la línea Atlcb2b hp/Atlcb2a sin inductor; con 2.5 g para la línea 

Atlcb2b hp/Atlcb2a con 7 días posteriores a la inducción. 

Línea de A. 

thaliana 

Días post 

inducción 

Actividad de ATPasa 

(nmolPimin-1mg-1) 

Silvestre 0 

89.29 

80.05 

90.52 

143.01 

142.28 

156.25 

134.38 

160.63 

140.63 

165.13 

153.95 

149.34 

Atlcb2a-1 

0 

134.58 

118.51 

131.07 

126.28 

84.82 

91.20 

144.37 

161.25 

126.25 

136.18 

128.29 

131.58 

7 

101.60 

104.06 

107.14 

138.60 

170.96 

156.99 

121.88 

156.25 

134.38 

138.82 

148.03 

131.58 

Atlcb2b 

hp/Atlcb2a 

0 

133.01 

155.17 

147.78 

171.99 

173.75 

178.60 

168.75 

166.25 

145.00 

201.32 

212.5 

7 

199.51 

224.14 

250.00 

216.91 

256.62 

240.44 

263.75 

277.5 

256.25 

310.53 

311.84 

277.63 
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Tabla XI. Actividad de hidrólisis de ATP por la ATPasa de H
+
 de la membrana plasmática de la línea 

silvestre de Arabidopsis thaliana sin exposición al inductor. Las determinaciones se hicieron  con 20 

min de incubación y con 4 g de proteína a 29 °C 

ATP 

(mM) 

Actividad de ATPasa 

(nmolPimin-1mg-1) 

0.2 

16.80 

28.68 

23.88 

25.33 

17.62 

18.17 

13.27 

10.32 

8.55 

18.25 

18.25 

18.64 

19.00 

20.22 

22.67 

37.19 

36.56 

43.44 

32.14 

26.79 

28.57 

0.3 

33.61 

18.28 

21.48 

23.68 

21.48 

8.55 

13.56 

20.05 

22.08 

23.22 

22.08 

32.78 

24.82 

24.20 

55.31 

48.44 

53.44 

40.48 

41.07 

42.26 

0.4 

14.45 

22.70 

32.72 

20.93 

20.93 

25.33 

24.47 

23.88 

22.70 

28.96 

22.08 

26.66 

23.59 

25.43 

30.33 

53.44 

61.56 

47.81 

36.90 

43.45 

39.88 

0.6 

20.93 

22.11 

13.27 

21.20 

22.30 

26.53 

34.20 

37.74 

24.94 

23.80 

28.38 

40.44 

30.64 

34.31 

67.50 

73.13 

67.50 

66.37 

52.68 

59.23 

0.8 

21.82 

25.94 

16.51 

29.74 

24.23 

28.08 

31.54 

40.39 

25.65 

24.64 

29.83 

23.38 

40.75 

32.78 

32.17 

92.19 

90.31 

92.81 

73.51 

72.32 

64.58 

1 

23.58 

13.56 

18.28 

27.81 

22.31 

28.36 

36.26 

32.72 

38.03 

35.84 

30.10 

36.98 

34.31 

29.41 

40.44 

106.56 

116.56 

102.19 

77.08 

187.80 

90.77 

2 

85.50 

72.52 

81.96 

50.66 

55.77 

54.52 

58.08 

65.15 

69.87 

62.98 

62.98 

63.36 

49.02 

52.70 

53.31 

144.69 

134.69 

135.31 

160.12 

125.60 

130.36 

4 

138.56 

98.47 

123.23 

103.25 

104.90 

109.86 

107.31 

96.70 

85.50 

78.56 

84.86 

94.61 

69.55 

60.97 

60.36 

140.00 

170.00 

165.63 

171.13 

179.46 

165.18 

6 

93.16 

104.36 

125.59 

117.94 

115.64 

120.59 

117.92 

100.24 

202.83 

123.57 

94.90 

94.32 

80.88 

85.78 

69.24 

174.06 

175.94 

156.56 

163+69 

159.52 

143.45 

8 150.69 127.75 111.14 126.43  182.81 188.39 
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144.16 

147.70 

127.75 

132.71 

116.45 

125.29 

122.99 

113.25 

115.94 

197.19 

191.96 

204.46 

10 

134.73 

137.73 

137.60 

127.48 

117.02 

129.13 

111.73 

118.22 

136.50 

120.99 

123.85 

128.44 

90.99 

106.92 

100.80 

383.75 

251.88 

222.80 

175.00 

295.24 

104.76 

 
 
Tabla XII. Actividad de hidrólisis de ATP por la ATPasa de H

+
 de la membrana plasmática de la 

línea Atlcb2a-1 de Arabidopsis thaliana con 7 días posteriores a la exposición al inductor. Las 

determinaciones se hicieron  con 20 min de incubación y con 4 g de proteína a 29 °C 

ATP 

(mM) 

Actividad de ATPasa 

(nmolPimin-1mg-1) 

0.2 

26.39 

22.15 

24.58 

3.94 

10.62 

22.64 

21.44 

22.04 

16.88 

17.50 

20.63 

14.95 

12.56 

11.96 

19.16 

17.98 

22.11 

30.18 

28.58 

33.92 

12.62 

6.61 

4.21 

8.23 

8.23 

13.11 

21.17 

17.08 

21.17 

  

0.3 

30.04 

32.46 

31.25 

29.29 

29.29 

29.89 

26.32 

24.52 

23.33 

42.74 

40.06 

43.80 

22.24 

26.44 

26.44 

31.08 

46.11 

33.13 

16.08 

17.29 

15.47 

28.13 

25.63 

25.00 

28.89 

27.71 

31.25 

23.90 

22.06 

25.12 

26.83 

28.05 

30.49 

 

0.4 

42.48 

33.98 

33.98 

38.04 

36.84 

37.44 

35.63 

32.50 

39.38 

27.51 

29.31 

29.31 

37.44 

35.67 

33.31 

46.74 

51.55 

45.14 

27.61 

30.64 

45.81 

26.96 

32.48 

25.12 

47.78 

47.18 

42.97 

31.10 

30.49 

40.29 

20.15 

11.95 

15.37 

 

0.6 

60.68 

56.43 

57.04 

51.93 

47.71 

47.10 

42.19 

40.31 

40.31 

36.48 

32.30 

32.30 

44.81 

40.68 

45.99 

51.55 

45.14 

47.81 
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33.98 

39.44 

37.01 

45.96 

47.79 

44.73 

66.41 

54.99 

46.57 

59.76 

60.37 

62.20 

21.17 

23.91 

17.76 

 

0.8 

72.51 

63.41 

64.02 

67.97 

59.18 

59.18 

48.13 

50.00 

48.13 

37.08 

41.27 

38.88 

40.68 

39.50 

38.33 

49.95 

55.29 

63.69 

35.50 

31.86 

34.89 

47.49 

58.52 

48.71 

80.79 

75.52 

83.84 

39.96 

38.59 

38.59 

  

1 

77.67 

67.35 

67.96 

69.75 

57.76 

71.56 

55.94 

49.69 

55.31 

37.38 

39.77 

37.98 

51.59 

54.54 

49.82 

60.36 

59.83 

61.43 

35.50 

40.35 

48.25 

53.92 

47.18 

42.28 

53.49 

47.48 

55.29 

84.45 

82.62 

82.62 

43.37 

36.54 

36.54 

 

2 

102.24 

99.21 

96.78 

92.69 

84.24 

84.24 

71.88 

65.63 

65.63 

61.90 

58.91 

60.11 

70.75 

75.47 

76.65 

68.64 

71.31 

85.20 

86.47 

99.82 

96.78 

59.13 

59.74 

59.13 

79.33 

82.33 

79.33 

117.68 

111.59 

123.17 

93.58 

91.53 

106.56 

 

4 

142.60 

120.75 

132.89 

92.69 

96.92 

85.45 

100.94 

92.81 

92.81 

91.51 

72.37 

84.93 

88.74 

89.33 

91.69 

97.22 

94.02 

99.89 

111.65 

114.08 

121.97 

81.80 

69.55 

69.55 

79.03 

77.82 

77.82 

152.13 

159.45 

169.82 

103.48 

93.24 

104.17 

 

6 

147.76 

145.33 

132.58 

116.55 

111.11 

114.13 

106.23 

115.00 

108.13 

87.92 

87.32 

81.34 

103.77 

92.57 

99.06 

93.48 

112.71 

93.48 
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136.83 

131.37 

122.27 

114.28 

93.44 

95.89 

121.09 

137.92 

134.31 

122.87 

139.94 

136.28 

  

8 

147.15 

141.69 

146.54 

115.27 

118.93 

92.23 

125.30 

127.11 

203.80 

120.31 

120.31 

107.19 

91.21 

97.79 

89.41 

68.10 

88.15 

93.46 

108.17 

99.63 

71.85 

  

   

10 

163.23 

140.17 

152.91 

111.65 

98.91 

120.15 

144.02 

141.61 

145.83 

131.56 

114.06 

100.94 

90.61 

88.82 

88.74 

82.25 

87.56 

102.03 

102.56 

  
   

 
Tabla XIII. Actividad de hidrólisis de ATP por la ATPasa de H

+
 de la membrana plasmática de la 

línea Atlcb2b hp/Atlcb2a de Arabidopsis thaliana con 0 días posteriores a la exposición al inductor. 

Las determinaciones se hicieron  con 20 min de incubación y con 4 g de proteína a 29 °C 

ATP 

(mM) 

Actividad de ATPasa 

(nmolPimin-1mg-1) 

0.2 

28.30 

27.12 

28.30 

22.49 

20.15 

27.16 

12.09 

12.09 

10.91 

27.64 

26.04 

30.05 

44.93 

42.48 

51.47 

33.91 

38.81 

25.74 

0.3 

39.50 

45.99 

45.40 

23.66 

23.07 

54.82 

26.83 

30.96 

26.83 

87.74 

136.62 

106.17 

48.61 

53.51 

52.70 

59.64 

54.74 

47.39 

0.4 

44.81 

49.53 

50.12 

27.75 

24.82 

30.67 

28.01 

32.72 

33.90 

115.38 

112.98 

116.99 

53.90 

67.80 

67.81 

82.93 

69.85 

73.94 

0.6 

59.26 

66.33 

68.10 

32.61 

33.29 

35.63 

22.70 

25.06 

26.24 

114.18 

201.52 

94.15 

67.40 

75.57 

78.84 

90.69 

85.78 

85.78 
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0.8 

60.44 

62.79 

66.30 

72.72 

75.64 

82.65 

35.08 

32.72 

39.21 

90.95 

89.34 

92.55 

84.15 

93.14 

111.93 

112.75 

96.41 

89.87 

1 

85.79 

79.30 

74.59 

51.40 

44.39 

51.40 

45.70 

51.59 

50.41 

108.57 

102.16 

109.38 

86.19 

95.18 

101.72 

125.41 

98.45 

126.27 

2 

133.84 

126.18 

119.10 

100.47 

99.30 

106.89 

74.59 

84.61 

83.43 

169.87 

177.88 

173.88 

185.05 

190.77 

179.33 

169.12 

137.95 

160.95 

4 

162.44 

158.31 

158.31 

147.20 

135.51 

144.86 

111.73 

111.73 

121.76 

212.74 

219.15 

225.26 

167.48 

173.20 

161.76 

170.34 

183.42 

176.06 

6 

198.41 

194.87 

160.67 

132.01 

130.60 

125.58 

121.46 

122.64 

130.31 

220.35 

216.35 

207.35 

183.01 

178.92 

175.65 

116.83 

8 

163.92 

176.89 

168.04 

154.79 

136.68 

137.27 

130.90 

133.25 

127.36 

219.95 

224.76 

216.75 

213.24 

202.61 

214.05 

 

10 

120.87 

128.54 

120.87 

120.33 

133.76 

134.35 

126.47 

118.81 

107.02 

227.56 

221.15 

214.74 

203.43 

187.09 

213.24 

 

 
Tabla XIV. Actividad de hidrólisis de ATP por la ATPasa de H

+
 de la membrana plasmática de la 

línea Atlcb2b hp/Atlcb2a de Arabidopsis thaliana con 7 días posteriores a la exposición al inductor. 

Las determinaciones se hicieron  con 20 min de incubación y con 2.5 g de proteína a 29 °C 

ATP 

(mM) 

Actividad de ATPasa 

(nmolPimin-1mg-1) 

0.2 

30.60 

32.82 

30.60 

50.78 

53.10 

51.55 

56.09 

55.29 

52.08 

19.17 

20.74 

27.78 

45.38 

45.38 

53.21 

49.30 

51.64 

53.99 

0.3 

52.73 

52.73 

59.37 

45.74 

47.29 

49.61 

64.90 

57.69 

55.29 

20.74 

23.87 

26.21 

71.21 

67.29 

69.64 

55.56 

53.21 

53.99 



APÉNDICE 
 

~ 87 ~ 
 

0.4 

52.36 

50.15 

47.49 

79.46 

72.48 

81.78 

67.31 

71.31 

68.11 

37.56 

32.86 

36.78 

89.98 

85.29 

84.51 

63.38 

72.77 

75.12 

0.6 

72.64 

78.54 

71.17 

102.71 

91.09 

108.14 

89.34 

101.36 

95.75 

80.99 

79.42 

89.50 

98.59 

104.85 

82.16 

91.94 

93.51 

93.51 

0.8 

86.28 

93.66 

98.82 

124.81 

120.16 

131.01 

118.99 

120.59 

123.80 

101.72 

80.59 

100.16 

125.98 

120.50 

121.28 

97.81 

106.42 

93.90 

1 

117.26 

109.40 

107.67 

130.23 

133.33 

136.46 

125.00 

130.61 

125.80 

122.07 

118.94 

136.93 

117.76 

114.63 

115.41 

 

2 

182.89 

164.45 

160.77 

157.36 

170.54 

173.64 

163.46 

174.68 

180.29 

172.54 

167.06 

172.54 

166.67 

130.67 

154.93 

 

4 

206.49 

207.23 

237.46 

210.85 

234.11 

235.66 

239.58 

201.92 

209.94 

186.27 

216.74 

192.49 

194.05 

196.40 

 

6 

233.78 

245.58 

222.71 

257.36 

262.79 

254.26 

243.59 

307.69 

274.04 

177.23 

235.92 

203.83 

209.31 

196.79 

199.92 

 

8 

281.78 

260.08 

295.74 

240.38 

201.12 

205.13 

234.74 

260.56 

200.31 

207.75 

199.92 

199.92 

231.22 

207.75 

153.76 

 

10 

230.77 

221.15 

251.60 

225.35 

215.96 

245.70 

176.84 

149.45 

168.23 

219.48 

199.14 

193.66 
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Tabla XV. Actividad de hidrólisis de ATP en función de la concentración variable de sustrato 

para diferentes líneas de Arabidopsis thaliana. Se muestra el promedio de la actividad en 

nmolPimin-1mg-1 y error estándar. Los valores tomados corresponden a las Tablas XI, XII, XIII y 

XIV. 

ATP 

(mM) 

Líneas Silvestre Línea Atlcb2a-1 
Línea Atlcb2b 

hp/Atlcb2a (0 dpi) 

Línea Atlcb2b 

hp/Atlcb2a (7 dpi) 

Actividad E. E. Actividad E. E. Actividad E. E. Actividad E. E. 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0.2 23.04 1.22 18.14 2.18 30.29 3.10 56.68 4.97 

0.3 28.99 5.14 30.01 2.20 43.77 3.83 68.14 4.07 

0.4 30.87 4.52 35.36 2.64 53.26 6.55 79.44 7.64 

0.6 37.57 7.34 47.75 3.27 67.88 8.01 100.70 9.85 

0.8 43.07 10.18 56.08 3.69 79.65 10.32 121.53 14.10 

1 48.81 12.73 59.28 3.87 88.21 10.78 136.47 10.86 

2 84.19 14.44 84.83 5.12 147.66 13.16 183.08 15.88 

4 114.67 14.69 106.76 7.42 177.88 9.81 243.78 10.74 

6 120.35 11.83 111.24 4.78 183.47 7.67 268.45 15.13 

8 145.91 11.32 112.64 5.90 192.92 9.03 254.58 21.88 

10 133.01 11.75 116.03 9.37 187.91 12.90 -- -- 
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Tabla XVI. Resultados de los ensayos de actividad de hidrólisis de ATP a diferentes 

concentraciones de de inhibidor Vanadato. Se midieron con una concentración de 0.5 mM de 

ATP-Mg en el medio de reacción, 20 minutos como tiempo de incubación a 29°C. Se utilizaron 4 

g para la línea Atlcb2a-1 y 2.5 g para la línea Atlcb2b hp/Atlcb2a. 

 
Actividad de ATPasa 

(nmolPimin-1mg-1) 

VO4
3- 

(mM) 
Línea Atlcb2a-1 (7 dpi) Línea Atlcb2b hp/Atlcb2a (7 dpi) 

0 

23.00 

27.30 

19.89 

30.57 

31.21 

41.27 

47.59 

43.25 

78.25 

89.82 

88.77 

64.08 

55.71 

56.53 

62.67 

81.76 

58.42 

10 

21.81 

23.74 

24.02 

29.74 

32.99 

29.74 

45.75 

48.11 

85.09 

83.93 

92.14 

56.43 

57.45 

55.25 

58.69 

56.88 

40 

23.91 

20.63 

21.41 

25.02 

28.02 

23.24 

32.85 

36.93 

36.01 

66.25 

65.19 

71.93 

43.37 

48.57 

46.22 

61.49 

47.38 

51.63 

80 

15.03 

11.75 

19.33 

22.85 

20.24 

17.05 

36.80 

38.31 

62.56 

61.30 

59.98 

35.31 

50.92 

50.51 

42.58 

43.76 

53.17 

150 

18.31 

19.33 

21.70 

16.60 

15.65 

15.84 

28.97 

25.68 

37.13 

51.51 

47.82 

51.61 

36.22 

49.69 

39.18 

49.28 

42.49 

47.19 

300 

9.03 

17.85 

13.05 

13.73 

15.33 

11.76 

18.84 

28.18 

19.82 

46.98 

38.98 

25.09 

29.08 

37.24 

30.92 

46.92 

29.91 

47.47 
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Tabla XVII. Resultados de los ensayos de actividad de hidrólisis de ATP a diferentes 

concentraciones de de inhibidor Vanadato. Se midieron con una concentración de 3 mM de 

ATP-Mg en el medio de reacción, 20 minutos como tiempo de incubación a 29°C. Se utilizaron 4 

g para la línea Atlcb2a-1 y 2.5 g para la línea Atlcb2b hp/Atlcb2a. 

 
Actividad de ATPasa 

(nmolPimin-1mg-1) 

VO4
3- 

(mM) 
Línea Atlcb2a-1 (7 dpi) Línea Atlcb2b hp/Atlcb2a (7 dpi) 

0 

116.22 

109.12 

114.4 

98.69 

91.35 

104.80 

233.36 

244.64 

252.34 

188.28 

204.37 

208.54 

10 

94.91 

92.93 

109.81 

77.46 

81.03 

76.08 

204.99 

205.93 

180.80 

157.65 

166.84 

40 

78.08 

79.90 

76.42 

71.83 

57.57 

59.86 

153.87 

156.18 

150.28 

130.41 

115.77 

113.30 

80 

65.42 

66.76 

76.28 

53.37 

52.36 

62.25 

122.76 

133.62 

122.59 

90.75 

101.56 

101.48 

150 

46.94 

58.90 

60.40 

32.84 

37.57 

42.09 

95.58 

103.02 

116.01 

79.60 

76.62 

82.84 

300 

49.98 

48.49 

56.13 

34.11 

34.59 

35.60 

97.98 

99.86 

96.01 

86.33 

69.73 

67.43 
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Tabla XVIII. Resultados de los ensayos de actividad de hidrólisis de ATP a diferentes 

concentraciones de de inhibidor Vanadato. Se midieron con una concentración de 8 mM de 

ATP-Mg en el medio de reacción, 20 minutos como tiempo de incubación a 29°C. Se utilizaron 4 

g para la línea Atlcb2a-1 y 2.5 g para la línea Atlcb2b hp/Atlcb2a. 

 
Actividad de ATPasa 

(nmolPimin-1mg-1) 

VO4
3- 

(mM) 
Línea Atlcb2a-1 (7 dpi) Línea Atlcb2b hp/Atlcb2a (7 dpi) 

0 

118.73 

118.12 

117.52 

123.23 

99.44 

128.53 

142.63 

110.72 

107.89 

137.58 

174.14 

209.16 

191.54 

171.06 

157.90 

190.48 

174.81 

198.77 

197.35 

180.43 

168.49 

10 

93.85 

85.96 

88.39 

95.70 

114.94 

103.88 

124.36 

73.10 

97.26 

121.72 

112.52 

166.41 

122.28 

124.23 

143.74 

149.00 

130.57 

134.25 

129.68 

132.67 

119.73 

40 

81.11 

51.98 

55.62 

64.02 

69.89 

73.35 

78.15 

110.36 

72.19 

98.90 

118.53 

112.51 

76.42 

97.89 

107.53 

94.62 

81.72 

98.84 

63.02 

90.88 

80 

53.80 

50.77 

50.16 

57.16 

46.97 

61.71 

106.69 

71.41 

75.32 

77.02 

71.01 

119.69 

99.84 

65.69 

93.98 

76.19 

65.13 

56.84 

86.90 

76.95 

84.91 

150 

41.06 

41.67 

31.96 

50.19 

45.76 

50.60 

66.31 

56.75 

67.21 

58.75 

58.16 

86.63 

79.35 

74.47 

57.89 

72.50 

60.52 

70.66 

67.00 

67.00 

79.93 

300 

11.33 

28.32 

30.79 

40.92 

31.99 

31.30 

70.39 

58.97 

59.82 

84.98 

46.36 

51.58 

60.81 

39.35 

50.08 

60.52 

43.93 

37.48 

56.05 

49.09 

55.06 
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Tabla XIX. Resultados de inhibición de la ATPasa de H+ de la membrana plasmática por 

Vanadato. Valores calculados con los resultados de la Tabla XVI. 

 Inhibición (%) a 0.5 mM de ATP-Mg 

VO4
3- 

(mM) 
Línea Atlcb2a-1 (7 dpi) Línea Atlcb2b hp/Atlcb2a (7 dpi) 

0 

98.30 

116.68 

85.10 

98.96 

101.04 

93.72 

108.70 

98.20 

91.40 

104.90 

103.69 

109.03 

94.79 

96.18 

92.68 

120.92 

86.40 

10 

93.22 

101.47 

102.66 

96.28 

106.80 

96.28 

103.89 

109.25 

99.39 

98.03 

107.62 

96.01 

97.75 

81.71 

86.80 

84.12 

40 

102.19 

88.17 

91.51 

81.00 

90.71 

75.23 

74.60 

83.86 

81.77 

77.38 

76.14 

84.02 

73.79 

82.64 

78.64 

90.94 

70.07 

76.36 

80 

64.24 

50.22 

82.62 

73.97 

65.52 

55.20 

83.57 

87.00 

73.07 

71.60 

70.06 

60.08 

86.64 

85.94 

62.97 

64.72 

78.63 

150 

78.26 

82.62 

92.65 

53.74 

50.66 

51.28 

65.79 

58.32 

84.32 

60.17 

55.86 

60.28 

61.63 

84.55 

66.66 

72.88 

62.84 

69.79 

300 

38.60 

72.92 

55.78 

44.45 

49.63 

38.07 

42.78 

63.99 

45.01 

54.87 

45.53 

29.31 

49.48 

63.36 

52.61 

69.39 

44.23 

70.20 
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Tabla XX. Resultados de inhibición de la ATPasa de H+ de la membrana plasmática por 

Vanadato. Valores calculados con los resultados de la Tabla XVII. 

 Inhibición (%) a 3 mM de ATP-Mg 

VO4
3- 

(mM) 
Línea Atlcb2a-1 (7 dpi) Línea Atlcb2b hp/Atlcb2a (7 dpi) 

0 

102.63 

96.36 

101.02 

100.42 

92.95 

106.63 

95.86 

100.49 

103.65 

93.95 

101.98 

104.96 

10 

83.81 

82.06 

96.97 

78.82 

82.45 

77.41 

84.20 

84.59 

74.27 

78.67 

83.25 

40 

68.45 

70.55 

67.48 

73.09 

58.58 

60.91 

63.20 

64.15 

61.73 

65.08 

57.77 

56.54 

80 

57.77 

58.95 

67.36 

54.30 

53.28 

63.34 

50.43 

54.89 

50.36 

45.29 

50.68 

50.64 

150 

41.45 

52.01 

53.33 

33.41 

38.23 

42.83 

39.26 

42.32 

47.65 

39.72 

38.23 

41.34 

300 

44.13 

42.82 

49.56 

34.71 

35.20 

36.22 

40.25 

41.02 

39.44 

43.08 

34.80 

33.65 
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Tabla XXI. Resultados de inhibición de la ATPasa de H+ de la membrana plasmática por 

Vanadato. Valores calculados con los resultados de la Tabla XVIII. 

 Inhibición (%) a 8 mM de ATP-Mg 

VO4
3- 

(mM) 
Línea Atlcb2a-1 (7 dpi) Línea Atlcb2b hp/Atlcb2a (7 dpi) 

0 

100.51 

100.00 

99.49 

105.26 

84.94 

109.79 

118.45 

91.95 

89.60 

79.24 

100.30 

120.47 

110.40 

98.59 

91.01 

101.31 

92.97 

105.72 

108.38 

99.09 

92.53 

10 

79.45 

72.77 

74.83 

81.75 

98.18 

88.74 

103.28 

60.71 

80.77 

70.10 

64.18 

95.84 

70.48 

71.60 

82.85 

79.25 

69.44 

71.40 

71.22 

72.86 

65.75 

40 

68.67 

44.00 

47.09 

54.69 

59.70 

62.66 

64.90 

91.65 

41.58 

56.96 

68.27 

64.85 

44.05 

56.42 

57.19 

50.32 

43.46 

54.28 

34.61 

49.91 

80 

45.55 

42.98 

42.46 

48.83 

40.12 

52.71 

88.60 

59.30 

62.55 

44.36 

40.90 

68.94 

57.54 

37.86 

54.17 

40.52 

34.64 

30.23 

47.72 

42.26 

46.63 

150 

34.76 

35.28 

72.06 

42.87 

39.09 

43.22 

55.07 

47.13 

55.82 

33.84 

33.50 

49.89 

45.73 

42.92 

33.37 

38.56 

32.19 

37.58 

36.79 

36.49 

43.90 

300 

9.59 

23.97 

26.07 

34.95 

27.33 

26.74 

58.46 

48.97 

49.68 

48.94 

26.70 

29.71 

35.05 

22.68 

28.86 

32.19 

23.36 

19.93 

30.78 

26.96 

30.24 
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Tabla XXII. Resultados de la medición de actividad de hidrólisis de ATP (nmolPimin-1mg-1) por la 

ATPasa de H+ de la membrana plasmática en la reconstitución membranal con una fracción de 

esfingolípidos extraída de la línea silvestre. 

Línea Atlcb2a-1 (7 dpi) 

0 g 

Esfingolípidos 

8 g 

Esfingolípidos 

16 g 

Esfingolípidos 

32 g 

Esfingolípidos 

48 g 

Esfingolípidos 

90.09 

100.12 

100.37 

142.15 

102.76 

101.34 

93.40 

111.47 

107.64 

107.64 

77.40 

88.59 

90.21 

92.60 

93.78 95.37 

 Línea Atlcb2b hp/Atlcb2a (7dpi) 

0 g 

Esfingolípidos 

8 g 

Esfingolípidos 

16 g 

Esfingolípidos 

32 g 

Esfingolípidos 

48 g 

Esfingolípidos 

277.40 

176.13 

238.83 

188.25 

229.64 

244.86 

174.38 

148.35 

164.04 

152.59 

122.96 92.29 
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Tabla XXII. Resultados de la medición de actividad de hidrólisis de ATP (nmolPimin-1mg-1) por la 

ATPasa de H+ de la membrana plasmática en la reconstitución membranal con una preparación 

comercial de glucosilceramida. 

Línea Atlcb2a-1 (7 dpi) 

0 g GC 8 g GC 16 g GC 32 g GC 48 g GC 

122.12 

101.04 

99.34 

106.25 

105.14 

103.01 

94.38 

76.45 

81.96 

96.88 

86.25 

98.71 

115.84 

96.25 

 Línea Atlcb2b hp/Atlcb2a (7dpi) 

0 g GC 8 g GC 16 g GC 32 g GC 48 g GC 

156.92 

190.77 

195.13 

185.90 

201.28 

214.42 

235.58 

234.20 

229.81 

181.28 

217.18 

146.15 

165.90 

183.24 

127.69 

108.97 

150.51 

126.67 

138.12 

83.56 
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