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1. RESUMEN

Los esfingolipidos son componentes estructurales esenciales en las membranas biolégicas
en plantas y otros eucariontes. La estabilidad que los esfingolipidos complejos le confieren a
la membrana se ha relacionado con su nivel de hidroxilacion, tanto en las cadenas de los
acidos grasos, como en las bases de cadena larga (BCL). La ATPasa de H*, que es una
ATPasa tipo-P se encuentra exclusivamente en membranas plasmaticas de plantas y
hongos. La funcion principal de la ATPasa de H* es bombear protones desde el citosol hacia
afuera de la célula, generando un gradiente de concentracion de H* y un gradiente eléctrico
transmembranal que provee la energia necesaria para el transporte activo de solutos y otras
funciones celulares.

En este trabajo se utilizaron plantas Arabidopsis thaliana de genotipo silvestre y de dos
lineas manipuladas genéticamente (Atsbhl-1 y Atsbhl-2) para tener un defecto en una de
las proteinas con actividad de hidroxilasa (SBH1) de las bases de cadena larga de los
esfingolipidos. En este trabajo se determin¢d la influencia del grado de hidroxilacién de las
BCL de esfingolipidos de Arabidopsis thaliana sobre la actividad de la ATPasa de H', asi
como sobre su estabilidad a la temperatura midiendo su hidrélisis de ATP, lo cual se hizo en
preparaciones de vesiculas de membrana plasmatica (VMP) purificadas tanto de la linea
silvestre como de las mutantes Atsbhl-1 y Atsbhl-2. Las fracciones obtenidas se
examinaron en cuanto a su pureza determinando la presencia de enzimas marcadoras por
medio de Réplicas en Western y determinando la actividad de enzimas marcadoras por
medio de ensayos de hidrolisis de ATP.

Las modificaciones genéticas realizadas sobre las lineas mutantes Atsbhl-1 y Atsbhl-2
producen una disminucion en la cantidad de BCL trihidroxiladas y un aumento en las BCL
dihidroxiladas, en comparacién con la linea silvestre. Con base en lo anterior, no se encontré
una influencia del grado de hidroxilacion de las BCL de los esfingolipidos en la actividad de
la ATPasa de H" de la membrana plasmatica, al no presentarse diferencias consistentes
entre las lineas mutantes Atsbhl-1 y Atsbhl1-2 con respecto a la linea silvestre. Tanto las
VMP de la linea silvestre como las de las de la mutante Atsbhl-1 presentaron la misma
tendencia negativa en la actividad de la ATPasa de H" de la membrana plasmatica con
respecto al tiempo de incubacién a 29 °C, lo cual indica que es sensible a la temperatura.
Por otro lado, la linea mutante Atsbh1-1 presenté una actividad menor después de 60 min de
incubacién en comparacion a la linea silvestre, sugiriendo que el grado de hidroxilaciones de

las BCL de los esfingolipidos membranales influye sobre la actividad de la ATPasa de H".



2. INTRODUCCION

2.1. Estructura y funcion de las membranas bioldgicas

Las membranas plasmaticas son cubiertas que delimitan la interfase entre la célula y el
ambiente, por lo que juegan un papel importante en muchas funciones fisiolégicas, tales
como la nutricion de la célula (transporte de solutos), endocitosis, respuesta contra estimulos
(patégenos o cambios en el ambiente), entre otros (Morel et al.,, 2006). Las membranas
biolégicas dividen el espacio intercelular en compartimientos especializados que ejecutan
procesos metabodlicos especificos. Estan encargadas de organizar un gran numero de
reacciones que tienen como fin tanto la conservacion bioldgica de energia, como la
comunicacion celular. Las notables propiedades fisicas de las membranas biolégicas
generan las actividades biolégicas de las mismas; son flexibles, auto-sellables vy
selectivamente permeables a solutos polares. La flexibilidad permite cambios de forma vy
tamano a lo largo del crecimiento y movimiento celular. La habilidad auto-sellable permite la
ruptura y cierre de las células, lo que permite por ejemplo la fusion de dos membranas, o el
sello de una misma membrana, como seria en el caso de la division celular. La
permeabilidad selectiva de las membranas hace posible retener o expulsar ciertos
compuestos e iones, ya sea en el citoplasma o bien dentro de los organelos (Nelson y Cox,
2000).

A partir de evidencias microscépicas y estudios sobre la composicion quimica de las
membranas, actualmente se concibe la estructura de las membranas segun el modelo del
mosaico fluido, el cual plantea que las membranas son laminas continuas y cerradas
formadas por una bicapa lipidica formada por dos monocapas que se contraponen entre si
por la parte no-polar y exponiendo la cara polar al exterior. En esta bicapa lipidica se
encuentran insertados diferentes compuestos, como proteinas, lipidos y carbohidratos, los
cuales juegan papeles fundamentales en las funciones de las membranas. Las caras o
monocapas de la bicapa lipidica son asimétricas, ya que los componentes de ellas suelen
ser diferentes, por ejemplo, en el caso de las proteinas asociadas a las membranas, las
proteinas pueden ser periféricas, localizandose ya sea en la cara interior o exterior de la
célula; o bien pueden ser proteinas integrales (transmembranales o en un solo extremo);
adicionalmente, los lipidos que componen ambas monocapas estan en proporciones
diferentes (Buchanan et al., 2000).

El mosaico de la membrana puede modificarse en su organizacidon constantemente

gracias a la fluidez. Esta se da gracias a que las interacciones moleculares entre los



componentes son no-covalentes, por lo que los lipidos y proteinas como moléculas

individuales pueden moverse lateralmente con gran libertad.

2.2. Componentes de la membrana plasmatica
La membrana plasmatica esta integrada por diferentes componentes que se encuentran
insertados en la bicapa lipidica. La mayor parte de estos componentes son proteinas,

mientras que los carbohidratos se encuentran asociados a lipidos o a proteinas.

Figura 1. 1 Estructura de la membrana plasmatica

2.2.1. Carbohidratos de membrana. Glicoproteinas y Glicolipidos
Los carbohidratos presentes en las membranas plasmaticas se encuentran asociados
covalentemente a otras macromoléculas como proteinas, formando glicoproteinas, o bien a
lipidos, formando glicolipidos.
Las glicoproteinas tienen uno o mas tipos de oligosacaridos de diferente complejidad.
Suelen estar presentes en la cara externa de la membrana plasmatica. También pueden
encontrarse en otro tipo de membranas de organelos citoplasmicos, tales como las

membranas del Aparato de Golgi, lisosomas y granulos secretores. Los oligosacaridos de las



glicoproteinas constituyen estructuras que forman sitios de reconocimiento de alta
especificidad y que tienen alta afinidad de union a otras proteinas.

Los glicolipidos son lipidos membranales cuya cabeza hidrofilica esta constituida por
oligosacaridos. De igual manera que las glicoproteinas, los glicolipidos actuan como sitios de
reconocimiento especificos mediante proteinas con uniones a carbohidratos (Nelson y Cox,
2000).

2.2.2. Lipidos de membrana

La base estructural de las membranas bioldgicas es la bicapa lipidica, la cual actua como
barrera de paso para moléculas polares e iones. Los lipidos membranales son de naturaleza
anfifilica, teniendo una zona hidrofdbica y otra hidrofilica. A continuacién se presentan los
tres principales tipos de lipidos membranales: los glicerolipidos, los esteroles y los
esfingolipidos. La enorme variedad en la estructura fina de las membranas bioldgicas es el
resultado de diferentes combinaciones de la variedad de estos tres grupos, contribuyendo a
la arquitectura de las zonas hidrofébicas e hidrofilicas y a la diversidad de las membranas

celulares.

Figura 1. 2 Modelo de la membrana plasmatica que incluye una region de balsa lipidica. Se ilustran varios
tipos de lipidos componentes de la bicapa lipidica en su region desordenada asi como de la regién
ordenada (balsa lipidica) en el centro. Esta region contiene esfingolipidos junto con esteroles. (Carmona,
2008).
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2.2.2.1. Glicerolipidos

Los glicerolipidos son lipidos membranales en los que dos acidos grasos se encuentran
unidos por medio de un enlace éster al primero y segundo carbonos de una molécula de
glicerol, cuyo tercer carbono puede estar unido a un azucar, formando un glicoglicerolipido, o
bien puede estar unido un grupo polar o con carga como un alcohol fosforilado a través de
un enlace éster, formando un fosfoglicerolipido, siendo éstos mas abundantes que los
glicoglicerolipidos. La variedad de los acidos grasos unidos al glicerol que constituyen los
glicerolipidos es muy amplia, y suelen ser especificos para diferentes tejidos o bien para
diferentes tipos de organismos. En general, los glicerolipidos contienen un acido graso
saturado generalmente de C4 0 Cys en el carbono uno y un acido graso insaturado de Cyg

hasta Cy en el carbono dos (Chen et al., 2008)

2.2.2.2. Esteroles

Los esteroles son lipidos que constan de un nucleo esteroide, formado por cuatro anillos
unidos, tres de seis carbonos y uno de cinco carbonos. El nucleo esteroide es practicamente
rigido, ya que la unién de los anillos dificulta la movilidad de los enlaces C-C. La mayoria de
los esteroles presentes en la naturaleza son de naturaleza anfifilica; contienen una cabeza
polar en el carbono tres, conformada generalmente por un grupo hidroxilo, y un cuerpo no-
polar, conformado por el nucleo esteroide y por cadenas alifaticas asociadas al C17 del
nucleo. Los esteroles de todos los organismos eucariontes son sintetizados a partir de
moléculas de acetil Co-A que sufren un gran nimero de reacciones.

El contenido de esteroles en la membrana plasmatica es uno de los factores que
determina la temperatura de transicién de la membrana, la cual es una caracteristica de las
membranas y que se refiere a la temperatura a la cual los sélidos paracristalinos (como
puede considerarse una membrana) cambian de estado fisico, en este caso de cristalino a
cristal liquido o viceversa. Debajo de la temperatura de transicion, la presencia de esteroles
previene el ordenamiento de acidos grasos incrementando la fluidez. Por encima de la
temperatura de transicion, el anillo rigido de los esteroles reduce el movimiento y asociacion
entre las cadenas de los acidos grasos, reduciendo la fluidez de la membrana (Nelson y Cox,
2000).

2.2.2.3. Esfingolipidos
Los esfingolipidos son componentes esenciales en las membranas biolégicas en plantas
y otros eucariotes. Son los lipidos mas abundantes en las membranas celulares de las
plantas, componiendo >40% de la misma, ademas de encontrarse también en

endomembranas como el tonoplasto. La investigacion biologica de los esfingolipidos en
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plantas ha crecido y se ha vuelto un area emergente en los ultimos 10 afos, siendo
acompanada por investigaciones enfocadas al metabolismo de esfingolipidos en mamiferos
y levaduras. Hoy en dia, se conoce que la funcion de los esfingolipidos en plantas es
multifacética (Chen et al., 2006)

2.2.2.3.1. Estructura de los esfingolipidos
Los esfingolipidos son moléculas anfifilicas compuestas por una cabeza polar y dos
cadenas alifaticas. La porcién hidrofébica es conformada por una ceramida, la cual se
compone por una base de cadena larga y una molécula de acido graso de cadena larga. La
porcion hidrofilica se conforma por un grupo polar unido a la ceramida por un enlace

glicosidico o en algunos casos por enlaces éster (Nelson y Cox, 2000).

Figura 1. 3 Estructura general de esfingolipidos complejos (Nelson y Cox, 2000).

Las ceramidas son las moléculas precursoras de todos los esfingolipidos complejos y son
la forma N-acetilada de las bases de cadena larga (BCL), al tener unido en el C-2 de la BCL
un acido graso por medio de un enlace amida (Nelson y Cox, 2000). La estructura base de
las ceramidas puede ser modificada posteriormente por cambios en el largo de las cadenas
alifaticas, metilaciones, hidroxilaciones e insaturaciones tanto en las BCL como en los acidos
grasos. La conjugacion de grupos polares en el primer hidroxilo de la BCL de la ceramida da
lugar a la cabeza polar y por lo mismo, a la sintesis de esfingolipidos complejos (Pata et al.,
2009).

Los acidos grasos de los esfingolipidos pueden variar de longitud, grado de hidroxilacion
e insaturacién. En plantas, los acidos grasos estan predominantemente a-hidroxilados, con
una longitud que varia de 14 a 26 carbonos. Una caracteristica importante de los
esfingolipidos en plantas es precisamente el tamafio de los acidos grasos, ya que suelen
presentarse en mayor proporcion, cadenas muy largas de acidos grasos (VLCFA) (Lynch y
Dunn, 2004), lo cual le confiere caracteristicas funcionales a los esfingolipidos que seran

tratadas mas adelante.
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Figura 1. 4 Estructuras de BCL representativas en plantas (Pata et al., 2009).

La mayoria de los esfingolipidos en plantas estan conformados por BCL de 18 carbonos,
las cuales son formadas a partir de la unién del aminoacido serina y el acido graso palmitoil-
CoA. El producto formado es la cetoesfinganina, cuya reduccion produce a la esfinganina
que es la BCL que sufre tres tipos de modificaciones enzimaticas: insaturaciones,
fosforilaciones e hidroxilaciones. Las BCL en plantas se caracterizan por el grado de
hidroxilacion que presentan; pueden tener hasta tres hidroxilaciones las cuales se
encuentran comunmente en los carbonos C-1, C-3 y C-4. Las hidroxilaciones del C-1y del C-
3 provienen de la sintesis de la esfinganina a partir de las moléculas precursoras serina y
palmitoil-CoA, mientras que el tercer grupo hidroxilo se localiza en el C-4 y es unido después
de la sintesis de esfinganina por medio de la actividad catalitica de hidroxilasas. El grupo
hidroxilo del C-1 puede ser sustituido con residuos polares formando esfingolipidos mas
complejos: glucosilceramidas y glicosilinositolfosforilceramidas. La hidroxilacién del C-4
puede ser omitida en algunos casos formando esfingolipidos con BCL dihidroxiladas, los
cuales son menos abundantes en las plantas. Las BCL trihidroxiladas constituyen el 90% de
BCL de los esfingolipidos del extracto total de hojas de Arabidopsis (Markham et al., 2006).
Otra caracteristica de las BCL de plantas es la doble insaturacién que presentan en los

carbonos C-4, C-8. La insaturacion entre C-4 y C-5 suele presentarse en forma trans,
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mientras que la doble ligadura entre C-8 y C-9 puede presentarse cis o trans (Chen et al.,
2009).

Algunas BCL pueden encontrarse libres, es decir, sin estar aciladas a un acido graso o
esterificadas a algun grupo polar, ejemplos de esto son la esfinganina, una base de cadena
larga dihidroxilada, y la 4-hidroxiesfinagina, una base de cadena larga trihidroxilada, sin
embargo, sus niveles son muy bajos en las células (Figura 1.4). Las ceramidas libres
también se encuentran en bajas concentraciones, pero son mas abundantes que las BCL
libres.

Las dos clases de esfingolipidos presentes en plantas en mayor proporcion son las
glucosilceramidas y los derivados de la inositolfosforiiceramida. En ambos tipos de
compuestos, la cabeza polar (glucosa e inositolfosfato, respectivamente) esta unida al C-1 de
la ceramida correspondiente. (Lynch et al., 2009). Existen tres grupos de esfingolipidos, los
cuales se clasifican dependiendo de la cabeza polar que presentan: las esfingomielinas, los
glicoesfingolipidos y los gangliésidos. Las esfingomielinas tienen fosfocolina o
fosfoetanolamina como cabeza polar. Los glicoesfingolipidos suelen tener uno o mas
azucares unidos al carbono C-1 de la ceramida; dependiendo del azicar unido pueden ser
clasificados como cerebrésidos, con un sélo azucar unido, o como globésidos, con dos o
mas azucares unidos. Los ganglidsidos son los esfingolipidos mas complejos al tener
oligosacaridos como cabeza polar y uno o mas residuos de acido-N-acetilneuramico o acido
sialico, lo cual los diferencia de los globdsidos (Chen et al., 2009).

Las diferencias entre las moléculas de esfingolipidos son los tipos de cabeza polar, y en
la parte hidrofdbica, el tamano, grado de hidroxilaciones, el nUmero y posiciones de dobles
enlaces en el acido graso y en la base de cadena larga. Dichas diferencias generan una gran
variedad de tipos de esfingolipidos en las plantas; hasta ahora se conocen mas de 200 tipos
de esfingolipidos diferentes. La proporcion de esfingolipidos suele depender de la especie,
pero también puede variar dependiendo del tipo de célula en un mismo organismo.

Los esfingolipidos de plantas pueden dividirse en cuatro grupos de estructuras generales:
las glucosilinositolfosforilceramidas, las glucosilceramidas, las ceramidas y las BCL libres

(Pata et al., 2009). Las estructuras de estos tres grupos se ilustran en la Figura 1.5.

2.2.23.2. Sintesis de esfingolipidos.
El metabolismo de esfingolipidos suele considerarse en tres pasos principales: sintesis
de esfinganina y sus cambios, transformacion de ceramida a esfingolipidos; y modificaciones

a las BCL y a las cadenas de &cidos grasos.
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Figura 1. 5 Estructura de esfingolipidos complejos presentes en plantas y moléculas precursoras (Lynch y
Dunn, 2004).

La sintesis de esfinganina involucra dos reacciones consecutivas: la condensacion de
palmitoil-CoA y serina formando 3-cetoesfinganina, catalizada por la enzima serina-
palmitoiltransferasa, a la que sigue la reduccidon de este compuesto por medio de una
reaccion dependiente de NADPH que es catalizada por la 3-cetoesfinganina reductasa. La
actividad de la enzima serina palmitoil transferasa es considerada como un paso importante
en la regulacion de la sintesis de esfingolipidos. Una vez formada la esfinganina, ésta puede
tener tres posibles destinos: puede acilarse formando una ceramida mediante un enlace
amida, puede fosforilarse, formando la esfinganina-1-fosfato, o bien, puede hidroxilarse
formando la 4-hidroxiesfinganina (ver Figura 1.6).

La ceramida producida mediante la acilacion de la esfinganina va a ser sustrato para la
formacion de esfingolipidos complejos como la glucosilceramida y la inositolfosforilceramida.
La sintesis de glucosilceramida requiere de UDP-glucosa como donador de glucosa,
mientras que la sintesis de inositolfosforilceramida suele obtener al inositolfosfato del

fosfatidilinositol. Las modificaciones que sufren los LCFA (long chain fatty acid) para formar
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VLCF (very long chain fatty acid) involucran enzimas de elongacion, las cuales parten
generalmente de acido palmitico como sustrato, afiadiendo de dos en dos carbonos y
utilizando malonil-CoA como donador de los carbonos. Ademas de la elongacién, los VCLFA
pueden ser hidroxilados. Bromeley et al. (2003), encontraron que las hidroxilaciones en
VCLFA en frijol (Phaseolus vulgaris) suelen presentarse principalmente en el carbono a.
Dicha hidroxilacion es realizada por una a-hidroxilasa, la cual ha sido estudiada en otras
plantas y organismos (Sperling y Heinz, 2003; Gaidd et al., 2005).

‘ Palmitoil-_C_oA+ Serina |

‘ ‘ Serina palmitoil transferasa

‘3—Cetoesfinganina ‘

Cinasa
BCL/esfinganina @ 3-Cetoesfinganina reductasa
Fcfmganma reductasa
1-fosfato-esfinganina ; — :
_ & ‘ Esflnganlna ‘d—Hldromesflnganma
FOS}'G'WW N-acil esfinganina
— Ceramida sintetasa transferasa
Acido graso Modificacion de
+ Ceramidasa cadenaacilada y BCL
<~ |Ceramida ~[1-Fosfato-Ceramida |
Cinasa Ceramida cinasa
Fosfatasa BCL/esfinganina Inositolfosforilceramida sintetasa
‘ 1-fosfato-BCL ‘ ‘ Inositolfosforilceramida ‘
Glucosilceramida Fosfolipasa C Modificacién de
Liasa sintetasa Glucosilceramidasa cadena acilada y BCL
:; | Glucosilceramida \‘\
. Modificacion de cadena
Etanolamina fosfato acilada y BCL

+
Aldehido de cadena larga

Figura 1. 6 Via de sintesis de esfingolipidos en plantas. Reacciones enzimaticas (flechas blancas), enzimas
involucradas (letras en cursiva), productos y/o sustratos (enmarcados), modificaciones a cadenas de

acidos grasos y a BCL (letras subrayadas) (Lynch y Dunn, 2003).

Se cree que las modificaciones a las BCL ocurren posteriormente a la formacion de las
ceramidas. Las principales modificaciones a las BCL corresponden a las insaturaciones en el
C-8, C-4 y la hidroxilacién en el C-4 (Wrigth et al., 2003). Los tres procesos son
independientes, pero la combinacidon genera una gran variedad de esfingolipidos (Figura
1.7).
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Figura 1. 7 Modificaciones de las BCL. La flecha negra representa la actividad de la enzima desaturasa A4,
encargada de la insaturacion en el C4. La flecha blanca representa la desaturasa A8 encargada de la
insaturacion en el C8. Finalmente, la flecha punteada representa la enzima hidroxilasa del C4, encargada de
la hidroxilacion en el C4 de las BCL (Lynch y Dunn, 2003).

La enzima hidroxilasa C-4 de BCL cataliza la introduccién de un grupo hidroxilo al C-4 en
BCL dihidroxiladas, a partir de una reaccion acoplada a NADPH y O, en presencia de
protones libres. El proceso de hidroxilacion del C-4 ha mostrado gran importancia en el
crecimiento y viabilidad en Arabidopsis. De igual manera, la sintesis de BCL trihidroxiladas
tiene un papel importante en el mantenimiento de la composicién de acidos grasos de
esfingolipidos y el contenido total de esfingolipidos en Arabidopsis (Chen et al., 2008).
Arabidopsis presenta dos enzimas hidroxilasas de BCL: SBH1 y SBH2 (Sphingoid Base
Hydroxylase), de las cuales el gene correspondiente a la SBH1 es el mas expresado. Ambas
enzimas se localizan en el Reticulo Endoplasmico (Gaidd et al., 2005; Markham et al., 2006;
Chen et al., 2009; Pata et al., 2009)

La insaturacion en el C-8 es modificada a partir de la actividad de la enzima desaturasa-
A8 de BCL, la cual se ha demostrado tener bifuncionalidad estereoespecifica al poder
realizar insaturaciones en posiciones cis y trans. En la mayoria de las plantas, el isdmero
trans es el mas abundante, sin embargo, se ha observado que en Arabidopsis thaliana, el
isbmero cis se encuentra mas enriquecido en glucosilceramidas a comparacién de
inositolfosforilceramida (Markham et al., 2006). Por otro lado, la enzima dasturasa-A4 de BCL
es la encargada de realizar la insaturacion en el C-4 de BCL, la cual se presenta

principalmente en glucosilceramidas (Lynch y Dunn, 2004).
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2.2.2.3.3. Funcion de los esfingolipidos

La funcion de los esfingolipidos ha sido ampliamente estudiada en células eucaridticas,
sin embargo existe relativamente poca informacion sobre la funcién especifica en plantas. En
general, los esfingolipidos han sido reconocidos como componentes estructurales de las
membranas celulares, y también han sido consideradas como moléculas involucradas en la
transduccién de senales, en la regulacion celular, la patogénesis, la respuesta a estres, la
apoptosis y las interacciones célula-célula (Wrigth et al., 2003). Los papeles de los
esfingolipidos en plantas en cada una de las funciones antes mencionadas se presentan a

continuacion.

2.2.2.3.3.1. Estabilidad membranal

La estabilidad estructural que los esfingolipidos complejos le confieren a la membrana
plasmatica se ha relacionado a su nivel de hidroxilacion, tanto en las cadenas de los acidos
grasos, como en las BCL. De igual manera, los altos niveles de hidroxilaciones en los
esfingolipidos han sido asociados a la disminucién de permeabilidad de las membranas. Las
hidroxilaciones pueden lograr dicha estabilidad al participar en la formacién de puentes de
hidrogeno inter e intramoleculares entre los grupos hidroxilo y los grupos amida de las
porciones de las ceramidas de los esfingolipidos. De igual manera, se cree que la presencia
de glucosilceramidas altamente hidroxiladas en muchos tejidos de plantas pudieran contribuir
a la integridad de la membrana plasmatica y del tonoplasto, las cuales son las membranas
biolégicas mas enriquecidas en esfingolipidos, afectando las funciones mas criticas y
variables de las bicapas como barreras lipidicas (Lynch y Dunn, 2004).

Los esfingolipidos también tienen una funcién importante en la organizacion celular. Los
esfingolipidos de hongos, mamiferos y plantas tienen la tendencia de asociarse con
esteroles especificos formando microdominios dentro de la membrana plasmatica llamados
balsas lipidicas. Dichos dominios son importantes para el acomodo de proteinas ancladas a
lipidos, transporte celular, transduccion de sefales y fluidez de la membrana. El modelo de
las balsas lipidicas sugiere que varios tipos de lipidos no se encuentran uniformemente
distribuidos a lo largo de la membrana plasmatica, sino esparcidos organizadamente en
parches laterales con una composicion caracteristica. Muchas proteinas membranales
suelen asociarse con balsas lipidicas, las cuales tienen funciones relacionadas a
senalizacién, adhesion, respuesta a estrés y a reacomodo de pared celular (Bath y
Panstruga, 2005; Lynch et al., 2003; Pata et al., 2009).

2.2.2.3.3.2.  Senfalizacion y regulacion celular
Recientemente, se han encontrado dos papeles de esfingolipidos en la senalizacion

celular en plantas. En diferentes estudios se ha observado que las BCL libres en altas
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concentraciones, en especial esfinganina-1-fosfato o fitoesfingosina-1-fosfato presentan un
efecto negativo en el crecimiento y viabilidad (Lynch y Dunn, 2004). Segun un estudio con
células de avena, se encontré que las BCL libres estaban involucradas en la actividad de
reacciones oOxido-reduccion (Pata et al., 2009). La esfinganina-1-fosfato juega un papel
importante en la transduccién de la sefial de falta de agua en células guardia dependiente de
acido abscisico, funcionando como mediador en el cambio de volumen que lleva al cierre de

los estomas (Sperling y Heinz, 2003. Ng et al., 2001; Coursol et al., 2005).

2.2.2.3.3.3. Respuesta a estrés

Se ha encontrado que los esfingolipidos le confieren estabilidad a las membranas de
plantas en situaciones de estrés debido a sequia, bajas temperaturas y congelamiento
(Wrigth et al., 2003; Sperling y Heinz, 2003). La porcion de glucosilceramidas en las
membranas plasmaticas suele ser menor en plantas resistentes al congelamiento que en
plantas sensibles, ademas el contenido de glucosilceramida se ha visto disminuido una vez
que la planta ha sido expuesta a un clima frio. Por otro lado, el nivel de a-hidroxi-VCLFA
monoinsaturados, aumenta en plantas resistentes al frio y se cree que tiene una influencia
en el cambio de la temperatura de transicién de la membrana (Lynch y Dunn, 2004; Sperling
y Heinz, 2003).

En células animales, se ha encontrado que glucosilceramidas con BCL trihidroxiladas y
a-hidroxi-VCLFA aumentan la estabilidad de la membrana y reducen la permeabilidad de los

iones. Esto mismo se ha propuesto para glucosilceramidas en plantas (Pata et al., 2009).

2.2.2.3.3.4. Patogénesis

Diferentes estudios han demostrado la participacion de glucosilceramida en interacciones
planta-patogeno. Por ejemplo, se ha encontrado que la produccion de esporangios en
hongos como Schizophyllum commune es estimulada por la presencia de 8-esfingenina, 4,8-
diesfingenina y otras especies de glucosilceramidas, lo cual ha mostrado una dependencia
de la presencia de la insaturacion en el C8 de la BCL en la patogénesis (Lynch y Dunn,
2004; Sperling y Heinz, 2003; Pata et al., 2009).

Estudios mas recientes han mostrado que algunos cerebrdsidos de hongos funcionan
como estimulantes de la muerte celular hipersensible, la acumulacion de fitoalexinas y una
resistencia a infecciones a patdgenos posteriores en la planta. Otra evidencia de la
patogénesis de esfingolipidos es el aumento de la expresibn de la enzima serina
palmitoiltransferasa durante la respuesta hipersensible o de hipersensibilidad (HR) (ver
Figura 1.5) (Lynch y Dunn, 2004; Sperling y Heinz, 2003; Pata et al., 2009).

En levadura (S. cerevisiae), se ha observado que el gene IPT1 que codifica para la

manosa-(inositol-fosfato),-ceramida sintetasa, determina la sensibilidad contra una defensina
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antifungica en plantas. Estos datos se basan en el modelo en el que las balsas lipidicas que
contienen glucosilinositolfosforilceramida pueden actuar como sitios de union para las
defensinas de plantas o pueden ser requeridas como anclaje para proteinas membranales
(Lynch y Dunn, 2004; Pata et al., 2009).

2.2.2.3.3.5. Muerte celular programada
La ceramida se ha reconocido como inductor de la apoptosis o muerte celular
programada (MCP). Liang y colaboradores (2003) encontraron que el balance entre la
ceramida y sus derivados fosforilados es importante en la modulacion de MCP en plantas en
respuesta contra patdégenos y en respuestas de sefalizacion a estrés. Por otro lado, el
aumento de BCL libres en plantas ha sido asociado con la induccion de MCP (Pata et al.,
2009).

2.2.3. Proteinas de membrana

La gran variedad de proteinas asociadas a la bicapa lipidica refleja la diversidad de
funciones enzimaticas y estructurales que dichas proteinas presentan. Segun el modelo del
mosaico fluido, las proteinas membranales pueden dividirse en dos grupos, proteinas
integrales y proteinas periféricas (Buchanan et al., 2000).

Las proteinas integrales se encuentran firmemente asociadas a la membrana debido a
las interacciones hidrofdbicas entre los lipidos de la membrana y los dominios hidrofébicos
de las proteinas. Se encuentran atravesando la bicapa lipidica, por lo que también son
conocidas como proteinas intrinsecas. Dentro de las proteinas integrales o intrinsecas,
pueden dividirse a su vez en dos grupos: las proteinas transmembranales, las cuales
atraviesan de cara a cara la bicapa lipidica y las proteinas asociadas a una monocapa (caras
interna o externa). Ambos tipos de proteinas integrales pueden ser removidas Unicamente
por agentes como detergentes, solventes organicos o desnaturalizantes, que afecten las
fuertes interacciones hidrofébicas. La naturaleza y tamafio de los dominios hidrofébicos de
estas proteinas pueden variar, desde una unica region hidrofdbica interna, hasta grandes y
diferentes regiones, incluso las interacciones hidrofébicas pueden darse entre los lipidos de
las membranas y los grupos aminos y carboxilos terminales de las proteinas. Varias familias
de proteinas integrales proveen puntos especificos de anclaje para las interacciones célula-
célula o entre células-proteinas extracelulares, lo cual puede estar involucrado en diferentes
procesos, como en la acumulacion de plaquetas en heridas, en la reparacion de tejido, en la
actividad de células del sistema inmune, etc.. Ademas, las proteinas integrales sirven como
proteinas transportadoras, como canales de iones, receptores de hormonas,

neurotransmisores, entre otras funciones (Nelson y Cox, 2000).
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Las proteinas periféricas se encuentran unidas a la membrana plasmatica por medio de
interacciones electrostaticas y puentes de hidrégeno entre los dominios hidrofilicos de las
proteinas y las cabezas polares de los lipidos membranales. A diferencia de las proteinas
integrales, las proteinas periféricas son en ser removidas por tratamientos suaves que
interfieren con las interacciones electrostaticas o rompen los puentes de hidrogeno. Algunas
proteinas periféricas se unen covalentemente a diferentes lipidos de las membranas,
conocidas como proteinas ancladas a lipidos; principalmente se unen a acidos grasos de
cadena larga, a compuestos isoprenoides, o a compuestos glicosilados derivados del
fosfatidilinositol (GPI). El anclaje hidrofébico formado por la union a lipidos inserta a las
proteinas dentro de la bicapa lipidica y las sostiene en la superficie. Las proteinas periféricas
se encuentran localizadas en las caras externas (extracelular) e internas (citosélica) de las
membranas. El lipido asociado a la proteina parece tener un papel especifico, por ejemplo,
las proteinas ancladas a GPI suelen encontrarse en la cara extracelular, mientras que el
anclaje a otro tipo de lipidos suele encontrarse predominantemente en la cara citosdlica; es
por lo mismo que se piensa que la union a lipidos especificos puede tener una funcién al
localizar las proteinas en los lugares correctos dentro de las membranas (Nelson y Cox,
2000).

Gran parte de la permeabilidad selectiva de las membranas plasmaticas se debe a la
funcion de proteinas transportadoras en la membrana; pueden ser proteinas tipo bomba
(impulsadas por energia generada por la hidrolisis de ATP); proteinas acarreadoras o

translocadoras, o canales idnicos.

Figura 1. 8 Mecanismos de transporte de solutos a través de proteinas membranales. Se muestran las

bombas, los canales y las proteinas acarreadoras (Nelson y Cox, 2000).
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Los canales iénicos son proteinas transmembranales que forman un poro en su interior
por donde atraviesan los solutos. El tamafio del poro es particular, dejando pasar moléculas
0 iones de cierto tamafio, por lo que son ligeramente inespecificos. La direccion del
transporte va a favor del gradiente de concentracién del soluto transportado. La apertura de
los canales se sefializa por union de ligandos a la proteina formadora del canal o bien, por
un cambio de voltaje en la membrana. Este tipo de transportadores presentan una cinética
no-michaeliana o de saturacion.

Las proteinas acarreadoras son proteinas transmembranales que mueven solutos de
uno a otro lado de la membrana sufriendo cambios conformacionales (Figura 1.8). La
direccién del transporte va a favor del gradiente de concentracion del soluto. A diferencia de
de los canales ionicos, las proteinas translocadoras presentan una cinética michaeliana, es
decir, la enzima se satura de soluto, teniendo valores cinéticos como Vyax Y Ku.

Las bombas son proteinas transmembranales que requieren de energia para transportar
el soluto en contra de su gradiente de concentracion. La energia requerida se obtiene a partir
de una reaccion catalitica, la cual es generalmente la hidrélisis de ATP, por lo mismo, dichas
bombas son también conocidas como ATPasas. El sitio de catalisis se encuentra en la regién
hidrofilica de la proteina y en la cara intracelular de la bicapa lipidica, mientras que la region
de transporte involucra regiones hidrofilicas pero principalmente hidrofébicas de la proteina.

Las ATPasas al igual que las proteinas acarreadoras presentan una cinética michaeliana.

2.3. ATPasa de H' de la membrana plasmatica

Como se mencioné anteriormente, un tipo de transporte celular es mediado por proteinas
membranales conocidas como bombas, las cuales requieren de energia proporcionada por la
hidrélisis de ATP para transportar el soluto en contra del gradiente de concentracién. Existen
tres diferentes tipos de ATPasas que transportan diferentes tipos de solutos, tienen
estructuras, mecanismos y localizaciones diferentes. Estas son clasificadas como ATPasas
tipo-P, tipo-V vy tipo-F.

Las ATPasas tipo-V son enzimas presentes en hongos y plantas que se encuentran
embebidas en la membrana de vacuolas. Se encargan principalmente de regular el pH
intracelular, manteniendo un valor entre 3 y 6. También se encargan de acidificar lisosomas,
endosomas, el Aparato de Golgi, y vesiculas excretoras. Estan estructuralmente
relacionadas a las ATPasas de tipo-P, sin embargo, las ATPasas tipo-V no son fosforiladas
en el ciclo catalitico y no son inhibidas por vanadato.

Las ATPasas tipo-F juegan un papel importante en reacciones de conservacién de la
energia y se localizan en las membranas interiores de mitocondrias y cloroplastos. Estas

bombas catalizan reversiblemente el transporte de H* a partir de la hidrdlisis de ATP. Debido
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a la reversibilidad de la reaccién, son también conocidas como ATP sintetasas (Nelson vy
Cox, 2000). Al encontrarse en este tipo de organelos, su funcidn principal es la sintesis de
ATP.

Las ATPasas tipo-P son enzimas que durante el ciclo catalitico de transporte de cationes
son fosforiladas reversiblemente por el ATP. La mayoria de las ATPasas tipo-P presentan
secuencias de aminoacidos similares, especialmente cerca al residuo que es fosforilado,
generalmente el residuo es un aspartico cercano al extremo carboxilo de la cadena
polipeptidica. Todas las ATPasas tipo-P son sensibles a la inhibicién por el vanadato, el cual
es una molécula estructuralmente analoga al fosfato del ATP. La mayoria de las ATPasas
tipo-P se encuentran esparcidas en diferentes regiones de la membrana plasmatica. Esta
familia de ATPasas incluye a la ATPasa de H' de la membrana plasmatica de plantas y
hongos, la ATPasa de Na‘/K* de membranas de células animales, la ATPasa de Ca* de
plantas y animales, entre otras (Duby y Boutry, 2009).

Una de las ATPasas tipo-P de plantas que han sido mas estudiada es la ATPasa de
Ca?'. Las bombas de calcio se encuentran distribuidas en la membrana plasmatica, el
reticulo endoplasmico, en el cloroplasto y en la membrana de vacuola. Estas bombas se
encargan de regular la concentracién del i6n Ca®* en el citosol, teniéndolo alrededor de 0.2
uM, expulsando a los iones fuera del citosol. Dicha concentracion es esencial en todas las
células para prevenir la precipitacion de fosfatos, y en células eucariotas se ha encontrado
que dicha regulacién es importante en la respuesta a estimulos. La estructura de las
diferentes ATPasas de Ca®" cambia dependiendo de la membrana en la que se encuentran
embebidas. En diferentes estudios se han encontrado muchas similitudes de estructura y
mecanismos entre las bombas de Calcio y la ATPasa de H* en plantas (Buchanan et al.,
2000).

La ATPasa de H" de membrana plasmatica es una ATPasa tipo-P que se encuentra
exclusivamente en membranas plasmaticas de plantas y hongos. La principal funcion de la
ATPasa de H* es proveer una fuente de energia para el transporte de nutrientes hacia dentro
de la célula. La enzima se encarga del transporte de protones hacia fuera de la célula en
contra de su gradiente de concentracion a partir de la hidrolisis de ATP, lo cual genera un
potencial electroquimico en la membrana alrededor de -250 mV, ademas de acidificar el
espacio apoplastico alcanzando un pH de 5-6. Debido al gradiente electroquimico generado,
lo solutos entran a la célula, por ejemplo, los cationes son atraidos por el potencial y la carga
negativa al interior, por lo que entran por canales pasivos. Cationes, aniones y solutos
neutros entran a través de diferentes proteinas acarreadoras, cuya energia de transporte es
otorgada por la entrada simporte de protones. De esta manera, la mayoria de las proteinas

transportadoras de la membrana plasmatica obtienen su energia indirectamente a partir de la
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accion de las ATPasa de H* presentes en la membrana (Palmgren, 2001; Sondergaard et al.,
2004).

2.3.1. Estructura
La ATPasa de H" es un monémero funcional de ~100 kDa, el cual puede formar dimeros
y hexameros (Palmgren, 2001). La ATPasa de H" tiene sus correspondientes segmentos N-
y C- terminales dentro del citoplasma, y otros 10 segmentos transmembranales. La
estructura obtenida a partir del analisis de difraccién de rayos X de los cristales de la enzima
se puede observar en la Figura 1.9. (Duby y Boutry, 2009).

Figura 1. 9 Estructura cristalografica de la ATPasa de H*, basada en el analisis de la proteina AHA2.
Dominio A, Dominio M (insertado en membrana), Dominio N, Dominio P (Pedersen et al., 2007).

Las ATPasas tipo-P presentan generalmente formas oligoméricas; en el caso de la
ATPasa de H', la subunidad mas pequefia suele considerarse como un monomero, sin
embargo su forma catalitica se encuentra como un homodimero. Por lo mismo, en algunos
casos la dimerizacion es considerada como un mecanismo de activacion, probablemente al
estar involucrada en el transporte de la enzima hacia la membrana plasmatica. Diferentes
estudios reportan que algunas ATPasas de H' en plantas sufren un proceso de
hexamerizacion, formando homo-hexameros. La hexamerizacion en plantas parece
involucrar a proteinas reguladoras 14-3-3, formando un complejo generalmente compuesto

por seis moléculas de ATPasas y seis moléculas de proteinas 14-3-3. La asociacion de la
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ATPasa de H* con proteinas 14-3-3 sera desglosada mas adelante, ya que su importancia
recae en la regulacion de la enzima (Nelson y Cox, 2003).

Se cree que las ATPasas tipo-P suelen presentarse en dos principales conformaciones,
El y E2. Laforma EL1 tiene alta afinidad por ATP y el idbn que va a ser transportado fuera del
citoplasma. La forma E2 tiene baja afinidad por ambos ligandos, pero una alta afinidad por el
inhibidor vanadato. El transporte del cation a través de la membrana esta asociado al cambio
conformacional entre E1 y E2 (Figura 1.10); el cation entra desde el citoplasma y se une a la
enzima con la conformacién E1, posteriormente el residuo de un acido aspartico es
fosforilado formando E1P la cual es convertida en E2P. El cation esta unido ahora a la
enzima con la conformacion de menor afinidad, por lo que es liberado del otro lado de la
membrana. El fosfato unido al residuo del acido aspartico es liberado por hidrolisis y la forma

E2 se revierte a la forma E1 (Palmgren, 2001).

Figura 1. 10 Modelo del mecanismo de transporte de la ATPasa de H* de la membrana plasmatica. EI H' se
une a un sitio de union especifico. En la conformacion E1, el sitio de union es accesible desde el lado
citoplasmico de la membrana. En la conformaciéon E2, el sitio de unién es accesible desde el lado
extracelular de la membrana. Las diferencias de afinidad determinan si el proton se une o se libera
(Palmgren, 2001).

A partir de la secuenciacion del genoma completo de Arabidopsis thaliana en el afio
2000, se han identificado 12 genes que codifican para ATPasas de H" de membrana
plasmatica, conocidas como AHAs. Filogenéticamente, las AHAs se dividen en tres grupos
basados en la secuencia de aminoacidos: el primer formado por AHA1, AHA2, AHA3 y
AHAS; el segundo grupo formado por AHAG6, AHA8 y AHAY9; y el tercer grupo lo forman
AHA4, AHA7, AHA10 y AHA11, mas el pseudogene de AHA12, lo cuales se dividen en otras
tres ramas. Hasta ahora, no se ha logrado dilucidar una asociacién entre las familias de

AHAs y funciones fisiologicas especificas.
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2.3.2. Localizacion

Como se menciond anteriormente (seccion 1.2.2.3.3), actualmente se cuenta con un
modelo de membrana plasmatica que habla sobre la organizacién de cierto tipo de lipidos,
en especial de esfingolipidos, distribuidos sin uniformidad a lo largo de la bicapa lipidica,
formando microdominios conocidos como balsas lipidicas. Estas estructuras se han
analizado a través de varios procedimientos, entre ellos a su resistencia a la solubilizacion
por detergentes (DRM). En dichas estructuras de membranas plasmaticas de plantas, se ha
identificado la presencia de diferentes proteinas membranales, dentro de las que destaca la
ATPasa de H" y las acuaporinas (Morel et al., 2006).

Todas las isoformas AHAs con excepcion de la AHA3, AHA7 y AHA8 han sido
detectadas en DRMs. Dicha asociacién sugiere que la membrana plasmatica contiene
diferentes nichos en los que es requerida la funcion de la ATPasa de H" y dentro de las
cuales destacaria su participacidén como receptor de sefiales extracelulares. Los genes de
AHA1 y AHAZ2 se han encontrado expresados en todos los tejidos de la planta, por lo que se
cree que tienen funcion de genes de mantenimiento doméstico (housekeeping) requerida en
la homeostasis idnica. La expresion de AHA3 se ha localizado en las células del floema, el
cual consiste en el tejido conductor encargado del transporte de moléculas organicas, como
azucares. Las isoformas AHA3, AHA4 y AHALl también suelen expresarse ampliamente a
lo largo de la planta, sin embargo no se expresan al mismo nivel. Se ha observado que
AHA4 tiene cierta especificacion en endodermis de raiz; AHAL1, AHA2, AHA3 y AHA11l se
encuentran en mayor proporcion en plantas. Por otro lado, los patrones de expresién de las
AHA5, AHAG, AHA7, AHA8, AHA9 y AHA10 sugieren que las bombas codificadas por dichos

genes tienen una funcién mas especializada (Gaxiola et al., 2007).

2.3.3. Funcioén

La funcion principal de la ATPasa de H* es bombear protones a través de la membrana
plasmatica desde el citosol hacia afuera de la célula. Dicho transporte genera un gradiente
de concentracion de H* y un gradiente eléctrico a través de la membrana plasmatica, lo cual
provee la fuerza necesaria para el transporte activo de diferentes solutos importantes en la
célula, por ejemplo la absorcion de nutrientes de la raiz (Worrall et al., 2003). Asimismo, se
ha considerado que la ATPasa de H" esta involucrada en otros procesos fisioldgicos
importantes, como la apertura de estomas, la elongacién celular, en la respuesta al estrés
salino y como un importante regulador de pH dentro y fuera de la célula (Duby y Boutry,
2009).

A partir de diferentes estudios enfocados al analisis de la expresién de las isoformas de

los genes AHA1-12 se ha observado que cada membrana plasmatica de cada célula puede
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presentar mas de una isoforma de ATPasas de H*. Esta diversidad significa que la planta
requiere ATPasas de H* especificas en diferentes momentos del desarrollo de la planta o
bien, con funciones especializadas. Hasta ahora no se ha logrado dilucidar la funcién
especifica de todas las diferentes isoformas de la ATPasa de H* (Sondergaard et al., 2004;
Gaxiola et al., 2007).

Los estomas son poros en la superficie de la hoja responsables del intercambio gaseoso
(Oq, CO;, y H,0O) a nivel de la hoja. La apertura de estomas se debe a la turgencia de las
células que los rodean, llamadas células guardia. Estudios inmunoldgicos han mostrado que
la ATPasa de H" se encuentra enriquecida en las células guardia. La apertura y cierre de los
estomas son controlados por muchos factores. Por ejemplo, una corta exposicién a luz azul
es suficiente para iniciar el proceso de apertura. La luz azul es registrada por un receptor de
las células guardia y la sefial es transmitida a la ATPasa de H*, la cual inicia el bombeo de
H*. Se cree que dicha sefial de transduccion involucra una cinasa que fosforila a la ATPasa
de H" y promueve la unién de una proteina regulatoria 14-3-3 (Palmgren, 2001).

El crecimiento de una planta y su forma dependen de la division celular y de la
elongacion de la célula. La elongacién celular depende de varios factores, como la turgencia
de la célula, la extensibilidad celular, y la sintesis y descomposiciéon de componentes de la
pared celular. La teoria llamada “teoria del crecimiento acido” propone que los protones
bombeados hacia fuera de la célula por parte de la ATPasa de H* provoca la disminucion del
pH en el espacio apoplastico, lo cual activa enzimas involucradas en la modificacion
estructural de los componentes de la pared celular, que al relajarse, generan un mayor
espacio apoplastico que es aprovechado por la célula para expanderse (Duby y Boutry,
2009).

Se ha propuesto que la ATPasa de H* juega un papel importante en la tolerancia al
estrés salino. Las células de plantas son mas sensibles a Na* que las células animales a
pesar de no contar con una bomba de Na'/K'. La regulacién de iones Na* en plantas es
controlado por un transportador-antiporte de Na*/H*, cuya actividad depende en el gradiente
de pH generado por la ATPasa de H" (Duby y Boutry, 2009).

Ademas de la regulacion de iones, el transporte de compuestos organicos también
depende de la actividad de la ATPasa de H*. La ATPasa de H* de la membrana plasmatica
se encuentra altamente concentrada en células del floema, lo que sugiere que es crucial en
la carga de sacarosa y otros compuestos a este tejido. La ATPasa se encuentra enriquecida
en las células acompafantes del floema, las cuales también son ricas en mitocondrias y por
lo tanto pueden sintetizar grandes cantidades de ATP requeridas por la bomba de protones.
La carga de sacarosa es mediada por un transportador co-simporte H/sacarosa (Palmgren,
2001).
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2.3.4. Regulacion.

La regulacion de la ATPasa de H' se realiza con mayor eficiencia a nivel post-
traduccional, ya que los cambios en la transcripcién y expresion de la proteina son muy bajos
al exponer a las plantas a diferentes estimulos, tales como diferentes concentraciones de sal,
azucares, a sequia o bajas temperaturas. Los genes que codifican para las diferentes
isoformas de la ATPasa de H" de membrana plasmatica, muestran una regulacion baja en
respuesta a estrés de nutrientes o a diferentes condiciones ambientales (Gaxiola et al., 2007;
Speth et al., 2010).

La regulacion a nivel post-translacién incluye dos procesos principales que estan
relacionados. La primera se refiere a la fosforilacién/defosforilacion de proteinas, lo cual
altera la actividad de la misma. La segunda se refiere a la autoinhibiciéon de las ATPasas de
H* a partir de su dominio regulador (dominio R, Figura 1.5), el cual es fosforilable. Ambos
procesos involucran la union de las proteinas 14-3-3 al dominio R. El dominio regulatorio de
las ATPasas de H' estad constituido por una secuencia de aproximadamente 100
aminoacidos en el carboxilo terminal, que presenta por lo menos un residuo propenso a ser
fosforilado (Alsterfjord et al., 2004). Cuando este residuo es fosforilado impulsa la activacion
de la enzima. En plantas, la fosforilacion ocurre en el penultimo residuo, una treonina
(Thr947 en AHA2) (Palmgren, 2001; Duby et al., 2009), promoviendo la unién a proteinas
regulatorias 14-3-3, las cuales desplazan al dominio R que activa a la enzima. Otros
estudios, han mostrado que en la enzima de Arabidopsis hay otros sitios propensos a ser
fosforilados en el carboxilo terminal (Ser-899 y Ser-904) (Palmgren, 2001; Alsterfjord et al.,
2004; Gaxiola et al., 2007). Si la unién de proteinas 14-3-3 al dominio-R provoca la
activacion de la ATPasa de H', la reaccion inversa necesita de la defosforilacion del residuo
correspondiente mediada por una proteina fosfatasa. En maiz se ha logrado purificar una
fosfatasa 2A que se cree pudiera ejecutar la defosforilacion, inactivando la ATPasa de H”
(Palmgren, 2001).
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Figura 1. 11 Regulacién post-translacién de la ATPasa de H* (Palmgren, 2001).
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3. ANTECEDENTES

Con el fin de determinar la importancia funcional de la hidroxilacion de las BCL en los
esfingolipidos de plantas, Chen et al. (2008) generaron y caracterizaron lineas mutantes de
A. thaliana con inserciones en los genes que codifican a las hidroxilasas C4, responsables
de la tercera hidroxilacion de BCL en la sintesis de esfingolipidos. Las hidroxilasas se han
denominado SBH1 y SBH2. Las plantas mutantes presentaban una reduccion en BCL
trihidroxiladas, como se esperaba, pero se encontré que también presentaban un aumento
en BCL dihidroxiladas. En estas plantas de las lineas mutantes Atsbhl-1 y Atsbh2-1 no se
observaron defectos en el crecimiento en comparacién con la silvestre, sin embargo, se
observé que a medida que disminuia la cantidad de BCL trihidroxiladas en la planta, el
crecimiento era mas lento. Por otro lado, también se encontré que mientras disminuia la
cantidad de BCL trihidroxiladas, se presentaba un aumento en la cantidad de esfingolipidos
totales en peso seco. La doble mutante, una linea que contenia mutaciones en los genes
codificantes de las dos hidroxilasas, presentaba defectos mayores en su desarrollo.

Meza-Bernal (2008) estudié a una de las lineas de A. thaliana mutantes de Chen et al.
2008, la Atsbhl-1, que contiene al gen mutado que codifica para la hidroxilasa SBH1. En
esta mutante, Meza Bernal detectd caracteristicas fenotipicas que no habian sido descritas
por Chen y colaboradores, por ejemplo la presencia de clorosis en las puntas de las hojas en
las lineas mutantes, un color y forma de la hoja diferentes para la linea mutante y la silvestre,
y la pérdida de turgencia mas rapidamente una vez cortada la hoja en la linea mutante en
comparacion con la silvestre. El fin de ese trabajo era caracterizar las membranas
plasmaticas de la mutante Atsbhl-1. Para ello se realizaron determinaciones de pureza de
las VMP por la actividad de enzimas marcadoras y a partir del analisis ultraestructural por
microscopia electronica. También se realizaron ensayos de hidrdlisis de ATP, en los cuales
de determinaba la pureza de las membranas y la actividad de la ATPasa de H* de la
membrana plasmatica. La actividad de la ATPasa de H" present6é una disminucion del 75%
en las VMP de la linea mutante Atsbhl-1 en comparacién con las de la linea silvestre en
preparaciones de alta pureza. Estos resultados sugirieron que la actividad de la enzima
ATPasa de H' de la membrana plasmatica podria encontrarse modulada directamente por
BCL trihidroxiladas o por BCL dihidroxiladas formando parte de esfingolipidos complejos, ya
que podrian ser las responsables de crear un ambiente propicio para que la enzima fuera
activa. Las BCL libres también podrian estar involucradas, sin embargo, debido a que los
niveles de BCL libres en las membranas plasmaticas de Arabidopsis son muy bajos

(Markham et al., 2006), era probable que la diferencia de actividades de la ATPasa de H*
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entre la mutante y la silvestre se debiera principalmente a un efecto de los esfingolipidos
complejos con BCL trihidroxiladas.

Considerando estos antecedentes, se decidié corroborar la influencia del grado de
hidroxilaciones de las BCL sobre la actividad de la ATPasa de H" utilizando otra linea
mutante, Atsbh1-2, la cual presenta una mutacion independiente en el mismo gene que la
Atsbh1-1. Por otro lado, se decidié determinar si el grado de hidroxilacion de las BCL influye

en la actividad de la ATPasa de H".
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4. HIPOTESIS

Mutaciones en el gene de la hidroxilasa SBH1 producen una inhibicion en la actividad de
la ATPasa de H" de la membrana plasmatica al igual que un cambio en la estabilidad de la
estructura de la membrana plasmatica.

Lo anterior implica que la hidroxilacién de las BCL de los esfingolipidos complejos es

importante para la actividad de la enzima.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivos generales

5.2.

Comprobar la pureza de las fracciones membranales obtenidas de la linea silvestre y
de la mutante en la hidroxilasa SBH1.

Corroborrar la influencia del grado de hidroxilacién de las BCL de esfingolipidos de
A. thaliana sobre la actividad de la enzima membranal ATPasa de H*, usando la linea
mutante Atsbhl-1y explorar el mismo efecto en la linea mutante Atsbhl-2.
Determinar la influencia del grado de hidroxilacion de las BCL de esfingolipidos de

A. thaliana sobre la estabilidad de la ATPasa de H" expuesta una temperatura alta.

Objetivos particulares
Sembrar y cosechar plantas adultas de tres lineas de Arabidopsis thaliana: Col-0,

Atsbhl1-1 y Atsbhl-2. Obtener tres fracciones subcelulares de cada linea: fraccién de
homogenado, fraccién microsomal y fraccion de vesiculas de membrana plasmatica.
Establecer las condiciones ideales para la técnica de réplica en Western de proteinas
membranales de hojas de una linea mutante de Arabidopsis thaliana optimizandola
en cuanto a concentraciones de anticuerpos, tipo de bloqueador y tipo de revelado.
Determinar la pureza de las fracciones subcelulares obtenidas a través de réplicas en
Western con diferentes anticuerpos y ensayos de actividad hidrolitica de ATP de la
ATPasa de H".

Realizar ensayos de hidrélisis de ATP con vesiculas de membrana plasmatica de las
lineas de A. thaliana silvestre Col-0 y de las mutantes Atsbhl-1 y Atsbhl-2 para
determinar la actividad de la ATPasa de H* de la membrana plasmatica.

Incubar vesiculas de membrana plasmatica de las lineas silvestre Col-0 y mutante
Atsbhl-1 de A. thaliana durante diferentes periodos a una temperatura de 29°C para
después realizar ensayos de hidrélisis de ATP y determinar la actividad de la ATPasa

de H* de la membrana plasmatica.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1. Material biolégico
a. Anticuerpos utilizados para las réplicas en Western.
Los anticuerpos utilizados reaccionan contra los siguientes antigenos proteicos:
i. ATPasa de H", localizada en la membrana plasmatica (Agrisera, AS07
206)
ii. Oxidasa alterna, localizada en la membrana interna mitocondrial
(Agrisera, AS04 054A).
iii. Psb-A, localizada en las membranas tilacoidales del cloroplasto.
(Agrisera, AS05 084)
iv. Subunidad E de la ATPasa de H", localizada en la membrana de las
vacuolas (tonoplasto). (Agrisera, AS07 213)
b. Plantas de Arabidopsis.
Plantas adultas de Arabidopsis thaliana, lineas silvestres y mutantes Col-0 y Atsbhl-1,
proporcionadas por el Dr. Edgar B. Cahoon (Center for Plant Science Innovation &
Department of Biochemistry, University of Nebraska-Lincoln, EU). La linea silvestre tiene
el genotipo intacto del ecotipo Col-0. La mutacion en la linea Atsbhl-1 consiste en una
insercion de T-DNA en el gene de la hidroxilasa SBH1, que conduce a un defecto en las
hidroxilaciones de la bases esfingoideas de los esfingolipidos presentes en la membrana

plasmatica de las células de la planta.

6.2. Metodologia

6.2.1. Crecimiento de las plantas.
Se germinaron semillas de Arabidopsis thaliana (silvestre y mutantes Atsbh1-1 y Atsbh1-2)
en agar y se crecieron de acuerdo al siguiente procedimiento:
1. Las semillas se colocan en un tubo ependorff y se le agrega 1 mL de NaHCIO4 al

20% (estéril) y 1 mL de Tween 20 (cf. 0.1%). Se agitan vigorosamente por 20 min.

2. Posteriormente, las semillas se lavan con NaHCIO,4 al 20% por 10 min con agitacion
suave.
3. El tubo con las semillas se centrifuga por aproximadamente 10 seg y se elimina el

NaHCIO, con micropipeta usando siempre puntas estériles.
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4. Las semillas se enjuagan varias veces (un minimo de 5 veces), cada vez con 1 mL de
agua estéril y agitando suavemente durante 30 seg hasta eliminar completamente el
NaHCIO, y el Tween. En cada ocasion, las semillas se centrifugan en la minifuga por 10 seg
y se elimina el sobrenadante con una pipeta. Después del ultimo lavado, las semillas se

resuspenden en agua estéril.

5. Las semillas desinfectadas se siembran en cajas petri conteniendo el medio de
Gamborg B-5/agar al 1% de preferencia en una campana de flujo laminar. El medio de

Gamborg se prepara como se indica en la siguiente tabla.

Tabla 6. 1 Composicion y preparacion del medio sélido de Gamborg. Se indican las
concentraciones finales.

Para preparar 1 litro de medio

Medio de Gamborg SIGMA (G5893) Agarosa 1% Sacarosa 1%
3.2g/L 10g 10 g
6. Las cajas con las semillas sembradas se cubren con aluminio y se mantienen por 48

h a 4°C, posteriormente se pasan a la camara de incubacion a 22°C en un fotoperiodo de 16

h oscuridad y 8 h de luz.

7. Después de 2 semanas, las plantulas se trasplantan a macetas con sustrato hecho de
la mezcla de Mix-4 Agreggate Plus (Sunshine, Sun Gro Horticulture; Canada Ltd.), agrolita
Dica Mex (Dicalite de México S.A. de C.V.; Tlanepantla, Edo. De México) vy vermiculita
(Sunshine, Sun Gro Horticulture; Canada Ltd.). La proporcion fue la siguiente 1.5 de Mix-4,
0.5 de vermiculita y 0.5 de agrolita, humedecida con agua estéril. Las semillas se mantienen
en el invernadero a 25°C con un fotoperiodo de 8 h de luz por 16 h de oscuridad entre 20 a

24 semanas (las plantulas se riegan cada tercer dia).

8. Al cabo de 5 meses se cosechan las hojas de las plantas. Para ello, s6lo se utiliza la
roseta (parte aérea) de las plantas, se les quitan los restos de sustrato con una brocha y se
cortan con tijera las hojas adultas y las jévenes de buen tamafo e inmediatamente se

sumergen en nitrégeno liquido. Se almacena el material bioldgico a -70°C hasta su uso.

6.2.2. Obtencion de fracciones subcelulares
Para los diferentes procedimientos se utilizaron tres diferentes fracciones subcelulares de
las lineas silvestre y mutante de A. thaliana; fracciones de homogenado (HOM), fraccion
microsomal (FM) y vesiculas de membrana plasmatica (VMP). Las muestras se obtuvieron

segun la metodologia utilizada por Meza Bernal, 2008.
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A) La obtencién de la fraccion microsomal de las lineas de Arabidopsis thaliana se llevo
a cabo de acuerdo al procedimiento mostrado en la Figura 6.1.
Las soluciones empleadas para la obtencion de fracciones subcelulares de hojas de
Arabidopsis thaliana se muestra en la Tabla 6.2.
Para la preparacion de los diferentes amortiguadores se usaron las siguientes soluciones
concentradas:
-HEPES 500 mM ajustado a pH de 7.8 con BTP
-HEPES 500 mM ajustado a pH de 7.8 con Mes
-DTT 300 mM
-KH,PO,4 200 mM ajustado a pH 7.8 con KOH
-EDTA 100 mM ajustado a pH 7.8 con KOH
- KCI 50 mM.

Las hojas recolectadas se pesaron y se colocaron en un mortero y se
afiadid N, liq.; se prosiguié a moler con pistilo, hasta la obtencion de un
polvo fino. Posteriormente se afiadid el amortiguador de homogenizacion
en una relacion 1:3 (p/v) se homogenizo el polvo hasta obtener una
suspension homogénea.

\ 4

El homogenado se filtrd a través de 4 capas de gasa previamente
humedecida en agua estéril. Se transfirié el homogeneizado en tubos
y se centrifugd a 11 000 rpm en microfuga refrigerada Jouan
MR1812, a 4°C durante 15 min.

/ .

Se elimino el boton. Se tomo el sobrenadante, se distribuyd en tubos, los
cuales fueron centrifugados a 45 000 rpm en la
ultracentrifuga Beckman utilizando el rotor 60 Ti a
4°C durante 1 h.

/ N

FRACCION MICROSOMAL

Se elimino el sobrenadante.

El Dboton fue resuspendido en
amortiguador de “ajuste de peso”
(alicuotas de 150 pL por boton). Se
almaceno a -70°C

Figura 6.1. Procedimiento de obtencion de la fraccion microsomal de hojas de Arabidopsis

thaliana.
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Preparacion del cocktail de inhibidores

Para la preparacion del cocktail de inhibidores se utilizaron los siguientes reactivos (las
concentraciones de los reactivos se muestran en la Tabla 6.3).
- Quimostatina
- Leupeptina, Sigma (L2884-50MG)
- PMSF (phenylmethanesulfonyl fluoruro), Biochemika (78830)
- TLCK (N-p-Tosyl-phenylalanine-Chloromethyl ketone), Sigma (T-4376)
- TPCK (N-Tosyl-L-phenylalanine-Chloromethyl-ketone), Sigma (T-4376)

Tabla 6. 2 Composicion de amortiguadores para la obtencién y purificacién de vesiculas de
membrana plasmatica (VMP) de hojas de Arabidopsis thaliana.

Amortiguador Composicion de la solucion

De homogenizacion Sorbitol 620 mM, HEPES/BTP 50 mM, pH 7.8, B-
mercaptoetanol 15 mM, acido ascérbico 5 mM, EDTA 3 mM,
DTT 1 mM, KCI 1 mM, PVP 0.6% , BSA 0.2% y cocktail de

inhibidores de proteasas (Complete, Roche, o bien el

preparado en el laboratorio) 1.6 pg/mL

De resuspension del botéon Sorbitol 620 mM, KH,PO, 5mM, pH 7.8, DTT 1 mM, y EDTA

microsomal (ajuste de peso) 0.1 mM vy cocktail de inhibidores de proteasas (Complete,
Roche, o bien el preparado en el laboratorio) 1.6 ug/mL

De resuspension del boton de NaCl 150 mM, Tris/HCI 50 mM, pH 7.4, EDTA 5 mM, pH 7.8

VMP (TNE) y cocktail de inhibidores de proteasas (Complete, Roche o
bien el preparado en el laboratorio) 1.6 pg/mL

De lavado Sorbitol 350 mM, HEPES/Mes 2 mM, pH 7.6, DTT 1 mM, KCI
1 mM vy cocktail de inhibidores de proteasas (Complete,

Roche o bien el preparado en el laboratorio) 1.6 png/mL

Para la preparacion del cocktail se partié de soluciones concentradas
- Leupeptina 4.204 mM

- Quimostatina 10.3 mM

Tabla 6. 3 Composicion de soluciones empleadas para la preparacion del cocktail de
inhibidores de proteasas

Coktail A Cockatil B

Reactivo Concentracion final Reactivo Concentracion final
PMSF 0.1 mM Leupeptina 0.01 mM
TLCK-HCI 0.1 mM Quimostatina 0.01 mM

TPCK- 0.1 mM
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Peso molecular de los inhibidores:

- PMSF 174.19 g/mol
- TLCK-HCI 369.31 g/mol
- TPCK 351.85 g/mol

- QUIMOSTATINA 604.7 g/mol
- LEUPEPTINA475.59 g/mol

Pasos a considerar en la preparacion:
1.- Se pesan el PMSF (0.087 g), TLCK (0.185 g) y TPCK (0.176 g) para preparar 50 mL y

obtener una concentracion 0.1 mM. Se disuelven en DMSO y se afora. Esta preparacién

corresponde al cocktail A.

2.- Se pesa por separado la Leupeptina para preparar 25 mL a una concentracion de
4.204 mM, pesando 0.01 g/mL

3.- En el caso de la quimostatina se prepararon 4 mL, disolviéndose en DMSO, 0.05 g.
Se alicuota en tubos eppendorf etiquetados.

A partir de las soluciones anteriores se hizo una mezcla para tener el cocktail final,
agregando las siguientes proporciones a tubos eppendorf de 1.5 mL.

- 1 mL de cocktail A

- 50 uL de la Solucién de Quimostatina

- 50 uL de la Solucién de Leupeptina

Se etiquetan y se guardan a -20°C. Cada tubo preparado sirva para adicionarlos a 100 mL

de amortiguador de homogenizacion, de ajuste de peso, de lavado, TNE, etc.

6.2.3. Determinacion de proteina.

Se empled la técnica de Lowry modificada por Peterson (1977). Se elaboré una curva
estdndar con albumina sérica bovina (Tabla 6.4) para posteriormente obtener la
concentracion de proteina en las fracciones subcelulares de las hojas de Arabidopsis
thaliana. La albumina forma un complejo colorido con el reactivo B (reactivo de Folin
Ciocalteau), este complejo absorbe la luz de una longitud de onda de 750 nm, pudiéndose
leer la absorbencia en un espectrofotémetro. Posteriormente se obtiene el gréafico y se
calcula la regresion para obtener la ecuacion de la recta. Se calcula la cantidad de proteina
por gramo de muestra. En la Tabla 6.4 se muestra la preparacién de cada uno de los tubos

de la curva estandar.
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Tabla 6. 4 Determinacion de proteina en las fracciones membranales de las lineas de

Arabidopsis thaliana

Tubo H,O BSA | BSA | Muestra Buffer Na-DOC | Reactivo A Reactivo B
(ML) | (ML) | (ng) | (ML) (L) (nL) (nL) (L)
1 900 | -—--- el B 100 1000 500
2 900 | -—--- el B 100 1000 500
3 899 1 3 | | e 100 1000 500
4 898 2 6 | - | 100 1000 500
5 897 3 9 | | 100 1000 500
6 895 5 15 | | 100 1000 500
7 894 6 18 | | 100 1000 500
8 892 8 24 | | e 100 1000 500
9 890 10 30 | | 100 1000 500
10 898 | -—-- -—-- 2 | 100 1000 500
11 898 | -—-- -—-- 2 | 100 1000 500
12 898 | -—-- -—-- 2 | 100 1000 500
13 898 | -—-- — | e 2 100 1000 500
14 898 | - — | e 2 100 1000 500
15 898 | -—-- — | e 2 100 1000 500

Na-DOC es desoxicolato de sodio 0.15%
Reactivo A.- Carbonato-tartrato-cobre, NaOH 0.8 N, SDS 10%, y H,O

Reactivo B.- Folin Ciocalteau y H,0.

6.2.4. Obtencion de membranas plasmaticas (VMP) de las fracciones
microsomales.

Después de obtener la fraccidn microsomal se hizo la determinacion de la concentracion de
proteina segun el método descrito en el punto 6.2.3 de Materiales y Métodos, para continuar
con la obtencién de la preparacion enriquecida en vesiculas de membrana plasmatica (VMP),
y que se describe a continuacion.

1.- Se prepararon las mezclas de fases como se describe en la Tabla 6.5.

2.- Se agregaron 10 mg de proteina a cada fase de acuerdo al método de particion de
fases (Briskin et al. 1987, Larsson et al. 1994). Una vez depositada la proteina a los tubos
con la mezcla de fases, se ajustd el peso de cada uno de los tubos, se mezcld por inversion
25 veces y se centrifugé a 4 000 rpm a 4°C durante 15 min en microfuga refrigerada Jouan

MR 1812, utilizando el rotor para tubos de 50 mL de capacidad.
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Tabla 6. 5 Composicion de las soluciones empleadas para preparar la mezcla de fases.

REACTIVOS (concantracion final)
Dextran T500 6.2%

Polietilenglicol (PEG) 6.2%

KH,PO, 5mM

KCI 3 mM

DTT 1mM

EDTA 0.01 mM

Sorbitol 620 mM

Para preparar la mezcla de fases se usaron las siguientes soluciones concentradas
-Dextran T500 al 20%

-Polietilenglicol (PEG) al 40%

-KH,PO,4 200 mM ajustado a pH 7.8 con KOH

-KCI 50 mM

-DTT 300 mM

-EDTA 100 Mm

3.- Al término de la centrifugacién se ftransfirio la fase superior a los tubos de
ultracentrifuga y se adiciono aproximadamente 12 mL de buffer de lavado. Se centrifugé a 45
000 rpm por 80 min a 4°C. Se decanto el sobrenadante y se resuspendieron los botones en
buffer de lavado y se determind la cantidad de proteina. Se anadio el cocktail de inhibidores

de proteasas y se almacend a -70°C (Sanchez-Nieto et al. 1997).

6.2.5. Separacion electroforética de proteinas.

Se utilizaron geles de poliacrilamida SDS. Los geles de acrilamida-bisacrilamida fueron de
1.0 mm y 1.5 mm de grosor de acuerdo al experimento. La composicién se indica en la
Tabla 6.6.

- Preparacion de geles: Se ensambla un cassette con dos placas de vidrio,
previamente lavadas con alcohol, con separadores de 1.0 o 1.5 mm de grosor, se
sellan los extremos y esquinas inferiores con vaselina y capas de parafiim. Se
realizan pruebas de fugas con agua desionizada. Una vez comprobada la eficacia del
cassette, se vacia el gel separador entre las dos placas y se espera 30 min a que
éste polimerice. Después se agrega el gel concentrador y se esperan otros 30 min,
agregando el peine del grosor correspondiente con 10 o 15 pozos, segun convenga al

experimento.
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Cargado de muestra: las muestras utilizadas en los diferentes geles realizados se
preparan previamente afadiéndoles amortiguador de digestion. Las concentraciones
y tipos de muestras se presentan mas adelante en los resultados.

Separacion electroforética: Una vez cargados los geles, los cassettes se colocan en
la camara de electroforesis, cubriéndola por dentro con amortiguador del catodo y por
fuera con amortiguador del anodo.

Los geles se someten a una intensidad de corriente de 60 volts durante 30 min y
posteriormente a 100 v hasta terminar el recorrido de las muestras, aproximadamente
60 min. En algunas ocasiones se sobre-corre el gel para separar mejor bandas muy
cercanas. También se pueden sobre-correr los geles toda la noche (15 h a 20 volts)
llegando al misma distancia.

Una vez terminada la separacion electroforética, los geles pasan por diferentes
tratamientos. Algunos se tifien con Azul de Coomassie, otros por tincién de plata y

otros se utilizan para la deteccién de proteinas por réplica en Western.

Tabla 6. 6 Formulacion de Geles de Poliacrilamida

Gel 1.0mm Gel 1.5mm
REACTIVOS
Gel separador Gel concentrador Gel separador | Gel concentrador

(ul) (ul) (ul) (ul)
Acrilamida- 1632 225 1967.8 528
bisacrilamida
(10%T-%6C)
Amortiguador 1632 421 1967.8 991
del gel
Glicerol 660 - 796.1 -
H,O 991 1038 1195 2442.3
bidestilada
Persulfato de 16.5 14 19.9 33
amonio
TEMED 1.65 1.4 1.99 3.3
Cantidad 4933.15 1700 5948.59 4000
Total

a)
b)

c)

Las soluciones utilizadas para la preparacién de los geles de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) y el

corrimiento electroforético se muestran a continuacion:

Solucion de acrilamida-bisacrilamida (30%-0.938%)

Amortiguador del gel:

Tris3 M

SDS 0.3%

Ajustar pH 8.9-9.0/HCI
Amortiguador del catodo:

Tris 0.1 M

Tricina 0.1 M
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SDS 0.1%
Sin ajustar el pH.
d) Amortiguador del anodo:
Tris 0.2 M
Ajustar pH a 8.9-9.0 con HCI
e) Amortiguador de digestion:
SDS 10%
Tris 100 mM, pH 6.8
Azul de bromofenol 0.6%
B—mercaptoetanol 4%
f) Solucién de marcadores de peso molecular Benchmark ™ Prestained protein Ladder(10748-010)
compuesto por las siguientes proteinas (Tabla VIII).
g) Buffer de Lavado: Sorbitol 350 mM, Hepes/Mes 2 mM pH 7.6, KCI 1 mM y cocktail de

inhibidores de proteasa Complete, Roche, 1.6 mg/mL

6.2.5.1. Tincién por Coomassie:

Se remueve el gel cuidadosamente de las placas de vidrio, utilizando guantes. Se coloca en
un recipiente con solucion fijadora (acido acético al 20%) durante toda la noche. Al dia
siguiente se remueve la fijacion fijadora y se agrega Azul de Coomassie, dejandolo en
contacto con el gel durante 30-40 min, con agitacion constante a temperatura ambiente.
Posteriormente se remueve la solucién tefidora y se sustituye por la soluciéon destefiidora
(acido acético al 20%), puede utilizarse la misma solucién fijadora. La solucién se deja en

contacto con el gel hasta observar las bandas lo suficientemente nitidas.

6.2.5.2.  Tincién por plata, método de Vérum (Mortz et al., 2001)

Este procedimiento consiste en una serie de 8 pasos en los cuales el gel se pone en
contacto con diferentes soluciones, en agitacion suave y a temperatura ambiente segun se
indica a continuacion (en todo momento se deben usar guantes y pinzas para manipular el
gel):

1. Fijacién. Se prepar6 una solucion de metanol 50%, acido acético 12% y formaldehido
0.05% (solo puede ser el de Sigma, No. cat. 200-001-8). Se dejo el gel en esta solucion
durante dos h con agitacién constante, suave, a temperatura ambiente.

2. Lavador. Se quitaron los geles de la solucion fijadora y se hicieron tres lavados de 20
min cada uno con etanol al 35%, con agitacion constante, suave, a temperatura ambiente.
Entre cada lavado hay que decantar con cuidado sin tocar el gel.

3. Sensibilizacion. Se mantuvo el gel durante 5 min en una soluciéon de tiosulfato de

sodio 0.02%, con agitacion constante, suave, a temperatura ambiente.
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4. Lavado. Se llevo a cabo con agua bidestilada, tres veces durante 5 min cada uno, con
agitacién constante, suave, a temperatura ambiente. Este lavado es critico, pues de
excederse el tiempo, el gel no se tifie y se tiene que volver a empezar en el paso 1.

5. Adicién de la solucion de plata. Se coloco el gel ya enjuagado, en una solucién de
AgNO; 0.2%, formaldehido 0.076%; durante 20 min, con agitacién constante, suave, a
temperatura ambiente.

6. Lavado. Se llevo a cabo con agua bidestilada, dos veces, cada uno durante 1 min,
con agitacion constante, suave, a temperatura ambiente.

7. Revelado. Después de enjuagar, se puso el gel en una solucion de Na,CO; 6%,
formaldehido 0.05%, tiosulfato de sodio 0.0004%, con agitacién constante, suave, a
temperatura ambiente, hasta que aparecieron las bandas. Se decanté la solucién reveladora
una vez que se obtuvo la intensidad deseada.

8. Terminacion del revelado. Se afnadio la solucién Stop consistente en metanol 50% y
acido acético 12%, manteniendo por 5 min, con agitacién constante, suave, a temperatura
ambiente.

9. Almacenamiento del gel. Se prepard una solucién de acido acético al 1% en la que se

guardo a 4°C. Antes se puede escanear y ya posteriormente, secar.

6.2.6. Deteccion de proteinas por réplica en Western

La réplica en Western comienza con la separacion de proteinas en el gel de poliacrilamida.
Una vez que se obtiene el gel, éste se trata con buffer de transferencia por 15 min.
Posteriormente se ensambla el cassette colocando una de esponja saturada en buffer de
transferencia y papel filtro empapado de buffer; encima del papel se coloca el gel sobre del
cual se coloca la membrana PVDF cortada del mismo tamafio que el gel, incluidas marcas de
referencia. Antes de colocar la membrana se sumerge ésta en metanol absoluto y
posteriormente en amortiguador de transferencia. Sobre la membrana se acomoda otro papel
filtro del mismo tamafo y se hace rodar un tubo de ensaye para liberar las burbujas
atrapadas entre la membrana y el gel y posteriormente se superpone otra esponja empapada
con buffer de transferencia. Sobre todo lo anterior se cierra la rejilla del cassette.

El cassette se coloca en la camara de electrotransferencia que esta llena con buffer de
transferencia, orientandola de tal manera que el gel esté de cara al catodo y la membrana de

cara al anodo.

43



Tabla 6. 7 Condiciones de réplicas en Western para los diferentes anticuerpos utilizados. ANTI-
ATPasa de H+ de MP, ANTI-Oxidasa Alterna mitocondrial, ANTI-Psb-A de cloroplasto y ANTI-V-
ATPasa de H+ de tonoplasto.

2° Anticuerpo y Procedimiento de

. Condiciones de ab revelado
Anticuerpo Bloqueo . X
BUIIES con fosfatasa con
alcalina quimioluminiscencia
ANTI-ATPasa de 2% sol Dil. 1:10 000 en sol. Dil. 1:1000 en 2% | Dil. 1:50 000 en 2% sol.
H+ bloqueadora TTBS en agitacion sol. Bloqueadora bloqueadora (Millipore)
(Membrana (Millipore) en suave a t. amb. por 1 h | (Millipore) en TTBS | en TTBS con agitacion
plasmatica) TTBS. Incubar en con agitacion suave a T. amb. por 1 h
agitacion suave a suave a T. amb.
T.amb. por 1 h por 1 h
ANTI-OXIDASA 5% sol. Dil. 1:1,000 en sol. Dil. 1:1000 en 2% | Dil. 1:20 000 en sol.
ALTERNA (AOX) bloqueadora bloqueadora (Millipore) | sol. Bloqueadora bloqueadora (Millipore)
(Membrana (Millipore) en buffer | al 2% en buffer TBS. (Millipore) en TTBS | al 2% o leche

mitocondrial interna)

TBS. Incubar en

Incubar sin agitacion a

con agitacion
suave a T. amb.

descremada al 2% en
buffer TTBS. Incubar

agitacion suave a | 4 °C por toda la noche

T.amb. por 1 h por1h en agitacion suave a T.
amb. por 1 h
ANTI-Psb-A 5% sol. Dil. 1:10,000 en sol. Dil. 1:1000 en 2%
bloqueadora bloqueadora (Millipore) | sol. Bloqueadora Dil. 1:20,000 en sol.
(Membrana (Millipore) en buffer | al 2% en buffer TTBS. | (Millipore) en TTBS | bloqueadora (Millipore)
tilacoidal) TTBS. Incubar en | Incubar sin agitacion a | con agitacion al 2% en buffer TTBS.

suave a T. amb.
por1h

4 °C por toda la noche Incubar en agitacion

suave a T. amb. por 1 h

agitacion suave a
T.amb. por 1 h

Dil. 1:1000 en 2%
sol. Bloqueadora
(Millipore) en TTBS
con agitacion
suave a T. amb.
por1h

ANTI-V-ATPasa 5% sol.
bloqueadora
(Millipore) en buffer
TTBS. Incubar en
agitacion suave a

T.amb. por 1 h

Dil. 1:2,000 en sol.
bloqueadora (Millipore)
al 2% en buffer TBS.
Incubar sin agitacion a
4 °C por toda la noche

Dil. 1:20,000 en sol.
bloqueadora (Millipore)
al 2% en buffer TTBS.
Incubar en agitacion
suave a T. amb. por 1 h

(Membrana de la
vacuola
(tonoplasto))

Para geles de 1 mm se utilizan 25 volts por 2 h 15 min. Para geles de 1.5 mm la
transferencia dura 3 h a 25 volts. Concluido el tiempo de transferencia, se separa la
membrana para colocarla en un recipiente con TTBS, colocando hacia arriba la cara que
estaba en contacto con el gel. Se lava dos veces con TTBS y una vez con TBS, todas
durante 5 min cada una y con agitacion rotatoria. Después del ultimo lavado, se remueve el
TBS y se anade la solucién bloqueadora durante 1 h con agitacion rotatoria y a temperatura
ambiente. Se remueve la solucidon bloqueadora y vuelven a realizarse los dos lavados de
TTBS y uno TBS. Se anade la solucion con el primer anticuerpo y se sigue las condiciones
dependiendo del anticuerpo (ver Tabla 6.2). Se remueve la solucion del primer anticuerpo y
se realiza nuevamente los dos lavados con TTBS y uno con TBS. Se afiade la solucion del
segundo anticuerpo siguiendo las condiciones del tipo de anticuerpo. Se realizan los lavados

con TTBS y con TBS nuevamente. Terminando el tercer lavado, la membrana es tratada
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mediante dos diferentes técnicas de revelado: por quimo-luminiscencia o por fosfatasa

alcalina.

6.2.7. Determinacion de Actividad de la ATPasa de H* de la membrana
plasmatica

Se realiz6 la misma metodologia empleada por Meza Bernal, 2008. La actividad de varias
enzimas marcadoras que hidrolizan ATP se midié por un método colorimétrico (Gonzalez
Romo et al. 1992).

Los inhibidores empleados en este ensayo son los siguientes: a) Ortovanadato de sodio
(NasVO,4) 200 mM, como inhibidor de la ATPasa de H* de la membrana plasmatica. b) Azida
de sodio (NaN3) 2 mM, como inhibidor de la ATPasa de la mitocondria. c) Nitrato de potasio
(KNO3) 50 mM, como inhibidor de la ATPasa del tonoplasto. d) Molibdato de amonio
(Na;MoO42H,0) 2 mM, como inhibidor de fosfatasas. Para le caso del inhibidor Naz;VO,, se
agrega directamente en cada tubo. Para el resto de los inhibidores, se prepara el medio de
hidrolisis total con los inhibidores.

Se prepararon 6 tubos con diferentes concentraciones de Pi (K, HPO4 1 mM), para elaborar
la curva estandar (Tabla Il) y se midieron las absorbencias después de 20 min de agregar el
reactivo E a una longitud de onda de 850 nm. Se elabora el grafico y se calculé la regresion
lineal para obtener la ecuacion de la recta, misma que nos ayudara a calcular la actividad de
hidrolisis de ATP en términos de nmoles de Pi liberado del ATP en presencia de los
diferentes inhibidores y por lo tanto a determinar la pureza de las diferentes preparaciones
membranales obtenidas (Sanchez-Nieto et al. 1997).

La reaccion comienza con la adicion de 5 pug de proteina membranal de las vesiculas de
membrana plasmatica a los tubos con Medio de Hidrdlisis y con la presencia o ausencia de
inhibidores. La mezcla de reaccién de 150 uL presentd la siguiente composiciéon (todo el
material utilizado en este ensayo fue lavado con un detergente libre de fosfatos, Extran y

tratado con acido sulfurico):

Sacarosa 250 mM, PIPES 20 mM ajustado a pH 6 con NaOH, ATP 10 mM ajustado a pH 6
con PIPES, MgCl, 10 mM, Brij 58 al 0.1 %y Carbonilcianida-m-clorofenilhidrazona (CCCP) 7
MM, partiéndose de las siguientes soluciones concentradas: PIPES 500 mM ajustado a pH 6
con NaOH, ATP 300 mM ajustado a pH 6 con PIPES, MgCl, 300 mM, Brij 58 al 15% y CCCP
1 mM en Etanol.

- Solucién BC: Consistié de la solucién B (Acido ascérbico al 12% en HCl 1 N) y la C
(Molibdato de amonio al 2% en HCI 1 N) en una relacion de 1:1 (v/v), se debe afadir la

solucion B a la C, la mezcla presenta un color ambar intenso.
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- Solucién E: Citrato de sodio al 2%, metaarsenito de sodio al 2% y acido acético al 2%.

Tabla 6. 8 Determinacion de Pi liberado a partir de la hidrélisis de ATP (Gonzalez-Romo et al.
1992) Composicién de las soluciones empleadas.

Curva patron

Tubo Pi nmol | H,O Muestra | Medio de | VO, SDS Reactivo | Reactivo
(uL) (uL) VMP Hidrolisis | (uL) 24% BC (uL) | E (ulL)
(uL) (uL) (uL)
1 0 150 - - -
2 10 140 - - -
3 20 130 - - - 150 300 450
4 40 110 - - -
5 60 90 - - -
Ensayo con muestra
1 - - 5 150 - -
2 - - 5 150 - -
3 - - 5 150 - -
4 - - 5 144 6 -
5 - - 5 144 6 - 300 450
6 - - 5 144 6 -
7 - - - 150 - 150
8 - - - 150 - 150
9 - - - 150 - 150

6.2.8. Actividad de la ATPasa de H" de la membrana plasmatica bajo diferentes
periodos de incubacién a 29°C.

Previo a la determinacién colorimétrica de la hidrdlisis de ATP de preparaciones de VMP,
se incuba la muestra a 29°C durante diferentes tiempos. Debido a que se busca determinar
exclusivamente la influencia de la actividad hidrolitica de la ATPasa de H" de la membrana
plasmatica, el medio de hidrdlisis contendra azida, molibdato y nitrato (N3/MoO,/NO3) que
inhiben el resto de las enzimas que hidrolizan el ATP que pueden estar presentes en las
preparaciones de VMP, tales como la ATPasa de H' mitocondrial, ATPasa de H" del
tonoplasto y fosfatasas.

El total de la preparacion de VMP que se utiliza (5 ug X cada tubo) se diluye en buffer de
lavado en un tubo de ensayo, llegando a una concentracion de 0.25 mg/ml de proteina, de tal
manera que se agreguen 5 ug en 20 ul por cada tubo. Una vez diluida la muestra se
mantiene en hielo. En otro tubo de ensayo se prepara la cantidad necesaria de medio de
hidrdlisis (150 ul x cada tubo) y se reparte en los tubos los cuales deben mantenerse en
hielo.

La incubacion inicia al colocar el tubo con la preparacion diluida, en un bano a 29°C. Cada
tiempo experimental determinado se toman 20 ul de la preparacion y se agregan a un tubo

con los 150 ul de medio de hidrdlisis y se vuelve a colocar en el bafio a 29°C. Después de
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20.5 min de hidrdlisis, la reaccion se detiene con SDS al 24% m/v. Una vez concluidos todos

los tiempos de incubacion y de hidrdlisis, se realiza la reaccion colorimétrica para la

deteccion de Pi liberado.

Tabla 6. 9 Ensayo de Hidrolisis de ATP con pre-incubacion de VMP a 29°C por diferentes

tiempos.
< x Tiempo de Hidrolisis, . Cantidad de
TUBO Incub_aclon 20°30” _Me’d_lo_ de proteina, 5ug
(min) s o Hidrolisis (ul)
(inicio-fin) (ul)
1 0 0'>20'30”
2 10 10'>30°30”
3 20 20'>40'30”
4 40 40'>60'30” 150 20
5 60 60’>80’30”
6 90 90'>110’30”
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7. RESULTADOS

7.1. Determinacién de la pureza de VMPs de Col-0, Atsbh1-1 y Atsbh1-2
por Réplica en Western.
A. Estandarizaciéon de condiciones para la deteccion por réplica en Western de diferentes
proteinas marcadoras de membranas.

En la primera etapa del proyecto se realizaron diferentes pruebas para estandarizar las
condiciones ideales de deteccion de las proteinas marcadoras de diferentes membranas
celulares a partir de su reconocimiento con anticuerpos especificos. Dentro de las
condiciones que se estandarizaron estuvieron el tipo de solucién bloqueadora (Figura 7.1), la
concentracion de diferentes anticuerpos (Figura 7.2), el tiempo de exposicién al segundo
anticuerpo y la forma de revelado, entre otras. La estandarizacion se realizé con fracciones
microsomales de frijol con el fin de no hacer aun uso en estas pruebas de las muestras de
las lineas experimentales de A. thaliana.

En la Figura 7.1 podemos observar una réplica en Western contra la ATPasa de H* de la
membrana plasmatica, la cual tiene una masa molecular de 100 kDa aproximadamente. El fin
de este experimento era determinar cual agente bloqueador daba mejores resultados en la
etapa de enmascaramiento de sitios de unién inespecifica para el primer anticuerpo: si una
solucion de leche desgrasada comercial o la solucion Bloquedora Millipore. En ambas
membranas de PVDF, se observé mas de una banda, sin embargo, la banda de interés es la
correspondiente a la de masa molecular de 100 kDa, la cual corresponde a la union
especifica del anticuerpo contra la ATPasa de H* de la membrana plasmatica. Se aprecia
que tanto para la membrana utilizando con leche desgrasada (Figura 7.1b) como para la
membrana utilizando Bloqueador Millipore (Figura 7.1c), la intensidad de la banda
correspondiente a la ATPasa de H" de la membrana plasmatica (marcada con una flecha)
fue definida, y se aprecia una banda mas intensa para la membrana con leche desgrasada
en comparacion con la membrana con Bloqueador Millipore. Por otro lado, observamos que
la membrana en la que se utilizdé la solucién Bloqueadora Millipore presentdé una mayor
cantidad de bandas inespecificas y con mayor intensidad que la membrana utilizando leche
desgrasada. Otra diferencia entre las membranas presentadas en la Figura 7.1., es la
diferencia de contraste entre las bandas de respuesta al anticuerpo y el fondo, donde la
membrana utilizando leche desgrasada presentd un mayor contraste que la membrana
utilizando solucion Bloqueadora Millipore, ayudando a una mejor observacion de los

resultados.
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Figura 7. 1. Réplica en Western de la fraccion microsomal (FM) de hojas de frijol. Una vez que
las proteinas separadas electroforéticamente fueron transferidas a las membranas de PVDF, se
sigui6 el procedimiento de réplica en Western. Se utilizé un anticuerpo contra la ATPasa de H*
como primer anticuerpo (1:4000, v:v) (masa molecular de aprox. 100 kDa). El revelado se llevo a
cabo por la reaccion de la fosfatasa alcalina conjugada al segundo anticuerpo (1:1000, v:v). a)
Gel control de cargado, gel de de acrilamida-SDS teinido por Azul de Coomassie, carril 1: 20 ug
de FM, carril 2: 40 ug de FM, carriles 3 y 6: estandares de peso molecular. b) Membrana
utilizando leche desgrasada como solucion bloqueadora, carril 4: 20 ug de FM, carril 5: 40 ug
de FM. c) Membrana utilizando solucién Bloqueadora Millipore, carril 6: 20ug de FM, carril 7: 40
ug de FM. En la Figura b y ¢ se senalan con flechas la banda correspondiente a la respuesta
especifica del anticuerpo utilizado (100 kDa).

Otros factores investigados fueron la concentracion del anticuerpo y el tipo de revelado. Los
anticuerpos utilizados fueron el anticuerpo contra la Oxidasa Alterna de membrana interna
mitocondrial y un anticuerpo contra la Subunidad E de ATPasa de H* de la membrana de la
vacuola (tonoplasto) (Figura 7.2). Las réplicas fueron reveladas con fosfatasa alcalina. Como
se puede observar en las Figuras 7.2b y 7.2c, los anticuerpos contra la Oxidasa Alterna y la
Subunidad-E de la ATPasa de H' de vacuola, presentaron varias bandas de diferentes
masas moleculares, sin embargo, la banda mas intensa deberia ser la que reconoce
especificamente el anticuerpo. En los casos de la Oxidasa Alterna y la Subunidad-E, la
banda mas intensa correspondié justamente a las de las masas moleculares respectivas: la
de la Oxidasa Alterna es de 35 kDa y la de la Subunidad-E de 29 kDa. En ambos casos, las
bandas se sefialan con una flecha. La membrana tratada con el anticuerpo contra la Oxidasa

alterna (Figura 7.2b), presenté una gran cantidad de bandas inespecificas a lo largo de la
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membrana en comparacion de la membrana tratada con el anticuerpo contra la Subunidad E
(Figura 7.2c), la cual presenta unicamente de 5 a 7 bandas inespecificas. Ambas membranas
presentaron un bajo contraste entre las bandas de respuesta al anticuerpo y el fondo,
especialmente la membrana tratado contra la Oxidasa Alterna. Debido a lo anterior, las
réplicas en Western posteriores tuvieron un tiempo de exposicién al segundo anticuerpo

menor, mejorando el contraste.

Figura 7. 2. Réplica en Western de la fraccion microsomal (FM) de hojas de frijol utilizando
anticuerpos contra la Oxidasa Alterna y la V-ATPasa Sub-E. Una vez que las proteinas
separadas electroforéticamente fueron transferidas a las membranas de PVDF, se sigui6 el
procedimiento de Western, utilizando un revelado por fosfatasa alcalina (1:1000, v:v). a) Gel
control de cargado, tefiido por Azul de Coomassie, carril 20 ug de FM; carril 3, 40 ug de FM,
carril 3 estandares de peso molecular. b) Membrana tratada con el anticuerpo contra Oxidasa
Alterna (35 kDa) como primer anticuerpo (1:1000, v:v), carril 4: 20 ug de FM, carril 5: 40 ug de
FM. ¢) Membrana tratada con el anticuerpo contra la V-ATPasa Sub-E (29kDa) como primer
anticuerpo, carril 6: 20 ug de FM, carril 7: 40 ug de FM. Las flechas sefialan la banda
correspondiente a la respuesta especifica del anticuerpo: 35 kDa para la Oxidasa Alterna y 29
kDa para la Sub-E.

Una vez estandarizadas las condiciones para la separacién electroforética de las proteinas
y para su transferencia en Western a partir de las fracciones membranales de hojas de frijol,
se prosiguid con las muestras experimentales, que consistieron en tres preparaciones
subcelulares de dos diferentes lineas de Arabidopsis thaliana, una silvestre y una mutante

(Atsbhl-1). Las tres preparaciones subcelulares fueron: homogenado (HOM), fracciones
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microsomales (FM) y vesiculas de membrana plasmatica (VMP). Con el fin de utilizar menos

muestra se utilizé la técnica de tincién de plata para tefir los geles control.

Figura 7. 3. Deteccion de Psb-A, proteina marcadora de la membrana tilacoidal por réplica en
Western en preparaciones subcelulares de lineas silvestre y mutante Atsbh1-1 de Arabidopsis
thaliana. Se hizo un fraccionamiento subcelular de hojas de plantas de las lineas silvestre y
Atsbhl-1, obteniéndose las fracciones de homogenado (HOM), fraccion microsomal (FM) y
vesiculas de membrana plasmatica (VMP) y separandose electroforéticamente en geles
desnaturalizantes. Las proteinas se transfirieron a tres membranas de PVDF que fueron
tratadas con tres diferentes diluciones del primer anticuerpo contra Psb-A. Se usé un
anticuerpo conjugado a fosfatasa alcalina (1:1000, v:v) como segundo anticuerpo para el
revelado. a) Gel control de cargado teiido por tincién de plata, carril 1: estandar de peso
molecular, carril 2: 5 ug de HOM linea silvestre, carril 3: 5 ug de FM linea silvestres, carril 4: 5
ug de VM linea silvestre, carril 5: 5 ug de HOM Atsbh1-1, carril 6: 5 ug de FM Atsbh1-1, carril 7:
5 ug VMP Atsbh1-1, VMP (5 ug). b) Dilucion Anti-Psb-A 1:1000, v:v, c) Dilucion Anti-Psb-A
1:5000, v:v, d) Dilucion Anti-Psb-A 1:10000, v:v. Para las réplicas b), c), d), la aplicacidon de las
muestras fue como sigue: carril 8: 20 ug de HOM linea silvestre, carril 9: 20 ug de FM linea
silvestre, carril 10: 20 ug de VMP linea silvestre, carril 11: 20 ug de HOM Atsbh1-1, carril 12: 20
ug de FM Atsbhl-1, carril 13: 20 ug de VMP Atsbhl-1. Las flechas indican la banda
correspondiente a la respuesta del anticuerpo contra la Psb-A (28 kDa).

Una de las condiciones que se estandarizaron para detectar las proteinas marcadoras de
membranas en las muestras de A. thaliana, fue la concentracion del 1er anticuerpo en el

proceso de Western. En la Figura 7.3 observamos el ensayo de réplicas en Western con su
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gel control, en el cual se muestran las tres diferentes concentraciones del anticuerpo anti
Psb-A de tilacoide, y que es una enzima marcadora de cloroplasto, por encontrarse
abundante y exclusivamente en este organelo.

Segun los resultados arrojados en este ensayo (Figura 7.3), el anticuerpo utilizado presenté
mas de una banda de reconocimiento con las tres concentraciones del anticuerpo utilizado,
sin embargo la banda mas intensa se presentd a una masa molecular de aproximadamente
28 kDa correspondiente a la masa molecular de la Psb-A, la cual se encuentra sefialada por
una flecha.

En las membranas con diferentes diluciones utilizadas para el primer anticuerpo (Figura
7.3b-d) se presentd el mismo patrén de bandeo de respuesta antigénica al anticuerpo para
las diferentes fracciones subcelulares utilizadas. Para la membrana con una diluciéon de
1:1000, v:v (Figura 7.3b) se presentd6 una membrana muy oscura en comparacion a las
membranas con una dilucion del anticuerpo de 1:5000, v:v y de 1:10000, v:v. La intensidad
de la banda de interés, a la distancia de 28 kDa aproximadamente, fue nitida y con un buen
contraste en el fondo en la membrana con la solucién del anticuerpo mas diluida (Figura
7.3d), en comparacién con las membranas con la solucion mas concentrada del anticuerpo
(Figura 7.3b y c). Por otro lado, se presentaron diferencias entre las muestras de la linea
silvestre en comparacion con la linea mutante, por ejemplo, se observa en las tres
membranas (Figura 7.3b-d) que el carril correspondiente a la fraccién de homogenado de
Atsbh1-1, la banda de Psb-A presentd una mayor intensidad que el carril de homogenado de
la linea silvestre; asi mismo, en la Figura 7.3d, se observa una intensidad baja para la banda
de Psb-A en los carriles correspondientes a fraccion microsomal y VMP de Atsbhl-1 en
comparacion con las fracciones correspondientes en la linea silvestre.

Tanto para la linea silvestre como para la linea mutante, se presentaron diferencias en la
intensidad de la banda de Psb-A entre los carriles de homogenado, fraccién microsomal y
VMP (Figura 7.3c y d). Para la linea silvestre se presenté una mayor intensidad en la banda
de Psb-A para el carril correspondiente a la fraccidn microsomal en comparacion al carril de
homogenado y VMP; la menor intensidad de la banda se presento6 para el carril de VMP, en
comparacion al resto de las fracciones subcelulares. En el caso de la linea mutante, la banda
con mayor intensidad correspondié al homogenado, mientras que el carril de VMP, al igual

que en la linea silvestre, presentd la menor intensidad de banda de reconocimiento de Psb-A
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B. Determinacion de la pureza de las muestras de VMP de plantas silvestres y mutantes
Atsbhl-1.

Una vez estandarizadas las condiciones del procedimiento en Western, se realizaron
inmunorréplicas con el fin de determinar la pureza de las vesiculas de membrana plasmatica
(VMP) de las lineas silvestre y mutante. Este procedimiento se basa en la deteccion
especifica de enzimas marcadoras de diferentes membranas celulares que pueden estar
contaminando la fraccién purificada de VMP. Estas enzimas fueron reconocidas por
anticuerpos especificos de la manera siguiente: la Oxidasa Alterna es una enzima marcadora
de membrana mitocondrial, la Sub-E de la ATPasa de H" de tonoplasto es una enzima
marcadora de la membrana de la vacuola, la Psb-A es una enzima marcadora de la
membrana tilacoidal del cloroplasto, y finalmente, la ATPasa de H® de la membrana
plasmatica es una enzima marcadora de esa membrana. La pureza de las VMP se determiné
por la presencia relativa de la enzima marcadora de la membrana plasmatica con respecto a
la del resto de las enzimas marcadoras en las preparaciones. Se esperaria que en las
fracciones de homogenado y las microsomales, las enzimas marcadoras de endomembranas
presentaran mayor intensidad con respecto a la fraccion de VMP. Los resultados se
muestran en las Figuras 7.4-7.6.

En la Figura 7.4 se muestran las réplicas realizadas con los anticuerpos contra la proteina
Psb-A y contra la Oxidasa Alterna. En el gel control (Figura 7.4a) se observa que las
preparaciones de homogenado para las lineas silvestre y mutante, presentaron un patrén de
bandeo similares entre si, indicando una aplicacion equivalente de proteina total en todos los
carriles que se compararon. Lo mismo ocurrié con las fracciones microsomales y las
vesiculas de membrana plasmatica.

Al realizar la réplica en Western contra la proteina marcadora de cloroplasto Psb-A
(Figura 7.4b), con peso aproximado de 28-30 kDa y que se indica con una flecha en la
imagen, se observé que el anticuerpo contra la Psb-A reaccioné con mas de una proteina en
la membrana de PVDF, presentado tres grupos de bandas intensas: a la distancia de 55
kDa, a la distancia de 30 kDa y a la distancia de 20 kDa. Las bandas mas intensas son las
de la proteina con una masa aproximada de 30 kDa, la cual corresponde a la Psb-A.

La intensidad de la banda correspondiente a esta proteina marcadora cambi6 segun la
fraccion subcelular: en el caso de los carriles de la fraccion de homogenado, tanto en la linea
silvestre como en la mutante se presentd una mayor intensidad que las de las fracciones
microsomales y las VMP. Las bandas de reconocimiento de los carriles de VMP tanto
mutantes como silvestres presentaron una baja intensidad, en comparacion con la fraccién
microsomal y de homogenado. La fraccion de homogenado de la linea mutante presentd una

mayor intensidad, que la fraccidon analoga de la linea silvestre.
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Figura 7. 4 Deteccién de Psb-A, proteina marcadora de la membrana tilacoidal y Oxidasa
Alterna, proteina marcadora de la membrana interna mitocondrial, por réplica en Western en
preparaciones subcelulares de lineas silvestre y mutante Atsbh1-1 de Arabidopsis thaliana. Se
hizo un fraccionamiento subcelular de hojas de plantas de las lineas silvestre y mutante
Atsbh1-1, obteniéndose las fracciones de homogenado (HOM), fraccion microsomal (FM) y
vesiculas de membrana plasmatica (VMP) y separandose electroforéticamente en geles
desnaturalizantes. Las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF que fue tratada con
dos diferentes primeros anticuerpos Anti-Psb-A (b) y Anti-Oxidasa Alterna (c). Se usé un
anticuerpo conjugado a fosfatasa alcalina (1:1000, v:v) como segundo anticuerpo para el
revelado. a) Gel control de cargado tehido por tincién de plata, carril 1: estdndar de peso
molecular, carril 2: 5 ug de HOM linea silvestre, carril 3: 5 ug de FM linea silvestre, carril 4: 5 ug
de VM linea silvestre, carril 5: 5 ug de HOM Atsbh1-1, carril 6: 5 ug de FM Atsbh1-1, carril 7: 5
ug VMP Atsbhl-1. b) Anti-Psb-A 1:1000, v:v. c) Anti-Oxidasa Alterna 1:1000, v:v, carril 1:
estandar de peso molecular, carril 2: 20 ug de HOM linea silvestre, carril 3: 20 ug de FM linea
silvestre, carril 4: 20 ug de VMP linea silvestre, carril 5: 20 ug de HOM Atsbh1-1, carril 6: 20 ug
de FM Atsbh1-1, carril 7: 20 ug de VMP Atsbh1-1. Las flechas indican la banda correspondiente
a la respuesta del anticuerpo contra la Psb-A (28 kDa) en b y contra la Oxidasa Alterna (35 kDa)
en c.

La réplica en Western contra la proteina marcadora de membrana interna mitocondrial
Oxidasa Alterna se muestra en la Figura 7.4c. El anticuerpo utilizado anti-Oxidasa Alterna
presentd una alta especificidad al presentar una banda intensa de reconocimiento a la

distancia de 35 kDa, correspondiente a la masa molecular de la Oxidasa Alterna y que se
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sefala con una flecha, sin embargo el anticuerpo también presenté reactividad, aunque muy
baja, contra un grupo de proteinas en la regién de los 75 kDa. La intensidad de la banda
correspondiente a la Oxidasa Alterna, cambié con respecto a la fraccion subcelular; la banda
mas intensa para ambas linea de A .thaliana correspondié a los carriles de fraccion
microsomal, mientras que la banda menos intensa para ambas lineas correspondié a los
carriles de VMP. Por otro lado, también se presentaron diferencias entre la linea silvestre y la
linea mutante: la baja intensidad del carril con VMP con respecto a la fraccion microsomal y
homogenado fue mas notoria en la linea mutante que en la linea silvestre, y la mayor
intensidad de la fraccion microsomal fue también mas notoria en la linea mutante.

En la Figura 7.5 se observan réplicas en Western aplicadas contra la proteina marcadora
de vacuola, la Subunidad-E de la ATPasa de H' del tonoplasto, y contra la proteina
marcadora de cloroplasto Psb-A. El gel control presentd intensidades similares en el patrén
de bandeo de las diferentes fracciones subcelulares de las lineas silvestre y Atsbhl-1, sin
embargo, observamos una mayor intensidad en el carril las proteinas de las VMP de las
plantas silvestres al compararlo contra el de VMP de Atsbh1-1. Si bien la intensidad de las
proteinas en los carriles de la misma linea es similar (Figura 7.5). En la Figura 7.5b se
presenta la réplica en Western contra la Subunidad-E, en la que se utilizé una concentracion
de 1:2000, v:v del anticuerpo y fue revelado por quimioluminiscencia. Se puede observar,
que a la distancia de migracién correspondiente a una proteina con una masa molecular de
29 kDa aproximadamente, se presentd una banda reactiva al anticuerpo en todos los carriles
y correspondiente a la masa molecular de la Subunidad-E. Los carriles 9 y 12, conteniendo
las proteinas de la fraccion microsomal de cada linea, presentaron una mayor intensidad que
el resto de las fracciones subcelulares. La banda de reconocimiento a la Sub-E en la
fraccién del homogenado de ambas lineas fue menos intensa en comparacion con la fraccion
microsomal y las VMP. La intensidad de la banda en el carril VMP de la linea mutante fue un
poco menor que la de la silvestre, lo cual podria atribuirse a las intensidades observadas en
el gel con las proteinas separadas y que es un gel paralelo que refleja la misma distribucion
y cantidad de proteinas cargadas en cada carril.

En la Figura 7.5c se presenta una inmunorréplica contra Psb-A, pero revelada por un
ensayo que produce quimioluminiscencia, en donde la banda de interés reactiva al
anticuerpo se indica con una flecha correspondiente a una distancia en la que migra el
estandar de peso molecular de 30 kDa aproximadamente. La intensidad y tamafo de la
banda de reconocimiento a la Psb-A para la fraccion de homogenado de ambas lineas fue
muy notoria, si bien la banda en la fraccién microsomal para la linea mutante fue mas intensa
que la correspondiente a la linea silvestre. Las bandas de reconocimiento a la Psb-A en los

carriles de VMP de ambas lineas no presentaron diferencia de intensidad entre si. Se
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observé que en los carriles de las VMP de ambas lineas de A. thaliana, la intensidad de la
banda fue menor con respecto al resto de las fracciones subcelulares; por otro lado, para la
linea silvestre se presenté una mayor intensidad para la fraccion de homogenado con
respecto a la fraccién microsomal, mientras que en la linea mutante la mayor intensidad la

presento la fraccion microsomal con respecto al homogenado.

Figura 7. 5. Deteccion de la Sub-E de la ATPasa de H* de tonoplasto, proteina marcadora de
vacuola, y deteccion de la Psb-A, proteina marcadora de la membrana tilacoidal, por réplica en
Western en preparaciones subcelulares de lineas silvestre y mutante Atsbh1-1 de Arabidopsis
thaliana. Se hizo un fraccionamiento subcelular de hojas de plantas de las lineas silvestre y
Atsbh1-1, obteniéndose las fracciones de homogenado (HOM), fraccion microsomal (FM) y
vesiculas de membrana plasmatica (VMP) y separandose electroforéticamente en geles
desnaturalizantes. Las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF que fue tratada con
dos diferentes primeros anticuerpos Anti-Subunidad E (b) y Anti-Psb-A(c). Se usé un
anticuerpo conjugado a peroxidasa (1:1000, v:v) como segundo anticuerpo para el revelado por
quimioluminiscencia. a) Gel control de cargado tefiido por tinciéon de plata, carril 4: estandar de
peso molecular, carril 1: 5 ug de HOM linea silvestre, carril 2: 5 ug de FM linea silvestre, carril 3:
5 ug de VM linea silvestre, carril 5: 5 ug de HOM Atsbh1-1, carril 6: 5 ug de FM Atsbh1-1, carril
7: 5 ug VMP Atsbh1-1, VMP (5 ug). b) Anti-Sub-E 1:2000, v:v, c) Anti-Psb-A 1:1000, v:v. carril 1:
estandar de peso molecular, carril 2: 20 ug de HOM linea silvestre, carril 3: 20 ug de FM linea
silvestre, carril 4: 20 ug de VMP linea silvestre, carril 5: 20 ug de HOM Atsbh1-1, carril 6: 20 ug
de FM Atsbh1-1, carril 7: 20 ug de VMP Atsbh1-1. Las flechas indican la banda correspondiente
a la respuesta del anticuerpo contra la Sub-E (29 kDa) en b y contra la Psb-A (28 kDa) en c.
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Figura 7. 6. Detecciéon de la ATPasa de H* de membrana plasmatica, proteina marcadora de
membrana plasmatica, por réplica en Western en preparaciones subcelulares de lineas
silvestre y mutante Atsbhl1-1 de Arabidopsis thaliana. Se hizo un fraccionamiento subcelular de
hojas de plantas de las lineas silvestre y Atsbhl-1 obteniéndose las fracciones de
homogenado (HOM), fraccion microsomal (FM) y vesiculas de membrana plasmatica (VMP) y
separandose electroforéticamente en geles desnaturalizantes. Las proteinas se transfirieron a
una membrana de PVDF que fue tratada con el primer anticuerpo Anti-ATPasa de H* de la
membrana plasmatica. Se usé un anticuerpo conjugado a la fosfatasa alcalina (1:1000, v:v)
como segundo anticuerpo (b) y peroxidasa (1:1000, v:v) como segundo anticuerpo (c) para el
revelado por quimioluminiscencia. a) Gel control de cargado teiiido por tincién de plata, carril
7: estandar de peso molecular, carril 1: 5 ug de HOM linea silvestre, carril 2: 5 ug de FM linea
silvestre, carril 3: 5 ug de VMP linea silvestre, carril 4: 5 ug de HOM Atsbh1-1, carril 5: 5 ug de
FM Atsbhi-1, carril 6: 5 ug VMP Atsbhi-1. b) Anti-ATPasa de H* 1:10000, v:v, revelado por
fosfatasa alcalina, c) Anti-ATPasa de H* 1:10000, v:v, revelado por quimioluminiscencia, carril
1: estandar de peso molecular, carril 2: 10 ug de HOM linea silvestre, carril 3: 10 ug de FM linea
silvestre, carril 4: 10 ug de VMP linea silvestre, carril 5: 10 ug de HOM Atsbh1-1, carril 6: 10 ug
de FM Atsbh1-1, carril 7: 10 ug de VMP Atsbh1-1. Las flechas indican la banda correspondiente
a la respuesta del anticuerpo contra la ATPasa de H* de la membrana plasmatica (100 kDa).

En la Figura 7.6 observamos la réplica en Western para la ATPasa de H* de la membrana
plasmatica. El gel control de cargado presentd una intensidad de tincién similar para todos
los carriles y patrones de bandeo similares para cada tipo de fraccién subcelular. Las Figuras
7.6b y 7.6¢ presentan la misma membrana de PVDF, sin embargo, la de la 7.6b fue revelada

por la reaccion con fosfatasa alcalina, y la de la 7.6¢ fue revelada por quimioluminiscencia.
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Tanto en la Figura 7.6b como en la 7.6¢, observamos una banda a la distancia de 100 kDa,
sefialada por una flecha correspondiente a la masa molecular de la ATPasa de H' de la
membrana plasmatica. Sin embargo, se presentaron bandas reactivas al anticuerpo con
pesos mayores y cercanos a esta masa molecular. En los carriles correspondientes a las
preparaciones de fracciones de homogenado de ambas lineas (carriles 8 y 11), no se
presentd ninguna banda; para los carriles 9 y 12, de fracciones microsomales, se alcanzaron
a tefiir bandas a la distancia del estandar de masa molecular de 100 kDa, pero con una
intensidad mucho menor a las presentes en los carriles 10 y 13. En los carriles 10 y 13,
correspondientes a las VMP silvestres y Atsbhl-1, respectivamente, se observé una banda
intensa a la distancia de la referencia de 100 kDa.

Agrupando todas las bandas reactivas a los diferentes anticuerpos (Figura 7.7),
observamos que las réplicas realizadas contra las enzimas marcadoras de las membranas
mitocondrial (Oxidasa Alterna), del cloroplasto (Psb-A) y de la vacuola (Sub-E), presentaron
una menor intensidad en los carriles correspondientes a las VMP de cada linea con respecto
a los carriles de las fracciones de homogenado y las fracciones microsomales. Por otro lado
en las membranas que se expusieron a la reaccion del anticuerpo contra la ATPasa de H' de
la membrana plasmatica, fueron precisamente los carriles de VMP los que presentaron
mayor intensidad en la banda en comparacion con las fracciones microsomales y

homogenado para ambas lineas.

Figura 7. 7 Réplicas en Western con anticuerpos contra diferentes proteinas marcadoras.
ATPasa de H*, Oxidasa Alterna, Sub-E, Psb-A. Se presentan las bandas sefaladas de la Figura
7.6 (ATPasa de H"), Figura 7.5 (Sub-E) y Figura 7.4 (Oxidasa Alterna y Psb-A).
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7.2. Determinacién de la hidrélisis de ATP de VMP de plantas del genotipo

silvestre, y de las lineas mutantes Atsbh1-1 y Atsbh1-2.

Se realizaron varios ensayos de hidrolisis de ATP con preparaciones de VMP tanto
obtenidas por Meza Bernal (2008) en el afo 2008 y mantenidas a -70 °C, como en
preparaciones frescas obtenidas en mayo de 2010 y agosto de 2010. Estas preparaciones
fueron tanto de plantas con el genotipo silvestre como de la linea mutante Atsbhl-1. Por

primera vez, se obtuvieron también preparaciones membranales de la linea Atsbhl1-2.

A. Resultados con las preparaciones obtenidas por Meza Bernal en 2008.

En un inicio se determino la actividad de ATPasa de H* en preparaciones obtenidas por
Meza Bernal en el afio 2008 y mantenidas a -70°C (Tabla 7.1). El porciento de inhibicion por
VO, para ambas lineas resulté mayor al 50%, lo cual representa que mas de la mitad de la
hidrolisis de ATP total encontrada estaba siendo ejecutada por la ATPasa de H' de la

membrana plasmatica.

Tabla 7. 1 Hidrélisis de ATP de VMP de hojas de linea silvestre y mutante Atsbhl-1 en
presencia y ausencia de VO,. La actividad de ATPasa se llevé a cabo con 5 ug de proteina
membranal. Se determiné la liberaciéon de Pi mediante un método colorimétrico. Se presentan
los valores promedio * DE de dos réplicas provenientes de una preparacion membranal
independiente para la linea silvestre y dos réplicas provenientes de dos preparaciones
membranales independientes para la linea mutante.

Hidrolisis Hidrélisis con VO % Actividad
Muestra Total (nmol (nmol Pilmg/min) 4 | Inhibicién Sensible a VO, (nmol
Pi/mg/min) 9 VO, Pi/mg/min)
Col0 177.32 72.99 58.83 104.32
148.02 52.64 64.44 95.38
Promedio 162.67 62.82 61.64+ 3.96 99.85+ 6.32
189.12 70.88 62.52 118.25
204.20 99.90 51.08 104.30
Atsbhi-1 181.13 90.46 50.06 90.67
217.87 96.19 55.85 121.69
Promedio 2 | 198.08 + 16.30 89.36 + 12.91 54.88+5.69 108.72+14.19

Segun los resultados de Meza Bernal obtenidos con las preparaciones frescas, la actividad
sensible a vanadato de la linea Atsbhl-1 era 75 % menor con respecto a la de la linea
silvestre. Cuando se determiné la hidrélisis de ATP en las mismas preparaciones
membranales despuésde haber estado congeladas un largo tiempo, se obtuvieron en el

presente trabajo los resultados de la Tabla 7.1 y Grafica 7.1. Como se puede observar, no se
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encontraron diferencias significativas entre de la actividad de hidrdlisis de ATP sensible a

VO, de la linea silvestre y la de la mutante Atsbh1-1.

Grafica 7. 1 Actividad hidrolitica de ATP sensible a vanadato de las VMP de la linea silvestre
(Col-0) y de la mutante (Atsbh1-1). Se utilizaron las muestras obtenidas por Meza Bernal en
2008. La grafica muestra los valores de la actividad sensible a vanadato indicados en la Tabla
71.

B. Resultados obtenidos con preparaciones recientes de A. thaliana lineas silvestre y
mutantes Atsbh1-1 y Atsbhl-2.

En vista de los resultados anteriores, se pensd que estas preparaciones estaban ya

deterioradas, y dado que se habia conseguido cosechar suficientes plantas tanto silvestres
como de las lineas mutantes Atsbhl-1 y Atsbhl-2, a partir de ellas se obtuvieron nuevas
preparaciones de VMP.

Con el fin de tener un niumero de muestras representativas, se obtuvieron de dos a tres
preparaciones independientes para cada linea de A. thaliana y en cada una de ellas se midi6
la hidrolisis de ATP de 4 a 7 réplicas. Los resultados se muestran en las Tablas 7.2-7.4.

Para la linea Col-0 se presentd una actividad total de 108.5 nmolPi/min/mg, la actividad
sensible a VO,, promedio fue de 48.15 nmolPi/mg/min en las dos preparaciones. Por otro
lado, el porciento de inhibicién por VO, para las dos nuevas preparaciones de VMP de la
linea silvestre fue en promedio de 48.75% (Tabla 7.2).

Para las nuevas preparaciones de la linea Atsbhl-1, se obtuvo una actividad total de
175.26 nmolPi/min/mg, una actividad sensible a VO, de 110.14 nmolPi/mg/min y un porciento

de inhibicion de 61.90 (Tabla 7.3). Con las preparaciones de la linea Atsbh1-2, se obtuvo una
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actividad total de 250.53 nmolPi/min/mg, una actividad sensible a VO, de 170.37
nmolPi/mg/min y un porciento de inhibicion de 69.46 (Tabla 7.4).

Tabla 7. 2 Hidrodlisis de ATP de VMP de hojas de linea silvestre (Col-0) en presencia y ausencia
de VO,. La actividad de ATPasa se llevé a cabo con 5 ug de proteina membranal. Se determiné
la liberacion de Pi mediante un método colorimétrico. Se presentan los valores obtenidos en
cada experimento junto con el promedio y el valor del error estandar (EE) de siete réplicas

obtenidas a partir de tres preparaciones membranales independientes.

Actividad Total

Actividad Sensible a VO,

SelRy (nmolPi/min/mg) (nmolPi/min/mg) 2 IS [l ek
Actividad 81.84 48.60 59.39
Especifica 71.22 36.22 50.86

69.48 41.03 59.06

129.46 54.95 42.45

133.71 54.40 40.68

180.21 56.46 31.33

66.88 45.42 68.13

Promedio + EE 108.49+ 17.62 48.15 + 2.91 48.75 +5.06

Tabla 7. 3 Hidrdlisis de ATP de VMP de hojas de linea Atsbh1-1 en presencia y ausencia de VO,.
La actividad de ATPasa se llevé a cabo con 5 ug de proteina membranal. Se determiné la
liberaciéon de Pi mediante un método colorimétrico. Se presentan los valores obtenidos en cada
experimento junto con el promedio y el valor del error estandar (EE) de las seis replicas
obtenidas a partir de tres preparaciones membranales independientes.

Actividad Total Actividad Sensible a Y

AlolmAl (nmolPi/min/mg) VO, (nmolPi/min/mg) o T S A0k
Actividad 201.60 114.27 56.68
Especifica 181.77 105.30 57.93
153.46 109.62 71.43

151.97 109.09 71.79

189.12 118.26 62.52

173.66 104.30 51.08

Promedio + EE 175.26 + 8.06 110.14 + 2.17 61.90 + 3.41

Tabla 7. 4 Hidrélisis de ATP de VMP de hojas de linea Atsbh1-2 en presencia y ausencia de VO,.
La actividad de ATPasa se llevé a cabo con 5 ug de proteina membranal. Se determiné la
liberacion de Pi mediante un método colorimétrico. Se presentan los valores obtenidos en cada
experimento junto con el promedio y el valor del error estandar (EE) de cuatro réplicas de dos
preparaciones membranales independientes.

Atsbh1-2 Actividad Total Actividad Sensible a VO, % Inhibicion por
(nmol Pi/min/mg) (nmol Pi/min/mg) VO,
Actividad 239.38 146.70 61.28
Especifica 162.94 123.38 75.72
364.94 226.14 61.97
234.86 185.24 78.87
Promedio + EE 250.53 + 41.96 170.37 + 22.55 69.46 + 4.57
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Tabla 7. 5 Resumen de los valores de Hidrélisis de ATP de las VMP de hojas de las lineas
Col-0, Atsbh1-1 y Atsbh1-2 obtenidas recientemente. Se presentan los valores promedio + EE
de los datos en tablas 7.2-7.4.

Linea de A. Actividad Total Actividad Sensible a % Inhibicion por
thaliana (nmol Pi/min/mg) VO, (nmol Pi/min/mg) VO,
Silvestre 108.49+ 17.62 48.15 + 2.91 48.75 + 5.06
Atsbhl-1 175.26 + 8.06 110.14 + 2.17 61.904 + 3.41
Atsbh1-2 250.53 + 41.96 170.37 + 22.55 69.46 + 4.57

Con el fin de facilitar la comparacion de los valores de la hidrélisis de ATP en las
diferentes preparaciones de VMP obtenidas recientemente se construyé la Tabla 7.5 a partir
de los datos presentados en las Tablas 7.2-7.4. Estos mismos valores se presentan en las
Gréficas 7.2-7 4.

Grafica 7. 2 Actividad Total de las VMP de A. thaliana, silvestre y de las mutantes Atsbhl-1y
Atsbh1-2. Se obtuvieron preparaciones de VMP de plantas recientemente cosechadas. Se
determiné la hidrélisis de ATP para cada una de ellas midiendo el Pi liberado de la reaccién. Se
presentan los datos de la actividad sensible a VO, referidos en las Tablas 7.2-7.4. Las
diferencias significativas se indican por las letras a, b y ¢, segun el analisis de varianza por el
método de Bonferroni a=0.05.

En la Grafica 7.2 se comparan las actividades totales de las tres preparaciones frescas
de VMP de las lineas de A. thaliana (Tablas 7.2-7.4). Se observa que la linea silvestre
presentd un valor menor de Actividad Total que las lineas mutantes Atsbhl-1 y Atsbhl-2,
mientras que la mutante Atsbhl-2 tiene una Actividad Total mayor que la mutante Atsbh1-1.

Al realizar un analisis de varianza por el método estadistico de Bonferroni, se determinaron
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diferencias significativas de actividad total entre todas las lineas de A. thaliana, la linea
silvestre y ambas mutantes (Atsbh1-1y Atsbh1-2).

En la Grafica 7.3 observamos la comparacion del % de Inhibicién de la hidrélisis de ATP
producida por la adicion de VO, para las tres preparaciones de A. thaliana, en las cuales se
observa que la linea silvestre Col-0 presenta un % de Inhibicion menor (48.7%) a las lineas
mutantes Atsbhl-1 y Atsbhl-2 (61.9% y 69.5%, respectivamente). Segun el analisis de
varianza realizado, el porcentaje de inhibicion de la hidrélisis de ATP por vanadato en la
linea silvestre y en la mutante Atsbhl-1, no presento diferencias significativas, mientras que
el de la linea silvestre y la linea mutante Atsbh1-2 si presentd una diferencia significativa, y
entre ambas lineas mutantes Atsbhl-1 y Atsbhl-2 el porcentaje de inhibiciéon de la hidrélisis

de ATP por vanadato no presenté diferencias significativas entre si.

Grafica 7. 3 Porciento de inhibicién por presencia de VO,. Se determiné la hidrélisis de ATP
para cada una de ellas midiendo el Pi liberado de la reaccion. El porcentaje corresponde a la
cantidad de nmol Pi/mg/min inhibidos por VO, con respecto a la Actividad Total. Se presentan
los datos de la actividad sensible a VO, referidos en las Tablas 7.2-7.4. Las diferencias
significativas se indican por las letras a y b, segun el analisis de varianza por el método de
Bonferroni a=0.05.
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Grafica 7. 4 Actividad Sensible a VO, de las VMP de A. thaliana, silvestre y de las mutantes
Atsbhl-1 y Atsbhl-2. Se obtuvieron preparaciones de VMP de plantas recientemente
cosechadas. Se determiné la hidrélisis de ATP para cada una de ellas midiendo el Pi liberado
de la reaccidn. Se presentan los datos de la actividad sensible a VO, referidos en las Tablas
7.2-7.4. Las diferencias significativas se indican por las letras a, b y ¢, segun el anadlisis de
varianza por el método de Bonferroni a=0.05.

En la Grafica 7.4 se comparan las actividades sensibles a vanadato de las nuevas
preparaciones de las tres las lineas de A. thaliana utilizadas (Tablas 7.2-7.4). Se observa
que la actividad de la linea silvestre fue menor en comparacion a la de las lineas mutante
(Atsbhl1-1 y Atsbh1-2), dentro de las cuales la linea Atsbh1-2 present6 una actividad sensible
a VO, mayor que la linea Atsbhl-1. Al realizar un analisis de varianza por el método
estadistico de Bonferroni, se determinaron diferencias significativas entre todas las linea de

A. thaliana.

7.3. Determinacion de la actividad de la ATPasa de H* de las VMP de
A. thaliana de las lineas silvestre y mutante Atsbh1-1 expuestas a
diferentes tiempos de incubacion.

Con el fin de determinar si existia algun efecto del grado de hidroxilacion de los
esfingolipidos complejos y la estabilidad a altas temperaturas por parte de la enzima ATPasa
de H' de la membrana plasmatica, se realizaron ensayos de hidrolisis de ATP con diferentes
tiempos de pre-incubacion a 29°C con preparaciones de VMP de la linea silvestre Col-0 y la
linea mutante Atsbh1-1.

En la Tabla 7.6 y la Grafica 7.5, se presentan las actividades insensibles a N3/MoO4,/NO;

(nmolPi/mg/min) obtenidas tras diferentes tiempos de incubacion para la linea Col-0 y la linea
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Atsbhi1-1. Dicha actividad es representativa de la actividad de la ATPasa de H* de la
membrana plasmatica, ya que los inhibidores presentes inhiben el resto de las posibles
enzimas y contaminantes que hidrolizan el ATP (ATPasa de H* mitocondrial, V-ATPasa de

H* de tonoplasto y fosfatasas).

Tabla 7. 6 Hidrdlisis de ATP de VMP de hojas de Col-0 y Atsbh1-1 en presencia de N;/MoO,/NO;
(nmolPi/mg/min) (Actividad insensible a de N;/MoO4,/NO;). Se presentan los valores promedio
con DS de tres repeticiones de una preparacion independiente para cada una de las lineas
silvestre Col-0 y mutante Atsbh1-1. Para el tiempo de incubacion de 120 min se realizé una sola
determinacion, por lo que no se presenta DS.

Pre-incubacion Col-0 Atsbh1-1

(min) (nmol Pi/min/mg) (nmol Pi/min/mg)
0 50.910 +13.745 74.085 +1.613
10 49.829 + 11.522 71.429 +4.019
20 53.240 +1.340 52.646 +4.323
30 47.556 + 2.947 49.072 +8.306
40 44.903 +2.947 53.619 + 0.268
60 36.946 +4.019 25.249 +1.804
90 21.257 + 3.621 13.288 + 3.278
120 18.369 6.897

En la Grafica 7.5 se presenta una curva de actividad de ATPasa de H* de MP con
respecto al tiempo de incubacién a 29°C, en la cual observamos que la linea silvestre
presentd valores constantes hasta los 40 min de incubacién (alrededor de 50
nmolPi/min/mg), después de los 60 min presentd una disminucion de la actividad (36
nmolPi/min/mg), la cual volvi6 a disminuir tras 90 min y se mantuvo aparentemente
constante hasta los 120 min de incubacion (alrededor de 20 nmolPi/min/mg). Sin embargo,
los valores de los dos primeros tiempos de incubacion presentaron altos valores de
desviacion estandar, por lo que no podemos afirmar si la actividad presenta cambios
durante los primeros minutos de incubacion.

En cuanto a la linea mutante Atsbhl-1, al igual que la linea silvestre, volvié a presentar
una tendencia de disminucién de la actividad con respecto al tiempo; observamos que
presenta una primera disminucién tras los 20 min de incubacién, la cual se mantuvo de los
20 min a los 40 min en valores cercanos a 50 nmolPi/min/mg. Tras los 60 min de incubacion
la actividad volvié a disminuir hasta llegar a su punto mas bajo (6.9 nmolPi/min/mg) después

de los 120 min.
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Grafica 7. 5 Actividad de ATPasa de H* de MP de las VMP de A. thaliana silvestre y mutante
Atsbh1-1. Se determiné la hidrolisis de ATP en presencia de N3/MoO4,/NO; con datos referidos a
la Tabla 7.6. Para los valores correspondientes a 120 min de Incubacion se realizé una sola
determinacioén, por lo que no presenta DS.

También se realizé una grafica de porciento de actividad tomando el tiempo de 0 min de
incubacién como el 100% de la actividad para cada experimento, de tal manera que
podriamos observar la tendencia de la actividad en cada linea de A. thaliana tras la pre-
incubacion, pero tomando en cuenta su propio nivel inicial de actividad. Estos resultados se
presentan en la Gréfica 7.6, en la cual podemos observar que solo a los 10, 60 y 120 min de
pre-incubacion se presentd una ligera disminucion de la actividad en la linea mutante con
respecto a la control, sin embargo, el resultado de 120 min no presenta DS ya que se realizé
en un solo ensayo. En general, podemos decir que las lineas de A. thaliana presentan
diferencias pequefias y unicamente a 10 min y 60 min de pre-incubacion. El resto de los

puntos de las curvas de las dos lineas no presenta diferencias
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Grafica 7. 6 Porcentaje de disminucion de la Actividad de la ATPasa de H* de MP con respecto
al tiempo de pre-incubacion a 29°C de las VMP de A. thaliana silvestre y mutante Atsbhl-1. Se
calcularon los porcentajes tomando como el 100% el valor al tiempo 0 min.
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8. DISCUSION

8.1. Estandarizacién de condiciones para la inmunodetecciéon de enzimas
marcadoras

En este trabajo, se llevo a cabo la determinacion de las preparaciones membranales de las
dos lineas con mutaciones independientes en el gene de la hidroxilasa SBH1 (lineas Atsbh1-1
y Atsbh1-2). Los geles control que se tifieron con Azul de Coomassie o con nitrato de plata se
introdujeron con el fin de asegurar una aplicacion equivalente de proteina total en todos los
carriles con muestras diferentes y que las diferencias en la intensidad de las bandas
inmunodetectadas especificamente reflejaran una mayor o menor abundancia de la proteina
debido a la condicion experimental y no a la cantidad de proteina total aplicada al carril, ya que
esta técnica de inmunodeteccion no es cuantitativa y se basa en la comparacion relativa entre
muestras con igual cantidad de proteina total (Protein Blotting Guide, BIO-RAD). Fue dificil
equiparar el cargado entre los diferentes tipos de fracciones subcelulares, ya que cada una
presentaba un patrén electroforético diferente inherente a la composicion proteica especifica de
cada fraccion. No obstante, se procuré ajustar la cantidad de proteina por linea lo mas posible.
La estandarizacién del cargado de la fracciones subcelulares fue eficiente tanto con Azul de
Coomassie como con nitrato de plata, no obstante, la tincion con nitrato de plata permitio

utilizar menor cantidad de muestra debido a su mayor sensibilidad.

Con objeto de seleccionar una solucion bloqueadora, se compararon una solucion de leche
desgrasada comercial y la solucion Bloqueadora Millipore. Las soluciones bloqueadoras
comunmente utilizadas para membranas de PVDF son bloqueadores estandarizados de alta
calidad, conformados principalmente por proteinas de leche desgrasada pero suelen ser de
mucho mayor costo que leche desgrasada comercial. El fin de la solucién bloqueadora es
unirse a los sitios desocupados de las membranas de PVDF y a aquellos sitios de proteinas
que resultan o bien muy abundantes o bien con porciones antigénicas muy inespecificas, de
esta manera, la solucion bloqueadora consiste de proteinas o compuestos que reaccionan con
estos sitios, evitando la unién del anticuerpo a dichos sitios. Por ello, la solucién bloqueadora
contiene una mezcla de proteinas con una mayor afinidad a la membrana de PVDF que los
anticuerpos utilizados, evitando que estos mismos se unan a la membrana presentando falsos
positivos en la réplica de Western (Inmunodection, Application and Product Guide, MILLIPORE;
Protein Blotting Guide, BIO-RAD). Segun los resultados obtenidos en este trabajo (Figura 7.1),
se selecciono a la leche desgrasada comercial como bloqueador en las inmunorréplicas como
sustituto de la solucién Bloqueadora Millipore, ya que no se obtuvieron diferencias significativas

en cuanto a la dimension e intensidades las bandas de respuesta a los anticuerpos utilizados y
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se mostré un mayor contraste con el fondo, ademas que el uso de la solucidén con leche resulta

de mucho mas bajo costo.

Se probaron las condiciones de eficacia del reconocimiento de los anticuerpos por los
correspondientes antigenos membranales ademas del tipo de revelado adecuado para cada
uno. Las diferentes diluciones a las cuales se preparan los anticuerpos dependen de la afinidad
y especificidad del anticuerpo utilizado a la proteina que se pretende detectar; mientras mayor
sea la concentracion del anticuerpo es mas probable que ocurran uniones inespecificas a la
membrana de PVDF. Por lo mismo, se ensayan diluciones para encontrar la minima
concentracién a la cual sea detectable, clara y definida la respuesta del anticuerpo hacia el
antigeno. En cuanto al anticuerpo anti-Oxidasa Alterna se obtuvo un buen resultado al utilizar
el primer anticuerpo a la dilucion 1:1000, v:v y utilizando como segundo anticuerpo la fosfatasa
alcalina 1:1000, v:v. Por otra parte el anticuerpo contra la Sub-E (Sub-E de ATPasa de H* de
tonoplasto) fue utilizado a una dilucion 1:2000, v:v obteniéndose buenos resultados, y el
revelado por reaccion con la fosfatasa alcalina o con quimioluminiscencia que arrojé también
resultados adecuados. Para el anticuerpo contra Psb-A, se utilizé a una concentracién 1:10000,
viv y se realizaron revelados por quimioluminiscencia y por fosfatasa alcalina con buenos
resultados. El anticuerpo anti-ATPasa de H* de la membrana plasmatica fue utilizado con una
concentracién de 1:10000, v:v, y fue revelado por fosfatasa alcalina y por quimioluminiscencia;

ambos revelados fueron de buena calidad.

Las diferentes técnicas de revelado utilizadas, fosfatasa alcalina y quimioluminiscencia,
permitieron observar las respuestas del primer anticuerpo con una buena sensibilidad, al
utilizar una reaccion acoplada a un segundo anticuerpo. En realidad, la seleccién del método
de revelado depende mucho de los niveles de la proteina antigénica para ser detectada en las
muestras de interés. Segun diferentes manuales de inmunodeteccion (Inmunodection,
Application and Product Guide, MILLIPORE; Protein Blotting Guide, BIO-RAD), Ila
quimioluminiscencia, utilizando como segundo anticuerpo a la peroxidasa, suele ser mas
sensible que la técnica colorimétrica utilizando fosfatasa alcalina como segundo anticuerpo. La
eleccion del tipo de revelado depende de la especificidad del primer anticuerpo; por ejemplo,
en nuestro caso, la réplica en Western contra la Psb-A, presentdé muchas bandas alternas a la
correspondiente a la banda de la Psb-A, por lo que una técnica menos sensible (fosfatasa
alcalina), permite detectar mas selectivamente a la principal banda de reaccion, que es la mas
especifica. Por otro lado, al utilizar diluciones con baja concentracion, como es el caso de la
réplica en Western contra ATPasa de H" de la membrana plasmatica (1:10000, v:v), suele ser
mejor utilizar técnicas mas sensibles para su revelado (quimioluminiscencia). En suma, para

lograr un buen blot, se requiere considerar muchos factores: asegurar un buen cargado del gel
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a partir de un buen gel control, una solucidon bloqueadora eficiente y de bajo costo,
concentraciones adecuadas de los anticuerpos a utilizar y una buena técnica de revelado.
Después de haber efectuado diferentes réplicas en Western modificando dichos factores, se
lograron obtener blots con una respuesta clara y definida para las diferentes inmunorréplicas

realizadas.

8.2. Determinaciéon de la pureza de las muestras de VMP de Col-0 y
Atsbh1-1.

Se encontrd que las bandas de reconocimiento de los anticuerpos contra proteinas
marcadoras de mitocondria, cloroplasto y vacuola (Oxidasa Alterna, Psb-A y Sub-E,
respectivamente), presentaron una menor intensidad en los carriles de VMP con respecto a las
fracciones microsomales y de homogenado, para la linea mutante y la linea silvestre. Por otra
parte, la banda de reconocimiento a la proteina marcadora de membrana plasmatica, la
ATPasa de H”, present6 una mayor intensidad en los carriles correspondientes a las VMP con

respecto a las fracciones microsomales y de homogenado, para ambas lineas.

De acuerdo a su calidad de enzimas marcadoras de membranas celulares, se esperaba que
la intensidad de las bandas de las proteinas marcadoras con localizacién en membranas de
organelos, como la Oxidasa Alterna, Psb-A y Sub-E (mitocondria, cloroplasto y vacuola,
respectivamente) tuvieran una mayor intensidad en la fraccidon microsomal al encontrarse mas
concentradas que en el homogenado, y una menor intensidad de la fraccién de VMP, al ser
eliminadas en el proceso de purificacion de la membrana plasmatica. Esto se aprecia
claramente para el reconocimiento de Oxidasa Alterna en los carriles de la mutante Atsbhl-1
(Figura 7.7), donde la mayor intensidad de las bandas se presento para la fraccidon microsomal;
sin embargo esta misma tendencia no fue tan clara en la linea silvestre; probablemente porque
las concentraciones de la enzima en la fraccion microsomal y homogenada no son tan
diferentes para ser apreciadas por una réplica en Western, al no ser un método cuantitativo
(Protein Blotting Guide, BIO-RAD). Para el reconocimiento de la Sub-E del tonoplasto, se
muestra una diferencia de intensidad entre la fraccion microsomal y el homogenado tanto para
la mutante Atsbh1-1 como para la linea silvestre. Para el reconocimiento de la proteina Psb-A,
marcadora de cloroplasto, se encontrd una intensidad mayor para los carriles correspondientes
al homogenado en comparacion con la fraccién microsomal y las VMP, tanto para la linea
mutante Atsbhl-1 como para la linea silvestre. Esto podria deberse a una posible pérdida del
cloroplasto en la obtencion de la fraccién nuclear, disminuyendo la cantidad de la proteina
marcadora, ya que al ser muy pesados, los cloroplastos pudieron haberse perdido en la

centrifugacién inicial.
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Estos resultados indican que la purificaciéon de membranas plasmaticas (VMP) fue buena, ya
que por un lado, la ATPasa de H* se presento enriquecida en las VMP con respecto a las
fracciones microsomales y las de homogenado, y por otro lado, las proteinas marcadoras de
otro tipo de membranas (Oxidasa Alterna, Psb-A y Sub-E, de membrana mitocondrial y del
tilacoide de cloroplasto, respectivamente) se encontraron mas enriquecidas en la fraccion
microsomal y en el homogenado que en las VMP. Esto fue particularmente claro en las bandas
de reconocimiento contra la Oxidasa Alterna, indicando que hay poca cantidad de membrana

mitocondrial en las VMP, con respecto a la fraccion microsomal y al homogenado.

Lo ideal en estos ensayos, seria que las enzimas marcadoras de mitocondria, cloroplasto y
vacuola, no presentaran bandas de reconocimiento del anticuerpo en los carriles
correspondientes a las VMP, o bien, que la intensidad fuera aun mas baja que lo que se
obtuvo. Esto indica que la purificacion de las membranas plasmaticas, aunque muy aceptable,

puede mejorarse, probablemente modificando el proceso de obtencién de las membranas.

8.3. Determinacion de la actividad de ATPasa de H' de la membrana

plasmatica.

Con las preparaciones que se tenian del 2008 de Meza Bernal de vesiculas de membrana
plasmaticas de plantas silvestres y mutantes Atsbhl-1, se obtuvieron resultados inesperados,
ya que las actividades de la ATPasa de H* de las lineas silvestre y mutante no presentaron
diferencias significativas entre si, y segun lo reportado por Meza Bernal, la actividad de la
mutante debia ser menor con respecto a la linea silvestre. Es probable que esta diferencia de
resultados ocurriera, ya que aunque las muestras habian estado almacenadas a -70°C habian
sido congeladas y descongeladas en repetidas ocasiones, o que pudo ocacionar cambios en
las vesiculas de membrana plasmatica, afectando la actividad de las mutantes. La ATPasa de
H* de la membrana plasmatica es uno de los principales sitios afectados bajo estrés abidtico,
como congelacion-descongelacion, salinidad, entre otros. La recuperacién de tejidos en plantas
después de este tipo de estrés abidtico involucra a la recuperacion de la actividad de la
ATPasa de H* de la membrana plasmatica, lo cual sugiere que dicha enzima es sensible a
ciclos de congelacion-descongelacion (Arora y Palta 1990). Los cambios de actividad de la
ATPasa de la membrana plasmatica bajo estrés de congelacion-descongelacion, son
ocasionados por diferentes factores, tales como una disminucion de moléculas de la ATPasa
de H* en la membrana, un cambio en la conformacién de la enzima o bien, a la alteracion del
microambiente lipidico (Iswari y Palta, 1989). Por otro lado, Palmgren y colaboradores (1989),
reportaron una forma de purificar las vesiculas de membrana plasmatica a partir de ciclos de

congelacion-descongelacion, en donde las vesiculas se rompian y volvian a sellarse de dos
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diferentes maneras: el lado apoplastico por fuera y el lado citoplasmico por fuera y viceversa.
Al aumentar la cantidad de ciclos de congelacion-descongelacion, la proporcion de vesiculas
con el lado citoplasmico por fuera aumentaba. Teniendo vesiculas con el lado citoplasmico por
fuera, el sitio catalitico de la ATPasa de H* estaba expuesto al medio de hidrdlisis, lo cual
podria verse como un aumento en la actividad de la enzima, aunque también conllevaba a una
mayor susceptibilidad a la inactivacion. Considerando lo anterior, la recuperacion de la
actividad observada en la linea mutante Atsbhl-1, que era en la uUnica en la cual se habia
estudiado la actividad de la ATPasa de H" previamente (Meza Bernal, 2008) y que en las
determinaciones recientes alcanzé los niveles de actividad de la linea silvestre, podria
explicarse por una sensibilidad a los ciclos de congelacion-descongelacién tanto de la ATPasa
de H" de la membrana plasmatica, como de las mismas preparaciones de VMP. Sin embrago,
ya que la actividad fue determinada en presencia de detergente, la posibilidad de que el sitio

catalitico estuviera oculto en vesiculas de polaridad invertida queda excluida.

Al realizar ensayos de hidrdlisis con las muestras frescas de las lineas silvestre y mutantes
Atsbh1-1 y Atsbhl1-2, observamos que el comportamiento de las actividades no correspondié a
lo reportado por Meza Bernal, ni en sus preparaciones frescas (Meza Bernal, 2008) ni en las
mismas pero medidas recientemente. De hecho, se encontré que para la linea silvestre, la
actividad sensible a vanadato, que es la que corresponde a la actividad hidrolitica de la
ATPasa de H' de la membrana plasmatica, presentd valores aproximadamente 2 veces
menores a la mutante Atsbhl-1 y aproximadamente 4 veces menores a la mutante Atsbhl-2.
Comparativamente, Meza Bernal habia encontrado que la linea mutante Atsbhl-1 presentaba
una actividad sensible a VO, aproximadamente 4 veces menor que la actividad de la linea

silvestre, lo cual se esperaba encontrar también en la linea Atsbh1-2.

Segun lo reportado por Haruta et al. (2010), la expresion de las diferentes isoformas de la
ATPasa de H' en A. thaliana, cambia durante los diferentes estados del ciclo de vida de la
planta. En especial, en la etapa de inicio de florescencia, la expresion de las ATPasas de H*
mas abundantes en la planta, AHA1 y AHA2 (Arabidopsis H*-ATPase 1 y 2), tiene una gran
disminucion en comparacién con otras fases del ciclo de vida de la planta. Considerando lo
anterior, los resultados obtenidos con las nuevas muestras podrian deberse a que las
preparaciones tenian una expresion menor de la ATPasa de H*, pues la gran mayoria de las
plantas cosechadas estaban en la fase de floracién, por lo que es probable que la expresion de
las isoformas AHA1 y AHA2 haya sido diferente que en las de las muestras de Meza Bernal
frescas, afectando los valores de actividad. En relacion a lo anterior, las muestras utilizadas por
Meza Bernal, tenian aproximadamente 2 meses y medio de haber sido sembradas, mientras

que las muestras frescas fueron sembradas en Diciembre del 2009 y cosechadas hasta Mayo
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del 2010, con aproximadamente el doble de edad que las de Meza Bernal, pudiendo presentar
diferencias en la actividad de la ATPasa de H® de la membrana plasmatica, asi como su
expresion y contenido, ya que estos pueden verse alterados dependiendo del estado fisiologico

y de desarrollo de la planta (Santoni et al., 1991; Haruta et al., 2010).

Por otro lado, observamos que la purificacion de las membranas frescas analizada por los %
de Inhibicion por VO, (Grafica 7.3) presentd valores menores a los esperados al utilizar la
misma metodologia que Meza Bernal. La linea silvestre presenté 48.8% de inhibicidn, en
contra de un 69.7% reportado por Meza Bernal, mientras que la linea mutante Atsbhl-1
presenté un 61.9% contra 84.32% de Meza Bernal. Ahora bien, segun lo reportado por Meza
Bernal, cuando aumentaba la purificacion (% de inhibicion por VO,) de las VMP para la linea
silvestre, aumentaba la Actividad Sensible a VO,, mientras que para la linea mutante Atsbhl-1,
al aumentar la purificacion de las VMP, disminuia la actividad Sensible a VO,. En los resultados
ahora encontrados se observo que las actividades sensibles a VO, de las lineas mutantes
Atsbh1-1 y Atsbh1-2 presentaron valores mayores que la linea silvestre, lo cual probablemente
corresponde a una mayor purificacion de las VMP en las lineas mutantes. Asimismo, Meza
Bernal report6 valores menores de actividad sensible a VO, para la linea silvestre al tener un %
de Inhibicion por VO, cercano a 56%, los cuales son comparables con los resultados

presentados en este trabajo.

La actividad de la ATPasa de H' de la membrana plasmatica, disminuye su actividad
dependiendo del envejecimiento de las semillas (Sveinsdottir et al., 2008). Dicha disminucion,
puede deberse a una baja cantidad de la enzima en las VMP, o bien a una baja estabilidad.
Esto pudo haber ocurrido con las semillas utilizadas, ya que en este trabajo se utilizaron

semillas del mismo lote que utilizé Meza Bernal afio y medio después.

8.4. Estabilidad de las VMP de A. thaliana de las lineas silvestre y mutante
Atsbh1-1.

Los esfingolipidos son componentes importantes en la estructura de la membrana plasmatica,
por lo que alteraciones en la composicion de los mismos, afecta las propiedades fisicas de las
membranas e incluso la organizacién de las balsas lipidicas, las cuales han sido asociadas a
funciones celulares involucrando diferentes enzimas, por ejemplo la ATPasa de H* (Chen et al.,
2008; Borner et al., 2005). La actividad de la ATPasa de H* de la membrana plasmatica es
regulada desde niveles transcripcionales y post-transcripcionales, y por factores ambientales
de la membrana, tales como los lipidos membranales. Esta dependencia lipidica sugiere una
posible regulacion de la ATPasa de H* a través de una modificacion de los lipidos que la

rodean (Kasamo, 2003). Por otro lado, los esfingolipidos presentes en las membranas
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plasmaticas de plantas han sido asociados a la estabilidad de la membrana ante diferentes
tipos de estrés abidtico, por ejemplo, las bajas temperaturas (Wernek y Heinz, 2003; Pata et
al., 2009). Tomando lo anterior en cuenta, exploramos la posible influencia de las VMP de
Arabidopsis thaliana de las lineas silvestre Col-0 y la mutante Atsbh1-1 (con una disminucion
en las BCL trihidroxiladas y aumento en las BCL dihidroxiladas, con respecto a la silvestre
(Chen et al., 2008)) en cuanto a la actividad de la enzima ATPasa de H" de la membrana

plasmatica.

Al incubar las VMP en un bafio de 29°C durante diferentes periodos, encontramos una clara
tendencia de disminucion en la actividad de la ATPasa de H* de la membrana plasmatica, tanto
para la linea silvestre como para la linea mutante Atsbhl-1. A partir de los 10 min de
incubacién, las VMP de la linea silvestre disminuyeron a un 70% de su actividad y se
mantuvieron estables hasta los 60 min. Esto ocurre de manera similar para la linea mutante
Atsbhl1-1, sin embargo, tras los primeros 10 min de incubacién, se observa una menor
disminucion de la actividad en comparacion con la linea silvestre (a 95% y 74%,
respectivamente). Después de los 20 min, la linea mutante llega a los mismos valores que la
linea silvestre (~70%). Después de 60 min de incubacion, la linea mutante Atsbhl1-1 presento
una actividad menor que la linea silvestre. Durante el proceso de acondicionamiento a las
temperaturas ocurren muchos cambios en la membrana plasmatica, como alteraciones en la
composicion de lipidos y polipétidos, la fluidez y la ultra estructura (Lindberg et al., 2005). En
nuestro caso, al tener unicamente las membranas plasmaticas aisladas (las VMP), podria
ocurrir principalmente un cambio en la fluidez y en la ultraestructura de la membrana, ya que
toda la maquinaria interna de la célula encargada de la sintesis y organizacién de nuevos

lipidos y proteinas no esta presente.

La actividad de algunas enzimas suelen ser dependientes de los efectos térmicos, por
ejemplo, se ha encontrado que durante el acondicionamiento al frio los procesos de transporte
activo membranal cambian, probablemente debido a alguna alteracién en las propiedades de la
ATPasa de H®, sin embargo los mecanismos de este cambio han sido investigados
parcialmente postulando cambios en la conformaciéon de la proteina, a la interaccion lipido-
proteina, a la pérdida de acoplamiento entre la hidrdlisis del ATP y el transporte de H*, o a la
pérdida del ATP disponible (Iswari y Palta, 1989; Arora y Palta, 1991; Kasamo, 2003; Lindberg
et al., 2005).

La linea mutante presenté una actividad mayor a la linea silvestre al inicio de la incubacion, y
después de los 60 min, comenzd a mostrar valores por debajo de la actividad de la linea
silvestre. Esto podria hablar de una ligera menor estabilidad de la membrana plasmatica de la

linea mutante Atsbhl-1 en comparacién a la linea silvestre, afectando la actividad de la
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ATPasa de H'. Los esfingolipidos afectan la fluidez de las monocapas de la membrana
plasmatica al formar puentes de hidrégeno intra e intermoleculares, provocando una
temperatura de transicion menor. En particular, son las hidroxilaciones de las BCL de los
esfingolipidos las que participan en la formacién de los puentes de hidrogeno (Wrigth et al.,
2003; Pata et al, 2010). Asimismo, un aumento en el nivel de hidroxilaciones de los
esfingolipidos ha sido asociado a un aumento en la estabilidad de las membranas (Lynch y
Dunn, 2003). La mutante Atsbhl-1, presenta una disminucion de trihidroxilaciones, lo cual
afectaria la cantidad y estructura de los enlaces en las VMP modificando la fluidez y por lo

mismo, la estabilidad de la membrana al ser expuestas a altas temperaturas.
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8.5. Resumen

La proteina marcadora de membrana plasmatica (ATPasa de H) utilizada para la
comprobacion de la pureza presenté un enriquecimiento en las VMP, mientras que las
proteinas marcadoras de otro tipo de membrana celular (vacuola, cloroplasto y
mitocondria), presentaron un mayor enriquecimiento en las fracciones microsomales o en
el homogenado. Lo anterior indica que la que las VMP se obtuvieron con una pureza
adecuada.

No se encontré una influencia entre el grado de hidroxilacién de las bases de cadena
larga de los esfingolipidos y la actividad de la ATPasa de H* de la membrana plasmatica.
Sin embargo, las VMP utilizadas presentaron una pureza menor a la esperada pudiendo
perturbar los resultados. Los resultados obtenidos pueden deberse a una alteracion de la
enzima debida al estado fisiolégico y metabdlico de la planta, o bien a el probable
envejecimiento de las semillas utilizadas.

Tanto las VMP de la linea silvestre Col-0 como de las de la mutante Atsbhl-1 presentaron
la misma tendencia negativa en la Actividad de la ATPasa de H" de la membrana
plasmatica con respecto al tiempo de incubacién a 29°C, demostrando que la actividad de
dicha enzima se ve afectada por la temperatura, probablemente correspondiente a un
cambio en la fluidez de la membrana o a la alteraciéon en las interacciones lipido-proteina.
La linea mutante Atsbh1-1 presenté una actividad menor que la linea silvestre después de
60 min de incubacion, lo cual podria significar que existe una influencia entre el grado de
hidroxilaciones de las BCL de los esfingolipidos y la estabilidad de la membrana,

afectando de esta manera la actividad de la ATPasa de H" de la membrana plasmatica.
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9. CONCLUSIONES

Las VMP presentaron un enriquecimiento del marcador de membrana plasmatica,
indicando una pureza adecuada.

Las preparaciones recientes de nuevas plantas de las lineas silvestre y mutantes
presentaron una pureza menor a la de las reportadas en el trabajo de Meza-Bernal.
En las actuales no se observo un efecto del grado de hidroxilacién de las bases de
cadena larga de los esfingolipidos y la actividad de la ATPasa de H* de la membrana
plasmatica.

Los resultados obtenidos pueden deberse a una alteracion de la enzima debida al
estado fisiolégico y metabdlico de la planta, o bien al probable envejecimiento de las
semillas utilizadas.

La actividad de la ATPasa de H* en un medio carente del sustrato se redujo tanto en
la linea silvestre como en la mutante. Sin embargo, en la ultima, la disminucién fue
mayor, sugiriendo un ligero efecto de los esfingolipidos trihidroxilados en la actividad

de la enzima.
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10. PERSPECTIVAS

Determinar la causa de la diferencia de actividades de la ATPasa de H" de la membrana
plasmatica entre los resultados obtenidos por Meza Bernal (2008) y los presentados en este
trabajo con el fin de concretar el efecto del nivel de hidroxilaciones de las bases
esfingoideas de los esfingolipidos complejos. Para ello, seria conveniente volver a cosechar
plantas de las lineas silvestre y mutantes Atsbhl-1 y Atsbhl-2, para volver a obtener nuevas
muestras frescas de VMP. Utilizar la metodologia descrita por Palmgren et al (1989) para
obtener preparaciones de VMP mas puras y con el lado citoplasmico por fuera, de manera
que se puede evidenciar con mayor claridad el comportamiento de la ATPasa de H* de la
membrana plasmatica para la linea silvestre y las lineas mutantes Atsbhl-1 y Atsbh1-2. De
igual manera, seria interesante determinar diferencias en la actividad de la ATPasa de H*
mediante ensayos de hidrélisis de ATP en presencia de inhibidores a partir de fracciones
microsomales de las tres lineas de A. thaliana.

Realizar nuevas determinaciones de actividad de la ATPasa de H' de la membrana
plasmatica con pre-incubaciones a diferentes temperaturas (25-50 °C) para conocer si las
VMP de las lineas silvestre y mutante Atsbhl-1 presentan diferencias mayores de actividad
de la ATPasa de H" a diferentes temperaturas de incubacion. Incluir a la mutante Atsbhi1-2
en las determinaciones con el fin de determinar la dependencia del grado de hidroxilacion
sobre la estabilidad de la membrana.

Conocer si otras proteinas membranales muestran cambios en su actividad en VMP de
las lineas mutantes Atsbhl-1 y Atsbhl1-2 con respecto a la linea silvestre, con el fin de
demostrar la importancia de los esfingolipidos en la actividad de proteinas membranales asi

como de la funcionalidad general como parte de la membrana plasmatica.
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