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RESUMEN 
Las cascadas de proteínas cinasas activadas por mitógenos (MAP cinasas) son módulos 

de señalización que convierten estímulos en respuestas celulares. Las cascadas de MAP 

cinasas están compuestas de tres cinasas que conforman el módulo básico MAPKKK-
MAPKK-MAPK que se activan de manera secuencial. Estas cascadas están involucradas 

en diversos aspectos de la fisiología de la planta y respuesta a estreses biótico y abiótico. 

Uno de los tipos de estrés abiótico es el frío, el cual puede ser clasificado como por 

enfriamiento (temperaturas 0-15 °C) y por congelamiento (temperaturas <0 °C).  

Se ha encontrado que, durante el estrés por frío, las MAP cinasas MPK3, MPK4 y MPK6 
son activadas y participan en la respuesta. Además, en nuestro laboratorio se ha 

encontrado que en una mutante (mpk3) con perdida de función para MPK3, la actividad de 

ATPasa de H+ de la membrana plasmática disminuye un 70 ± 5 % después de haberse 
sometido a bajas temperaturas, lo que corresponde a una disminución mayor a lo 

observado en plantas tipo silvestres y otras mutantes. En la misma mutante, también se 

encontró que, en condiciones normales, la actividad de ATPasa de H+ de la membrana 
plasmática tiene una actividad un 50 ± 5 % mayor en comparación a la de plantas tipo 

silvestres. Estos resultados incidan que la actividad de MPK3 está involucrada en la 

regulación de la actividad de la ATPasa de H+, por lo que este proyecto se planteó con el 

propósito de profundizar en el conocimiento de este proceso. El estudio se llevó a cabo en 
plantas de Arabidopsis thaliana de los genotipos tipo silvestre (wt) y mutante mpk3, 

realizándose la caracterización bioquímica de la ATPasa de H+ en membranas de las 

plantas aclimatadas (AC) y no aclimatadas (NA) a condiciones de frío. 

Los resultados obtenidos muestran que tanto las plantas wt como mpk3 son capaces de 
aclimatarse con una semana de exposición a 4 °C. Si bien, se encontraron diferentes 

actividades y constantes cinéticas de ATPasa de H+ entre ambos genotipos, tanto en 

condiciones de NA como de AC. Estas diferencias no pudieron ser atribuidas a una 
diferencia en la cantidad de ATPasa de H+, ni de una proteína 14-3-3. Además, un análisis 

esfingolipidómico reveló una mayor cantidad de GIPC en la membrana de plantas mpk3 

NA, lo cual sugiere la participación de MPK3 en el aumento de actividad de la ATPasa. 

Adicionalmente, se determinó que el carboxilo terminal de la ATPasa parece estar 
involucrado en la regulación. En conjunto, los resultados sugieren que la MPK3 si está 

involucrada en la regulación de la actividad de la ATPasa de H+, tanto en condiciones 

normales como de aclimatación al frío.  
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INTRODUCCIÓN 
1. El estrés ambiental en las plantas 

Las plantas están constantemente expuestas a diferentes estreses ambientales tales como 

temperaturas extremas, alta salinidad, exceso o falta de agua, luz o nutrimentos, que limitan 
su crecimiento y desarrollo [Levitt, 1980]. Para enfrentar estas condiciones desfavorables, 

las plantas han desarrollado mecanismos moleculares específicos que se expresan en 

cambios en su fisiología que les permiten adaptarse a diferentes tipos de estrés [Jenks y 
Hasegawa, 2014]. 

1.1. Estrés por frío en las plantas  

El estrés por frío es de tipo abiótico y es uno de los estreses más relevantes, ya que además 

de afectar el crecimiento de las plantas determina su distribución geográfica. El frío puede 

afectar el desarrollo de las plantas en casi todas las fases de su ciclo de vida , desde la 
germinación hasta la producción de semillas. La sensibilidad de las plantas a las bajas 

temperaturas en un ambiente particular es determinada por el límite en el cual su proceso 

metabólico continúa funcionando bajo el estrés o el punto en el cual la planta sufre daños 
permanentes, los cuales finalmente la llevan a la muerte [Galiba y Tóth, 2017]. De acuerdo 

con la tolerancia al frío, las plantas están divididas en tres categorías:  

• Susceptibles al frío: presentan daños por temperaturas menores a los 12 °C.  

• Tolerantes al frío, pero susceptibles al congelamiento: capaces de sobrevivir a 

temperaturas menores a 12 °C, pero incapaces de resistir al congelamiento (≤0 °C). 

• Tolerantes al congelamiento: capaces de aclimatarse para sobrevivir a temperaturas 

significativamente menores a 0 °C. 

La respuesta de las plantas a las bajas temperaturas depende de la duración e intensidad 

del estrés, por ejemplo, en muchas plantas de climas templados, una exposición gradual a 
temperaturas bajas no congelantes induce una respuesta adaptativa conocida como 

aclimatación al frío, la cual aumenta su resistencia al congelamiento. Durante este proceso 

se lleva a cabo una reprogramación en la expresión génica que resulta en un ajuste 
metabólico [Thomashow, 1999].  
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1.2 Percepción y señalización durante el estrés por frío 

En Arabidopsis y otras plantas se ha explorado la regulación transcripcional implicada en 
respuesta al estrés por frío. Se ha encontrado que tres factores de transcripción tipo CBF 

(por sus siglas en inglés C-repeat (CTR)-binding factors), CBF1, CBF2 y CBF3, también 

conocidos como DREB (por sus siglas en inglés dehydration-responsive element (DRE)-

binding proteins) juegan un papel importante en la aclimatación al frío [Jia et al, 2016; Zhao 
et al, 2016].  

Un análisis metabolómico en Arabidopsis reveló que la aclimatación al frío incrementó 75% 

de los 434 metabolitos analizados [Cook et al, 2004; Kaplan et al, 2004]. La función de estos 

metabolitos ha sido relacionada a una función osmoprotectora, sin embargo, algunos de 
ellos inducidos durante la aclimatación al frío pueden actuar como señales para reconfigurar 

la expresión génica [Yadav, 2009]. Entre los componentes que se sabe que aumentan 

durante el estrés por frío y actúan como señalizadores son el Ca2+, especies reactivas de 
oxígeno (ERO), ácido fosfatídico (AF), óxido nítrico (NO) y fitoesfingosina-1-fosfato (PHS-

P) (Fig. 1). Estos mensajeros pueden activar diferentes proteínas como las MAP cinasas, 

las proteínas cinasas dependientes de Ca2+ (CDPK) y algunas fosfolipasas [Ichimura et al, 
2000; Kim et al, 2003; Bargmann y Munnik, 2006; Janská et al, 2010] (Fig. 1).  

Aun cuando se han estudiado ampliamente las vías de señalización en respuesta al frío, el 

mecanismo por el cual las plantas pueden percibir esta señal sigue siendo desconocido, y 

hasta ahora no se ha identificado ningún sensor o receptor de frío en plantas. Varios 

estudios sugieren que las plantas podrían detectar las bajas temperaturas a través de un 
cambio en las propiedades fisicoquímicas de la membrana plasmática, ya que la fluidez 

membranal disminuye y la rigidez membranal aumenta durante el estrés por frío. Se ha 

encontrado que la rigidificación de la membrana plasmática durante la exposición al frío 
induce genes que ayudan en la aclimatación en alfalfa y Brassica napus [Orvar et al, 2000; 

Sangwan et al, 2001]. Este cambio de fluidez se lleva a cabo de manera inmediata a los 

cambios de temperatura, ya que únicamente depende de la composición lipídica y no de 
otra proteína o elemento transductor. 
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Fig. 1. Esquema ilustrativo de la respuesta molecular de las plantas a las bajas temperatura. [Modificada de 

Janská et al, 2010]. AF (ácido fosfatídico), BZR1 (por sus siglas en inglés brassinazole-resistant 1), CAMTA 

(activador transcripcional de unión a calmodulina), CBF/DREB (por sus siglas en inglés C-repeat (CTR)-binding 

factor/ dehydration-responsive element (DRE)-binding protein), CDPK (proteínas cinasas dependientes de 

Ca2+), EIN3 (por sus siglas en inglés ethylene-insensitive 3), ERO (especies reactivas de oxígeno), FT (factor 

de transcripción), ICE1 (por sus siglas en inglés inducer of CBF expression 1), MAPK (proteínas cinasas 

activadas por mitógenos), MYB15 (gen que contiene una secuencia de reconocimiento Myb), NO (óxido nítrico), 
PHS-P (fitoesfingosína-1-P). 

1.2.1. Especies reactivas de oxígeno (ERO) 

Las especies reactivas de oxígeno (ERO), que incluyen al peróxido de hidrógeno (H2O2), el 

radical hidroxilo (HO▪), el radical perhidroxilo (HO2
▪), el oxígeno singulete (1O2) y el ión 

superóxido (O2
▪-), son compuestos derivados de la molécula de oxígeno (O2) que han sufrido 

la adición de uno o más electrones, por lo que son energéticamente más reactivos que el 

oxígeno molecular (Fig. 2) [Gechev et al, 2006]. 
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Fig. 2. Formación de las especies reactivas de oxígeno.  

En las plantas, las ERO son formadas normalmente como subproductos de la respiración 

celular, la fotosíntesis, el plegamiento de proteínas, y muchas otras reacciones metabólicas 

[Foyer y Noctor, 2009]. En las mitocondrias, el O2
•- se forma por la cadena de transporte de 

electrones mitocondriales en los complejos respiratorios I, II y III. El O2
•- puede entonces 

dismutarse a H2O2 espontáneamente, o catalíticamente por la actividad de la superóxido 

dismutasa (SOD) mitocondrial [Huang et al, 2016]. Durante la fotosíntesis, varios tipos de 
ERO se generan por diferentes vías en los cloroplastos. Por ejemplo, el 1O2 se produce 

constitutivamente cuando la clorofila es excitada por los electrones. La fotorreducción de 

O2 por el lado reductor del fotosistema II (PSII) produce O2
•-, que dismuta para formar H2O2. 

En la parte donadora de electrones del PSII, el H2O2 puede producirse por inhibición de la 
actividad enzimática del complejo manganeso-agua. El fotosistema I (PSI) puede producir 

O2
•- donando el electrón al O2 en lugar de a la ferredoxina por medio de la reacción de 

Mehler [Asada, 2006; Pospisil, 2009]. En los peroxisomas, el H2O2 se genera como un 
producto final por vías de oxidación como la vía de oxidación del glicolato y la β-oxidación 

de ácidos grasos de cadena larga [Del Rio y Lopez-Huertas, 2016]. En el apoplasto, el O2
•- 

puede producirse por una NADPH-oxidasa de la membrana plasmática (AtRbohD), de ahí, 

el O2
•- puede dismutar a H2O2 espontáneamente, o catalíticamente por una SOD apoplástica 

[Sagi y Fluhr, 2006].  

Altos niveles de ERO pueden ser dañinos, los cuales causan directa o indirectamente daño 

en diferentes moléculas como la peroxidación lipídica en las membranas celulares, 

desnaturalización proteica, oxidación de carbohidratos, cambios en la expresión génica e 
inclusive la muerte celular [Moller et al, 2009]. Sin embargo, los niveles de ERO pueden ser 
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controlados por los sistemas celulares eliminadores de ERO. Estos sistemas se dividen en 

mecanismos enzimáticos y no enzimáticos. Los mecanismos enzimáticos incluyen múltiples 
enzimas antioxidantes como la SOD, la catalasa (CAT), la peroxidasa (PRX), la ascorbato 

peroxidasa (APX), la glutatión peroxidasa (GPX) y la dehidroascorbato reductasa (DHAR). 

Los mecanismos no enzimáticos consisten en moléculas solubles e insolubles que pueden 
ser oxidadas por los ERO. El glutatión (GSH), el ascorbato (ASC), la vitamina E y los fenoles 

son los principales sistemas no enzimáticos por los que el H2O2 se reduce a H2O [Foyer y 

Noctor, 2009; Foyer y Noctor, 2011; Saxena et al, 2012; Mené-Saffrané, 2018].  

A pesar de sus potenciales efectos negativos, las ERO juegan un papel importante en la 
regulación del crecimiento y desarrollo de la planta, y como respuesta a los diferentes tipos 

de estrés. Se ha encontrado que el estrés por frío en Arabidopsis thaliana desencadena la 

producción de ERO por una NADPH-oxidasa de la membrana plasmática (AtRbohD), las 
cuales pueden iniciar una rápida señalización en toda la planta [Moller et al, 2009]. Además, 

se ha encontrado que, durante las bajas temperaturas, se produce una disminución del 

transcrito de la ferredoxina (Fd; un aceptor de electrones en la fase luminosa de la 

fotosíntesis) [Zimmerman et al, 2004], lo cual produce una hiperreducción de la cadena de 
transporte de electrones fotosintética y con ello un desequilibrio entre la capacidad de seguir 

tomando la energía de la luz y transducirla a la fijación de carbono. En estas condiciones, 

los intermediarios sobrerreducidos de la cadena de transporte de electrones fotosintética 
transfieren sus electrones a algún aceptor, el cual comúnmente es el oxígeno, provocando 

la generación de ERO [Allen, 1995; Suzuki y Mittler, 2006].  

1.2.2. Cascadas de MAP cinasas 

Uno de los mecanismos que permiten la transmisión del estímulo externo consiste en la 

señalización por cascadas de MAP cinasas. Las MAP cinasas son enzimas citosólicas que 
tienen como objetivo transmitir estímulos externos percibidos por receptores membranales 

mediante una serie de reacciones de fosforilación consecutiva [Ichimura et al, 2006]. Las 

cascadas de MAPK están involucradas en diversos aspectos de la fisiología de la planta 
como la división celular, el crecimiento y desarrollo, resistencia a patógenos e insectos y 

respuesta a estrés abiótico [Rodríguez et al, 2007].   

Este sistema de transducción de señales está compuesto de tres cinasas:  MAPK, cinasa 

MAPK (MAPKK o MEK), y cinasa MAPKK (MAPKKK o MEKK). Las tres cinasas forman el 
módulo básico de una cascada de MAPK, MAPKKK-MAPKK-MAPK. En donde una 
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MAPKKK fosforila y activa a una MAPKK, que una vez activada fosforila y activa a una 

MAPK (Fig. 3). Una MAPK activada puede fosforilar a otras proteínas que contengan el 
motivo fosforeceptor serina/treonina-prolina y sitios de acoplamiento. Estas fosforilaciones 

se pueden llevar a cabo tanto en el citoplasma como en el núcleo, ya que los objetivos 

pueden ser factores o correguladores transcripcionales. En el genoma de Arabidopsis se 
han identificado aproximadamente 20 MAPKs diferentes [Ichimura et al., 2002].  

En Arabidopsis también se ha encontrado que las MAPK actúan como respuesta al estrés 

por frío. Se encontró que la MPK4 y la MPK6 son fosforiladas por la MKK2 cuando la planta 

se expone a bajas temperaturas. En mutantes que expresan constitutivamente a la MKK2 
se encontró una tolerancia al frío y una regulación positiva de los CBF [Teige et al, 2014]. 

También se reportó que la MPK6, pero no la MPK4, está involucrada en la respuesta al frío 

y que esta se ve activada por una acumulación de PHS-P [Dutilleul et al, 2012]. Igualmente 
se encontró que el promotor del gen AtMPK3 se induce por sequía, alta salinidad y bajas 

temperaturas, lo cual coincide con el reporte de que la transcripción del gen AtMPK3 

aumenta al someter a la planta a bajas temperaturas [Mizoguchi et al, 1996; Gao et al, 

2010]. Además, se ha reportado que la doble mutante mpk9/mpk12 presenta un cierre de 
estomas reducido tras ser expuesta a bajas temperaturas [Saucedo-García et al, 2015].  

 

Fig. 3. Esquema ilustrativo de una cascada de MAP cinasas. Los signos de interrogación (?) representan 
diferentes pasos que llevan a la fosforilación y activación de la primer MAPKKK.  
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1.2.3. Regulación de los genes de respuesta a frío 

Los genes CBF se encuentran organizados en tándem dentro del cromosoma 4 de 
Arabidopsis thaliana, los cuales son altamente similares entre ellos y codifican para 

polipéptidos de aproximadamente 24 kDa [Medina et al, 2011]. Estos factores de 

transcripción son rápidamente inducidos como respuesta a bajas temperaturas y se unen a 

elementos reguladores del DNA de CRT/DRE en los promotores de un subconjunto de 
genes regulados por frío COR (por sus siglas en inglés cold-regulated). La expresión de los 

genes COR codifica para proteínas con múltiples funciones, las cuales permiten que las 

plantas puedan tolerar el estrés por congelamiento [Jaglo-Ottosen et al, 1998; Thomashow, 
1999; Gilmour et al, 2000].  

La regulación transcripcional de los genes CBF ha sido muy estudiada y se encontró que 

está controlada por múltiples factores de transcripción. Los factores de transcripción ICE1 

(por sus siglas en inglés inducer of CBF expression 1), CAMTA3 (por sus siglas en inglés 
calmodulin-binding transcription activator 3) y BZR1 (por sus siglas en inglés brassinazole-

resistant 1) regulan positivamente la expresión de los genes CBF, mientas que MYB15 (por 

tener una secuencia de reconocimiento Myb) y EIN3 (por sus siglas en inglés ethylene-
insensitive 3) regulan negativamente la expresión de los genes CBF [Chinnusamy et al, 

2003; Agarwal et al, 2006; Doherty et al, 2009; Shi et al, 2012; Li et al, 2017b]. 

Sobre los mecanismos de regulación traduccional y posttraduccional de las proteínas CBF 

poco se sabe. Aunque, la fosforilación y defosforilación de proteínas es muy importante. Se 

ha encontrado que una cinasa, la OST1 (por sus siglas en inglés open stomata 1), regula 
positivamente la tolerancia al congelamiento. Bajo el estrés por frío, OST1 se activa y 

fosforila a ICE1, lo que inhibe su degradación regulada por la HOS1 (por sus siglas en inglés 

E3 ligase high expression of osmotically responsive gene 1), y con esto regula 
positivamente la expresión de los genes CBF y la tolerancia al frío [Agarwal et al, 2006  ̧

Ding et al, 2015]. Es posible que muchos de los genes activados por frío participen en la 

remodelación membranal.  

1.2.4. La membrana plasmática en la respuesta a las bajas temperaturas 

La membrana plasmática es la principal interface entre el medio extracelular e intracelular 
y funciona como una barrera semiimpermeable que permite la entrada y salida de agua 

durante el ciclo de congelamiento/descongelamiento.  
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Todas las membranas celulares son vulnerables a la desestabilización generada por el frío, 

por lo que el mantenimiento de la integridad de la membrana plasmática es esencial para 
la sobrevivencia [Uemura et al, 2006].  

El principal daño celular durante el congelamiento es debido a la deshidratación celular, ya 

que la formación de hielo ocurre primero en la superficie de las plantas por nucleación 

heterogénea. Posteriormente, la formación del hielo se propaga a la matriz extracelular y 
de ahí al interior. Esto provoca un desbalance en las concentraciones de los diferentes 

solutos en la célula, y como respuesta a estas diferencias de concentración, la célula saca 

agua que se congela fuera [Uemura y Steponkus, 1999]. 

Cuando se congelan protoplastos no aclimatados, la deshidratación llega a ser más severa 
y el daño se manifiesta como una pérdida de respuesta osmótica (LOR). La LOR de los 

protoplastos no aclimatados es una consecuencia de la formación de la fase hexagonal II 

(HII) inducida por el congelamiento en regiones donde la membrana plasmática tiene una 
estrecha conexión con otras membranas celulares [Gordon-Karmm y Steponkus, 1984].  

La fase HII es un arreglo que pueden tomar los lípidos de membrana, pero que es diferente 

al acomodo clásico de bicapa. En esta fase, los lípidos adoptan estructuras de cilindros 

paralelos largos que en los centros contienen agua y acomodan a las cabezas polares, 
mientras que las cadenas hidrofóbicas interaccionan con las de los otros cilindros. El daño 

de los protoplastos aclimatados se manifiesta como LOR, pero no se lleva a cabo la 

formación de la fase HII [Uemura y Steponkus, 1999].  

Durante la aclimatación, la estabilidad de la membrana plasmática se ve incrementada 
como consecuencia de una alteración en la composición lipídica. Se ha encontrado que un 

incremento en los fosfolípidos de la membrana plasmática disminuye la incidencia de la lisis 

inducida por la expansión durante la aclimatación al frío [Steponkus et al, 1990]. 

La modificación de la fluidez y composición membranal puede afectar fuertemente la 

actividad de las enzimas localizadas en la membrana plasmática. Una de estas enzimas 
bien podría ser la ATPasa de H+ de la membrana plasmática.   

2. La ATPasa de H+ de la membrana plasmática 

Las ATPasas tipo P son bombas iónicas de aproximadamente 100 kDa que usan ATP para 

transportar cationes a través de la membrana celular en contra de un gradiente de 
concentración. El nombre de estas ATPasas transductoras de energía deriva del hecho de 
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que, al obtener la energía del ATP, estas enzimas forman un intermediario fosforilado 

covalentemente en un residuo de aspartato [Pedersen y Carafoli, 1987; Duby y Boutry, 
2009]. 

La ATPasa de H+ de la membrana plasmática es una proteína monomérica transmembranal 

de entre 948 y 957 residuos de aminoácidos, según la isoforma, lo cual corresponde a un 

peso aproximado de 100 kDa. La ATPasa de H+ lleva a cabo dos funciones acopladas: la 
hidrólisis de ATP (reacción exergónica) y el transporte de protones a través de la membrana 

plasmática en contra de su gradiente de concentración (reacción endergónica) [Auer et al, 

1998; Palmgren y Harper, 1999].  

2.1. Estructura y funcionamiento de la ATPasa de H+ 

La ATPasa de H+ de la membrana plasmática es referida comúnmente como la “enzima 

maestra” de las células vegetales, ya que juega un papel primordial en diferentes aspectos 

de la fisiología y bioquímica de la planta. La estructura de esta enzima ya ha sido observada 

por cristalografía de rayos X por Pedersen et al, [2007] (isoforma 2 de la ATPasa de H+ de 
Arabidopsis thaliana). En ella se identifican cuatro dominios estructurales (Fig. 4):  

• El dominio M, lipídico que tiene 10 cruces transmembranales nombrados de M1 a 

M10, el cual es el que permite el cruce de protones desde el citosol hacia el 

apoplasto. 

• El dominio P (de fosforilación), el cual está unido a los cruces transmembranales M4 

y M5, y donde se encuentra el residuo Asp329 que se fosforila durante la catálisis.  

• El dominio N (de unión al nucleótido), que está unido al dominio P y contiene el sitio 

de unión al ATP. La adenosina del ATP se enlaza al dominio N, mientras que el 
grupo trifosfato y el ion Mg2+ se extienden hacia el dominio P. 

• El dominio A (dominio activador), el cual comprende la región del amino terminal y 

una pequeña región citoplasmática entre los cruces transmembranales M1 y M2. El 

residuo Glu184 del motivo conservado TGES, es el residuo implicado en la 
funcionalidad del dominio A como fosfatasa. Este residuo estimula la 

desfosforilación del Asp329, por medio de una rotación del dominio A hacia el 

dominio P, y viceversa; el dominio A se aleja del dominio P para que el dominio N 
con el nucleótido unido pueda montar el sitio catalítico en el que el residuo Asp329 

será fosforilado nuevamente.  
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Además de estos 4 dominios encontrados en la estructura cristalográfica, existe un quinto 

dominio, llamado R (de regulación), el cual comprende la región del carboxilo terminal. Este 
dominio actúa como auto-inhibitorio, ya que, al tener interacción con la proteína, esta se 

“enrosca”, bloqueando la entrada de los H+ a los sitios transmembranales de unión y 

restringe la rotación del dominio A, esencial para la función de fosforilación-defosforilación 
de la enzima.   

Fig. 4. Estructura cristalográfica de la isoforma AHA2 de 

la ATPasa de H+ de la membrana plasmática. Se 

muestra la forma activa de la bomba de protones y tres 

de los cuatro dominios [Modificada de Pedersen et al, 
2007]. 

 

 

 

 

 

 

 

El funcionamiento de esta ATPasa alterna entre al menos dos conformaciones principales, 
E1 y E2. En la conformación E1 se tiene una gran afinidad por el ATP, así como por el H+ 

para ser transportado hacia el apoplasto. La conformación E2 tiene una baja afinidad por 

los ligandos, pero tiene una alta afinidad por el inhibidor vanadato [Morsomme y Boutry, 

2000]. Ésta es la conformación que une covalentemente al Pi en el Asp329. En cuanto a la 
función de transporte del catión, la ATPasa de H+ de la membrana plasmática contiene una 

región donadora/aceptora de H+, integrada por un único residuo protonable de ácido 

aspártico (Asp684), un residuo de asparagina (Asn106), un residuo de arginina (Arg655) y 
una gran cavidad central que puede ser llenada con agua. El Asp684 está estrechamente 

conectado al Asn106. Se cree que la protonación en la estructura E1-P del Asp684 facilita 

la formación del puente de hidrógeno entre este y el Asn106. La fosforilación crea cambios 

conformacionales de E1-P a E2-P y la liberación del H+ del Asp684. La Arg665 juega un 
papel importante en la liberación del H+ y del transporte contra altos potenciales de la 

membrana. La carga positiva de la Arg655 cercana al Asp684 favorece la liberación del H+ 
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del Asp684 e impide la reprotonación del Asp684 con otro H+ extracelular [Janicka-Russak, 

2011]. La membrana plasmática transporta solamente un protón por cada ATP hidrolizado, 
sin embargo, también se ha propuesto que existe desacoplamiento parcial entre la hidrólisis 

de ATP y el transporte de protones [Janicka-Russak, 2011]. Además, se conoce que el 

dominio R debe estar fosforilado para que la ATPasa de H+ tenga una conformación activa 
(Fig. 5) [Kühlbrandt et al, 2002].  

Fig. 5. Mecanismo 

simplificado del 

funcionamiento de la 

ATPasa de H+. Se 

observa como el dominio 

R inactiva a la enzima 

[Modificada de 
Kühlbrandt et al, 2002]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2. Papel fisiológico de la ATPasa de H+ 

Todas las células vegetales expresan a la ATPasa de H+ de la membrana plasmática, sin 
embargo, se ha encontrado que la cantidad de esta proteína varía en diferentes tipos de 

células y tejidos [Frías et al, 1996].  

El transporte de H+ ocurre desde el citosol hacia el espacio apoplástico 

estableciendo una diferencia electroquímica de aproximadamente 2 unidades de pH y 250 
mV. Ya que el citosol tiene un pH aproximado de 7 y el espacio apoplástico un pH de entre 

5 y 6 unidades, el transporte se lleva a cabo en contra del gradiente de concentración de 
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H+, por lo que se requiere la reacción de hidrólisis de ATP para generar la energía requerida 

para el transporte. La reacción de ATPasa libera entre 60 y 65 kJ/mol, dependiendo de la 
concentración de ATP, lo que hace la reacción muy exergónica y capaz de sustentar el 

transporte [Nelson y Cox, 2007]. 

Las diferencias de potencial electroquímico generado por la ATPasa de H+ de la membrana 

plasmática son necesarias para facilitar el transporte de solutos (iones, aminoácidos, 
azúcares, etc.) a través de acarreadores y canales, por transporte secundario, ya que la 

apertura de estos últimos es sensible al potencial electroquímico generado. El movimiento 

de especies como iones, carbohidratos y aminoácidos a través de la membrana plasmática 
se realiza por sistemas de simporte carbohidrato/H+ o aminoácido/H+, los cuales 

aprovechan la energía del transporte a favor del gradiente de concentración del H+ para 

entrar al citosol [Gavilanes et al, 1995].  

El bombeo de protones al exterior de la célula ayuda también a la apertura y cierre de 
estomas, ya que al activar a la ATPasa de H+ aumenta el transporte de H+ hacia el 

apoplasto, lo que a su vez hiperpolariza la membrana plasmática, favoreciendo la entrada 

de K+ por canales membranales específicos. Al acumularse el K+, se induce la entrada de 

agua a la célula para equilibrar las concentraciones interna y externa, con lo que las células 
se hinchan y se generan cambios en la curvatura de la pared celular. Esto a su vez lleva a 

la apertura del poro estomático [Gavilanes et al, 1995; Liu et al, 2009]. 

Además de su papel fundamental en la absorción de nutrientes, la ATPasa de H+ es 

importante en el crecimiento de la célula. La teoría llamada del “crecimiento ácido” sugiere 
que los protones extruidos por una ATPasa de H+ activada disminuyen el pH apoplástico 

que activa a las enzimas que intervienen en la disminución de la rigidez de la pared celular 

[Hager et al, 1991]. Se ha reportado que las auxinas, hormonas vegetales, incrementan el 
flujo de membranas sintetizadas de novo y ricas en moléculas de ATPasa desde el retículo 

endoplásmico hasta la membrana plasmática, además de inducir la acidificación celular 

[Frías et al, 1996; Sanchez-Linares et al, 2012; López-Coria et al, 2016].  

2.3. Regulación de la actividad de la ATPasa de H+ 

2.3.1. Regulación por isoformas 

Una forma de regular el metabolismo consiste en promover la expresión diferencial de 
distintas isoformas de una enzima clave. Para la ATPasa de H+ se han identificado múltiples 
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genes que codifican para diferentes isoformas. En Arabidopsis thaliana se sabe que existen 

12 genes que codifican para variantes de la ATPasa de H+ denominadas AHA1-AHA12 
[Gavilanes et al, 1995; Palmgren, 2001]. Las isoformas más abundantes son las AHA1 y 

AHA2, ya que estas se expresan en todos los tejidos y órganos. Además, se ha reportado 

que mutantes con interrupciones en los genes que codifican para estas dos isoformas 
resultan letales para la planta [Haruta et al, 2010]. Las propiedades catalíticas de todas las 

isoformas son similares, pero varían en su afinidad por el ATP, en su pH óptimo y en su 

sensibilidad a vanadato [Palmgren y Christensen, 1994]. 

2.3.2.   Regulación por el carboxilo terminal 

Entre las formas de regulación post-traduccionales, el mecanismo más estudiado involucra 
la regulación auto-inhibitoria por el dominio carboxilo terminal (aproximadamente 100 

aminoácidos) de la enzima, que está altamente conservado en las ATPasas de H+ de la 

membrana plasmática de plantas [Rudashevskaya et al, 2011].  

La eliminación del carboxilo terminal (dominio R) por medio de un tratamiento con tripsina 
o por ingeniería genética resulta en una enzima constitutivamente activa. Aunque está claro 

que el carboxilo terminal es el principal dominio regulatorio relacionado con la activación de 

la ATPasa de H+, los resultados recientes indican que el amino terminal igualmente participa 
en la modificación de la actividad de la bomba protones de la membrana plasmática 

[Janicka-Russak, 2011]. 

2.3.3.   Regulación por la interacción con una proteína 14-3-3 

Las proteínas 14-3-3 son un grupo de proteínas que se unen a péptidos fosforilados, están 

altamente conservadas en organismos eucariontes y son capaces de actuar sobre múltiples 
blancos celulares. Constituyen una familia grande de proteínas homólogas codificadas por 

genes separados. Existen en su mayoría en forma de dímeros, cuyo monómero pesa 

aproximadamente 30 kDa [Fu et al, 2000]. 

Las proteínas 14-3-3 están involucradas in múltiples procesos biológicos y usualmente 
interactúan con proteínas fosforiladas para mediar la transducción de la señal alterando su 

actividad, su estabilidad, su conformación, su localización subcelular o su afinidad por otras 

proteínas [Denison et al, 2011; Paul et al, 2012].  

Ya que las proteínas 14-3-3 están involucradas en interacciones proteína-proteína, se ha 
sugerido que participan en la respuesta al estrés en plantas a través de múltiples 
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mecanismos. Se ha encontrado que una proteína 14-3-3 es fosforilada por la cinasa CRPK1 

(por sus siglas en inglés cold-responsive protein kinase 1) cuando esta es activada por frío, 
causando que la proteína 14-3-3 se transporte al núcleo para promover la degradación de 

las CBFs [Liu et al, 2017]. 

La proteína 14-3-3 activa a la ATPasa de H+ por medio de su interacción con el dominio R 

en los motivos arginina-serina-x-Pserina-x-prolina (donde x puede ser cualquier aminoácido 
y Pserina es una seria fosforilada) y tirosina-treonina-valina de la ATPasa [Fuglsang et al, 

2003]. En un estudio reciente se encontró que para favorecer la unión de la proteína 14-3-

3 con el carboxilo terminal de la ATPasa de H+, el residuo Thr947 de la ATPasa requiere 
estar fosforilado mientras que la Ser931 no debe estar fosforilado [Fuglsang et al, 1999; 

Fuglsang et al, 2007]. 

Se ha encontrado también que el tratamiento de tejidos de plantas con la toxina fusicoccina 

producida por el hongo Fusicoccum amygdali, activa la ATPasa de H+ de la membrana 
plasmática promoviendo la unión de la proteína 14-3-3 de una forma esencialmente 

irreversible. La fusicoccina es capaz de formar el complejo únicamente cuando el carboxilo 

terminal de la ATPasa está interactuando con la proteína 14-3-3 [Olsson et al, 1998; 

Ottmann et al, 2007]. 

2.3.4.   Regulación por fosforilación 

La fosforilación tiene un papel muy importante en la regulación de la actividad de la ATPasa 

de H+ de la membrana plasmática en plantas. Se han encontrado múltiples sitios de 

fosforilación [Rudashevskaya et al, 2012]. El primer sitio encontrado y más estudiado es en 
el penúltimo residuo, que corresponde a una treonina (Thr948 en AHA1 y Thr947 en AHA2). 

La fosforilación de este residuo crea el sitio de unión para la proteína 14-3-3, la cual 

estabiliza la conformación activa de la ATPasa. La proteína cinasa que lleva a cabo esta 

fosforilación no ha sido identificada. La fosforilación de otro residuo de treonina en el 
carboxilo terminal (Thr881 en AHA2) activa la ATPasa por un mecanismo que no involucra 

a las proteínas 14-3-3 [Fuglsang et al, 2014]. En contraste, la fosforilación de la Thr924 o la 

Ser931 inactivan a la ATPasa de H+ [Duby et al, 2009]. Por su parte, la fosforilación de la 
Ser931 y la Thr924 interfieren con la unión de las proteínas 14-3-3 (Fig. 6) [Falhof et al, 

2015].   
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Fig. 6. Efectos de la fosforilación en diferentes residuos de la ATPasa de H+ [Modificada de Falhof et al, 2015]. 

2.3.5.   Regulación por lípidos membranales 

Se ha descrito que varios agentes amfifílicos, incluyendo lípidos típicos de la membrana, 

pueden modificar la actividad de la ATPasa de H+. Esto se ha encontrado con glicerolípidos 

y esteroles. Por ello, se cree que el entorno membranal puede tener un efecto en la 
regulación de la actividad de la enzima [Kasamo, 1990].   

La regulación de la actividad de las enzimas por los lípidos membranales que la rodean se 

ha explicado por dos modelos: la teoría de los lípidos en conjunto y la teoría de los lípidos 

frontera (anulares) [Kasamo y Sakakibara, 1996]. 

La teoría de los lípidos en conjunto (bulk) establece que cambios en la composición de 
lípidos en la membrana plasmática alteran la fluidez de la membrana, lo cual causa un 

cambio conformacional en la enzima y en su actividad [Kasamo, 2003].  

La teoría de los lípidos frontera o anulares establece que hay moléculas lipídicas 

específicas de la membrana que están estrechamente unidas a la proteína. La interacción 
directa entre dichos lípidos anulares y las proteínas en la membrana causan la regulación 

de la actividad de la proteína. La composición de los fosfolípidos anulares alrededor de la 

proteína podría diferir de la composición del resto de fosfolípidos que integran el resto de la 

bicapa, lo cual permite dar una mejor explicación en la especificidad de las interacciones y 
uniones específicas entre lípidos y proteínas de la membrana [Kasamo, 2003]. 
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ANTECEDENTES INMEDIATOS 

En nuestro grupo de trabajo se han llevado a cabo estudios con plantas de líneas 
transgénicas mutantes en genes codificantes para enzimas de la vía de síntesis de 

esfingolípidos, así como con mutantes en genes codificantes para diferentes transductores 

relacionados con los esfingolípidos como segundos mensajeros. Estas líneas también se 

han usado en experimentos de aclimatación al frío. En todas estas mutantes se realizó un 
escrutinio midiendo varias funciones, entre ellas la actividad de ATPasa de H+ de la 

membrana plasmática en condiciones de aclimatación.  

Particularmente para la mutante mpk3 se encontró una diferencia en la actividad de ATPasa 

de H+ de la membrana plasmática tanto en condiciones de aclimatación como de no 
aclimatación, ambas con respecto a la wt. La actividad de ATPasa de H+ de la mutante 

resultó ser 50% mayor en condiciones de no aclimatación. Sin embargo, la actividad 

disminuyó un 15% en condiciones de AC [Peña-Moral, 2015].  

Además, se realizó un estudio en la cantidad total de ATPasa de H+ presente en la 
membrana plasmática, obteniéndose que únicamente para la mutante mpk3 en condiciones 

de NA, la cantidad de enzima se incrementó un 20% [Rodríguez-Juárez, no publicado].  
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JUSTIFICACIÓN 

La ATPasa de H+ de la membrana plasmática de plantas es una enzima que es fundamental 
en la vida celular, por lo que ha sido muy estudiada tanto a nivel catalítico, como fisiológico 

y de regulación. Se sabe que la fosforilación de múltiples residuos es un mecanismo 

importante para la regulación de la enzima, pero hasta la fecha la proteína cinasa 

responsable de dichas fosforilaciones no ha sido identificada. De tal manera, no existen 
estudios que relacionen a las MAP cinasas como elementos que contribuyan a la regulación 

de la actividad de la ATPasa de H+, por lo que resulta muy interesante explorar el 

mecanismo mediante el cual la ATPasa modifica su actividad en plantas con pérdida de 
función de la MPK3, una MAPK frecuentemente involucrada en las respuestas a estrés 

biótico y abiótico.  

Una de las formas de estrés abiótico muy importante para las plantas es la exposición a 
bajas temperaturas en etapas tempranas del desarrollo. En la actualidad el problema del 

cambio climático se ha incrementado considerablemente. El calentamiento global puede 

aumentar la frecuencia de las olas de frío y de las olas de calor ya que al modificar el 
balance energético de un sistema cambia el punto de equilibrio. Esto se traduce en 

aumentos y descensos bruscos de temperatura como respuesta del sistema para volver a 

equilibrarse [Wang et al, 2017], por ello, estudiar los mecanismos de adaptación de las 

plantas a diferentes temperaturas es muy importante. En este sentido, la caracterización de 
mutantes con respuestas diferenciales al frío constituye una herramienta experimental 

valiosa para intentar entender las estrategias celulares que las plantas despliegan para 

adaptarse a bajas temperaturas.  
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HIPÓTESIS 

La MPK3 es un componente de la vía de señalización que activa a la ATPasa de H+ de la 

membrana plasmática en condiciones de aclimatación al frío. 

OBJETIVOS 

1. Objetivo general 

Estudiar la catálisis de la ATPasa de H+ de la membrana plasmática en la línea mpk3 en 

condiciones de aclimatación, para así obtener información sobre el mecanismo mediante el 

cual la MPK3 contribuye al aumento de la actividad de la enzima. 

2. Objetivos particulares 

• Comparar los fenotipos de plantas Col-0 tipo silvestre y la mutante mpk3 en condiciones 

de no aclimatación (NA) y aclimatación (AC) antes y después de un reto de congelación 

(-15 °C).  

• Obtener vesículas de membrana plasmática de las plantas anteriormente mencionadas.  

• Determinar la actividad específica de la ATPasa de H+ de la membrana plasmática en 

las vesículas de membrana obtenidas.  

• Determinar la Vmax, KS y Vmax/KS de la ATPasa de H+ de la membrana plasmática de los 

genotipos en estudio en condiciones de aclimatación y no aclimatación.  

• Estimar la cantidad de ATPasa en las vesículas de membrana plasmática de ambos 

genotipos y en ambas condiciones. 

• Generar una versión de la ATPasa de H+ sin el dominio carboxilo terminal mediante 
tratamientos de tripsina, para determinar si esta región está involucrada en la menor 

actividad de la enzima observada en la línea mpk3 en condiciones de NA. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

1. Diseño experimental 

Para cumplir los objetivos presentados, se diseñó la estrategia experimental esquematizada 

en la Fig. 7. 

 

Fig. 7. Estrategia experimental para el cumplimiento de los objetivos.  
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2. Material biológico 

Tabla 1. Material biológico. 

.  

3. Crecimiento de plantas  

Se utilizaron plantas de A. thaliana ecotipo Col-0 de los genotipos tipo silvestre (wt) y de la 
línea mpk3, la cual es una mutante de inserción por T-DNA con pérdida de función de la 

cinasa 3 activada por mitógenos (MPK3) (SALK_100651).  

Las semillas de ambos genotipos fueron germinadas y crecidas por cuatro semanas en una 

maceta, a un fotoperiodo de 8 h de luz y 16 h de oscuridad a una temperatura de 22 °C y 
con riego discrecional con agua. Cinco días después se transfirieron a macetas previamente 

lavadas y remojadas con HClO4 comercial al 30% y bien enjuagadas con agua de la llave, 

conteniendo un sustrato humedecido con agua de la llave compuesto de 3 partes de Mix 4 

Agregate Plus (Sunshine, Sun Gro Horticulture; Canada Ltd.), 1 parte de Vermiculita 
Premium Grande (Sunshine, Sun Gro Horticulture; Canada Ltd.) y 1 parte de Agrolita Dica 

Mex (Dicalite de México S.A. de C.V.; Tlalnepantla, Edo de México), colocando de una a 

tres plántulas por maceta. Una vez remojadas, deben ser bien enjuagadas con agua de la 
llave para ser usadas.  

Para el crecimiento de las plántulas, las macetas se colocan en charolas que se cubren con 

domos transparentes para mantener la humedad y se riegan con medio de Hoagland 
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(Apéndice 1) aproximadamente 3 veces por semana. Las plantas se crecieron en el 

invernadero con un fotoperiodo natural y aire acondicionado o bien en una cámara con un 
fotoperiodo de 8 h de luz y 16 h de oscuridad a una temperatura de 22 ± 2 °C.   

4. Tratamiento de no aclimatación (NA) y de aclimatación (AC)  

Los tratamientos de NA o AC se realizaron sobre plantas de 8-10 semanas de desarrollo. 

Para las condiciones de NA las plantas se mantuvieron una semana en una cámara con un 
fotoperiodo de 8 h de luz y 16 h de oscuridad a una temperatura de 22 ± 2 °C. Para las 

condiciones de AC las plantas se transfieren a una cámara con un fotoperiodo de 8 h de luz 

y 16 h de oscuridad a una temperatura de 4 ± 2 °C.  De las plantas en tratamiento y con 
ayuda de tijeras se cosecharon todas las hojas (jóvenes y adultas), las cuales se pesaron 

y separaron en paquetes de 25 g en papel aluminio, que fueron congelados inmediatamente 

con N2 líquido y almacenados a -70°C hasta su uso posterior para la obtención de vesículas 
de la membrana plasmática. 

5. Aislamiento y purificación de vesículas de membrana plasmática 

5.1. Obtención de la fracción microsomal 

Las fracciones microsomales se obtuvieron a partir de hojas congeladas y homogeneizadas 

en N2 líquido, siguiendo el protocolo de fraccionamiento subcelular por centrifugación 
diferencial [Carmona-Salazar et al, 2011]. 

5.2. Obtención de vesículas de membrana plasmática 

Se aislaron a partir de las fracciones microsomales utilizando un procedimiento de 

distribución de las membranas celulares en un sistema de fases de dos polímeros acuosos 
(polietilenglicol y dextrán) de acuerdo con Carmona-Salazar et al [2011]. 

6. Determinación de la proteína por el método de Lowry  

La concentración de proteína en una muestra se realizó mediante un ensayo colorimétrico, 

utilizando una curva estándar con albúmina sérica bovina (BSA) a una concentración de 1 
mg/ml, desarrollando una reacción de color y midiendo la absorbancia a 750 nm [Peterson, 

1977].  
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7. Determinación de fosfato inorgánico 

Se realizó en tubos de ensayo previamente lavados con Extran y tratados con ácido 

sulfúrico. Para la realización de la curva patrón, inicialmente se añadieron de 10 a 60 μL de 
solución estándar 1 mM de K2PO4, llevándolos a un volumen final de 150 μL con agua 

bidestilada, posteriormente se añadieron 150 μL de solución A (SDS 24 %) y 300 μL de 

solución B/C (molibdato de amonio 2 % y ácido ascórbico 2 %, ambos en HCl 1N en relación 
1:1, v/v). La mezcla se incubó de 3 a 7 min a temperatura ambiente y se añaden 450 μL de 

reactivo E (citrato de sodio 2 %, metarsenito de sodio 2 % y de ácido acético 2 %, todo 

disuelto en agua bidestilada). Se incubó por 20 min para el desarrollo y estabilización del 

color y se leyó su absorbancia a 850 nm [Gonzáles-Romo et al, 1992]. 

8. Determinación de hidrólisis de ATP 

Tanto los tubos de ensayo como el recipiente con el medio de hidrólisis de ATP se 

mantuvieron en hielo. Para la preparación del medio de hidrólisis se mezclaron los 

siguientes componentes a concentraciones finales de: 250 mM de sacarosa/PIPES 20 mM 
ajustado a pH 6.5 con BTP (Bis-Tris-Propano), 7 μM CCCP (carbonilcianuro-m-

clorofenilhidrazona), 0.015 % Brij 58 (v/v), 10 mM MgCl2 y 10 mM de ATP (adenosín 

trifosfato) a pH 6.5. Se colocaron tres tubos para cada condición a ensayar: hidrólisis total 
(HT), hidrólisis química (HQ) e hidrólisis en presencia de inhibidores. En el último caso, el 

medio se suplementó con inhibidores de diferentes enzimas que hidrolizan ATP y que 

pudieran estar en la muestra membranal (si se usa Na2VO4 se utiliza una concentración 
final de 200 μM; si se usa la mezcla de inhibidores NaN3, Na2MoO4·H2O y KNO3, las 

concentraciones finales son de 2 mM, 2 mM y 50 mM, respectivamente). El volumen final 

en todos los tubos fue de 150 μL [Sánchez-Nieto et al, 1997]. 

La reacción se inició con la adición de 4 μg, se agitó manualmente por unos cuantos 

segundos y se colocó el tubo en una gradilla dentro de un baño María a 29 °C por 20 min. 
Se llevó a cabo el mismo procedimiento con todos los tubos que contienen medio de 

hidrólisis con o sin inhibidores. En el caso de la determinación de hidrólisis química sólo se 

adicionaron 150 μL del medio de hidrólisis en cada tubo y se colocó en una gradilla en las 
mismas condiciones que los demás tubos. 

Una vez finalizado el tiempo de incubación a 29 °C, a cada tubo se les adicionaron 

directamente cuando aún se encuentran en el baño María, 150 μL de SDS 24% e 

inmediatamente se agitaron con ayuda del vórtex y se transfirieron a un baño de hielo 
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[Sánchez-Nieto et al, 1997]. El Pi liberado en la reacción de hidrólisis de ATP se determinó 

de acuerdo con el protocolo descrito anteriormente. Paralelamente al ensayo de hidrólisis 
de ATP se realizó una curva patrón de determinación de fosfato inorgánico. 

9. Determinación de la actividad de ATPasa a diferentes concentraciones de sustrato 

para el análisis cinético 

Tanto los tubos de ensayo como el recipiente contenedor del medio de hidrólisis de ATP se 

mantienen en hielo. Se prepararon 2 diferentes medios de hidrólisis en 2 tubos de ensayo 
independientes, uno con ATP/Mg2+ y otro sin éste. Para el primer medio de hidrólisis (MH) 

se mezclaron los siguientes componentes a concentraciones finales de: 250 mM de 

sacarosa/PIPES 20 mM ajustado a pH 6.5 con BTP, 7 μM CCCP, 0.015 % Brij 58 (v/v), 2 
mM NaN3, 2 mM Na2MoO4·H2O, 50 mM KNO3, 10 mM MgCl2 y 10 mM de ATP a pH 6.5. 

Para el segundo medio de hidrólisis sin ATP/Mg2+ (MH-ATP) se mezclaron los siguientes 

componentes a concentraciones finales de: 250 mM de sacarosa/PIPES 20 mM ajustado a 

pH 6.5 con BTP, 7 μM CCCP, 0.015 % Brij 58 (v/v), 2 mM NaN3, 2 mM Na2MoO4·H2O y 50 
mM KNO3 [Sánchez-Nieto et al, 1997]. Se prepararon los medios de hidrólisis 

correspondiente al número de ensayos a realizar, tomando en cuenta que con este medio 

igual se realizará un ensayo de hidrólisis química. Se etiquetaron tubos con letras de la A a 
la M, y a estos se les añadieron las cantidades de MH y MH-ATP indicadas en la Tabla 2, 

para obtener las diferentes concentraciones del sustrato en un volumen final de 150 μL. Las 

concentraciones mostradas en la Tabla 2 son las concentraciones añadidas, sin embargo, 
las concentraciones reales del sustrato ATPHMg, según el pH del medio y tomando en 

cuenta las constantes de asociación, se muestran en el Apéndice 2.  

La reacción se inició con la adición de 4 μg de proteína al primer tubo con medio de 

hidrólisis, se agitó manualmente por unos cuantos segundos y se colocó en un baño María 

a 29 °C por 20 min. En el caso de la determinación de hidrólisis química, los tubos de la A 
a la M únicamente se colocaron en baño María a 29 °C por 20 min [Sánchez-Nieto et al, 

1997].  
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Tabla 2. Volumen de MH y MH-ATP para obtener la concentración deseada de ATP/Mg2+ para el ensayo de 
saturación de la ATPasa.  

  
Conc ATP/Mg2+ 

(1:1) MH MH-ATP 

TUBO mM μL μL 

A 0 0 150 

B 0.1 1.25 148.75 

C 0.2 2.5 147.5 

D 0.4 5 145 

E 0.6 7.5 142.5 

F 0.8 10 140 

G 1 12.5 137.5 

H 2 25 125 

I 4 50 100 

J 6 75 75 

K 8 100 50 

L 10 125 25 

M 12 150 0 

  TOTAL 563.75 1386.25 
 

Una vez finalizado el tiempo de incubación a 29ºC, a cada tubo se les adicionaron 

directamente cuando aún se encontraban en el baño María, 150 μL de SDS 24 % e 

inmediatamente se agitaron con ayuda del vórtex y se transfirieron a un baño de hielo. El 
Pi liberado en la reacción de hidrólisis de ATP se determinó de acuerdo con el protocolo 

descrito anteriormente. Paralelamente al ensayo de hidrólisis de ATP se realizó una curva 

patrón de determinación de fosfato inorgánico. 

10. Separación de proteínas en geles de poliacrilamida-SDS 

Las proteínas de las vesículas de membrana plasmática fueron separadas 

electroforéticamente en geles de poliacrilamida-SDS de acuerdo con el método descrito por 

Schagger y Von Jagow (1987) como se describe a continuación.  

I. Se limpiaron los vidrios utilizados para el gel con SDS 10% o alcohol.  
II. Se colocaron las placas de vidrio del lado del separador y se montaron con 

cuidado en el soporte, comprobando ausencia de fugas con un poco de agua 

bidestilada. Se retiró el agua y se secó el interior con ayuda de papel filtro. 
III. Preparación del gel separador. Se mezclaron en un vaso de precipitados los 

reactivos siguientes en el orden descrito a continuación. 

a) 1632 μL de acrilamida-bis acrilamida (10-0.3 %) 
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b) 1632 μL de amortiguador del gel (Tris 3 M –SDS 0.3 %, pH  8.9) 

c) 660 μL de glicerol 
d) 991 μL de H2O desionizada 

e) 25 μL de persulfato de amonio 10 % 

f) 2 μL de TEMED (tetrametiletildiamina) 

Inmediatamente se vertió la mezcla en el espacio entre las dos placas. Una 

vez lleno el espacio, se colocó un poco de SDS al 0.3 % sobre el gel para 

evitar un borde cóncavo y se dejó polimerizar por aproximadamente 30 min. 

IV. Una vez polimerizado, se desechó el SDS y se enjuagó con agua. Se secó 

con ayuda de papel filtro.  

V. Preparación del gel concentrador. Se mezclaron los siguientes reactivos en 

el siguiente orden:  
a) 264 μL de acrilamida-bis acrilamida (10-0.3%) 

b) 496 μL de amortiguador del gel (Tris 3 M –SDS 0.3 %, pH 8.9) 

c) 1221 μL de H2O desionizada 
d) 25 μL de persulfato de amonio 10% 

e) 2 μL de TEMED (tetrametiletildiamina) 

VI. Se agregó un poco del gel concentrador encima del gel separador y se colocó 
el peine de 15 pozos introduciendo casi hasta el final del peine.  

VII. Se dejó polimerizar entre 45 min y 1 h a temperatura ambiente, 

asegurándose que la cantidad de gel concentrador llegara al borde de las 

placas. 
VIII. Una vez polimerizado se retiró el peine cuidadosamente para no dañar los 

carriles.  

IX. Se fijó el gel ensamblado entre las placas de vidrio en el soporte de la cámara 
de electroforesis.  

X. Se colocó el amortiguador del cátodo (Apéndice 3) en el interior casi hasta 

arriba de las placas de vidrio. 

XI. Se cargó un marcador de pesos moleculares comercial en el pozo del 
extremo izquierdo y posteriormente se cargaron las muestras, cuidando que 

contuvieran cantidades iguales de proteína y volúmenes similares, el cual 

fue ajustado buffer de ajuste de peso. 
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XII. Se colocó el amortiguador del ánodo (Apéndice 3) dentro de la cámara hasta 

cubrir la mitad de los tornillos inferiores.  
XIII. Se colocó la tapa de la cámara de electroforesis cuidando de hacer coincidir 

los extremos del cátodo y ánodo. Se conectó a la fuente de poder y se aplicó 

corriente de 50 V por aproximadamente 30 min (tiempo requerido para que 
las proteínas se alineen en el gel concentrador) y posteriormente de 100 V 

por 2 a 3 h. 

11. Tinción de geles con azul de Coomassie 

Después de la separación de proteínas por electroforesis se colocó el gel en solución 
fijadora (Apéndice 4) asegurando de que se cubriera completamente y manteniéndose en 

agitación constante por 2 h a temperatura ambiente. Posteriormente, el gel se tiñó con 

solución azul de Coomassie (Apéndice 4) por 30 min con agitación constante a temperatura 
ambiente. Finalmente, el gel se colocó en solución desteñidora (Apéndice 4) 

manteniéndose en agitación constante hasta que las bandas de proteínas fueron evidentes. 

El gel se almacenó en una solución de glicerol al 5 % [Schagger y Von Jagow, 1987]. 

12. Secado de geles 

Los geles teñidos se digitalizaron y posteriormente se secaron para preservarlos. Para ello, 

el gel se colocó sobre una hoja de papel absorbente 3M y se cubrió con papel celofán 

previamente humedecido que se alisó para eliminar burbujas y se colocó en el equipo GEL 

DRYER (modelo 583 Bio-Rad) durante 2 h a 80 °C. 

13. Detección de proteínas por Inmunodetección 

Las proteínas separadas en geles de poliacrilamida-SDS se transfirieron a una membrana 

de PVDF como se describe a continuación.  

I. El gel sin fijar ni teñir, se mantuvo en solución amortiguadora de transferencia 

(Apéndice 5) de 15-30 min a temperatura ambiente y agitación constante.  
II. El gel se colocó en un casete plástico conteniendo en orden ascendente: una 

esponja, una hoja de papel filtro, el gel, una hoja de membrana PVDF, otra 

hoja de papel filtro y otra esponja. Tanto el papel filtrro como las esponjas 
fueron prevaimente humedecidas con solución amortiguadora de 

trasnferencia y la membrana PVDF fue humedecida con metanol y el mismo 

amortiguador de transferencia.  
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III. El casete se colocó en la cámara de electrotransferencia conteniendo 

suficiente solución amortiguadora de transferencia para cubrirlo y de tal 
manera que el gel quedara orientado hacia el cátodo y la membrana de 

PVDF hacia el ánodo. 

IV. La electrotransferencia de proteínas a la membrana se realizó a 22 volts por 
150 min; entonces la membrana de PVDF se sometío a un lavado rápido con 

H2O desionizada, se le añadieron 4 mL del primer reactivo del sistema 

Western Blot Signal Enhancer (Pierce®), que se dejó actuar por 2 min, se 
realizaron 5 lavados consecutivos rápidos con H2O desionizada, se 

añadieron 4 mL del segundo reactivo del sistema Western Blot Signal 

Enhancer Pierce®, que se dejó actuar por 10 min para finalizar con 5 lavados 

rápidos con H2O desionizada.  
V. La inmunodetección se realizó con el siguiente procedimiento: 

a) Bloqueo: Se colocó la membrana en solución bloqueadora (Apéndice 

5) por 1 h en agitación constante a temperatura ambiente. Se 
realizaron 2 lavados, uno con TTBS (Apéndice 5) en agitación 

rotatoria por 5 min y otro con TBS (Apéndice 5) por 10 min. 

b) Primer anticuerpo (Apéndice 5): La membrana se colocó en una bolsa 
que contenía el primer anticuerpo, donde se mantuvo durante toda la 

noche a temperatura ambiente en condiciones de oscuridad. Se 

repitió la secuencia de lavados del paso de bloqueo. 

c) Segundo anticuerpo (Apéndice 5): La membrana se colocó en una 
solución que contenía el segundo anticuerpo donde se incubó por 2 

h en agitación constante a temperatura ambiente. Se realizaron 4 

lavados, tres con TTBS en agitación rotatoria por 10 min y uno con 
TBS por 10 min.  

d) Revelado: Se añadió la mezcla para desarrollar color (Apéndice 5) y 

en cuanto las bandas se hicieron visibles, se retiró la solución y se 

añadió agua bidestilada para detener la reacción.  

14. Determinación de la composición y cuantificación de esfingolípidos de las vesículas 

de membrana plasmática  

Vesículas de membrana plasmática de plantas de Arabidopsis de los genotipos tipo 

silvestre y mutante mpk3 no aclimatadas y aclimatadas fueron procesadas para extracción, 
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separación, identificación y cuantificación de esfingolípidos membranales por cromatografía 

de alta resolución (HPLC) en fase reversa acoplada a ESI-MS/MS, de acuerdo con el 
protocolo descrito por Markham y Jaworski (2006). 

15. Proteólisis controlada de vesículas de membrana  

Los tubos para el ensayo se mantuvieron todo el tiempo en hielo. En un tubo para PCR se 

colocó el medio de proteólisis correspondiente al número de ensayos que se realizaron más 
un exceso. La composición del medio en concentraciones finales fue: 5 mM de EDTA-BTP 

a pH = 8, 2 mM de ATP, 250 mM de sacarosa, 1.175 mg/mL de Brij 58, 25 mM de MOPS-

BTP a pH = 8. A los tubos de reacción se les añadieron 4 µL de una solución de tripsina a 
una concentración de 1 µg/µL y la reacción se inició con la adición de la proteína, colocando 

el tubo un baño de agua a 29 °C. A los 0 y 40 min se tomaron alícuotas correspondiente a 

50 µg de proteína que se colocaron en un tubo para PCR que contenía el volumen necesario 
de inhibidor de tripsina de soya a una concentración final de 800 µg/mL y se colocaron en 

hielo. En cada muestra se determinó la hidrólisis de ATP y se procedió a la preparación de 

geles de acrilamida-SDS [Sánchez-Nieto et al, 1997].  

16. Análisis estadístico 

Cada experimento se realizó un mínimo de 4 veces con al menos 3 preparaciones 

membranales independientes. El análisis estadístico se llevó a cabo en el programa Excel 

2010, con la función de promedio, error estándar y análisis de varianza de un factor que fue 

calculado para determinar diferencias significativas en 2 muestras, con un valor de α = 0.05.  
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RESULTADOS 

Con el propósito de determinar si el transductor MPK3 está involucrado en la respuesta a 

frío en la planta A. thaliana, se compararon las respuestas ante este tipo de estrés de 
plantas tipo silvestre con las de las plantas mutantes (mpk3) con pérdida de función de esta 

enzima (línea SALK_100651). Para documentar el fenotipo de la respuesta a frío se 

utilizaron plantas de 10-12 semanas de edad. 

1. Determinación del efecto de la aclimatación en el fenotipo de plantas que no 

expresan el gen MPK3 

Se analizaron plantas tipo silvestre y mpk3 sometidas a 22 y 4 °C. Para ello, las plantas se 

crecieron en macetas por 8-10 semanas a 22 °C. Posteriormente, se colocaron en 

condiciones de aclimatación (AC) a frío (4 °C) o se mantuvieron en condiciones de no 

aclimatación (NA) (22 °C) por una semana más. Después de la semana en tales 
condiciones, se tomó un registro fotográfico de las plantas (Fig. 8A) y las plantas se 

sometieron a un tratamiento de congelación (-15 °C por 80 min), recuperación rápida (4 °C 

por 40 min) y recuperación a 22 °C por una semana. Después de esta semana se volvió a 
hacer un registro fotográfico, para evaluar la eficiencia de la aclimatación, estimada por su 

capacidad de sobrevivencia al congelamiento (Fig. 8A).  

El fenotipo mostró que las plantas wt NA no resistieron el tratamiento de congelación a -15 

°C, lo cual se reflejó por una menor sobrevivencia que la de plantas wt AC (Fig. 8B). Puesto 
que el tratamiento de aclimatación triplicó la sobrevivencia de plantas tipo silvestre en 

comparación con las NA, puede concluirse que la AC les confirió la capacidad de sobrevivir 

a temperaturas congelantes.  

De manera similar a las plantas tipo silvestre NA, las plantas mpk3 NA tampoco fueron 
capaces de sobrevivir al congelamiento (Fig. 8A). Sin embargo, en las plantas mpk3 

sometidas a AC se encontró que este tratamiento mejoró su sobrevivencia hasta cuatro 

veces respecto a las plantas no aclimatadas (Fig. 8B).    
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Fig. 8. Efecto de la aclimatación a bajas temperaturas de las plantas wt (azul) y mpk3 (naranja). A. Fenotipos 
de plantas no aclimatadas (NA, color obscuro) y aclimatadas (AC, color claro) antes y después del reto a 
temperaturas congelantes (fotografías representativas de wt n=12 y mpk3 n=14). B. Sobrevivencia de las 
plantas una semana después del congelamiento (wt n=12 y mpk3 n=14). 
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2. Efecto de la aclimatación en la actividad de ATPasa de H+ en vesículas de membrana 

plasmática 

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

purificadas de membrana plasmática demostraron que la aclimatación previa de plantas 
tipo silvestre provoca una disminución de la actividad de ATPasa [Peña-Moral, 2015].  

Experimentos de este tipo se realizaron nuevamente sobre membranas de plantas wt y de 

la línea mpk3, tanto en condiciones de NA como de previa AC. En la Fig. 9 se muestra la 

actividad de hidrólisis de ATP de vesículas de membrana plasmática de ambos genotipos 
de plantas sometidas a los tratamientos descritos.    

Se observó que en las vesículas de membrana plasmática de plantas tipo silvestre NA la 

actividad fue de 106 nmol Pi mg-1 min-1. En cambio, en las plantas tipo silvestre AC, esta 

actividad disminuyó un 30 % (68 nmol Pi mg-1 min-1), lo que corroboró los resultados 

previamente reportados [Peña-Moral, 2015]. 

Por su parte, en las vesículas de membrana plasmática de plantas que no expresan el gen 

MPK3 NA se observó un aumento del 50 % (149 nmol Pi mg-1 min-1) de la actividad en 

relación con la de las plantas tipo silvestre no aclimatadas, mientras la actividad en 

vesículas de membrana plasmática de las plantas mpk3 aclimatadas disminuyó, siendo esta 
disminución mayor que la observada en las plantas tipo silvestre aclimatadas y – 60 % en 

comparación con el control NA (51 nmol Pi mg-1 min-1). 

Un análisis estadístico de ANOVA de las actividades de ATPasa demostró que las 

diferencias entre los valores de actividad de ATPasa de H+ entre las plantas tipo silvestre y 
mpk3 no aclimatadas o aclimatadas son significativas.  
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Fig. 9. Determinación de la actividad de hidrólisis de ATP en las plantas wt y mpk3 en condiciones de 
aclimatación (AC) y no aclimatación (NA). Se determinó la hidrólisis de ATP en vesículas de membrana 
plasmática de las plantas de los dos genotipos a 29 °C y durante 20 min de reacción. Se presentan los valores 
promedio ± EE correspondientes a seis determinaciones llevadas a cabo con tres preparaciones membranales 
independientes. Los datos fueron procesados con el programa Excel 2010, aplicando un análisis de varianza 
de un factor (ANOVA). Diferentes letras indican valores promedio de actividad de hidrólisis de ATP 
significativamente diferentes (α=0.05).  
 

3. Determinación de la cinética de hidrólisis de ATP en vesículas de membrana 

plasmática  

Con el objetivo de obtener más información sobre las diferencias en la actividad de la 

ATPasa de H+ de la membrana plasmática descritas, se determinaron las constantes 

cinéticas de la reacción de hidrólisis de ATP. 

En la Fig. 10 se muestran las gráficas que describen el comportamiento cinético de la 
reacción de hidrólisis de ATP llevadas a cabo por la ATPasa de H+ de membranas 

plasmáticas purificadas de ambos genotipos en condiciones de NA y AC. Los datos 

experimentales fueron sometidos al ajuste descrito por la ecuación de Michaelis-Menten 
[Michaelis y Menten, 1913], ya que se había demostrado previamente un patrón 

michaeliano en las plantas silvestres NA [González-Reyes, 2010; Ponce-Pineda, 2016] (Fig. 

10A). Además, los datos se ajustaron a la ecuación de Hill [Hill, 1910], ya que en la literatura 
existe evidencia de que la ATPasa puede presentar una cinética de cooperatividad en 

ciertas condiciones dependientes del ambiente lipídico [Sánchez-Nieto et al, 2011] (Fig. 

10B). Se observó un buen ajuste de los puntos tanto para la ecuación de Michaelis-Menten 
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(chi2 = 33.48) como para la ecuación de Hill [Hill, 1910] (chi2 = 58.74). Lo anterior concordó 

con las constantes catalíticas calculadas, pues se obtuvieron números de Hill (n) iguales a 
1, lo que indica que la enzima no presentaba cooperatividad, con lo que quedó claro que la 

enzima presentaba un comportamiento michaeliano en las vesículas membranales de las 

plantas silvestres y de las mpk3 en condiciones de NA y AC (Tabla 3).  

Tabla 3. Constantes catalíticas de la reacción de hidrólisis de ATP por la ATPasa de H+ de la membrana 
plasmática.  
 

Parámetro cinético 

Genotipos de Arabidopsis thaliana 

Wt mpk3 

NA AC NA AC 

Michaelis- 
Menten 

Vmax (nmolPi mg-1 min-1) 127.16 ± 5.19 88.76 ± 4.88 157.12 ± 5.50 62.74 ± 7.26 

Km (mM) 1.15 ± 0.16 0.89 ± 0.17 1.28 ± 0.15 1.92 ± 0.68 

Vmax/Ks (s-1) 1.84x103 ± 540 1.66x103 ± 478 2.04x103 ± 610 5.4x102 ± 178 

Hill 

Vmax (nmolPi mg-1 min-1) 121.98 ± 10.38 89.48 ± 11.30 144.75 ± 9.95 58.88 ± 18.39 

K’ (mM) 1.05 ± 0.28 1.02 ± 0.4 1.04± 0.23 1.59 ± 0.96 

Vmax/K’ (s-1) 1.94x103 ± 618 1.46x103 ± 471 2.32x103 ± 721 6.16x102 ± 319 

N 1.12 ± 0.21 1.05 ± 0.28 1.15 ± 0.18 0.97 ± 0.44 

Se muestran datos de los genotipos tipo silvestre y mpk3 en condiciones de no aclimatación (NA) y de 

aclimatación (AC). Las constantes se calcularon a partir de los valores de las gráficas de la Fig. 10, ajustándose 

a la ecuación de Michaelis-Menten y a la ecuación de Hill con el programa Origin 5.0 Data Analysis and Graphing 

Software®. Se muestran los promedios ± DE (n=6).  

Los ajustes se llevaron a cabo en el programa Origin 5.0 Data Analysis and Graphing 

Software®, mostrándose los resultados en la Tabla 3. De las gráficas ajustadas al modelo 

de Michaelis-Menten se obtuvieron los valores de Vmax, Km y Vmax/ Km. De las gráficas 
ajustadas al modelo de Hill se obtuvieron los valores de Vmax, K’, Vmax/ K’ y el número de Hill 

(n).  La mayor diferencia se observó en los valores de Vmax, en los que se encontró que la 

planta mpk3 no aclimatada tiene el mayor valor (157.12 ± 5.50 nmol Pi mg-1 min-1), el cual 

coincidió con la actividad obtenida previamente (Fig. 9), resultando mayor al de la Vmax 
obtenida para las plantas tipo silvestre no aclimatadas (127.16 ± 5.19 nmol Pi mg-1 min-1). 

La condición de aclimatación disminuyó la Vmax para ambos genotipos, sugiriendo que esta 

condición tiene un efecto en la conformación o en la cantidad de la enzima.  
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No se encontraron cambios significativos entre las Km, sin embargo, se encontró que la 

eficiencia catalítica decreció únicamente en la enzima de la planta mpk3 AC, lo cual se 
puede asociar a la menor actividad observada en esta condición. 

  

 
Fig 10. Comportamiento cinético de la reacción de hidrólisis de ATP de la ATPasa de H+ de la membrana 
plasmática de las plantas de los genotipos tipo silvestre en condiciones de NA, tipo silvestre en AC, mpk3 en 
NA y mpk3 en AC. Los valores experimentales fueron sometidos a dos tipos de ajustes: A) ajuste hiperbólico 
(modelo de Michaelis-Menten) y B) ajuste sigmoidal (modelo de Hill). Se determinó la actividad de ATPasa a las 
concentraciones de sustrato indicadas, por un tiempo de 20 min y a una temperatura de 29 °C. Tipo silvestre 
NA (negro), tipo silvestre AC (rojo), mpk3 NA (verde) y mpk3 AC (azul).  Los ajustes se realizaron con el 
programa Origin 5.0 Data Analysis and Graphing Software®.  
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4. Estimación de los niveles de ATPasa de H+ de vesículas de membrana plasmática  

Ya que los valores de actividad y de velocidad máxima en las plantas tipo silvestre y mpk3, 

tanto en condiciones de no aclimatación como de aclimatación fueron diferentes, se exploró 
la posibilidad de que estas diferencias se debieran a cambios en la cantidad de ATPasa 

presente en las vesículas de membrana plasmática. Por ello, se realizó una 

inmunodetección de los niveles endógenos de ATPasa de H+ presente en las vesículas de 
membrana plasmática de todas las condiciones.  

Lo primero que se realizó fue la separación de las proteínas membranales de las muestras 

utilizadas para medir la actividad de la ATPasa en geles de SDS-PAGE que se tiñeron con 

azul de Coomassie.  

La concentración de proteína incluida en los geles se calcula teóricamente, pero como 
frecuentemente se detectan diferencias en una primera separación electroforética, se 

ajustaron experimentalmente los volúmenes de muestra necesarios para lograr que la 

proteína total cargada fuera muy similar en todos los carriles (Fig. 11A). Posteriormente, el 

gel con las muestras homogenizadas se transfirió a una membrana de PVDF sobre la que 
se realizó una inmunodetección de la ATPasa de H+ para estimar su concentración en las 

diferentes muestras.   

En la Fig. 11B se presentan cinco réplicas de tres diferentes preparaciones membranales 

independientes, las cuales fueron inmunotratadas con un anticuerpo homólogo comercial 
contra la ATPasa de H+ de la membrana plasmática. Al extremo izquierdo de las 

membranas se señala la banda con peso molecular de aproximadamente 100 kDa, 

correspondiente a la masa molecular reportada para la ATPasa de H+ de la membrana 
plasmática. Para realizar una estimación más precisa de los niveles de ATPasa presentes 

en las vesículas de membrana plasmática, se realizó una densitometría de las bandas 

normalizada contra la densidad de la banda 65 kDa del gel teñido con azul de Coomassie. 
La gráfica mostrada en la Fig. 11C, presenta los promedios de los valores de densidad de 

las bandas de cada muestra y las de sus réplicas ya normalizadas. 

Las tres muestras biológicas de las plantas wt NA, wt AC y mpk3 AC, no presentaron 

diferencias en la cantidad de proteína entre sí. Entre estas tres condiciones experimentales 

tampoco se presentaron cambios en los niveles de ATPasa. Sin embargo, en las 
preparaciones membranales de la mutante mpk3 NA, sí se encontró una mayor cantidad 

de ATPasa de H+ en comparación con las demás condiciones. Este incremento sí podría 
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contribuir a explicar el aumento de actividad de ATPasa en la planta mpk3 NA. Sin embargo, 

la diferencia de actividades de ATPasa de las demás condiciones no se pudo explicar por 
diferencias en la cantidad de ATPasa detectada en esas muestras.  

 

 

A 

B 
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Fig 11. Separación electroforética de proteínas de VMP extraídas de plantas de los genotipos tipo silvestre y 
mutante mpk3 en condiciones de aclimatación (AC) y de no aclimatación (NA). Se aplicaron 15 μg de proteína 
membranal a cada uno de los carriles. El gel se replicó en una membrana de PVDF para estimar la cantidad de 
ATPasa de H+ por inmunodetección. A. Se muestra el gel teñido con azul de Coomassie con proteínas totales 
de 3 preparaciones independientes. Los carriles corresponden a el estándar de pesos moleculares (Std), las 
seis preparaciones independientes de membranas plasmáticas de las plantas tipo silvestre no aclimatadas y 
aclimatadas (wt NA1, NA2, NA3, AC1, AC2, AC3) y las seis preparaciones independientes de membranas 
plasmáticas de las plantas mutantes no aclimatadas y aclimatadas (mpk3 NA1, NA2, NA3, AC1, AC2, AC3). A la 
izquierda se indican las masas moleculares aproximadas de las bandas. B. Inmunodetección de los niveles de 
ATPasa de H+ en 3 diferentes preparaciones membranales de plantas de los genotipos silvestre y mutante mpk3 
en condiciones de aclimatación y de no aclimatación. Se muestran 5 réplicas técnicas a partir de geles similares 
a los mostrados en el inciso A. C. Densitometría normalizada de las bandas correspondientes a la ATPasa de 
H+ de la membrana plasmática en las plantas wt y mpk3 en condiciones de aclimatación (AC) y de no 
aclimatación (NA).  Se presentan los valores promedio ± EE correspondientes a la densidad de pixeles de quince 
bandas separadas en geles realizados a partir de tres preparaciones membranales independientes. El asterisco 
(*) representa una diferencia significativa según la prueba de análisis de varianza. 

5. Niveles de la proteína 14-3-3 en las vesículas de membrana plasmática 

Ya que la cantidad de ATPasa no explicó la diferencia en la actividad entre los genotipos 

wt y mpk3 en condiciones de no aclimatación y de aclimatación, se decidió explorar los 
niveles de las proteínas 14-3-3 presentes en las vesículas de membrana plasmática 

mediante inmunodetección, ya que se ha reportado que una proteína 14-3-3 estabiliza la 

fosforilación de la treonina 947 de la ATPasa de H+, lo cual regula positivamente su actividad 

[Falhof et al, 2015].   

En la Fig. 12A se muestra el patrón electroforético de las proteínas de cada una de las 
vesículas de membrana plasmática de tres preparaciones independientes de los genotipos 

wt y mpk3 en condiciones de no aclimatación y de aclimatación. En el gel se observa que 

la cantidad de proteína cargada de cada una de las condiciones fue similar. 
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En la Fig. 12B se presentan las inmunodetecciones de una proteína 14-3-3 usando un 

anticuerpo contra una proteína 14-3-3 de Arabidopsis. En cada una de las cinco réplicas se 
aprecia la detección de una banda con un peso molecular de aproximadamente 30 kDa, 

que corresponde al peso molecular promedio reportado para la proteína 14-3-3- reguladora 

de la ATPasa de H+ [Fu et al, 2000]. Como se observa en las inmunoréplicas, la intensidad 
de la banda fue muy similar en las plantas tipo silvestre y mpk3, tanto NA como AC. La 

cuantificación de la densidad de las bandas de 30 kDa y la posterior normalización de estas 

con una banda de 50 kDa de una banda representativa del gel teñido con azul de 
Coomassie se muestra en la Fig. 12C. En todas las condiciones analizadas se encontraron 

valores estadísticos muy similares, lo cual sugiere que la proteína 14-3-3 parece no estar 

involucrada en las diferencias de actividad de ATPasa observadas en las plantas wt y mpk3 

en condiciones de NA y AC.  
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Fig 12. Separación electroforética de proteínas de VMP extraídas de plantas de los genotipos tipo silvestre y 
mutante mpk3 en condiciones de aclimatación (AC) y de no aclimatación (NA). Se aplicaron 15 μg de proteína 
membranal a cada uno de los carriles. El gel se replicó en una membrana de PVDF para estimar la cantidad de 
ATPasa de H+ por inmunodetección. A. Se muestra el gel teñido con azul de Coomassie con proteínas totales 
de 3 preparaciones independientes. Los carriles corresponden el estándar de pesos moleculares (Std), las seis 
preparaciones independientes de membranas plasmáticas de las plantas tipo silvestre no aclimatadas y 
aclimatadas (wt NA1, NA2, NA3, AC1, AC2, AC3) y las seis preparaciones independientes de membranas 
plasmáticas de las plantas mutantes no aclimatadas y aclimatadas (mpk3 NA1, NA2, NA3, AC1, AC2, AC3). Este 
gel se replicó en una membrana de PVDF para estimar la cantidad de proteína 14-3-3 por inmunodetección. 
Los carriles representan el estándar de pesos moleculares (Std), las seis preparaciones independientes de 
membranas plasmáticas de las plantas tipo silvestre no aclimatadas y aclimatadas (wt NA1, NA2, NA3, AC1, AC2, 
AC3) y las seis preparaciones independientes de membranas plasmáticas de las plantas mutantes no 
aclimatadas y aclimatadas (mpk3 NA1, NA2, NA3, AC1, AC2, AC3). A la izquierda se indican las masas 
moleculares de las bandas. B. Inmunoetección de los niveles de proteína 14-3-3 en 3 diferentes preparaciones 
membranales de plantas de los genotipos tipo silvestre y mutante mpk3 en condiciones de aclimatación (AC) y 
de no aclimatación (NA). Se muestran 5 réplicas técnicas a partir de geles similares al mostrado en el inciso A. 
C. Densitometría normalizada de las bandas correspondientes a la proteína 14-3-3 de la membrana plasmática 
en las plantas wt y mpk3 en condiciones de aclimatación (AC) y de no aclimatación (NA).  Se presentan los 
valores promedio ± EE correspondientes a la densidad de pixeles de quince bandas separadas en geles 
realizados a partir de tres preparaciones membranales independientes. No se encontraron diferencias según la 
prueba de análisis de varianza. 

6. Esfingolipidómica de las vesículas de membrana plasmática 

Como los niveles de proteína 14-3-3 tampoco sirvieron para explicar las diferencias de 
actividad de los genotipos tipo silvestre y mutante mpk3 en las condiciones bajo estudio, se 

decidió explorar el nivel de esfingolípidos presentes en la membrana plasmática, ya que se 

sabe que ciertas clases de esfingolípidos pueden regular la actividad de la ATPasa de H+ 
[Morales-Cedillo, 2014]. 

La composición y cuantificación de los esfingolípidos de las vesículas de membrana 

plasmática de ambos genotipos se determinó usando un protocolo que incluyó la extracción 

selectiva de esfingolípidos y su separación e identificación por HPLC en fase reversa 
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acoplada a ESI-MS/MS. Se hizo un análisis de los cuatro principales grupos de 

esfingolípidos de acuerdo con su grupo polar (glucosilceramidas, glicosil-inositolfosforil-
ceramidas o GIPCs, ceramidas e hidroxiceramidas) y también se realizó un análisis de la 

porción apolar de cada uno de los esfingolípidos, es decir, de las nases de cadena larga 

(BCL) y el ácido graso respectivos. De estos, se analizaron los más abundantes y otros 10 
ácidos grasos diferentes. En total se determinaron 160 especies de esfingolípidos en las 

membranas plasmáticas de las plantas tipo silvestre y de la mutante mpk3, en condiciones 

de NA y AC. 

Como se muestra en la Fig. 13A, se encontró que en las vesículas de membrana plasmática 
de la mutante mpk3 en condiciones de NA, el contenido de esfingolípidos totales fue tres 

veces mayor con el de los encontrados en el genotipo tipo silvestre.  

De los esfingolípidos totales cuantificados se observó que las ceramidas y las 

glucosilceramidas no variaron en las cuatro fuentes de membranas plasmáticas (wt NA y 
AC y mpk3 NA y AC). Las OH-ceramidas de las plantas AC de ambos genotipos 

experimentaron un aumento con respecto a las plantas NA. Y hubo un claro aumento en 

los niveles de GIPCs en la mutante mpk3 NA. Esto último es muy interesante, pues se ha 

reportado que este tipo de esfingolípidos complejos regulan positivamente la actividad de 
la ATPasa de H+ de la membrana plasmática [Morales-Cedillo, 2014]. Por lo tanto, las 

GIPCs podrían estar contribuyendo al aumento de actividad encontrado en las plantas mpk3 

NA (Fig. 13B). No obstante, la disminución de la actividad de ATPasa observada en las 
condiciones de AC para ambos genotipos podría verse asociada al aumento de OH-

ceramidas en la membrana plasmática.  
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Fig 13. Determinación de la cantidad total de esfingolípidos complejos presentes en las membranas plasmáticas 

de las células de plantas wt y mpk3 en condiciones de NA y AC. A. El contenido de esfingolípidos totales de la 

membrana plasmática se determinó después de la extracción, separación e identificación por HPLC-ESI-

MS/MS. B. Contenido relativo de las especies totales de Glicosilceramidas (GlcCer), Glicosil-inositolfosforil-

ceramidas (GIPC), Ceramidas (Cer), Hidroxiceramidas (OHCer) y Bases de Cadena Larga (LCB) de las 
vesículas de membrana plasmática. 
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7. Digestión con tripsina de la ATPasa de H+ de las vesículas de membrana plasmática 

Para establecer si el efecto autoinhibitorio del extremo carboxilo terminal está 

comprometido en la mayor actividad de la enzima encontrada en las plantas mpk3 NA, se 
realizó un ensayo de digestión con tripsina. En la literatura está bien documentado que el 

carboxilo terminal de la ATPasa de H+ es el dominio regulatorio que, al ser digerido con 

tripsina, aumenta la actividad de la ATPasa de H+ [Axelsen et al, 1999; Piette et al, 2011]. 

El tratamiento con tripsina por diferentes tiempos resultó en ligeros aumentos de la actividad 
de ATPasa de H+ de plantas tipo silvestre tanto en condiciones NA como AC, alcanzándose 

el máximo aumento de actividad (123 nmol Pi mg-1 min-1) a los 40 min en condiciones de 

NA (Fig. 14A). Sin embargo, este aumento fue menor al encontrado anteriormente en el 
laboratorio (de hasta 200 nmol Pi mg-1 min-1) [Morales-Cedillo, 2012]. Lo mismo ocurrió en 

el caso de la actividad de ATPasa de H+ de la mutante mpk3 en condiciones NA y AC. Para 

evaluar con mayor precisión el efecto de la digestión con tripsina, se compararon las 

actividades antes y después del tratamiento de 40 min de digestión con tripsina (Fig. 14B). 
Si bien se encontró que la actividad aumenta aproximadamente 1.3 veces por el tratamiento 

de digestión, tal aumento no presenta diferencias estadísticamente significativas entre los 

genotipos en las condiciones de NA y AC.  
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Fig. 14. Determinación de la relevancia funcional del carboxilo terminal de la ATPasa de H+ de la MP en plantas 
wt y mpk3 en condiciones de NA y AC. A. Se determinó la hidrólisis de ATP en vesículas de membrana 
plasmática de las plantas de los dos genotipos a 29 °C y durante 20 min de reacción digeridas previamente con 
tripsina por 0 y 40 min. Se presentan los valores promedio correspondientes a seis determinaciones llevadas a 
cabo con tres preparaciones membranales independientes de plantas wt y a tres determinaciones llevadas a 
cabo con 2 preparaciones membranales independientes de plantas mpk3. Los datos fueron procesados con el 
programa Excel 2010, aplicando un análisis de varianza de un factor (ANOVA). Diferentes letras (a, b, c y d) 
indican que los valores promedio de actividad de hidrólisis de ATP son significativamente diferentes (α=0.05). 
B. Se determinó el número de veces de activación de la enzima como resultado de 40 min de digestión con 
tripsina respecto a la enzima no digerida. Los valores promedio ± EE presentados, corresponden a las 
repeticiones de la Fig. 14A. C. Detección de los niveles de ATPasa de H+ en 3 diferentes preparaciones 
membranales de plantas de los genotipos tipo silvestre y mutante mpk3 en condiciones de AC y de NA 
previamente digeridas con tripsina por 0 y 40 min. Los carriles corresponden a tres preparaciones 
independientes de membranas plasmáticas de plantas tipo silvestre o mpk3 no aclimatadas y aclimatadas a 0 
y 40 min de digestión, y al estándar (Std) de peso molecular. En rojo se indica el peso normal de la ATPasa 
(100 kDa) y en azul una banda de a aproximadamente 90 kDa obtenida consistentemente.  
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Para comprobar que los aumentos de actividad se relacionan a la remoción del carboxilo 

terminal de la enzima, se realizó una inmunodetección de la ATPasa de H+. En este análisis 
se encontró que la banda de 100 kDa correspondiente a la ATPasa de H+ disminuyó su 

intensidad a los 40’ de digestión con tripsina, mientras apareció otra banda, con un peso 

aproximado de 90 kDa, también reactiva al anticuerpo (Fig. 14C). Lo anterior se observó 
tanto en la planta tipo silvestre como en la mutante mpk3 en condiciones de NA y AC.  
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DISCUSIÓN  

Las bajas temperaturas son una condición ambiental a la cual se encuentran expuestas las 

plantas constantemente, ya sea por cambios día/noche o por fluctuaciones estacionales. 
La adaptación a las bajas temperaturas es un proceso muy dinámico que involucra una 

orquestación de múltiples procesos. En las plantas de clima templado, las temperaturas 

bajas no congelantes causan alteraciones notables en procesos bioquímicos y fisiológicos 
que potencialmente mejoran su tolerancia al congelamiento. Este proceso de adaptación, 

conocido como aclimatación al frío y está asociado a cambios en los patrones de expresión 

de genes y de sus productos proteicos [Thomashow, 1999; Fowler y Thomashow, 2002; 

Chinnusamy et al, 2010; Janmohammadi et al, 2015; Kazemi-Shahandashti y Maali-Amiri, 
2018].   

Para la aclimatación, una de las estrategias que utilizan las plantas para adaptarse a las 

bajas temperaturas es el incremento de la fluidez membranal, mediante una remodelación 

que involucra a los tres componentes de la membrana: lípidos, proteínas y carbohidratos. 
En los lípidos, la remodelación membranal se realiza por un aumento de la insaturación de 

las cadenas acílicas de los ácidos grasos e igualmente por un aumento de especies de 

glicerolípidos y una disminución de esfingolípidos y esteroles [Uemura et al, 1995; Uemura 
y Steponkus, 1999; Zheng et al, 2011; Barrero-Sicilia et al, 2017].  

Los cambios en la fluidez y composición de la membrana afectan la actividad de las enzimas 

localizadas en la membrana plasmática, como es el caso de la ATPasa de H+, la cual 

extrude protones de la célula generando un gradiente electroquímico de H+ que provee la 
fuerza motriz necesaria para el transporte secundario de iones y nutrientes dentro y fuera 

de las células, haciendo que la función de esta enzima sea una de las más importantes 

para la planta. Se ha encontrado que la actividad de la ATPasa de H+ de la membrana 

plasmática disminuye a bajas temperaturas [Peña-Moral, 2015; Rueda-Luna, 2015; Muzi et 

al, 2016], sin embargo, no se ha descrito el mecanismo por el cual esta actividad decrece. 

Una de las formas en las que las plantas transducen la señal de frío es el encendido de las 

proteínas cinasas activadas por mitógenos (MAP cinasas). Particularmente, se ha 

encontrado que las MPK3, MPK4 y MPK6, son las principales MAP cinasas activadas en 
respuesta a frío [Li et al, 2017; Zhao et al, 2017]. 

Un reporte en levaduras relacionó el control de la actividad de la ATPasa de H+ de la 

membrana plasmática con una cascada de MAP cinasas [De la Fuente y Portillo, 2000], sin 
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embargo, en plantas no se ha descrito ningún mecanismo que relacione a las MAP cinasas 

con la ATPasa de H+.  

Bajo estas consideraciones, en esta tesis se exploró la posibilidad de que una MAP cinasa 

(MPK3) estuviera involucrada en el control de la actividad de la ATPasa de H+ de la 

membrana plasmática tanto en condiciones normales como de aclimatación al frío, a través 

de la caracterización de la ATPasa de H+ en plantas tipo silvestre y la mutante mpk3.  

1. Capacidad de aclimatación de las plantas wt y mpk3 

Se encontró que en plantas tipo silvestre la aclimatación a bajas temperaturas (4 °C) 

condujo a un aumento del 50 % en la sobrevivencia (Fig. 8), lo cual coincide con el resultado 

de Cano-Ramírez descrito anteriormente en el laboratorio. Se piensa que esta 
sobrevivencia puede estar asociada al aumento en la fluidez membranal derivada del 

aumento de las insaturaciones en los lípidos, del aumento de glicerolípidos y de una 

disminución de esfingolípidos y esteroles, que se ha reportado en A. thaliana [Uemura et al, 
1995; Uemura y Steponkus, 1999; Zheng et al, 2011; Barrero-Sicilia et al, 2017].  

Las plantas de la línea mpk3 respondieron a la aclimatación de manera similar a las plantas 

tipo silvestre. También se encontró un aumento similar (del 50 %) en la sobrevivencia de 

las plantas (Fig. 8). Por lo tanto, la ausencia de MPK3 no afectó la tolerancia a la 
congelación. En la literatura se describió que en respuesta a frío las MPK3 y la MPK6 

fosforilan al factor de transcripción ICE1, marcándolo para degradación. ICE1 está 

involucrado en la activación de la transcripción de los genes CBF, cuyos productos 

confieren tolerancia a la congelación [Li et al, 2017; Zhao et al, 2017]. Gracias a este efecto, 
la fosforilación de ICE1 por MPK3 y MPK6 resultaría en una menor resistencia al 

congelamiento. Por lo anterior, se esperaría que las plantas de la línea mpk6 (sin MPK6) 

mostraran una tolerancia a la congelación semejante a la de las mutantes mpk3. Sin 
embargo, Cano-Ramírez reportó una aclimatación ineficiente en las plantas mpk6. Esto 

puede explicarse debido a que, aunque para muchos procesos la MPK3 y la MPK6 tienen 

funciones redundantes, existen excepciones, como lo demostraron Ho et al (2017), quienes 
establecieron que la MPK6, pero no la MPK3, fosforila al factor de transcripción MYB15, el 

cual es un represor de la transcripción de los genes CBF, impidiendo su interacción con el 

promotor de CBF, favoreciendo la transcripción de los genes CBF y consecuentemente la 

resistencia al congelamiento. 
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Una característica de la mutante mpk3 expuesta a bajas temperaturas es que sus hojas no 

presentan un color morado, como ocurre con las plantas wt. Se ha descrito que esta 
coloración morada en las hojas se debe a una acumulación de estructuras flavonoides como 

un mecanismo protector antioxidante [Christie et al, 1994; Doerfler et al, 2014; Himeno et 

al, 2014]. Esta observación puede implicar que la MPK3 está involucrada en la vía de 
biosíntesis de flavonoides, por lo que las plantas mutantes mpk3 no presentan hojas con 

color morado.  

2. Parámetros contribuyentes a las diferencias de actividad de la ATPasa de H+ en las 

plantas wt y mpk3  

La ATPasa de H+ de la membrana plasmática es una enzima con un papel muy importante 
en la fisiología de la planta, comúnmente referida como la “enzima maestra”, ya que está 

involucrada en procesos como la expansión celular, la captación de nutrientes, regulación 

del pH intra y extra celular y la apertura estomática [Palmgreen, 1998; Wang et al, 2014b].    

Debido a su importancia, es de esperarse  que la actividad de la ATPasa de H+ debe ser 
modulada para afrontar las condiciones de estrés por el ambiente y los cambios 

metabólicos. Existe evidencia de que la ATPasa de H+ es muy sensible a estreses abióticos 

como alta salinidad, sequía y cambios de temperatura [Gong et al, 2010; Wakeel et al, 2010; 

Janicka-Russak et al, 2013; Kim et al, 2013; Falhof et al, 2015; Muzi et al, 2016]. Sin 
embargo, los eventos moleculares que llevan a la modulación de la actividad de la enzima 

y su posible papel en la respuesta de las plantas a estrés no están suficientemente descritos 

en muchos casos y para otros simplemente no existe información. 

Con el propósito de dilucidar el mecanismo por el cual esta enzima presentaba cambios de 
actividad en las plantas carentes de MPK3, se procedió a caracterizar la funcionalidad de 

la enzima en el fondo mutante mpk3. Para ello, se estudió el efecto de la aclimatación en la 

actividad de la ATPasa de H+ de la membrana plasmática en plantas wt y mutantes mpk3, 
encontrándose que en plantas wt la actividad disminuyó entre un 35 a un 40 % a 

consecuencia de la aclimatación. Por su parte, la mutante en comparación con la wt, 

presentó un incremento en la actividad en condiciones normales (NA) de un 50%. Sin 

embargo, en las plantas mutantes aclimatadas, la actividad disminuyó un 66%, siendo 
menor a la encontrada en la wt AC. Estos datos concuerdan con los previamente reportados 

en el laboratorio [Peña-Moral, 2015; Rueda-Luna, 2015]. Si bien, el mecanismo por el cual 

la enzima disminuye su actividad no ha sido elucidado. 
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2.1.  Comportamiento cinético de la ATPasa de H+ en plantas wt y mpk3  

Ya que se encontró un diferente comportamiento de la actividad de la ATPasa de H+ en la 

mutante mpk3 respecto a la wt tanto en condiciones NA como AC, se decidió determinar el 
patrón y las constantes cinéticas de la hidrólisis de ATP en ambos genotipos y condiciones. 

Se evaluaron concentraciones de ATP/Mg2+ en un intervalo entre 0.2 mM a 12 mM para 

evaluar concentraciones tanto saturantes como no saturantes de estos compuestos. Como 
realmente la enzima reconoce el complejo ATPHMg, que es diferente a las concentraciones 

independientes agregadas de ATP/Mg2+; la equivalencia es mostrada en la Tabla 6 del 

Apéndice 5 y para las determinaciones cinéticas se consideró el complejo ATPHMg. 

Ya que en la literatura se establece que esta enzima puede o no oligomerizarse [Roberts et 

al, 1995; Monteiro y Sá-Correia, 1998; Sánchez-Nieto et al, 2011], las curvas 

experimentales se ajustaron tanto al modelo de Michaelis-Menten [Michaelis y Menten, 

1913] como al modelo de Hill [Hill, 1910]. Se encontró que para ambos casos se tenía una 

buena correlación, además, al calcular la n de Hill se obtuvo un valor aproximado de 1 para 
todos los casos, por lo que con base al comportamiento michaeliano de la enzima se puede 

concluir que en ninguno de los casos la enzima activa se encuentra en forma oligomérica y 

que muy probablemente solamente se está expresando una isoforma. 

Tomando como criterio el comportamiento michaeliano, se compararon las constantes 
catalíticas de ambos genotipos en condiciones de NA y AC. Para la wt NA se encontró una 

Vmax de 127.16 ± 5.19 nmol Pi mg-1 min-1, la cual es coincidente con datos de actividad 

obtenidos previamente en el laboratorio [Ponce-Pineda, 2016]. Al calcular la Vmax de la mpk3 
NA se encontró un valor de 157.12 ± 5.50 nmol Pi mg-1 min-1, el cual es mayor del de las 

plantas wt y también coincidente con los datos de actividad previamente determinados en 

el laboratorio [Peña-Moral, 2015]. La aclimatación provocó una disminución de la Vmax para 

ambos genotipos, siendo la disminución más acentuada en la mpk3. La disminución de la 
Vmax y de la actividad de la ATPasa se pueden deber a que en condiciones de frío la planta 

disminuye su tasa de crecimiento. Esto se observó en una planta mutante para la isoforma 

2 de la ATPasa (AHA2), la cual presentó una menor actividad catalítica en las raíces, donde 
se redujo la fuerza protomotriz y con esto la habilidad de la célula de mantener una fuerza 

impulsora suficiente para transportar los iones y nutrientes necesarios para sostener un 

crecimiento adecuado [Haruta et al, 2010; Haruta y Sussman, 2012]. Adicionalmente, el 
hecho de que la actividad de la ATPasa de H+ es indispensable para la viabilidad celular 
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está demostrado porque la mutación de las dos isoformas más expresadas es letal [Haruta 

et al, 2014].  

La disminución de la actividad de la enzima en condiciones de frío se puede interpretar en 

términos de la necesidad de la planta de conservar el agua, para prevenir la deshidratación 

que acompaña a la congelación y mantener la homeostasis intracelular. Para ello, necesita 

mantener cerrados los estomas, cuyo cierre es promovido por la actividad de la ATPasa 
[Inoue y Kinoshita, 2017]. A este respecto, se encontró que una mutante sobre-expresora 

de la ATPasa en células guarda indujo una mayor apertura estomática en presencia de luz, 

además de mostrar mayor actividad fotosintética, mayor crecimiento de hojas, semillas 
silicuas y flores [Wang et al, 2014a]. 

No se observó una diferencia entre las afinidades de las enzimas por el sustrato ATPHMg, 

sin embargo, en la mpk3 AC hubo una disminución de un orden de magnitud en la eficiencia 

catalítica, la cual corresponde a la menor actividad observada en esa condición (Tabla 3). 
Este resultado indica que la AC, si bien reduce la actividad de la enzima en ambos 

genotipos, lo hace a través de diferentes mecanismos. 

Es interesante mencionar que, en la condición de AC, en las plantas wt se presenta un 

efecto que se puede atribuir a una inhibición por sustrato. Este tipo de inhibición es una 
derivación de la cinética de Michaelis-Menten que se presenta cuando el sustrato se 

encuentra en exceso. Implica que la curva de velocidad de reacción incrementa hasta un 

máximo mientras la concentración de sustrato incrementa y después desciende hasta una 

asíntota o hasta cero. La inhibición por sustrato es muy común, y tiene un rol importante en 
la regulación de varias vías metabólicas [Kaiser, 1980; Kühl, 1994; Reed et al, 2010]. Los 

métodos cinéticos comunes no se pueden utilizar para analizar la inhibición por sustrato. 

Sin embargo, existen algunos modelos como el propuesto por Yoshino y Murakami (2015), 
que se podría usar para obtener las constantes cinéticas en esa condición. El que se 

presente este tipo de inhibición en las plantas wt AC implica una diferente estructuración de 

la enzima, posiblemente con una mayor accesibilidad de su sitio catalítico, tal que pudieran 
caber, pero estorbarse dos moléculas de sustrato a la vez. 

2.2. Niveles enzimáticos de la ATPasa de H+ y de la proteína 14-3-3 en plantas wt y 

mpk3 

Debido a que se encontraron diferentes comportamientos en la actividad y en la velocidad 

máxima de la ATPasa de H+ entre la mutante y la wt tanto en condiciones de NA como AC, 
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a través de inmunodetecciones de los niveles endógenos de la ATPasa de H+, se exploró 

la posibilidad de que las diferencias descritas estuvieran asociados a un nivel diferencial en 
la cantidad de enzima presente en la membrana plasmática. Existen varios reportes en los 

cuales cambios en la cantidad de enzima en la membrana reflejan diferentes niveles de 

expresión génica de la ATPasa [Ahn et al, 2000; Martz et al, 2006; Zahng et al, 2006].  

Se encontró que únicamente los niveles de la ATPasa de H+ de las plantas mpk3 NA 
aumentaban, lo cual se puede interpretar como la cantidad de enzima está contribuyendo 

a la actividad encontrada en esta muestra. Sin embargo, como las demás muestras no 

presentaron una diferencia significativa en la cantidad de enzima, esto lo que esta no puede 
explicar las diferencias encontradas en las actividades (Fig. 11). Esto sugiere que durante 

la aclimatación se llevan a cabo mecanismos independientes a la síntesis de novo, a la 

degradación y a su incorporación a la membrana que regulan la actividad de esta enzima.  

Otra posibilidad es que la cantidad de ATPasa de H+ fuese la misma, pero se tuvieran 
diferentes isoformas. Para Arabidopsis, se sabe que existen 12 genes que codifican para la 

síntesis de variantes de la ATPasa de H+ que han sido denominadas como AHA1-AHA12 

[Gavilanes et al¸1995]. Las isoformas AHA1 y AHA2 se expresan en todos los tejidos y 

órganos, indicando que estas isoformas parecen funcionar en el mantenimiento continuo 
de la homeostasis celular de iones. Se ha encontrado que el principal transcrito en la parte 

aérea de plántulas es el de AHA1, mientras que el de AHA2 predomina en raíces y en pelos 

radiculares [Gaxiola et al, 2007]. Las propiedades funcionales de las isoformas individuales 
han sido determinadas expresando los genes de AHA en levadura. En general, la propiedad 

que más varía es la afinidad por el ATP. Las isoformas AHA1 y AHA2 tienen una Km = 0.15 

mM por ATP, la cual es aproximadamente 10 veces más pequeña que la encontrada en 
nuestros ensayos para ambos genotipos en ambas condiciones. Se encontró que la 

isoforma AHA3 tenía una Km = 1.5 mM por ATP [Palmgren y Christensen, 1994], la cual es 

consistente con el rango de Km obtenidas experimentalmente (0.89 ± 0.17 a 1.92 ± 0.68 

mM), por lo cual se podría suponer que la isoforma expresada mayormente en hojas es la 
AHA3, sin embargo, no podemos descartar la presencia de alguna de las otras isoformas.  

Tomando en cuenta que uno de los mecanismos por los que la ATPasa de H+ aumenta su 

actividad es mediante la unión de una proteína 14-3-3 al carboxilo terminal, se exploró la 

posibilidad de que la disminución en la actividad de las plantas wt y mpk3 en las condiciones 
de AC, estuviera relacionada a una menor cantidad de la proteína 14-3-3 asociada a la 



53 
 

ATPasa. Para ello, se estimaron los niveles de proteína 14-3-3 presentes en las vesículas 

de membrana por medio de inmunodetección. 

Los niveles de la proteína 14-3-3 no se vieron afectados en las muestras de plantas wt ni 

mpk3 en condiciones de NA y AC (Fig. 12), lo cual indica que dicha proteína no está 

involucrada en la disminución de la actividad de la ATPasa. Sin embargo, estos resultados 

deben ser tomados con reserva, ya que existen 13 isoformas diferentes de proteína 14-3-3 
en Arabidopsis [Alserfjord et al, 2004], y como el anticuerpo utilizado no es capaz de 

distinguir entre isoformas, algunas de ellas pudieron haber variado en sus niveles. Además, 

la proteína 14-3-3 podría estar asociada a otras proteínas de membrana que pudieran estar 
afectando la actividad [DeLille et al, 2001]. Adicionalmente, se ha descrito que, durante la 

exposición a bajas temperaturas, la isoforma lambda es fosforilada por la proteína CRPK1, 

induciendo su transporte al núcleo [Liu et al, 2017], lo cual también podría tener efectos 
sobre la actividad de la ATPasa que hasta el momento no se han explorado. 

2.3. Entorno esfingolipídico de la ATPasa de H+ en plantas wt y mpk3 

Si bien se encontró un aumento en la cantidad de ATPasa en las muestras mpk3 NA, con 

mayor actividad de la enzima, no se encontró una forma de explicar la disminución de la 
actividad en las plantas aclimatadas. Tratando de encontrar una explicación, se analizaron 

las especies de esfingolípidos presentes en la membrana plasmática, ya que se ha descrito 

que el ambiente lipídico puede regular la actividad de la ATPasa de H+. Adicionalmente, en 

el laboratorio se tenía el antecedente de que ciertas especies de esfingolípidos son capaces 
de interactuar con la ATPasa de H´+ de membrana plasmática [Morales-Cedillo, 2015]. 

Se encontró que en condiciones de NA, el contenido de esfingolípidos en la mpk3 fue tres 

veces mayor que el de la wt. Esto sugiere que la MPK3 está involucrada en la regulación 

de la síntesis de esfingolípidos, posiblemente a través de una regulación a nivel de factores 
de transcripción, sin embargo, esta posibilidad no ha sido descrita hasta ahora en ningún 

organismo.  

En cuanto a los niveles relativos de las clases de esfingolípidos, se encontró que en la mpk3 

NA tiene la mayor cantidad de esfingolípidos totales y particularmente de las glicosil-
inositolfosforilceramidas (GIPC). En el laboratorio se ha descrito a los GIPC como 

reguladores positivos de la actividad de la ATPasa de H+ [Morales-Cedillo, 2015]. 

Igualmente, en levadura se ha descrito que la síntesis de esfingolípidos de ácidos grasos 
de cadena muy larga es necesaria para la integración de novo de la ATPasa de H+ a la 
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membrana plasmática, así como que un aumento en la inositolfosforilceramida es primordial 

para la biogénesis de la ATPasa [Gaigg et al, 2005]. Así se podría explicar el aumento en 
la cantidad de ATPasa presente en la mpk3 NA y consecuentemente el aumento de su 

actividad.  

Sin embargo, como los niveles de esfingolípidos entre la wt NA y AC y la mpk3 AC no 

muestran diferencias en el contenido de esfingolípidos, realmente sus niveles no pueden 
explicar las diferencias en las actividades de ATPasa. 

De hecho, en las condiciones de AC, los niveles de esfingolípidos disminuyeron en ambos 

genotipos, lo cual concuerda con la estrategia de disminución de esfingolípidos previamente 

descrita para aumentar la fluidez membranal [Uemura et al, 1995; Uemura y Steponkus, 
1999; Zheng et al, 2011; Cano-Ramírez, 2014].  

3. Implicación del carboxilo terminal de la ATPasa de H+ en los cambios de actividad 

Un último intento para explicar las diferencias en la actividad de ATPasa de la membrana 

plasmática descrita consistió en estudiar la contribución del carboxilo terminal a este 
respecto.  

Para este estudio, se realizó la remoción del carboxilo terminal por medio de un ensayo de 

proteólisis controlada con tripsina. Se encontró que, con tratamientos de 40 min de 

proteólisis, la actividad de ATPasa de H+ en la planta wt NA presentó un incremento 
pequeño pero significativo (Fig. 14). Aunque dicho incremento fue menor en comparación 

al obtenido en ensayos similares previamente realizados en el laboratorio [Morales-Cedillo, 

2015]. En las plantas wt AC, también se encontró un pequeño incremento significativo en 
el tratamiento de 40 min de proteólisis. En el caso de la planta mpk3, la actividad de ATPasa 

no se vio afectada por el tratamiento de proteólisis en ninguna de las condiciones. Una 

inmunodetección de la ATPasa de H+ antes y después de proteólisis reveló que como 

consecuencia del tratamiento una banda de 100 kDa (correspondiente al peso de la ATPasa 
de H+ reportado [Falhof et al, 2015]) se torna difusa, mientras que simultáneamente aparece 

una banda de 90 kDa comenzó a aparecer, indicando el funcionamiento correcto del 

tratamiento de proteólisis. 

El resultado sugiere que el carboxilo terminal no parece tener un papel relevante en la 
regulación de la enzima en estas condiciones. Sin embargo, no se conoce que residuos se 

encuentran fosforilados en el carboxilo terminal de la ATPasa de H+ en las condiciones de 

aclimatación, ya que reportes previos encontraron que la fosforilación diferencial en 
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múltiples sitios ocasiona la activación o la inactivación de la enzima [Kasamo, 2003; 

Pedersen et al, 2007; Duby y Boutry, 2009].  

A este respecto es importante mencionar que la ATPasa de H+ puede ser desfosforilada 

por una fosfatasa 2A (PP2A) [Camoni et al, 2000], que también ha sido reportada como 

involucrada en la respuesta a estrés por frío [Pais et al, 2009; Zhao, 2015].  
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CONCLUSIONES 
 

Los resultados indican que la MPK3 está involucrada en la regulación de la actividad de la 

ATPasa de H+, tanto en condiciones de no aclimatación como de aclimatación. La MPK3 
en la no aclimatación funge como regulador negativo de la actividad de la ATPasa, mientras 

que en la aclimatación funge como regulador positivo.  

Posiblemente estos cambios estén relacionados a la regulación transcripcional de las 

enzimas de la vía de síntesis de esfingolípidos, e igualmente podría regular la activación 
postraduccional de cinasas o fosfatasas que tienen como blanco a la ATPasa de H+ de la 

membrana plasmática.  

PERSPECTIVAS  
 

• Determinar los niveles de fosforilación de la ATPasa de H+ de plantas wt y mpk3 en 

condiciones NA y AC mediante inmunodetecciones, para identificar los posibles 
residuos fosforilados y su posible implicación en la actividad.  

• Hacer un análisis exhaustivo de cada una de las clases de esfingolípidos presentes 

en la membrana plasmática de plantas tipo wt y mpk3 en condiciones NA y AC por 
medio de un análisis computacional de los datos de Esfingolipidómica, para 

identificar que esfingolípido está mayormente alterado y como pudiera alterar la 

actividad de la ATPasa de H+.  

• Identificar a las cinasas y fosfatasas que tienen como blanco la ATPasa de H+, por 

medio de análisis proteómico y fosfoproteómico para después identificar si estas 

proteínas son activadas en frío. 

• Estudiar los perfiles de actividad de la ATPasa de H+ en plantas mutantes carentes 
de MPK6, MKK4 y MKK5 con ensayos como los realizados previamente para 

dilucidar un poco más el cómo está constituido el cassette de MAPK. 

• Realizar el análisis cinético con un modelo que describa el comportamiento de la 

ATPasa en las plantas tipo silvestre AC y así identificar posibles modificaciones 
postraduccionales.  

• Caracterizar los patrones de actividad de MPK3 y MPK6 en la planta wt y las 

mutantes mpk3 y mpk6 en condiciones de NA y AC mediante ensayos de 
fosforilación de mielina básica, para identificar la activación de estas cinasas en 

nuestras condiciones.  
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APÉNDICES 
Apéndice 1 

Composición del medio de Hoagland. 

Tabla 4. Composición química de los macronutrientes y micronutrientes en el medio de Hoagland. 

MICRONUTRIENTES  MACRONUTRIENTES 

REACTIVOS mM REACTIVOS mM 

 MnCl2•4H2O  0.009 KNO3 6 

 H3BO3  0.046 Ca(NO3)2•4H2O 4 

 ZnSO4•7H2O  0.0008 NH4H2PO4 1 

 CuSO4•5H2O  0.0003 MgSO4•7H2O 2 

 H2MoO4•H2O  0.0001   
 

• El medio de Hoagland se compone de las soluciones de macronutrientes-
micronutrientes (1:1) y Fe-EDTA (0.00005 %).  

• Las soluciones de micronutrientes y macronutrientes se preparan 
independientemente disueltos en agua bidestilada y en el orden indicado en la Tabla 
4.  

• El pH del medio se ajusta con NaOH 3 M a 5.2 - 5.5.  

Apéndice 2 

Tabla 5. Equivalencia de la concentración de ATP/Mg2+ añadida y la concentración de ATPHMg 
como sustrato de la reacción de hidrólisis de ATP [O’Sullivan y Smithers, 1979]. 
 
  

ATP/Mg2+ 
(mM) 

ATPHMg 
(mM) 

0.2 0.1266 

0.3 0.2079 

0.4 0.2892 

0.6 0.4518 

0.8 0.6144 

1 0.777 

2 1.59 

4 3.216 

6 4.842 

8 6.468 

10 8.094 
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Apéndice 3 

Amortiguadores para electroforesis de geles de poliacrilamida-SDS. 

A. Amortiguador del cátodo. 
a. 0.1 M tris (Trizma Base) 
b. 0.1 M tricina 
c. 0.1 % SDS 

 
B. Amortiguador del ánodo. 

a. 0.2 M tris (Trizma Base) 
b. Ajustar pH 8.9 con HCl 1 M 

Apéndice 4 

Soluciones para tinción de geles de poliacrilamida con azul de Coomassie. 

A. Solución fijadora/desteñidora. 
a. 50 % metanol 
b. 10 % ácido acético 

 
B. Solución de tinsión con azul de Coomassie 

a. 1.5 g azul de Coomassie 
b. 375 mL metanol 
c. 200 mL ácido acético 
d. 950 mL agua destilada 

Apéndice 5 

Soluciones y condiciones para la inmunodetección en membranas de PVDF. 

A. Solución amortiguadora de transferencia para réplica en Western. 
a. 15 mL de una solución 1 M de amortiguador de fosfatos a pH 6.8 (se prepara 

tomando 7.5 ml de 1 M de Na2HPO4 y 7.5 mL de 1 M de NaH2PO4) 
b. 200 mL de metanol reactivo analítico 
c. 5 mL de solución SDS al 10 % 

Aforar todo lo anterior a 1 L con agua bidestilada 
 

B. Solución amortiguadora a pH 9.5 (Tris-solución salina, TBS) 
a. 12.1 g/L Trizma base 
b. 5.8 g/L de NaCl 
c. 1 g/L MgCl2 

Ajustar a pH de 9.5 
 

C. Solución amortiguadora TBS con Tween 20 (TTBS) 
a. 900 mL TBS 
b. 100 mL Tween 20 al 0.1 % v/v 
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Tabla 6. Condiciones para la incubación y revelado de las membranas. 

Anticuerpo 
Solución 

Bloqueadora 
Primer anticuerpo y 

condiciones de incubación  

Solución del segundo 
anticuerpo* y condiciones de 

incubación  

ATPasa de H+ de 
Arabidopsis thaliana 

(Agrisera) 

2 % de leche 
descremada Svelty 

en TBS (30 mL) 

3 μl de anticuerpo ATPasa 
de H+ en 0.06 g leche 

descremada Svelty / 3 ml 
TBS durante toda la noche 

4 μl de anticuerpo fosfatasa 
alcalina en 0.2 g leche 

descremada Svelty / 10 ml 
TTBS por 2 h 

14-3-3 de  
Arabidopsis 
(Santa Cruz) 

2 % de leche 
descremada Svelty 

en TTBS 

3 μl de anticuerpo 14-3-3 
en 0.06 g leche 

descremada Svelty / 3 ml 
TTBS durante toda la 

noche 

4 μl de anticuerpo fosfatasa 
alcalina en 0.2 g leche 

descremada Svelty / 10 ml 
TTBS por 2 h 

*Fosfatasa alcalina del proveedor Millipore® a una dilución 1:2500 (4 μl en 10 ml de TTBS) 

D. Solución patrón de NBT para desarrollar color 
a. 30 mg NBT en 1 ml de dimetilformamida al 70 % 

 
E. Solución patrón de BCIP para desarrollar color 

a. 15 mg BCIP en 1 mL de dimetilformamida 
 

F. Mezcla para desarrollar color 
a. Se prepara justo antes de usarla 

100 μL NBT y 100 μL BCIP en 10 mL TBS pH 9.5. 
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