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RESUMEN

El proceso de germinacion de una semilla consiste en la adsorcién de
agua, la reactivacién del metabolismo y 1a iniciacion del crecimiento. Aunque la
germinacion empieza con la entrada de agua, se requieren de otros factores
integrados y regulados en varios procesos metabdlicos y fisiologicos.

Durante la germinacion se ha observado un cambio morfolégico de las
células que es su alargamiento, dado solamente por el aumento en volumen.
Puesto que las células vegetales estan rodeadas por la pared celular, la
elongacién requiere del estiramiento plastico de la pared celular. Se ha observado
que la acidificacién del espacio apoplastico conlleva una desrigidificacion de la
pared celular.

For otro lado, el desarrollo de la presion de turgor es un factor que induce
la elongacion celular, forzando a ia pared celular y a la membrana plasmatica a
expandirse. La franslocacién de solutos, como iones, aminoacidos vy
carbohidratos, mantiene el petencia! osmatico interno de ia célula mas negativo
que fuera de elia, de forma que la presién de turgor no se pierda. Asimismo, estos
solutos sustentaran el crecimiento de la célula al ser asimilados como sustratos
metabdlicos.

Por lo que, durante el procesc de germinacion de una semilla, el
crecimiento y {a elongacién celular son determinantes. Dos son los eventos que
estan asociados a la elongacioén de una céluta vegetat:

i) desrigidizacion de la pared celular, que facilita el aumento de volumen de la
célula y es promavido por la acidificacién del espacio apoplastico, y

i) translocacion de solutos al interior de la célula para mantener el potencial
osmético y proveer de los nutrientes necesarios para el posterior crecimiento
celular,

Esta bien documentado que la ATPasa de H' favorece ambos procesos,
por lo tanto, esta enzima de la membrana plasmatica puede estar involucrada en
el proceso de germinacion en aquelias fases en las que existe elongacién celular.
Esta enzima bombea protones hacia el espacio apopiastico, acoplado este
transporte a la hidrélisis de ATP. La diferencia transmembranal del potencial
electroquimico de protones asi generado, produce la acidificacién del apoplasto y
ademas representa la fuerza motriz para la movilizacion de solutos por medio de
los transportadores secundarios.

Durante el desarrollo de este proyecto, se han establecido los tiempos de
germinacion para los embriones de Ia linea de maiz hibrido H-355; precisando e!
periodo en el que existe elongacion celular, 1a cual ocurre entre {as 12 y 18 horas
de imbibicién. t

Posteriormente a la optimizacién de Ja obtencidn de vesiculas de
membrana plasmatica por la técnica de reparto en fases acuosas, hemos aislado
vesiculas de membrana plasmatica de los embriones embebidos a diferentes

tiempos (8. 12 18 y 24 horas) con el propdsito de abservar el perfil de actividad de
la ATPasa de H" durante la germinacion.
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La actividad ha sido medida tanto por la hidrolisis de ATP por medio de Ia
cuantificacion del fosfato inorganico liberado, como por el bombeo de protones a
través de la acidificacion en las vesiculas de acuerdo al apagamiento de la
fluorescencia de ACMA.

El perfil de la actividad de hidrdlisis de ATP en la vesiculas de los
embriones embebidos a diferentes tiempos, mostré un incremento de actividad a
tas 18 horas, el cuai fue paralelo al tiempo en el cual se inicid la protusién de la
radicula. La actividad de bombeo de protones también mostrd el mismo patrén de
actividad temporal durante la imbibicién.

Esta asociacion entre la actividad de |a enzima y la elongacion celular
sugiere la participacion de la ATPasa de H' de la membrana plasmatica en las
fases de la germinacién en las que se presenta elongacion celular.



INTRODUCCION
1. Estructura y Funcion de las semillas.

La semilla es una estructura en reposo. Por o general esta en un estado
deshidratado, y consecuentemente los procesos metabolicos estan suspendidos o
tienen lugar muy lentamente. La semilla esta en una condicién de vida latente,
debido principalmente a la carencia de agua [15]. Las semillas proceden de los
primordios o rudimentos seminales de la flor, una vez fecundados y maduros
[124}. Después de la maduracion y la caida de los frutos, ta semilla generalmente
entra en letargo por un tiempo mas o menos largo. Esto quiere decir que aunque
se le humedezca vy se le den las condiciones que favorezean la germinacion, esta
no se produce en cierto periodo. El letargo se debe a la formacion de sustancias
inhibitorias de la germinacion, a la carencia de ias sustancias estimulantes
necesarias {que mas tarde suministrara el embridn), o a la resistencia mecanica
Gue proporciona la testa de la semilla a la entrada de agua y de oxigeno. El
letargo se rompe luego de que la semilla se sujeta a varias condiciones
ambientales que pueden incluir un prolongado periodo de frio intenso,
condiciones de humedad en presencia de oxigeno (estratificacion), calor intenso
(incluso fuego), paso a través del intestino de aves o mamiferos, abrasién fisica
(escarificacion) o ataque por hongos [1 5]

La semilla consta esencialmente de un embridn (formado por un eje
embrionario y uno o varios cotiledones), una provision de reservas nutritivas, que
puede almacenarse en un tejido especializado {(albumen o endospermo) o en el
propio embridn, y una cubierta seminal o pericarpio, que recubre y protege a
ambos [124].

Consideremos en breve cada uno de los componentes de la semilla, los
cuales pueden ser identificados en ia Figura 1 para el caso de maiz;

Embrion.

El embrion consiste del eje embrionario, junte con uno, dos o mas
cotiledones (monocotiledones, dicotiledones y gimnospermas, respectivamente).
El eje embrionario esta compuesto del hipocotilo, al cual se encuentran unidos los
cotiledones, la radicula (que es dificil de delinear a partir del hipodotilo} y
raramente el mesocotilo {un internodo entre los cotiledones). Estas estructuras
son generalmente faciles de distinguir en un embrion de dicotileddneas, pero
dificiles en el caso de monocotiledéneas [13].

Pericarpio.

Su importancia fisioldgica surge a partir de la presencia de ia cuticula
externa e interna, a menudo grasosa o encerada, y una o mas capas de gruesas
celulas protectoras, Estas caracteristicas confieren al pericarpio cierto grade de
impermeabilidad al agua ylo gases, incluyendo oxigeno; asi que
consecuentemente ejerce una influencia reguladora sobre el metabolismo y
crecimiento de los tejidos y drganos internos de la semilia [13].
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Endospermo.

Las semillas pueden clasificarse como endospérmicas y no endospérmicas,
en reiacion a la presencia o ausencia en la semilla madura de un endospermo
definido. Aungque e! endospermo esté presente, algunas semillas no son
consideradas como endospérmicas; ya sea por que el tejido esté destruido y es
solo un remanente del que se formo durante el desarrollo, o bien porque e tejido
es de sOlo unas capas celularss. En estos casos, son ofras estructuras,
usualmente los cotiledones, los principales rganos de almacenamiento. Para las
semiilas con un endospermo grande, es esta la principal reserva en la semilla
madura [14].

En fos cereales y algunas leguminosas endospérmicas, la mayoria de las
células estdn muertas en la madurez, y es el contenide citoplasmico que ha sido
ocluido el que sustenta el desarrollo del embrién. Sin embargo, en el exterior del
endospermo permanece un tejido vivo, la capa de aleurona, que si bien no
almacena reservas, si es el responsable de Ja produccidn de enzimas hidroliticas
para su movilizacion.

La semilla es, en general, |a fase de la vida de |a planta que esta mejor
adaptada para resistir las condiciones ambientales adversas. Su funcién es la de
dar lugar a un nuevo individuo, perpetuando y multiplicando Ia especie a la que
pertenece, por lo que la semilla es, ademas, uno de los elementos mas eficaces
de dispersion de la especie, tanto en el tiempo como en el espacio {1 24].

La maduracién de la semilla puede definirse morfologicamente como el
desarollo completo de las distintas estructuras que la constituyen vy
frecuentemente esta asociada con la deshidratacion de los diferentes tejidos que
la forman. Fisiologicamente, la madurez de |a semilla imptica la pérdida de
sustancias inhibitorias de la germinacién, 6 la acumulacién de sustancias
promotoras; en general supone reajustes en el equilibrio hormenal de la semilla
y/o en la sensibilidad de sus tejidos para las distintas sustancias activas [124).

Cuando las condiciones de temperatura, humedad y aereacion son las
adecuadas, la semilla germinara dando origen, tras una serie de acontecimientos
metabolicos, a una plantula. En tanto no se den las condiciones adecuadas para
la germinacién, la semilla se mantendra latente durante un periodo variable, que
puede ser muy largo, hasta que llegado un momento pierde su capacidad para
germinar. La longevidad de la semilia (tiempo durante el cual mantiene su

viabilidad o capacidad para germinar) depende de la especie y de las condiciones
de conservacion.

2. El Proceso de Germinacion.

Como unidad de reproduccion sexual por excelencia en las plantas
superiores, la semilla es la encargada de propagar y dispersar la especie. La
recuperacion de la actividad biologica por parte de la semilla con la finalidad de
formar una nueva planta, constituye precisamente e proceso de germinacién. El
proceso de germinacién comienza con la rehidratacion de los diferentes tejidos
que constituyen la semilla y termina con el inicio del crecimiento de la radicula.



Como regla practica, se considera que una semilla ha germinado cuando su
radicula atraviesa la cubierta seminal, En e} caso de embriones desnudos, la
germinacién estaria indicada por el inicio de la elongacion de la radicula {15,124).

Tras la rehidratacion de la semilla, aumenta considerablemente la actividad
especifica de numerosas enzimas relacionadas directamente con el proceso de
germinacién. La germinacién es en realidad el resultado de una serie de
acontecimientos metabdlicos que van sucediéndose de forma escalonada desde

la absorcion de agua por parte de la semilla, hasta que se inicia el crecimiento de
la radicula.

2.1, Imbibicién.

Como primer evento hacia la germinacion, la toma de agua es esencial en
el proceso. La cantidad total de agua tomada durante la imbibicion es
generalmente poca y puede no exceder dos o tres veces el peso seco de la
semilla,

Junto con la ésmosis, la imbibicidn puede considerarse un tipo especial de
difusion, ya que el movimiento de agua se hace por medio de un gradiente de
potencial quimico de agua. Sin embargo, en la imbibicidon se involucra un
adsorbente y se requieren dos condiciones [43,138]:

i} Debe existir un gradiente de potencial quimico de agua entre la superficie del
adsorbente y el liquido en el que se esta imbibiendo.

i) Debe existir cierta afinidad entre los componentes del adsorbente y la sustancia
embebida.

El potencial hidrico (¥) es una expresion del estado energético del agua,
como componente en una solucion. Ocurre un proceso de difusion de agua, entre
dos fases que difieran en este potencial, desde la fase de mayor potencial a la de
menor (por ejemplo de agua pura a una solucién acuosa) {14].

El potencial hidrico en una célula de semilla puede expresarse de la
siguiente manera:

\Pccli = "Fn + .'}Jc + ‘-Pp

V. - Potencial Osmdtico. La concentracién de solutos presentes en la célula
determina el potencial osmético. A mayor concentracion, menor es el
potencial osmético del agua, y por tanto mayor el gradiente de potencial en el
que difunde el agua.

¥; - Componente matricial. Esta contribucion se debe a las propiedades
adsorbentes del tejido y su capacidad de retener agua. En particular, las
células y tejidos de plantas poseen una cantidad considerable de celulosa y
aimidén, por los que el agua tiene gran afinidad. L.a adsorcién de agua sobre
los coloides hidrofilicos es de gran importancia en el proceso de imbibicion.

e - Potencial de presién (turgor). Se debe a la fuerza ejercida sobre la pared
celular desde el interior de la célula, a causa de la entrada de agua a la
célula. Puesto que esta fuerza tiene un sentido opuesto a la dos anteriores, se
le asigna un valor positivo,



El suelo tiene su propio potencial hidrico, y es la diferencia de potencial de
agua entre el suelo y la semilla lo que determina la disponibilidad y velocidad del
flujo de agua hacia la semilla. Existen algunos otros factores que determinan la
disponibilidad de agua a las semillas, como son la conductividad hidraulica del
suelo, el grado de contacto entre el suelo y la semilla, la textura y compactacion

del suelo. Bajo condiciones 6ptimas de suministro, la toma de agua por la semilla
tiene un patrdn trifasico en el tiempo.

2.2. Fases de la Germinacion,

Normalmente se distinguen en el proceso de germinacién tres fases
sucesivas [5,14,124], las cuales se esquematizan en la Figura 2.

i} Fase de hidratacion.

Debide a un alto ¥, la fase I es principalmente una consecuencia de Ia
fuerzas matriciales y por tanio corresponde a una intensa absorcién de agua por
los distintos tejidos que forman la semilla. Con ello ocurre la hidratacién y
reactivacidn de las moléculas y organelos preexistentes, los cuales fueron
formados durante la maduracién de [a semilla y posteriormente aimacenados. Por

lo general va acompafiada de un aumento proporcional de la actividad
respiratoria.

i) Fase de germinacion.

Es una fase relativamente estacionaria en la que Y. deja de ser
significativo y el potencial hidrico celular esta determinado principalmente por el
balance entre ¥,y ¥.. Es una fase en la que se reduce considerablemente la
absorcion de agua por la semilla. En este periodo ocurre la sintesis activa de
ATP, sustratos, coenzimas, proteinas, y materiales de la pared celular, necesarios
para el alargamiento y division de las células del eje embrionario. Todo se realiza
a expensas de las reservas de nuirientes que fueron almacenados en el
endospermo. En esta fase el Unico cambio morfoldgico observable es el
alargamiento de las células y no su division.
iif) Fase de crecimiento.

Corresponde a la iniciacién de cambios morfolégicos visibles en la semilla,
en concreto, a la elongacion de la radicula. Fisioldgicamente, esta fase se
caracteriza por un constante incremento en la absorcion de agua y en la actividad
respiratoria. El incremento en la toma de agua esta relacionado inicialmente con
los cambios que ocurren en las células de la radicula durante su elongacion. En
esta fase, la toma de agua esta influenciada por el decremento en ¥, resultado
de la produccién de compuestos de bajo peso molecular osméticamente activos
generados a partir de la hidrolisis de las reservas almacenadas.

En resumen, tanto la actividad respiratoria como la absorcidén de agua por
las semillas son crecientes en la primera fase, se estabilizan en la segunda, y

vuelven a aumentar en la dltima de las fases de toma de agua presentes en el
proceso de germinacion.
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Figura 2 Fases de la Germinacién. Adaptada de {5}
2.3. Metabolismo del Proceso de Germinacion.

Los eventos metabdlicos relacionados con la germinacién que han sido
mas estudiados son la respiracidn y la movilizacion de las sustancias de reserva.
En las semillas rehidratadas son funcionales tres rutas metabdlicas: glucolisis,
ciclo de Krebs y via de las penlosas-fosfate [124]. Estas tres vias metabdlicas
generan distintos compuestos intermediarios y fundamentalmente gran cantidad
de energia quimica en forma de ATP. Por su parte, la movilizacion de las
sustancias de reserva ocurre gracias al aumentoc de la actividad especifica de
enzimas hidroliticas, este incremento se debe en parte a la activacion de las
enzimas preexistentes, pero sobre todo a la sintesis de nuevas moléculas
enzimaticas.

En los frutos monospermos de los cereales, el embridn esta conectado al
endospermo a través del escutelo, tejido derivado de la transformacion det
cotileddn unico. Debajo de la cubierta seminal, que esta soldada al pericarpio, hay
una o varias capas de células ricas en proteinas (células de aleurona) que
constituyen la llamada capa de aleurona. Estas células forman parte del
endospermo y tienen un papel fundamental en la germinacién de los cereales.

Los principales acontecimientos metabdlicos relacionados con el proceso
de germinacian en los granos de cereales son los siguientes [124]:

a. El embrién, una vez rehidratado, libera giberelinas que se difunden hacia el
endospermo a través del escutelo,



b. Las giberelinas alcanzan las células de aleurona, donde inducen la produccién
de enzimas hidroliticas, al desreprimir los genes gue codifican dichas enzimas.

c. Entre las enzimas hidroliticas sintetizadas se encuentra la o-amilasa, la cual se
difunde hacia el endospermo para liberar en este glucosa a partir del almidén,
mismo que representa del 70 al 80% de los carbohidratos aimacenados en el
endospermo.

d. Las moléculas de glucosa liberadas alcanzan por difusién el embrién y le sirven
a este como fuente de energia metabdlica.

e. De esta manera es como el embrién dispone de las moléculas estruciurales
necesarias para iniciar la sintesis de sus propias biomoléculas, asi como el aporte
energético necesario.

1. Con todo lo anterior, el embridn inicia las divisiones mitéticas, el crecimiento
celular y la diferenciacion de las células que se van originando. El conjunto de

todos estos procesos permite el crecimiento del embrion para formar una joven
pléntula.

2.4. Hormonas en el Preceso de Germinacion.,

Las caracteristicas que se consideran para definir una hormona o
fitorregulador es que se trata de sustancias quimicas especificas que son
producidas en una zona especifica del organismo y son transportadas hacia otras
zonas (blancos) donde ejercen efectos regulatorios sobre las respuestas
fisiologicas [43]. Tres de los fitoreguladores mas estudiados y relacionados con el
proceso de germinacién scn las giberelinas, el acido abscisico y las auxinas,

Giberelinas.

Se ha reportado un aumento en el contenide de giberelinas durante la
germinacién. Tal aumento puede deberse a la liberacion a partir de las formas no
libres y su posterior transporte desde una region a otra de |a semilla, o bien a su
sintesis [107].

El modo de accion aceptado para este compuesto en la germinacion de
cereales, es que se transporta del escutelo o del eje embrionario hacia la capa de
aleurona, donde induce fa sintesis de enzimas especificas que se encuentran
activas durante la germinacion. La enzima mas estudiada a este respecto ha sido
la q-amilasa [99]

El trabajo de Varner condujo al descubrimiento de que la sintesis de o-
amilasa en la capa de aleurona esta controlada por acido giberélico. La nueva
enzima hidroliza el almidén que se encuentra en el endospermo. La aparicion de
a-amilasa en la capa de aleurona depende de la sintesis de nove de 1a proteina,
la cual a su vez depende de la sintesis de mRNA, puesto que el proceso global
puede ser prevenido por el uso de inhibidores de !a sintesis de RNA.

Debe aclararse que, a pesar de que la formacion de g-amilasa es un buen
marcador para identificar el efecto de acido giberélico y ha sido usado para
estudiar los efectos de esta hormona, 1a formacion de o-amilasa ocurre después
de la germinacién. Por tanto, es muy incierto que 1a induccién de g-amilasa tenga
un papel importante en el rompimiento del letargo & en facilitar la germinacion [5].
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Acido Abscisico.

El acido abscisico (ABA) se encuentra en varias especies de semillas, y se
encuentra localizado en diversas zonas de la semilla dependiendo de la especie.
Se ha encontrado una estrecha relacién entre el contenido de ABA en el embrién
de soya y su capacidad para germinar. La semilla no germinara sino hasta 21 dias
después de la antesis (floracion), y es en este tiempo cuando los niveles de ABA
han disminuide considerablemente. Asimismo, cuando se ha eliminado ABA por
lavado, la germinacion puede ocurrir [128].

ABA induce la sintesis de proteinas de almacenaje, mientras que inhibe la
sintesis de la carboxipeptidasa C, la cual se considera como una enzima
especifica de la germinacion y que se relaciona a la hidrélisis de proteinas de
reserva. Sin embargo, atun no se conoce a nivel molecular, como estos dos
evenios pueden conducir a la induccidén y mantenimiento del letargo y su término
[46].

Probablemente, la evidencia mas importante sobre el papel de ABA en Ia
induccion del letargo primario, proviene de los estudios usando mutantes simples
de Arabidopsis thaliana [85,83]. En el inicio del letargo en semilias de Arabidopsis
se ohservd que esta correlacionaba con la presencia de ABA en el embridn, Yy hoe
con el ABA proveniente de la planta madre. Mutantes con un contenido reducido
de ABA en el embridn, tenian un menor tiempo de letargo. En otra mutante, el
contenido de ABA endogeno era igual o mayor que en el tipo silvestre, esta
mutante tenia una sensibilidad reducida a ABA, resultando igualmente en un
semilla con un menor letargo.

Bajo condiciones apropiadas, se ha observado que estas mutantes
deficientes en ABA presentan viviparidad, el cual es un fenémeno de germinacién
precoz (antes de la madurez); esto Gltimo indica que ABA tiene una funcién en
prevenir la germinacién precoz de los embriones en desarrollo. Las mutantes
deficientes en ABA, producen semillas sin letargo que germinan rapido, mientras
que semillas deficientes en acido giberélico ne germinan sin la adicion de
giberélico exogeno, y el porcentaje de germinacion aumenta junto con la
concentracion de giberélico aplicado [85,66,67].

El efecto inhibitorio de ABA en la germinacién, como varios otros efectos de
la hormona, pueden ser revertidos por el acido giberélico, ABA parece ser un
factor natural importante en el letargo primarioc de algunas semillas y en la
inhibicién de la germinacién, pero no es el Gnico. La induccion del letargo, v su
terminacidn, aparentemente es el resultado de la interaccion entre ABA y
giberélico, y posiblemente también con otras hormonas y factores [5].

Acido Indolacético.

El efecto de acido indolacético (IAA) y compuestos relacionados (auxinas),
ha sido por largo tiempo motivo de debate. Varios trabajos han investigado el
efecto de IAA | encontrando resultados contrapuestos, activacion o inhibicién,
dependiendo de la concentracion y el tipo de semilla usados,

Los niveles de IAA en semillas de Phaseolus vulgaris, Zea mays y Pinus
sifvestris aumentan claramente durante fa imbibicion, especialmente durante las
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primeras horas [158]. Sin embargo, los niveles de IAA, en contraste con los
reportados para otras hormonas, muestran amplia divergencia; se encontraron en
27 nglg en Phaseolus , 182 en Pinus y 4505 en Zea. Tal divergencia podria
sugefr que probablemente se trate de una liberacién de los contenidos de 1AA
que en su forma cohjugada se encuentran en los tejidos de reserva, y que tal
liberacién sea el resultado de la germinacién.

A este respecto, debe notarse que existe evidencia de que los ésteres de
IAA se encuentran al menos en las semillas de Zea mays y de Oryza sativa
{48,70,115]). En Zea mays, las formas conjugadas de IAA han sido estudiadas con
algin detalle, y en este caso, la auxina conjugada alcanza hasta los 100 mg/Kg
de peso fresco. Las formas pueden ser de dos tipos dependiendo de su peso
molecular y solubilidad.

Un grupo de alto peso molecular, es soluble en lipidos y contiene entre
otros compuestos IAA esterificado con B-1,4-glucanc de tongitud de cadena
variable [901.El segundo grupo consiste de sustancias de bajo peso molecular y

solubles en agua e inciuyen IAA-mioinositol y IAA-micinositolgalactosidos
[127.162].

3. Crecimiento Celular.

Las células de las plantas estan rodeadas por la pared celular, la cual
permite el desarrolio de la presién de turgor de la célula y el cambio de su forma.
Es esta presion de turgor la que induce e} crecimiento, forzando a ia pared celular
y a la membrana plasmatica a expandirse. La rapidez de entrada de agua a la
célula que desarrolia la presién de turgor es regida por dos factares: el gradiente
de potencial hidrico y la permeabilidad de la membrana hacia el agua. Por lo
tanto, |la velocidad de agrandamiento de la célula también es proporcional a estos
factores [43).

Hay dos formas en que el potencial hidrico dentro de la célula puede ser
mas negativo que fuera de ella, haciendo posibles la captacion de agua y el
crecimiento [43,124)
1) los solutes dentro de la célula pueden aumentar haciendo que el potencial
osmético dentro sea mas negativo, o bien,

i} la presidn dentro de la célula podria disminuir.

En el caso en que las concentraciones de solutos en las células en
crecimiente permanezcan constantes, la fuerza imputsora debe ser un descenso
en la presidn de turgencia. La presién dentro de la célula es causada por la
resistencia mecanica de la pared celular a estirarse. Si esta resistencia se reduce
de modo que se relaje la pared, su estiramiento conduce a una menor presion,
con lo cual se reduce el potencial hidrico de la célula, de o que resulta un mayor
gradiente de dicho potencial y |a entrada de agua.

El estiramiento plastico (estiramiento sin regresar a sus dimensiones
originales) de la pared celular se alcanza cuando esta “se afioja”, de modo que
las microfibrillas de celulosa puedan deslizarse entre si con mayor facilidad. A
esto se le llama cisallamiento e implica la ruptura de los enlaces entre las
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microfibrillas adyacentes, pero el mecanismo exacto del aflojamiento (cedencia de
la pared), todavia no se comprende por completo [124].

En la célula en crecimiento, si no se absorbieran solutos de los alrededores
o se sintetizaran en el tejfido, el agua que entra diluiria pronto los solutos y con
ello reduciria el potencial osmético interno. Si no sucediera asi, el crecimiento se
detendria finalmente cuando se alcanzara el umbral de cedencia {presidn minima
necesaria para causar el crecimiento celular).

Normalmente el crecimiento se detiene en ausencia de una fuente de
solutos, al parecer debido a que la pared retiene su rigidez o bien se hace menos
plastica. Es obvio que una planta requiere agua como fuerza impulsora del
crecimiento, pero para la captacion continua de agua se requiere la absorcién de

sales minerales o de carbohidratos y de otros solutos organicos gque se
suministran por translocacién o fotosintesis,

3.1. Teoria de Crecimiento Acido.

La germinacién, como se ha definido, culmina con la protrusién de ia
radicula, lo cual implica solo la elongacion y no la division cefular. La toma de
agua es obviamente un requisito en la elongacidn de la células. Por io
anteriormente expuesto, la toma de agua depende de los cambios en el potencial
hidrico celular, debido a la disminucién de potencial osmético ylo a la disminucion
de ia presion de turgor.

Es en el mecanisme por el cual la pared celular pierde rigidez, y
consecuentemente deriva en la disminucion de Ia presion de turgoer, que se ha
desarrollado un vasto campo de investigacion en la fisiologia vegetal [13].

Se sabe desde hace tiempo que el &cido indolacético estimula el
alargamiento de la célula. Se han desarrollado muchas teorias de la accién de
auxinas, fundamentadas en su cfecto de relajamiento de las ligaduras que
mantienen a fas microfibrillas de la pared celular juntas y entrecruzadas,
provocando que se deslicen unas sobre las ofras. Por otro lado se ha sugerido
que uno de los factores que promueven la reiajacién de la pared celular son los
hidrageniones (H"), a esta concepcitn se le ha llamado “Teoria def crecimiento
acido” {32].

La Teoria del crecimiento acido se basa en observaciones realizadas sobre
muchos tejidos en los que los cambios rapidos en la concentracién de protones
sigue en términos de minutos a la aplicacién de auxina, y en que ademas, se ha
encontrado que fa sola disminucién del pH induce plasticidad celular durante un
corto tiempo (de 1 a 4 horas), por lo que se piensa que las auxinas deben mediar
eventos adicionales a la acidificacion de |a pared celular, ya que pueden
promover la elongacion por periodos prolangados [130].

De acuerdo con esta teoria, los protones son secretados hacia la pared
celular. Esta acidificacion promueve la ruptura de los puentes de hidrégenoc entre

los carbohidratos de la pared celular yfo estimula la actividad enzimatica en la
pared celular, aunque el mecanismo preciso no se canoce,
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El hecho de que ciertos tejidos vegetales incrementen su velocidad de
crecimiento y sean estimulados en la secrecién de protones cuando son
expuestos a auxinas, sugiere que la protrusién de la radicula en las semillas
puede ser estimulada por la acidificacidn sobre la pared celular y lleva a la
posibilidad de que la secrecion de protonss sea un preludio a la germinacion
[13,14].

Se ha planteado que el mecanismo por el cual se produce una acidificacién
inducida por auxina estd mediada por [a ATPasa de H' de la membrana
plasmatica. Hager y cols. [69] han demostrado que el tratamiento con auxina en
coleoptilos de Zea mays aumenta ia cantidad inmunodetectable de la ATPasa de
H* de la membrana plasmatica; y que el inhibidor traduccional cicloheximida, que
a su vez es un inhibidor del crecimiento inducido por auxina, interfiere con el
incremento de la cantidad de proteina. Esto sugiere que la auxina tiene un papel
activador en los procesos de biosintesis de la ATPasa, ya sea a nivel de fa
replicacién yfo traduccién, y que ademdas esta enzima estid involucrada en el
proceso de acidificacion del apoplasto en respuesta a auxina.

3.2. Acidificacion, Elongacidn y Pared Celutar.

Sobre los efectos de la acidificacién en Ia plasticidad de la pared celular
que conducen a la elongacion celular se han propuesto distintas explicaciones.
Una de ellas propone que uno o més tipos de enlaces encargados de mantener la
estfructura de la pared cslular se debilitan por la accidn del 4cido, ya sea en forma
directa, como lo indican los resultados de Holhl y cals. [78] quienes comprobaron
la liberacién no enzimatica de B-glucano a pH 2.5; o bien de forma indirecta, como
en el caso en que se ha observado que después de un tratamiento con auxina, la
velocidad de autdlisis por parte de la pared celular aumenta, alcanzando su
maximo a las dos horas de iniciado el ratamiento, y declina totaimente después
de ocho horas [80]. Este cfecto no pudo ser observade con un pretratamiento
acido, Io que hace suponer que el cambio de pH no es el Unico modulador de la
actividad de las hidrolasas de la pared celular y que estas pueden activarse por
efecto de la auxina.

Entonces, en el caso de que los enlaces sean covalentes, el mecanismo
mas aceptado es aquel que propone que el cambio de pH en fa pared celular
inducido por auxinas, activa enzimas hidroliticas. La actividad de hidrélisis sobre
clertos polimeros de la pared celular durante el crecimiento se ha comprobado
tanto en las dicotiledoneas, como en las gramineas. En el caso de las
dicotileddneas, el polimero que se hidroliza preferentemente es el xiloglucano; y
en el caso de las gramineas es el glucouronarabinoxilano; en ambos casos los
contenidos son restablecidos al final del periodo de elongacién [80].

Como un mecanismo alternative a los mencionados anteriormente, se ha
documentado {38] la presencia de dos proteinas de 29 y 30 KDa en preparaciones
crudas de extractos de hipocotilos en crecimiento de avena y pepino [100,172]

Estas proteinas ilamadas expansinas, presentan una actividad que induce
la extensidn de paredes celulares aisladas. Posteriormente, se demostré [101]
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que el mecanismo por el cual estas proteinas logran la elongacién de la pared
celular, no es la ruptura de los enlaces glucosidicos, sino que al parecer es
romper los puentes de hidrogeno que estabilizan los diferentes polimeros de la
pared celular. Al parecer su accién no cambia la estructura covalente de la pared
celular [102}, pues su efecto es reversible. Asi, se ha propuesto que la actividad
de las expansinas, inducida por la acidificacion, es el principal elemento que
determina la relajacién de la pared celular. Recientemente se ha logrado el
aislamiento y purificacion de dos proteinas en arroz [29] que son similares en
secuencia y actividad a la observadas en pepino y avena. La inmunolocalizacién
de estas proteinas [30] ha demostrado su presencia en aguellos tejidos que tienen
actividad de elongacién celular. De este modo, se pone en claro gue el
mecanismo de relajacion de la pared celular mediado por expansinas se
encuentra distribuido en varios tipos de especties y tejidos.

Resumiendo, puede proponerse que et efecto de acidificacién inducido por
la auxina, tiene dos niveles de accién, el primero asociado sélo a la disminucion
de pH, el cual puede provocar la elongacién celutar durante un breve periodo; v el
segundo, en el que se involucra la participacion de diversas enzimas gque son
activadas (ya sea por el pH y/o la auxina), y que son responsabies de Ia
continuidad de la relajacién de la pared celuiar.

4. Organizacion y Funcidén de 1as Membranas Biologicas.

El paradigma actual sobre la organizacién de las membranas biologicas
esta basado en el modelo de mosaico fluido propuesto en 1972 por Singer y
Nicolson [153], considerando todas las evidencias disponibles. Las caracteristicas
esenciales del modelo en el caso de membranas en plantas son las siguientes
[110]:
a) La membrana esta constituida por una bicapa molecular de fosfolipidos,
glucolipidos y esteroles. La bicapa de lipidos funciona como un medio “solvente”
para las proteinas integrales de la membrana y como una barrera semipermeable
al paso de solutos.
b) Existen dos tipos de proteinas asociadas con las membranas biologicas. Por
una parte las proteinas integrales que se extienden a través de la bicapa lipidica y
que presentan dominios polares en ambos lados de la membrana. Ef centro de la
proteina esta inmerso en el seno hidrofobico de la membrana, tales proteinas son
capaces de difundir lateralmente y pueden ser extraidas de la membrana
mediante el uso de agentes caotropicos tales como detergentes. Por otro lado,
existen las proteinas no integrales o extrinsecas o periféricas que solo estan
adsorbidas a la superficie membranal y no atraviesan el seno hidrofébico de la
bicapa lipidica,
¢} Aungue la mayaria de los lipidos se encuentran en un estado fluido, existe una
poblacién de ellos que se encuentra especificamente asociada a las proteinas
integrales de la membrana. Tales lipidos tienden a permanecer por periodos
prolongados en las vecindades de las proteinas integrales y tienden a acompanar
a estas proteinas mientras difunden a lo largo del planc de la membrana.
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Las membranas llevan a cabo funciones criticas para el funcionamiento
ceiular. Primeramente, vy tal vez lo mas obvio, las membranas proveen de una
barrera relativamente impermeable para los diferentes metabolitos y enzimas
necesarias para el funcionamiento celular. Las membranas son capaces de
transmitir la informacién del medio exterior al espacio interior de la célula u
organelo. Pueden también regular procesos metabélicos por medio de la
regulacion del transporte de iones y/o metabolitos hacia dentro o hacia afuera de
la célula, o bien de unc a otro compartimento celular (3] A este respecto, la
capacidad de las células y organelos de regular la concentracién de solutos
(metabolitos) dentro de estos, es de vital importancia para el crecimiento celular y
el metabolismo. Las diferencias de concentracidn de solutos entre la célula ¥ Sus
alrededores permite que los nutrientes sean fransportados hacia los espacios en
que son necesarios o tiles en alguna funcién, ya sea reguladora o metabélica. E!
control de estas diferencias es también importante para regular las relaciones
osmobticas y por ende el volumen y tamanio de ia célula.

Puesto que las funciones de la membrana, tales como transporte vy
catalisis, son mediadas por proteinas y cada membrana tiene su muy particular y
Unica funcién, no es sorprendente encontrar que las diferentes membranas
tengan diferente contenido de proteinas y composicion lipidica. Asi entonces,
cada organismo o tejido presentard en su membrana una seric de preteinas
especificas que le ayudaran a realizar sus funciones particulares.

4.1 Transporte 3 través de las Membranas Bioldgicas.

Existen dos tipos de transporte: El transporte mediado y no mediado. El
transporte no mediado ocurre por difusion simple. En cambio, el transporte
mediado ocurre a través de la participacion de proteinas transportadoras, que son
llamadas acarreadores, permeasas, portadores, translocasas, translocadores yfo
transportadores [167).

En el caso del transporte mediado, se ha subclasificado en dos categorias,
dependiendo de la termodinamica del sistema:

1) El transporte mediado pasivo 4 difusién facilitada, en la cual un tipo especifico
de molécula fluye de una zona de alta concentracién a una de baja, de modo
que la tendencia es a equilibrar su gradiente de concentracion y €s
energéticamente favorable o exergénico.

2} El transporte mediado activo, en el cual las moléculas son transportadas de
una zona de baja concentracidn a una de alta, es decir, en contra de sus
gradiente de concentracién. Tal proceso resulta endergonico, y por tanto debe
encontrarse acoplado a un proceso suficientemente exergénico para hacerlo
favorable.

El tipo de transporte no mediado, generalmente se aplica a solutos que por
su naturaleza no polar, tienden a difundir a través de la membrana a una tasa mas
0 menos proporcional a su selubilidad en lipidos o en sociventes no polares, e
inversamente proporcional a su tamafio molecular [15). Este tipo de transporte
ocurre en favor de su gradiente de concentracion, es decir, de altas a bajas
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concentraciones, y por tanto, de acuerdo con la termodinamica, la fuerza directriz
es su propio gradiente de concentracion; y de acuerdo a la primera ley de Fick, el
movimiento del soluto A quedara descrito por un flujo Ja (mol cm? ™), sequn la
expresion

Ja = (DAAX([Alsx = [Alm) = Pa([Alex - [Alw)

donde el término P, = Da/AX, &s conocido como el coeficiente de permeabilidad y
es dependiente del coeficiente de difusion membranal (Da) y del espesor de la
membrana (Ax) [3].

No todas las moléculas neutras siguen este comportamiento lineal en
funcién del gradiente de concentracion y su coeficiente de permeabilidad es
mucho mayor del que se espera a partir de su coeficiente de difusiéon membranal,
En este caso se trata de un sistema de transporte mediado pasivo o difusion
facilitada; en el que proteinas membranales “catalizan’ el pasc de solutos
especificos a través de la membrana en favor de su gradiente de concentracion.

Algunas caracteristicas que se pueden asociar a este sistema de transporte
son: a) velocidad y especificidad, b) cinética de saturacion y c) susceptibilidad a la
inhibicién y/o activacion por ciertos agentes quimicos [167].

En el caso de los iones y aquellos metabolitos que contienen grupos
polares, el ambiei:te hidrofdbico del interior de la bicapa lipidica representa una
barrera considerable para el paso de los mismos a través de ella. Por tanto, el
movimiento de tales solutos implica necesariamente la actividad de proteinas que
funcionen como sistemas de transporte [20].

La existencia de estos sistemas de transporte especificos para ciertos
solutos, representa la base de la selectividad en la acumulacién observada a
través de las membranas de plantas y la union entre el transporte y la energia
metabdlica [7]

El transporte active mediado, puede categorizarse de acuerdo a la
estequiometria del proceso de transporte. A menudo, el transporte de una
molécula o idn puede estar asociado a el movimiento de una segunda molécula.
De hecho, tal relacion es comin y puede ccurrir de diversa formas, como ha sido
esquematizado en la Figura 3.

El uniporte involucra el movimiento de una sola sustancia a través de la
membrana. En el caso de los otros mecanismo de transporte, el movimiento de
una sustancia esta estrechamente relacionada al flujo de otra, es decir, ambos
procesos se encuentran acoplados. Si tal acoplamiento implica el movimiento de
dos solutos en la misma direccion, el proceso se denomina cotransporte o
simporte. En cambio, el transporte de dos solutos en direcciones opuestas es
llamado antiporte.

- En términos de flujos de carga eléctrica, los procesos de transporte son
descritos comao electroneutro, si el soluto transportado no presenta carga, o si el
movimiento de un ion esta balanceado por el cotransporte de un i6n de carga
opuesta, o el antiporte de un idn igualmente cargado. Si el transporte de solutos
no se encuentra balanceado de este modo, el proceso conducira a la acumulacion
y separacion de cargas a través de la membrana. En este caso el proceso sera
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electrogénico. En el caso de que el flujo de un sciuto cargado esté favorecido por
el potencial eléctrico transmembranal, de forma que migre en la direccion en la
que sea atraido por la carga contraria, el transporte se denomina electroforético.

membrana
Uniporte
O+
Simporte
- AY
(\ electroneutro
A . w5
A+
/_\ electrogénico
AN > B
Antiporte
> A
\
. y electroneutro
B =
- A
52 N electrogénico

Figura 3, Sistemas de transporte secundario

Este tipo de procesos de transporte son referidos como transporte activo,
puesto que se trata de sistemas que para establecer y mantener los gradientes de
concentracidn de solutos especificos, requieren de energia dependiente del
metabolismo celular. Ei transporte activo en contra del gradiente de potencial
electroquimico, requiere del gasto energético, el cual puede ocurrir en varias
formas, y es con base en esto que se diferencian el transporte activo primario y el
secundario [87).

Los sistemas de transporte activo primario son relativamente heterogéneos
dependiendo de la fuerza impulsora del sistema, que en el caso de la
bactericrodopsina y la halorodopsina son promovidos por luz, en el de la cadena
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de transporte de electrones se utiliza la energia redox, y en otros sistemas la
fuerza impulsora es la energia quimica de la hidrolisis de ATP. En cualquiera de
estos casos se dice que se trata de un transporte activo primario.
Alternativamente, el transporte de solutos puede asociarse al flujo
transmembranal exergonico de un segundo soluto; esto se conoce como un
transporte aclivo secundario y puede ocurrir por alguno de los mecanismos
mencionados de simporte o antiporte. En ambos casos, ¢l proceso completo
ocurre con un decremento en la energia libre.

En las membranas vegetales, tales como la membrana plasmaética, ia
vacuolar y la de Golgi, un sistema de transporte primario utiliza la reaccion
quimica de la hidrolisis de ATP para realizar el transporte de H™ a través de la
membrana (ATPasa de H’). Esto resulta en la generacién de un gradiente
electroquimico de protones a través de {a membrana, el cual consiste en una
diferencia en la concentracion de protonies (ApH) y en una diferencia de potencial
electrico (A'Y) a ambos lados de la membrana.

Este gradiente electroquimico de protones o “fuerza protomotriz” puede ser
utilizado por un sistema de transporte secundario como fuente de energia para el
movimiento de ofros solutos. De este modo, teniendo sistemas membranales de
simporte y/o antiporte asociado a los protones, es posible llevar a cabo e
movimiento de solutos en una u otra direccién a través de la membrana y en
contra de su propio gradiente de potencia! electroquimico [20].

En el caso de los uniportadores que median el paso de solutos cargados, la
diferencia de potencial eléctrico del gradiente de potencial electroquimico puede
utilizarse para el movimiento y acumulacion del soluto en un modo electrofaorético,

Tal es el caso de los canales que median e flujo de iones, cuando se trata de
canales sensibles a voltaje,

5. Sistemas de Transporte en Plantas.

En los siguiente parrafos se describirdn algunos de los sistemas de
transporte secundario gue se han reportado en plantas y particularmente aquellos
asociados a la membrana plasmatica. Estos sistemas de transporte han sido
caracterizados e incluyen el simporte H'/sacarosa {26], simporte H'/hexosas [161]
simporte H/NO," [106,137), simporte H'/aminoacidos [173], ademas de canales
ionicos [74].

Recientemente, gracias a los avances en las técnicas de biologia

molecular, ha sido posible |a identificacién de tales sistemas de transporte en las
membranas vegetales [96].

Sacarosa.

La primera clonacion exitosa de un transportador de sacarosa en plantas
[132], fue lograda por complementacién funcional de una cepa de S. cerevisiae
modificada e incapaz de transportar e hidrolizar eficientemente sacarosa externa,
pero capaz de metabolizarla una vez que esta ha sido toemada.
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Esta actividad de transporte de sacarosa es inhibida por protondforos y
estimulada por la disminucién del pH externo, o que sugiere un mecanismo de
simporte asociado a H'. El analisis tipo Northern blot, indica que ef gene StSUT1
(de Spinacia oleracea sucrose transporter), se expresa con altos niveles en tejidos
de reserva {hojas maduras), mientras que los niveles de mRNA son menores en
tejidos profundos (hojas jévenes en desarrollo). La hibridizacién in sity, muestra
que el gene StSUT1 se expresa principalmente en el floema de hojas maduras
[133].

Entonces, se ha propuesto que el gene StSUT1 codifica para un
simporlador H'/sacarosa, involucrado en el ilenado activo del floema con
sacarcsa, en hojas maduras exportadoras. Se ha Hegado a conclusiones similares
para el transportador SUC2 de A. thafiana [159] y de FPlantago major [56].

Mitrato.

La clonacion del gene que codifica para el transportador de NOs (CHL1),
ocurrié en dos etapas. Primero se identificaron mutantes en Arabidopsis, con
resistencia al clorato (CIOy), un analogo toxico del nitrato: una de esas mutantes
presentaba un nivel disminuido de toma de nitrato [41]. Segundo, se muestrearcn
cepas mutagenizadas por insercién para identificar una versién marcada con T-
DNA de la mutante que permitiera la clonacion del gen CHL1 que confiere
resistencia al clorato [160].

La toma de nitrato en ovocitos que expresan el gene CHL1, se encuentra
ascciada a cambios en el potencial de membrana y en las corrientes idnicas, lo
que evidencia la idea de que al menos dos equivalentes de H* son transportados
por NOs. El andlisis de Northern blot revela que el mRNA de CHL1 se encuentra
predominantemente en raices y que la expresién de CHL1 se induce por la
presencia de nitrato.

Se han identificado recientemente en tomate dos hombloges de CHLU1
especificos de raiz [95].

Amonio.

Se ha identificado un transportador de NH," de alta afinidad de A. thafiana
(AMT1), por complementacion de una mutante de levadura defectuosa en el
transporte de amonio [114]. Cuando se expresa el gene AMT1 (de Arabidopsis
methylamonium transporter 1), este media la toma de [C]metilamina, en un
proceso que es dependiente de energia y sensible a protonéforos. Los
experimentos de expresion muestran que AMT1 se transcribe en el tallo y las
hojas, ademas de la raiz [114]. En contraste, el mRNA homélogo en tomate se

expresa exclusivamente en raiz, sugiriendo un papel en la toma de amonio del
suelo [95].

Aminoacidos.

La toma de aminocacidos en células vegetales esta acompanada de una
despolarizacion y alcalinizacion del espacio extracelutar [27,131]. La
complementacién funcional de diferentes mutantes defectuosas en el transporte
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de aminoacidos ha permitido el aislamiento de varios genes que codifican para

transportadores de aminoacidos [54]. Se han identificado cinco genes agrupados

en [a familia AAP, los cuales pueden clasificarse en dos grupos [52]:

1) Transportadores de amplia especificidad, aquelles que reconocen tanto
aminoacidos acidos como neutros (AAP1, AAP2 y AAP4), v

2) Transportadores generales, que reconocen tanto aminoacidos basi
que &cidos y neutros (AAP3 y AAPS5).

Todos ellos pueden funcionar como simportadores H'/aminoscido, puesto
gue la toma es reducida por protondforos, estimulada por la disminucién del pH
externo y puede ocurrir en contra de un gradiente de concentracién [55,89).

Por otro lado, se ha identificado otra proteina que no muestra homologia
con la familia AAP [52] Esta proteina, llamada AAT1, media el transporte de alta

afinidad de aminoacidos basicos, pero también reconoce en cierto grado
aminoacidos acidos y neutros.

cos, al iguai

Péptidos.

El transporte de péptidos en plantas fue primeramente descrito en escutelo
aislado de semillas en germinacién, y se postuld que estaba involucrado en el
transporte de péptidos como fuente de nitrogeno v carbono desde el endospermo
hacia el embrién en germinacién [77).

Se han aislado dos diferentes genes de transportadores de péptidos en A.
thaliana: AtPTR2-A {155], y APTR2-B [154]. Transportan tanto dipéptidos como
tripéptidos, pero no péptidos de cuatro o mas residuos. E! sustrato preferido tiene
un caracter hidrofdbico, pero parece haber poca especificidad en cuanto a los
residuos laterales de los aminoacidos.

Fotasio.

Se han reportado sistemas involucrados en la toma de potasio que difieren
en la afinidad por este ion y en el acoplamiento energético asociade a su
transporte en plantas. Esencialmente se distinguen los transportes de alta y baja
afinidad. La vias de alta afinidad son utilizadas cuando Ia concentracion
extracelular de K" se encuentra en el rango micromolar; en cambio fa vias de baja
afinidad operan cuando esta concentracién extracelular esta en el rango milimolar
[143].

El transporte de alta afinidad es de especial importancia en la toma de K*
desde el suelo hacia las raices [143]. Recientemente se ha aislado el primer gene
para un transportador de K* (HKT1) [142] por complementacion de una mutante
de levadura deficiente en la toma de potasio con una libreria de cDNA construida
a partir de raices de trigo en ausencia de potasio. Se expresé el mRNA para
HKT1 en ovocitos y las corrientes generadas fueron iniciaimente interpretadas
como debidas a un simporte H'/K" [142]. Sin embargo, un estudio posterior por el
mismo grupe reveld que esto era incorrecto, y que en realidad HKT1 se trata de
un cotransporte Na'/K® [136). Este ultimo resultado esta apoyado por el
aislamiento de dos mutaciones puntuales en HKT1 que incrementan la tolerancia
a Na' en células de levadura complementadas con HKT1 mutado.
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Por otro lado, el transporte de baja afinidad estd mediado por los canales
rectificadores hacia dentro {74}, también llamados canales de entrada de K'. La
rectificacién es la propiedad que presentan algunos canales por ta cual se
encuentran abiertos a ciertos potenciales y estdn cerrados en otros: lo que resulta
en el paso de corriente en una sola direccién.

Los primeros dos ¢DNA que codifican para canales de K', fueron
reportados en 1992: AKT1 [145] y KAT1 [4]. Ambos fueron clonados a partir de
Arabidopsis thaliana, con base en su capacidad de complementar una mutante de
tevadura deficiente en el transporte de potasio.

El analisis de la secuencia de KAT1 y AKT1, predice una proteina que
comparte motivos estructurales con la familia de canales de potasio en animales,
denominada “Shaker”. Estos rasgos de similitud, incluyen seis segmentos
transmembranales, un segmento amfipético sensible a voltaje y un dominio de
poro aitamente conservado y selectivo para K [4,145].

También se ha identificado otra clona, llamada KST1 (K' channel from
Sofarium tuberossum 1), que fue aislada en papa usando KAT1 para sondear una
libreria de ¢cDNA construida a partir de fragmentos de epidermis [112].

El analisis histoquimico en plantas transgénicas de Arabidopsis que
contienen el promotor de KAT1 fusionado a B-glucoronidasa como gen reportero
(KAT1-GUS), ha mostrado que KAT1 se expresa primordialmente en la células
guardia {113]. KST1 también se expresa en las células guardia de papa [112].

Cuando se inyecté a ovocitos de Xenopus con RNA de KST1 se produjo
una corriente rectificadora hacia dentro de K', la cual mostré una rapida
activacién y un incremento en fa amplitud en respuesta a una disminucion en el
pH de 7.4 a 4.5. Esta sensibilidad al pH pone de manifiesto el papel de KST1 en
el control de la apertura de los estomas. Puesto que la membrana plasmatica de
tas células guarda presenta una ATPasa de H' que hiperpolariza la membrana y
genera un decremento de pH en el apoplasto durante la apertura de los estomas,
entonces el decremento en pH puede activar posteriormente a KST1 y asi
promover la toma de K' hacia el interior de las células guardia [112].

La caracterizacion electrofisiolégica de KAT1 {75,79,141,165] v de KST1
[112], ambos por su expresién heterdloga en ovocitos de Xenopus, indica que
ambos sistemas funcionan como canales de K' rectificadores hacia dentro,
altamente especificos para K’. Sin embargo, difieren en la conductancia unicanal,
en la cinética de activacion y en su farmacologia [112].

En el caso de AKT1 no se ha obtenido ninguna sefal eléctrica asociada a
su expresién en ovocitos; sin embargo, usando un sistema de expresion en
baculovirus de células de insecto, se ha establecido que AKT1 es también un
canal altamente selectivo para potasio y dependiente de voltaje, rectificador hacia
dentro [61].

La expresidn de la construccion AKT1-GUS, muestra que este canal esta
localizado preferentemente en los tejidos no vasculares de la regiones maduras
de raiz. En los andlisis tipo Western de membranas plasmaticas de Brassica
napus, una especie relacionada, confirma que AKT1 esta presente en las
membranas plasmaticas de raiz. AKT1 también se expresa en los primordios
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diferenciados de hoja y en hydathodus (grupos especializados de células que se

encuentran en los margenes de la hoja y que exudan agua de! tejido vascutar del
xilema [92].

6. ATPasa de H' de 1a Membrana Plasmaitica de Plantas.

La ATPasa de H" de la membrana plasmaética tiene un pape! primario en el
acoplamiento enire et metabolismo energético y el transporte de solutos que
ocurre en la membrana plasmatica de las células vegetales. Esta enzima
membranatl representa la maquinaria molecular en la cual se acopla la hidralisis
de ATP y el transporte de H" hacia el exterior celular. Por medio de esta actividad,
la ATPasa de H" produce un gradiente electroquimico de protones a través de Ia
membrana plasmatica, el cual consiste de una diferencia de pH (ApH), mas 4cido
en el exterior, y una diferencia de potencial eléctrico (AW), negativo en el interior.

El acoplamiento de la energia potenciai conservada en este gradiente
electroquimico, con el transporte endergonica de otros solutos, estad mediado por
los sistemas de transporte secundario presentes en la membrana. Este
mecanismo de acoplamiento energético, donde ia ATPasa de H' funciona como el
transducter primario entre la energia quimica y la energia potencial utilizable en el
transporte acoplado, esta considerado como un punte central en varios procesos
de importancia fisiologica en las plantas, entre los que se incluyen la toma de
nutrientes, la distribucion de iones en toda la planta, la apertura de estomas, y la
elongacidn celular {23,103,146).

6.1, Caracteristicas Biogiimicas.

La ATPasa de H' de la membrana plasmatica forma un intermediario
fosforilado identificable durante el ciclo catalitico de la enzima [163], en el cual el
fosfato terminal del ATP se une a un residuo de aspdrtico en la proteina. Esta
caracteristica comdn entre las ATPasas hidroliticas vy translocadoras de cationes,
es por lo cual son referidas como ATPasas tipo P [122]

Las ATPasas tipo P incluyen varias enzimas, tales como la ATPasa de
Na'/K' de la membrana plasmatica de animales, la ATPasa de Ca®" del reticulo
sarcoplasmico y la de membrana plasmatica, la ATPasa de H'/K' de la mucosa
gastrica y la ATPasa de H” de la membrana plasmatica [60).

La ATPasa de H' es una proteina con un peso molecutar de cerca de 100
KDa, esta compuesta de un solo polipéptido que se encuentra embebido dentro
de la membrana plasmatica por 10 a 12 regiones de cruce transmembranal [168].

Las actividades de hidrdlisis de ATP y de bombeo de protones de la enzima
se han caracterizado en varios tipos de preparaciones: vesiculas membranales
crudas o purificadas, enzima pura solubilizada en detergentes y reconstituida en
liposomas [147). Los resultados obtenidos con preparaciones parcialmente
purificadas indican que el sustrato de [a enzima es el complejo Mg*"-ATP [8,12).
Este sustrato presenta una cinética hiperbélica tipo michaeliana. Los valores de
Km reportados varian en un rango muy amplio [59], lo que podria deberse a
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diferencias en las condiciones experimentales, especiaimente en |Ia
concentraciones reales del complejo Mg**-ATP en solucién. Ademas, no se puede
descartar la preponderancia de diferentes isoformas en ciertos tejidos o
condiciones de desarrollo. Asimismo a falta de paralelismo entre las Km’s para
ATP en la reaccion de hidrélisis o en la de bombeo de protones, puede deberse a
que las vesiculas utilizadas tienen diferente permeabilidad a los protones [59].

La actividad enzimatica es éptima cerca de pH 6.5, cuando se ensaya en
presencia de magnesio y cloruro de potasio y muestra una gran especificidad por
ATP como sustrato sobre otros nucledtidos trifosfato y compuestos fosforilados.

En el caso de fracciones membranales no selladas, se observa una
estimulacion por KCI que se relaciona con un efecto directo del cation sobre F]
enzima; y cuando la actividad enzimatica se ensaya en presencia de diferentes
cationes monovalentes presentes como cloruros, la secuencia de estimulacion
frecuentemente observada es: K* > NH,” >Rb" > Na' > Cs* > Li* [23],

Existen reportados varios inhibidores de la actividad catalitica. El ion
vanadato es un inhibidor sfectivo de la ATPaza de la membrana plasmatica, se
obtiene un 50% de inhibicién con 2 a 10 M, y una inhibicién total con 50 a 100
uM [34,156,164]. Sin embargo, el vanadato es un inhibidor general para
fosfohidrolasas, las que también forman un intermediario fosforilado y por tanto
también son inhibidas. El uso de molibdato, como un inhibidor de las fosfatasas,
ayuda a la identificacion de la inhibicién debida a la ATPasa de membrana
plasmatica [57,147].

Un problema importante en los estudios in vivo, es que el vanadato
presenta poca permeabilidad y penetra en las células muy lentamente [9], ademas
de que puede ser reducido a un forma no inhibitoria por el metabolismo cefular
[171]. La accion inhibitoria del vanadato sobre la ATPasa de la membrana
plasmatica favorece la presencia de! intermediario fosforilado en el mecanismo de
hidrolisis de ATP; por lo cual se ha propuesto un patréon de inhibicidon
incompetitiva, en el que el inhibidor se une a la forma E. de |a enzima [116,117].
La inhibicién incompetitiva se produce cuando el inhibidor se une a ia enzima solo
después de que se ha unido el sustrato, resultando en un complejo inactivo {144).

La eritrosina B es otro inhibidor efectivo de la ATPasa de la membrana
plasmatica, la cual se inhibe completamente en presencia de concentraciones de
10 a 50 uM |, tanto in vivo como in vitro [35,36]. Ei unico efecto colateral al uso de
este inhibidor, es la inhibicién de la ATPasa vacuolar.

Existen ofros inhibidores de la enzima, como el dietilestilbestrol, la
diciclohexilcarbodiimida, el herbicida 2,2, 2-tricloroetil-3,4-diclorocarbanilato
(SW26). Sin embargo, estos tienen menor especificidad, ya que puede inhibir
otras ATPasas y/o fosfatasas [147]. En cuanto al uso de inhibidores, se puede
decir que no existe un inhibidor absolutamente especifico de la actividad de la
ATPasa de la membrana plasmatica.

En lo que respecta a agentes activadores, se ha observado que las
preparaciones purificadas requieren de fosfolipidos exdgenos para una actividad
optima. Aunque el grado de activacién y especificidad es variable dependiendo
del tejido y del método elegido para la solubilizacidn, no se puede descartar que
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las ATPasas de diferentes fuentes puedan presentar diferentes requerimientos.
Un estudio detaltado con la ATPasa de raiz de avena [148), muestra que la
estimulacion por lipidos de la enzima deslipidizada es relativamente inespecifica y
gue es probable que el requerimiento de fosfolipidos haya sido satisfecho durante
la solubilizacion, por lo cual ta aplicacién exégena de fos mismos ya no se
necesite. Sin embargo, la actividad maxima estimulada se observa con
lisofosfatidilcolina, el cual es un derivado de fosfolipido que actua come un
detergente y que interacciona con proteinas membranales, sin el requerimiento de

reconstitucion en vesiculas; es probable que esto refleje un efecto directo sobre la
enzima mas que una reconstitucién.

6.2. Mecanismo Cinético.

Clasificada como una ATPasa tipo P, como se menciond antericrmente, la
ATPasa de H' de la membrana plasmética se caracteriza por la formacién de un
intermediario fosforilado cuando el fosfato gamma del ATP se une covalentemente
a unresiduo de aspartico de la propia enzima.

El acoplamiento energético entre la hidrolisis de ATP y el transporte de
iones, H' en este caso, se apoya en la diversidad de especies intermediarias que
presenta la enzima durante su ciclo catalitico, las cuales se denominan: enzima
desfosforilada y desprotonada (E), enzima desfosforilada y protonada (H'-E),
enzima fosforilada y protonada (H'-E-P), enzima fosforilada y desprotonada (E-P).
La enzima desfosforilada une protones con gran afinidad desde el lado
citoplasmico de la membrana, mientras que la enzima fosforilada lo une
débilmente en el lado externo, y por tanto es esta forma la que es susceptible de
liberlarlos con mayor facilidad [148).

Por lo tanto, la hidrolisis de ATP y el transporte de protones son dos
eventos que se encuentran asociados necesariamente. Comenzando el ciclo con
la conformacion E (enzima desfosforilada y desprotonada), resulta que no es
capaz de interaccionar con el ATP si no toma primero un protén dei lado
citonlasmico y adquiere entonces la conformacion H'™-E. Esta forma, que ahora
une ATP, tiene actividad de cinasa y transfiere e! fosfato gamma del ATP unido a
un residuo de aspartico de la misma proteina. Una vez fosforilada, la enzima
adquiere la conformacién H'-E-P, la cual para catalizar la hidrélisis del
intermediario fosforitado, requiere de la liberacidn del protén hacia el medio
externo, concluyendo de esta forma el ciclo. Este proceso se ilustra
esquematicamente en la Figura 4.

Generalmente se acepta que existe un cambio conformacional de la
enzima, de modo que esta se presenta en dos posibies arreglos: la forma E,, que

es la responsable de la actividad de cinasa, y la forma E, que lleva a cabo la
actividad de fosfatasa.
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6.3. Estructura y Mecanismo Molecuiar.

Aunque alin no se conocen con detalle los mecanismos moleculares por los
gue ocurre la catalisis de esta enzima, ha sido posible evidenciar para varias
ATPasas tipo P los diferentes cambios conformacionales por técnicas como
dicroismo circular y fluorescencia intrinseca [126]. Asimismo, el avance de las
técnicas de biologia molecular ha permitido proponer estructuras a partir de las
cuales se han deducido algunos mecanismos posibles.

En las siguientes lineas se describen algunos de fos aspectos estructurales

de la ATPasa de H” de la membrana plasmatica en plantas, deducidos a partir del
analisis de la secuencia génica.

Cinasa
(Eq)

Cambia de
especificidad
enzimatca por
- - unicn o disae ~cion
H terior H exterior de proton

-~ =-P Fosfatasa
VN €
H.C

Alta afinidad por H' Baja afinidad por H™

{(interior) h (exterior)
Cambie de afinidad y arientacion
del sitio de unién de protén por
fosforilacion o hidrélisis

Figura 4. Mecanismo cinético de la ATPasa de H'. Adaptada de [148]

Gracias a los avances logrados en la clonacién y secuenciacién de los
genes de la ATPasa de la membrana plasmatica en Arabidopsis thaliana [72,120],
Nicotiana plumbdéginifolia [19,125] y en Licopersicum escutelum [49], se han
determinado las estructuras primarias correspondientes y se han realizado
predicciones sobre el arreglo de la enzima en la membrana. Asimismo, se han

comparado estas secuencias con las de otros miembros del grupo de las ATPasa
tipo P,
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Como lo sefiala Serrano [149], a pesar de que en general el grado de
similitud entre estas proteinas no es muy alta (cerca del 25%), existe una gran
similitud en las regiones conservadas, las cuales se piensa estan involucradas en
fa union de ATP y en la formacion y rompimiento del intermediario fosforilado.

Usando diferentes métodos de prediccion de estructura secundaria de
proteinas, la unién de compuestos quimicos a residuos implicados en la catélisis,
fa union de anticuerpos monoclonales y el analisis de mutaciones inducidas, se
ha logrado construir un modelo de la topologia de la enzima en la membrana. El
modelo propuesto por Serrano para la ATPasa de H” se presenta en la figura 5.

El anélisis de hidropatia de la secuencia de aminoacidos deducida a partir
de la secuencia génica, ha sugerido que la proteina presenta 8, 10 ¢ 12
segmentos transmembranales, los cuales se constituyen en el dominio membranal
y pueden funcionar como el canal para el proton. Se acepta que los extremos
amino terminal y carboxilo terminal son citoplasmicos, y que por consiguiente el
nimero de regiones transmembranales debe ser par, cada dos regiones
transmembranales determinaria una salida y reentrada de la cadena polipeptidica
desde un lado de la membrana. En cuanto a la region del carboxilo terminal, a
esta se le ha asignado una funcién reguladora (ver adelante).

El 70% de la enzima est& expuesta hacia el lado citoplasmico y es en esta
seccién que existen dos dominios centrales que parecen contener los sitios
activos. El mayor de ellos contiene el sitio de unidn a ATP y sintetiza como
intermediario fosforilado el aspartil fosfato {dominio cinasa); al dominio menor se
ie supone implicado en la hidrélisis de este intermediario (dominio fosfatasa) o en
los cambios de conformacién que esa hidrélisis necesita.

Existe otra regién conservada que se encuentra localizada en la abertura
citoplasmica del canal, en una posicidn ideal para acoplar el transporte idnico yla
hidrélisis de ATP, ya que esta regién se encuentra cerca del dominio fosfatasa.

HY
APOPLASTO .-;
R'ﬂﬁﬁr{asfa &) F\Rp.:q
ks KBy AARRATE
CITOPLASMA

ﬂ‘ DESPLAZAMIENTO
DOMINIO QOKINID DEL DOMINIO
FOSFATASA CINASA INHIBITORI(O

Figura § Estructura molecular de ia ATPasa de H* Tomada de [146]
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Con base en estas caracteristicas estructurales se ha propuesto que el
mecanisme molecular de acoplamiento ocumre en la siguiente forma [147,149]
{Figura 6): En la conformacion E, el dominio cinasa esta activo pero el dominio
fosfatasa no, y el sitio de unién para el protén une al ién con gran afinidad desde
el lado citoplasmico de la membrana. En la conformacién Ez, el dominio fosfatasa
esta activo mientras que el dominio cinasa no lo esté, y el sitio de unidn para el
proton en la apertura dei canal, une débilmente al ion desde el lado externc de la
membrana. Entonces, para que la enzima pueda completar un ciclo catalitico,
debe alternar entre ambas conformaciones y al hacerlo efectia el bombeo de
protones. El cambio conformacional, parece estar dirigido por fa fosforilacion de la
region conservada, y puesto que esta regién se encuentra cerca de la apertura
del canal, un cambio conformacional concertado podria modificar tanto Ia afinidad
y orientacién del canal asi como la actividad de los dominios cinasa y fosfatasa.

Cinasa ) Fosfatasa
- (Estado Eq4) (Estado E5)
H* Baja
4 afinidad
i [ il it
W ERE L |1 ) L
. g
Domimto 00 th\Q
Fosfgtasa 4,0 Dominio
Inactivo ATP Cinasa
Inactivo
Alta ¥
afindad  *

Figura 6. Mecanismo malecular de la ATPasa de H', Adaptada de [1 47)

6.4. Fisiologia y Regulacion.

La ATPasa de H' se encuentra involucrada en varios procesos de
importancia fisiolégica. Como ya se ha senalado, esta enzima representa la
bomba primaria que logra el acoplamiento entre la energia metabélica y los
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sistemas de fransporte, los que a su vez son esenciales en otros procesos gue
han sido descritos anteriormente.

Activacién del Transporte Secundario.

En las plantas la toma de los nutrientes minerales del sueloe ocurre en
contra de un gradiente de concentracion. La toma de estos minerales por la raiz,
ocurre por medio de proteinas transportadoras localizadas en la membrana
plasmatica, que luego son transportados por la savia del xilema y dJdespués
abandonan el xilema para entrar al simpiasto de la planta via el mismo fipo de
proteinas [104]. Hemos ya revisado las caracteristicas de alguncs de estos
sistemas de transporte como los relacionados a K', NO5, y NH.". En el caso de
fuentes de carbono y nitrégeno, estos son reducidos y asimilados en algunos
brganos y después distribuidos a través de la planta. La ioma de estos
compuestos organicos, carbohidratos y aminoacides, dentro de los vasos
conductores es energéticamente desfavorable, puesto que ocurre en contra de un
gradiente de concentracién [104]. Nuevamente es la ATPasa de H' la que provee
de la energia requerida para el transporte, mediante la fuerza protomotriz creada
por la enzima. En este caso se han revisado en este texto los sistemas de
transporte de sacarosa, péptidos y aminoacidos en simporte con protén.

Turgor y Crecimiento Celular,

Células de Arabidopsis thaliana en cuitivo, sometidas a esirés osmatico
responden con una extrusion de protones por la activacidn de la ATPasa de H*
[40]. Esto pone de manifiesto como la ATPasa de H' puede involucrarse en varios
fendmenos relacionados con ei turgor celular, tales como la apertura de estomas
del cual se conoce bien el mecanismo. Las células guarda son sensibles a la
concentracion de CO,, la humedad, la luz y a hormonas; estas sefales afectan
también tanto a la ATPasa de H* como a los canales de K'. La activacién de la
ATPasa de H" conduce a un hiperpolarizacién de la membrana y a una
tonsecuente apertura de los canales de K'; ia entrada de K' produce influjo de
agua, lo cual incrementa el turgor y el aumento de volumen de la célula (104,101

La ATPasa de H’ también influye en el crecimiento celular. La auxina tiene
un efecto en la actividad de acidificacién por la enzima, lo cual resulta en el
relajamiento de la pared celular, ya sea por rompimiento de los enlaces sensibles
a acido ¢ por activacidn de enzimas liticas de Ia pared celular [130]. Como
consecuencia, la pared celular se relaja bajo la presion de turgor de la célula, y
nuevamente se requiere de la ATPasa de H' para compensar la disminucién de
turgor que acompana a la elongacion celular, por medio del transporte de solutos
que propicien la absorcion de agua.

Oftra proteina importante en este proceso es la acuaporina [31}, la cual se
encuentra en la membrana de la vacuola y en la membrana plasmatica. Esta
proteina permite el flujo rapido de agua como una respuesta a la presidn
osmética, permitiendo asi su conversién en presion de turgor.

Regulacion del pH celular,

La ATPasa de H" tiene un pH éptimo de 6.5, es decir, bastante mas acido
que el pH fisiologico del citoplasma de las células vegetales (cerca de 7.2 a 7.5).
Por io tanto, cuando ocurre una acumulacién de protones en el interior de la
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célula se incrementa la actividad de esta enzima, lo que resulta en una expulsién
del exceso de protones [104].

La aicalinizacidn del citoplasma, que puede resuitar de un incremento en la
actividad de la ATPasa de H* puede conducir a eventos celulares como
respuesta a seffales hormonales ¢ de desarrollo [16,88]. Consecuentemente, Ia
ATPasa de H' puede mediar en la via de transduccién de sefales, mas que ser el
bianco final,

Como puede esperarse de una enzima que estd involucrada en varios
procesos de importancia fisioldgica, la actividad de la ATPasa de H' de la
membrana plasmatica de plantas, se encuentra altamente regulada por una
variedad de mecanismos que ocurren en diferentes niveles de su expresion [157],

Los estudios de genética molecular han demostrado que existen varios
genes que codifican para la ATPasa de H' en el mismo crganismo [157]. El
nimero de miembros de esta familia de genes en Arabidopsis es de 10 [73]
liamados AHA#; en Licopersicum [50] existen siete secuencias (LHA#) que
codifican para esta enzima y hay ai menos cuatro genes identificados en ia familia
PMA# de Nicotiana plumbaginifolia [109]). En ofras especies también se han
reportado casos similares, como en Oryza sativa [118,169], en Vicia faba {786], en
Sofarum tuberosum [71] y en Zea mays [53,81]. La existencia de familias de
genes es ciertamente uno de los mayores factores gque permite 1a regulacion fina
de la ATPasa de H’, puesto que en esta forma se permite que diferentes
miembros de la familia tengan una secuencia promotora distinta que dirija la
expresion diferenciat de un modo especifico dependiente del tejido 6 de la etapa
de desarrollo [157]

La expresion de los diferentes miembros de la familia génica de ATPasa de
H" en plantas, ha sido investigada por anaiisis tipo Nothern blot, usando GUS-A
como gene reportero unido a la secuencia promotora del gene de la ATPasa de
H' [44,105]. Esta aproximacion es especifica para el gene estudiado, pero deja de
lado los posibles cambios post-transcripcionales que pueden regular el gene
estudiado. Empleando esta técnica se ha demostrado gue AHA3 se expresa en
los tejidos del floema [44]. El floema es el componente del sistema vascular
responsable de la circulacion de carbohidratos, aminoacidos y algunas hormonas
vegetales. Ademas de estar presente en el floema, AHA3 se encuentra en el
polen y en el funicuio en desarrollo de |a semilla, en el micropilo v la calaza. Estos
resultados concuerdan con la inmunocitolocalizacion de la enzima [45].

La transcripcion de AHA10, otro miembro de la familia de genes de ATPasa
de H' en Arabidopsis, se efectua principalmente en los tejidos de integumento que
rodean al embrnién {79]. Otros miembros muestran menor especificidad en su
expresion. El gene PMA1 de tabaco, aparece expresado en la capa ceiular de |a
epidermis de la raiz, el tejido profundo del tallo y en las células guarda [105].

La inmunocitolocalizacion ha sido otra herramienta en estos estudios que
complementa la informacién con les estudios de expresion génica. Esta técnica
inmunolégica permite demostrar directamente la presencia de la enzima, pero no
es posible distinguir entre isoenzimas.
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Empleando esta Gitima técnica, se ha detectado que la ATPasa de H® se
encuentra localizada en las células guarda y en las células del floema [121,166],
especialmente en las células de transferencia que se encuentran cerca de los
extremos de los haces del floema [18]. Todas estas células y tejidos tienen una
funcién relacionada al transporte, absorcién 6 secrecién de solutos, por lo que
requieren de la presencia de la ATPasa de H”.

La regulacion a nivel transcripcional es responsable de la distribucién
especifica de la enzima en diferentes tejidos. Sin embargo, se ha repertado {105]
que en el caso de AHAS se encuentra también regulada por factores ambientales
y de desarrolla, por lo que parece que la regulacién traduccional también puede
afectar la expresion de algunas iscenzimas. Varios mRNA de PMA (PMA1, PMA3
y PMA4) contienen en su secuencia lider (aquelia que se localiza en e extremo 5°
hacia arriba del codén de inicio AUG) un marco de lectura abierto [109,123). Esta
caracteristica puede influir en el control traduccional, como fue demostrado en el
caso de PMA1 [105],

En otro nivel de regulacién, la ATPasa de H' también puede ser reguiada
post-traduccionalmente por una modulacién directa en la actividad de la enzima,
Se sabe que esta enzima se puede regular por el domino autoinhibitorio
localizado en la regidn del carboxilo terminal de la proteina [t119]). El tratamiento
proteolitico de la ATPasa de H' con tripsina y quimiotripsina en presencia de ATP
resulta en la liberacion de un segmento terminal de la enzima con un pesc
molecular de 7 KDa, concomitanie a la activacion del bombeo de protones a
través de la membrana. La evidencia de que e} segmento liberado proviene de la
region del carboxilo terminal esta dada por el mapeo del sitio de rompimiento con
tripsina mediante anticuerpos especificos contra secuencias de ese extremo.

Varios otros son los factores que pueden modular la actividad de la
ATPasa de H' de la membiana plasmatica, entre ellos se puede sefialar a
fitoreguladores como la auxina, fitotoxinas como la fusicocina, ¥y la modificacion
covatente por fosforilacién/desfosforilacion.

Sobre el efecto de la auxina, se ha observado que en coleoptilos de maiz,
ia hormona induce un incremento en la cantidad de enzima detectable por
anticuerpos especificos, este aumento se debe a la sintesis de novo, ya que el
efecto de auxina es inhibido al afadir cordicepina y cicloheximida, los cuales
funcionan como inhibidores de la sintesis de proteinas [69]. De esta forma se ha
propuesto que la auxina tiene un efecto sobre la sintesis de la enzima, la cual es
transportada por exocitosis en vesiculas secretoras que se incorporan en la
membrana plasmatica.

La toxina fusicocina tiene un efecto estimulatoric en la cinética de la
enzima, similar al que se presenta por proteélisis de la enzima, por o que se
sugiere que interfiere con Ia accion del dominio autoinhibitorio [82]. En
consistencia con esta hipétesis, el tratamiento con fusicocina no incrementa mas
la actividad de la ATPasa de H*.

El hecho de que la toxina ejerza su efecto activador en vesiculas de
membrana aisladas de hojas pretratadas con fusicocina [1 29}, pone de manifiesto
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que las membrana y el medio de ensayo para ATPasa contiene todos los
elementos necesarios para lograr la respuesta.

La fusicocina no se une directamente a Ja molécula de ATPasa, sino que
interactua con una proteina membranal receptora de Ia toxina. La secuenciacion
de una proteina purificada que une fusicocina [86,97], muestra una alta similitud
(cerca del 90%) con miembros de la familia de proteinas cerebrales 14-3-3.
Algunas de estas proteinas son inhibitorias de 1a proteina cinasa C [1} la cual es
una cinasa que se activa por Ca®".

La modutacion por fosforitacién/desfosforilacién es una hipotesis atractiva;
puesto que se sabe que en levadura y en plantas, la ATPasa de H* es fosforilada
por una cinasa de proteinas asociada a la membrana. Existe evidencia que
sugiere que una cinasa de proteinas dependiente de calmodulina puede regular a
la ATPasa de H’ [150], y que la actividad de ia enzima se encuentra inhibida por
Ca® a concentraciones fisiologicas [84]. Ademas, se han caracterizado en
Arabidopsis thaliana una familia de genes que codifican para cinasas de proteinas
dependientes de calmodulina, y algunas de ellas pueden ser asociadas a la
membrana [157].

Por otro lado, se especula que in vivo, una cinasa de proteina dependiente
de Ca™ ylo calmodulina, puede mediar la fosforilacién de la ATPasa de H*,
disminuyendo fa actividad. Si la actividad de esta cinasa es inhibida por el

receptor unido a fusicocina, entonces la actividad de la enzima puede resultar
incrementada [6].



'OBJETIVO EHIPOTESIS

Durante el proceso de germinacién de una semilla, el crecimiento y la
elongacion celulares son determinantes. Dos son los eventos principales que
estan asociados a la elongacion de una célula vegetal:

i) desrigidizacién de la pared celular, para facilitar el aumento en el volumen de ia
célula y que es promovida por la acidificacion del espacio apoplastico,
i} translocacién de solutos al interior de la célula para mantener el potencial

osmdtico y proveer los nutrimentos necesarios para el posterior crecimiento
celudar.

Entonces, se pfantea come hipétesis que una enzima como la ATPasa de
H' de la membrana plasmatica puede asociarse al proceso de germinacién
durante la fase en que existe elongacién celuiar, puesto que la actividad de esta
enzima es el bombeo de protones acoplado a la hidrolisis de ATP . Este bombeo
hacia el exterior celular; genera un gradiente de potencial electroquimico que
promueve el transporte de solutos a través de los transportadores secundarios ¥
acidifica la region del espacio apoplastico.

El presente trabajo pretende cuantificar la actividad enzimatica de la
ATPasa de H" de la membrana plasmatica, evaluada tanto por ia hidrélisis de ATP
como por el bombeo de protones, en la fase de elongacién celular durante la
germinacién de embriones de maiz. De forma que se pueda establecer una
asociacion entre la parlicipacion de esta enzima ¥ uno de los diversos eventos
cefulares que ocurren durante el proceso de germinacién como es ia elongacion.
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MATER{ALES Y METODOS
1. Material biotogico.

Se disecaron manualmente embriones del maiz hibrido H-355 (cosecha
primavera-verano 1993/1993) con la ayuda de navaja de un solo filo. Las semillas
fuercn almacenadas en refrigeracién. Una vez que los embriones fueron
extraidos, estos fueron puestos en refrigeracién hasta el momento de ser usados,

2. Imbibicion de embriones.

Los embriones fueron desinfectados superficialmente usando una solucion
esterilizada de hipoclorito de sodio, que fue preparada a partir de una dilucién en
agua 1:37 de una solucién comercial con un contenido de 6% de cloro activo. Se
pusieron er: contacto 3 gramos de embriones con 20 mi de esta solucion, agitando
por dos minutos y posteriormente se decanté ia solucien y se lavd dos veces con
igual volumen de agua destilada estéril. Todo ef procedimiento se hace en campo
estéril bajo el mechero.

Los embriones ya desinfectados son transferidos a una caja de petri de 14
cm de diametro con un disco de papel filtro de igual diametro a la que se le
anadieron de 15 a 18 ml de agua destilada estéril. La caja de petri, junto con el
disco de papel filiro también fueron esterilizados en autoclave.

Los embriones embebidos en la caja de petri se incubaron a 30°C en la
oscuridad, durante los tiempos indicados en cada experimento,

3. Determinacion del porcentaje de germinacion y acumulacion de
peso hiimedo.

Se pusieron a embeber lotes de 20 embriones en cajas de petri de 15 cm
de diametro. Se usd un lote para cada uno de los tiempos necesarios durante el
seguimiento de la germinacion. Los tiempos utilizados fueron de 4, 8, 12, 16, 20,
30, 36 y 48 horas. En los tiempos m4s largos, mayores a 12 horas, se agrega un
mililitro de agua estéril cada 12 horas para compensar la pérdida por evaporacion.

A cada uno de los tiempos mencionados, en el lote correspondiente se
contabilizarén los embriones que ya presentaban protusion de la radicula y se
consideraron como germinados, tomando este numero como el porcentaje de
germinacion,

Para cada lote, al final del tiempo de imbibicion correspondiente, se tomé
el lote completo y se midio el peso final. Se reportd la acumulacion de peso
himedo como la refacién del incremento en peso (final menos inicial) después del
periodo de imbibicion, entre el peso inicial del lote en estado seco.



34

4. Preparacion de vesiculas enriquecidas en membrana plasmatica de
embriones de maiz en germinacion.

A) Trituracién del embrion.

Al término del periodo de imbibicién, los embriones se congelaron con
nitrégeno liquido, y fueron triturados en mortero de porcelana, hasta obtener un
polvofino que se almacend a -70°C hasta el momento de ser utilizado.

B) Obtencién de Homogenado sin ndcleos (H-N).

El solide obtenido de la trituracion de los embriones, se resuspendié con
solucidn amortiguadora para homogenizar* en relacién de 1 gramo de embrion
por mililitro de solucién. La mezcla resultante se homogenizé con la ayuda de un
homogenizador de tejidos a una velocidad de 12,000 rpm durante cuatro minutos,
haciendo una pausa de cuatro minutos en ia que se mezclé la masa obtenida y
nuevamente se uso del homogenizador por igual tiempo y velocidad. Ei producto
se fillrd a través de cuatro capas de gasa que fueron previamente humedecidas
con agua destilada. El filtrado se conservd en un recipiente en bafo de hielo. El
solido se bajo y fue resuspendié nuevamente con solucién amortiguadora de
homogenizacion, esta vez con aproximadamente la mitad del volumen usado
anteriormente y se homogenizd de igual forma. El filtrado resultante de mezcld
con el anterior y el volumen total se centrifugd a 5000 g por 10 minutos.

Al final de la centrifugacion se separd la fase acuosa intermedia entre una
fase superior de aspecto lipidico y una inferior, con la ayuda de una pipeta
pasteur. Esta fase asi recuperada, se denomind fase de homogenado sin nlicleos
{H-N).

Se determind la cantidad de proteina presente en esta preparacién por el
método de Lowry, que se describe mas adelante.

*Solucion amortiguadora de homegenizacién:

Sacarosa 250 mM, Tris/HCI 70 mM pH 8.0, EDTA 2 mM, ATP 1 mM. Paco antes
de ser utilizada, esta solucidn se complement6é con inhibidores de proteasas y
estabilizadores redox, las concentraciones finales de cada uno de ellos son las

siguientes: 3-mercaptoetanc! 15 mM, Quimiostatina 7pg/mi, TLCK 50 pg/mi, TPCK
100 pg/ml, DTT 6 DTE 4 mM

C) Sistema de reparto en fases acuosas de Polietilengticol/Dextran

Este sistema de repario permite la separacion de las vesiculas de
membrana plasmatica que son recuperadas en la fase de polietilenglicol, los
fundamentos son brevemente descritos en el apéndice A.

El método que se describe a continuacion es el que se estandarizd como
optimo, después de los ensayos realizados y que se describen en parte de los
resultados

Se requiere de las siguientes so!ucsones concentradas:
a) Dextran T-500, 20% p/p.
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Esta sclucién se prepard pesando 20 gramos de dextran sélido y agregando agua
hasta completar un peso final de 100 gramos. Para lograr la disolucion total es
recomendable poner la mezcla en bafo de hielo con agitacion constante. FEl
estandar fue repartido en frascos Nalgene® y puestos en congelacién, hasta el
momento de su uso en que se descongelaron a 4°C con un dia de anticipacion.
b) Polietilenglicol (Peg) 3350, 40% p/p.
Se prepard pesando 40 gramos de sélido y agregando agua hasta completar un
peso total de 100 gramos. lgual que en el caso anterior se disalvié en bafo de
hielo. Se tomaron las mismas recomendaciones anteriores.
¢} KH,PO, 0.2 M, pH 7.8
Se prepard la solucién pesando el KH.PO, séiido previamente secado en horno a
120°C, y ajustando el pH con hidréxido de potasio.

Se prepard una mezcla de fases en un tubo de centrifuga de 50 ml de
capacidad, agregando las siguientes cantidades:

Cantidad agregada _ Concentracion final
Dextran T-500 20% 11.52¢g 6.4%

- Peg 3350 40% 576 g 6 4%
Sacarosa solida 3.05¢g 330 m
KHPO,02MpH 7.8 0.675 ml 5SmM
H.C cbp 27 g

Sobre esta mezcla se agregé el volumen de H-N necesario que contenia
aproximadamente 100 mg de proteina (de 4.5 a 5.0 ml), y finalmente se ajustd el
peso a un total de 36 gramos agregando una solucidn de sacarosa 330 mM y
KHzPO, 5 mM pH 7.8,

La mezcla final se agitd por inversion repetida 25 veces y se centrifugd a
1500 g por 10 minutes a 4°C. Después de la centrifugacion se recuperd la fase
superior correspondiente a Polietilenglical y que contenia las vesiculas de
membrana plasmatica (VMP). Se diluy6 esta fase con una solucién de sacarosa
250 mM, MOPS/BTP 20 mM pH 7.0, con una relacién de volimenes de 11, vy la
dilucién se centrifugé a 100,000g por cuatro horas a 4°C. El sedimento membranatl
obtenido se resuspendié en solucion de sorbitol 250 mM, MOPS/BTP 20 mM pH
7.0, que fue complementada poce antes de su uso con los siguientes compuestos:
Quimiostatina 7ng/ml, TLCK 50 pg/ml, TPCK 100 pg/ml, DTT 6 DTE 4 mM

La suspension final corresponde a una fase enriquecida en vesiculas de
membrana plasmatica (VMP)

5. Actividad de hidrolisis de ATP

La aclividad de la enzima se determind por cuantificacion
espectrofotométrica del fosfato liberado, sequn el método de Gonzalez-Romo ef
al. [63).

El medio de reaccion contenia Sorbitol 250 mM, MOPS/BTP 20 mM pH 7.0,
ATP 5 mM, MgCl: 5 mM. La reaccién se inicié por ta adicion de VMP, a una
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concentracion final de 0.1 mg/ml. La reaccion se incubé de una a dos horas en
bafio a temperatura de 30°C, y se detuvo por la adicion de SDS (99.9% de
pureza) a una concentracion final de 12% (afiadiendo un volumen igual al de
reaccion de un estandar de SDS al 24%)

Se utilizaron inhibidores especificos para otras ATPasas que pueden estar
presentes, y asi de esta forma conocer e} porcentaje de actividad inhibible en
cada caso; o que nos permite conocer el grado de enriquecimiento en VMP. Se
espera obtener una mayor inhibicion por aquellos inhibidores que sean
especificos para la ATPasa de membrana plasmatica.

Los inhibidores que se emplearon fueron fos siguientes, se indica la
concentracion final usada y fa actividad de ATPasa a la que inhiben.

Inhibidor Concentracién final Enzima blanco
Na:v0, 0.15mM ATPasa de
Eritrosina B |0.015, 0.05 mM Membrana Plasmatica
NaN; 1.0 mM ATPasa de
Oligomicina _|0.01 mg/mi Mitocondria

6. Cuantificacion de fosfato inorgdnico

Para este ensayo se requiere que todo el material empleado se encuentre
libre de fosfatos.

Se requiere de las siguientes soluciones:
solucién B: Acido ascérbico 12% en HCi 1 N
solucién C: Molibdato de amonio 2% en HCI 1N
solucion E: Citrato de sodio 2%, metaarsenito de sodio 2% y acido acético 2%

Se tomaron 150 ul de la mezcla de reaccion enzimatica al término del
tiempo de incubacidn y se mezclaron con 150 ui de SDS 24%. Sobre esta
solucion se afiadieron 0.3 m! de una dilucién 1:1 en volumen de solucién B + C.
Se dejé reposar a temperatura ambiente por 3 a 10 minutos v se agregd 0.45 ml
de solucion E. Se dejd desarrollar color a temperatura ambiente por
aproximadamente 20 minutos. Se lee absorbancia a 850 nm.

Curva Estandar.

Se determind a partir de una dilucién de un estandar 1 mM de KHPQ, ,
diluyendo 10, 20, 30, 40 y 50 ! en agua cbp 150 pl. Se agregd 150 ul de solucién
SDS 24% y se agregaron el resto de reactivos de la manera ya indicada. El

intervalo de cuantificacion correspondiente es de 10 a 50 nmol de fosfato en el
volumen de ensayo.

7. Actividad de acidificacién por VMP.

La acidificacion por VMP se determiné por apagamiento de la fluorescencia
de ACMA. El medio de reaccién empleado contiene sorbitol 250 mM, MOPS/BTP
20 mM pH 7.0, ATP 5 mM, MgCl, 5 mM y ACMA 1 M.
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i.a reaccidn se llevd a cabo en una celda de policarbonato para fluorémetro
c¢on un volumen final de reaccién de 2 ml, con agitacion constante y temperatura
controlada de 20°C. Los registros fueron realizados en un fluorometro Shimadzu
RF5C00U. La longitud de onda de excitacion y emision fue de 415 y 480 nm,
respectivamente.

La reaccidn se inicié por la adicion de VMP sobre e volumen final de
reaccion gue contenia ya el resto de componentes, se determind fa pendiente
negativa de disminucién de la fluorescencia hacia el final del trazo de ocho
minutos de reaccion continua. Al término de este tiempo, se desacopld e sistema
con la adicién de 20 pl de una solucién saturada de KCl a temperatura de bano de
hielo, y 20 pl de una solucién etandlica de gramicidina 1 mg/ml. Después de esta
Ultima adicion se observa la recuperacién de |a flucrescencia,

8. Curva estandar de apagamiento de fluorescencia.

Con la finalidad de poder equiparar las sefiales de apagamiento de
fluorescencia con la formacién de un gradiente transmembranal de pH, se
prepararon lipusomas de asclectina en medios amortiguados a diferente pH y que
fueron suspendidos en un medio a un pH diferente. De esta forma, se puede
cuantificar el apagamiento de la fluorescencia en funcién de la diferencia de pH
impuesta.

a) Preparacién de liposomas,

Se requiere de una solucién estandar de lipidos de asolectina, la cual es
una mezcla de lipidos de soya, en éter. La concentracién de este estandar es de
300 mg/ml. Se tomaron 15 ul de la solucion etérea con micropipeta y se
transfirieron a un tubo eppendorf de 1.5 mi, evitar en lo posibie el goteo de la
punta. A continuacion se evapord el éter bajo corriente de nitrégeno y se
agregaron 0.9 mi de la solucion amortiguadora al pH impuesto en el interior de la
vesicula, Se dejo un momento bajo 1a corriente de nitrégeno.

Los lipidos se resuspendieron en el amortiguador mediante agitacion
vigorosa en vortex y una vez que la suspension se observd turbia se tomd el
volumen y se transfirid a un tubo de ensayo de 11x100 mm. Esta suspension fue
puesta en bano con saonicacion, cuidando de no sumergir demasiado el tubo en el
bafio sino mas bien solo sumergir el fondo del tubo en la superficie del bafo. Se
sonicd a intervalos espaciados de tiempo hasta que la suspensidn antes turbia
tuvo una apariencia birrefringente.

b) Solucicnes amortiguadoras.

Las siguiente soluciones se utilizaron para imponer el pH dentro de los
liposomas, y son las que se emplearon para la preparacién de liposomas.

Sorbitoi 250 mM, MgCl, 5 mM, MOPS/BTP 20 mM pH7.0,6.91,6836.75y6.5
Sorbitol 250 mM, MgCl, 5 mM, MES/BTP 20 mM pH6.25y 6.0
(PKa MOPS: 7.2, pKa MES: 6.1, pKa BTP: 6.3 y 9.0)

La solucidn utilizada para imponer el pH externc es igual a 1a usada como
medio de reaccion en los ensayos de acidificacion e hidrélisis de ATP {Sorbitot
250 mM. MgCl; 5 mM, MOPS/BTP 20 mM pH 7.0}
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¢) Medicion del apagamiento de la flucrescencia.

Este ensayo se realizd con el mismo procedimiento y condiciones que la
actividad de acidificacion descrita en el apartado anterior. La Gnica variacién es
que ahora se aftaden al medio de reaccién 40 pi de la preparacion de iiposomas

en experimentos independientes para cada uno de los pH's impuesto en el
interior de los liposomas.

@. Determinacion Proteina.

Se determiné la concentracién de proteina por el método de Lowry
modificade por Peterson {128).

Se requieren las siguientes soluciones:
Desoxicolato de sodio 0.15%

Solucion CTC: Na,CO; 10%, CuS0, 0.1% y KoC,H4Os (tartrato doble de potasio)
0.2%.

Solucibn I: mezclar volimenes iguales de agua y de las soluciones de NaOH 0.8
M, SDS 10%, y CTC.

Reactive de Folin: diluir en 5 volumenes de agua 1 volumen de estandar
comercial de Sigma Chemical Company.

Se tomaron 0.9 m! de agua destilada en la que se diluyende 2a 5 wdela
muestra a cuantificar. Posteriomente se afadieron 0.1 ml de la solucién de
desoxicolato, 1.0 mi de la solucidn I, y 0.5 mi de! reactivo de Folin. Agitar y
esperar 30 minutos a que se desarrolle color. Leer absorbancia a 750 nm.

Curva Estandar.

A partir de un esténdar de BSA (alblmina de suero de bovino} de 1 mg/mt.
Se agregaron 10, 20, 30, 40 y 50 pl de la solucidn estédndar mas agua cbp 0.9 ml.
Se desarrolié color de ia manera ya indicada. El intervalo de cuantificacién es de
10 a 50 g de proteina en et volumen de ensayo.
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RESULTADOS

Para cumplir con el objetivo planteado, durante el desarrolic de este
proyecto se decidid seguir la siguiente ESTRATEGIA EXPERIMENTAL:
v'Establecer el curso temporal det proceso de germinacion para el maiz hibrido H-
353, precisando de este modo los tiempos de aparicién de las sucesivas fases
de fa germinacion y el periodo en el que se presenta una elongacion celular
activa; misma que esta relacionada con e! tiempo de protusion de la radicula.
Para ello se determiné el incremento en peso humedo durante el tiempo de
imbibicién,

¥De los embriones embebidos por diferentes tiempos, se obtuvieron fracciones
de vesiculas de membrana plasmatica por medio de la técnica de reparto en
fases acuocsas, una vez que se establecieron las condiciones optimas de
aislamiento.

v'Con estas preparaciones de vesiculas de membrana plasmética se determiné la
actividad de hidrolisis de ATP por cuantificaciér espectrofotomeétrica de fosfato
tiberado, evaluando Ja inhibicidon especifica de la ATPasa de H™ de la membrana
plasmatica por vanadato vy eritrosina. De este modo, se pudo conocer el grado
de pureza de las preparacicnes obtenidas.

v’ Asimismo, con estas vesiculas de membrana se cuantificd ademas del patrén de
hidrélisis de ATP, la actividad de bombeo de protones por la ATPasa, mediante

la medicion del ApH generado a través de las vesiculas de membrana, haciendo
uso de aminas flucrescentes.

1. Determinacion del porcentaje de germinacion y
curva de imbibicion de embriones de maiz de 12 linea H-355.

Paralelamente a ia purificacion de las membranas, se realizaron los
experimentos para conocer el porcentaje de germinacién y la curva de imbibicion
para los embriones del maiz hibride H-355, con el cual pudieron oblenerse
vesiculas de membrana plasmatica con un rendimiento e inhibicién por vanadato
aceptables, de acuerdo a los resultados que se presentan en la seccion dos de
este capitulo. En cuanto a los resultados sobre el porcentaje de germinacién y ia
curva de toma de agua, estos se muestran en la Figura 7, donde puede
observarse que a las 18 horas de imbibicion, |a poblacién ha alcanzado casi el
90% de germinacién, y es en este tiempo cuando se dio la transicién entre la
segunda y tercera fase de imbibicién. Es en esta transicion en la que se ha
documentado que se produce la protusion de la radicula y la cual esta
determinada por la elongacion celular del tejido embrionario, Esto Gltimo se
confirmé por los resultados presentados en la Figura 8, en la que se muestra que
alrededor de las 18 horas se produjo la mayor pendiente, misma que correspondié
a urna mayor velocidad en la elongacién de la radicula.

Comparando los resultados de ambas figuras, fue clara la correlacidon entre
los tres parametros: protusion, elongacion radicular, y porcentaje de germinacion.
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Figura 8. Elongacidn radicular en embneones de maiz H-355, £n el recuadro se muestra |a
vetocidad de elongacion vs horas de imbibicion, este recuadro se obtuvo a partir de la derivacién
del ajusle de la grafica de elongacion radicular vs horas de imbibicién, Se ullizo una poblacion de
40 embriones, promediando la elongacién de clios a cada uno de los tiempos marcados.
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2. Obtencidn de vesiculas de membrana plasmdtica (VMP)
mediante reparto en fases acuosas.

De los primeros puntos a desarrollar experimentalmente, fue la obtencion
de una fraccion enriquecida en vesiculas de membrana plasmatica por medio de
la técnica de reparto en dos fases acuosas (PolietilenglicoliDextran). Esta técnica
tiene como fundamento de la separacion, la distribucion diferencial de las
membranas en las fases debide a la carga superficial especifica que presentan
los diversos tipos de membrana (ver apendice A). Las vesiculas de membrana
plasmatica se localizan preferentemente en la fase de Polietilenglicol.

Primeramente se ensayd el reparto de fases con dos lineas de maiz A
continuacion, en la Tabla 1 se presentan los resultados obtenidos en Ia

purificacién de vesiculas de membrana plasmatica con los dos hibridos de maiz
H-355 y H-220.

Tabla 1. Purificacion de vesiculas de membrana ptasmatica por el método
de reparto de fases, en dos diferentes hibridos de maiz.

Linea de maiz
H-355
10.57

H-220
9.64

prot. en H-N
{mgiml)

prot. en repar-
to (my)
Concentracion
polimeros (%)

95.2 67.4

6.4 6.8 6.4 6.8

0.1604

VMP de U1
{mg)

0.053

0.1904

0.083

Rendimiento
x10°

1.68

0.56

2.82

1.23

inhibicidn por
vanadato (%)

67.2

72

38.5

59.7

Act. Total

1543.1

2346.9

2081

2387.4

nmol/{mg-h)
Se utilizaron 4 g de embnones de cada linea, que fueron embebidos por 24
horas & 30°C y en la oscuridad. La fraccion H-N fue aplicada a dos sistemas

de fases con las concentraciones de polimeros indicadas, cada uno de ellos
con la cantidad en mg de proteina sedalada.

Como se muestra en la Tabla 1, el primer intento para la obtencién de las
VMP fue probar el reparto con las fracciones H-N de estos embriones, con 6.4% y
6.8% de ambos polimeros en un reparto de fases (U,). Los resultados del
experimento estan especificados en la misma tabla, en la que se observa que Ia
mejor condicidn de reparto en cuanto a la recuperacion de proteina es la de 6.4%,
que en ambas lineas fue mayor que en la condicién de 6.8%; y es el hibrido H-
335 en esta condicion de 6.4% el que presentd un mayor porcentaie de inhibicién
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de la actividad de ATPasa por vanadato respecto a la linea H-220 en la misma
condicion de purificacién (67.% vs 38.5% respectivamente).

Puesto que con la linea H-355 se obtuvieron mejores resultados en
términes de la inhibicién por vanadato y recuperacion de proteina, se decidid
entortces continuar probando con las condiciones de reparto con este material. El
siguiente punto fue observar el efecto de |a cantidad de proteina de la fraccion H-
N que era sometida a reparto en el sistema de fases. Como puede observarse en
la Tabla 2, un aumento del doble en ia cantidad de proteina cargada al sistema,
disminuyé el rendimiento de recuperacién de proteina en la condicién de 6.4% de
polimeras. Esto podria interpretarse como una saturacion de! sistema y una fuga

de las vesiculas de membrana plasmatica hacia la fase inferior debido a un
aumento en la cantidad de proteina.

Tabla 2. Efecto de fa cantidad de proteina en el reparto de
fases con el hibride de majz H-355

myg. de proteina en reparto

100 myg 200 mg
Concentracion 6.4% 6.4%
polimeros {%)
VMP de U, 0.227 0.334
(mg)
Rendimiento 227 1.70
x1G*
inhibicién por 77 80
vanadato (%)
Act. Total 1573.3 1346.6
nmol/{mg-h)

Se Jilizaron 9 g de embriones en 1dénticas condiciones de
imbibicion a la mencionadas en la tabla 1 Se obluvo la
fraccion H-N, a partir de la cual se aplicd la cantidad de
proteina indicada a un reparto de fases acuosas con la
concentracion de polimeros sefialada

La siguiente variacion que se probd en el reparto fue el efecto del KC| en
cuanto a la recuperacién de proteina, ya que de experimentos anteriores se habia
ohservado que la disminuciéon y la ausencia de KC| en el sistema de fases
aumentaba la cantidad de proteina recuperada. Entonces se comparé el reparto
en condiciones de 6.4 % de concentracién de polimeros mas KC! 5 mM, que habia
sido la condicion habitual, con un reparto en igual porcentaje de polimeros pero
sin KCI. Los resultados de este experimento se muestran en la Tabla 3.

Puede observarse que la eliminacién de KCl efectivamente aumenté el
rendimiento; y que la inhibicidn por vanadato en ausencia de KCI fue semejante a
la que se habia observado en las preparaciones anteriores. La actividad de
hidrolisis de ATP en esta condicion, también fue semejante a las anteriores.
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Tabla 3. Efecto del KCI enun repanto de fases con
6.4% de polimeros con embriones del hibrido H-355.

Condicion del reparto

6.4% 6.4% -
{+ KCI 5 mM) | (- KCI 5 mM)
VMP de U, 192.42 273.2
{mg)

Rendimiento 1.9 27
x10°

% inhibicién 76 78
por vanadato

Se utilizaron 5 g de embriones que fueron embebidos
en las condiciones mencionadas De la fraccién H-N
obtenida, se apiicaron 100 mg a cada uno de los
sistemas de fases indicados

En cuanto a la actividad de hidrélisis de ATP ¥ a su inhibicidn por vanadato
en las VMP obtenidas, las determinaciones realizadas, indican (Tabla 4) que las
VMP aisladas de los embriones del hibrido H-355 en una condicién de 6.4% de
polimeros tuvieron una actividad de ATPasa sensible a vanadato en cerca de un
75%. Esta inhibicién sugiere que las preparaciones de vesiculas de membrana
obtenidas bajo las condiciones mencionadas, se encuentran enriquecicas en
membrana plasmaéatica.

Con estos resultados, puede decirse que qguedarcon establecidas las
condiciones para la obtencion de vesiculas de membrana plasmdtica a partir de
embriones de la linea H-355 embebidos por 24 horas , mismas que incluyeron una
concentracion de ambos polimeros de 6.4%, un Gnico reparto sin KCl y aplicando
100 mg de proteina al sistema.

3. Actividad de Hidrolisis de ATP.

Se tomé la hidrélisis de ATP como uno de los dos pardmetros funcionales
de la enzima en las vesiculas de membrana plasmatica vy la inhibicion de esta
actividad por vanadato como un parametro de! grado de pureza de [as
preparaciones obtenidas. Entonces, tomando en cuenta ambos factores podiamos
conocer la magnitud de la hidrélisis total de ATP por las vesiculas obtenidas a
diferentes tiempos de imbibicién y saber cual era la proporcién de esta actividad
debida a la ATPasa de H* de la membrana plasmatica. Puesto que en nuestras
preparaciones existia una contribucién minoritaria de ia ATPasa mitocondrial a la
hidrélisis total de ATP, usamos azida como un inhibidor especifico de esta
enzima. De este manera, por el uso de inhibidores especificos podiamos conocer
cual era la contribucién de cada una de las ATPasas presentes en la preparacion,
la de membrana plasmatica y la mitocondrial, de acuerdo a la inhibicién por
vanadato y azida, respectivamente.

Esta actividad enzimdtica se determind mediante |a cuantificacion
espectrofotométrica de la cantidad de fosfato liberado de Ia hidrolisis de ATP, en
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presencia o ausencia de inhibidores especificos de la ATPasa de H* de la
membrana plasmatica (ion vanadato) y de |la mitocondrial (ion azida).

Los resultados de la Tabla 4 corresponden a la delerminacion de ia
actividad enzimatica de ATPasa, con diferentes preparaciones de vesiculas de
membrana obtenidas a partir de embriones embebidos por 24 horas y bajo las
condiciones de reparto de fases ya descritas en la seccién anterior.

Tabla 4. Actividad de Hidrélisis de ATP en VMP aistadas de embnones
embebidos por 24 horas

Actividad % de Inhibicion
{nmol Pi*mg "*K™)
Control 1427.06 + 155.46 0
+ Na,VQ, 35477+ 4.97 75.14
{0.15 mM)
+ NaN; 1187+ 1.44 16.78
(2.0 m\V)

Los embriones fueron embebidos por 24 horas a 30° C y en la oscundad Se
utilizaron 30 pg/ml de proteina membranal en el medio de reaccian que
conttenia independientemente los inhibidores sefialados. n=5, ensayos
ndependientes y cada uno de elios por triphcado.

De acuerdo a estos resultados, las preparaciones de vesiculas de
membrana que se obtuvieron bajo las condicicnes de reparto de fases descrito,
fueron capaces de hidrolizar ATP en magnitudes aceptables a nuestro sistema de
de deteccién de Pi. Esta actividad enzimatica podia adjudicarse a la ATPasa de
H™ de la membrana plasmatica segun el mayor porcentaje de inhibicién (75%)
debido a vanadato, confirmando los resultados obtenidos durante la purificacién
de las vesiculas de membrana, existiendo ademas un porcentaje menor de
hidrolisis de ATP asociado a la ATPasa mitocondrial.

Una vez que se establecié que estas preparaciones presentaban una
actividad mayoritaria de ATPasa del plasmalema, se procedio al establecimiento
de tas condiciones experimentales éptimas para monitorear la formacién de un
gradiente transmembranal de protones (ApH) con las vesiculas obtenidas, el cual
pudiera ser debido a la actividad de bombeo de H* por la ATPasa de la membrana
plasmatica. Esta actividad de acidificacion constituyd el segundo parametro
funcional estudiado de |a enzima.

4. Actividad de acidificacién en VMP por bombeo de H*

Esta se determiné por la cuantificacion del apagamiento de la fluorescencia
de ACMA (9-amino-6-cloro-2-metoxiacridina), debida a la formacién de ApH
transmembranal. Los fundamentos de esta técnica son descritos brevemente en el
apéndice B, Las condiciones experimentales iniciales para la medicién del ApH
transmembranal fueron: a) Medio de reaccion: Sacarosa 250 mM, MOPS/BTP 20
mM, pH 7.0, KCI 50 mM, KNO; 50 mM, ATP 5 mM, MgCl: 5 mM, b) Temperatura:
20°C, ¢) Volumen total: 1 mi, d} Cantidad de proteina membranal: 100 ug. La
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reaccion se inicié con la adicién de ATP al medio, mismo que ya contenia el resto
de jos componentes. El sistema se desacoplé por la adicién de de Gramicidina a
una concentracion final de 10 pg/ml. Con estas condiciones se obtuvo el tipe de

trazos que se muestra en la Figura 9.
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Figura 9. Apagamiento de la fluorescencia de ACMA, por inicio de la
reaccion de acidificacion con ATP en VMP aisladas de embriones
embebidos por 24 horas,

A partir de estos trazos de fluorescencia se calculd el porciento de
apagamiento (%Q) de la siguiente forma: %Q = 100{Fy - F,)}Fs; donde F,
corresponde a la fluorescencia observada por efecto de la adicion del
desacoplante sobre la suspensién de vesiculas y F, es [a fluorescencia que se
obtiene en estado estacionario (sin cambio en el tiempo) después de iniciar la
reaccion (Figura 9).

Durante la realizacién de estos experimentos se noté que los trazos
resultantes presentaban un aumento en la fluorescencia a partir de la adicién del
ATP (Figura 9), contrario a los graficos reportados usualmente en la literatura
para experimentos del mismo tipo, en los que se presenta una disminucién de la
fluorescencia a partir del inicio de la reaccién (vease ef analisis de resultados, pp.
60). Bajo estas condiciones y con este tipo de trazos, se determiné que en
presencia de vanadato 6 azida en el medio de reaccion, la recuperacion de la
fluorescencia posterior a la adicién del desacoplante (FJ) fue menor en presencia
de los inhibidores Na;VQ, (0.3 mM) y NaN; (4 mM), siendo estos valores de 35 y
15% respecto al control, respectivamente. La magnitud de la inhibicién por azida
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de sodio correlacionaba con la inhibicién determinada en la actividad de hidrélisis
de ATP (cercana al 20 a 25%), sin embargo, la inhibicion por vanadato en la sefial
de fluorescencia estaba por debajo de la observada en la actividad de hidrélisis.
Como posibles explicaciones a esto estaba gue: aungue la concentracién
de vanadato es del doble respecto a la usada en el ensayo de hidrdlisis, Ia
concentracion de proteina en este ensayo era mayor (0.1 mg/ml} que en el de
hidrolisis (0.03 mg/mi). Por ello se decidié aumentar la concentracién de vanadato
a 1.0 mM; con esta variacion el porciento de inhibicién también auments (hasta un
47%}. Sin embargo, aunque la concentracion de vanadato se auments hasta casi
siete veces respecto a la usada en el ensayo de hidrélisis, el porciento de
inhibicion en el ensayo de acidificacién atn era menor que el obtenido en el de
hidrolisis de ATP. Como segunda opcidn se considerd preincubar la enzima en
presencia de vanadato a la concentracién de 1.0 mM, y al igual que en [os
experimentos anteriores, iniciar la reaccion con la adicion de ATP. En este caseo,
ta preincubacion de las membranas por 40 minutos a femperatura de hano de
hielo en presencia del inhibidor de la ATPasa de membrana plasmatica aumento
el porciento de inhibicién hasta un 77%, valor que ya era cercanc al que se

obtenia habitualmente en el ensayo de hidrdlisis de ATP. Los trazos de estos
resultados se presentan en la Figura 10.

reaul

(a T i () T ¢ (@
Control wl + NazVO, 1.0 mM wl +NasVO, 1.0 mM
%Q =92 - %Q = 4.1 S 40" incubacion.
< S|} %a=21
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Figura 10. Inhibicién de la seRal de fluorescencia por vanadato sin preincubar (b) ¥
preincubando fa enzima por 40 minulos (c}. El trazo control (a), presenta igual
comportamiento tanto para la enzima sin preincubar como para la enzima
preincubada. La disminucion de 1a sefial de fluorescencia después de [a adicion de
gramicidina, es indicativa de un menor ApH formado.
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Lo siguiente que se ensayé fue el desacoplamiento de las membranas con
cantidades crecientes de Gramicidina en un caso y con Nigericina en otro, con la
finalidad de poder establecer que el apagamiento de flucrescencia era debido a la
formacién de un ApH transmembranal producido por la ATPasa y que podria ser
colapsado gradualmente por la adicion de cantidades crecientes de desacoplante,
reflejandose esto en la recuperacion creciente de la fluorescencia,

Los resultados del porcentaje de apagamiento para estos experimentos se
reportan en la Tabla 5.

Tabla 5. Desacoplamiento de las vesiculas de membrana plasmatica

Gramicidina Nigericina
(ug/mi) final % de Apagamiento (1g/ml) final % de Apagamiento

3 24 20 0.92

6 4.0 40 4.45

10 56 60 8.52

15 5.8 80 13.44
20 7.5
25 8.1

Las vesicula fueron desacopladas por adiciones sucesivas de Grarmicidina 0 Nigericina. Se
afiadieron 50 pg de proteina membranal por mi de medic de reaccion, en ambas series.

De los datos sobre la acidificacion e hidrélisis de ATP en las vesiculas de
membrana hasta aqui presentados se puede establecer que:

a) Las preparaciones de vesiculas de membrana plasmatica obtenidas eran
capaces de formar un ApH, puesto que se observaba una recuperacién de la
fluorescencia por adicion de desacoplantes como gramicidina ¥ nigericina.

b} Estas preparaciones se enconfraban enriquecidas en membrana plasmatica, de
acuerdo a la inhibicion especifica de la ATPasa de H' de la membrana
plasmatica por vanadato (75-77%).

¢) Asi mismo, se observé un componente menor de ATPasa de H* mitocondrial,
segun su inhibicién especifica por azida (15-17%).

d) Por otro lado, el porcentaje de inhibicién por cada uno de estos inhibidores fue
semejante para las dos expresiones cataliticas de la enzima, ya sea que la
actividad de la enzima se midiera por hidrolisis de ATP o por el bombeo de H’.

Tratando de encontrar las condiciones en las que se pudiera observar un
apagamiento inicial de la fluorescencia, asociado a una velocidad de formacion
del ApH, se probd cambiar }a composicion del medio de reaccion.

El medio ahora contenia: sorbitol 250 mM, MOPS/BTP 20 mM pH 7.0, ATP
S mM, MgCl; 5 mM. Se sustituyé la sacarosa por sorbitol, porgue se pensod en la
posibilidad de que en las vesiculas obtenidas se encontrara un transportador de
sacarosa que utilizara el gradiente de pH para el transporte de este saluto [26],
colapsando el gradiente de pH formado, ¥ que esto fuera la razén de que no se
observara la pendiente negativa inicial en los trazos de fluorescencia contra
tiempo. Ademas se eliminaron el cloruro y el nitrato de potasio, debido a que en
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experimentos anteriores se observaba que estos iones disminuian la sefial de
fluerescencia. Las condiciones de temperatura y volumen se mantuvieron.

Con este nuevo medio de reaccion se obtuvieron trazos como el de la
Figura 11a, en la cual tampoco se observo el apagamiento inicial, por tanto las
razones propuestas no eran las correctas. La siguiente opcion fue cambiar el
orden de adicidn de los reactivos, es decir, iniciar la reaccién con la adicion de
ATP (Figura 11a), o con magnesio (Figura 11b), o con las vesiculas de membrana
plasmatica (Figura 11¢) en otro. Fue en esta tercera variacion que pudo
ohservarse el apagamiento inicial de la fluorescencia, semejante al patron clasico.

De forma que este apagamiento podia ser asociado a una acidificacion en las
vesiculas de membrana.

(a) {b)
3 3
o N
™ oy
T T
ATP MgClz
L (¢)

=

o

o

T
VMP

Figura 11, Modificacicnes en el orden de adicidn de reactivos al inicio de la
acidificacién, $Se inicio con ATP (a), con MgCl; (b) y con tas VMP (c)
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A partir de los siguientes experimentos se monitored la formacion del ApH
por el apagamiento de la fluorescencia, al ahadir a la mezcla de reaccion las
vesiculas de membrana. Como en los casos anteriores, el sistema se desacopld
por {a adicién de KCI y Gramicidina, y el calcule de %Q se hizo de igual forma a la
descrita anteriormente.

Una vez que se logréd observar una velocidad de apagamiento de la
fluorescencia adjudicable a un bombeo de H' asociado a las vesiculas de
membrana, lo siguiente que se explord fue el efecto de la cantidad de proteina
sobre la velocidad de formacidén del ApH. Los trazos correspondientes a la
velocidad de apagamiento se presentan en la Figura 12a. En la Tabla 6 se
presentan los resultados del calculo de la velocidad y del porcentaje de
apagamiento en funcidn de cantidades crecientes de proteina membranal.

Tabla 6. Efecio de la cantidad de proteina y de la temperatura sobre la velocidad de bombeo de H'

Temperatura
20°C 15°C
Cantidad de Velecidad % de Velocidad % de
proteina (ug) (uf./seg) Apagamiento {uf./seg) Apagamiento
50 0.016 35 0.016 8.5
100 0.042 4.5 0.018 4.7
200 0.070 53 0.028 54
300 0.126 54 0.039 8.7
1 20°C 1 15°C
o -l
]
N 50 ug N
u\_‘:_ 1 50 ug
] 100 ug T 100 ug
200 ug 200 ng
300 ug
300 pg
1 min 1 min

Figura 12. Efecto de la canlidad de proteina y de la lemperatura sobre la
velocidad de bombeo de H'
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Para corroborar los efectos observados en la Tabla 6, se decidio realizar el
mismo tipo de experimentos pero bajando la temperatura a 15 °C (Figura 12b),
esperando tener igual comportamiento que el observado a 20 °C, pero con una
disminucién en la velocidad de bombeo. Los resultados para este experimento
también se ilustran en la Tabla 6.

De los resultados presentados en la Tabla 6 y en la Figura 12 se puede
decir gque efectivamente la velocidad de acidificacién disminuyé con Ila
temperatura y que era directamente proporcional a la cantidad de proteina.
Igualmente el porcentaje de apagamiento también aumentd con ia cantidad de
proteina, pero no cambid significativamente respecto a la temperatura. De esta
manera se establecieron las condiciones para monitorear la velocidad de bombeo
de protones, pudiendo estimar asf una relacion entre esta velocidad y la cantidad
de proteina membranal.

Como una estrategia para corroborar que la actividad que se estia
observando estd asociada a una ATPasa de membrana plasmatica, se ha
establecido el uso de inhibidores especificos. En el caso de esta enzima, se
utiliza como inhibidor mas socorrido e Na;VVO., que es un inhibidor comin para
las ATPasas tipo P y el cual hemos utilizado en nuestros anteriores experimentos
con resultados congruentes entre su efecto en la hidrolisis de ATP y en la
acidificacion por bombeo de protones. Sin embargo, cuando cambiamos la forma
de medicién del sistema, iniciando la reaccion con la adicién de las vesiculas de
membrana, encontramaos dificil poder inhibir la actividad de la enzima.

En el primer intento, se hicieron dos variaciones (Figura 13), una en fa que
el vanadato (20 ul, 50 mM) fue afadido en el medio de reaccidén a una
concentracion final de 1.0 mM, previamente a la adicion de las vesiculas de
membrana; y otra en la que igual volumen de vanadato fue afadido al volumen de
la suspension membranal con la cantidad de proteina deseada, y el volumen total
de esta mezcla era anadido al medio de reaccién. Se cbservé que la adicion del
vanadato a las vesiculas de membrana no producia la disminucién en la
fluorescencia al inicio de la reaccién y en cambio, este apagamiento si se
presentaba en el caso en el que las vesiculas se anadian ai medio que contenia
al inhibidor. Desafortunadamente en este caso, se descartd el hecho de que la
inhibicion fuera especifica del vanadato, ya que Ia solucién estandar de vanadato
tenia un pH de alrededor de 12 unidades, con lo cual el caracter basico de la
solucién podia tener efecto sobre la proteina al ser afiadida sobre la suspensién
de vesiculas en una relacién de voltimenes casi iguales. Esto se verificd por el
hecho de que una solucién de Na;PO, 50 mM pH 12.0 tuvo el mismo efecto. Los
trazos para estos experimentos también se muestran en la Figura 13.

Se probo también agregar la solucién de vanadato a un volumen mayor de
la suspensidn de vesiculas, de mede que el amortiguador pudiera soportar mejor
los cambios de pH provocados por la solucién de vanadato. Tampoco fue posible
tener una inhibicion del apagamiento de la fluorescencia (no se muestran los
resultados).

La preincubacién a temperatura ambiente de las vesiculas de membrana,
tratadas como se describe en el parrafo inmediato anterior, resulté en una
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ocasional - inhibicion de la velocidad de apagamiento de la fluorescencia; sin
embargo, este resultado no fue reproducible.

4 (a) 4 (b)
: 3
N @ 5 2
4} 1)
: 1 min 1 min

Figura 13. Efecto de fa presencia de vanadato (1 mM, concentracién final) en la
sefial de apagamiento de fluorescencia. (a.1). Trazo control, 200 ug/ml. (a.2). El
inhibidor agregado sobre la suspension de VMP previamente al inicio de la
reaccién. (b.1). El inhibider agregado en el medio de reaccién. (b.2). Efecto de la
adicidn fosfato pH=12 sobre la suspension de VMP previamente al inicio de [a
reaccion. En todos los casos. 1a reaccidn fue iniciada por la adicion de las VMP: ya
sea sin o con vanadato o fosfato.

Se ha reportado que la eritrosina-B puede utilizarse como un inhibidor
especifico de la ATPasa de H* de la membrana plasmatica. Asi que tomamos este
compuesto como opcion para inhibir a la enzima. Lo primero que se ensayd para
el uso de la eritrosina fue la inhibicién en la hidrolisis de ATP. Comparando la
inhibicion por vanadato y por eritrosina-B, se encontrd que este dltimo es un
inhibidor mas efectivo, puesto que se obtuvieron porcentajes de inhibicién
semejantes a los que se obtienen por vanadato a concentraciones menores, 0.015
mM de eritrosina-B y 0.15 mM de vanadato (vease Tabla 7). ‘

Usamos también oligomicina (10 pg/ml) como otro inhibidor de la ATPasa
mitecondrial, con lo cual podemos corroborar la inhibicién debida a azida {2 mM).
Con eilo era posible identificar los dos componentes generadores del
apagamiento de la fluorescencia dependiente de ATP y que estaban presentes en
las preparaciones de vesiculas de membrana y que correspondian a la ATPasa
de membrana plasmatica y a la ATPasa mitocondrial, por la inhibicién
independiente con dos compuestos: vanadato v eritrosina-B para la ATPasa de
membrana plasmatica y azida y oligomicina para la ATPasa mitocondrial. La
semejanza en los porcentajes de inhibicién por cada uno de los inhibidores para
l2 enzima blanco (del 20 al 25% para la ATPasa mitocondrial y del 70 al 75% para
la ATPasa de membrana plasmatica) confirmé nuestros anteriores resultados.
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Es necesario sefialar que fue necesario demostrar que la eritrosina no
interferia en la cuantificacion colorimétrica del fosfato, va que este es un
compuesto coloride. Para eilo se realizd la curva estandar de fosfatos en
presencia de eritrosina-B 15 y 50 uM; ambas presentaron los mismos pardmetros
de regresion lineal que la curva estandar sin eritrosina. Asi mismo, el espectro del
complejo colorido fosfomoiibdato sin y con eritrosina-B tuvo el mismo patron en la
region de maxima absorbancia a los 800 nm, vy solo se presentd un pequefio
hombro en la region de los 400 nm para el caso con eritrosina-B.

Tomando en cuenta esios controles podemos aseverar que la inhibicion
observada por eritrosina-B en ia hidrolisis de ATP es especifica para la actividad
de ATPasa de membrana plasmatica. Esto estd apoyado por ia similitud de los
porcentajes de inhibicién con vanadato y con eritrosina-B.

En cambio, cuando se probd esie compuesto en el ensayo flucrométrico de
acidificacion, se cbservd que los trazos realizados en presencia de eritrosina-B
tenian una intensidad basal de la flucrescencia disminuida, v que posterior a la
adicién de las vesiculas de membrana plasmatica, el apagamiento de
fluorescencia era menor que en el trazo control. Para poder corroborar que este
menor apagamiento de la fluorescencia se debia a un efecto inhibilorio de la
eritrosina-B sobre la ATPasa vy no a una interferencia expearimental, se decidié
realizar el siguiente experimento contrei. (Figura 14).

[0
Sme

{0}
sme
+prirocina

125l
6§25uf

Tccer
cccp

1 min 1 min

Figura 14. Efeclo de enrtrosina scbre el apagamienio de flucrescencia en particulas
submitocondriales {SMP) obteridas de higado de rata (proporcicniadas por el Dr. R.
Moreno en el Inst. Nal. de Cardiclogia). Se ulilizaron a una concentracién final de
proteina de 30 pg/mi en medio de KCL 120 mM, MOPS 20 mM pH=7.2, EGTA 1mi,
ATP 5 mM, MgCl; 5 mM, El sistema se desacopld por la adicion de CCCP a una
concentracion final de 1.25 pM. Temperatura de 20°C. La reaccién fue iniciada en

ambos casos por fa adicién de las SMP al medio, (a) SMP, control. (b) SMP mas
erifrosina 0 015 mM,
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Se utilizaron particulas submitocondriales, con las cuales se determinég la
actividad de acidificacion bajo idénticas condiciones experimentales. El trazo
control, sin eritrosina-B, se presentd con el patrdn habitual: un apagamiento de la
fluorescencia posterior al inicioc de reaccidn por adicion de las particulas
submitocondriales, una regién de minima fluorescencia seguida de una pendiente
positiva de recuperacién de fluorescencia, correspondiente a un escape de
protones del interior hacia el exterior de la vesicula, y una recuperacion rapida de
la fluorescencia por adicion de desacoplante. En cuanto al trazo en presencia de
eritrosina 15 pM, este también mostré una disminucidn en la intensidad de la
fluorescencia y el apagamiento también fué menor.

Con base en esto, la eritrosina-B resultd no ser una opcion para usarse
como inhibidor de la ATPasa de H' de la membrana plasmatica en este ensayo,
puesto que €s un compuesto que interferia en ia sefal de fluorescencia. Si no
fuera asi, la sefial observada con las particulas submitocondriales en presencia
de inhibidor no deberia haber experimeniado cambio alguno puesto que el
inhibidor es especifico para la ATFasa de membrana plasmaética.

Considerando los datos obtenidos a partir de la hidrélisis de ATP, quedd
claro que las preparaciones membranales obtenidas se encontraban enriquecidas
con vesiculas de membrana plasmatica y que también estaba presente un
componente minoritario correspondiente a ta ATPasa mitocondrial. Igualmente,
tomando en cuenta que fue posible observar la inhibicién del apagamiento por
vanadato en los primeros experimentos de acidificacion {Figura 10) y que ademas
esta inhibicidén comrelacionaba con aquella observada en la hidrélisis de ATP,
podiamos esperar que si el ensayo de acidificacion se realizaba en presencia de
oligomicina, la sefial observada seria solo la debida a la acidificacién promovida
por la ATPasa de H” de la membrana plasmatica.

Para apoyar esta aseveracion, en la Figura 15 se presenta un trazo
representativo de acidificacién en presencia y ausencia de oligomicina; asi como
la comparacion de la velocidad de acidificacion y la actividad de hidrélisis de ATP
¥y sus respectivos porcentajes de inhibicion por oligomicina.

Como puede observarse, la inhibicion parcial con oligomicina en el ensayo
de acidificacion, correlaciona correctamente con la magnitud de la inhibicion
encontrada en el ensayo de hidrolisis de ATP, por lo cual podemos asumir que la
actividad observada se debe a fa acidificacidn promovida por la ATPasa de la
membrana plasmatica, que no esta inhibida en las condiciones experimentales de
ambos ensayos.

Considerando este postulado, podiamos monitorear la actividad de
acidificacion por las vesiculas de membrana obtenidas a partir de los embriones
de maiz a los diferentes tiempos de imbibicién, y asi observar los cambios que se
presentan en la actividad de la enzima, evaluada tanto por la hidrélisis de ATP
como por la acidificacion, a lo largo del proceso de germinacion.
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A)

F|
1

Total

312 uf

+ Oligomicina

1min
B}
Acidificacién Hidrélisis de ATP
w.t./min nmol Pi-mg’h’
Total 0.126 1157.8
+ Oligomicina 0.104 898.0
{% inhibicion) (17%) (22%)

Figura 15, Comparacidn de la acidificacion en VMP en presencia y ausencia de
oligomicing 10pg/ml. Correlacidn de la ishibicidn en hidrdlisis y acidificacion. A)
Trazos de {luorescencia, la superposicion de los trazos se hizo a partir del inicio
de reaccibn por la adicion de las VMP. B) Valores de acidificacion e hidrolisis de
ATP en las VMP. En ambos ensayos el medio de reaccién fue: Sorbitol 250 mM,

MOPS/BTP 20 mM pH=7, ATP 5 mM y MgCl, 5 m, y se usaron 100 pg/ml de
proteina.

5. Actividad de ATPasa en vesiculas de membrana plasmaética aislada
de embriones de maiz embebidos a diferentes tiempos.

Habiamos escogido 8, 12, 18 y 24 horas como los tiempos de imbibicién
para medir la actividad de la ATPasa de H' de la membrana plasmatica, ya que
estos tiempos cubren las diferentes fases observadas en la curva de germinacion
para el maiz H-355 presentados en la Figura 7. La actividad de la enzima se
siguid en e! curso temporal sefalade, midiendo tanto la hidrélisis de ATP como la
acidificacién en las vesiculas de membrana. Los siguientes resultados
corresponden a la actividad de hidrélisis de ATP expresada como nmol de Pi por
mg de proteina por hora. La actividad de hidrolisis asociada a cada uno de los
componentes enzimaticos presentes en la preparacion fue estimada por la
inhibicion especifica a los compuestos que se mencionan en |a Tabla 7.
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Tabla 7. Actividad de Hidrdlisis de ATP en VMP aisladas de embriones embebidos a diferentes

tiempos de imbibicion.

Tiermnpo de Imbibicién (horas)

Fuente Sensible a & 12 18 24
ATPasa de NazV(0, (0.15 mM) 636.8 467.4 987.0 1239.7
membrana plasméatica

Eritrasina {0.015 miM} 671.5 b11.9 1027.6 1208.3
ATPasa NaN; {2mM) 267.3 2234 337.8 3944
mitocondrial

Oligoimicina {10ung/ml) 197.6 163.7 239.3 88.3

La actividad se expresa como: nmol Pimg *h”. Los valores de actividad total a cada uno de

les tiempos son: 1157.8, 1112.8, 1352 y 1569.2 nmol Pi-mg"-h'1 para &, 12, 18 y 24 horas
respectivamente.

Los datos que corresponden a la actividad de hidrolisis de ATP sensible a
vanadato y eritrasina se presentan graficamente en la Figura 16. En la cual puede
observarse que: a} ambos inhibidores tuvieron el mismo efecto inhibitoric en las
VMP cbtenidas de los embriones embebidos a cualquier tiempe y b) que la
actividad asociada a la ATPasa de H' de la membrana plasmatica presentd un
maximo a {as 18 horas, tiempo que coincide con el de protusion de la radicula.

(Figuras 7 y 8).
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Figura 16. Actividad de hidréiisis de ATP en VMP aisladas de embriones embebidos
a diferentes tiempos. Las actividades sensibles a vanadato y eritrosina se estiman a

Tiempo de Imbibicidn (horas)

partir de la diferencia de |a actividad inhibida por estos y 1a aclividad total.
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En cuanto a la actividad de acidificacién, una vez que fundamentamos la
consideracién sefalada en el apartado anterior, se procedid a medir ia
acidificacién de las vesiculas de membrana aisladas de los embriones a
diferentes tiempos de imbibicién en presencia de oligomicina como inhibidor de la
ATPasa mitocondrial, esperanda encontrar un patron paralelo al observado en la
hidrolisis de ATP. Estos resultados se muestran en la Figura 17, en la cual puede
observarse gue la velocidad de apagamiento de fluorescencia asociada a la
acidificacion en la vesiculas de membrana presentd un patrén similar al de la
actividad de hidrélisis, con valores méximos en aquellos tiempos cercanos a la
protusién de la radicula, R

A)
1 6h
E
o
]
18 h
——— 24 h
1 min
B)
Tiempo de Imbibicion (horas)
6 72 18 24
u.f./min ] 0.104 0.386 0.417  0.417

Figura 17. Actividad de acidificacién en VMP aisladas de embriones embebidos a
diferenles tiempos. A} Trazos de fluorescencia.. La superposicidn de ios irazos se hizo a
partir de! inicio de reaccion por la adicion de las VMP a una concentracion final de
100ug/ml. La reaccion se hizo en presencia de cligomicina 10ug/ml B) Vaiores de
velocidad de acidificacién expresado como unidades de fluorescencia por minuto
(u.f./min), estos datos se estimaron a partir de la pendiente hacia el final del trazo en
cada uno de ellos. Se sefiala con 1a linea segmentada, e! intervalo de tiempo usado para
estimar [a pendiente.
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Con la finalidad de calibrar las sefiales de apagamiento de fluorescencia
como un ApH en la vesiculas, se prepararon liposomas de azolectina a los que se
les impuse una diferencia de pH transmembranal en el intervalo de una unidad.
Siguiendo ei mismo protocolo para determinar la acidificacion en las vesiculas de
membrana se obtuvieron los trazos de la Figura 16 en los que pudd observarse
que al aumentar la diferencia de pH en los liposomas, las sefales de
apagamiento fueron mayores. En la misma Figura se muestra la grafica de

linearizacion del porcentaje de apagamiento en funcion det ApH impuesto en los
liposomas.
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Figura 18. Curva de Calibracion con liposomas (% de Apagamiento vs ApH). A) Trazos
de fiuorescencia obtenidos en cada una de las diferencias de pH impuestos en [0S
liposomas. B) Linearizacion de los datos de % de apagamiento en funcion del ApH.

Una vez que se tuvo esta calibracién, fue posible estimar los datos de

apagamiento de fluorescencia como un ApH producido en la vesiculas de
membrana.
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Los resultados de la estimacién de la formacién de este ApH se muestran
en la Tabla 8.

Tabla 8. Calibracin del apagamiento de fluorescencia en las VMP aisladas
de embriones de maiz embebidos a diferentes tiempos.

Tiempo de Imbibicién (horas)

6 72 i8 24
u.f./min 0.104 0.386 0.417 0.417
% Q/min 0.063 0234 0256 0256
ApH/min 0.004 0015 00168 0016
% Qmax 2.1 2.6 3.0 3.1
ApHnax 0.14 0.17 0.18 0.20

El %Qmax se calculd a partir del desacoplamiento con KCUGramiciding
después de 8 minutos de reaccion para cada trazo comrespondiente a los
diferentes tiempos de imbibicién. £ ApHmex S€ Galculd a partir de 1a curva de
catibracion por interpolacion dei % Quax
Una posibilidad que pudiera

pensarse por la cual los ApH formados sean
pequefios,

es gque existiera algin ftransporte secundario que utilizara y
disminuyera el gradiente de protones. Dada ia composicién del medio de
reaccién, hemos eliminado esta posibilidad puesto que para ninguno de los
componentes presemtes se ha repartado algun mecanismo de transporte
secundario. Se sustituyd la sacarosa por sorbitol y se eliminarion las sales de
cloruro y nitrato de potasio. Por otro lado, se puede esperar que estos valores de
acidificacion sean mayores, ya que la contribucion a la actividad de fas vesiculas
con orientacion correcta no fue considerada (vease el analisis de resultados)
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ANALISIS DE RESULTADOS

La ATPasa de H" de la membrana plasmatica es una enzima que lleva a
cabo la translocacién de protones desde el interior celular hacia el espacio
apoplastico. La enzima puede realizar este transporte endergénico gracias a que
lo acopla en su mecanismo a la hidrolisis de ATP; convirtiendose asi en un
transductor de energia quimica en energia potencial conservada en el gradiente
electroquimico transmembranal generado por el bombeo de protones.

Esta enzima esta involucrada en varios procesos de importancia fisiolégica
para la célula vegetal, ya que el gradiente electroquimico de protones que genera
puede utilizarse en varios procesos como son: el transporte secundario de
solutos, la regulacion del pH celular, la apertura de estornas, el crecimiento y la
elongacién celular.

La ATPasa de H" de la membrana plasmética puede asociarse al proceso
de germinacion. La perticipacién fundamental de esta biomolécula en este
proceso se basa en que la acidificacién del espacio apoplastico producide por el
bombeo de protones facilita Ia relajacion de los polimeros de la pared celuiar, lo
cual resulta indispensable para la célula vegetal en elongacion. Esto a su vez es
un factar determinante para lograr la protusion de ia radicula en las semillas en
germinacién. Asimismo, el gradiente electroquimico representa la fuerza motriz
para el transporte secundario de solutos. Estos solutos mantienen el potencial
osmotico de la célula y representan una fuente de metabolitos utilizables por las
células en crecimiento en las semillas germinadas,

En el presente proyecto hemos buscado detectar posibles cambios en la
actividad de la ATPasa de H* de la membrana plasmatica a diferentes tiempos
durante la germinacién de embriones de maiz, especialmente en los tiempos en
que existe una actividad de elongacion celutar. )

De acuerdo al protocole estabiecido, primeramente hemos determinado
para fa linea de maiz hibrido H-355 ia curva trifasica de germinacion segun el
incremento en peso fresco debido a la toma de agua. A partir de esta curva, se
observo que la transicion entre la segunda y la tercera fase ocurria alrededor de
las 18 horas. Es en este momento, que se observé |a protusién de la radicula y en
el que casi se habia llegado al 90% de germinacién en la poblacion de embriones,
segun puede notarse en la Figura 7. Asimismo, puede sefalarse que en la
medicion de la elongacion de la radicula (Figura 8), también se presentd un
cambio de pendiente alrededor de las 18 horas, como puede notarse mas
claramente en el regréfico de ia Figura 8, el cual corresponde a la velocidad de
elongacion y en el que se observa que la maxima velocidad ocurre en el periodo
de protusion de la radicuta.

Conjuntando estos resuitados, se hizo evidente que existia una correlacion
entre estos parametros medidos. Esto estaba apoyado por el hecho de que
durante el momento en se presenta la protusion de la radicula, existe una
elongacion de las células {14,43,124). En este trabajo se asumié que en base a su
actividad de acidificacion, la ATPasa de H* de la membrana plasmatica contribuia
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a facilitar la elongacién celular y asimismo promover la protusién de la radicula en
los embriones en germinacion.

Con la finalidad de monitorear los cambios en la actividad de la ATPasa de
H” de la membrana plasmatica antes y durante el periodo de elongacion radicular,
se aislaron las vesiculas de membrana plasmética a partir de los embriones de
maiz embebidos a diferentes tiempos. La técnica empleada para el aislamiento
fue la particién en fases acuosas de polietilenglicol/dextran.

Sobre esta técnica de reparto, es necesario mencionar que la separacién
bajo iguales condiciones, varia dependiendo del tejido v de la especie en estudio.
Por lo cual se recomienda determinar las condiciones éptimas para el reparto,
como son la concentracion de polimeros, la concentracién vy tipo de sales
presentes en el sistema de fases, el pH, numero de particiones en serie [2,93).

Para el caso particular de los embriones de la linea de maiz H-355, hemos
encontrado que se obtienen vesiculas de membrana plasmatica en una condicion
de 6.4% de poiimeros, en un (nico reparto y partiendo de un homogenado sin
nlcleos. Se eliminé el cloruro de potasio, puesto que se obtuvieron mejores
resultados en el rendimiento en esta condicidn. Esto puede deberse a que la
concentracion de sales dadas por el KH.PO, en e! sistema de fases y el Tris-HCI
en el amortiguador de homogenizacion, resultan suficientes para producir una
separacion de cargas en las fases que promueva la particion de las membranas.
Una vez que se agrega el KCI, este puede disminuir la diferencia de potencial
eléctrico en las fases; lo cual resulta en una menor particién de las membranas.

Respecto a las diferencias observadas para el aislamiento de las vesiculas
en las lineas de maiz H-355 y H-220, el hecho de que con esta tltima no se
tengan resultados aceptables puede explicarse por que diferentes materiales
bioldgicos requieren de diferentes condiciones experimentales para lograr la
purificacion [111]; y que por tanto, las condiciones exploradas no fueron las
adecuadas para este tipo particular de semillas. Estas diferencias puedan
deberse a variaciones en la composicidén de las membranas.

Utilizando los embriones de la lineas H-355 para la purificacion, los datos
de hidrolisis de las vesiculas aisladas bajo estas condiciones a partir de
embriones embebidos por 24 horas, muestran que se obtiene una fraccién de
vesiculas enriquecida en membrana plasmatica, ya que esta actividad fue
sensible a vanadato en un 75%. Ademas, esta preparacion contenia un segundo
componente minoritario de ATPasa mitocondrial, el cual es responsable dei 25%
restante de la actividad de hidrélisis total y es sensible a azida.

Una vez que se tenian las condiciones para el aislamiento de las vesiculas
de membrana, y se sabia que estas preparaciones presentaban una actividad de
hidrélisis de ATP asociada a la ATPasa de H* de la membrana plasmatica ¥y por
tanto inhibible por vanadato, se procedid a establecer las condiciones para
monitorear la actividad de bombeo de protones en las vesicutas aisladas. Se
decidio usar ACMA como sonda fluorescente, porque esta es sensible a
diferencias pequenas de pH transmembranal [135).

Durante el desarroilo de los experimentos de acidificacién, se observe que
si la reaccién se inicia por la adicion de ATP y/o Mg® (Figuras 9 y 11), se
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presentaba una disminucién rapida y significativa de la fluorescencia basal. Es
poco probable que estos cambios se deban a una actividad de acidificacion en las
vesiculas, puesto que en un sisiema en el que se eliminaron las membranas, se
presento el mismo cambio en la fluorescencia; por elio pensamos que esto pueda
deberse a una interaccion entre el ACMA y el complejo ATP-Mg”*, que producia
una disminucidn en la fluorescencia de la sonda. Comportamiento como el
descrifo se ha reportado anteriormente para otros colorantes como la 9-
aminoacridina [11]. Tal vez se trate de algin mecanismo de transferencia de
energia, puesto que la molécula de ATP permite la formacion de estructuras
resonantes en el anillo de adenina.

Sin embargo, la recuperacion de la fluorescencia debida a Ia adicién de
gramicidina como desacoplante, si es una sefal que puede asociarse a la
disipacién de un gradiente de protones formado en las vesicuias , puesto que esie
cambic no se observo en ausencia de las membranas o del sustrato para ia
enzima. Otra forma en la que esto podria corroborarse es mediante Ia disminucidn
de fa concentracion de ATP en el medio de reaccién por adicion de hexoquinasa ¥
glucosa; de esta forma se esperaria una recuperacion lenta de la fluorescencia
debida un mayor eflujo pasivo de protones {11}.

Entonces se puede especular diciendo que al iniciar la reaccion por la
adicion del sustrato, ocurren dos eventos gue son simultaneos y gque resultan en
el apagamiento de la fluorescencia; uno que es dependiente de la acidificacion vy
ofro que no lo es. Ei desacoplamiento con gramicidina permite evaluar solo el
apagamiento que resulté de la actividad de acidificacion, al poder cuantificar ia
recuperacion de la fluorescencia.

De esta forma se pudo evaluar 1a actividad de bombeo de protones en las
vesiculas aisladas y se pudo observar que esta actividad también era sensibie a
vanadato en un porcentaje de inhibicién cercano al que se obtiene en la actividad
de hidrolisis de ATP (Figura 10). El hecho de que en el ensayo de acidificacion se
requiera de preincubar la enzima en presencia del inhibidor a mayores
concentraciones puede explicarse por que la cantidad de proteina usada en el
ensayo de hidrélisis es menor y a que los tiempos de incubacién son de al menos
una hora en el ensayo de hidrdlisis.

Por tanto, las preparaciones de vesiculas de membrana plasmatica
obtenidas son capaces de formar un ApH , ya que presentan una recuperacion de
la fluorescencia por efecto de la adicion de gramicidina o nigericina como agentes
desacoplantes. Tanto la actividad de hidrdlisis de ATP como la de acidificacién
son sensibles a vanadato, por lo que pueden ser asociados a la actividad de la
ATPasa de H' de la membrana plasmatica. Existe un componente minoritario de
ATPasa mitocondrial, el cual es responsable de aproximadamente ef 25% de la
hidrélisis total y que es sensible a azida.

En experimentos posteriores se mostrd que la disminucion de la
fluorescencia podia observarse al inicio de 1a reaccion , si esta era arrancada por
la adicion de las vesiculas de membrana al medio (Figura 11). Consecuentemente
se optd por iniciar la reaccion con la adicion de las vesiculas de membrana, a
partir de 1o cual se puede observar la pendiente negativa en la disminucién de la
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fluorescencia y una posterior recuperacién de la fluorescencia provocada por 1z
adicién de agentes desacoplantes como KCl/Gramicidina.

A diferencia de los primero trazos, el hecho de iniciar la reaccion por la
adicion de las vesiculas al medio con el resto de componentes, permite eliminar
los cambios en la fluorescencia asociados a la interaccién enire el colorante y el
sustrato enzimatico, como ya se ha mencionade. Por tanto, jos cambios
observados al iniciar |a reaccidn serian debidos a la interaccion entre el colorante
y las vesiculas. A partir de esto, es necesario hacer notar que en los trazos
obtenidos de esta manera (Figura 17), el apagamientc inicial no puede
adjudicarse a una acidificacion, puesto que esta se presenta también sin el
sustrato, lo que nos hace pensar en una posible interaccién a nivel superficial del
colorante con algunos componentes membranales. Sin embarge, en ausencia del
sustrato la pendiente negativa hacia el final del trazo no existe; por ello esta
disminucion de la fluorescencia puede asociarse a la actividad de acidificacién
por la ATPasa de H'. Son estos datos los que se han considerado para repoitar la
velocidad de acidificacion en las vesiculas aisladas de ios embriones embebidos
a difersntes tiempos (Tabla 8). A semejanza de las mediciones anteriores, se
observé una recuperacion de la fluorescencia por adicién de KCIfGramicidina,
solo en los casos en los que habia sustrato.

Se ha mencicnado ya que en los experimentos que se han realizado, se ha
hecho usc de inhibidores especificos de la acitividad de ATPasa de H' de la
membrana plasmaética y de la ATPasa mitocondrial; vanadato y eritrosina en el
primer caso, y azida y oligomicina en el segundo. En el caso de la inhibicién.por
vanadato y eritrosina hemos encontrado que este Gitimo es un inhibidor mas
efectivo, puesto que a concentraciones menores de eritrosina se obtienen
porcentajes c'e inhibicién en la hidrélisis de ATP semejantes a los que se obtienen
con vanadato, (0.015 mM de eritrosina y 0.15 mM de vanadato), lo cual concuerda
con el comportamiento inhibitorio conocido de la eritrosina [9,36]. En cambio,
cuando se ha probado la inhibicion por vanadato en el ensayo de acidificacion no
se encontraren resultados satisfactorios y reproducibles pudiendo esto deberse a
su caracter iénico,

Existen algunos reportes [9 y referencias incluidas] en los que se menciona
la impropiedad de usar al vanadato como inhibidor de a actividad de ATPasa en
tejidos intactos, puesto que penetra lentamente las células y se requieren de altas
concentraciones para lograr la inhibicidn, pudiendo en estos casos ser otros
factores los que produzean el efecto inhibitorio. Por otro lado, se ha reportado que
cuando el vanadato se aplica a células de Niteflopsis perfundidas internamente, el
transporte electrogénico resulta semi-inhibido a concentraciones de 5 pM [151].
Ambos resultados ponen en claro que el vanadato es poco permeable.

El mecanismo propuesto para la inhibicion por vanadato es una inhibicién
incompetitiva [116}, la cual ocurre cuando el inhibidor se une reversiblemente al
complejo enzima-sustrato resultando en un complejo inactivo enzima-inhibidor-
sustrato. El inhibidor no se une a la enzima libre. Estos estudios, sumados a la
caracterizacion de! intermediario fosforilado [24], muestran que al poner en
contacto a la enzima con el inhibidor previamente al sustrato. se disminuyen los
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niveles detectados del intermediario fosforilado; sugiriendo que la unién del
vanadzto previene la actividad cinasa de la enzima. Mecanismos semejantes han
sido propuestos para ta ATPasa Na'/K" [28] y otras ATPasa tipo P [68], en los que
el vanadato se une solo después de que la enzima ha sido fosoforilada y la
enzima queda “suspendida” en e! estado E..

El hecho de que el vanadato interfiera en la formacion del intermediario
fosforilado es compatible con un mecanismo inhibitorio incompetitivo, para el cual
se espera que el vanadato tenga un sitio de union diferente al de ATP y que su
interaccién produzea algiin cambio conformacional que evite los pasos siguientes
en el mecanismo catalitico [144]

Poco se sabe sobre la localizacion topoldgica del posible sitio de unién del
vanadato. Sin embargo, puesto que el vanadato inhibe la actividad cinasa de la
enzima, puede asumirse gue actla en el sitio de fosforilacién de la enzima;
posiblemente bloqueando el residuo de aspartico. Teniendo esto en mente y
recordando el modelo estructural propuesto para la enzima [149}], en el que se
propone que el sitio de acoplamiento entre el transporte iénico y la hidrdlisis de
ATP se encuentra localizado cerca de la apertura citoplasmica del canal, puede
especularse que si el vanadato actia en algan siio de la enzima Iccalizado hacia
el interior de una vesicula con orientacion invertida, entonces se esperaria que
solo cuando el vanadato ha permeado hacia e! interior de |a vesicula después de
algtn tiempo, puede entonces ejercer su efecto.

Esto podria explicarnos porque sélo cuando preincubamos a la enzima con
vanadato, se puede inhibir la formacién del ApH (Figura 10) y estaria de acuerdo
con los varios reportes en los que la enzima y el inhibidor son puestos en
contacto previamente al inicio de la reaccion por ATP yio Mg*”.

Por otro lado, la eritrosina tampoco resultdé ser una opcion para usarse
como inhibidor en el ensayo de acidificacién, puesto que al ser un compuesto
colorido y tener su maximo de absorcion cerca de los 440 nm, en una regién
proxima a las longitudes de onda empleadas en esta técnica fluorométrica, este
compuesto interfiere fuertemente en la senal observada. Esto no sucede asi en la
cuantificacién espectrofotométrica del Pi, puesto que la longitud de absorcidn
(850 nm;} dista bastante de la de eritrosina y no hay interferencia; ademas de que
el caracter acido del medio para desarrollar color disminuye grandemente la
absorcion de la eritrosina.

En el caso de la inhibicién por azida y oligomicina, hemos encontrado que
ambos inhibidores producen porcentajes de inhibicion semejantes en 1a hidrolisis,
y que también la inhibicion por oligomicina correlaciona tanto en la hidrdlisis como
en la acidificacion (Figura 13). Esto nos permitid asumir que si el ensayo de
acidificacion se realizaba en presencia de oligomicina, Ia sefal observada seria
solo debida a la actividad ascciada a la ATPasa de H® de la membrana
plasmatica.

Considerando este postulado, medimos la aclividad de acidificacién por las
vesiculas de membrana aisladas de Jos embriones embebidos a los diferentes

tiempos de imbibicidn y entonces observar los cambios que se presentaban en la
actividad de |a enzima.
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Hemos evaluado la actividad de la enzima, tanto por la hidrolisis de ATP
como por ia de bombeo de protones, a partir de las vesiculas de membrana
aisladas de los embriones embebidos por 6, 12, 18 y 24 horas. Se escagieron
estos tiempos por que son representatives de las diferentes fases que se
observan durante la germinacién (Figura 7). A partir de los datos de hidrolisis,
hemos evaluado la actividad de la ATPasa de H™ de la membrana plasmatica
como aquella gque es sensible a vanadato y eritrosing independientemente. Con
ambos inhibidores los porcentajes de inhibicion son semejantes, y se observa que
la maxima actividad se presenta a las 18 horas; tiempo que coincide con el tiempo
de protusion de la radicula y durante el cual se observéd la elongacion de la
radicula (Figuras 7 y 8).

Asimismo, los datos que se obtuvieron de la acidificacién mostraron un
patrén similar al anterior; con valores maximos cercanos al tiempo de protusion de
la radicuta. Una vez que se calibraron las sefiales de apagamiento de
fluorescencia como valores de ApH transmembranal, podemos decir que las
diferencias de pH establecidas a través de las vesiculas son pequefas; sin
embargo se tienen diferencias consistentes y reproducibles entre los valores de
los tiempos de imbibicion.

Tomando en cuenta estos resultados podemos sugerir la participacion de la
ATPasa de H* de la membrana plasmética durante el proceso de germinacion en
aquellas fases en las que existe elongacion celular.

Anteriores trabajos en este laboraicrio han demostrado la actividad de
ATPasa de H" de la membrana plasmatica en los tiempos iniciales de la
germinacion. El patrén de actividad observado en ese caso fue el de un maxime a
fas dos horas, seguido de una disminucion de la actividad. Estos cambios de
actividad en el tiempo han sido interpretados como el resuitado de un ajuste de la
enzima a su entorno membranal al pasar de un estado seco a un estado hidratado
[139]. En el presente trabajo se ha seguido la actividad de la enzima en tiempos
posteriores. Los cambios comprendidos entre fas 6 y 24 horas de imbibicién, que
involucran un maximo de actividad a las 18 horas, pueden interpretarse con un
sentide fisiolégico, como ya se ha mencionado, en el cual se asume la
participacién de la enzima en el fendmenc de elongacion celular que conlleva a la
protusion de la radicula en los embriones en germinacion.

Los trabajos realizados sobre el estudio de |a elongacion celular y Ia teoria
del crecimiento acido se han llevado a cabo teniendo a coleoptilos como sistema
biolégico [33,69,130] puesto que este es un tejido que se encuentra en franca
elongacion. En estos casos se ha observado que el ajuste del pH de la pared
celular, por medio de la aplicacion de soluciones amortiguadoras externas, a
valores de pH < 6.0, inducen el crecimiento en los segmentos de coleoptilos [69] v
que 1a velocidad de elongacion en pH 5.0 es tres veces mayor que a pH 6.0 y es
comparable a la inducida por auxina.

Sin embargo, aln queda por establecer qué tanto es la magnitud de la
acidificacion, es decir, ;jcual es el pH inicial a partir del cual se induce la
acidificacién?, Este punto ya ha sido abordado {152] y se estima que la
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acidificacion promovida por acido indolacético es de solo 0.3 unidades de pH,
aunque algunos trabajos sugieren diferencias mayores.

Ha sido cuestionado si esta disminucion de pH es responsabie del
crecimiento inducido por auxina. Como se ha sefalado por unos y otros autores
(en pro y en contra), los coleoptilos utilizados tienen una cuticula externa, la cual
representa una barrera fisica para la medicion de los cambios de pH interno del
tejido. Por tanto, se hace necesario perturbar al sistema y probablemente algunos
de los contrapuntos se deban a las diferencias en la metodologia empleada para
remover esta cuticula. Por esto, ain no se puede afirmar en concreto sobre la
magnitud de estos cambios de pH, hasta que se disponga de alguna aproximacion
experimental que afecte en lo minimo al sistema biclégico; pero lo que es claro es
que el efecto de acidificacion es la promocién de la elongacién.

En referencia a estos resultados, pensamos que estas pequenas
acidificaciones observadas no deben ser menospreciadas, puesto que lo que e
ha medido da cuenta de un comportamiento promedio y que in vivo la acidificacién
puede estar magnificada debido a la compartamentalizacién de los espacios
celulares y sobre toda a ia localizacion especifica de! fendmeno.

Nuestros resultados muestran que las vesiculas aisladas de los embriones
embebidos por 18 horas son capaces de formar un ApH de aproximadamente 0.2
unidades. Aunque este valor estd por debajo del valor de acidificacién inducido
por auxinas en-coleptilos de maiz y avena reportados por Shopfer {152], debemos
mencionar que los dalos obtenidos de actividad de la ATPasa de H' de la
membrana plasmética han sido subestimados, ya que cuando la actividad de
hidrolisis de ATP se ensaya en presencia de Brij 58 ( polioxietilen-20-cetil éter) se
muestra un aumento de la actividad sensible a vanadato de aproximadamente dos
veces (884.9+165 y 1719.14378 nmol Pi mg”’ h' respectivamente). Esto nos
sugiere que las preparaciones de vesiculas obtenidas se encuentran distribuidas
en dos poblaciones de igual proporcion; vesiculas con una orientacién correcta y
vesiculas con una orientacién invertida. Solamente las vesiculas con la
orientacion invertida y en las que la ATPasa tiene el sitio de hidrélisis expuesto al
medio externo son capaces de hidrolizar el ATP y bombear protones hacia el
interior de la vesicula. Son solo estas vesiculas las responsables del apagamiento
de la fluorescencia de ACMA. En cambio, en ias vesiculas con la orientacién
correcta el sitio de hidrélisis se encuentra en el interior de la vesicula y el ATP no
puede permear a través de la membrana; entonces se requieren de agentes
permeabilizantes que hagan accesible el sustrato a la enzima [58,140]. Puesto
que los ensayos de acidificacion se hicieron en ausencia de Brig 58, la
contribucién latente de la poblacion de vesiculas con la orientacion correcta no
fue evaluada. Podemos asumir entonces que la acidificacion en las vesiculas sea
mayor.

En lo que respecta al papel fisiologico que tiene la reguiacion del pH, existe
evidencia en la que se ha reportado que los cambios en el pH celular pueden
tener una papel de segundos mensajeros en la transduccién de senales [88,98].
Estudios reaiizados en células guarda de Vicia faba han mostrado que la adicion
de 20 pM de ABA, produce un incremento del pH celular de cerca de 0.3
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unidades, y aunado 2 estos cambios se produjo un eflujo en la corriente de K.
Esto sugiere que la alcalinizacidn del citoplasma ocurre como un evento integrado
en la via de transduccién de ABA conducente a un eflujo de potasio y el cierre de
los estomas [16]. Trabajos mas recientes del mismo grupo [17,64] han propuesto
un esquema de la posible via de sefalizacion de ABA en las células guarda, en el
que se han afadido eventos como cambios en la concentracidén de Ca?* y la
participacion de cinasas y fosfatasas de proteina. De este modo, es claro que los
mecanismos moleculares que median la respuesta fisiolégica observada son
complejos e involucran la participacion de varios factores, incluidos entre ellos los
cambios en el pH celular.

Sobre este aspecto, las investigaciones realizadas en coleoptilos como
modelo de tejido en elongacién han vislumbrado la participacion de los eventos
mencicnados. Sin embargo, estos han sido considerados de manera aislada,
dejando alin por elucidar una posible via de sefalizacién. Se ha reportado el
decremento de 0.1 unidades en el pH celular medido con microelectrodos en
celulas de coleoptilo de maiz tratada con 0.1 M o 10 uM de acido indolacético
[25,51]. También se ha observado que la auxina y el acido abscisico tienen efecto
sobre los niveles de calcio al igual que en el pH intracelulares I62]. Por otro lado,
reportes anteriores [47 91} mencionan gue inhibidores del complejo Ca®*-
Calmodulina tienen efectos sobre ia respuesta observada de varias hormonas en
sus sistemas blancos, incluyendo auxinas en coleoptilos de avena.

Estos resultados junto con las evidencias observadas en otros sistemas
(células guarda), en los que se sugiere gue una cinasa de proteinas dependiente
de calmodulina pueae regular a la ATPasa de H* [150] y que la actividad de la
enzima se encuentra inhibida por Ca® a concentraciones fisiolégicas [84],
agregan nuevos elementos, posiblemente integrados en la via de sefalizacién de
auxinas en tejidos en elongacién. Pero aun hace falta trabajo tendiente a
esclarecer este mecanismo de accidn para la respuesta a auxinas.

Aungue nuestros resultados no evidencian el posible mecanismo al cual se
deban los cambios en la actividad de la enzima, de ellos es posible inferir fa
participacion de la ATPasa de H* de la membrana plasmatica en la germinacion
de embriones de maiz. En el trabajo de este laboratorio se ha buscado medir los
niveles del mRNA para la proteina. Otra estrategia que se ha sequido es la
deteccion in situ de la enzima por técnicas de inmunofiuorescencia, los resuitados
preliminares indican que la enzima se encuentra localizada en las regiones de
elongacion del embrién y del escutelo. Estos resultados concuerdan con la
participacion de la enzima tanto en los procesos de transporte secundario como
de elongacion celular.

Los resultados obtenidos con estas Ultimas técnicas mencionadas estin
fuera de los propdsitos especificos de este trabajo, sin embargo, junto con los
presentes resultados forman parte de un proyecto en el cual se busca definir la
manera por la cual la ATPasa de H' de la membrana plasmatica puede participar
en la germinacion de las semillas de maiz.

El conjunto de estos resultados permite definir algunas hipdtesis, a partir de
ta cuales se plantean nuevas perspectivas de trabajo.
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Puede asumirse que los cambios en la actividad de 1a ATPasa de H' de 1a
membrana plasmatica estén correlacionados con los diferentes eventos que
ocurren en las diferentes fases de germinacion. Estos cambios pueden explicarse
ya sea por cambios en la cantidad de enzima, o bien por la activacidon de la
misma. Se ha mencionado ya que durante las primera horas de germinacion los
cambios en la actividad de 1a enzima se atribuyen a un ajuste de la actividad de la
enzima a su entorno membranal al pasar del estado seco al hidratado [139].
Durante las primeras horas de la segunda fase de la germinacion, durante la cual
ocurre la reactivacion del metabolismo celular [14,99,124] esto conduzca a una
acidificacién en el citoplasma [88] que produzca una activacién de la ATPasa de
H" de la membrana plasmatica. Este incremento de Ia actividad seria responsable
de la regulacién del pH interno, asi como de facilitar el transporte secundario de
metabolitos. Esto apoyaria la localizacion preferente de a enzima en la region del
escutelo. Asimismo, puede hipotetizarse que la acidificacién provocada puede
promaover la liberacién quimica y/o enzimatica de las formas unidas de auxina,
que se sabe se localizan en el endospermo [37,158].

En las siguientes horas de la fase dos, durante las cuales se pudieran
alcanzar niveles de auxina libre suficiente para inducir un efecto de elongacion se
produciria ta protusién de la radicula. Esto seria apoyado por observaciones
anteriores en las que se midid los niveles de auxina libre en semillas de maiz ,
encontrande los valores maximos en el momento de germinacién [48]. Este
momento seria coincidente con la maxima actividad de la enzima y por tanto
podria deberse a un efecto estimulatorio (directo o indirecto) mediado por auxina.

Durante los siguientes momentos de la germinacién, después de ia
protusién de la radicula, los efectos de la auxina podrian ejercerse a nivel de
expresion génica [108], que promueva la sintesis de proteinas que establezcan a
los coleoptilos como un sistema en elongacion celular y sensible a auxinas.
Particularmente, la transcripcion de una de las isoformas de ATPasa de H*
(MHAZ) que es sensible a auxina y se encuentra localizada en las secciones no
vasculares del coleoptilo [53).
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Al inicio de este trabajo se plantearon varios puntos a desarroliar como
parte de la estrategia experimental propuesta. A manera de conclusiones
particulares, el alcance experimental de este trabajo nos permite afirmar que:

% Se han obtenido preparaciones de vesiculas enriquecidas en membrana
plasmatica, por medioc de la técnica de reparto en fases acuosas,
polietilenglicol/dextran.

** Se ha montado la metodologia v las condiciones experimentales para evaluar
la acidificacidén en las vesiculas de membrana obtenidas. Esta actividad es
complementaria a la de hidrolisis de ATP y su medicién permite monitorear
otros procasos de transporte asociados al movimiento de protones.

*

Estas preparaciones presentan una actividad de ATPasa de H® de la
membrana plasmatica, que es inhibida por vanadato en cerca del 75%; ya sea
que la actividad enzimatica se estime por la hidrolisis de ATP 6 por la
acidificacion en las vesiculas de membrana. Ademas, la actividad de hidrdlisis
también es sensible a eritrosina en un porcentaje semejante,

“+ Existe una contribucién menor de ATPasa mitocondrial, la cual es sensible a
azida y oligomicina. Esta actividad puede ser eliminada en el ensayo de
acidificacion por el uso de oligomicina; lo cual permite evaluar la actividad
debida a la ATPasa de H' de la membrana plasmatica. Esto es con base enla
correlacion que existe entre la inhibicién por oligomicina en la hidrélisis yen la
acidificacion, y en que solo existen estos dos componentes enzimaticos con
actividad de ATPasa en las preparaciones de vesiculas.

Estos alcances experimentales nos han permitido el estudio del sistema de
interés: evaluar la actividad de la ATPasa de H* de |a membrana plasmatica en
embriones de maiz durante la germinacion.

Con base en los resultados obtenidos, de este trabajo se desprenden las
siguientes

CONCLUSIONES

* El perfil de acidificacion dependiente de ia hidrélisis de ATP por la ATPasa de
H* de la membrana plasmatica muestra un incremento en la actividad en el
tiempo de imbibicidn en el cual se observa la protusién de la radicula y la

germinacion de los embriones de maiz. Este patrén temporal es semejante para
la actividad de hidrdlisis de ATP.

** Los anteriores resultados sugieren una participacién activa de la ATPasa de H'
de la membrana plasmatica durante la germinacién de embriones de maiz, en
aquellas fases en las que ocurre la elongacion celular.
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APENDICE A

Aislamiento de membrana plasmaética por
particion en fases acuosas.

La particion en sistemas de fases acuosas come un método para [a
purificacion de membrana plasmatica en plantas fue introducido en 1981 [170, v
desde entonces ha sido aplicade con buenos resultados en varias especies y
tejidos.

E! sistema de fases empleado esta dado por la inmiscibllidad de soluciones
acuosas de los polimeros de potietilenglicol (Peg) y de dextran (Dex) en ciertas
concentraciones de los mismos. EI método separa los diferentes tipos de
vesiculas de membrana de acuerdo a las propiedades de superficie y no de
acuerdo al tamano o la densidad como se hace en los métodos por centrifugacion
[e3l.

En condiciones aptimas del sisterna de fases, cerca del 90% de las
membranas plasmaticas son obtenidas en la fase superior de polietilenglicol:
mientras que cerca del 90% de las varias membranas intercelulares se localizan
en la fase inferior de dexiran o en la interfase,

Existen varios factores a considerar en ta particion de membranas 2],
algunos de los més importantes son los siguientes:

a} Concentracion de polimeros.

Un incremento en la concentracion de polimeros favorece la separacion de
las particulas intracelulares en a fase inferior o en la interfase. En general, se
recomienda realizar una serie de experimentos en los que se varia la
concentracion de polimeros para asi establecer la condicién éptima [93]
b} Influencia de sales.

Los diferentes iones tienen diferente afinidad quimica por las dos fases y
como resultado, se crea un gradiente de potencial eléctrico entre las dos fases
cuando se incluyen sales en el sistema. Por tanto, una sal con dos iones con muy
diferente afinidad por las dos fases generara una mayor diferencia de potencial
que una sal en la que sus iones presenten igual afinidad por las fases [2].

c) Hidrofobicidad.

En este aspecto se ha explorado la modificacién quimica de los polimeros
por la union de grupos hidrofébicos a uno de ellos y ohservando el efecto sobre la
particion. En el caso en el que no exista un efecto idnico en el reparto, seran las

propiedades hidrofébicas de las membranas las que determinen la localizacion en
las fases.

Con la finalidad de mejorar la separacion, la particién puede realizarse en
varias etapas de una manera sistematica. Tal procedimiento de particiones
multiples en contracorriente, fue desarroliado criginalmente por Craig [39]. De
esta forma se logra la separacidn de las sustancias de acuerdo a su coeficiente
de particion entre una fase estacionaria y una fase mévil: de hecho el proceso
Craig es el fundamento de los procesos de separacién cromatograficos.
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En la aplicacién de esta modalidad a la particion de membranas como fue
propuesto por Larsson [93,94] se tiene que una vez que se han separado las
fases en el sistema que contiene la muestra, se separa la fase superior de
polietilenglicol y se pone en contacto con una fase de dextran limpia; y a su vez,
sobre la fase inferior primera de dextran, se agrega una fase de polietitenglicol
limpia. Tanto la fase de polietilenglicol y de dextran limpias son obtenidas de Ia
separacion de un sistema de fases con igual composicion que la de aquslla en
que se hizo el reparto de membranas, con la excepcion de que este no contiene
muestra biologica. De esta forma se conservan los volimenes de las fases y se
facllita la transferencia de los mismos. El esquema a continuacién muestra el

proceso descrito. Este proceso puede repetirse cuantas veces sea necesario para
obtener la pureza deseada. ’
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Las fases recuperadas y separadas al final del proceso, se caracterizan por
el hecho de que la fase superior de polietilenglicol se encuentra enrigquecida en
vesiculas de membrana plasmatica y la fraccién de dextran en membranas
intracelulares [94]. Asi, las preparaciones de membrana plasmatica obtenidas son
de una alta pureza y consisten principalmente en vesiculas con al orientacién
correcta (“right-side-out”, con el lado apoplastico hacia el exterior de la vesicula).

Marcadores de Membrana.
Para poder identificar las membranas plasmaticas y evaluar la

contaminacion por algin otro tipo de membranas durante el proceso de
aistamiento, se requieren marcadores especificos. ldealimente estos marcadores
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deben representar ya sea una Unica actividad enzimética, & bien alguna
propiedad intrinseca asociada a algin componente de la membrana. Sin
embargo, en la practica esto es poco comin, pueste que la mayoria de los
marcadores tienen una focalizacion principal en algin organelo y una secundaria
en ofro. En el caso de la actividades enziméaticas usadas como marcadores, esto
puede resoclverse por el uso de inhibidores especificos ¢ medificande las
condiciones de reaccion enzimatica [21].

Marcadores de Membrana Plasmatica en Plantas.

Son dos los principales marcadores asociades a las membranas
plasmaticas de plantas [111], la actividad de ATPasa dependiente de Mg™,
estimulada por K’ y sensible a vanadato; y la actividad de glucan sintetasa que
presente una alta Km por UDP-glucosa, la llamada actividad de glucan sintetasa Hl
(esta enzima puede encontrarse también en e} aparato de Golgi).

Adicionalmente, una fraccion de las membranas plasmaticas de plantas
une especificamente al antagonista de transporte polar de auxina, ef acido N-1-
naftifftalamico (NPA) [21]. Un criterio importante, especialmente para la
identificacion de membranas superficiales (membranas plasmaticas y de
tonoplasto), es el grueso de la membrana medida por micrografias electronicas
[111]. Ei tonoplasto y la membrana plasmatica tienen un grueso entre 7 y 10 nm,
estas dos clases de membrana pueden diferenciarse en base a la reactividad con
el acido fosfotingstico (PTA) en pH bajos. Las membranas plasméticas son
reactivas, mientras que las de tonoplasto no reaccionan en este método de
confraste. Ademas, el resto de las membranas son un tanto mas delgadas y
ambas son inertes al PTA a bajos pH.
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APENDICE B
Cuantificacion del ApH transmembranal

Las preparaciones de vesiculas aisladas de membrana representan un
sistema ideal para el estudio de procesos de transporie asociados con las
membranas nativas. Puesto que las vesiculas no estan asociadas a fa maguinaria
metabdlica de la célula, el transporte de solutos puede estudiarse en la ausencia
de transformaciones metabdlicas o compartamentalizacion, y los susiratos que
proveen energia al sistema (v.g. ATP) pueden ser afadidos exégenamente. Por lo
tanto, se hace posible ejercer un control sobre los sistemas de transporte que no
solo incluye la capacidad de determinar las condiciones tanto en el lado cis v
trans de la membrana, sino también la magnitud y naturaleza de Ia fuerza directriz
del transporte [22].

La habilidad de las células vegetales de acidificar activamente el espacio
exterior vy establecer una diferencia de pH entre el citoplasma y el espacio de la
pared celular, es conocida desde hace algin tiempo. A partir de la teoria
gquimiosmética de Mitchell, se hizo aparente que este proceso represenia parte
del esquema asociado al acoplamiento energético para el transporte de solutos
hacia las células vegetales. La generacidn de este gradiente electroquimico de
protones (Au.) ha sido asociado a la actividad de una ATPasa de H' en la
membrana plasmatica, la enzima acopla la reaccion exergonica de la hidrolisis de
ATP al movimiento vectorial de H” al espacio extracelular [6].

Es evidente que e! acoplamiento energético para el transporte en las
membranas plasmaticas representa un proceso vectorial donde la especificidad
en la arientacion de los sistemas de transporte con respecto a la fuerza directriz
€5 una consideracion importante. Sin embargo, el uso de vesiculas membranales
requiere de la homogenizacion del fejido vegetal, lo cual provoca que las
vesiculas que se formen tengan tanto una orientacién correcta como invertida;
resultando en una heterogeneidad en la preparacion. En aquellos estudios en los
que e! sistema sea energizado via la ATPasa de H* de la membrana plasmatica,
séle aquellas vesiculas con la orientacién inside-out, que contienen el sitio
hidrolitico en el exterior, serdn activas en la generacion del gradiente
electroquimico de protones.

Medicién de los gradientes electroguimicos de protones.

Debido al pequeno tamano de las vesiculas de membrana (cerca de 0.2 um
de diametro), se hace mas conveniente para el monitoreo de gradientes de pH el
uso de sondas moleculares. En varios estudios con vesiculas de plantas
superiores, se han empleado bases débiles permeabies como sondas para la
medicion dej gradiente de pH establecido a través de Ja vesicula de membrana.
Estas sondas pueden estar marcadas radiactivamente, ser fluorescentes,
coloridas, o bien tener un grupo que produzca una sefial en resonancia
paramagnética nuciear (EPR). Si bien, estas sondas difieren en el modo por el

cual monitorean el gradiente de pH, el principio que gobierna su respuesta al ApH
es basicamente el mismo.
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En general todas las sondas usadas en la medicion del ApH (cuando pH,; <
pHex) tienen la caracteristica de ser relativamente hidrofébicas y poseer un grupo
amino como base débil. En la forma no protonada, se asume que la molécula
tiene la capacidad de libre movimiento a través de la membrana; mientras que en
su forma protonada del grupo basico de la amina, se previene el libre paso por la
membrana. Bajo estas condiciones, la sonda se distribuye a través de la
membrana de acuerdo a fa diferencia de pH entre el exterior y el interior de Ia
vesicula [42]. Cuando el pH interior de la vesicula disminuya en relacién al
exterior, como sucede en el transporte de H' mediado por ATP en vesiculas de
membrana con orientacion inside-out, la sonda se acumulara en el interior. La
eliminacion o decremento de gradiente de pH causaria un flujo de la sanda desde
elinterior de la vesicula hacia 1a solucién externa.

El mecanismo descrito en el parrafo anterior, queda esquematizado en la
siguiente figura para el caso de vesiculas con una orientacion invertida y
empleando una sonda basica sefialada como la especie A.

ATP

ADP + Pi

Las consideraciones tomadas en este modelo [134] se desarrolian en las
siguientes lineas, se ha tomado el caso en el que se emplea una base débil, con
las caracteristicas mencionadas en el parrafo anterior.

Tomando en cuenta la disociacién dcido-base de la amina a ambos lados

de 1a membrana y asumiendo que su constante de acidez no cambia, se puede
establecer entonces que

[H +]\nt [A] nt [H +ltx [A] axt
S Bal, A,

Cuando la especie permeable alcance la condicién dé equilibrio en 1a
distribucion a través de 1a membrana, entonces [A]x = [Alee de lo que sigue que

Ka
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[Ha"],
DpH =pH,, - pH,,, =logg =
) ' [HA+1nt

Cuando se usan sondas fluorescentes para la medicién del ApH, el reparto
de la sonda entre el interior de la vesicula y la solucién exterior puede ser
monitoreado por los cambios de fluorescencia de la sonda. A pesar de que no se
conoce el mecanismo preciso por el cual se producen los cambios de
fluorescencia, se acepta cominmente que el apilamiento de las moléculas planas
durante su acumulacién en el interior de las vesiculas resulta en Ia disminucién de
su flucrescencia (apagamiento).

Et grado de apagamiento es usado para calcular la cantidad de
incorporacién de la sonda dentro de ia vesicula, y por tanto de su concentracién
interna. La fluorescencia residual es proporcional a la concentracién externa.
Asumiendo que toda la amina internalizada estd iibre pero completamente
apagada, se deriva de la ecuacidn anterior que:

oot o @ Ver
9T a v,

donde Q es la fraccién de la flucrescencia de la amina total que ha sido apagada,
¥ Vin/Vex €8 la relacién entre el volumen interno v el volumen de la suspension.
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