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ESTUDIO DE LOS FACTORES QUE INFLUYEN EN LA ACTIVIDAD DE LA ATPasa 
DE H+ DE LA MEMBRANA PLASMÁTICA DE EMBRIONES DE MAíz, DURANTE LA 
GERMINACiÓN TEMPRANA. 

RESUMEN 

Una de los aspectos más interesantes de la germinación de semillas es la manera en la 
cual la actividad metabólica se reinicia después de que ha ocurrido la desecación 
natural de la semilla. La reactivación de la actividad catalítica toma lugar después de la 
entrada de agua a la semilla, como es en las primeras horas de la germinación. No 
obstante, se conoce poco sobre lo que sucede en estas primeras horas, especialmente 
respecto a la actividad enzimática de las proteínas de membrana. Uno de la enzimas 
que puede ser muy importante en este periodo es la ATPasa de protones. El papel 
fisiológico de esta enzima es la de facilitar el transporte secundario de nutrientes y 
también acidificar el apoplasto, ayudando a la elongación celular y a la regulación del' 
pH. Funciones que deben llevarse a cabo en las células del embrión para completar 
con éxito la germinación. Es por ello, que encontramos la actividad de ta ATPasa en las 
primeras horas de la germinación. El objetivo de este trabajo fue el de estudiar los 
factores que podrían modificar la actividad de la enzima durante las primeras 5 h de 
germinación de los embriones de maíz. 

Resultados anteriores en el laboratorio mostraron la actividad de la ATPasa a través de 
las primeras 5 horas de imbibición. pero con un máximo de actividad a las 2 horas. 
Tratando de investigar si la misma enzima era responsable de la actividad a todos los 
tiempos medidos, en este trabajo se investigó el efecto en la actividad de la enzima a 
vanadato, lisofosfatidilcolina, tripsina, pH y temperatura en las membranas plasmáticas 
de los embriones embebidos b y 5 horas. Se encontró que la actividad de las VMP de 
embriones embebidos 5 horas fue menos sensible a vanadato y lisofosfatidilcolina y 
más sensible a temperaturas de desnaturalización y con un intervalo amplio de pH, 
comparado con la actividad de los embriones no embebidos. Al purificar ta actividad de 
ATPasa sensible a vana dato mediante una columna de intercambio aniónico se 
encontró un pico de actividad para la preparación de los embriones no embebidos y 
otra muy cercana, pero con un tiempo de retención mayor para la de los embriones 
embebidos 5 horas. Estos datos pueden ser interpretados como la presencia de una 
diferente enzima en los embriones secos con respecto a los embriones embebidos, 
diferencias que pueden deberse a diferentes estructuras primarias, a modificación 
covalente o al medio anfipático que rodea a la enzima. 
Para evaluar la influencia del medio anfipático a las diferencias que se determinaron en 
las dos actividades de ATPasa medidas, se obtuvieron las constantes cinéticas de la 
ATPasa en las membranas plasmáticas de los embriones embebidos O y 5 horas y 
también en diferentes medios anfipáticos. 
La velocidad de hidrólisis de ATP de las VMP de los embriones embebidos O y 5 horas 
en función de la concentración de sustrato mostró curvas con cooperatividad negativa 
(número de Hill de 0.45 0.2 y 0.5 0.2 para los embriones embebidos O y 5 h, 
respectivamente). Lo anterior puede explicarse si en la enzima hubiera dos sil.ios 
diferentes para la unión de ATP o dos componentes enzimáticos con actividad de 

.' 
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ESTUDIO DE LOS FACTORES QUE INFLUYEN EN LA ACTIVIDAD DE 
LA ATPasa DE H+ DE LA MEMBRANA PLASMÁTICA DE EMBRIONES 
DE MAíz, DURANTE LA GERMINACiÓN TEMPRANA. 

ABSTRACT 

One of the most interesting aspects of seed germination is the mode in which enzymatic 
activity is reassumed after the natural desiccation of the seed. Such catalytic 
reactivation takes place upon water penetration to the seed, i.e. during the first hours of 
imbibition. However, very little is known about Ihis matter, specially about the 
characteristics of enzymatic activity from membrane proteins that are present in this 
time span. One of the most significant enzyme in the function of plant plasma 
membrane is the H+-ATPase. The physiological role of this enzyme is provide the 
driving force for secondary transport and also to acidify the apoplast, facilitating seed 
elongation and pH regulation. Such functions have to be fulfilled in the seed by the 
embryo cells, in order to accomplish a successful germination. For these reasons, we 
expected to find the enzyme during the first hours of germination. Our ainl was to study 
the evolution of enzyme activity during the first 5 h of embryo imbibition. 
Our previous results had shown that the activity was present throughout the first 5 h of 
imbibition, although a peak of activity appeared at 2h. Trying to see if the same enzyme 
was responsible of the activity at all the times tested, we studied the response of the 
activity to vanadate, Iysophosphatydilcholine, trypsin, pH and temperature, in the O and 
5 h embryos .. The activily' of the lalter ones was iess sensitive to vanadate and 
Iysophosphatidylcoline, more sensitive to denaturing temperatures and with a broader 
pH dependance, as compared to the activity of non imbibed embryos. When vanadate
sensitive ATPase activity was purified by anion-exchange chromatography, the peaks 
obtained from O and 5h imbibed embryos were very close, but not overlapping. These 
data could be interpreted as the presence of a different enzyme in dry and imbibed 
embryos, due lo either different primary structures, covalent modifications or membrane 
vicinities. 
In order to evaluate the contribution of the amphipatic surrounding to the differences 
found between these two ATPase activities we determine the kinetic constants of the 
ATPase activity in plasma membrane vesicles, from O and 5 h il11bibed embryos and in 
different amphipatic conditions. 
The rates of ATP hydrolysis of the plasma membrane vesicles of O and 5 h imbibed 
el11bryos as a function of the substrate concentration showed curves with negative 
cooperativity (Hill number of 045 ± 0.2 and 0.5 ± 0.2 for O and 5 h imbibed embryos, 
respectively). This could be explained on the basis of two different sites for ATP, or two 
enzymatic components with ATPase activity. We obtained a good fit of the model that 
expressed the total velocity as the sum of two enzymatic components with the 
experimental values. The two components exhibit significant differences in the Km 
values and were present in both preparations of the embryos. The existence of two 
components could be explained by the presence of two different enzymes of the 
association of the two monomers or the two conformational states of the ATPase. 
It has been show that a alteration of lipid surrounding of the ATPase can change the 
activity of the enzyme and its cooperativity. The kinetic cQnstants of the detergent 
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ATPasa. El mejor modelo que se ajusto a los datos experimentales fue el que expresa 
la velocidad total como la suma de dos componentes enzimáticos. Los dos 
componentes presentaron diferencias significativas en los valores de Km y se 
encontraron en las dos preparaciones membranales. La existencia de dos 
componentes se podría explicar como la presencia de dos diferentes enzimas o la 
asociación de dos monomeros o los dos estados conformacionales de la ATPase. 
Se conoce que la modificación del medio anfipático que rodea a la ATPasa puede 
influir en su actividad y también en su comportamiento cinético. Las constantes 
cinéticas de la enzima solubilizada en ambas preparaciones se obtuvieron mediante el 
modelo de dos componentes. El componente 1 mostró cooperatividad y el componente 
2 presentó una cinética Michaeliana, sin embargo cuando se le adiciona azolectina a 
esta preparación el comportamiento cinético cambia. A pesar de que las enzimas de O 
y 5 horas son diferentes estructuralmente, no se encontraron diferencias en las 
constantes cinéticas cuando el medio anfipático que las rodea es similar. Era probable 
entonces que el medio anfipático nativo influyera en las diferencias en sensibilidad de 
la ATPasa a vanadato, lisofosfatidilcolina, pH y temperatura, por lo que se determinó la • 
composición de fosfolipidos membranales en las membranas nativas a O y 5 horas de 
imbibición de los embriones, encontrándose que la composición de fosfolípidos era 
significativamente diferente 

" En este trabajo se encontró que 1) a las o y 5 horas de imbibición hay dos diferentes 
actividades enzimáticas, que posiblemente son el producto de la expresión de 
diferentes genes, uno propio de la embriogénesis y otro propio de la germinación; 2) 
las características cinéticas de la en la membrana nativa podrían explicarse si lél 
enzima presenta una conformación nativa, con lo cual presenta dos diferentes sitios de 
con afinidad distinta por ATP a los dos tiempos de imbibición, o bien a que en las 
condiciones de ensayo se pudieran detectar las dos conformaciones que presenta la 
enzima en su ciclo catalítico; 3) el medio anfipático puede modificar los parámetros 
cinéticos de la enzima posiblemente a través de cambios en la interacción de los 
monómeros o de la conformacíón de la enzima 4) la composición de fosfolípidos nativa 
podría tener un papel en la regulación de la actividad de la enzima a las O y 5 horas de 
imbibición de los embriones. 
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solubilized enzyme for both preparations only had a good fit with the model of two 
enzymatic components, Component 1 showed positive cooperativity and Component 2 
exhibit Michaelis kinetics, however, this pattern changes when we added azolectin to 
this solubilized preparation, The detec!ed structural differences on the O and 5 h 
enzymes were not expressed on the kinetic parameters, when the amphipatic milieu 
that surrounding of both enzymes were similar. The native membrane environment 
maybe account to the differences in the sensitivity of the ATPase activity to vanadate, 
Iysophosphatydilcholine, pH and temperature, because we found significant differences 
in the phospholipid composition of the plasma membrane at O and 5 hour imbibed 
embryos. 
The resulls obtained in this work point out: 1) at O and 5 hours of imbibition there are 
two different enzymatic activities, that maybe are product of the express ion of different 
gene, one proper of lhe embryogenesis and the other proper of the germination; 2) the 
kinetic behavior on the native membrane could be interpreted as the enzyme in the 
native membrane acquires a dimeric conformation generating two binding sites with 
different affinily for ATP at both imbibition times, or the presence of the two" 
confomational states of the enzyme in the catalytic cycie; 3) the lipid environment can 
alter the kinetic parameters of the enzyme trough a changes in monomers interaction 11) 
the native environment maybe has a role in the modulation of the enzyme activity at O 
and 5 h imbibed embryos, 



1. Introducción 

1,1, Formación de la semilla de maiz 

El proceso de formación de la semilla de maíz comienza con la doble 
fertilización, es decir, ocurre una fertilización de los núcleos presentes en el saco 
embrionario en el ovario, con los dos núcleos espermáticos producidos en el 
grano de polen. Un núcleo espermático se fusiona con un óvulo para formar un 
zigoto diploide (2n), mientras que el otro núcleo espermático se fusiona con dos 
núcleos polares, para formar una célula con un núcleo triploide (Lindsey y 
Topping 1993). 

El núcleo triploide no se desarrolla como un tejido homogéneo, ya que las 
células externas llegan a díferenciarse hasta formar una sola capa de células 
pequeñas llamada aleurona que contienen pocos cuerpos proteicos y que en 
algunas especies de maíz presentan pigmentación (por el contenido de 
antocianinas). En la germinación, la aleurona funcionará como el principal sitio de 
síntesis de enzimas hidrolíticas que tendrá la capacidad de degradar los 
polímeros almacenados en el endospermo. Por otro lado, las demás células 
triploides se díferencian para formar el endospenmo, en las cuales se 
depositarén, en el caso de las semillas de maíz, principalmente carbohidratos 
(80% del peso seco del endospermo), proteínas (7%) y una cantidad mínima de 
lipidos (menos del 1 %). La acumulación de reservas en el endospermo involucra 
un mecanismo altamente organizado, ya que se tiene que coordinar su síntesis 
con su acumulación en células que se están aún diferenciando (Bewley y Black 
1994; Sheridan y Clark 1994). 

Por otra parte, la primera división del zigoto ha comenzado y produce una 
pequeña célula apical y una voluminosa célula basal, en el maíz sólo la célula 
apical se divide mientras que la célula basal formará parte del suspensor (Figura 
1 A). Posteriores divisiones de la célula apical darán lugar al embrión y a un 
conjunto de células que completarán el suspensor del embrión del maíz, éste 
tiene la función de mantener la comunicación entre la semilla en formación y la 
planta madre (principalmente para aporte de nutrimentos); sin embargo a partir de 
los 20 días posteriores a la fertilización el suspensor se absorbe para formar parte 
del embrión (Lindsey y Topping 1993). El embríón está constituido por varios 
tejidos entre ellos el cotiledón y el eje embrionario. El cotiledón en el maíz está 
extremadamente modificado, presentándose en el embrión como una estructura 
en forma de placa, que contiene una escasa cantidad de reservas en 
comparación con el endospermo y al cual se le ha llamado escutelo, en el 
proceso de germinación el escutelo tendrá la función de absorber y degradar los 
compuestos almacenados en el endospermo para transportarlos al eje 
embrionario (Figura 1 B). 
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Figura 1. Desarrollo, maduración, estructura y germinación de una semilla de maiz. A, 
etapas de formación del embrión de maíz; a y b etapas proembrionarias; c y d etapas 
globulares; e iniciación de los ápices del tallo y de la raíz; f embrión con ápice lateral y 
escutelo aparente; g embrión maduro (Adaptado de lindsay y Topping, 1993). S, 
estructura de una semilla de maíz madura, mostrando todos sus componentes. e, 
semilla de maíz en germinación. Las figuras S y e fueron tomadas de Reyes 1990. 
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El eje embrionario maduro consiste de una plúmula con 5 o 6 primordios 
de hoja encerrados en un tejido delgado llamado coleóptilo y de un primordio de 
la raíz primaria, así como uno o más primorc1ios de la raíz secundaria rodeados 
por la coleorriza; el eje embrionario en esta etapa se encuentra encerrado por el 
escutelo y solamente salen de esta estructura las puntas del coleóptilo y la 
coleorriza en la parte alta y baja respectivamente (Figura 1 B; Lindsey y Topping 
1993; Sheridan y Clark 1994). 

El embrión continúa su desarrollo y el endospermo se expande, mientras 
que los integumentos del óvulo se hacen duros y delgados y al final, cuando la 
semilla está madura, éste formará la cubierta de la semilla. Es en la última fase de 
la formación de la semilla donde ocurre la deshidratación masiva de las células 
del embrión y del endospermo. Seguido a este período comienza el de latencia, 
en donde la semilla permanece viable durante cierto tiempo y germinará cuando 
las condiciones ambientales sean propicias. El fenómeno de latencia puede 
presentarse por la aparición de sustancias que no permiten O inhiben la 
germinación o por las propias características anatómicas de la semilla (por 
ejemplo, una testa impermeable al agua), y/o por la aparición de algunos factores 
ambientales que no propicien la germinación. 

1.2. Germinación. 

Las semillas ortodoxas maduras presentan contenidos bajos de agua (5-
15%) que limitan la expansión celular o el metabolismo activo. Cuando una 
semilla es colocada en condiciones aClecuadas de humedad, oxígeno, 
temperatura y horas de exposición a la luz entre otras, el agua es absorbida por el 
embrión y este reasume el crecimiento. Se ha definido que el comienzo de la 
germinación ocurre cuando la semilla se coloca en agua, en las condiciones 
óptimas ambientales ya mencionadas y concluye cuando la raíz primaria se 
elonga. El proceso de germinación es complejo, ya que es necesario reactivar 
todo el metabolismo para permitir al embrión desarrollarse hasta plántula (Figura 
1 C; Bewley y Black 1994). 

La velocidad de entrada de agua a la semilla durante el proceso de la 
germinación presenta tres fases caracteristicas (Bewley y Black 1994), a 
continuación se describen brevemente cada una de ellas. 

Fase l. 
Se inicia con la entrada de agua a la semilla (proceso de imbibición), la 

cual avanza a una alta velocidad debido a la hidratación de los componentes 
celulares de la semilla. Es probable que las células periféricas en contacto inicial 
con el agua puedan comenzar su actividad metabólica durante los primeros 
minutos, mientras que las células internas aún permanezcan en período de 
letargo o de poca actividad metabólica por más tiempo. Al tiempo que el agua 
entra a la semilla se ha detectado una salida de solutos de la misma, lo que hace 
suponer que las membranas celulares no están estructuradas adecuadamente. Se 



han planleado modelos al respecto y el más aceptado propone que en las 
semillas secas las membranas no presentan ia estructura nqulOa cristalina 
característica de las membranas de células hidratadas, sino un arreglo de gel. La 
disminución en el grado de hidratación y, por lo lanto en la dislancia entre las 
cabezas polares adyacentes de los fosfolipidos, es lo que propicia el incremento 
en las interacciones de van der Waals entre las cadenas de ácidos grasos y la 
formación del arreglo de gel (Crowe el al. 1992). 

Se ha planteado que la salida de solutos que ocurre al comenzar la 
hidratación de la semilla puede deberse a una transición de fases de los 
fosfolipidos de la membrana del estado de gel en la semilla seca, al estado 
liquido-cristalino en la semilla hidratada (Figura 2). Hay varias moléculas que se 
han postulado como responsables de la formación de la estructura de gel de la 
membrana, entre ellas están la sacarosa y los oligosacáridos de la serie de la 
rafinosa (estaquiosa y rafinosa principalmente) y algunas proteínas como las 
proleínas abundantes de la embriogénesis tardía ó LEA (de las siglas en inglés 
"Late Embriogenesis Abundant") cuya síntesis se ha observado justamente antes 
de que la semilla esté seca y madura (Bewley 1986; Crowe y Crowe 1986; Crowe 
el al. 1992; Bewley y Black 1994; Bewley 1997). Hay evidencia que apoya que los 
disacáridos o polisacáridos pueden sustituir el agua que rodea las cabezas 
polares de los lipidos y que esta interacción ayuda a preservar el estado liquido
cristalino de la bicapa durante el período de desecación (Crowe el al. 1992; 
Bewley y Black 1994.- Sin embargo, el mantenimiento del estado liquido-cristalino 
no es total, ya que aún se observa una salida transitoria de solutos durante la 
hidratación, por lo que la duración o intensidad de la salida de solutos dependerá 
de la extensión de la fase de gel. 

Seco +Azucares (1Iquldo-crtatallno) 

(Uquldo--cris'aUno) 

Figura 2. Esquema que ilustra las transiciones de fase de los fosfolipidos de la 
membrana al cambiar el estado de hidratación de sus componentes de liquido 
cristalino a gel, durante el periodo de secado de la semilla y después de la 
rehidratación recuperación de la fase liquido cristalina. Cuando las membranas 
contienen compuestos protectores como azucares, se previene la formación de la 
fase de gel durante el periodo de secado (Tomado de Bewley y Black 1994). 
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Durante ta toma iniciat de agua se ha detectado una pequeña síntesis de 
DNA, que se atribuye a una 'actividad reparativa, ya que es posibte que el DNA se 
encuentre dañado por el proceso de secado (que ocurrió durante la maduración y 
la latencia) y por la rehidratación de la semilla (Bewley 1997). En este período 
también se ha detectado la traducción de RNAm almacenados en la semilla, por 
ejemplo para las subunidades que conforman a la citocromo oxidasa y para la 
ATPasa mitocondrial; ambas enzimas presentan unas subunidades que son 
codificadas en el núcleo y otras en la mitocondria, lo que hace suponer que existe 
una regulación coordinada entre el núcleo y la mitocondria para la síntesis y el 
posterior ensamble de estas proteínas (Ehrenshaft y Brambl 1990). Con la 
entrada de agua a la semilla se activan la glucólisis, el ciclo de las pentosas, el 
ciclo de Krebs y la fosforilaci6n oxidativa, aunque estas dos últimas presentan 
actividades aún incipientes, debido probablemente a que tiene que ocurrir una 
reparación de la estnuctura membranal de la mitocondria y un aumento en la 
concentración de oxígeno y en la síntesis de los componentes respiratorios y de 
la ATPasa (Bewley 1997). 

Fase 11. 
En esta fase la velocidad de toma de agua es constante, sin embargo hay 

un incremento en la actividad respiratoria, en la síntesis de proteínas 
(estructurales y catalíticas), en la síntesis de DNA y de nuevos compuestos 
necesarios para iniciar el crecimiento de las células del embrión y su posterior 
división. Para que la germinación se complete, la radícula debe expandirse y 
penetrar las estructuras que la envuelven; se conoce que la salida de la radícula 
sucede solamente por la elongación de sus células, pero no por un aumento en el 
número de ellas. La división celular puede ocurrir pocas horas después o 
inmediatamente después de la elongación dependiendo de la especie y aún de la 
variedad (Bewley y Black 1994). 

Fase 111. 
La salida de la radícula de la cubierta de la semilla marca el inicio de está 

fase. El incremento en la toma de agua de la semilla se debe a la formación de 
nuevas células en los tejidos que se están desarrollando. . 

Para mantener la actividad metabólica durante la germinación es necesario 
el aporte de nutrientes hacia el tejido embrionario. La semilla se ha preparado 
para ello almacenando polímeros de azúcares, aminoácidos y ácido fítico, que al 
iniciarse la germinación serán hidrolizados y posteriormente transportados al eje 
embrionario. La ATPasa de protones es la enzima que puede establecer las 
condiciones electroquímicas necesarias para facilitar el flujo de solutos mediado 
por proteínas transportadoras localizadas en la membrana plasmática, por lo que 
es probable que la participación activa de la ATPasa de protones sea 
indispensable en el proceso de germinación. 
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1.3. La ATPasa de protones de la membrana plasmática de plantas. 

La ATPasa de protones es una enzima que se localiza en la membrana 
plasmática. realiza la hidrólisis de ATP y simultáneamente bombea protones 
desde el citoplasma hacia el apoplasto, creando así un diferencia tanto de 
concentración de protones (~pH) como de carga eléctrica (~IjI) a través de la 
membrana. Cada uno de estos componentes pueden mediar algunos procesos 
fisiológicos importantes para la célula como son: el transporte activo de solutos 
para la nutrición y mantenimiento de la turgencia celular; contribuir a la relajación 
de la pared celular y además al mantenimiento del pH intracelular (Serrano 1989, 
Briskin 1993; Figura 3). 

AIcalinizaci6n 

Figura 3. Papel de la ATPasa de protones de la membrana plasmática de plantas 
en la fisiología de la célula. (A) La enzima bombea protones a través de la 
membrana plasmática. Las acidificación de la pared celular promueve el 
aflojamiento de la pared celular y el cambio de turgor, induciendo la expansión de 
la pared celular y con ello permitiendo el crecimiento celular. El gradiente 
electroquímico de protones creado puede ser usado en el transporte de nutrientes 
vía proteínas acarreadoras como simportadores con H' (8) Y canales proteicos 
(C). Adaptado de Palmgren (1991). 

1.3.1 Características bioquímicas 

La ATPasa de W de la membrana plasmática pesa alrededor de 100 Kda. 
Este polipéptido se ha encontrado fosforilado durante el ciclo catalítico de 
hidrólisis de ATP, fosforilación que es estable a pH ácido y sensible a 
hidroxilamina, evidenciando que la unión del fosfato con la enzima es del tipo acil-
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fosfato (Briskin el a/. 1992). Un residuo de Asp (Asp 329 en la secuencia de la 
isoforma AHA2 de Arabidopsis Iha/iana) que se encuentra en el sitio activo de la 
enzima, es el que se fosforila durante la catálisis (Briskin y Poole 1983; Serrano, 
1990). Esta característica de formar un intermediario fosforilado durante el ciclo 
catalítico la ha colocado dentro de las ATPasas tipo P o también llamadas E,-E2, 

designadas así por presentar dos estados conformacionales durante la catálisis. 
Esto se demostró al medir por dicroismo circular y por los cambios en la 
fluorescencia del triptofano las transiciones estructurales de la molécula durante 
el ciclo catalítico. 

El mecanismo de reacción propuesto para el acoplamiento del transporte 
del protón con la actividad de hidrólisis de ATP se muestra en la Figura 4 (Briskin 
1990), en donde el esquema se ha descrito a partir de la información disponible 
en otras ATPasas tipo E,-E2 (como por ejemplo: la ATPasa de Na'/K' de células 
animales, la ATPasa de Ca2

' del retículo sarcoplásmico y la ATPasa de H' de 
hongos entre otras); sin embargo, aún falta definir cual es el mecanismo de unión 
y liberación del protón en los dos estados conformacionales de la enzima y los 
segmentos estructurales implicados. 

+ citoplasma 

E
H1adentry- H+- E1 ~+P + .....L A~P 
~ ~ H-E1-ATP H-E1-P 

ATP E1- A~TP H adentro 
Pi 

ATP 
+ 

E2 -P ) H afuera 

H~E ~P-i--------------
2 

~ H 
afuera 

espacio extracelular 
Figura 4. Esquema del mecanismo de reacción propuesto para la ATPasa de 
protones de la membrana plasmática de plantas, Adaptado de Briskin (1990), 

Se ha postulado que la conformación E, de la enzima une del lado 
citoplásmico al ATP y el protón (aquí se propone un mecanismo de unión al azar 
debido a que no se tiene evidencia para plantear la unión ordenada de cualquiera 
de los sustratos), una vez formado el complejo ternario (H"E,'ATP) la enzima 
cataliza la hidrólisis de ATP, quedando fosforilado el residuo de Asp para producir 
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fosforilado se acelera a pH ácido (5.5), por lo que se sugiere que la unión del H' a 
la enzima es un prerrequisito para la formación de la enzima fosforilada. Por otra 
parte, la conformación E, de la enzima presenta baja afinidad por el protón y pHs 
altos aceleran el recambio del intermediario fosforilado. Con base en estos 
hechos se ha sugerido que la transición de la enzima a la conformación E, ·Pi es 
la que produce el cambio en la afinidad de la enzima por los protones 
ocasionando la liberación del protón; asimismo, se plantea que el fosfato es 
liberado, sin embargo, no se tiene evidencia del orden probable de la salida de 
ambas especies. En el último paso la forma E, regresa a E, para iniciar otro ciclo 
de transporte y catálisis (Briskin 1990). 

En este mecanismo na se ha planteado la posibilidad del transporte de 
potasio asociado al del protón, como se ha sugerido desde los primeros estudios 
realizados con esta enzima, a semejanza de lo que ocurre con la ATPasa de 
Na '/K' de células animales. Sin embargo, aún hay controversia al respecto 
(Briskin y Gawienowski 1996) y las evidencias que apuntan a favor del 
cotransporte de H'/K' manejado por la enzima son: a) la existencia de una 
relación directa entre la activación de la enzima por K' con la velocidad de 
entrada de K+ (B6Rb+) en las raíces de varias especies; b) la correlación entre la 
magnitud de la estimulación por cationes y el nivel relativo de entrada de estos 
cationes a la célula (K+>NH;>Rb+>Na'>Cs+>Li'); c) la estimulación por K' tanto 
del bombeo de protones así como de la actividad de hidrólisis de ATP de la 
enzima. Por otra parte, los datos que indican que el transporte de K' es manejado 
por un transportador independiente son: a) la pObre estimulación de la actividad 
de la enzima por K+ (60% a 100%) comparada con la estimulación de más de 4 
veces que presenta la ATPasa de Na'/K+ por K' y b) la ocurrencia del transporte 
de protones aún en ausencia de K+ (Sze 1985; Serrano 1989: Briskin 1990). 

Se sabe que la actividad de la enzima es dependiente de la desprotonación 
de un grupo con un pKa entre 5.6 a 5.7 Y de la protonación de un grupo con un 
pKa aproximado de 7.1 y que el K+ es capaz de estimular el influjo de H+ a pHs 
bajos y a baja concentración de nutrientes, por lo que se sugiere que el K+ activa 

. a la enzima al desplazar el pKa del grupo ácido a 5.4 (Briskin 1990). 

El sustrato real de la enzima es e! complejo ATP con Mg'+ siendo altamente 
específica para estos dos, la Km para ATPMg es de 0.2 a 1.5mM. Se ha 
demostrado que el Mg'+ se requiere durante la catálisis para la formación del 
intermediario fosforilado, más no para su hidrólisis (Briskin y Poole 1983; Briskin 
el al. 1992), además en Neurospora crassa se encontró que este ión es capaz de 
unirse a la enzima cuando menos a un sitio diferente al catalítico, ya que se ha 
detectado activación de la enzima a concentraciones bajas de Mg'+ libre 
(magnesio no unido a ATP~, con una Ka.5 aparente de 15JlM, mientras que a 
concentraciones altas de Mg + se presenta una inhibición (Ki=3.5 mM). Por ello, al 
hacer mediciones de la velocidad de la enzima es necesario tomar en cuenta las 
concentraciones de las especies libres en solución, ya que tanto ATP como Mg" 
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pueden actuar como inhibidores en cierto intervalo de concentración (Brooker y 
Slayman 1983). 

las ATPasas que presentan intermediario fosforilado son inhibidas por 
vanadato (Ki =10!,M), debido a que éste tiene una geometría estructural similar a 
la del estado de transición de la enzima (bipirámide trigonal). Existen otros 
inhibidores de la enzima como la eritrosina B, el dietilestilbestrol y la 
diciclohexilcarbodiimida que logran inhibir el 90% de la actividad de la enzima a 
concentraciones de 50!,M el primero y de 100!,M los dos últimos, sin embargo 
ninguno de ellos es absolutamente especifico, ya que también logran inhibir 
parcialmente a fosfatasas y a otras ATPasas. Por lo anterior, el inhibidor de 
primera elección en el laboratorio es el VO.'" (Serrano 1990; Briskin el al. 1992). 

Se ha medido la actividad de la enzima en su reacción de hidrólisis de ATP 
o en la de bombeo de protones, encontrándose una estequiometría de lATP:1H' 
(Briskin y Hanson 1992). 

1.3.2 Estructura de la enzima 

Para dilucidar el mecanismo preciso por el que la enzima realiza su 
actividad catalítica, es necesario conocer con cierto detalle su estructura 
tridimensional. Para alcanzar este objetivo se han realizado numerosos trabajos 
de purificación y de clonación, pero aún no ha sido posible obtener cristales de la 
ATPasa de protones de la membrana plasmática de plantas. 

1.3.2.1 Purificación 

La enzima ha sido purificada de raíces de avena (Serrano 1984), raíces de 
tomate (Anthon y Spanwick 1986), raíces de frijol mungo (Kasamo 1986), raíces 
de maíz (Nagao el al. 1987; Grouzis el al. 1990; Hsu el al. 1991) y raíces de 
betabel y hojas de espinaca (Johansson el al. 1994). En los primeros cinco 
trabajos el procedimiento de purificación involucró: a) obtención de las 
membranas plasmáticas con un mínimo de contaminación, por lo general se 
utilizan centrifugacion~s diferenciales seguidas de gradientes de densidad, 
después se solubilizan otras proteínas por un o una mezcla de detergentes (tritón 
X-lOO, octilglucósido o desoxicolato); b) solubilización de la enzima con 
lisofosfatidilcolina o Zwittergent 3-14 y c) resolución de la proteína solubilizada en 
un gradiente lineal de glicerol. El procedimiento requiere de por lo menos 18 
horas y se obtiene una preparación con un alto grado de pureza. 

Uno de los mayores inconvenientes del esquema anterior de purificación e5 
el hecho de que la lisofosfatidilcolina tiene un efecto estimulatorio en la enzima, 
mientras que el zwittergent 3-14 inhibe su actividad (Palmgren el al. 1988; 
Palmgren el al. 1990). Por lo anterior Johansson el al. (1994) propusieron otro 
procedimiento de purificación en el que disminuyeron el número de pasos en los 
que se utilizaba detergente (y por ende también el tiempo) y recurrieron al uso del 
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efecto alguno sobre la actividad de la enzima. Además, estos autores introdujeron 
un paso final de cromatografía de intercambio aniónico en un sistema rápido de 
cromatografia en fase líquida para proteinas (FPLC). La preparación obtenida con 
este procedimiento tiene la ventaja de poder usarse en estudios de regulación, 
debido a que la enzima aún presenta propiedades caracteristicas de activación. 

El enriquecimiento obtenido con los diferentes esquemas de purificación 
reportados varia desde 2.5 hasta 18 veces, aunque hay que tener precaución con 
estos datos debido a los posibles efectos de los detergentes utilizados para la 
solubilización de la enzima, ya que estos pueden inhibir o estimular la actividad. 

1.3.2.2 Secuencia de aminoácidos de la proteína. 

El primer trabajo para obtener la secuencia de aminoácidos de la ATPasa 
de la membrana plasmática de plantas, lo realizaron Schaller y Sussman en 
raíces de avena (1988a). Ellos purificaron a la ATPasa siguiendo el esquema 
tradicional ya mencionado con algunas modificaciones. Primero se llevo a cabo 
una centrifugación diferencial de los fragmentos de vesiculas, para después pasar 
la fracción membranal por un gradiente de densidad de sacarosa, seguido de un 
lavado con detergentes y por último un fraccionamiento en una columna de 

'" ,exclusión molecular. La ATPasa obtenida de la.columna se trató con tripsina, los. 
fragmentos producidos fueron purificados por HPLC en fase reversa y por último 
cada uno los fragmentos de la ATPasa fueron secuenciados. 

A la fecha se conocen las secuencias de aminoácidos de las enzimas de 
Arabidopsis Ihaliana (Harper el al. 1989; Pardo y Serrano 1989; Harper el al. 
1990; FtaJ'per el al. 1994), tabaco (Boutry el al. 1989; Pérez el al. 1992; Moriau el 
al. 1993; Michelet el al. 1994), tomate (Ewing el al. 1990; Ewing y Bennelt 1994), 
papa (Harms el al. 1994), maiz (Jln y Bennetzen 1994; Frias el al. 1996) haba 
(Nakajima el al. 1995; Hentzen el al. 1996), arroz (Wada el al. 1992; Ookura el al. 
1994) y frijol (Campos el al. 1996), las cuales fueron obtenidas por métodos de 
genética molecular. La búsqueda exhaustiva de los genes de la ATPasa en 
diferentes especies ha llevado a encontrar que existe una familia multigénica para 
las isoformas de la ATPasa, se han identificado diez genes que codifican para las 
ATPasas de Arabidopsis thaliana (AHA1-10); cuatro genes en tabaco (pma1-4); 
siete genes en tomate (LHA1-7); dos genes en papa (pha1y 2); dos genes en 
maíz (Mha1 y 2), dos genes en arroz (OSA1y 2), dos genes en haba (VHA1 y 2) Y 
uno en el nódulo de frijol (BHA 1). 

Al obtenerse las secuencias de nucleótidos de cDNA y de clonas 
genómicas se dedujeron las correspondientes secuencias de aminoácidos de las 
ATPasas de la membrana plasmática. A partir de estas secuencias se ha predicho 
que la enzima contiene alrededor de 946 a 957 aminoácidos dependiendo de la 
isoforma. La identidad entre las diferentes secuencias de aminoácidos conocidas 
es alta: desde un 98.6% hasta un 77.4 %, las diferencias no se encuentran 
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localizadas en regiones preferenciales, sino que están distribuidas a lo largo de 
toda la secuencia, por lo que es difícil distinguir a las isoformas con las técnicas 
bioquímicas convencionales. El conocimiento de sus genes por otra parte, ha 
facilitado la detección de los RNAm de las diferentes isoformas en los diferentes 
tejidos de la planta o el análisis de su expresión usando genes reporteros (DeWitt 
el al, 1991; Houlné y Boutry 1994), Además de estos estudios, ya se logró 
sobreexpresar a los genes de las isoformas 1, 2 Y 3 de Arabidopsis Ihaliana en 
levadura, tanto de la forma íntegra como de porciones eliminadas de la enzima y 
se han estudiado sus características bioquímicas en este sistema heterólogo 
(Palmgren y Christensen 1994; Regenberg el al. 1995; Roberts el al. 1995), 

1.3.2.3 Estructura secundaria y terciaria. 

A partir del análisis de hidropatía de la secuencia de aminoácidos de la 
ATPasa de H' de la membrana plasmática se ha sugerido que ésta atraviesa de 8 
a 12 veces la membrana. Los datos obtenidos de los cristales de 14A de 
resolución de la ATPasa de Ca2

' del retículo sarcoplásmico. una ATPasa tipo p. 
indican que lo más probable es que sean 10 los cruces transmembranales' de la 
enzima en la membrana (Stokes el al. 1994). Los dos segmentos terminales de la 
proteína (carboxilo y amino) se encuentran orientados hacia la cara citoplásmica 
de la célula (Figura 5), Las asas generadas por el cruce de 'Ia proteína en la 
membrana son mayores en el citosol y representan el 70% de la secuencia de 
aminoácidos, mientras que en la cara apoplástica tan sólo se encuentra el 5% de 
la proteína (Wach el al. 1992). En la región hidrofilíca citoplásmica se localizan 
los dominios altamente conservados en las ATPasas tipo E,-E2, denominados de 
fosfatasa, cinasa. inhibitorio y de transducción (Figura 5). que han sido definidos 
por los datos de las secuencias de las ATPasas tipo P de diferentes organismos 
incluyendo las de plantas, asi como por los experimentos de mutagénesis dirigida. 
proteólisis controlada, unión de reactivos análogos al ATP y la unión de 
anticuerpos contra epítopos específicos (Serrano 1989; Wach el al. 1992; Briskin 
1990; Stokes el al, 1994). A continuación se describen cada uno de los dominios, 

Dominio de tosta tasa. Este se localiza en el asa que se forma entre los 
segmentos transmembranales 2 y 3 Y contiene la secuencia TGES que está 
altamente conservada en las ATPasas tipo p, Está formado por aproximadamente 
124 aminoácidos dependiendo de la especie e isoforma, Se plantea que este 
dominio está involucrado en la hidrólisis del intermediario fosforilado (Serrano 
1989; Serrano y Portillo 1990), 

Dominio de cinasa. Se encuentra formado por aproximadamente 315 
aminoácidos que son el enlace entre los segmentos transmembranales 4 y 5. En 
él se encuentran un segmento que contiene la secuencia DKTGTL T en donde se 
localiza al residuo de aspártico que es fosforilado durante el ciclo catalítico, Hay 
otros 4 segmentos conservados en este dominio y presentan secuencias 
caracteristicas de enzimas que unen ATP (KGAP, DPPR, TGDGVND Y TGD), por 
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lo 'll)t:! se p¡ensa que este dom!nio está ¡n'.'c!ucr~dc d¡r~~:¿j¡non:e con :a Üldú(1 ut::: A iP 
Y la formación de la fosfoenzima (Serrano 1989; Serrano y Portillo 1990). 

Dominio inhibitorio 

MMl 
MHA2 
AllAl 
AHA2 
AHA3 
PMAl 
PMA2 
PMA3 
PMA4 
LHAl 
OSAl 
OSA2 
8HAl 

AFTSKKNTGAEERERRWAHAQRSLHGLE 
AFTRKKDLRKGEREAQWATAQRTLHGLQ 
AFTTKKDYGIGEREAQWAQAQRTLHGLQ 
AFTMKKDYGKEEREAQWALAQRTLHGLQ 
AFTTKQNYGIEEREAQWAHAQRTLHGLQ 
AFTRKKDFGKEQRELQWAHAQRTLHGLQ 
AFTRKKDFGKEQRELQWAHAQRTLHGLQ 
AFTRKKDFGKEQRELQWAHAQRTLHGLQ 
AFTTKKDYGKEEREAQWALAQRTLHGLQ 
AFTRKKDFGKELRELQWAHAQRTLHGLQ 
AFTRKKDFGKEERELKWAHAHTRLHGLQ 
AFTRKKDFGTQENQLKWATAQRTIHGLQ 
AFTTKKDYGKEEREAQWAAAQRTLHGLQ 

Dominio einasa 

CITOPLASMA 

Figura 5. Representación de los dominios hidrofóbicos e hidrofilicos de la ATPasa ce 
H' de la membrana plasmática de plantas y la secuencia del dominio inhibitorio. Se 
indican las 10 probables regiones transmembranales, los dominios funcionales, los 
sitios de unión a ATP y con una P el residuo de ácido aspartico que se fosforila 
durante el ciclo catalítico. Esquema adaptado de Kasamo y Sakibara 1995, Michelet y 
Boutry 1995, Gavilanes-Ruiz et al. 1995 y Morsomme el al. 1996. 
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Dominio inhibitorio. Palmgren el al. (1990a) realizaron experimentos de 
proteólisis controlada en la ATPasa de la membrana plasmática de raices de 
avena e identificaron que la pérdida de una porción de aproximadamente 7Kda en 
el carboxilo terminal aumentaba la actividad de bombeo de protones de la enzima. 
Estudios posteriores utilizando anticuerpos especificos contra esta porción, 
lograron definir que la isoforma 2 de la ATPasa de Arabidopsis, presenta una 
secuencia de 28 aminoácidos (Figura 5) que es la que mantiene a la enzima con 
actividad y afinidad bajas por ATP (Palmgren el al. 1991). Se ha encontrado que 
este segmento está altamente conservado entre las diferentes isoformas 
identificadas (93 a 82 % de identidad; Figura 5). Se ha sugerido que este dominio 
inhibitorio interacciona de alguna manera con el sitio que se encarga de unir al 
protón, ya que la actividad de bombeo de protones es la que se ve más afectada 
por la supresión de esta porción; sin embargo, el carboxilo terminal podría 
también interaccionar con el sitio de unión a ATP y con el de fosforilación. En la 
ATPasa de H' de levadura se han realizado experimentos de mutagénesis dirigida 
y se ha encontrado que la modificación de ciertos residuos en la porción del 
carboxilo (Arg 909 y Thr 912, residuos que definen un sitio potencialmente 
fosforilable) y en el sitio de unión de ATP (Ala 547) disminuyen el efecto activador 
de glucosa en la enzima, presumiblemente por afectar la interacción de los dos 
dominios (Portillo el al. 1989; Portillo el al. 1991; Serrano el al. 1992; Eraso y 
Portillo 1994). 

Dominio de transducción. El mecanismo de acoplamiento de la hidrólisis 
del ATP con el transporte de protones se desconoce, se ha sugerido que el protón 
podría transportarse entre los 4 primeros segmentos transmembranales de la 
proteína, mismos que están cercanos al sitio de hidrólisis del intermediario 
fosforilado, asumiendo que se requieren al menos 4 segmenlos 
transmembranales para producir un canal catiónico según experimentos de 
reconstitución de proteínas en bicapas lipídicas artificiales. Sin embargo, el 
transporte del protón a través de la proteína podria llevarse a cabo por dos 
mecanismo diferentes, en uno de ellos se propone que sólo algunos aminoácidos 
podrían participar en este transporte (serina, treonina, ácido aspártico, 
asparagina, lisina, glutámico, glutamina, arginina, tirosina e histidina), formando 
una región común de relevo de H', ya que estos se encuentran distribuídos en los 
diferentes segmentos transmembranales (Briskin y Hanson 1992). El otro modelo 
plantea la unión del protón a un sitio pequeño de la proleina, su posterior 
internalización al ocurrir el cambio conformacional, la disminución de la constante 
de afinidad de la proteína por el H' y por último su liberación en la cara opuesta al 
sitio inicial de unión. Con el conocimiento de la estnuctura tridimensional de la 
enzima se podrá asegurar cual es el mecanismo por el cual se transporta el ión y 
los residuos de aminoácidos involucrados (Briskin y Hanson 1992). 

1.3.3 Regulación 

En las plantas, la ATPasa es el mayor consumidor de ATP en la célula; por 
lo que su aclividad debe ser cuidadosamente regulada. Hayal menos cinco 
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pas;b:6S m€CdiiiSiTiüS para qUe astü Oc.;Ulfé:t. a) reguiación genética (expresión 
diferencial de isoformas); b) modificación covalente de la proteina (fosforilación
defosforilación y proteólisis); c) interacción con moléculas como hormonas o 
toxinas; d) alteración del ambiente lípidico que rodea a la enzima y e) 
oligomerización de la enzima. En seguida se describe cada uno de ellos. 

1.3.3.1 Expresión diferencial de isoformas 

Se ha encontrado a la ATPasa de la membrana plasmática en todos los 
órganos de plantas examinados, proponiéndose como una enzima de 
mantenimiento ó doméstica ó "housekeeping" (Michelet y Boutry 1995; Pérez el al. 
1992). Sin embargo, hay isoformas de la enzima que se presentan 
preferencialmente en ciertos órganos y en etapas definidas del desarrollo de la 
planta. A pesar de la gran homología de las isoformas tanto a nivel de secuencia 
de aminoácidos como de DNA, se ha observado que los extremos tanto en 5' 
como en 3' que delimitan al gen, presentan secuencias diferentes tanto en 
contenido de bases como en extensión (133-266 nucleótidos) y es probable que 
estén relacionados con la expresión espacial y temporal de la enzima en la planta, 
debido a que no es común encontrar secuencias líder mayores a 60 nucleótidos 
en los genes de las plantas (Michelet el al. 1994). En los genes de algunas 
isofarmas estos extremos contienen tramos de secuencias que podrían ser útiles 
en la iniciación o reiniciación de la transcripción del gen; por ejemplo, en la 
isoforma pma1 se encontró que la presencia de la porción íntegra de la secuencia 
3' líder aumenta hasta en 5 veces la expresión del gen (Michelet el al. 1994). 
Además, se han encontrado sitios consenso relacionados con la disminución de la 
transcripción del gene. como por ejemplo, el elemento DST 
(GGAXACAGATXTTXGTA), está presente en la isoforma 2 de maíz y es un 
elemento que se ha detectado en genes que son inducidos por auxinas (Frías el 
al. 1996). Aunado a esto, se ha identificado un número diferente de intrones en 
las isoformas, por ejemplo, hay 15 intrones en AHA 1 Y AHA2 mientras que en 
pma1 hay 20 (Pardo y Serrano 1989; Harper el al. 1990; Michelet el al. 1994; 
Kasamo y Sakibara 1995). Todo ello puede contribuir a la expresión preferente de 
cada enzima en diferentes tejidos, sin embargo aún se desconocen las ventajas 
que las células obtienen al presentar una u otra forma de enzima, ya que no hay 
un estudio de las propiedades catalíticas de estas isoformas. A continuación se 
relatan los detalles de la expresión de los diferentes genes para ia enzima, en los 
órganos en que se ha estudiado principalmente. 

En Arabidopsis Ihaliana se han logrado obtener mediante la técnica de PCR 
hasta 10 diferentes genes que codifican para las diferentes isoformas de la 
enzima (Harper el al. 1994). Los genes para las isoformas AHA1 y 2 se expresan 
en mayor proporción en raíces que en tallos, mientras que la expresión de AHA3 
es similar en ambos tejidos (Harper el al. 1990). Para detectar la expresión de una 
isoforma de Arabidopsis en un tejido específico, se realizó la construcción entre el 
gen que codifica para AHA3 más la porción del gene que codifica para la proteína 
Myc c, por lo que con anticuerpos dirigidos contra Myc c se logró detectar la 



expresión preferencial de AHA3 en el polen, el óvulo y en el fioema; en este 
último tejido solo cuando ya se encuentra diferenciado y maduro (OeWitt el al. 
1991). Por otra parte AHA9 se expresa en las anteras y en las flores de la planta 
(Houlné y Boutry. 1994), mientras que AHA10 es muy abundante en las vainas, 
aunque también se ha detectado en raíces, hojas, tallo y flores (Harper el al. 
1994). 

En tomate se han secuenciado los genes de 7 diferentes isoformas para la 
ATPasa y se sabe que el RNA mensajero para el gene de LHA 1 aparece en todos 
los órganos, mientras que LHA2 tiene una expresión aumentada en hipocótilos y 
hojas, en tanto que LHA4 se expresa preferencialmente en raíces e hipocótilos; 
los genes de otras isoformas descritas LHA3, 5, 6 y 7 tienen niveles muy bajos de 
expresión en todos los órganos examinados (Ewing el al. 1990; Ewing y Bennet 
1994). 

Los RNAm de los genes que codifican las isoformas de la ATPasa de la 
membrana plasmática de tabaco se han encontrado en raíz, hoja y tallo, siendo 
pma4 la que tiene el mayor nivel de RNAm en todos los tejidos examinados 
(Houlné y Boutry 1994). Se observó que la. construcción pma1-GUS se expresa 
preferencial mente en la epidermis de la raíz, en la corteza del tallo y en las 
células guarda de los estomas que son sitios en donde el transporte de solutos 
debe ser activo (Michelet el al. 1994). El RNAm de pma1 también se expresa en 
las células del tapetum, el polen, el tejido de transmisión y el óvulo, todos ellos 
tejidos que están en continuo crecimiento o a punto de desencadenar una serie 
de procesos de división y crecimiento celular activos (Michelet el al. 1994). 

En papa se encontraron dos genes de isoformas que presentan una 
expresión similar en hojas y tallos pero en menor cantidad en raíces y tubérculos. 
Además se examinó la expresión de estos genes al someter a las plantas a 
diferentes tratamientos como frío, anaerobiosis y a dosis moderadas de citocina, 
obteniéndose que ninguno de estos factores altera la expresión (Harms el al. 
1994). 

Se reportaron los cONA de dos isoformas de la enzima de arroz (Oriza 
saliva) que se expresan en raíz, callos y tallos; siendo OSA1 la que tiene el mayor 
nivel de expresión en estos tejidos (Wada el al. 1992; Ookura el al. 1994). 

En haba (Vicia faba) se tienen secuenciados los genes de dos isoformas de 
la ATPasa de la membrana plasmática, designados VHA 1 y VHA2 y de los cuales 
se sabe que se expresan en raíces, tallos y hojas. En la hoja se encontró que se 
expresan solamente en las células guarda y en las del mesófilo, no así en las 
células de la epidermis yen el tejido vascular (Hentzen el al. 1996). 

Recientemente se obtuvo la secuencia del gene de la ATPasa de la 
membrana plasmática de maíz (Jin y Bennetzen 1994; Frías el al. 1996) y se 
hicieron sondas específicas para localizar a los RNAm de esta isoforma en los 
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diferentes tejidos, encontrándose que MHA2 preferencialmente se expresa en las 
células guarda, el floema y las células de la epidermis. En los embriones de maíz 
se encontró que el RNAm de MHA2 se encuentra enriquecido en la epidermis del 
escutelo en la cara que da hacia el endospermo, la localización de la enzima en 
ésta pone en evidencia el papel importante de la enzima en la nutrición celular. 
Además, se encontró que las auxinas son capaces de aumentar el nivel de los 
RNAm en regiones no vasculares de los coleóptilos del maíz (Frías el al. 1996), lo 
que estaría de acuerdo con los postulados de la teoría del crecimiento ácido, 
asumiendo que el incremento en la expresión de esta ATPasa en la membrana 
puede disminuir el pH apoplástico y entonces activar el proceso de aflojamiento 
de la pared celular para su crecimiento (Hager el al. 1991; Rayle y Cleland 1992). 

El único trabajo en el que se describen las diferentes características 
bioquímicas de varias isoformas es el de Palmgren y Christensen (1994), quienes 
sobreexpresaron a las isoformas AHA 1, AHA2 Y AHA3 en levadura por una 
técnica ya descrita (Villalba el al. 1992). Al comparar las diferentes propiedades 
bioquímicas de las isoformas se observó que presentan diferencias significativas 
en varias de ellas, por ejemplo AHA 1 Y 2 exhiben una Km 10 veces mayor a la de 
AHA3, mientras que la sensibilidad a vanadato es 3 veces mayor para AHA3 que 
para las otras dos isoformas y AHA2 es la isoforma que se expresa más 
abundantemente en la membrana del retículo endoplásmico de la levadura, 
comparada con la expresión de AHA 1 Y AHA3 en esas mismas membranas. Estos 
datos sugieren que la presencia de diferentes isoformas en sitios específicos de 
la planta en momentos determinados del desarrollo podría ser una respuesta 
adaptativa de la planta hacia los diferentes estimulos del medio ambiente. 

1.3.3.2 Modificación covalente 

Con la identificación de un dominio inhibitorio de la enzima se han 
encontrado varios mecanismos por los cuales la ATPasa de H+ de la membrana 
plasmática de plantas podría modificar su actividad enzimática. Por ejemplo, la 
modificación covalente en esta porción se lleva a cabo por proteólisis o por 
fosforilación. A continuación se describe brevemente su participación en la 
modulación de la actividad de la enzima. 

1.3.3.2.1 Proteólisis 

La ATPasa de H+ de la membrana plasmática experimenta una pérdida de 
una porción de 7 a 10 Kda de peso molecular en la región del extremo carboxilo 
terminal, por acción de la tri psi na, originándose un aumento en Vmax y una 
disminución en la Km de la ATPasa. Sin embargo, se desconoce si de manera 
natural existe una proteólisis específica (Palmgren el al. 1991). En eritrocitos 
humanos se ha encontrado que la A TPasa de calcio es capaz de activarse en 
presencia de calpaína I (proteasa presente en los eritrocitos), por lo que una 
regulación fisiológica debida a la supresión de está porción en la enzima es 
posible (Palmgren 1991). 
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1.3.3.2.2 Fosforilación 

Schaller y Sussman (1988b) enconlraron que la ATPasa de protones de la 
membrana plasmática de plantas es suslrato de una proteína cinasa, 
identificándose residuos de serina y treonina fosforilados. Por otra parte, se 
demostró que la siringomicina (una toxina producida por Pseudomonas syringae) 
estimula la actividad de la enzima, siendo probable que el mecanismo de acción 
de la fitotoxina sea a través de la fosforilación (Bidway el al. 1987; Bidway el al. 
1988). James el al. (1989) lograron determinar que una cinasa dependiente de 
calmodulina era capaz de fosforilar la porción del carboxilo terminal de la ATPasa 
de Ca'+ de los eritrocitos humanos, lo que apunta a que un mecanismo similar 
puede ocurrir en la ATPasa de H+ de plantas. En las ATPasas de H+ de plantas se 
ha encontrado que hay una región en el carboxilo terminal que contiene una 
secuencia conservada entre las diferentes isofarmas examinadas y que define un 
sitio potencialmente fosforilable (QRTLH), el cual podría estar implicado en la 
regulacíón de la enzima por cinasas de proteínas y que más adelante se 
descríbírá (Serrano el al. 1992; Wach 1992; Kasamo y Sakibara 1995). En el alga 
Dunaliella acidophila se demostró que la ATPasa es activada por la proteólísis del 
carboxilo terminal, además se encontró que este segmento puede fosforilarse 
(Sekler el al. 1994). 

Se han identificado hasta el momento cinasas de proteínas fuertemente 
unidas a la membrana, algunas de ellas capaces de aumentar su actividad hasta 
100 veces en respuesta a calcio, además de presentar un dominío similar a 
calmodulina por lo que se les ha denominado CDPKs (por sus siglas en inglés 
"calmodulin-like doma in protein kinases"; Harmon el al. 1996). En membranas 
plasmátícas obtenidas de raíces de betabel se caracterizaron y se lograron 
purificar dos cinasas de proteínas, una que utilizaba eficientemente como sustrato 
a la histona y otra a la caseína, además de presentar. diferente sensibilidad a 
calcio. La primera alcanza la mitad de su actividad máxima a 7¡;M de Ca'+, 
mientras que la segunda es insensible a este catión (Baizabal-Aguirre y González 
de la Vara 1994 y 1997). 

Pero para definir cual es el papel de estas cinasas membranales se deben 
examinar los posibles sustratos nativos. Las únicas proteínas membrana les que 
se han identificado que son blanco de la actividad de cinasas de proteínas de 
localización membranal son la nodulina 26 (nod 26), la proteína intrínseca del 
tonoplasto (TlP, por sus siglas en inglés "tonoplast intrinsic protein") y la ATPasa 
de H· de la membrana plasmática. Se ha postulado que Nod26 es una proteína 
capaz de transP9rtar cationes y aniones y que al encontrarse fosforilada (serina 
262) cambia su sensibilidad al voltaje. TIP es un canal específico para agua y al 
igual que Nod26 es fosforilada por una cinasa aún desconocida pero que es 
dependiente calcio (Harmon el al. 1996). 
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1.3.3.3 Interacción con sustancias patogénicas o fítorreguiadores 

La actividad de la ATPasa de protones de la membrana plasmática de 
plantas se puede modificar por diferentes factores quimicos. entre ellos se 
encuentran ciertas sustancias secretadas por microorganismos y los 
fitoreguladores. 

1.3.3.3.1 Compuestos patogénicos secretados por microorganismos 

Algunos microorganismos secretan ciertas sustancias para aumentar sus 
posibilidades de vida en su hábitat natural, muchas de éstas se han estudiado y 
ahora se conocen algunos de los efectos que producen en la membrana y en las 
proteínas que se encuentran en ella. Dada la importancia de la ATPasa de H' de 
la membrana plasmática en la homeostasis de la célula, se han realizado estudios 
sobre el efecto de estos compuestos en la actividad de la enzima. La naturaleza 
de los compuestos patogénicos estudiados es variable tanto en reactividad 
quimica como en estructura, por lo que los efectos sobre la enzima pueden 
explicarse de varias maneras: a) una unión directa del compuesto a la enzima, b) 
la unión del compuesto a un receptor específico localizado en la membrana o en 
el citoplasma, que podría directamente interactuar con la enzima o bien a través 
de un mecanismo de transducción de señales y c) a través de la interacción con 
los ácidos grasos de la membrana que pueden cambiar la conformación de la 
enzima. A continuación se describen brevemente los efectos y el probable 
mecanismo de acción de algunos compuestos de los que se tienen mayores 
evidencias sobre su mecanismo de acción sobre la ATPasa de H+. 

Inductores. Al iniciarse la interacción entre una planta y un patógeno se 
desencadenan una serie de señales que se inducen como respuesta tanto en el 
microorganismo (para iniciar la invasión), como en el huésped (para su defensa). 
En este proceso están involucradas moléculas asociadas al patógeno y que son 
llamadas inductores, además de algunos probables receptores en las plantas. El 
reconocimiento de estas estructuras va seguido de una cascada de transducción 
de señales, que resulta en la activación de genes de defensa y en la expresión de 
la resistencia de la enfermedad en el huésped. Los inductores del .hongo 
patógeno C/adospor¡um fluvum al infectar ciertas líneas de tomate, producen una 
serie de señales que involucran a fosfatasas que defosforilan a la ATPasa de H' 
de la membrana plasmática, lo que resulta en un incremento significativo en la 
actividad de la enzima y en la subsecuente acidificación extracelular, lo cual se 
propone que contribuye a los signos de infección en la planta. Los resultados son 
consistentes con un modelo en el que los receptores en la membrana plasmática 
de las plantas, unen al inductor del hongo e inducen la activación de las proteínas 
G; ésta a su vez activaría a las fosfatasas unidas a la membrana, resultando la 
defosforilación de la ATPasa de H' de la membrana plasmática de la planta 
hospedera (Vera-Estrella el al. 1994). 
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Subsecuente a la desfosforilación de la enzima por el tratamiento con el 
inductor, se lleva a cabo una refosforilación de la enzima por dos cinasas 
diferentes. A tiempos cortos actúa una cinasa dependiente de calcio semejante a 
una cinasa e, mientras que a tiempos largos se activa una cinasa de proteínas 
semejante a la cinasa de proteína dependiente de calciol calmodulina tipo KIt. Por 
el momento no se sabe porque se presentan estas dos actividades de cinasa y 
como es que esto influye en la cascada de transducción de señales durante el 
ataque del patógeno (Xing el al. 1996). 

Péptidos inductores de necrosis (NIP por sus siglas en inglés "necrosis 
inducing peptide). Entre los efectos que produce la inoculación del hongo 
Rhynchosporium secalis en avena se encuentran: incremento en la transpiración, 
posiblemente por efecto del aumento en la apertura estomatal, acumulación 
intensa de sol utas en las raíces y un cambio en la permeabilidad de las células 
epidérmicas. Estos cambios se han atribuido a unas proteínas secretadas por el 
hongo que tienen bajo peso molecular «1 OKda), los cuales aparecen a 
concentraciones significativas durante la patogenia. El hecho de que aumenten la 
apertura estomatal, ha llevado a buscar un mecanismo similar al descrito por 
fusicocina de estos péptidos sobre la ATPasa de la membrana plasmática. NIP1 y 
NIP3 aumentan la actividad de la enzima, mientras que NIP2 no, además se 
encontró una proteína de 65Kda que presumiblemente une a NIP3, aunque aún 
es necesario contar con mayores evidencias para poder dilucidar el mecanismo 
de acción de estos péptidos sobre la actividad de la enzima (Welvesiep el al. 
1992). 

Beticolina 1. Cercospora belicola es un hongo que produce la toxina denominada 
beticolina 1, la cual reduce la elongación de las raíces de maíz, así como también 
inhibe el bombeo de protones y despolariza el potencial de membrana (Blein el al. 
1988). Se encontró que la toxina inhibe a la ATPasa de H' a través de la 
inhibición de la formación del intermediario fosforilado de una manera competitiva 
(Simon-Plas el al 1996), pero es probable que el efecto se produzca por la unión 
de está molécula a un sitio localizado en la membrana cercano a las hélices 
transmembranales de la enzima y no a una unión directa del compuesto en el sitio 
activo de la enzima (Gomés el al. 1996). 

Fusicocina. Es una toxina producida por el hongo Fusicoccum amygdali y la cual 
ha sido ampliamente utilizada en la caracterización de la enzima debido a que 
estimula la actividad de bombeo de protones en todos los tejidos de las plantas 
superiores probados hasta el momento. La fusicocina incrementa la velocidad de 
germinación de semillas, el crecimiento por elongación celular, el paso de 
nutrientes y además se ha observado que aumenta la apertura estomatal (Marré 
1979). Tanto el bombeo de protones como la actividad de hidrólisis de ATP se ve 
afectada por la adición de fusicocina. 

De Michelis el al. (1989) encontraron en las membranas un receptor 
específico para fusicocina, que presenta una constante de disociación de 
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aproximadamente 1.6 nM. Se ha observado que la cinética de unión de fusicocina 
a su receptor es similar a la cinética de estimulación de la ATPasa por la adición 
de la toxina, lo cual llevó a suponer que la activación de la enzima por la toxina 
era a través de un mecanismo indirecto. Adicionalmente, se demostró que el 
tratamiento previo de la enzima con proteasa (para eliminar el carboxilo terminal) 
producía una enzima insensible a fusicocina, lo que involucró al carboxilo terminal 
de la ATPasa en el mecanismo de acción de la fusicocina (Johansson el al. 1993; 
Lanfermeijer y Prins 1994). 

Recientemente se secuenció el gene del receptor para la fusicocina y se 
encontró que presenta una alta identidad con los miembros de la familia de 
proteínas 14-3-3, siendo algunos de sus miembros inhibidores de cinasas C de 
proteínas, otros se unen a las proteínas que reconocen las cajas G del DNA, otras 
ayudan a la interacción proteína-proteína, entre otras muy diversas actividades 
(Kauss el al. 1992; Korthout y DeBoer 1994; Marra el al. 1994). La 14-3-3 es una 
proteína hidrofílica de 30Kda de peso molecular, puede presentarse formando 
dímeros y tetrámeros y se sabe que pueden unirse a proteínas que contienen la 
secuencia R-X-X-fosfoS-X-X-P o bien a residuos de serina fosforilados (De Boer 
1997). 

FC 

C¡ ... ",.,,,-

ActMdad baja ActMdad alta 

Figura 6. Modelo del mecanismo de la activación de la ATPasa de H', en el que 
se involucra a la proteína 14-3-3 y a la fusicocina (FC). En el estado estacionario, 
la proteína 14-3-3 se une y estabiliza a la ATPasa de H' fosforilada [los círculos 
llenos indican los posibles sitios fosforilados, que corresponden a los probables 
dominios de unión 1 (RGAS617DI) y 2 (RELS903

) de la proteína 14-3-3; los circulos 
vacíos indican los dominios defosforilados. Bajo estas condiciones la actividad de 
la ATPasa disminuye. Mientras que la activación de la enzima se lleva a cabo a 
través de la activación in vivo por una fosfatasa (como por ejemplo en la infección 
del patógeno Cladosporium spp) o por la unión de la fusicocina a la proteína 14-3-
3 (la cual podría llevar a la dimerización de la enzima).Tomado de DeBoer (1997). 
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En la A TPasa de H' se encuentran tres secuencias que podrían ser 
fosforiladas en serina y que en AHA3 corresponden a RVKPS"'PTP, RGAS617DI y 
a RELS'!l3, sin embargo, sólo la primera de ellas presenta una similitud muy alta 
con la secuencia que reconocen las proteínas 14-3-3, la cual se encuentra en una 
de las asas con una supuesta de localización extracelular; la segunda de las 
secuencias se localíza en una asa intracelular y la tercera está presente en la 
porcíón del carboxilo terminal (Figura 6; De Boer 1997). Jahn el al. (1997) 
sugirieron que el sitio de unión de la 14-3-3 era en el carboxilo terminal, ya que 
su remoción provocaba la solubilización de la 14-3-3. Fullone el al. (1998) 
confirmaron mediante ensayos de interacción proteína-proteína que el sitio de 
unión de la 14-3-3 con la enzima es en el carboxilo terminal. Además proponen 
que la interacción de fusicocina con la 14-3-3 modifica la interacción entre la 14-
3-3 y la ATPasa. Algunos reportes sugieren que la proteína 14-3-3 es un ligando 
natural de la ATPasa de protones y que la presencia de fusicocina estabiliza de 
alguna manera esta interacción, llevando a la ATPasa de un estado basal de baja 
actividad a uno de mayor actividad (Figura 6). 

1.3.3.3.2 Fitoreguladores 

La comunicación intracelular en las plantas superiores está mediada por 
mensajeros químicos llamados fitorreguladores. Existen diferentes sustancias 
reguladoras de las plantas: auxinas, giberelinas, citocinínas, etileno, ácido 
jasmónico, brassinoesteroides y ácido abscísico (Galli el al. 1975; Cocuccí y 
Cocucci 1977; Serrano 1990). La mayoría de éstas hormonas tienen un efecto en 
la actividad de la enzima, pero las que han sido mayormente estudiadas son las 
auxinas, por lo que en esta sección se describirá brevemente su acción en la 
fisiología de las plantas y lo que se propone como su mecanismo de acción para 
modificar la actividad de la ATPasa de H' de la membrana plasmática. 

Auxinas. La principal auxina que se encuentra en las plantas es el ácido indol 3-
acético (IAA; Indol Acetic ACid), aunque también se encuentran otras en menor 
cantidad. La auxina causa una amplia gama de efectos en el crecimiento y 
morfogénesis de la planta: promueve el crecimiento por elongación de tallos 
jóvenes y coleóptilos, aunque inhibe la elongación de las raíces; promueve la 
división celular en tallos, pero inhibe la formación de yemas laterales, además el 
desarrollo del fruto depende de la presencia de auxina. Cuando se coloca auxina 
en tallos jóvenes o coleóptilos se observa que se promueve la elongación de 
éstos cerca de 10 a 20 minutos después de la exposición a la hormona, a 
concentraciones de 10-5 a 10" M. 

La expansión de las células es un fenómeno irreversible y que requiere de 
absorción de agua, lo cual incrementa el volumen celular, necesitándose 
entonces mayor área para acomodar este volumen adicional, que es generado por 
la también irreversible expansión celular. El mecanismo por el que la auxina 
induce la elongación no ha sido dilucidado, debido a que la auxina tiene múltiples 
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efectos sobre !zs cé!u!zs de !os p!~nt~:;. Se sabe que :AA causa un r¿¡pido 
incremento en la extensibilidad de la pared celular en coleóptilos y tallos jóvenes, 
pero esto no ocurre por la unión directa de la auxina a la pared, sino tal vez por su 
interacción sobre algún factor sobre la membrana plasmática o dentro de la 
célula. 

Rayle y Cleland (1970) propusieron su teoría del crecimiento ácido, la 
cual postula que la auxina causa (en las células que responden a auxina) la salida 
activa de protones de la célula hacia la región de la pared celular. Este 
decremento en el pH activa enzimas que se encargan de romper las uniones entre 
los diferentes componentes de la pared, incrementando asi su extensibilidad. Se 
han emprendido numerosos estudios en relación con el papel de la ATPasa de H> 
de la membrana plasmática de plantas en esta teoría (Gabathuler y Cleland 1985; 
Goldsmith 1993; Lado et al. 1977 y bibliografía relacionada). Así, se ha descrito 
que la enzima es activada por auxina de manera semejante a la activación que 
ocurre por fusicocina, sin embargo el mecanismo parece no ser el mismo. Se 
conoce que la auxina se une a un receptor especifíco y que es probable que a 
través de él se desencadene la señal que modifique la actividad de la enzima 
(Goldsmith 1993; Uiber y Klambt 1985). Se ha sugerido que en la cadena de 
transducción de señales puede estar ínvolucrada una cinasa de proteínas 
dependientes de calcio, debido a que la auxina es capaz de modificar la 

. concentración deCa2> intracelular. Experimentos de Hager et al. (1993) indicaron 
que la auxina induce un aumento en la transcripción del gene y la traducción del 
mensaje de la ATPasa, además de acelerar el proceso de exocitosis de vesículas 
de membrana que contíenen a la enzima desde el Aparato de Golgi hacia la 
membrana plasmática, lo que da como resultado un aumento en la actividad de la 
enzima en el tejido por respuesta a auxina. Datos que apoyan estos resultados 
fueron obtenidos por Frías et al. (1996), quienes detectaron el aumento del RNAm 
de la isoforma 2 de maíz (MHA2) parla acción de auxina. Mientras que Jahn et al. 
(1996) no observaron un aumento en la cantidad de ATPasa en las membranas 
plasmáticas de coleóptilos de maíz después de la exposición de auxina o 
fusicocina, por lo que los autores concluyeron que el aumento en actividad, debe 
llevarse a cabo por otro mecanismo que no es el de la inserción masiva de 
enzima en la membrana, sosteniendo además, que no se puede descartar que el 
mecanismo de acCión de auxina sea diferente al que se propone para fusicocina. 
Sin embargo, debido a la reciente evidencia de que el receptor da fusicocina es 
hidrofílico, habría que revisar cuidadosamente el mecanismo de señalización que 
se desencadena para que la ATPasa de protones sea activada por auxina, ya que 
existen proteínas que son capaces de unir auxinas tanto en la membrana 
plasmática (receptores), en el núcleo, en el retículo endoplásmioo y aún en el 
citoplasma, por lo que el esquema se complica aún más (Jones 1994). 
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1.3.3.4 Modificación del ambiente membranal 

La ATPasa existe in silu en un ambiente lipídico que se compone 
principalmente de fosfolípidos y esteroles, es por ello que se ha estudiado el 
efecto de éstos en la actividad de la enzima. 

La solubilización de la enzima y su posterior reconstitución en liposomas se 
ha llevado a cabo para estudiar varios aspectos de la función de la proteina en la 
membrana y de la interacción proteína-membrana, observándose que al 
solubilizar a la enzima la actividad disminuye y después de la adición de mezclas 
de fosfolipídos la actividad se restaura y aún se activa. La cantidad y el tipo de 
fosfolipído que se necesita para que la ATPasa se active depende de cuál o 
cuales son los detergentes que se utilizaron en la solubilización o purificación, lo 
cual probablemente sea un reflejo de la necesidad de tener la composición de la 
membrana original. Dentro de los fosfolipídos que activan la hidrólisis de ATP de 
la enzima obtenida de raíces de avena, se encuentran la lisofosfatidilcolina (LPC), 
la fosfatidilcolina, la fosfatidilserina y el fosfatidilglicerol (Serrano el al. 1988), 
mientras que Brauer y Tu (1989) encontraron que la enzima obtenida de raíces de 
maíz y solubilizada de la membrana con desoxicolato, sólo se activaba con 
fosfatidilserina y fosfatidilglicerol. 

Palmgren el al. (1988) encontraron que la actividad de la enzima 
aumentaba por la adición de lisofosfatidilcolina, sin embargo también producían 
este efecto los ácidos grasos libres y el tratamiento con fosfolipasa A2 . Se sugirió 
que parte del efecto de la lisofosfatidilcolina sobre la actividad de la ATPasa de 
H' era debido a la ruptura de la latencia por la acción detergente de la LPC. ésto 
es que el sitio catalítico de la enzima estuviera orientado hacia el interior de las 
vesículas de membrana plasmática, por lo que al adicionar la lisofosfatidilcolina el 
ATP podía acceder al sitio catalítico. Esta explicación resulto cierta, pero también 
otra de las posibilidades era que realmente la lisofosfatidilcolina ejerciera un 
efecto activador sobre la enzima. Examinando con más detalle el efecto de este 
compuesto, se ha observado que efectivamente, la lisofosfatidilcolina disminuye la 
Km (de 270-350 a 80-90 J.1M) Y aumenta la Vmax de la enzima a través de un 
mecanismo que involucra el movimiento conformacional del carboxilo terminal y 
que es similar al que se produce al tratar a la enzima con proteasas (Palmgren y 
Sommarin 1989; Palmgren el al. 1991; Olsson el al. 1995). Se desconoce como es 
que la interacción del dominio inhibitorio con el dominio catalitico de la enzima 
puede modificarse al adicionar la lisofosfatidilcolina, sin embargo Gómez el al. 
(1996) proponen que la lisofosfatidilcolina interacciona con la enzima en un sitio 
cerceno a las hélices transmembranales, y que posiblemente se localiza en los 
lipidos que rodean a la ATPasa, de tal forma que la unión del compuesto en este 
sitio es capaz de inducir un movimiento conformacional de la enzima involucrando 
el rearreglo del dominio inhibitorio, lo que explica como un compuesto hidrofóbico, 
puede causar el desplazamiento de una estructura que no es membranal como es 
el carboxilo terminal. 
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Por otra parte. se ha evaluado la rAI;:u~!ón entre !a ect!vidad de bombeo de 
protones y el tipo de fosfolipidos membranales. Para conseguir este objetivo la 
enzima se ha reconstituido en liposomas preparados con especies moleculares 
variadas de fosfolipidos o bien comparando su efecto en la enzima solubilizada. 
Los efectos máximos en el bombeo de protones se observaron al añadir 1-
palmitoil 2-oleoil-fosfatidilcolina y dentro de los 1-palmitoil 2-0leoil fosfolipidos el 
efecto en el bombeo sigue este orden: 1-palmitoil 2-oleil-fosfatidilglicerol " 1-
palmitoil 2-oleoil-fosfatidilserina > asolectina > 1-palmitoil 2-oleoil-fosfatidilcolina 
» 1-palmitoil 2-oleoil-fosfatidiletanolamina = 1-palmitoil 2-0leoil 18:1 ácido 
fosfatidico (Kasamo y Wada 1993; Kasamo y Sakibara 1995). 

Otro componente importante en las membranas de las plantas son los 
esteroles, dentro de ellos se encuentran el sitosterol, el stimagmasterol y el 
campesterol. Aunque poco se ha estudiado sobre el efecto de estos compuestos 
en la actividad de la ATPasa, se ha encontrado que el sitosterol y el 24 metil
colesterol inhiben el bombeo de protones de la enzima reconstituida en liposomas 
y que esta inhibición aumenta conforme se aumenta la concentración del esterol. 
Por otra parte, el stigmasterol presenta un comportamiento bifásico, estimulatorio 
a bajas concentraciones y moderadamente inhibitorio a altas. Cabe hacer notar 
que la enzima debe presentar una gran sensibilidad para los esteroles, ya que 
debe discriminar por ejemplo, entre el sitosterol y el stigmasterol que tan sólo 
difieren en la doble ligadura que se presenta en el carbono 22 de este último 
compuesto (Sandstrom y Cleland 1989; Grandmougin-Ferjani et al. 1997). 

Por la composición quimica de los esteroles y a semejanza de los efectos 
del colesterol en membranas animales, se sugiere que un aumento en la 
concentración de éstos puede causar una disminución en la fluidez de la 
membrana y por ello un cambio en la actividad de la enzima. Sin embargo, hay 
datos que se oponen a estos resultados, por ejemplo se encontró que la actividad 
de la ATPasa es similar en dos diferentes tejidos, a pesar de que las membranas 
que las contienen presentan diferencias en la composición de esteroles y 
fosfolipidos (Cowan et al. 1993). Es probable que a pesar de que los lipidos 
totales sean diferentes en ambas membranas, los lipidos que rodean a la enzima 
sean similares en ambos tejidos, por lo que la actividad de la enzjma resulta 
semejante en ellos. 

Hay dos teorias que intentan explicar porqué la actividad de las proteinas 
de membrana es modulada por lípidos, una de ellas (teoria de los lípidos "bulk") 
propone que la gran extensión o el volumen total de lipidos de la membrana están 
involucrados en la fluidez de ésta, por lo cual un cambio en los lipidos causa un 
cambio en la confonmación de la enzima y entonces cambia su actividad. La 
fluidez es un concepto dinámico que está relacionado con la estructura ordenada 
de la membrana en la que influyen la longitud de la cadena de ácido graso, su 
grado de insaturación, la cabeza polar de los lipidos y el empaquetamiento 
molecular de todos ellos. También, depende de la relación de esteroles a 
fosfolipidos y de proteinas presentes en la membrana. La otra teoria llamada de 



lipidos adyacentes o anillo de lipidos, postula que la interacción entre los lipidos 
membrana les adyacentes a la proteína influyen en la actividad de la enzima. 
Estos lipidos no son fácilmente removidos de la proteína y la cantidad de estos 
varía dependiendo del tamaño y de la forma de la enzima (Cooke y Burden 1990; 
Kasamo y Wada 1993; Kasamo y Sakibara 1995). Hay algunas evidencias 
experimentales que apoyan el que la ATPasa de la membrana plasmática pueda 
ser regulada a través de estos dos mecanismos, pero aún no resulta claro cual de 
las dos teorías se acerca más a lo que ocurre in vivo. 

1.3.3.5 Formación de oligómeros. 

Se ha demostrado que el péptido de 100Kda es capaz de llevar a cabo 
tanto la actividad de hidrólisis de ATP como el bombeo de protones, pero se 
desconoce si la enzima presenta algún tipo de arreglo oligomérico en la 
membrana. Se han utilizado dos estrategias diferentes para determinar el arreglo 
de la enzima. En uno de ellos se irradió a la enzima con diferentes dosis de 
radiación de alta energía (rayos y) y después se analizó el decremento en la 
actividad de la ATPasa al aumentar la dosis de radiación total. El peso molecular 
estimado para la ATPasa de raíces de betabel fue de 225 Kda sugiriendo que la 
enzima puede ser un dímero (Briskin el al. 1985; Briskin y Niesman-Reynolds 
1989). Por otra lado, Anthon y Spanwick (1986) añadieron agentes 
entrecruzadores a la enzima y determinaron un peso molecular de 336 Kda lo que 
supone un probable arreglo trimérico de ésta; sin embargo, para la ATPasa de 
protones de Neurospora crassa se han estimado dos diferentes valores de peso 
molecular: 220 Kda cuando se utilizó una preparación de membranas plasmáticas 
(Bowman el al. 1985) y 630 Kda para la enzima proveniente de una preparación 
solubilizada en tritón X-100 y reconstituida en lisofosfatidilcolina (Chadwick el al. 
1987). Es probable que los detergentes y los fosfolípidos que se utilizan en la 
solubilización y reconstitución de la ATPasa de H+, puedan propiciar su 
oligomerización, por lo que aún resulta difícil determinar si fisiológicamente la 
ATPasa presenta un arreglo oligomérico y de que tipo es éste. 

El otro tipo de evidencia se deriva de estudios cinéticos. La mayoría de los 
estudios sobre la actividad de la enzima reportan una cinética típicamente 
Michaeliana, sin embargo, hay tres trabajos recientes en los que la cinética es 
diferente (Ramos el al. 1994; Roberts el al. 1995; Roberts y Beaugé 1997). En 
ellos se presentan curvas de actividad con cooperatividad positiva o negativa. 
Una de las alternativas para explicar estos resultados consideró que había dos 
componentes enzimáticos que se revelaban a diferentes concentraciones de ATP, 
por lo que los autores utilizaron una ecuación que define la actividad observada 
como la suma de dos componentes enzimáticos y obtuvieron que estos 
componentes presentaban Km diferentes, una de ellas definía un sitio de baja 
afinidad por el sustrato (Km=200 a 1800¡¡M), componente que exhibe un valor 
similar al que se ha reportado por otros autores; el otro componente presentaba 
una afinidad alta (Km=2-16¡¡M). Las posibles explicaciones a estos resultados 
serían: a) que hubiera una población heterogénea de la enzima en la que por 
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actividad de la enzima y presentara la Km de baja afinidad y que la otra población 
contuviera a la enzima con el carboxilo terminal desplazado y que entonces 
originara el sitio de muy alta afinidad; b) que se estuviera midiendo la Km para 
ATP de cada una de las conformaciones en las que se presenta la enzima 
durante el ciclo catalítico, baja afinidad por ATP en la conformación E2 y alta 
afinidad por ATP dada por la conformación E" esta posibilidad es muy remota, ya 
que la velocidad a la que ocurre el cambio de conformación sería lo 
suficientemente grande como para no poder distinguir entre estas dos 
conformaciones. Sin embargo, Roberts y Beaugé (1997) plantean que el sitio 
catalítico se modifica durante el primer ciclo de unión de ATP y la posterior 
fosforilación-defosforilación de la enzima, transformándolo en un sitio regulatorio, 
de tal manera que la modificación que ocurre entre la primera y segunda 
exposición al nucleótido podría explicar las dos Vmax y Km que se han 
encontrado; c) que se formaran arreglos monómero-monómero y que 
funcionalmente cada uno de los sitios presentara una afinidad distinta por ATP y 
d) que hubiera una mezcla de isoformas de la enzima en el tejido examinado, 
aunque para los trabajos de Roberts el al. (1995) y Roberts y Beaugé (1997) esto 
no es factible, debido a que utilizaron una preparación de ATPasa de Arabidopsis 
Ihaliana obtenida por sobreexpresión de una sola isoforma de la enzima en 
levadura. 

Debido a que los resultados obtenidos con estos dos enfoques 
experimentales pueden tener varias explicaciones, no se ha aceptado que el 
arreglo nativo de la enzima sea oligomérico y si estuviera presente tampoco se 
sabe cuales serían sus implicaciones funcionales. 
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11. Antecedentes inmediatos 

El fenómeno de la germinación es muy interesante, ya que en él convergen 
una multitud de eventos que llevarán a la reactivación de la actividad metabólica 
de la célula, para prepararla para su posterior división. Sin embargo, los avances 
en el conocimiento de las caracteristicas bioquímicas que son propias de la 
semilla en germinación y que la distinguen de la semilla en período de letargo son 
escasos, debido principalmente a las dificultades técnicas y metabólicas que 
ofrece la semilla. Algunos de los trabajos que se realizan en la actualidad van 
encaminados a la búsqueda de componentes bioquímicos propios de la 
germinación, mientras que otros investigan que compuestos, enzimas o vías 
metabólicas se "reprimen" o se "activan" para mantener a la semilla con una 
escasa actividad metabólica y poca habilidad para germinar. 

La hidratación de los componentes celulares al inicio de la germinación, 
promueve la hidrólisis de los polímeros de reserva y su posterior transporte hacia 
las células embrionarias. La necesidad de las células tanto para mantener el 
metabolismo recién iniciado, como las condiciones de turgencia adecuadas, debe 
estar acorde con una actividad alta pero finamente regulada del sistema de 
transporte de solutos. 

Una enzima que podría ser clave en el proceso de la germinación es la 
ATPasa de protones, debido a que la generación de un gradiente eléctrico y de 
pH a través de la membrana plasmática puede facilitar el transporte secundario de 
nutrientes, fenómeno que está relacionado con la nutrición y la turgencia celular. 
Además, se ha planteado que la acidificación que promueve la enzima en el 
apoplasto, es un factor inductor del aflojamiento de la pared celular, ya sea 
porque los protones puedan ejercer un efecto desestabilizador en la membrana, o 
bien, porque se ha encontrado que a pHs ácidos hay una mayor actividad 
catalítica de las xiloglucan-endotransglicosilasas, las ~-glucanasas y las 
expansinas; las dos primeras rompen enlaces covalentes, mientras que las 
últimas rompen las interacciones iónicas de los componentes de la pared celular, 
promoviendo así su relajación (Bewley 1997; Crosgrove 1997). 

En trabajos previos en este laboratorio se reportó que la actividad de 
ATPasa sensible a vanadato, en las vesículas de membrana plasmática obtenidas 
de embriones de maíz sin embeber era relativamente alta, lo cual ponía de 
manifiesto que la enzima permanece potencialmente activa para reiniciar su 
actividad durante el período de la germinación, aún después de pasar por el 
periodo de desecación natural de la semilla (GarCia-Rubio el al. 1997; Sánchez
Nieto 1994; ver Apéndice). Además, se encontró que la actividad de la enzima se 
incrementa a las dos horas de la imbibición de los embriones y que 
posteriormente disminuye y se mantiene hasta las 5 h de imbibición (Sánchez
Nieto 1994). 

27 



Este aumento en la actividad a las dos horas de imbibición se nnrlri" 
explicar por síntesis de novo de la enzima; por modulación de la actividad de la 
enzima a través de la defosforilación, o a la proteólisis del carboxilo terminal por 
ejemplo, ya que estos caminos conducirian a un aumento en la actividad de la 
enzima. Esta posibilidad no es fácíl de descartar, porque en el inicio de la 
germinación hay una gran cantidad de enzimas hidroliticas que deberán 
encargarse de la hidrólisis de las reservas almacenadas en la semilla. Tampoco, 
hay que olvidar que existe un cambio en el estado de hidratación de los 
embriones, desde un 7% hasta un 60% durante las primeras dos horas de 
imbibición, lo cual puede llevar a cambios en la estructura de la membrana, 
debidos ya sea a un rearreglo de los componentes membranales, o bien a la 
incorporación o degradación de bloques estructurales producidos por el comienzo 
de la síntesis y degradación de los lipidos durante la reactivación del metabolismo 
celular. De esta manera, el cambio en el entorno membranal durante la 
germinación temprana, también puede constituir un factor que indujera una 
modificación de la actividad de la enzima, en virtud de la bien documentada 
sensibilidad de la enzima a los lípidos que la circundan (véase 1.3.3.4). 

Por otra parte, hay que considerar que la disminución en la actividad de la 
enzima después de las 2 horas y su posterior estabilización, hasta valores de 
actividad cercanos a los que se obtuvieron en las vesículas de membrana de los 
embriones secos, podría ser explicado como la conjunción de los mecanismos de 

... regulación ya descritos: el equilibrio entre lá síntesis y degradaCión de la enzima, . 
la modulación por fosforilación (que disminuye la activación de la enzima), el 
reacomodo del carboxilo terminal para dar lugar a una enzima con una actividad 
baja y finalmente, que la enzima que se encuentre en los tiempos de imbibición 
tardíos sea el producto de un gene diferente al que se expresó durante el proceso 
de embriogénesis, esto es, la síntesis de una isoforma específica. 

Todos estos factores podrían participar individualmente o en combinación, 
y darían una explicación al patrón de actividad encontrado en el inicio de la 
germinación de los embriones de maíz. 
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111. OBJETIVOS 

111.1 OBJETIVO GENERAL 

Determinar cuales son las causas que contribuyen a delinear el perfil de actividad 
de la ATPasa de H· de la membrana plasmática en los tiempos tempranos de la 
germinación. 

111.2 OBJETIVOS ESPECiFICaS 

111.2.1 Detectar la presencia de isoformas de la ATPasa de H· al inicio de la 
germinación de los embriones de maíz. 

111.2.1.1 Evaluar y comparar el efecto de diferentes modificadores en la 
actividad de la enzima de las vesículas de las membranas plasmáticas de 
los embriones embebidos diferentes tiempos, para encontrar diferencias 
que hagan evidente la presencia de formas diferentes de la enzima. 
111.2.1.2 Purificar a la enzima de las membranas plasmáticas de embriones 
embebidos diferentes tiempos. 

111.2.2 Medir el efecto de la modificación covalente (fosforilación y proteólisis) de 
la enzima a los diferentes tiempos de imbibición de los embriones 

111.2.2.1 Determinar el efecto de la defosforilación de la enzima en la 
actividad de hidrólisis de ATP. 
111.2.2.2 Remover la porción del carboxilo terminal de la enzima y medir los 
niveles de actividad. 

111.2.3 Establecer la influencia del medio anfipático en la actividad de la enzima y 
determinar si existen diferencias en las membranas plasmáticas de los embriones 
embebidos diferentes tiempos. 

111.2.3.1 Determinar y comparar los parámetros cinéticos de la enzima en 
diferentes medios anfipáticos. 
111.2.3.2 Medir el contenido de radicales libres y el grado de peroxidación de 
las preparaciones de membrana plasmática de loS embriones embebidos 
diferentes tiempos. 
111.2.3.3 Cuantificar el contenido de fosfolípidos en las vesículas de 
membrana plasmática aisladas de los embriones con diferentes tiempos de 
imbibición. 

111.2.4 Determinar la cinética de síntesis de novo de la enzima a los diferentes 
tiempos de imbibición de los embriones. 
111.2.2.1.1 Medición de la síntesis de novo de la ATPasa por incorporación 
de Metionina-S". 
111.2.2.1.2. Medir el efecto de la adición de inhibidores de la transcripción y 
traducción en los niveles de actividad de la ATPasa de protones en las 
vesículas de' membrana plasmática de embriones embebidos durante 
diferentes tiempos. 
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IV. Materiales y métodos complementarios 

La mayoría de los materiales y métodos que se utilizaron en la realización 
del trabajo incluído en esta tesis se encuentra descrito en los dos manuscritos 
que se encuentran en el Capítulo de Resultados (V). En tanto que la metodología 
que se utilizó para la obtención de una fracción enriquecida en vesículas de 
membrana plasmática (VMP) de embriones embebidos diferentes tiempos, se 
presenta en el artículo del apéndice. Existen otros resultados relevantes que se 
realizaron durante el desarrollo del trabajo de esta tesis, pero que aún no forman 
parte de ningún manuscrito. Estos resultados se han agrupado bajo el capítulo de 
Resultados Complementarios y en el presente capítulo sólo se describen los 
métodos que se emplearon para obtener esos resultados. 

IV. 1 Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS. 

Se hicieron minigeles de poliacrilamida-SOS según la técnica de Schágger 
y van Jagow (1987) como se describe en la Tabla 1. Se colocaron en cada pozo 
del gel 60 o 1 00 ~g de proteína membranal y como referencia en un pozo se 
añadieron 15 ~I de una mezcla proteínas de peso molecular conocido (estándares 
preteñidos de alto peso molecular Marca BIO-RAO). Se corrió el gel por 1 h a 50 
mV hasta el gel separador y después a 90 mV por 2.5 horas o hasta que el 
indicador se saliera del gel. El gel se lavó con solución de transferencia (25 mM 
Trizma base, 192 mM glicina, 20% metanol y 0.1 % SOS) por 10 minutos o se trató 
con las soluciones para teñir las proteínas del gel. 

Tabla 1. Cantidades de los diferentes componentes para preparar un minigel de 
poliacrilamida-SDS según la técnica de Schagger y van Jagow (1987). El grosor de los 
minigeles fue de O 75 mm. 

SOLUCIONES 
Acrilamida-Bisacrilamida 
(30%-0.98%) 
Amortiguador del gel 
Glicerol 
Agua 
Persul!ato de amonio 10%" 
TEMED" 
Volumen total 

* Adicionar justo antes de usarse. 

GEL SEPARADOR 
1.114ml 

1.114ml 
445 ~I 
668 Id 

11.14 fÚ 
1.11 fÚ 

3354.4 fÚ 

GEL CONCENTRADOR 
178.1 fÚ 

333.94 fÚ 

823.7 fÚ 
11.131'1 
1.11 fÚ 
1348fÚ 

Para teñir las proteínas, se agitaba el gel en una solución 50% metanol y 
10% ácido acético por 30 minutos, después se transferia a una solución que 
contenía 0.1 % de azul de Coomasie G en 10% de ácido acético y se agitaba de 
lOa 15 mino Si el fondo del gel era muy intenso, se procedía a desteñir con 10% 
ácido acético toda la noche, seguido de un lavado con agua. Para almacenar el 
gel se sumergió en 1 % glicerol por 10 minutos para colocarse después entre dos 
papeles de celofán, dejándose secar toda la noche a temperatura ambiente. 
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IV. 2 Electrotransferencia de proteínas de gAI~s ~~ pn!!ªI!:!"H:!!'!'!!da SDS :: 
papel de nitrocelulosa 

Las proteínas del gel fueron transferidas a papel de nitrocelulosa (O.4S¡.tm 
diámetro de poro) según la técnica de Tobwin et al. (1979). La transferencia se 
realizó a 340 mA por 1.5 h en una cámara húmeda con sistema de enfriamiento. 
Después de la transferencia se lavó el papel por 10 minutos con solución de TBS 
(O.SM NaCl, 20mM Tris/HCI pH 7.5) con agitación lateral moderada y se bloqueó 
con 2% de leche en polvo descremada marca Sveltes en TBS por 30 minutos. 
Para detectar a la ATPasa de H' de la membrana plasmática, se utilizó como 
primer anticuerpo un suero que reacciona contra la porción amino terminal de la 
enzima (Sánchez Nieto 1994) en una dilución de 1:1000 en TBS y se incubó toda 
la noche a temperatura ambiente, al término de la incubación se lavó el papel de 
nitrocelulosa dos veces por 5 minutos con solución nBS (TBS adicionado con 
0.05 % de Tween 20) y el tercer lavado se hizo con TBS por 5 minutos. Se usó 
como segundo anticuerpo el anti IgG de conejo conjugado con fosfatasa alcalina, 
en una dilución 1:1000 en TBS, incubándose con agitación lateral moderada y 
después de 6 horas se lavó el papel 2 veces con nBS y una vez con TBS 5 
minutos cada vez. Las bandas de reacción con el anticuerpo se revelaron 
después de 10 a 30 minutos por la adición de solución reveladora (25 mi de una 
solución de 1 mM MgCl" 0.1 M NaHCO,/NaOH pH 9.8 suplementado con 7.5 ¡.tg 
de cloruro de p-nitro azul de tetrazolio, disueltos en 250 ¡.tI de dimetilformamida al 
70 % Y 3.75 ¡.tg de fosfato de S-bromo-4 cloro, 3 indolil sal de toluidina disueltos 
en 250 ¡.tI de dimetilformamida). La absorbencia de las bandas de reacción se 
leyeron en un Ultrascan XL 100 (Pharmacia LKB Biotechnology AB) y se 
determinó el peso molecular de la banda por comparación con las bandas de 
proteínas de los estándares. 

IV.3 Medición de la incorporación da Metionina.35S en las fracciones de 
homogeneizado sin núcleos y microsomal de embriones de maíz embebidos 
por diferentes tiempos. 

Embriones de maíz (15) fueron incubados con agitación constante a 29°C 
por diferentes tiempos en 1.2 mi de agua o en agua suplementada con 100 ¡.tCi 
Metionina-35S (Actividad específica 1000Ci/mmol). Pasado el tiempo de 
incubación se lavaron los embriones con una solución de 1 mM Metionina (no 
marcada radiactivamente) por tres veces, agitando vigorosamente, para luego 
congelarse los embriones con nitrógeno liquido y molerse con mortero y pistilo 
hasta obtener un polvo fino, el cual se sometió a una segunda homogeneización 
utilizando un amortiguador que contuvo 250 mM sacarosa, 2 mM EDTA, 1 mM 
ATP y 70 mM Tris / HCI pH 8.0, en una relación de 1.5 mi de amortiguador por 1 g 
de tejido. El homogeneizado se filtró a través de cuatro capas de gasa y el 
sobrenadante se centrifugó por 10 minutos a 1000 xg en el rotor TLA 100.4 a 4°C. 
Una parte del sobrenadante obtenido, al que denominamos "fracción H-N" 
(homogeneizado sin nÚCleos) fue centrifugado a 13,000 xg por 1 Omin en el rotor 
TLA 100.4, nuevamente se tomó el sobrenadanle y se centrifugó a 100,000 g por 
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1 h en el rotor TLA 100A a 4'C. El botón obtenido (microsomas) se resuspendió 
en una solución de 2M de Urea, 0.5% Tween-20 y 1 % SDS. 

Para medir la incorporación total de Metionina-"S a las proteínas, se 
realizó lo siguiente: lavado de las fracciones H-N o microsomal con cuatro 
volúmenes de acetona por 2 h o toda la noche a -20'C. Después se centrifugó a 
15,000 rpm por 10 minutos a 4'C en la Microfuga MR1812 (Marca JOUAN) y el 
botón obtenido se lavó con éter y nuevamente se centrifugó a 15,000 rpm. El 
botón se resuspendió en 5% SDS y 5 o 1 O ~I de este botón se añadieron a 5 mi 
de liquido de centelleo, para leer la radiactividad de la Metionina-"S incorporada 
a las proteínas. 

Por otra parte, se tomaron 1 00 ~g de proteína mícrosomal y se separaron 
en un gel de poliacrilamida-SDS siguiendo la técnica de electroforesis descrita 
anteriormente. Después se transfirieron las proteínas a papel de nitrocelulosa y 
se detecto a la ATPasa de H· de la membrana plasmática con un anticuerpo 
específico. La banda qüe se detectó con el anticuerpo se cortó del papel de 
nitrocelulosa y se colocó en un vial que contenía 5 mi de líquido de centelleo. Se 
determinaron las cuentas por minuto por banda de proteína de 100 kDa. 

IV.4 Inhibición de la síntesis de novo de la enzima utilizando cicloheximida 
(inhibidor de la síntesis de proteínas) o a-amanitina (inhíbidor de la síntesis 
de RNAm). 

Se pusieron a embeber 7g de embriones de maíz AeO, sobre papel filtro 
humedecido con agua y se incubaron por 1. 2, o 3 horas a 29'C. Al concluir el 
tiempo de incubación fueron transferidos a un vaso de precipitados que contenía 
13 mi de 100 mM de cicloheximida o 200 ~g1ml a-amanitina, se agitaron 
vigorosamente y el contenido del vaso se vació a un papel filtro seco en una caja 
de Petri estéril. se distribuyeron los embriones en el papel y se incubaron por 1 o 
2 horas más a 29'C. Después de la incubación se procedió a obtener las 
vesículas de membrana plasmática según se describe en Sánchez-Nieto el al. 
(1997). A las VMP se les midió la actividad de hidrólisis de ATP sensible a 
vanadato según se describe en la sección de materiales y métodos del artículo 
que aparece en la Sección I del Capítulo de Resultados (V). 

IV.S Desfosforilacíón de la enzima. 

Se mezclaron 100 ~I de VMP (100 ~g de proteína) de embriones 
embebidos O o 5 horas con 400 ~I de fosfatasa alcalina unida a agarosa (40 
Unidades de actividad) equilibrada en 20 mM de Tris/HCI pH 7 y 2 mM de MgCI,. 
se incubó a 25'C durante O, 5, 10, 15 Y 20 min y la reacción se detuvo a cada uno 
de los tiempos indicados al filtrar el medio de reacción a través de una membrana 
de polisulfonato de 0.2 ~m. Al filtrado se le midió la actividad de hidrólisis de ATP 
(ver Materiales y Métodos del artículo que aparece en la Sección I del Capítulo V 
de Resultados). 
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v. Resultados 

Este capítulo se ha dividido en tres secciones. En las dos primeras se 
encuentran los artículos generados de este trabajo precedidos ambos por su 
correspondiente resumen. Mientras que en la última sección, se presentan 
resultados que no forman parte de ningún manuscrito, pero que son importantes 
porque completan la información obtenida en este trabajo de tesis en aspectos que 
pueden contribuir a explicar la regulación de la actividad de la ATPasa de H' de la 
membrana plasmática al inicio de la germinación. 

A continuación se mencionan las secciones contenidas en este capítulo: 

V.1 Comparación de la actividad de la ATPasa de H' de la membrana plasmática en 
vesículas obtenidas de embriones de maíz secos e hidratados (Biochim. Biophys. 
Acta 77475,1-3.1998). 

V.2 Propiedades cinéticas de la ATPasa de H' de embriones de maíz secos y 
embebidos 5 horas en una fracción de membranas plasmáticas y en una 
preparación solubilizada. (Enviado a Biochim. Biophys. Acta) 

V.3 Resultados complementarios. 

V.3.1 Efecto de la desfosforilación en la actividad de la ATPasa. 
V.3.2 Detección de los niveles de ATPasa a los diferentes tiempos de imbibición con 

un anticuerpo especifico. 
V.3.3 Incorporación de Metionina-35S a las proteínas totales, a la fracción 

membranal y a la banda de ATPasa de los embriones embebidos por 
diferentes tiempos. 

V.3.4 Efecto de inhibido res de la traducción y transcripción en la actividad de la 
ATPasa. 

V.3.5 Efecto de la concentración de Mg" libre en la actividad de la enzima y en su 
inhibición por vanadato. 
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Sección V.l Comparación de la actividad de la ATPasa de H' de la membrana 
¡Jicumiática ell V':;::iícuict5 uuienida5 de embriones de maíz secos e hidratados 
(Biochim. Biophys. Acta 77475,1-3.1998). 

Resumen del trabajo 

Una de las posibles explicaciones al patrón de actividad de ATPasa que se 
encontró al inicio de la germinación es la presencia de formas diferentes de la 
enzima, ya que hay evidencias de la expresión diferencial de los RNAm de las 
isoformas de la ATPasa en tejidos y estadios específicos del desarrollo de la planta 
(Ewing y Bennetl 1994; Ewing el al. 1990; Harper el al. 1990; Harper el al. 1990; 
Michelet el al. 1994). Esto complementado con el reporte de las características 
bioquímicas de tres isoformas de la ATPasa de H' de Arabidopsis Ihaliana (AHA1, 
AHA2 Y AHA3), trabajo en el que se encontraron diferencias en algunas de las 
propiedades bioquímicas de estas isoformas (Palmgren y Christensen 1994). 

Con el objetivo de encontrar evidencias que pudieran apoyar o descartar la 
presencia de formas diferentes de la enzima al inicio de la germinación, decidimos 
explorar el efecto de diferentes factores sobre la actividad de la ATPasa. 
Suponiendo de que si ocurrió algún cambio en la proteína (transcripcional o 
traduccional) durante la germinación, era entonces probable que sus parámetros 
bioquimicos también cambiaran. 

Debido a que dentro de las propiedades bioquimicas que caracterizan a una 
enzima, está la de presentar sitios especificas para 'Ia unión de ligandos (por 
ejemplo inhibidores y activadores), aminoácidos que son clave para la catálisis o 
para el mantenimiento de la estructura terciaria del sitio activo o de la proteina 
entera, se eligio determinar los efectos de concentraciones crecientes de vanadato 
(inhibidor) y lisofosfatidilcolina (activador), el efecto del pH y la estabilidad de la 
enzima al incremento en la temperatura de preincubación en la actividad de la 
ATPasa de los embriones embebidos diferentes tiempos, por lo que modificaciones 
en la estructura de la enzima que influyen o participan en la catálisis, podrian ser 
detectados de manera indirecta con alguno o varios de los factores elegidos. 

Se determinó el efecto del VD.3- sobre la actividad de hidrólisis de ATP en las 
VMP obtenidas de embriones embebidos diferentes tiempos. El vanadato es un 
inhibidor que se une fuertemente a las enzimas que presentan un intermediario 
fosforilado durante el ciclo catalítico, probablemente porque se parece al 
intermediario fosforilado, uniéndose al sitio activo de la ATPasa (Briskin 1992: 
Serrano 1990). Se obtuvieron los valores de 150 para vanadato (concentración de 
vanadato capaz de inhibir al 50% la actividad de la enzima) de los embriones 
embebidos diferentes tiempos a partir de las curvas de actividad de la ATPasa en 
presencia de diferentes concentraciones de vana dato y a concentración saturante 
de sustrato (Ver Resultados complementarios Sección V.3.5). Los resultados 
indicaron que la enzima obtenida de los embriones embebidos 5 horas era 5 veces 
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más sensible a la inhibición por vanadato que la enzima proveniente de los 
embriones sin embeber o embebidos 1, 2 Y 3 horas. Estos resultados sugerian que 
la enzima de los tiempos cortos de imbibición era diferente a la de los tiempos 
largos. 

Para apoyar los resultados obtenidos con el inhibidor se midió el efecto de la 
lisofosfatidilcolina, el pH y la temperatura en la actividad de la enzima proveniente 
de embriones embebidos tiempos cortos (Oh) y de embriones embebidos por 
tiempos largos (5h). La actividad de ATPasa de las preparaciones membranales de 
O y 5 horas aumentó por la adición de lisofosfatidilcolina (LPC), sin embargo, tanto 
la velocidad máxima obtenida como la concentración de LPC para alcanzar esta 
velocidad fueron diferentes en las dos preparaciones membranales. En cuanto a las 
curvas de pH se observó que ambas preparaciones membrana les (O y 5 h) 
presentaron el máximo de actividad a pH alrededor de 6.5, no obstante la actividad 
máxima y la forma de cada una de las curvas son significativamente distintas. Por 
otra parte, al aumentar la temperatura de preincubación de las VMP se observó un 
decremento en la actividad de ATPasa en ambas preparaciones membrana les, 
aunque fue más pronunciada la disminución en la actividad de la enzima de 5 horas. 
Aún cuando estos hallazgos si sugerían que a O y 5 horas hay dos actividades de 
ATPasa diferentes, no define si las diferencias encontradas se debian a isoformas 
distintas o a una forma modificada de la enzima. 

Una modificación que podría explicar las diferencias en las propiedades de la 
enzima de tiempos cortos y largos, es el desplazamiento del carboxilo terminal de la 
enzima, ya que se ha comprobado que la remoción o el cambio conformacional del 
carboxilo terminal pueden causar un aumento en la actividad catalítica de la ATPasa 
(Palmgren el al. 1988, Palmgren el al. 1991). Se ha planteado que la enzima 
mantiene una actividad baja cuando el carboxilo terminal interacciona con el 
dominio de unión a ATP o el dominio de transducción, mientras que, cuando se 
encuentra el carboxilo alejado de esta región, la actividad de la enzima aumenta. La 
proteólisis del carboxilo es un tratamiento que se sabe libera a la enzima de la 
restricción que impone el carboxilo para llevar a cabo la cátalisis. Aunque no es el 
único procedimiento que puede aumentar la actividad de la enzima, otra condición 
frecuentemente usada es la adición de lisofosfatidilcolina, la cual se ha sugerido 
que por ser un lípido membranal podría interaccionar con la porción hidrofóbica de 
la enzima e inducir el cambio conformacional necesario para alejar al carboxilo del 
dominio de unión (Gómez el al. 1997). 

Para investigar los posibles cambios en el extrremo carboxilo de la ATPasa 
de H+, se sometieron a las VMP de embriones embebidos O y 5 horas a dos 
condiciones, una de ellas fue el tratamiento con tripsina para eliminar el carboxilo v 
la otra condición fue la adición de lisofosfatidilcolina. Se encontró que la incubación 
de las membranas plasmáticas con tripsina o con LPC era capaz de incrementar la 
actividad de la enzima tanto de los embriones sin embeber como de los embebidos 
5h, lo cual sugería que las dos enzimas mantienen intacto su extremo carboxilo 
terminal y que este se encuentra en la conformación de baja actividad. 
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Para estabiecer de manera directa SI las OITerenCla::; ouSefvc1.lji::i::i tm iéi 
actividad de ATPasa de los embriones embebidos O y 5 horas se explicaban por la 
presencia de formas diferentes de la enzima, se procedió a purificar la proteína de 
las VMP de O y 5 horas de imbibición mediante un procedimiento ya reportado 
(Johannson el al. 1994). Primero se realizó la solubilización de la enzima y 
posteriormente se aplicó y eluyó de una columna de intercambio aniónico (MonoQ) 
mediante un sistema de FPLC. El perfil de actividad de ATPasa de las diferentes 
fracciones eluídas de la columna, mostró un pico máximo de actividad tanto para la 
enzima proveniente de los embriones no embebidos como para los embebidos 5 
horas, sin embargo, la actividad máxima y el tiempo de retención en la columna 
fueron diferentes para ambas enzimas. Los resultados sugieren que existen 
diferencias estructurales entre la enzima de O y 5 horas puesto que presentan 
diferente afinidad por la columna, pero no define si esta diferencia se debe a un 
cambio en uno o más aminoácidos, a que una de las formas presentara más o 
menos sitios fosforilados o bien a ambos tipos de modificaciones; ya que la 
presencia de formas diferentes de la enzima como la aparición de una forma más o 
menos fosforilada podría explicar las diferencias que se encontraron en la 
sensibilidad de la enzima a los diferentes factores probados. 

A pesar de los resultados anteriores no se puede descartar la participación 
del entorno membranal en los cambios de las propiedades en la actividad de la 
enzima, ya que la ATPasa es muy sensible a los cambios en el medio anfipático y 
además durante la germinación, los cambios en el estado de hidratación de las 
membranas celulares alteran la estructura membranal, probablemente no solo por el 
rearreglo de los fosfolípidos de la membrana (Crowe el al. 1992, Black 1997), sino 
también por la modificación de los fosfolípidos (Sandoval el al. 1995) y por su 
degradación y sintesis de novo. 
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Abstraet 

ATP hydrolysis from H+ -ATPase of plasma membrnne was mc:asured in vesicles from maize cmbryos imbibed at times 
between O and S h. The activity had a maximum at 2 h of imbibition. In arder to detect whether the: enzyme had the same 
characteristics through the first S h o( imbibition, vanadate and Iysophophatydilcholine sensitivities, as well as trypsin. pH 
and temperature cfTecu on the activity of the H+ -A TPase from plasma membrane vesic1es isolated from embryos imbibed at 
O or S h were studied. The fesults indicate that the activity expressed at O h is very diITerent (rom the activity al S h. The 
8ctivity (rom embryos imbibed (or S h was less sensitivc 10 vanadate, trypsin and Iysophosphatidylcholine, more sensitive to 
denaturing temperatures and with a broada pH dependence. as compared to the activity (rom embryos that were not 
imbibed. When vanadate-sensitive ATPase activity was purified by anion exchange chromatogrnphy, lhe peaks obtained 
from the O and S h imbibed embryos were difTerenl and non-overlapping. Thesc data could be interpreted in tenns o( 
difTerent enzyme structures from dry and imbibcd embryos due to either difTerent primary structures or covalent 
modifications. or differences in membrane vicinities. 0005-2736/98/$ - see (ronl matter e 1998 Elsevier Science B.V. AU 
rights reserved. 

Kqwords: Embryo gennin:uion; H+-ATPase; Plant plasma ffiC'mbrane ATPase; PLuma membrune; Seed gennination; Ln nta)'s 

Abbrcvilllions: AHA. Ambitlopsis H+-ATrase; Btp, 1.3-bis!
Tris(hydroxymelhyl)-methylamino1propanc); C'4Ea. polyoxy
ethyh:ne.8-myrislyl clher; ccer. carbonylcyanide nxhlorophen
yl_hydraz:one; DTT, dithiothrcitol; LPC. 
Iysophosphatidyleholine; MES, 2(N.morpholino)cthanesulfonic 
acid; MOPS, 3(N.morpholino)propane-sulfonic acid; PEG, poly
ethyJencglycol; TLCK. Na.p.losyl-L·lysinc chloro-methYI kctonc; 
TPCK, N-tosyl'L-phenylalanine chloro-methyl tetORe 
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J. Introduclion 

When a seed is imbibed. structural and metabolic 
changes occur in the embryo before radic1e protru
sion, which is the culmination of seed gennination 
(l.2). Mnny of these changes involve celIular mem. 
branes. It has been reported that tf~~ lipid bilayer 
undergoes slruclural modifications as phase transi
tions, as a consequence of the passage of the seed 
from the dry lO the hydrated state [3-7]. However, 
¡nfonnation On the activity of membrane proteins in 
the transition from the dry to the hydraled state is 
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scarce. Sorne oC these enzymes are required to sup
pon growth in more advanced sroges oC seed germi
nation. in order to produce rodicle protrusion. The 
H+ -ATPase. a bousekeeping enzyme. is one oC the 
plasma membrane enzymes that can fulfil some phys
iological functions associated lo germination. 

Thc H+·ATPilSC from the plant pll1$l1líl membrane 
is aD amphipathic proteio lhat translocates H+ 
agaiost a concentratian grndient: from the cytosol 
(0.1 11M HjO) lo the apoplastic 'pace (about 10 
IlM HjO), al the expense oC encrgy derived from 
ATP hydrolysis (8-10). Thc clcctrochemical H+ gra
dient thus generatcd can be used for secondary trans
port [11-141. cell clongation [15,16], and pH regula
tion [17-19]. Previous worlc showed lhat lhis cnzymc 
is present and potentially active in embryos from dry 
maizc seeds and that the extent of activity changed in 
embryos imbibed for 1 and 7 h [20]. The present 
work. describes the dynamics of the activity of the 
plasma membrane H+ -ATPase and the different 
properties that it displays during the fint S h of 
imbibition. when Wllter penetrates the dry maize cm
bryo, and no radiclc elongation is still visible. 

2. Materials and methods 

2.J. Biological material 

Embryos were disscctcd from mature, dry maize 
seOOs (ZeD mays L. hi'brid Montecillos A6Ch. Colegio 
de Posgraduados, Montecillo. Edo. de Mexico) using 
a scalpel and removing the endosperm. The integrity 
of the embryos was reflected in a gennination oC 
96%. the same as that reached by the whole kernels 
and which coincided with the Trypan blue exclusion 
test [2IJ. 

2.2. (krmination tests 

Embryos were slerilized with 0.12% sodium hypo
chloride for 2 min, washed twice with distilled water, 
placed on wet filler paper in Petri dishes, and ineu
bated at 29°C in darkness for different times. For 
germination recording. 30 embryos werc imbibed 
from O to 72 h. The embryos were considered to be 
germinated when the radicle reached al least 1 mm oC 
elongation. 

2.3. Water uploke 

Three hundred and ninety sterilized embryos were 
placed in 13 Petri dishcs 3nd samples of 30 embryos 
were taken to determine fresh weight at the indicated 
times. 

2.4. Isolation 01 plasma membrane 'l'esic1es 

Al the end of eneh incubation time (O, 1, 2. 3 or 
5.S h), batches of 200 embryos were immediately 
frozeo with liquid N2, ground initially with mortar 
and pestle. and then with a Tissue Tearor (Biospec 
products. Oldahoma, USA) at 12000 rpm for 4 min 
to produce a fine powder. The powder was sus. 
pended in homogenization buffer containing 250 
mM sucrose. 2 mM EDT A. 1 mM ATP. 70 mM 
Tris-Ha pH 8.0, 15 mM j3-mercaptoethanol. 4 
mM dithiothrcitol (DTI). 100 llglml N-tosyl-L-phe· 
nylalanine ch1oromethyl ketone (TPCK). SO llglrnl 
Na-p--tosyl-L-Iysine chloro-rnethyl ketone (TLCK) 
and 7 mglml chymostatine. at a ratio of I.S mi buffer 
per g of embryo fresh wcight. The homogenate was 
fi1te~ through four layers of cheeseclotb and cen
trifuged al 1000 g for 7 mino The supematant was 
used lo obtaio an enriched plasma mcmbrane vesicles 
by the aqueous PEOlDextran two-phase partitioning 
system [221 fol1owing the modifications described by 
Sánchez-Nieto et al. [201. 

2.5. So!ubilizaUcm (!fu! pwijiral;(J1I ni tfu! en:!yme 

TIte procedure was perfonned aecording to 10-
hansson et al. [23] with sorne modifications. Plasma 
membmnes al n concentration of 4 mglml were 
mixcd witb an equal volume of buffer A containing 
10 mM MOPSlBTP pH 7.0, 20% (v/v) glycerol. S 
mM EDTA.O.l mM DIT, 0.5 mM ATP and sup
plemented with I M KCI and 1.5 mglml Cl .. E,. This 
buffer was added dropwise under continuous ,timng 
ond followed by an ¡ncubalion at room temperature 
for 30 mino The mixture was then centrifuged at 
100000Xg for 45 mino The pellet was resuspended 
in the initial volume oC buffer A and the enzyme was 
solubilized by dropwise addition of buffer A contain
ing 20 mglml dodecyl·¡l-o-maltoside (1 mi resus
pended pellet per I mi buffer for solubilization; for 
optimal recovery oC the A TPase activity the deler-
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gentlprotein ratio was abaut lO), under contiouous 
stirring. ACter 30 min at room temperature, unsolu· 
bilizcd material was pelleted at lOOOOOXg for 4S 
mino The supernatant was applicd to a MonoQ 
HRSI5 (Pharmacia) FPLe anion-exchange colurno. 
The columo was equilibrated with lO mM histidine· 
HCI, S% (w/v) glycerol, 0.1 mM EDTA, 0.5 mM 
A TP, pH 6. Bound protein was eluted by applying 
a 0-1.0 M linear gradient of Nael at a How rote of 
0.3 mUmin. Fractions oC 0.5 mi were colleeted and 
assayed for ATPase activity in the presence and ab· 
sence of sodium orthovanadate. 

2.6. Lipid aCl;"ation 01 lhe Ir ·ATPase 

Soybean phospholipids were added to restore the 
A TPase activity lost duriog the purification of the 
H+·ATPasc [23]. A solution consisting of lO mM 
MOPSIBtp pH 7.0, 5"/0 (vlv) glycerol, 0.1 mM D11 
(dithiotreitol), 2 mgfrnl asoleetin and 2 mgfml dodec· 
yl-¡l--J>o.maltosidc was mixed with an equal volume of 
tbe column eluate or the supematant of the dodecyl
¡l--o-maltoside solubilization, and the mixture was in· 
cubated for 8 min al room lempe:rature before doing 
A TPasc activity mcasurements. 

2.7 .. Determination 01 A TPase acti'lity 

ATP bydrolysis Crom plasma membrane H+-AT
Pase (EC 3.6.1.35) was measured as described in Sán
chez-Nieto et al. [24] in ISO ¡.LI oC assay medium that 
contained: 250 mM sucrose, 7 llM carbonylcyanide 
m<hlorophenyl·hydrozone (CCCP) and 2 mM so
dium azide to prevent ATP bydrolysis Crom traces 
oC contaminant mitochondrial ATPase (EC 3.6.1.3). 
ATPrrris pH 7.0 and Mgeh were added al lhe con· 
ccntration indicated in each experimento The calcula
tion oC the concentration oC ATP and Mg2+ com
plexes WllS done as described in Rodriguez-Sotres 
and Muñoz-Clares 1251 and the substrate concentra
tion was given in tenns oC A TPHMg [24}. Thc stand
ard reaction mixtures also included 100 ).1M (54 J.1g/ 
mi) egg lysophosphatidylcholine (type l. Sigma), or 
concentrations between 15 and 125 11g1m.1 in litration 
experiments. Brij 58 had no effcct on A TPase activ. 
ity. either in O or S h preparations. ThereCore. this 
detergent was not added in Curther experiments. So
dium orthovanadate prepared according to Gallagh-

er and l.eonard (26], was used in concentrations Crom 
10 to 300 J.l.M. ATP hydrolysis was initiated by the 
addition oC 3.3 J.l.g of membrane protein. After 3 h at 
30° e, the reaction was stopped by adding SOS (12% 
final concentration). Released Pi was determined 
with the method of González-Romo et al. (27]. Al! 
assnys were done in triplicate Cor each treatment tlnd 
all experiments were repeated with three to six differ
ent membrane preparations, each one at least twice. 

Data from ATP hydrolysis in the presence oC in
hibitor were analyzed witb the aid of non-linear re
gression algoritbms implemented in the software 
paclcagc Origin (Microcal Software, Northampton. 
MA, USA) by fitting the experimental points to the 
following equation: 

• = V, 1,./(1,. + [VO¡-J) (1) 

where. Yo is the activity in the absenet: oC inhibitor 
and v the observed activity. 

2.8. Determination 01 "Pase activity 

ea2+ -dependent ITP hydrolysis was detennined in 
a. medium containing 250 mM sucrose, 20 mM 
MOPSIBtp pH 7.0, 2 mM NoN" 7 mM CCCP, 10 
mM ITP, 10 mM MgCI" 100 mM EGTA, 54 mglml 
LPC and SO mM Cree ea2+, which was estimated as 
described by Camelli el al. [28]. The reaction was 
started by addition oC 3.3 mg oC plasma membraoe 
proteio and stopped by 24% SDS addition. The re
leased phosphate was determined as described by 
Gonzalez-Romo et al. [27]. 

2.9. Trypsin treatmenl 

A 600 mg amount oC plasma membrnne protein 
was added to 480 mi oC proteolysis medium contain
ing 250 mM sucrose, 2 mM OTI, S mM EDTAlBtp 
pH 7.5 and 4 mM ATP/Btp pH 7.5. This was mixed 
with an cqual volume of proteolysis medium supple
mented with 24 mg oC soybean trypsin (Boehringer 
Mannheim). ACter 20 min oC digestion at 20°C, the 
reaction was stopped with the addition of 240 mg of 
soybean trypsin inhibitor in 240 mI oC proteolysis 
medium. The membranes were washed with S vols. 
oC solution containing 250 mM sucrose and 20 mM 
MOPSlBtp pH 7.0. Arter centriCugation at 
100000Xg. the pellet was resuspended in the same 
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solution al a concentration of about 1.0 mg/ml. 
Measurements of ATP hydrolysis were immediately 
pc:rronned. 

2. JO. pH dt!pendmce 01 A TPase activity 

ATP hydrolysis was measured in the assay mixture 
described aboye (with 8.11 mM ATPHMg and 35 
J.lM free Mg2+), bUI bufTered with SO mM MESI 
Btp when pH was s7.0 or using SO mM MOPSI 
Btp when pH was i2:7.0. Activity al pH 7.0 was the 
same regardless oC the buffer employed. The calcula
tion orthe parameters Vm• lt • pK •• and pK2 were per
formed according to Segel [291. or by fitting the 
aboye data to the Eq. 2: 

(2) 

2.JJ. Effect 01 denaturing temperalures on ArPase 
activity 

A 3.3 J.lg amount of plasma membrane vesic1es in 
nn A TPase assay- mixture without ATP and MgCl l • 

was incubated al 35, 40, 45, 50, 55 or 60°C, in a 
water bath for 10 min, and then the tubes were im· 
mediately transferred to a water bath al the temper· 
ature of the A TPase assay (30°C). TIte activity of the 

tatler samples was determined by mixing with ATP 
and MgCh (8.11 mM ATPHMg fina) complex con
centration and 35 )1M free Mg2+), the reaction was 
nrrested after 3 h and the remaining enzyme activity 
was measured as described above. 

2.12. PrOle;" cI~term;nQtion 

The method of Peterson [30) with bovine serum 
nlbumin us stundaro was used. 

3. Results 

3.1. Water uptake and germination 

When dissected embryos were imbibed in water, a 
rapid ¡ncrease in their fresh weight took place (phase 
1) followed by a slower phase (phase II) and final1y 
by a faster phase of fresh weight ¡ncrease (phase 111, 
Fie. 1), resembling lhe panero previously observed in 
whole seeds [2]. Tbe first phase of water uptake has 
becn described as a perlod in which sorne tissue in· 
jury takes place, and the second to the time when a 
re·assumption of metabolic activity and re-organiza
tion of cell structures occur [2]. Fig. 1 shows that in 
our cultivar, phase Il has already started after 1 h of 
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FiS. 2. Paneros or A TPasc activity and vanadate sensitivity at e3t1y imbibilion times. ATPlIsc IIctivity (.): 200 a: o( embtyos wen: im
bibcd (or tba indicated times, thcn were homoaenizcd in ¡¡quid N:. 1ñe plasma membrane enriched (rnclion was obtaincd by the 
aqueou! polymer two-phasc: partilionin, system and the n:sullinS U: (rnction WllS used 10 measure A TP hydrolysis wilh 3.3 ~, o( 
membrane protcin. The IISlay medium consistcd o( 250 mM sucrose, 20 mM Tri~Ha pH 7.0, 2 mM NaNJ • 100 j.LM (S4 j.Lglml) Iyso
phosphalidylcholinc. S.II mM A TPHMI and 35 11M (ree Mi". Vanlldllle sensitivity o( A TPase activity (O): lbe inhibition o( pluma 
membranc H" -A TPase lClivily by incn:asinl concenlrations o( Na, VO, WlIS dctennined in plasma membrunc vaiclcs oblllincd rrom 
O, l. 2. 3 and 5 h imbibed embryos. To obtain the l. values, increasinl vanadale conc:cntralions werc IIdded lo lhe reaction mcdium 
Ind lbe vanadate-sensilive AT'Pnsc act.ivilY was fiucd lo Eq. I in Seclion 2. 

imbibition and pbase III wns initiated at about 8 h. 
Thc lattcr was close to thc time when radicle elonga
tion started (as inferred from the germination pereent 
which was about 15% al 15 h of imbibition). The 
germination curve (Fig. 1), shows that during the 
fiest 10 h of imbibition. no gennination of embryos 
took place. 

We followed the activity of the plasma membrane 
H+-ATPase during the fiest S h of imbibition; this 
included phase I and the initial part of phase lI, 
when thc metabolism reactivation starts to take place 
and there is no germination yet, assessed as rodicle 
protrusion [2}. 

3.2. ATPase activily pro file 

The activity of the plasma membrane H+ -ATPase 
was measured as vanadate-scnsitive ATP hydrolysis 
in plasma membrane vesicles purified from embryos 
imbibed from O to S h (Fig. 2). The non-imbibed 
embryos showed a high activity that increased to a 

maximum arter imbibition ror 2 h; this subsequently 
decreascd to a level of constant activity similar ·to 
that of the non-imbibed embryos. 

3.3. Properlies 01 the enzyme tllrougholll lhe firsl 
¡'ours 01 imbibition 

3.3.1. Vanatlate inhibition 
To explore if the variation in ATPase activity dur

jng the first 5 h or imbibition was :tssociated to 
changes in sorne propcrties of the enzyme, we com
pared the sensitivity to vanadate, a highly specific 
inhibitor of the plasma membrane H+ -ATPase [8], 
on the activity present in membranes isolated from 
non-imbibed embryos or imbibcd for 1, 2, 3 and 5 h. 
Fig. 2 shows that the enzyrne activity from mem
branes of non-imbibed embryos and those imbibed 
for 3 h was more sensitive to vanadate than that of 
membranes aftee 5 h of imbibition, as il can be de
duced from the Iso values obtained foc vanadate ef
fect. It is shown that the Iso values for vanadate 
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Fig. 3. Eft'ect of increasin¡ Iysophosphatidykholine concentra
I)onl in lhe plasma membrane ATPase activity from embryos 
imbibcd for O (upper panel) and S h {Iower panel}. A 3.3 111 
amount of membranc prolein (rom O am.l S b imbibed c:mbryos 
was addcd \0 Al) A TPasc ~y c;ontaininl 250 mM sucrose. 20 
mM Tris-Ha pH 7.0, 2 mM NaN). 8.11 mM ATPHM. and 
35 ~ free Mg2+ and Iysophosphatidyk:holine al the indicaled 
conceatralions. Each VIIluc was exprnsed .s percent of lhe DC
tivily wilhoul lysophosphalKlylcholine as 100'Y .. Thc control BC
livities were 13.61 runol Pi/ms/min and 16.0 nmol Pilm¡lmin 
fOf O and S h, respcctiV'Cly. 

inhibition oC the plasma membrane ATPase nctivity 
fram embryos imbibcd Coe 5 h was about S-raid high
er \han that al earlier times. 

In view of the difTerential sensitivity oC ATPase 
activity to vanadate al early and late imbibition 
times, we investigated the possible changes in olher 
properties of lbe enzymc in crnbryos from an initia) 
time, i.c. O h (dry, non-imbibcd cmbryos) and in 
embryos at longcr times, i.c. 5 h (hydratcd, imbibed 
embryos). Thc peak: of activity al 2 h was not further 
studicd. 

3.3.2. Lysophospharid"lcholint aclivation 
Fig. 3 shows the effect of a plasma membrane H+

ATPase activator Iysophosphatidylcholine (LPC) 
[31-33] on the ATPase activity ofplasma membranes 
from O and S h imbibed embryos and we found sig
nificant differenccs. The concentration oC LPC re
quired lo altain the maximal stimulation of H+-AT
Pase activity from non-imbibcd cmbryos was 1.5 
times higher than in embryos imbibed S h. Thc ae
livity from non-imbibed embryos exhibited n maxi
mal stimulation 1.3S-fold higher, as compared to the 
activity of embryos imbibed S h. The lack of effect of 
Brij-S8 on A TPase activity from both preparations 
implics that detergent aetion of LPC can be rulcd out 
(scc Section 2). 

3.3.3. pH p"file 
The pH profiJe of the activity from lhe plasma 

mcmbrane H+ -A TPase was also different in embryos 
imbibcd for O or S b. Fig. 4 shows tbat although botb 
activities exhibited brcad peaks, lbe enzymc from 
non-imbibcd embryos sbowcd Jarger activity changes 
in response to thc variation oC pH. The aetivity of O 
b was 2.3-fold higher than lhe aetivity from S h im
bibcd embryos. Estimates of the optimal pH for both 
types oC embryos were of 5.9 and 6.2 for the O and S 
h imbibed embryos, respectively, and the correspond
ing pK values were S.S and 6.3 Cor dry embryos and 
oC 5.2 nnd 7.2 for S h imbibed ones. 

3.3.4. Temperarure stabilily 
Since enzyme stability at denaturing temperaturcs 

is a goad parametcr lo deteet differences in prote.in 
structure, we measured the behavior oC lhe plasma 
membrane H+ -ATPase fmm O and S h imbibed cm· 
bryos as funclion of temperature (Fig. 5). The en
zyme from non-imbibed embryos was smbJe and ac
tive up to 4Q°C f(!'r 10 mino bu! ;1 progressive!y los! 
activity as the tem.perature was raised. In contrast, 
the activity from S h imbibed embryos suffered pro
gressive 10$$ of activity as tem.perature was ralsed 
above 3S·C. 

3.3.5. Trypsin serui/irity 
Palmgren el al. [34,35] have shown tbat c1eavage of 

tbc e-termina! of tbe PM H+ -A TPase with trypsin 
inercases the enzyme activity. In order to test ü the O 
and 5 h enzymes showed a different response to tryp-

Rnl\MEM 7747~ Ilt.Q.Ilj( 
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Fig. 4. pH dependence of lhe plasma membrane ATPI\SC DClivily rrom O ~ and S (e) h imbibcJ m'lbryol. ATP hydrolysis wns as
saycd in a medium consistin& orlSO mM lucrase, 2: mM NoN). lOO p.M (54 J.lllmI) IYlOphosphatidylcholine, 8.11 mM ATPHM¡. 3S 
p.M free M¡2+ and .so mM MOPSIBtp (pH 7.0) or SO mM MESlBtp (pH 7.0) over the pH ran¡c SS-8.S. 11Ie experimental values 
_re uscd to obtain the pK conltenls values with Eq. I in Scction 2. 

sin aetivation, the cxperiment presenled in Table 1 
was perfonned. 111e results show that the O h prep
aralion was stimulated 9()01o by trypsin and 75% by 
LPC. On the olher hand. the 5 h preparation wns 
stimulated 35% by trypsin and 43% by LPC. The 
stimulations observed with trypsin and LPC were 
nol additive. 

3.4. Purification 01 (he plasma membrane ATPase 

A possible explanation for the biochemical differ
cnees obsorved was that non-imbibed embryos pos
sessed one fonn of the enzyme which was different 
from the form prcscnt in S h imbibed embryos. Thus, 
the plasma membrane H+-ATPase from membrane 
prcparations of embryos imbibed O and S h was solu
bilized with dodecyl-p-o-maItoside and then purified 
in a FPLC system with nn anion exchanger. The 
yields of the different steps are in Table 2. lt is shown 
that in relative tenns, the wash with the detergent 

C."E, rendered pellets with similar enriehment in 
specific activities (l.S-fold and 1.9-fold for O and S 
h, respectively) to the prcparation obtained in the 
Johansson et al. procedure (l.S·fold, {23D. In the 
same way, the solubilized enzyme after dodecyl-p-o
maltoside treatment presented recoveries of specifie 
activity of I.S·fold nnd 3.0-fold foe O and S h, re
spectively, which is in the same range (2.6-fold), as 
foc the analogous enzyme reported by Johansson et 
al [231. The final step of purification produced an O h 
enzyme of a 2.S-fold purification and a S h enzyme 
with a S.2-rold increase in specific activity. This pu
rification is higher than the one attained by Grand
mougin-Ferjani el al. {36], but lower than Johansson 
et al. procedure [23], whieh yields a preparation with 
an 8.6-fold increase in specific activity. lt is clear that 
O and 5 h preparations have low specific activities 
throughout the purification procedure as compared 
to olher preparntions from more conventional sour
ces [23]. This might be due to the nature of tissue, 

"" ....... ~ .. '''c ". " n .. 
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Pi .. S. Sensitivity of plasma mcmbnne ATPusc Ic:tivily 10 hi¡h lemperalum:. A 3.3 p.J lmaunl of mcmbrane protein fmm ptaJma 
mcmbnlnc vesic:lcs O (II) Ind S (e) h imbibed embryos was preincubAtcd in lhe ATP assay mixture contaiDinl 250 mM JUaOSe, 20 
mM Tris·Ha pH 7.0, 2 mM NaN, lOO 100 ~M (504 p.¡/ml) Iysophosphatidykholinc for 10 mm al lhe indicated te:mperalure. 'Thcn, 
tbe mtare wu Inmsl'cn'Cd 10 *" ineubatton lemperllure or 3O-c 10 measure A1'Pate-activiIY. This wu inili.:!.ted by the addilion of 
ATP l!lId M¡2+ Illbe flnll eoncmtmllon of8.11 mM A1l'HMllnd lS ~M free Mi+. 

whieh is embryonie tissuc in a quiescent state (O h) or 
just about re-starting rnetabolic Cunetions (S h). 

The MonoQ colurnn elution profiles oC the solubi
lized ATPase from plasma membranes oC embl)'os 
imbibed ror O and S h are shown in Fig. 6. Each 
preparalion had a unique symmetrical and non-.ovcr
lapping peak of vanadate-sensitivc ATPnsc activity, 
bul with different retention times. Thc maximal ne
tivity oC the peak from dry embryos was round in 

T.bk I 
Mect or Irypsin lrealment on lbe ATPase aetivily from plasma 
rncmbranc H"·ATPase flom cmbryos imbibed O Gnd S h 

Trcaunent 

Control 
Trypsin 
LPC 
Trypsin, LPC 

A TP hydrolysis (runol Pilmalmin) 

Oh Sh 

13.0:!:0.7 
24.6:t0.7 
11.7±O.3 
22.9:t 0.7 

16.1 :!:O.4 
21.6:tO.4 
12.9:!:O.3 
12.0:!:O.6 

Plasma membranc vuicles were exposed lo Irypsin or LPC De· 
!ion as dcscribed in Scaion 2 and arter washin .. A TPase activ· 
it)' WlI mealuted al Pi ~Jease_ 

Craction 12 and thal from the imbibed embryos was 
in fmction 20. 

4. DJscuss!on 

The mpid initial phase oC water upta1ce is accom· 
p:anied by a Jeakage of solutcs from thc seed or the 
embryo [2]. This has becn inlerpreted as an increase 
of permeability by injury or the cen membmnes that 
simultaneously undcrgo a process oC self-reassembly 
upon lhe water influx to the seed tissues [3,6.37]. This 
phenomenon contmucs during the subsequcnt slower 
pbase oC water uptake (phase 11), when !!I..any meta
bolie palhways are re-established (2,S]. In our study, 
maize embryos aftcr the first S h or imbibition were 
in the second phase of water uptake. Thercfore. we 
considered that tbis wns an appropriate period oC 
time to study the onsct or expression and the course 
or the H+-ATPase activity from the plasma mem· 
brnne upon hydrntion of thc cmbryo. 

The plasma mcmbrane prcparations used were 
highly pure, as cstÍn'lated by che enrichment or glucnn 
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synthasc JI (EC 2.4.1.12), a plasma membrane 
marker enzyme [20]. In addition, similar extents of 
vanadate-sensitive ATPase activity (about 85%) and 
the contaminant ATPase (mitochondrial ATPase, 
about 15%) were recovered in preparations either 
from non-imbibed or imbibed embryos (results not 
shown). thus ¡tllowing a fair comparison of the a.c
tivity throughout the coursc of imbibition. 

The ATPase activity of the plasma membrane 
Yesicles obtained from non-imbibed embryos was re
markably significant considering that the tissue was 
in physiological ¡atency and it wa!l not exposed to 
water before homogenization. This suggests that al 
least part of the enzyme syntbesized during embryo
genesis remains in the membrane and is potentialIy 
active through the desiccation period, being able of 
functioning during carly imbibition. This finding is 
consistent with reports that indicate that cytocheome 
oxidase (EC 1.9.3.1), ATPase and other enzyme ae
tivities from oxidative phosphorylation are present in 
mitochondria from dry sunflower seeds [38], and 
maize embryos of dry seeds [39]. lt is possiblc that 
lhe plasma membrane H+-ATPasc is related to trnns
membrane solute transport, an essential function for 
the survival of the embryo during gennination [1]. In 
fact, becnuse of its importance as a primary pump, 

Table 2 

this A TPase has been postulated as a housekeeping 
enzyme (40). 

Allother chameteristie of the enzyme aetivity pro
file is the presence of a maximum activity al 2 h of 
imbibition. There are enzymes as superoxide dismu
tase (EC 1.15.1.1) [41]. peroxidase (EC 1.11.1.17) 
[41]. and mitochondrial ATPase [39J. that also 
show a peak. oC activity during the first S h of imbi
bition. However, no explanation has becn found for 
this transient increase. In our case. once that the 
maximum activity was reached. a progressive de
crease leading to the same ¡nitial levels oC activity 
was observed. However. it is likely thut the ATPase 
activity increases again during radicle elongation. 
since a direct eorrelation between cell elongation 
and A TPase aetivity in growing coleoptiles has 
becn reported [15]. 

The changing profile of A TPase activity during the 
first 5 h of imbibition could be due to several causes: 
(a) ehanges of turnover rates, which could involve 
changes in lhe amount andlor expression of different 
isofonos; (b) modification oC the enzyme: (e) 
ehanges in membrane properties; (e) a eombination 
of more than one of these possibilities. Sorne of lhese 
various alternatives may be the result of differences 
in structural Ceatures of the enzyme. 

Puriticuion o( lhe plasma membnme H+·A1"hse from dry and S h imbibed maitrl embryos by solubilizalion with dodecyl-p...o-malto
side and by anion exchan,e chrom:uo¡raphy acconlinl 10 Johannsson el al. [231 

Fraction Prolejn (m¡) Tolal ATPase Iletivily Spcdlie ATPasc 
(nmol Pi/min) aetivity (nmol Pi/ 

mglmin) 

Oh l h Oh l h Oh lh 

Plasma membrune frou:lion !I.O (loo'M' 8.0 (100"/.) IIO.!I 174.4 22.1 21.8 
C ... E. wash 

Pelle! (ATPase) 1.9 (38.0) 4.08 (SI) 63.6 169.J Jl.S 41.5 
Supematañt '.0 2.9S '.' 17.6 ,., l.' 

Oodecyl-p...O-mnltoside solubilizalion 
Pellet 0.7 1.2 7.77 11.7 It.l 9.8 
Supemalant (solubilized ATPase) 1.0 (20) 2.7 ()J.7) 40.6 17J.3 40.6 64.2 

MonoQ (raetionation 
Best (ractionb 0.09 (1.8) 0.08 (1.0) l.6 9.1 61.9 114.3 

Plasma rnembrnnc vesidcs used for purification WCf'C obtaincd from 20 I of embryos by lhe I1qucous phase partitioninl systcm aceord
inl 10 Ihe mcthod of Sánchcz-Nieto el al. (201. 
'Pcrcent o( a n:covcry of caeh (rnetion. 
bReferrcd as the cluted rmetion with the highcsl ATPasc activity (eotresponder.! lo froction 12 in dry embryos Ilnd fmetion 20 in im
bibed embryos). 
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Fil. 6. Elution profile of the ATPasc aetivity from a MonoQ SlS column rrom lM1odecyl-il-~mIlltoside IOlubilized enzyme rrom O (11) 
and S (e) h imbibcd embtyos. 'Tbe bound enzyme was eluted wilb • Naa linear ¡nadieftl in JI bull"er containin, lO mM histidine
HCI pH 6.S, O.S mM ATP, 0.1 mM 017 and O.I·mM EDTA with a ftow mte of 0.3 mUmin and O.S mi rrDdMms were c:ollccted. An 
aliquot or 300 p.I was supplement.ed with asolectin phospholipids to rmore Ddivity {23}. From this mixture. mmpla or 2 ~ of protan 
were withdn.wn lo measun: ATPase activity as described in Section 2. 

In relation to the first possibility, the only work 
relating lhe biochemical properties of the enzyme lo 
different isoforms has been done by Palmgren and 
Christensen {42}. Their wQrk established that the 
three AHA isoforms have different pH profi1e. vana
date sensitivity and LPC aClivalion. In addition, nn 
induced poinl mutation in no essential residue of the 
carboxy terminal segment of the yeast enzyme has 
becn reported to shifl the pH oClivity profiJe aboye 
6.5 to a higher value [43]. Thus, the differences re· 
garding values of optimal pH Dnd pK shown by the 
enzymes of O nnd S h. may be due to differenccs in 
the isozyme expressed. 

In relation to enzyme modification. it is well 
known tbat an ¡ncrease in aClivity is promoted by 
pbosphorylation of tbe enzyme [44,45]. Indeed, Eraso 
and Portillo, [461 showed lhat substitution of a Deg
atively charged amiDO acid in the potential phos
phorylation site of lhe yeast ATPase caused an in· 
crease in the activity acd in lhe sensitivity to 
vanadate, and a displacement of the optimal pH to 
neutral values. On the other side. vanadate, an inhib· 

itor that prevents the fonnalion of the H+·A TPasc 
phosphoenzyme intenncdiate [47) is higbly specific 
(K¡ in the range of 1-10 v,M). Mutatians in and 
around thc essential phosphoryla.tion site in yenst 
H+ -A TPase caused ao increase in the K¡ for vana· 
date [43]. Our resu1ts show that the Iso vaJues found 
for vaoadate of the enzyme of 5 h and the enzyme 
from earlier times are markedly difTerent. In addi
tion, lhe difference found in thermal stability of the 
activities from O and S h mny also be explained by 
distinct structurnl chnrncteristics in both cnzymes. 
This last difference and those observed in the pH 
profiJe and vanadale sensitivity of the two enzyIDe 
preparations would suggest possible changes in the 
amino aad sequence, or covoJeol modifications 5uch 
as phosphorylatioo. 

The differences in the properties of the enzymc at 
the times of imbibition tested could ruso reftect var
iations in the membrane environment, since it is well 
known that lhe activity of tbis enzyme is strongly 
inftuenced by the lipid surroundings (48). In our sys
tem, il is pos5ible to expect changes in the Iipid com· 
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position oC the membrane during the early stages oC 
gennination, due to me presente oC endogenous en
zymes, Le. lipoxygenases (EC 1.13.11.12) and rauy 
,cid Iyasos [49). 

Our data with LPC also show a difTerence in the 
pattem oC activation oC the enzyme. both in terms of 
maximal activa.tion. and in terms oC dependence oC 
LPC concentration. Palmgren and Sommarin (32] 
and Palmgren et al. [SO] reported that the range Cor 
both maximal activation and a complete detergent 
action by LPC was from 0.9 to 0.14 proteinlLPC 
ratios. In our experimental conditions, the range of 
proteinILPC ratios explored was Crom 0.73 (at 30!lg 
LPC per mi) lo 0.18 (al 120 I1g LPC per mi), ,herc· 
fore, we eonsidered that all the enzyme was fully 
activated by the LPC concentrations tested and had 
complete avaiJability of substrate due to absence of 
lalency release by Brij 58 addition. Olsson el al. [33] 
suggested that there is a direct interaction of LPC 
with the C-tenninal of lhe A TPase, and Gomés el 
al. [SI] proposed that L~C interaets with the mem
brane hydrophobie boundaries of the enzyme. In the 
same token, the smaller efTect of trypsin on the S h 
enzyme could suggest that tbis enzyme was partially 
devoid oC the C-terminal; however, according to the 
primary stmeture of the two maize isoforms reported 
so Car [52,531. a removal of the e-terminal by trypsin 
cleavage WQuld render proteins with a pI of 5.57 
(Mhal) or 6.58 (Mha2). In both cases, the protein 
would nol bind to the anion exebanger at pH 6.5 in 
our chromatographic conditions [54]. In fact, the S h 
enzyme eluted at a longer retention time than O h 
enzyme. TItus, the differences between the trypsin 
activation at the two times of imbibition could be 
interpreted as eitber structural differences in the pro
tein or in the lipid composition of the membrane. 

Our results with the MonoQ column showed 
c1osed, but defined, and different retention time 
peaks for the O and 5 h imbibition time samples. 
We have interpreted these data as an existence of 
difTerent ronns ofthe H+-ATPase rrom plasma memo 
brane, but the possibility that the differences found 
correspond to two types of A TPase was considered. 
Against this speculation, we observed that both the O 
and S h preparations reacted with specific anti-plas· 
ma membrane H+-ATPase antibodies giving the 
same band of abaut 100 kDa (results nol shown). 
The other possible ATPase present was the plasma 

membrane Ca1+ -ATPase, since endomembranes are 
in very low amounts in these preparations (20]. This 
Cal ... pump has a characteristic calcium-dependent 
ITPase activity, which in our O and S h preparations 
was similar (0.7 and 1.1 nmol ITP hydrolyzedJmgl 
min, respectively), and very low as cornpared to the 
analogous activity from rndish roots (16.7 nmol ITP 
hydrolyzc:d1mglmin, (28D. This result ,ugues against 
the possibility that the Ca2+-ATPase wns one of the 
two enZ)'mes. 

lOe nature of the dissimilarity (covalent modifica· 
tion, isofonm) was nol studied in this work; none
theless, the difference in the elution profiJes oC the 
solubilized enzyme obtained from embryos imbibed 
O and S h, is consistent with the different responses of 
the activity to pH, temperature. vanadate, LPC and 
trypsin. 

So far, there are reports documenting the differ
entinl express ion oC the H+ ·ATPase isoforms at the 
level of rnRNA in different tissues [36,55-57] or the 
characterization of sorne isoforms expressed in yeast 
endoplasmic reticulum [42]. In our work, we describe 
two distinct ATPase activities based on a biochemi
cal eharacterization in the native membranes rrom 
imbibed and non-imbibed embryos. lOese differences 
coutd be explained in teem! of two distinet foons of 
the enzyme or due to different membrane environ
ments of the protein in the onset oC germination. 
Such behavior of the enzyme is relev:mt in order to 
know the d)'namics oC the membrane components in 
the transition from the dry to the hydrated state of 
the seed embryo. 
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V.2 Propiedades cinéticas de la ATPasa de H' de embriones de maíz secOS y 
embebidos 5 horas en una fracción de membranas plasmáticas y en una 
preparación solubilizada. (Enviado a Biochim. Biophys, Acta). 

Resumen del trabajo 

Para explorar el papel del medio antipático en las propiedades de la ATPasa. 
se determinaron y compararon sus parámetros cinéticos. tanto en las membranas 
nativas de los embriones con O y 5 horas de imbibición. como después de su 
solubilización y restauración con fosfolípidos de frijol soya. Además. se midieron 
algunas propiedades de la porción lipidica de la membrana plasmática, en los 
embriones embebidos O y 5 horas. 

Las curvas obtenidas de la actividad de la ATPasa de los embriones 
embebidos O y 5 horas a diferentes concentraciones de sustrato y manteniendo 
constante la concentración de Mg" libre a 35 ~M (ver Resultados Complementarios 
Sección V.3.5), no mostraron el típico comportamiento Michaeliano, anteriormente 
reportado para la enzima (Briskin el al. 1992; De Michelis y Spanswick 1986; O'Neill 
y Spanswick 1984; Serrano 1990), sino que el mejor ajuste de los datos 
experimentales se obtuvo con el modelo de Hill. Ambas curvas mostraban 
cooperatividad negatíva (n=0.45 ± 0.2 y 0.5 ± 0.2 para la enzima de O y 5 horas de 
imbibición respectivamente). 

La detección de cooperatividad negativa en una actividad enzimática se 
puede explicar por la presencia de una enzima con más de un sitio para el sustrato, 
o a la existencia de más de una enzima en la preparación enzimática que catalice la 
misma reacción. En cuanto a esta última posibilidad, nosotros habíamos 
comprobado que en nuestra preparación de vesículas de membrana plasmática 
existían dos actividades de enzimas que hidrolizan ATP, una actividad del 85% 
sensible NaNO. y un 15% restante que correspondía a la actividad de la ATPasa 
mitocondrial, pero dado que siempre incluimos en el medio de reacción 2 mM de' 
NaNa, la actividad de la ATPasa mitocondrial como interferencia puede descartarse 
(Ver apéndice A). Otro candidato probable de existir en la preparación sería una 
ATPasa que fuera sensible a VO.", que podría ser la ATPasa de Ca" de la 
membrana plasmática, se determinó la actividad de ITPasa dependiente de calcio 
en las dos preparaciones membrana les (O y 5 horas), encontrándose que tanto a O 
como a 5 horas los valores de actividad de ITPasa eran muy bajos y similares (0.8 
and 1.1 nmol Pi mg"min" para O y 5 horas respectivamente), comparados con los 
de la actividad de ATPasa que fueron de 17.3 y 17.8 nmol Pi mg"min" para la 
enzima de O y 5 horas respectivamente. Con estos resultados corroboramos que la 
actividad de hidrólisis de ATP se debía a la ATPasa de H' de la membrana 
plasmática y no a la ATPasa de calcio. 

La posibilidad de que la enzima tuviera dos sitios cataliticos que produjeran 
el fenómeno de cooperatividad es también muy poco probable, ya que según la 
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::;~(;u8n(;i8 de amjfiüdcjdos del único po:ipéptidü de la enzima, solo hay un s¡t¡ü de 
unión para ATP. 

Habiendo considerado lo anterior y que en la literatura se encontraban tres 
reportes que indicaban la presencia de cooperatividad (Ramos el al. 1994; Roberts 
el al. 1995; Roberts y Beauge 1997), se ajustaron los datos experimentales a una 
ecuación que plantea la velocidad total observada como la suma de dos 
componentes enzimáticos en la preparación (sitios o enzimas); con este modelo los 
datos experimentales se ajustaron satisfactoriamente, obteniéndose dos 
componentes para cada preparación membranal (O y 5 horas): uno de baja afinidad 
y otro de alta afinidad. Solo el componente 1, el de baja afinidad por ATPHMg, 
exhibió un valor de Km similar al que se ha reportado para la enzima que presentó 
una cinética Michaeliana (Km 775 y 560 ~M para O y 5 horas respectivamente), 
mientras que la Km del componente 2 fue extremadamente baja pero similar a la de 
la enzima que se reportó con cinética cooperativa (Ramos el al. 1994; Roberts el al. 
1995; Roberts y Beauge 1997). 

Por otra parte, ya que en la secuencia de aminoácidos de la enzima solo se 
ha encontrado un sitio de unión para ATP, los resultados anteriores podrían 
explicarse si existiera una asociación asimétrica de dos monómeros para producir 
una enzima con dos sitios catalíticos, cada uno con afinidades distintas por ATP. 

En cuanto a la comparación de las Vmax de la enzima en las membranas 
nativas de O y 5 horas de imbibición, se encontró que solamente la Vmax del 
componente 2 era significativamente diferente: 1.7 veces mayor la Vmax, de la 
enzima de Oh comparada con la Vmax, de 5h. Lo cual sugiere que aún cuando hay 
diferencias estructurales entre estas dos enzimas, la o las modificaciones no tienen 
un impacto notable en las propiedades cinéticas de la enzima y probablemente se 
necesite un factor adicional para explicar los cambios en la sensibilidad de las dos 
enzima a los diferentes factores probados anteriormente (pH, LPC, VO.'" y 
temperatura). 

Considerando que el ambiente membranal es un factor importante que puede 
alterar la actividad y la cinética de la ATPasa. Se procedió a sustituir el ambiente 
lipídico nativo solubilizando a la ATPasa con detergente (fracción solubilizada) y 
süplementando parte de esta fracción con dodecil-p-maltosido y asolectlna (fracción 
restaurada). Las curvas de actividad de ATPasa a diferentes concentraciones de 
sustrato se sometieron a varios modelos matemáticos para obtener el mejor ajuste 
de los datos experimentales y entonces se determinaron los parámetros cinéticos de 
cada una de las preparaciones. 

La actividad de la ATPasa en la fracción solubilizada nuevamente se ajustó al 
modelo de dos componentes enzimáticos, sin embargo uno de estos componentes 
presentó un comportamiento micihaeliano con una Km baja por ATP, mientras que el 
otro componente presentó cooperatívidad positiva y una baja afinidad por el 
sustrato. Una posible explicación es que la concentración de detergente utilizada en 
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la solubilización no haya sido suficiente para solubilizar a toda la enzima que se 
encontraba asociada formando el probable dímero, por lo que aún encontramos un 
componente con comportamiento cooperativo. 

Por otra parte, en la fracción restaurada con fosfolípidos de soya sólo se 
logró encontrar un componente, el cual expresó una afinidad intermedia comparada 
Con la afinidad de los componentes encontrados en las VMP y la fracción 
solubilizada, además de mostrar cooperatividad positiva, la cual puede ser 
explicada si se propone que hay formación nuevamente del dímero, pero que esta 
nueva interacción entre los monómeros es diferente a la que se presentó en las 
membranas nativas, o a la de la enzima solubilízada sin restaurar. 

El modelo planteado sobre la asociación monómero-moliómero, no solamente 
se apoya en la información aquí presentada, sino también en evidencias de que la 
enzima en estado nativo podría encontrarse formando un dímero (Briskin et al. 
1985; Briskin y Niesman-Reynolds 1989), además de que la modificación del medio 
amfipático puede inducir cambios en la cinética de la enzima (Ramos el al. 1994; 
Roberts el al. 1995) y por último en que la enzima es altamente sensible a cambios 
en los fosfolípidos membranales (Palmgren el al. 1991; Kasamo el al. 1995). 

Por otra parte, se observó que la Vmax del Componente 1 de la fracción 
solubilizada de los embriones sin embeber (componente correspondiente al dímero) 
es cuatro veces mayor que la Vmax del componente 1 de 5 horas. Mientras que en 
la fracción restaurada no se detectaron diferencias en las constantes cinéticas de la 
enzima de O y 5 horas. Lo anterior sugiere que el medio anfipático que rodea a la 
enzima influye en sus propiedades catalíticas, ya que no son suficientes las 
diferencias estructurales que existen entre la enzima de O y 5 horas para que la 
enzima respectiva, presente propiedades catalíticas distintas cuando el medio 
anfipático que la rodea es similar. 

Por lo tanto, el medio anfipático nativo podría influir en las diferencias que se 
encontraron en la enzima de O y 5 horas cuando se probaron la adición de 
lisofosfatidilcolina, tri psi na, el efecto del pH y las temperaturas de desnaturalización 
(Artículo del Capítulo V.1) 

Con el objeto de detectar posibles diferencias en las membranas plasmáticas 
de los embriones con O y 5 horas de imbibición, se determinaron tanto el contenido 
de radicales libres, como los niveles de die nos conjugados que son productos de la 
lipoperoxidación. Se hicieron estas determinaciones porque se sabe que durante la 
imbibición la semilla experimenta un estrés oxidativo, el cual puede afectar a los 
fosfolípidos de la membrana. 

Los niveles de radicales libres en las VMP de los embriones embebidos 5 
horas fueron 2 veces más altos que en las VMP de los embriones sin embeber, sin 
embargo los niveles de lipoperoxidación son similares en ambas preparaciones 
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mAmbranale!; Una A)(pli('~dón B estos resu!te.dos es que ambas sem¡!!::z pí~:;~í'i!a¡¡ 
diferencias en los mecanismos de detoxificación de los radicales libres. 

Sin embargo, un indicio inequivoco de que hay diferencias en la composición 
de las membranas plasmáticas se obtuvo al determinar algunos de los fosfolipidos 
membranales: fosfatidilserina, fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y 
fosfatidilinositol. La cantidad total de los cuatro fosfolipidos medidos en las 
membranas plasmáticas de los embriones fue de 389 para las membranas de Oh y 
200 nmolPil mg de proteína para las VMP de 5h. En cuanto a las proporciones de 
los cuatro fosfolipidos medidos en las VMP de los embriones embebidos O y 5 horas 
se encontraron diferencias importantes. En las membranas plasmáticas de los 
embriones secos se detectó 6 y 3 veces más fosfatidilserina y fosfatidilinositol 
respectivamente, comparada con la cantidad de estos fosfolipidos en las 
membranas plasmáticas de los embriones embebidos 5 horas. Mientras que se 
detectó aproximadamente 2 veces menos fosfatidiletanolamina y fosfatidilcolina en 
la preparación membranal de los embriones secos comparada con la fracción 
membranal de los embriones embebidos 5 horas. Estos resultados indican que al 
inicio de la germinación hay un cambio en la composición de fosfolipidos de la 
membrana, producto probablemente de las actividades de síntesis y de degradación 
de lipidos. 

Los resultados obtenidos sugieren que el cambio en el ambiente anfipático de 
O a 5 horas de imbibición, conduce a una modificación importante en el 
comportamiento cinético de la enzima. 
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Abstract 

In an eanier work, we lound different sensitivities 01 the plasma membrane H--A TPase 

activity to vanadate, pH, thenmal denaturation, trypsin and Iysophosphatidylcholine in 

vesicles Irom non-imbibed and 5 h imbibed embryos. We also purified the enzyme by 

anion-exchanga chromatography and lound that the peak 01 ATPase activity Irom dry 

seed was eluted at different time than that Irom lhe 5 h imbibed seed. These results 

could be explained through a covalent modilication 01 the enzyme (dephosphorylation

phosphorylation or proteolysis) or lhrough differences in the ami no acid sequences or !he 

¡nfluence of the surrounding membrane environment. In arder to examine the nature of 

these dífferences, in this wor1<. we compared the kinetic parameters of these enzyme 

preparations and determined sorne properties of the native membrane. We found 

negative cooperativity curves for A TPase activity for both membrane preparations with 

low and high Km components. In the two preparations, the two components or sites 

persisted after solubilization 01 the enzyme with dodecyl-p-D-maltoside; however, the 

kinetic pattems were more complex. When we added soybean phospholipids to the 

solubilized enzyme, cne component with positive cooperativity was observed. Contrasting 

the kinetics parameters between O and 5 hours in the different fractians we onty detect 

significant differences on the Vmax2 of the native membranes and in the Vmax1 on the 

solubilized fraetion. On the other hand, the native membrane trom 5h showed 2 fold more 

production 01 Iree radical s than lhat al Oh, but lhe lipid peroxidation was similar lar both 

preparation. However, the content 01 phosphatidylserine, phosphatidylinositol, 

phosphatydilcholine and phosphatidylethanolamine on the plasma membrane Irom dry 

seed were dillerent Irom the 5 hours imbibed embryos. The results could be interpreted 

as showing the enzyme in the native membrane acquires a dimenc conformation 

generating two binding sites with different affinity lor ATP, and the lipid environment can 

alter the kinetic parameters of the enzyme through changes in monomer interaction. 
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Abbreviations and symbols 

Btp 

FPLC 

Mops 

C"E, 

PS 

PI 

PE 

PC 

1 ,3-bis[tris(hydroxymethyl)-methylamino ]propane) 

fine performance liquid chromatography 

3(N-morpholino)propanesulfonic acid 

polyoxoethylene 8 myristyl ether 

phosphatidylserine 

phosphatidylinositol 

phosphatidylethanolamine 

phosphatidylcholine 
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1. Introduction 

Enzymes ha ve multiple ways lor regulating their aetivity. Such regulation is 

important in the adjustment 01 catalytic rates to physiological demands. Common 

mechanisms !hat modulate activity are covalent modilication 01 !he primary structure 01 

the enzymes (proteolysis, phosphorylation, etc.), changes in the primary structure itsell 

(dillerential expression 01 isolonms), alterations in the transcription rate 01 !he genes 

coding the enzymes, changes in the oligomeric state of multimeric enzymes, and 

variations in the lipid environment in the case of membrane proteins [1,2]. 

The plasma membrane H·-ATPase is an essential enzyme lor the plan!. It 

hydrolyzes A TP to eover the energy cost required lor pumping H> Irom the cytosol to the 

apoplastic space. It also generates an electrochemical gradient that is used to drive 

processes such as secondary transport, cel! enlargement, sto mata opening and 

regulation 01 !he apoplast and cytoplasmic pH [3,4]. 

The lunetion 01 this enzyme can be modulated by different lactors including 

phytohormones, lungal toxins, lipids and phosphorylation [3,5], some 01 which are 

thought to act through an interaction with !he autoinhibitory carboxy terminal region 01 the 

enzyme [5-8]. In addition, it has been lound !hat several mRNAs which code lor isolonms 

01 the H> -A TPase are differentially expressed in tissues and developmental stages 01 !he 

plant [9-13J. Taking into account its physiological role and the series 01 complex 

physiological processes that genmination involves lor the embryo eells [14]. a display 01 

several strategies to control the enzymatic activity of the plasma membrane H'" -A TPase is 

expected. 

In a preceeding worl< [15], we lound that plasma membrane H>-ATPase activity 

Irom dry maize embryos had different sensitivities to pH, vanadate, trypsin. 

Iysophosphatidylcholine and thermal denaturation as compared to the analogous activity 

Irom embryos imbibed lor 5h. This led us to propose that !he two different activities 

represent enzymes that are distinct in their ami no acid sequence, covalent modification or 

in their surrounding membrane environmen!. Using O and 5 hours imbibed embryos, we 

purilied the A TPase activity by anion-exchange chromatography, and we lound two 

symmetrical, elose but no overlapping peaks. The aim 01 the present worl< was to 

determine if the differences found between the activities, at the times testad during 

embryo imbibition, were due to the presence of two different forms of the plasma 
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membrane H+.ATPase, or to a different membrane environment. The approaches used 

here were to determine the kinetic constants of the ATPase activity in plasma membrane 

vesicles, in the detergent-solubilized enzyme, and in a detergent-phospholipid mixture, 

from O and 5h imbibed embryos. We also measured some lipid phase properties, such as 

free radicals, lipid peroxidation and the éontent of four phospholipids of the plasma 

membranes isolated from dry and 5h-imbibed embryos. 

2. Materials and methods 

2.1 Bio/ogieal maleria/. 

Maize embryos were manualiy dissected from mature, dry seeds (Zea Mays L. ev. 

Montecillos A,O" Montecillo, Colegio de Posgraduados Edo. de México). The 

genmination tests showed 90% 01 viability assessed by radicle protrusion or by the trypan 

blue test (16]. 

2.2Imbibilion. 

Embryos or seeds were sterilized with 2% NaCIO for 2 min, !hen rinsed 2 times 

with distilied water. The embryos were imbibed for 5 h and !he seeds for 72 h at 29'C on 

wet filter paper. At the indicated times the embryos were frozen with liquid N" while !he 

roots were excised from the maize planllet and !hen frozen with liquid N,. 80th tissues 

were stored at _70ae until use. 

2.3 Preparalion 01 Ihe microsomal lraelion 01 maize rools. 

The microsomal fraction of maize roots was obtained by differential centrifugation 

as described by Sánchez-Nieto el al. (17]. 

2.4 Preparalion of plasma membrane vesieles. 

The enriched plasma membrane fraction (PMF) from O and 5 h imbibed embryos 

was obtained by the aqueous polymer two-phase partitioning system described by 
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Larsson [18] and modified by Sánchez-Nieto el al. [17]. AII procedures were performed at 

4'C. Aliquots 01 !he membrane preparation were immediately Irozen and kept at -70'C 

until use. 

2.5 Solubilizalion. 

The procedure was performed according to Johansson el al. [19] with the 

modilications described in Sánchez-Nieto el al. [15] 

2.6 Upid aclivalion ollhe I-f-ATPase. 

Soybean phospholipids were added to restore the A TPase activity lost during the 

purilication 01 the H>-ATPase [19]. A solution containing 10 mM Mops/Btp pH 7.0, 5% 

(vlv) glycerol, O.lmM OTT (dithiothreitol), 2mg/ml azolectin and 2mg/ml dodecyl-p-D

maltoside was mixed with an aqual volume of the column eluate or the supematant of the 

dodecyl-p-D-maltoside solubilization, and the mixture was incubated for 8 min at room 

temperature befare A TPase activity measurements. 

2.7 A TP hydrolytic aclivity. 

This was measured by Pi release by !he method described by González el al. 

[20]. The reaction mixture 01 the hydrolytic activity (150111) contained 250mM sucrose, 20 

mM Mops/Btp pH 7.0, 7¡LM CCCP (carbonylcyanide m-chlorophenyl-hydrazone), 2mM 

NaN, (to inhitiit traces 01 the contaminant mitochondrial ATPase), 100¡LM (54¡Lg/ml) egg 

Iysophosphatidylcholine (type 1, Sigma Chemicals). ATP/Btp pH 7.0 and MgCl, were 

added to a concentration 01 0.05 to 8.11mM ATPHMg and the Iree Mg" was kept 

constant at 35¡LM. The calculation 01 the concentrations 01 A TP and MgCl, necessary to 

obtain the desired concentration of the substrate complex and free Mg2
+ were done as in 

Rodriguez-Sotres and Muñoz-Clares [21]. and the stability constants used were the same 

as in O'Sullivan and Smitters [22]. The reaction was started by !he addition 01 3.3 ¡Lg 01 

protein, and after 3h at 30'C, the reaction was stopped by the addition 01 SOS (12% 

final). The activity was assayed in single experiments by triplicate determinations and was 
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done with at least three different membrane preparations. AII repetitions for each 

independent experimental point were considered when fitting to the various kinetic 

models. When mean s and standard deviations (4-8%) were calculated before the fit was 

performed, the results were basically !he same. 

Data analysis of A TP hydrolysis was made with non-linear regression algorithms 

implemented in the software package Origin (Microcal Software, Inc. Northampton Ma, 

USA) by fitting !he experimental points to !he following equations: 

HiII model: 

Equation 1 

v= Vm [ATPHMg]"!(So.,"+ [ATPHMg] ") 

Two enzymatic components with Michaelis kinetics: 

Equation 2 

v= VM1 [ATPHMg]/(Km1 + [ATPHMg]) + V.." [ATPHMg]/(Km2 + [ATPHMg]) 

Twa enzymatic components, !he first with Michaelis kinetics and !he second with 

cooperativity kinetics: 

Equation 3 

v= VM1 [ATPHMg]/(Km1 + [ATPHMg]) + V", [ATPHMg]"!(So,"+ [ATPHMg]") 

Where v is the initial velocity, Vm, VM1 and VM2 are the maximum velocities, Km1 and Km2 

are the Michaelis constants tor the tirst and the second enzymatic component 

respectively. So., is the half-saturating ATPHMg concentration, and n the Hill number. 

2.8 Pro/ein determina/ion. 

The protein content was estimated according to Peterson [23] using bovine 

serum albumin as standard. 

2.9 Assay for lipid peroxida/ion and free radicals. 
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Free radicals production was detected on 60 ~g 01 plasma membrane protein in 

duplicate samples by a technique based on luminol chemiluminiscense [24]. The 

presence of conjugated dienes as a product of lipid peroxidation was detected by their 

absorption in the ultraviolet range (233nm) as described by Recknagel and Glende [25]. 

using 1.5 mg of membrana protein for each assay. 

2.10 Phosphofipid determination. 

The amounts 01 phosphatidylserine, phosphatidylinositol, 

phosphatidylethanolamine and phosphatidylcholine on the plasma membrane vesicles 

Irom O and 5 hours imbibed embryos were determined by the method 01 Garda-Sainz 

and Fain [26]. 

3. Resulls 

3.1 Kinetics 01 ~-ATPase lrom plasma membrane preparations. 

In arder to compare the kinetic constants of the vanadate-sensitive ATPase 

activity in the embryos imbibed O and 5 h, we measurad rates 01 A TP hydrolysis as a 

function cf ATPHMg ccncentrations. The curves for membrane preparations from both 

times 01 imbibition did not exhibit a typical Michaelis-Menten kinetics (Fig lA), as clearly 

shown by the Lineweaver-Burk plots (Fig. lA, inset). Moreover, !he shapes 01 the curves 

are typical 01 negative cooperativity [27]. When data were fitted to the Hitl model 

(equation 1), a reasonable fit was obtained (Fig. lA). The plasma membrane 

preparations from dry embryos and 5 h imbibed embryos exhibited HiII numbers of 0.45 ± 

0.2 and 0.5 ± 0.2 respectively. which are indicative of negative cooperativity. In contrast, 

the ATP hydrolytic activity Irom maize root shows typical Michaelis kinetics (Fig.l B), with 

a linear fit in a double reciprocal plot (Fig 1 B, inset). 

There are reports of the existence of negativa cooperativity in the plant plasma 

membrane A TPase [28,29], and this has been explained on the basis 01 two catalytic 

sites or the mixture of two different enzymes. Therefore, we fit our data in a model where 

the total velocity was expressed as the sum 01 two enzymatic components both with 

Michaelis-Menten kinetics. The lit 01 the data was as good as that obtained with the HiII 
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model, and provided the kinetic parameters for the two possible components in each type 

of embryo preparation (Table 1). Components 1 from O and 5 h preparations were very 

similar in Km and Vmax values, while Components 2 from O and 5 h were different. 

However, the major difference was found in contrasting Km values from Components 1 

against Km values from Components 2 in both preparations (O and 5 h activity). In 

Component 2, Km values were 136-fold and 467-fold lower than the respective values 

obtained for Component 1 in bolh preparations. These results suggested that there were 

a low and a high affinity sites for ATPHMg in membrane preparations from both O and 5 h 

imbibed embryos. 

3.2 Kinelics of ¡-(-ArPase aclivity from solubilized fraclions. 

Ramos el al. [28] and Roberts el al. [29J have reported that the cooperative 

behavior of Ihe plant plasma membrane A TPase is modified by the lipid environmenl. 

Since germinating seeds haya sn active metabolism, involving tumover of structural 

components of Ihe cell [14], we tested this possibility in our membrane preparations. We 

solubilized Ihe enzyme from membranes from embryos imbibed O or 5 h using the 

proeedure developed by Johansson el al. [19]. The rational behind this was thal the 

solubilization proeedure could eliminate Ihe differences between O and 5 h preparations 

by removal of the different membrane lipids surrounding the en~yme. The data from 

those experiments were analyzed with several kinetic modals, but the best tit was 

obtained when we included in the model two components (enzymes or sites) (Fig. 2A, 

28): cne component showed a positiva cooperativity and the second component showed 

hyperbolie kineties. The kinetie paramElters are presented in Table 2. The existence of 

two components in the solubilized preparation at every imbibition time persisted, 

however, Ihe low affinity components (Components 1) showed differenees. Only Ihe Km 

of the solubilized enzyme from 5 h was similar to the corresponding value in the native 

membrane (see Table 1; 461 and 560 11M respectively). On Ihe olher hand, the Km value 

from Ihe solubilized enzyme of O h was about 2-fold higher than that of Ihe enzyme in the 

native membrane. Al 5h, the Vmax of the solubilized enzyme was 1.9-fold higher than the 

activity from the native membranes. In eontrast, Components 2 (high affinity site) were no 

longer differenl in tenns of SO.5 and were approximately 2 and 10-fold higher than the Km 

values from the non-solubilized enzyme of O and 5 h, respeetively. Surprisingly, in this 
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although it was stronger in the non-imbibed embryos. AH these differenees indicate that 

the exehange 01 native lipids lor detergent moleeules affecled the kinetic properties 01 the 

enzyme, and Ihat the positive eooperativity in Ihis component eould be due to diflerent 

amphipatie surroundings, a diflerent oligomerie state or changes in the regulatory domain 

located in Ihe carboxy terminus 01 Ihe enzyme [28-301. 

3.3 Kineties of fr-ATPase activity from solubilized-restored fractions. 

When the solubilized enzyme aclivity Irom embryos at O and 5 h 01 imbibition were 

supplemented wilh soybean phospholipids, as described by Johansson et al. [191, Ihe 

enzyme exhibited a unique component with positive cooperativity tor both imbibition times 

(se e SOL-RES in Fig. 2A, 28 and Table 2). The kinetic eonstants 01 this component were 

practieally identieal lor both preparations. From a eomparison 01 the Km figures Irom Ihe 

preparation 01 native membranes (Table 1) or solubilized enzyme (Table 2), wilh the Km 

values obtained in Ihe preparation 01 Ihe solubilized and lipid-treated enzyme, it is 

apparent that Ihe latter preparation conta,ined a component similar to Ihe low affinity site 

but with positive eooperativity (n=1.43 and 1.52 lor O and 5 h, respeetively). The multiple 

ehanges in the kinetie behavior 01 Ihe aetivity refteet the high dependenee 01 Ihe enzyme 

on the lipid environment. 

3.4 Free radicals and lipoperoxidation produetion of plasma membrane vesicles. 

Sin ce the major diflerenees lound in the ATPase aetivity are related to residenee 

in the native membranes, we measured sorne lipid properties of the plasma membrane 

vesieles Irom O and 5h imbibed embryos (Table 3). We lound that plasma membrane 

vesicles Irom 5 h had double Ihe production 01 Iree radicals eompared to Ihe plasma 

membranes of non imbibed embryos. However, the lipoperoxidation rates detected as 

eonjugated dienes were similar in bolh preparations. The laek 01 eorrelation between Iree 

radicals and lipoperoxidation could be due to diflerent levels 01 antioxidant systems in the 

embryo at the two imbibition times (O and 5h). 

3.5 Phospholipid eonten! of the plasma membranes from O and 5 hours imbibed embryos. 
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The total phospholipid content was two-fold higher for dry seed than !he 5 hours 

imbibed embryos, and the two plasma membrana preparations showed larga differences 

in !he relative proportions of !he four phospholipids measured (Table 4). The plasma 

membrane from non-imbibed embryos showed markedly higher content of 

phosphatidylserine and phosphatidylinositol (48.6 and 34.5% respectively) compared with 

the amount of !hese two phospholipids in the plasma membranes from 5 h imbibed 

embryos, that is 15.5% PS and 20.7% PI. The content of phosphatidyletholamine and 

phosphatidylcholine were at half the levels in the non-imbibed embryos compared with 

the 5 hours imbibed embryos. However the ratio of PC I PE for both membrane 

preparations were similar. 

4. Discussion 

The vanadate sensitive A TPases from membranes of non-imbibed and 5h

imbibed embryos differed in Iysophosphatydilcholine sensitivity, !hermal stability and pH 

dependence. The differences were explained in tenns of variation in the structure of the 

enzyme due to covalent modification (dephosphorylation or phosphorylation or 

proteolysis) or to changas in the ami no acid sequences (presence of ¡sotorms) or the lipid 

composition. These types of regulation of the vanadate-sensitive H·-ATPase have been 

described in the literature [6,10-13, 31-34J. The phosphorylation of !he enzyme by a 

calcium-dependent protein kinase [33J in !he cartloxy terminus of !he enzyme has been 

documented in !he calcium plasma membrane pump [35J. However, no evidence has 

been given for changes in !he ATP affinity in !he phosphorylated enzyme, but changes in 

!he Km and Vmax were observed after !he removal (in vitro) of the cartloxy terminus, or 

after the expression of a truncated form of the plant ATPase in yeas!. Similar changes 

can be elicited by the stimulation of the enzyme with Iysophosphatidylcholine [6, 36, 37J 

Qur previous results using the MonoQ column showed a defined peak but the O 

and 5 h imbibition time samples exhibited different retention times, indicating the 

existence of different enzyme forms, which is consistent with the different behavior of the 

activity at varying pH, temperature, vanadate, trypsin and LPC concentrations [15J. 

When we measured the kinetic constants of the vanadate-sensitive A TPase 

activity from plasma membranes obtained from embryos imbibed O and 5h, we found two 
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components, a high (Km= 5.7 and ·í.2 JÜVÍ jor ü and 5 n, respecüveiy) ami a iow affinity 

(Km= 775 and 560 ~ for O and 5h, respectively). These two components were present 

in both preparations of embryos and the Km values obtained were similar to those in 

ea~ier reports (high affinity Km=1-16 ~ and low affinity Km= 100-600 ~) [28,29). In 

addition, we found that the high affinity component differed in both membrane 

preparations (O and 5 h), although these differences are not unequivocal since there are 

technical difficulties in measuring accurately ATP hydrolysis in 1-20flM ATP 

concentration range. 

A kinetic model of cooperativity involves the presence of, at least, two catalytic 

sites. Since the analysis of the primary strueture of the H> -ATPase from plasma 

membrane contains only one ATP binding site [38,39), cooperativity could be explained 

by the association of two monomers, thus exhibiting two independent interacting catalytic 

sites (Figure 4A). Roberts el al. [29) have shown that changing the lipid surrounding the 

ATPase lar soybean phospholipids results in a shift 01 positive cooperativity to negative 

behavior, or to a Michaelis pattem il the enzyme is solubilized in Iysophosphatidylcholine. 

These data have been interpreted in terrns 01 oligomeric interaetions regulated by the 

lipid environmenl. Moreover, the composition 01 the surrounding amphipathic milieu of the 

enzyme has proved to have a strong influence on the activity of the plasma membrane 

ATPase [3,5,36,40-42). 

There are evidences of incomplete membrana organization in non imbibed seed 

and the stress mat occurs at lhe beginning of the watei uptake to the embryo [43]. 

Although, the mechanisms of membrana structure repair and stabilization are unknown, 

an increase 01 N-acetylphosphatidylethanolamine concentration, a phospholipid with 

membrane stabilization properties, was detected during cotton seed imbibition [44). In this 

work, we detected a decrease 01 about 6 and 3-fold in the content 01 phosphatidylserine 

and phosphatidyllnositol frcm dry to 5 hours imbibed embrJos and a ¡ncrease of about 

two-Iold in the phosphatidylethanolamine and phosphatidylcholine content Irom O to 5 

hours imbibed embryos. These data imply that during this stage 01 development, the 

synthesis or repair activities 01 the membrane components occurs. 

In this Iramework, it is possible that the differences lound between the activities 01 

O and 5h in the FPLC elution profiles could also be due to different membrane 

environments. Therefore, we measured the kinetic constants in the detergent solubilized 

enzymes. Solubilization 01 the enzyme lrom the membrane preparations 01 O and 5 h to 
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remove the native lipids produced complex ATPHMg saturation curves which were belter 

explained as two components: one wilh low affinity site, and Ihe other with high affinity 

and a positive cooperativity behavior. The low affinity sita differed in the two preparations 

tested, contrary to the low affinity sita found in the nativa membranas, which was similar 

at bolh times 01 imbibition (Figure 4B). The possible existence 01 tightly bound lipids after 

the solubilization step can not be ruled out. The severe change Ihat solubilization 

imposed on Ihe lipid environment 01 Ihese preparations indicates Ihat the observed 

differences are a consequence of alterations of the enzyme molecule itself. However, 

contrary to our expectation, when we added phospholipids to the solubilized preparations, 

only the low affinity component with a positive cooperativity persisted. Likewise, Ihe 

preparalions 01 O and 5 h had similar kinetic constants. These data may be explained in 

tenns of changas in the lipid environment of the enzyme, or may be due to 1055 of a 

component sensitiva to cne or more of the phospholipids present in the mixture employed 

to restore the enzyme (Figure 4C). The variety 01 kinetic curves displayed by the enzyme 

clearly indicates the high plasticity 01 the enzyme in response to changes in Ihe 

amphipathic milieu, due to direct interactions of the enzyme with the lipids or the 

surrounding detergent. This may rasutt from changas in protein-protein or dornain-dornain 

differential interactions. The possibility of monomer-monomer association is plausible, 

since the addition 01 the detergent and ils replacement by phospholipids induces 

cooperativa responses, which have been traditionally explained with models that involve 

multisite homotropic allosterism [27]. In agreement with this proposal, Briskin and 

Reynolds [30] showed Ihat Ihe molecular size 01 Ihe red beet plasma membrane ATPase 

suffers dramatic changes following solubilization and reconstitution. This is supported by 

experiments of radiation inactivation analysis of the red beet plasma membrane H+

ATPase, which determined a native molecular size about 228 KDa [30,45]. 

Allhough, in previous worik the native plasma membranes 01 embryos 01 O and 5 h 

01 imbibition have different lorms 01 Ihe A TPase, in Ihis worik we detect small differences 

in the kinetic parameters of this enzyrne in the native and solubilized preparations. We 

propase that at each time the differences in the amphipatic enviranment at O and 5 hours 

could also explain the differences in these kinetic parameters and the sensitivity of Ihe 

enzyme to vanadate, LPC, pH dependence and temperature stability, because we were 

not able to detect differences in the kinetic parameters when the amphipathic medium 

that was surrounding the enzyme was similar. 
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eonlormation, generating two binding sites with different affinities lar ATP, although the 

enzyme eould also exist as a monomer (see Figure 4). It is possible that the high affinity 

site has a physiological role at the beginning 01 germination, sinee in wheat seed Ihe A TP 

content inereases lrom 0.1 nmol ATP per dry embryo to 0.8 nmol per embryo after 24 h 01 

imbibition and to 6 nmol after 6 days [46]. At longer times 01 imbibition, bolh catalytie sites 

eould be operating. However, according to our earlier report [15],even at high ATP 

eoneentrations, it is possible to distinguish the O h and 5 h enzymes, on the basis 01 

vanadate and LPC sensitivities, temperature stability and pH dependence. These laets 

suggest that the association of the monomers to a dimerie form in the native membrane 

induces Ihe existenee 01 2 sites wilh different affinities, but Ihis arrangement can also be 

expressed in response to different laetors, including some that can be 01 physiological 

importance. 

In eonelusion, Ihe different elution profiles reported earlier [15] lar Ihe ATPases 

preparations derived Irom the O and 5 h imbibed embryos could be interpreted in terms 01 

eovalent modifications.ol Ihe enzyme mole.eule, sinee no di.fferenees eould be deteeted 

between kinetie parameters 01 Ihe O and 5h imbibed embryos. Nevertheless, the kinetics 

parameters lound in Ihe plasma membrane H--ATPase and the amazing variety 01 kinetie 

responses induced in the enzyme preparations by alterations in the enzyma environment 

suggest a remarl<able plasticity in Ihe state 01 monomer association 01 Ihe enzyme in Ihe 

membrana. 
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Table 1. Kinetic parameters 01 the A TPase activity lrom plasma membrane vesicles 01 dry and 

5 h imbibed embryos. The ATP hydrolysis was assayed at various ATPHMg concentrations 

keeping constant the Iree Mg" at 35 ¡1M, 2mM NaN" 100I'M Iysophosphatidylcholine, 250mM 

sucrose, 20 mM Mops/Btp pH 7.0. The reaelion was initiated with addition 01 3.3 I1g 01 

membrane protein and was incubated lor 3h at 30'C. Experimental values were adjusted to 

the velocity equation that describes the mixture 01 the enzymatic components (see Equation 2 

under Material and Methods). 

Component 1 

Imbibition time V., Km1 

Oh 1595 ± 202.85 775 ± 127 

5h 1560 ± 98.16 560 ± 49 

Component2 

Imbibition time V.., Km2 

Oh 1189 ± 267.17 5.7 ± 1.5 

5h 691 ± 142.32 1.2 ± 1.1 

V. (1 and 2) and Km values are expressed in 'lmol Pi mg-' h-' and ¡1M respectively. 
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Table 2. Kinetic parameters 01 the solubilized and restored plasma membrane H"·ATPase 

Irom O and 5 hours imbibed embryos. Membrane protein (4 mg) was solubilized with 

C"E,. After centrilugation, tihe resulting pellet was solubilized witih dodecyl·~·D-maltoside 

and part 01 tihis material was used to measure ATP hydrolysis (see solubilized enzyme). 

The otiher portion 01 tihe solubilized protein was supplemented witih soybean 

phospholipids and was used to measure ATP hydrolysis (see restored enzyme). For 

experimental details see Material and Methods. The best tit tor the solubilized enzyme 

was obtained witih Equation 3 (model 01 two enzymatic components, one 01 tihem witih a 

Michaelis kinetics and the otiher with cooperativity, see Material and Methods). For tihe 

restored enzyme tihe best fit 01 the experimental values was obtained witih the HiII model 

(Equation 1 under Material and Metihods). 

PARAMETER IMBIBITION TIME (hours) 

Oh 5h 

Solubilized enzyme 

Component 1 VM, 718 ± 17.0 2940 ± 8.5 

Km 1870 ± 300 461 ± 170 

Component 2 VIIQ 975 ± 15 1320±33 

So .• 10 10 

n 11.3±8.4 1.58 ± 0.45 

Restored enzyme 

Component 1 VM 4108.8±57.18 4924.4 ± 121.9 

So .• 208 ± 10 300 ± 22 

n 1.43±0.14 1.52 ± 0.10 

VM are expressed in nmoIPimg"h" , Km and S •.• are expressed in flM. 
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Table 3. Levels 01 Iree radicals and conjugated dienes in !he plasma membrane vesieles 

Irom O and 5 hours imbibed embryos. 

TIME Chemiluminescence 

OH 

5H 

(epml~g protein) 

4682 ± 168.8 

8790 ± 174.9 

Conjugated dienes 

(M,,,) 

0.288 ± 0.012 

0.277 ± 0.034 
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Table 4. Content of four phospholipids in plasma membrane vesieles from dry and 5 

hours imbibed maize embryos. 

Imbibition time Phospholipid content 

(hours) (nmolPi mgO

') 

PS PI PE PC PC/PE TOTAL 

O 189.2 134.2 31.0 34.4 1.11 389 

5 31.0 41.3 58.5 68.8 1.18 200 
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Figure 1. Effect 01 substrate concentration on Ihe ATPase activity Irom plasma 

membrane vesicles Irom O and 5 h imbibed embryos and Irom the micro,omal Iraction 01 

maize roots. The ATPase assay contained 250 mM sucrose , 20 mM Mops/Btp pH 7.0, 

2mM Na N, , 100~g/ml Iysophosphatidylcholine and Ihe indicated concentrations 01 

ATPHMg, keeping constant at 35 ~M the Iree Mg" concentration. The reaction was 

started wilh the addition 01 3.3 ~g 01 membrane protein, then incubated at 30'C and 

arrested wilh SOS. A) The A TPase activity 01 plasma membrane vesicles Irom O and 5 

hours imbibed embryos do not exhibit a Michaellis-Menten behavior. The double 

reciprocal plot (inset) lor Ihe A TPase activity Irom both imbibition times shows the 

probable cooperativity 01 Ihe curves. The experimental values were filled to the Hili model 

(Equation 1 on Material and Methods) and Ihe kinetic constants lor the plasma membrane 

Iraction 01 Oh wene So.' = 1000 ± 270~, V..=3275,3 ± 193 nmol Pi mg-'h-', n= 0.45 ± 0.2 

and lor 5h imbibed embryos wene So .• = 280 ± 130 ~, V,.= 2108.2 ± 255 nmol Pi mg"h-' , 

n= 0.5 ± 0.2, B) The A TPase activity 01 Ihe microsomal Iraclion 01 maize embryos show 

Michaeliis-Menten kinetics, as observed in Ihe double reciprocal plot (inset) 01 Ihe 

ATPase activity. The kinetic paramelers lor Ihe microsomal Iraction oblained wilh Ihe HiII 

equalion were Km= 390 ± 16~, V..= 2812.0 ± 86.1 nmol Pi mg-'h-' , n= 0.998 ± 0.2. 

Figure 2. Effect 01 Ihe substrate concentralions on Ihe solubilized and reslored Iractions 

of ATPase activity from plasma membranes obtained from O and 5 h imbibed embryos. 

Plasma membrane lraction (PMF; 4 mg 01 prolein) were solubilized wilh C"Ea. After 

centrilugalion, Ihe resulting peliel was solubilized wilh dodecyl-p-D-maltoside and part 01 

this material containing the solubilized ATPase was used lo measure ATP hydrolysis 

(SOL). The other portion 01 Ihe solubilized prolein was supplemenled with azolectin 

phospholipids and was used to measure ATP hydrolysis (SOL-RES). The kinatic5 01 

ATPase hydrolysis lor Ihe O (A) and 5h imbibed embryos (B) was assayed as described 

in the legend ollhe Figure 1. The curves were calculated Irom the appropriate equalions 

to oblain the best lit (Equation 1 lor data Irom PMF and SOL-RES ATPase activity, and 

Equalion 3 for SOL A TPase activity dala). 

Figure 3. Scheme showing the possible slates of aggregation 01 the H' -ATPase based on 

the data obtained lrom the FPLC purificalion (earlier wOrk) and the kinetic models. 'A, B, 
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e are the different preparations in which the enzyme activity was studied, A corresponds 

to the native membranes. 8 to the solubilized membranes in dodecyl-~-D-maltoside and 

e the preparation solubilized and then supplemented with soybean phospholipids. The 

cirele and diamond represent the two possible forms of the monomeric enzyme. The 

symbols 0, _, f1 represent the catalytie sites according to their charaeteristies of affinity 

for A TP or cooperativity. 
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Sección V.3 Resultados complementarios. 

V.3.1 Efecto de la desfosforilación en la actividad de la enzima. 

Otra forma en que la ATPasa de protones puede regular su actividad es la de 
presentar diferente estado de fosforilación en el carboxilo terminal. Se ha sugerido 
que al experimentar la desfosforilación, la enzima aumenta su actividad (DeBoer 
1997; Xing el al. 1996). Por ello, para investigar la posible contribución de la 
fosforilación en la actividad de la enzima de O y 5 horas, se realizó un ensayo en el 
que se mezclaron las cantidades apropiadas de las vesículas de membrana 
plasmática en un medio de incubación que contenía fosfatasa alcalina unida a 
Agarosa, para producir la defosforilación de la ATPasa. Se encontró que en ambas 
preparaciones membrana les, conforme se iba aumentando el tiempo de exposición 
de las VMP a la fosfatasa alcalina, la actividad de ATPasa iba aumentando (Figura 
7). Sin embargo, la actividad de la enzima proveniente de los embriones embebidos 
S h es 1.4 veces mayor a la de la enzima de O h a tiempos de incubación mayores a 
10 minutos. Lo anterior podría indicar que la enzima o las enzimas que se 
encuentran en las 5 horas presentan mayor grado de fosforilación que las enzimas 
de la preparación membranal de O h. 
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/ .~.~ 
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Figura 7. Efecto del tiempo de incubación con fosfatasa alcalina sobre la actividad de la 
ATPasa de H' de la membrana plasmática de embriones embebidos O y 5 horas. 100 fLg de 
proleina de VMP se añadieron a 400 fil de medio de ensayo que contenía 40 Unidades de 
fosfatasa alcalina unida agarosa, 20 mM de Tris/HCI pH 7 Y 2 mM de MgCI" incubándose a 
25°C. A cada uno de los tiempos indicados se tomó una alícuota de 40 ,.11 Y se filtró en una 
membrana con un poro de 0.2 ¡Lffi. Al filtrado se le midió la actividad de hidrólisis de ATP 
según se describe en el artículo de la sección 1 de resultados. 
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V.3.2 Detección de los niveles de ATPasa a los diferentes tiempos de 
imbibición con un anticuerpo específico. 

El incremento observado en la actividad de la ATPasa de protones a las 2h 
de imbibición de los embriones. podría ser explicado también por un aumento en la 
cantidad de ATPasa en las VMP a ese tíempo. Para explorar esta posíbílidad se 
separaron las proteínas de las VMP de embriones embebidos diferentes tiempos en 
un gel de poliacrilamida-SDS. después se realizó la transferencia de las proteínas a 
papel de nitrocelulosa y se detectó a la ATPasa con los anticuerpos que reconocen 
la región amino terminal de la enzima (Sánchez-Nieto et al. 1994). La única banda 
que se detectó con el anticuerpo, presentó un peso molecular de alrededor de 107 
kDa, peso que corresponde al reportado para la ATPasa de H' de plantas y que 
además se presentó en las preparaciones membrana les de todos los tiempos de 
imbibición analizados (Figura BA). 

Los resultados mostraron un incremento en la cantidad de enzima desde la 
primera hora de imbibición de los embriones, detectándose la mayor cantidad de 
proteína a las 2 horas (Figura B8). Es probable que este incremento en proteína en 
las primeras 2 horas de imbibición se deba a la síntesis de novo de la enzima o a 
una reducción en la degradación. Después de las 2 h se observó una disminución 
en la cantidad de proteína detectada con el anticuerpo, lo que podría indicar la 
disminución en la síntesis de novo, la degradación de la enzima o la combinación de 
ambas actividades. 
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Figura 8. Inmunodetección de la ATPasa de H+ en las vesículas de membrana 
plasmática de embriones embebidos diferentes tiempos. A. Inmunoréplica tipo Westem 
de las VMP de embriones embebidos O. 1, 2, 3 Y 5 horas. Se obtuvieron las VMP de los 
embriones embebidos los tiempos indicados y se corrieron 60 119 de proteína lcarril en un 
gel de poliacrilamida-SDS, posteriormente se transfirieron las proteínas a papel de 
nitrocelulosa y se detectó a la A TPasa usando un anticuerpo que reacciona contra un 
segmento de 14 aminoácidos localizado en la región amino terminal de la enzima. B. 
Perfíl de deteccíón de la A TPasa obtenído de la densítometría de la inmunoréplica del 
panel A. 
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V.3.3 Incorporación de Metionina-3SS a las proteínas totales: a ~ª f!"a~dó!'! 
membranal y a la banda de ATPasa de los embriones embebidos diferentes 
tiempos. 

Para determinar el tiempo en el cual ocurría la síntesis de novo de la enzima, 
se realizó la incubación de los embriones en presencia de Metionina-,.s. Se midió 
la incorporación de la marca radiactiva en las proteínas de los embriones 
embebidos diferentes tiempos en un extracto crudo o total de proteínas (fracción H
N), en la fracción microsomal y en la banda de proteína que reaccionaba con los 
anticuerpos contra la ATPasa de la membrana plasmática. Se encontró que la 
incorporación de marca radiactiva a las proteínas totales es muy baja en la primera 
hora de imbibición y a partir de la primera hora aumento 23 veces. Después de este 
tiempo la síntesis de proteínas continua pero más lentamente. En cuanto a la 
síntesis de proteínas de membrana se encontró un aumento de 6 veces de la 0.5 h 
a la primera hora de imbibición, representando así el 43% de la proteína total 
sintetizada. A las 5 horas la incorporación de marca radiactiva de la fracción 
membranal constituyó el 50% de la proteína total sintetizada. 

Sin embargo, aún cuando se observó el incremento en la síntesis de las 
proteínas membranales, no se logró detectar una incorporación significativa de 
marca radiactiva en la banda de 100kDa que reaccionó con el anticuerpo específico 
contra la ATPasa (Tabla 2). Lo anterior contradice los resultados de la detección de 
la enzima con anticuerpos, los cuales en vista de estos resultados podrían 
explicarse.si toda la población de enzima existente a cualquiera de los tiempos 
determinados no estuviera insertada en la membrana plasmática, sino que se 
encontrará en otra membrana celular como por ejemplo en la membrana del retículo 
endoplásmico, por lo que las diferencias en el nivel de proteína en las VMP a los 
diferentes tiempos de imbibición se deberían a esta inserción diferencial de proteína 
y no a la síntesis de novo. 

Tabla 2. Incorporación de Metionina-"S a las proteínas de las fracciones H-N y microsomal 
y a la banda de ATPasa de los embriones embebidos diferentes tiempos. Se obtuvieron las 
fracciones H-N y microsomal de embriones embebidos por diferentes tiempos en 
Metionina-35S según se describió en la sección de materiales y métodos complementarios y 
se realizó la inmunoréplica tipo Westem de la fracción microsomal de embriones 
embebidos diferentes tiempos y se cortó ia banda que se detectó con el anticuerpo que 
reacciona con la ATPasa de protones de la membrana plasmática. 

Tiempo de Fracción H-N Fracción Microsomal 
imbibición (cpm I mg proteína) (cpm I mg proteína) 

(horas) 
0.5 
1 
2 
3 
5 

1334.0 
30,486.0 
36,686.0 
37,880.0 
44,546.0 

1572.0 
12,628.0 
16,228.0 
21,532.0 
22,412.0 

cpm I banda de 
100kDa 

74 
58 
55 
70 

165.33 



V.3.4 Efecto de inhibidores de la traducción y transcripción en la actividad de 
la ATPasa. 

Para determinar si la actividad catalitica que se determinó en las membranas 
plasmáticas durante la hidratación del embrión. se debia a ATPasa recién 
sintetizada, se expusieron a los embriones embebidos por diferentes tiempos a dos 
inhibidores que afectan a diferente nivel la síntesis de proteínas, estos inhibidores 
fueron la cicloheximida y la u-amanitina. El primero de los inhibidores es un 
antibiótico que bloquea la síntesis de proteínas al inhibir a la peptidil transferasa, 
mientras que la u-amanitina inhibe a la RNA polimerasa 11 eucariota, por lo que no 
permite la síntesis de proteínas a partir de RNAm nuevos o recién sintetizados. 

En la primera hora de imbibición con u-amanitina no se observó un cambio 
significativo en la actividad de la enzima comparada con el control, lo anterior 
podría deberse a que en la primera hora de imbibición la maquinaria de síntesis de 
proteínas no fuera todavía activa o que la síntesis de proteínas estuviera ocurriendo 
a expesas de los RNAm 'viejos' o que el inhibidor aún no hubiera llegado a su sitio 
blanco de acción. Sin embargo, los datos concuerdan con la cantidad de enzima 
que se detecta con los anticuerpos contra la enzima, ya que a O y 1 horas de 
imbibición se tienen cantidades similares de proteína, por lo que aún cuando se 
sabe que la maquinaria de síntesis de proteínas si esta activa minutos después de 
la imbibición, es probable que esta enzima en particular se sintetice después de la 
hora. 

La incubación de los embriones con u-amanitina en el intervalo de la primera 
y tercera hora de la germinación sí disminuye la actividad de la enzima, está 
disminución puede ser explicada por la disminución en la cantidad de la enzima, 
debida a la inhibición que causa u-amanitina en la síntesis de la enzima a partir de 
los RNAm recién sintetizados. Estos resultados son consistentes con el aumento en 
ATPasa a las 2h de imbibición, según lo resultados obtenidos con el anticuerpo 
(Figura 8). 

La incubación de los embriones. con u-amanitina en el intervalo de 3 a 5 
horas no modifica la actividad de la enzima a las 5 horas, es posible que la enzima 
recién sintetizada sea la responsable de la actividad que medimos a las 5 horas y 
que la enzima que se encontraba en la semilla seca ya haya disminuído a ese 
tiempo y por lo tanto no contribuya de manera significativa a la actividad a las 5 
horas de imbibición, lo anterior concuerda con el nivel de enzima, ya que a las 5 
horas hay menos proteína que el encontrado a las O horas. 

La cicloheximida produjo efectos similares al de la u-amanitina en la actividad 
de la enzima, aunque la incubación con cicloheximida por 3-5 horas si produce una 
disminución ligera en la actividad (Tabla 3). Estos resultados podrían interpretarse 
como que en las primeras tres horas OCurre la sintesis de novo del RNAm y que a 
partir de este RNAm se sintetiza la enzima. 



Tabla 3. Efecto de los inhibidores de la sintesis de proteinas en la actividad de hidrólisis de 
ATP de las VMP de embriones embebidos diferentes tiempos. 
Tratamiento Tiempo de Tiempo total Período en el que 

Control 

a-amanitina 

Cicloheximida 

imbibición con el estuvieron en 
total inhibidor contacto con el 

(horas) (horas) inhibidor (horas) 
o O 
1 O 
2 O 
3 O 
5 O 
1 
3 
3 
3 
5 
1 
3 
3 
3 
5 

1 
3 
2 
1 
2 
1 
3 
2 
1 
2 

0-1 
0-3 
1-3 
2-3 
3-5 
0-1 
0-3 
1-3 
2-3 
3-5 

Actividad de 
hidrólisis de ATP 
(nmoIPimg·'h·') 

1364.25 
1117.5 
2352.6 
1062.5 
1328.4 
1280.5 
570.5 
283.0 
250.2 
1300.3 

1272.96 
585.5 
256.5 
304.3 
949.73 



V.3.S Efecto de la concentración de Mg'+ libre en la actividad de la enzima y en su 
inhibición por vanadato. 

V.3.S.1 Efecto del magnesio en los parámetros cinéticos de la enzima. 

La ATPasa de H+ de la membrana plasmática de plantas es una enzima que es 
altamente específica para ATP y que necesita al catión Mg'+ para llevar a cabo la 
catálisis (Leonard y Hod~es 1973). Se sabe que el sustrato real de la enzima es el 
complejo de ATP con Mg +. en una relación de 1 Mg'+: 1 ATP (Leonard y Hodges 1973; 
Balke y Hodges 1975). 

Para conocer cuál es el sustrato real de la enzima se pueden seguir varias 
estrategias. una de ellas ha sido la de colocar en el medio de incubación cantidades 
equimolares de ATP y de MgCI,o MgSO, (Perlin y Spanswick 1981; Dupont el al. 1981; 
Dupont y Leonard 1980; Gildensoph y Briskin 1990; Cocucci y Marré 1991); otra de las 
estrategias también ampliamente utilizada es la de adicionar proporciones diferentes 
de las dos especies, tratando por lo general de tener mayor concentración de MgCI, 
qüe de ATP (Gibrat el al. 1989; Palmgren y Christensen 1994; Wach el al. 1990); para 
asegurar la formación del complejo MgATP. Aún cuando ambas estrategias conducen a 
la formación del sustrato real de la enzima, también podrían producir cantidades 
variables de Mg'+ y ATP libre y se conoce que ambas especies en concentraciones 
altas pueden producir inhibición de la actividad de la ATPasa (Balke y Hodges 1975). 

En nuestro laboratorio hemos realizado la determinación de la actividad de 
ATPasa adicionando a la mezcla de reacción cantidades equimolares de ATPlTris pH 
7.0 Y de MgCI" calculando la concentración de los complejos y especies libres que se 
formaban en el medio de reacción, dependiendo de la concentraciones adicionada de 
las dos especies, para realizar el cálculo se toman en cuenta las constantes de 
disociación de cada uno de los componentes y los posibles complejos que se podrían 
formar al pH en el que se llevaba a cabo la reacción (O'Sullivan y Smitters 1979; 
Rodríguez-Sotres y Muñoz-Clares 1990; Sánchez-Nieto el al. 1992). 

En el presente trabajo, con el objeto de obtener y comparar los parámetros 
cinéticos de la ATPasa de H+ obte"ida de vesículas de membrana plasmática de 
embriones embebidos por diferentes tiempos, se midió la actividad de la enzima en 
presencia de diferentes concentraciones de su sustrato (MgHATP'), concentraciones 
que se determinaron como describió en el párrafo anterior. 
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Figura 9. Curva de actividad de A TPasa a diferentes concentraciones de sustrato de las VMP 
de embriones embebidos por diferentes tiempos. Se midió la actividad de hidrólisis de ATP en 
un medio de reacción que contuvo 250 mM Sacarosa, 20 mM Tris/HCI pH 7.0, 2mM Na N" 54 
f1g/ml lisofosfatidilcolina, 7 ~ CCCP y cantidades equimolares de MOPSt8tp pH 7.0 Y MgCJ,. 
Se inició la reacción con la adición de 3.3 f1g de proteína membranal (VMP). dejándose 
proceder por 3h a 30'C. Se detuvo la reacción con la adición de 24% SOS Y por último se 
cuantificó el Pi liberado por un método colorimétrico (González et al. 1992). 

Los datos cinéticos de la actividad de ATPasa de las vesículas de membrana 
plasmática de embriones embebidos O, 2 Y 5 horas delinearon curvas que presentaban 
un comportamiento Michaeliano (Figura 9), lo cual se corroboró al procesar los datos 
con la ecuación de HiII, ya que los valores del número de Hill fueron cercanos a uno 
para las tres preparaciones membrana les (Tabla 4). La actividad de ATPasa de las 
VMP de Oh presentó una Km 1.8 veces menor que la Km para la actividad de ATPasa 
de las preparaciones membrana les de 2 y 5 horas. El valor de la Vmax es similar al que 
se detectó en el perfil de actividad de la enzima a los diferentes tiempos de imbibición 
(Sánchez Nieto 1994), en el que las VMP de 2h de imbibición presentaron el valor más 
alto de actividad de ATP asa, mientras que las otras dos preparaciones membrana les 
mostraban una velocidad similar (Tabla 4). 



Tabla 4. Parámetros cinéticos de la ATPasa de la membrana plasmática. La actividad de 
A TPasa se determinó según se describe en el pie de la Figura 9. Los valores que se muestran 
se obtuvieron al ajustar los datos experimentales a la ecuación de Hit!. 

Tiempo de Km Vmax n 
imbibición (mM) (n mol Pi m ·'h·') 

(horas) 9 

o 0.207 ± 0.02 1336.9 ± 32.51 1.0149 ± 0.088 

2 

5 

0.382 ± 0.07 

0.359 ± 0.02 

2024.1 ± 37.5 

1433.2 ± 85.5 

1.0037 ± 0.003 

0.9213 ± 0.119 

A pesar de que estos resultados eran semejantes a los reportados, en cuanto al 
comportamiento Michaeliano de la enzima y a los valores de Km obtenidos por otros 
autores (Dupont el al. 1981; Perlin y Spanswick 1981; Briskin y Poole 1984), se 
realizaron otros experimentos debido a que observamos que las concentraciones de 
Mg'· libre presentes en el medio de ensayo variaban desde 30 hasta 230 IlM. Puesto 
que la adición de cantidades equimolares de MgCl, y ATP no sólo nos producen las 
concentraciones que deseábamos del MgHATp· sino también concentraciones 
diferentes de las especies libres (ATP y Mg'·), que se sabe tienen efecto inhibitorios en 
la actividad de la enzima (Balke y Hodges 1975; Briskin y Poole 1983) y dado que se 
ha sugerido que la ATPasa de Neurospora erassa podria tener al menos un sitio 
adicional paFa la unión de magnesio (Brooker y Slayman 1983). 

Para descartar la posible inhibición de la enzima por Mg'·, se midió el efecto del 
Mg'· libre sobre la actividad de la ATPasa de las tres diferentes preparaciones 
membranales (O, 2 Y 5 horas) y a dos diferentes concentraciones de MgHATP': una 
alrededor de la Km (200 IlM) Y otra 4 veces por debajo de la Km (50 IlM). 

La actividad de hidrólisis de ATP de la preparación membranal de O horas a 200 
IlM de MgHATp· fue aumentando conforme se incrementó la concentración de Mg'· 
libre en el ensayo desde 20 hasta 60 ¡¡M Y concentraciones mayores ya no aumentaron 
la actividad de la enzima (Figura 10). Mientras que a 50 IlM de MgHATp· la actividad 
de la ATPasa disminuyó al aumentar la concentración de Mg'· libre en el medio de 
ensayo. En tanto que, la preparación membranal de 2h a 200 IlM de MgHATp· 
aumentó su actividad a concentraciones de Mg'· libre de 20 y 40 IlM Y concentraciones 
mayores inhibierón la actividad de la ATPasa. A 50 ¡¡M de MgHATP' la actividad 
enzimática de las VMP de 2h se inhibió a todas las concentraciones Mg'· libre 
probadas. Mientras que, la actividad de ATPasa de la preparación membranal de 5h a 
200¡¡M de MgHATP' aumentó conforme se incrementó la concentración de Mg'· libre d~ 
10 a 35 ¡¡M, concentraciones mayores inhibieron ligeramente a la enzima. A 50 IlM de 
MgHATp· se observó que la actividad de las VMP de 5h fue similar en todas las 
concentraciones de Mg'· libre probadas (Figura 10). 



1500 

1200 

- A 200 ¡.M MgHATP' 

- A --
_- __ ~_ --- ---_____ __ t 

--- A A A --
OH 

, 
900 - A,' 

, 
A • A 

600 

300 

"A r----__ 50 ¡.M MgHATP' . -.--------~------ . . --------
O 

500 • 
~- 400 0.-
!;( o;:C 

w '" 300 
" E S/¡;:; 200 
Q ~ 
~E. 100 
~ 

,t----. __ 
6 , A --_ 

-t __ 2.00 ¡.M MgHATP' A - ' --.y .. A ------ e--ir __ .. -----~ -
- .. -.----_ .B 50.M MgHATP' 

" -- cr------- _____ J 

2H 

O 
300 - 6 

5H 

250 - 200 ¡.M MgHATP" 
200 

150 

6, " .A· - - - - - - -g ----_________ ~ 
- ,'Ó, A 

100 

50 

- A" O 50 ¡.M MgHATP' 
~._-g----ª-- -- ----e----- ------ ---~ 

O , , , 
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 

mM Mg 2+ libre 

Figura 10. Efecto del Mg" libre en la actividad de la ATPasa de las VMP de embriones 
embebidos diferentes tiempos. El ensayo de actividad de A TPasa fue similar al descrito en la 
leyenda de la Figura 9, pero en este caso se variaron las concentraciones de Mg2

+ libre y se 
mantuvo fija la concentración del complejo MgH,1\Tp· a 50 y 200 tlM. 

La inhibición que causa el magnesio libre sobre la actividad de la enzima a 
concentraciones no saturantes de sustrato podría explicarse si el magnesio libre compite 
por el sustrato por el sitio activo de la enzima, ya que estos resultados son compatibles 
con la cinética de de adición de sustratos a una enzima totalmente al azar (Segel, 1993). 

Este último hallazgo nos sugería que el Mg" libre podría afectar en proporción 
diferente la actividad de la enzima de las tres fracciones membranales (O, 2 Y 5h) Y que 
la inhibición podría ocurrir en casi todas las concentraciones de MgHATF probadas, 
ya que sabíamos por el experimento que Se mostró en la Figura 9, que el Mg" libre 
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fluctuaba entre 30 a 45 ~M a concentraciones altas de MgHATP', mientras que a 
concentraciones menores de sustrato, se llegaba alrededor de 200 ~M del magnesio 
libre. 

Por lo anteriormente expuesto, decidimos medir la actividad de la enzima a 
diferentes concentraciones de sustrato manteniendo constante la concentración de 
magnesio libre a 35 y 200 ~M (Figura 11). Los resultados confirmaron nuestra 
sospecha: altas concentraciones de magnesio libre inhiben significativamente la 
actividad de la enzima, por ello se decidió utilizar 35 ~M de esta especie libre para 
medir la actividad de la ATPasa de H' de la membrana plasmática. 
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Figura 11. Efecto del magnesio libre en la cinética de actividad de la ATPasa de las 
VMP de embriones sin embeber, a diferentes concentraciones de sustrato. El ensayo 
se realizó según se describió en la leyenda de la Figura 9, pero manteniéndose fija la 
concentración de Mg" libre en la solución a 35 (-_-) o 200 ~M (-0-). 

51 



V.3.5.2 Efecto del magnesio en la inhibición por vanadato, 

De manera paralela a los experimentos descritos. se exploró el efecto de 
vanadato sobre la actividad de la ATPasa. Con el fin de obtener y comparar el efecto 
de este inhibidor en la actividad de la ATPasa de los embriones embebidos por 
diferentes tiempos, se procedió a medir la actividad de la enzima a tres diferentes 
concentraciones de sustrato y variando las concentraciones de vanadato. Los valores 
de 150 obtenidos del ajuste de las curvas a diferentes concentraciones del inhibidor, 
indicaron que la enzima de los embriones con 5 horas de imbibición es menos sensible 
al inhibidor, comparada con la actividad de ATPasa de los embriones con O y 1 horas 
de imbibición, a todas las concentraciones de sustrato probadas. 

Tabla 5. Constantes de inhibición de NaNO. (150) sobre la actividad de la ATPasa de protones 
a diferentes concentraciones de sustrato (MgHATP'). La enzima proviene de las vesículas de 
membrana plasmática de embriones embebidos por diferentes tiempos obtenidas según se 
describe en Sánchez-Nieto et al. (1997). El ensayo de hidrólisis de ATP se llevó a cabo de 
manera similar a el descrito en el experimento de la Figura 9, en donde se mezclaron 
cantidades equimolares de ATP y MgCI,. 

Tiempo de 
imbibición (h) 

o 
1 
5 

0.24 mM MgHATP' 
(230 f1M Mg" libre) 

232.44 ± 55.57 
102.38 ± 42.66 
13415 + 1570 

1 .. 
0.77 mM MgHATP' 
(70 f1M Mg" libre) 

311.93 ± 135.4 
80.73 ± 76.32 

362.68 ± 315.0 
Los valores de 1,. están expresados en f1M de NaNO. 

8.11 mM MgHATP' 
(40 f1M Mg"libre) 

26.11 ±10.13 
22.58 ± 10.89 

131.67 ± 30.57 

Adicionalmente, observamos que la actividad de la ATPasa de las tres 
fracciones membrana les presentó valores de 150 menores conforme aumentaba la 
concentración del sustrato, sugiriendo que el vanadato produce una inhibición de 
tipo acompetitivo, es decir, que el inhibidor se une muy eficientemente al 
complejo ES (complejo que aumenta con la concentración de sustrato), inhibiendo asi 
la reacción. Sin embargo, sólo hay un reporte de este tipo de inhibición sobre la 
actividad de la ATPasa de la membrana plasmática de plantas (O'Neill el a/1984). Aún 
cuando la información que nos proporcionaban los 150 era suficiente para conocer el 
efecto del inhibidor sobre las diferentes preparaciones membranales (O, 2 Y 5 h), era 
interesante investigar porqué encontrábamos este tipo de inhibición en las tres 
preparaciones de VMP, por lo que procedimos a investigar cual era la causa. 

El tipo de inhibición que producía el VO.'" sobre la enzima en nuestras 
condiciones de ensayo, podría atribuirse a que hubiera diferentes concentraciones de 
Mg" libre en el medio de reacción, cuando se mezclaban equimolarmente ATP y 
MgCI" lo cual se pudo comprobar en la Tabla 5. 
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Figura 12. Efecto del vanadato y el magnesio libre en los parámetros cinéticos de la ATPasa 
de las VMP de embriones sin embeber. El experimento se realizó en un medio de ensayo que 
contuvo 250 mM Sacarosa, 20 mM Tris/HCI pH 7.0, 2mM NaN" 54 I'g/ml lisofosfatidilcolina, 7 
~M CCCP, ATPlTris pH 7.0 Y MgCI,. Se inició la reacción con la adición de 3.3 I'g de proteína 
membranal (VMP), dejándose proceder por 3h a 30'C. Se detuvo la reacción con la adición de 
24% SOS Y por último se cuantificó el Pi liberado por un método calorimétrico (González el al. 
1992). 
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Para aclarar el papel del Mg'+ libre en la inhibición de la actividad de la ATP~s~ 
por vanadato, se obtuvieron las Vmax y las Km de la ATPasa en una preparación de 
VMP de embriones sin embeber, a dos diferentes concentraciones de Mg'+ libre (30 y 
150 ~M) Y en presencia de diferentes concentraciones de NaNO, (O, 40 Y 300 ~M). Los 
valores de Km y Vmax obtenidos al ajustar los datos experimentales con la ecuación de 
Michaelis-Menten presentaron una desviación estándar alta, signo de que no era el 
mejor ajuste de los datos experimentales (comportamiento que describimos con más 
detalle en el manuscrito de la sección 3 del Capitulo de Resultados). Los valores de 
Km obtenidos con el ajuste a la ecuación de Michaelis-Menten al mantener el magnesio 
libre a 30 ~M fueron similares en presencia o ausencia de NaNO,. Un comportamiento 
similar se observó con las Km obtenidas a 150 ~M de Mg'+ libre a O, 40 Y 300 ~M de 
NaNO, (Figura 12). Mientras que las Vmax obtenidas del ensayo de actividad en 
presencia de 30 ~M de Mg'+ libre si se modificaron en presencia de vanadato, 
resultados similares se obtuvieron cuando se mantuvo a 150~M el Mg'+ libre, 
disminuyendo la Vmax de la enzima conforme aumentaba la concentración del inhibidor 
(Figura 12). 

Este efecto del inhibidor sobre los parámetros cinéticos de la enzima al 
mantener constante en el medio de ensayo la cocentración de Mg'+ libre, pOdría sugerir 
que el mecanismo de inhibición es del tipo no competitivo, es decir que el vol 
se une a la enzima independientemente de si el sustrato está o no unido a la enzima. 
Este patrón de inhibición del vanadato por la ATPasa es el que se ha reportado con 
mayor frecuencia (Gallager y Leonard 1982 ; Briskin 1993; Gibrat el al. 1988). 

Por otra parte también observamos que la Km de la ATPasa medida a 150 ~M 
de Mg'+ libre, es aproximadamente 2.5 veces menor a la Km determinada a 30 ~M de 
Mg'+ libre. Al respecto, en la literatura se ha sugerido que el papel del magnesio podría 
ser la de estabilizar al intermediario enzima-ATP de manera que el magnesio se 
requeriría para optimizar la transferencia de! fosfato y de! ATP a la enzima (B¡¡skin y 
Pool e 1983). Sin embargo, aún cuando la Km disminuyó a concentraciones altas de 
magnesio libre, la velocidad de la enzima fue menor en esta condición que a 30 ~M de 
magnesio libre. 

En estos experimentos no fue posible obtener los valores de Ki de vanadato 
debido a que con los datos anteriores no se podía asegurar con certeza cual era el 
mecanismo de inhibición de! vanadato sobre !a enzima y cual era !a participación del 
magnesio libre en la inhibición. Sin embargo, como el objetivo de este trabajo era el de 
comparar el efecto del inhibidor sobre las VMP de embriones embebidos diferentes 
tiempos, se procedió a determinar los valores de Iso para vanadato a concentración 
saturante de sustrato, manteniendo constante la concentración de Mg'+ libre a 35 ~M 
(ver Figura 1 en el artículo de la sección 1 del capítulo de resultados). 

Para poder determinar de manera clara y confiable cual es el efecto del 
vanadato y del magnesio en la actividad de la enzima, sería deseable contar con una 
preparación pura de enzima, para entonces poder realizar los ensayos necesarios que 
definan el papel de del va," y el Mg" sobre la actividad de la ATPasa de protones de 
la membrana plasmática de plantas. 



VI. Discusión general 

Considerando que los datos presentados en los artículos contenidos en 
esta tesis se discuten de manera independiente, esta Discusión general esta 
enfocada a hacer una integración de los aspectos más generales y relevantes del 
trabajo de tesis. 

Al inicio de la germinación debe ocurrir la reanudación del metabolismo en 
general y la re-organización de los componentes membrana les con la reactivación 
de los mecanismos de transporte (Bewley y Black 1994). La caracterización de 
una enzima membranal en este proceso fisiológico resulta importante por varias 
razones: una es el conocimiento del progreso de la actividad enzimática 
membranal durante la transición del estado seco al hidratado. Este es un aspecto 
que aún en enzimas solubles está muy poco estudiado. Otra razón importante es 
el conocimiento de la dinámica de una enzima fundamental en el metabolismo 
celular y cuya mayor demanda fisiológica se establece alrededor de las 12 horas 
de imbibición en nuestro cultivar. En este trabajo se ha disecado la actividad 
enzimática, las propiedades cinéticas y la infiuencia membranal en la AlPasa de 
H' a través de las primeras 5 horas de germinación. Estos datos ilustran las 
diversas estrategias celulares que se despliegan para modular la actividad 
enzimática membranal en un periodo particularmente interesante, crítico y 
decisivo en el ciclo de vida de una planta. 

La AlPasa de H' de la membrana plasmática puede ser importante en la 
germinación, ya que es una enzima que genera un gradiente electroquímico de 
protones a expensas de la hidrólisis del AlP. Este gradiente electroquímico 
puede facilitar el transporte de iones o moléculas tanto al interior como al exterior 
de la célula, transporte que sería importante para el crecimiento de las células 
embrionarias. Además se ha planteado que la alcalinización del pH intracelular 
podría inducir la activación de la maquinaria de síntesis de proteínas, mientras 
que la acidificación que la enzima podría promover en el apoplasto permitiría la 
relajación de la pared celular, ambos procesos son de vital importancia para el 
crecimiento y la elongación celular de los tejidos embrionarios. 

Inicialmente en el laboratorio encontramos que la AlPasa de H' estaba 
presente en la semilla seca, éste era un indicio de que la enzima podría ser activa 
al iniciarse la germinación (García-Rubio el al. 1997; Sánchez-Nieto 1994; 
Artículo en apéndice). Un seguimiento temporal de la actividad reveló que durante 
las primeras horas de hidratación la actividad de la enzima fiuctuaba. Se 
encontraron actividades semejantes a las O y 5 horas de imbibición y un máximo 
de actividad de AlPasa a las dos horas de imbibición (Figura 13; Sánchez-Nieto 
1994). Estos cambios en la actividad podrían involucrar la síntesis de novo de la 
enzima, modificaciones post-traduccionales (fosforilación-defosforilación y 
proteólisis) o la alteracción en el microambiente de la enzima. Se ha propuesto 
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que todos estos mecanismos pueden alterar la actividad de la ATPasa, por lo que 
consideramos que no sería difícil que alguno o varios de ellos se expresaran en la 
fase inicial de la germinación. A continuación se presenta una panorámica en la 
que se ubican todos los factores estudiados y cuya participación modula la 
actividad de la enzima. 

VI.1 Detección de níveles de enzima. 

Vl.l.l Reactividad al anticuerpo especifico contra la A TPasa de W de la membrana 
plasmática de plantas. 

El incremento que se detectó en la actividad de la enzima a las dos horas 
podría explicarse de varias maneras. Una forma de explicar ese aumento es por 
un aumento en la cantidad de enzima. Los resultados de la detección de la 
enzima con anticuerpos específicos revelaron que efectivamente, a las 2 h había 
mayor cantidad de la ATPasa, lo cual podría explicarse si hubiera ocurrido su 
síntesis de novo. 

La ATPasa de H+ de la membrana plasmática no es la única enzima que 
presenta un máximo de actividad en las primeras 5 horas, sino también siguen 
este patrón la ATPasa mitocondrial (Ehrenshaft y Bramb11990), la peroxidasa y la 
superóxido dismutasa (Puntarulo y Boveris 1990; Stewart y Bewley 1980). Es 
probable que aquellas enzimas que son muy importantes para el desarrollo de la 
nueva planta preserven una actividad significativa después de pasar por el 
periodo de la desecación y es posible que la actividad máxima encontrada sea el 
balance entre su síntesis y degradación. 

VI. 1.2 Sintesis de novo de la enzima. 

Analizando la incorporación de Metionina-"S a las proteínas, se observó 
que en la primera hora había una alta síntesis de proteína tanto membranal como 
citosólica y que continuaba sintetizándose proteína después de este tiempo, pero 
más lentamente. Por otra parte, en un trabajo anterior se había encontrado un 
enriquecimiento en la cantidad de proteínas de la membrana plasmática a las 2 
horas (García-Rubio el al. 1997). Es probable que este aumento en proteínas sea 
exclusivo de esta fracción subcelular y que tenga alguna significancia funcional al 
inicio de la germinación, ya que la recuperación de la estructura y función de la 
membrana plasmática al comenzar la hidratación debe ser primordial. Hubiera 
sido muy útil obtener el patrón de síntesis de la ATPasa de la membrana 
plasmática por la incorporación de Metionina-35S, sin embargo, como se anotó en 
la sección de resultados complementarios, ésto no fue posible. 

De una manera indirecta se investigó si la enzima sintetizada de novo 
participaba activamente en la hidrólisis del ATP a las 2 horas. Se midió el efecto 
de la incubación de los embriones con cicloheximida sobre la actividad de la 
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enzima. Se encontró que la actividad de la enzima disminuía cuando se 
incubaban los embriones entre la primera y tercera hora de la germinación en 
presencia de cicloheximida, posiblemente por la disminución en la cantidad de 
enzima a estos tiempos. Lo anterior apoya los datos de que en el periodo de 1 a 3 
horas de imbibición se está llevando a cabo la síntesis de la enzima. 

V1.1.3 Niveles de transcritos de la ATPasa 

En relación con los niveles de enzima, resultados en el laboratorio (María 
Consuelo Enríquez, comunicación personal), muestran que a las dos horas de la 
germinación hay un aumento en los RNAm que codifican para la ATPasa (Figura 
13). Estos datos concuerdan con los obtenidos con los anticuerpos sobre la 
posible ocurrencia de la síntesis de novo de la enzima. Sin embargo, aún cuando 
se detectó una mayor cantidad de los RNAm a las 2h, no es posible asegurar 
inequívocamente que los RNAm estén siendo traducidos a proteína, lo que 
redunde en una mayor actividad enzimática. Para confirmar lo anterior tendría que 
realizarse la traducción in vitro de los RNAm y la inmunoprecipitación 
subsecuente de la enzima. 

Por otra parte, la incubación de los embriones con a-amanitina, un 
inhibidor que bloquea la síntesis de RNAm, produce un decremento en la 
actividad enzimática cuando los embriones se incuban con el inhibidor entre la 
primera y tercera hora de incubación. Estos resultados sugieren que en 
condiciones normales, los embriones sintetizan RNAm durante el periodo 
comprendido entre la primera y tercera hora de imbibición y que estos transcritos 
pueden estarse traduciendo a proteína activa. Estos datos son consistentes con la 
determinación directa de RNAm para la ATPasa como se mencionó 
anteriormente. 

Se ha reportado que la semilla es capaz de reanudar la síntesis del 90% de 
sus proteínas a partir de los RNAm remanentes y que se encuentran en la semilla 
seca en un periodo 30 a 90 minutos, aún cuando haya una síntesis activa de 
nuevos RNAm (Bewley y Black 1994). ·En el caso de la ATPasa, estos datos 
podrían apoyar la síntesis tanto de la proteína como de sus transcritos durante las 
primeras 5 horas de imbibición. La síntesis de proteínas dependiente de los 
mensajeros "viejos" en semillas de rábano disminuye al 60 % a las 2 horas de 
imbibición y es cercana al 20% a las 4 horas de imbibición, por lo que la síntesis 
de nueva proteína en estos tiempos es sustentada principalmente por los RNAm 
de reciente síntesis (Delseny et al. 1977). Nuestros resultados estarían de 
acuerdo con estos reportes, ya que la proteína sintetizada entre la primera y 
tercera hora de imbibición provendría preponderantemente de la traducción de 
mensajeros recién sintetizados. 
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VI.2 Caracterización de la actividad de hidrólisis de ATP 

V1.2.1 Característícas bioquímicas de la enzima 

A pesar de que la actividad de ATPasa a las O y 5 horas de imbibición es 
similar en magnitud, ambas actividades enzimáticas pueden ser distinguidas por 
su diferente sensibilidad a: vanadato, lisofosfatidilcolina, pH y temperaturas altas 
de preincubación. Se encontró que la enzima de los embriones sin embeber es 
más sensible al vanadato, a la tri psi na y a la lisofosfatidilcolina y más resistente al 
pH y las temperaturas de desnaturalización, que la enzima de las 5 horas de 
imbibición. Es probable que esta enzima, que permaneció después del periodo de 
desecación de la semilla, presente este tipo de caracteristicas que favorezcan su 
estabilidad y permanencia en la membrana, para ser capaz de presentar actividad 
catalítica cuando comience la hidratación de la semilla, mientras ocurre la sintesis 
de una enzima nueva que la sustituya. 

Usando la sensibilidad a vanadato como parámetro que ayudaba a detectar 
diferencias estructurales en la enzima, podríamos afirmar que el cambio entre una 
forma y otra se da entre las 3 y 5 horas de imbibición, lo que sugiere que antes de 
las tres horas de imbibición hay una expresión transcripcional y traduccional de la 
enzima propia de la semilla en formación y que prevalece después de su 
desecación, tanto en forma de enzima remanente, como traducida a partir de los 
transcritos almacenados correspondientes. Es muy probable que una forma 
enzimática no suceda a la otra de manera abrupta, sino que haya un periodo en el 
que coexistan, quizás una con predominancia sobre la otra. Desafortunadamente 
no fue posible evidenciar esto en nuestros experimentos, ya que las formas de 
detección de mensajeros y proteína no permitieron diferenciar las dos formas 
enzimáticas y el seguimiento de actividad diferenciada por su sensibilidad a 
algunos de los factores, que si podría haberlas detectado, no fue hecho tomando 
varios tiempos entre 3 y 5 horas de imbibición. 

las diferencias en sensibilidad al vanadato podrían explicarse si hubiera 
ocurrido algún cambio en uno O varios residuos de aminoácidos cercanos al sitio 
donde se encuentra el aspártico que se fosforila durante la catálisis de la enzima, 
ya que en la ATPasa de levadura se han realizado mutaciones en varios de estos 
residuos y se ha encontrado que la Ki por el inhibidor se incrementa y además se 
obtiene un desplazamiento del pH óptimo (acídico) de la enzima a pHs neutros 
(portillo el al. 1989; Portillo el al. 1991). Asimismo, el efecto diferente del pH y de 
la temperatura en la actividad de las enzimas de O y 5 horas hizo suponer que 
existen diferencias a nivel estructural en estas dos enzimas. 

V1.2.2 Purificación 

Para comprobar que las diferencias en las propiedades bioquímicas de la 
enzima de O y 5 horas correspondían a una modificación estructural, se realizó la 
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purificación de la ATPasa sensible a vanadato de las membranas plasmáticas de 
los embriones secos y embebidos 5 horas, mediante una columna de intercambio 
aniónico. Los resultados revelaron que la enzima proveniente de los embriones 
embebidos 5 horas tenía una menor afinidad por la columna que la enzima de las 
O horas. Con estos resultados y los datos de las propiedades bioquímicas, se 
concluyó que la enzima que se encontraba en la semilla sin embeber era diferente 
a la enzima proveniente de los embriones embebidos 5 horas. De manera que la 
enzima que se encuentra a las 5 horas es una forma diferente a la enzima que se 
encontraba en la semilla seca, posiblemente por ser el producto de un gene 
diferente o bien porque la enzima hubiera sido modificada de manera covalente, 
posiblemente por fosforilación. 

Se sabe que la expresión de los genes para la enzima ocurre de manera 
especifica en ciertos tejidos y estadios del desarrollo (Ewing y Bennet 1994; 
Michelet el al. 1994; Moriau el al. 1993), de hecho hay evidencias de una forma 
diferente y exclusiva de ATPasa en semillas en formación de Arabidopsis Ihaliana 
(AHA10; Harper el al. 1994), por lo que la presencia de una isoforma 
predominante en la embriogénesis y otra en la germinación podría ocurrir. Por 
otra parte, tanto las diferencias encontradas en el patrón de elución de la columna 
de intercambio aniónico, como las diferencias en los parámetros bioquímicos, se 
pueden explicar también por niveles diferentes de fosforilación, de tal manera que 
si la enzima de las 5 horas estuviera menos fosforilada, tendría menor número de 
cargas ne.9ativas Y por ello, tendría un menor tiempo de retención en la columna 
de MonoO. 

V1.2.3 Modificación covalente de la ATPasa 

Se ha descrito que las fcsfatasas deben ser activas en la germinación para 
llevar a cabo la hidrólisis de los fosfatos de varios compuestos como el ácido fitico 
y los fosfolipidos. Asimismo, las proteasas y las peptidasas son un numeroso 
grupo de enzimas que aumentan considerablemente durante la germinación y 
cuya expresión temporal está cuidadosamente regulada en tiempos progresivos 
de la hidratación. En la germinación temprana se conoce que la mayoría de las 
proteasas pertenecen al grupo de las metaloendopeptidasas (Bewley y Black 
1994). La actividad de fosfatasas o proteasas produciría un aumento en la 
actividad de la ATPasa, ya que se ha demostrado que la enzima aumenta su 
actividad cuando se defosforila o pierde el carboxilo terminal (Goméz el al. 1996; 
Lino el al. 1998; Olsson el al. 1995). 

Descartamos la posibilidad de que la proteólisis de la región del carboxilo 
terminal contribuyera a las diferencias encontradas en los parámetros cinéticos de 
la enzima de O y 5 h, ya que ambas enzimas se activaron por la proteólisis del 
carboxilo y por el tratamiento con lisofosfatidilcolina. Sin embargo, la diferente 
respuesta a la LPC sugería que las enzimas podrían ser diferentes en las 
regiones diferentes a la del carboxilo terminal, ya que se ha postulado que la 
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interacción LPC-ATPasa involucra varios dominios de la proteína, además del 
carboxilo terminal (Goméz el al. 1996; Olsson el al. 1995). 

Tanto la enzima de O horas como la de 5 horas experimentaron 
defosforilación y un aumento en la actividad enzimática cuando fueron sometidas 
al tratamiento con fosfatasa alcalina, sin embargo la enzima de las O horas 
experimentó un aumento menor en la actividad enzimática que la de 5 horas 
(Figura 13). Estos resultados sugieren que la enzima de las 5 horas podría 
presentar menos sitios fosforilados, por lo que aún cuando se expusieron el 
mismo tiempo a la fosfatasa alcalina ambas enzimas (O y 5 horas), no alcanzan la 
misma activación. Como se mencionó anteriormente, estos diferentes niveles de 
fosforilación serían consistentes con el comportamiento de las dos enzimas en la 
columna de intercambio aniónico. 

V1.2.4 Caracterización cinética 

Para determinar si las diferencias entre las dos enzimas también se 
expresaban en sus propiedades cinéticas se realízó la caracterización cinética en 
las VMP de los embriones secos y embebidos 5 horas. Ambas preparaciones 
membrana les presentaron un comportamiento de cooperatividad negativa frente al 
sustrato. Dicho comportamiento lo explicamos con la ecuación que propone a la 
velocidad total observada, como la suma de las actividades de dos componentes 
(enzimas..o sitios), con comportamiento Michaeliano cada uno. 

Con la ecuación anterior se determinaron los parámetros cinéticos de la 
ATPasa, encontrándose que uno de los componentes presentaba alta afinidad por 
el sustrato y el otro componente exhibía una baja afinidad por ATPHMg; ambos 
componentes se encontraron en las dos preparaciones de VMP (O y 5 horas). Sin 
embargo, ya que en la ATPasa solo existe un sitio de unión a ATP, el 
comportamiento de cooperatividad negativa se podría explicar si la enzima 
formara un dímero, en el que cada monómero tendría un sitio para la unión de 
ATP, pero con distintas afinidades. Además, considerando que a cada tiempo hay 
una forma diferente de enzima, se tendría que en la semilla seca habría una 
holoenzima diferente a la de las 5 horas. 

Pese a que la enzima de las Oh dífería en sus parámetros bioquímicos con 
la enzima de las 5 horas, no se encontraron diferencias importantes en las 
constantes cinéticas de las dos enzimas, ya que solo la Vmax del componente 2 
era distinto. Lo anterior nos llevó a plantear que además de los cambios 
estructurales que estaban ocurriendo en la enzima, había otro factor que también 
podría estar influenciando su actividad y que probablemente era el medio 
amfipático que rodea a la enzima. 

Con el fin de investigar el posible papel del medio amfipático en la 
regulación de la actividad de la ATPasa, se midió la actividad en diferentes 
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medios anfipáticos: en el detergente dodecilmaltósido y en este detergente más 
fosfolipidos de soya. Se encontró que la enzima presentaba diferencias 
dramáticas en el comportamiento cinético, dependiendo del medio anfipático que 
la rodeaba. 

El arreglo dimerico que hemos planteado para explicar los datos cinéticos 
de la enzima, se apoya también en las determinaciones del peso molecular de la 
A TPasa de H· de la membrana plasmática de betabel (Briskin el al. 1985; Briskin 
y Niesman-Reynolds 1989) y en los datos cinéticos obtenidos por otros autores 
(Ramos el al. 1994; Roberts el al. 1995). Sin embargo, la especie monomérica es 
capaz de presentar actividad de hidrólisis de ATP y de bombeo de protones, por 
lo que aún faltarían experímentos que corroboren que en la membrana nativa la 
enzima es una holoenzima y que este arreglo tuviera alguna función en la 
modulación de la actividad enzimática. 

V1.2.5 Influencia de la composición lipidica en la actividad de la enzima 

Es posible que la entrada de agua a la semilla ocasione una modificación 
transitoria en la actividad de la enzima por la reorganización de la membrana, ya 
que se tienen evidencias de que el arreglo de los fosfolipidos de la membrana en 
el estado seco es diferente al del estado hidratado (Crowe el al. 199~) y la 
ATPasa es üna enzima muy sensible a los cambios en el medio anfipático que la 
rodea (Kasamo y Wada 1993; Kasamo y Sakibara 1995). 

Resultados anteriores en el laboratorio sugerían que la composición de las 
vesículas de las membranas plasmáticas de los embriones embebidos 5 horas era 
diferente a la de los embriones sin embeber, ya que para poder obtener estas 
membranas se necesitaban utilizar concentraciones diferentes de los polímeros 
acuosos (ver artículo en el Apéndice), por lo que la carga de superficie de las 
membranas plasmáticas podría ser diferente. La carga de superificie de las 
membranas está determinada por su composición de lipidos y de proteínas. 
Debido a que se ha detectado la actividad de lipooxigenasas en los embriones 
secos y la modificación de ciertos fosfolipidos al inicio de la germinación (Hung y 
Kao 1997; Sandoval el al. 1995), era probable que la síntesis y degradación de 
los componentes membrana les estuviera ocurriendo y por ello a las 5 horas 
podría existir una composición membranal diferente que ocasionara algunos de 
los cambios detectados indirectamente en la carga de superficie. 

La composición de fosfolipidos encontrada en las VMP de 5 horas fue 
similar a la reportada en tejidos de tallos y raíces (Grandmougin-Ferjani 1997; 
Olsson el al. 1994), es decir la FC y la FE estuvieron en proporciones altas en 
comparación con el porcentaje de FS y FI, mientras que las VMP de los 
embriones sin embeber presentaron mayoritariamente a la FS y al FI. Este 
hallazgo confirma que las membranas de las Oh presentan una carga de 
superficie diferente a las de las membranas hidratadas, ya que la FS y el FI 
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presentan a pH 7.0 una carga neta de -1. Es interesante encontrar la abundancia 
de la FS y FI en las membranas de los embriones sin embeber, debido a que las 
cabezas polares de estos lipidos podrían fácilmente interaccionar por ejemplo con 
las proteínas LEA y otras moléculas hidrofílicas como la estaquiosa y la rafinosa, 
que se han propuesto como estabilizadores de macromoléculas y membranas 
(Williams y Leopold 1989; Bewleyy Black 1994). 

Por otra parte, ya que hay evidencias en la literatura de que durante la 
germinación de la semilla se produce un estrés oxidativo, era probable que 
algunos de los componentes membranales se modificaran por la acción de las 
especies reactivas de oxígeno. Primero comprobamos que en las membranas 
provenientes de los embriones embebidos 5 horas había producción de especies 
reactivas de oxígeno, encontrándose 2 veces más radicales libres en estas 
membranas que en las VMP de los embriones secos, sin embargo no se 
encontraron diferencias en los dienos conjugados, que son uno de los productos 
de la lipoperoxidación. Estos resultados se podrían explicar por la existencia de 
un sistema antíoxidante diferente o más eficiente en la semilla hidratada, para 
poder contender con las especies reactivas que se generan por la entrada de 
agua y entonces continuar con el proceso germinativo. Al respecto se tienen 
evidencias de que la actividad de la superóxido dismutasa aumenta al inicio de la 
germinación (Puntarulo y Boveris 1990; Stewart y Bewley 1980). Estos resultados 
y los nuestros sugieren que el proceso de apagamiento de radicales libres y la 
protección _de los componentes membranales deben estarse llevando a cabo 
activamente al inicio de la germinación. 

Las diferencias encontradas en los lipidos membranales pueden infiuenciar 
la actividad de la ATPasa, lo cual se confirmó al obtener los parámetros cinéticos 
de la enzima en diferentes medios anfipáticos. Ya que las constantes cinéticas de 
la enzima de las O y 5 horas de imbibición no presentaron diferencias 
significativas cuando se encuentran en un ambiente amfipático similar, los 
resultados nos llevan a proponer que, aún cuando la enzima de las O y 5 horas 
presentan características bioquímicas distintas, ya sea por cambios en la 
secuencia de aminoácidos, en el grado de fosforilación o en ambos, el ambiente 
anfipático es también determinante en la expresión de la actividad de la enzima. 
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VII. Conclusiones 

1. Al caracterizar la actividad de hidrólisis de ATP por su sensibilidad a vanadato, 
lisofosfatidilcolina, temperatura de desnaturalización y pH, se pudo detectar la 
existencia de dos formas enzimáticas a las O y 5 horas de imbibición. Los 
datos de purificación de la enzima mediante cromatografía de intercambio 
aniónico, sustentan la existencia de dos diferentes formas de la enzima a las O 
y 5 horas de imbibición. Estas dos formas podrían ser el producto de 2 genes 
diferentes o corresponder a enzimas con diferente grado de fosforilación o de 
modificaciones post-traduccionales. 

2. Una de las diferencias es el grado de fosforilación, ya que de acuerdo al 
patrón de defosforilación encontrado es posible plantear que cuando menos la 
enzima de 5 horas puede presentar menos fosforilación. Los sitios de 
fosforilación tendrian que estar en regiones diferentes a la del carboxilo 
terminal, ya que éste se encuentra en ambas enzimas. Este hecho no excluye 
que las enzima de O y 5 horas puedan presentar diferente estructura primaria. 

3. De acuerdo a los parámetros cinéticos obtenidos se propone la existencia de 
dos sitios de unión a ATP: uno de alta y otro de baja afinidad. La 
cooperatividad que presenta la enzima en membranas nativas y el hecho de 
que solo puede haber un sitio catalítico en la enzima, lleva a postular la 
existencia de un arreglo dimérico de la enzima en las membranas nativas tanto 
en O como en 5 h de imbibición. 

4. Por los cambios de las constantes cinéticas en los diferentes medios 
anfipáticos y las diferentes composiciones lipidicas, resulta muy clara la 
influencia determinante de la membrana en el comportamiento cinético de la 
enzima. La composición endógena de lípidos en las membranas nativas 
propicia el arreglo dimérico de la enzima y al mismo tiempo puede estar 
participando en las respuestas diferentes de las enzimas de O y 5 horas a 
vanadato, LPC, pH y temperatura. 

En resumen, en este trabajo se demuestra que en el inicio de la germinación la 
actividad de la ATPasa de W de la membrana plasmática puede estar 
influenciada por un gran número de factores, dentro de los que encontramos 
están el cambio de una forma enzimática en los embriones secos por una de 
los embriones embebidos 5 horas. Es probable que esta última sea diferente a 
la de la semilla seca en estructura primaria o en el estado de fosforilación y 
que el ambiente lipidico cambiante en la fase inicial de la germinación influya 
en las características bioquímicas de la enzima. 



Perspectivas 

Con el fin de complementar la información que se obtuvo en este trabajo de 
lesis y reforzar o descartar las posibilidades planteadas sobre los mecanismos 
que pueden estar involucrados en la regulación de la ATPasa de H+ al inicio de la 
germinación se podrían realizar varios experimentos. 

1. Para dilucidar si las diferencias en las constantes bioquímicas y en el patrón de 
unión de la enzima a la columna de intercambio iónico, se deben a la presencia 
de formas diferentes de la enzima, ya sea por un diferente grado de fosforilación o 
porque son proteínas diferentes, se podría realizar lo siguiente: 

• Medir la fosforilación in vitro de la ATPasa en las vesículas de membrana 
plasmática provenientes de los embriones embebidos diferentes tiempos. 

• Obtener el patrón de expresión de los genes de la ATPasa al inicio de la 
germinación. Utilizando sondas específicas para los genes que codifican para 
la enzima, pero que reconozcan secuencias fuera de región codificante, debido 
a que las diferencias entre las diferentes isoformas de la ATPasa se 
encuentran localizadas a lo largo de la secuencia y no en regiones específicas, 
por lo que de preferencia se deben usar sondas que reconozcan las regiones 
arriba.JJ abajo del gene, ya que se ha planteado que estas pOdrían estar 
implicadas en la regulación de la expresión temporal o espacial en el desarrollo 
de la planta, por lo que habría que diseñar las sondas y detectar a los RNAm 
en los embriones a los diferentes tiempos de germinación. 

2. Para aportar evidencias o comprobar que el arreglo nativo de la enzima es un 
dímero: 
• Medir la actividad de ATPasa a diferentes concentraciones de proteína o de 

diferentes efectores (por ejemplo con fusicocina), con el fin de investigar si el 
comportamiento cinético de la enzima en estas condiciones sugiere la 
existencia de la holoenzima en las membranas nativas. Se plantea el uso de 
fusicocina ya que recientemente se ha sugerido que fusicocina podría modular 
la unión entre la proteína 14-3-3 y la ATPasa y que la proteína 14-3-3 podría 
interaccionar no solo con la forma monomérica de la enzima, sino más bien con 
un arreglo dimérico, por lo que sería interesante medir la actividad de la enzima 
en las membranas nativas y después de su purificación, a diferentes 
concentraciones de fusicocina y hacer lo mismo pero habiendo tratado a la 
enzima previamente con tripsina, ya que se ha planteado que la 14-3-3 se une 
al carboxilo terminal de la enzima. Sin embargo, los resultados obtenidos con 
esta estrategia podrían no ser claros y definitivos, por lo que habria que 
realizar otras determinaciones. 

• Medir el peso molecular de la enzima después del tratamiento con agentes 
entrecruzantes o en la enzima obtenida de un gradiente de glicerol. 
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3. En vista de que encontramos que la composición de fosfolípidos de la 
membrana plasmática de los embriones secos es diferente a la de las membranas 
plasmáticas de los embriones embebidos 5 horas, sería interesante investigar si 
la composición de fosfolípidos encontrada puede afectar las propiedades de la 
membrana a estos tiempos y por lo tanto modificar la actividad de la ATPasa, por 
lo que se podrían realizar las siguientes determinaciones: 

• Medición de la fluidez de la membrana en el periodo de las O a las 5 horas. Es 
factible que haya cambios en la fluidez de la membrana ya que no sólo hay 
diferente composición de fosfolípidos, sino también de proteína. 

• Medir por calorimetría las transiciones de fase de las membranas plasmáticas 
de los embriones secos y los hidratados 5 horas. En vista de que es posible 
encontrar diferente temperatura de transición de los lípidos membrana les a 
estos tiempos, ya que se ha planteado que la membranas de los embriones 
secos presentan una fase de gel mientras que las membranas hidratadas 
presentan un arreglo líquido-cristalino. 

• Detectar arreglos de fosfolípidos que no favorezcan la estnuctura de líquido
cristalino de la bicapa lípidica, utilizando para ello anticuerpos específicos que 
reconozcan este tipo de estructuras y comparar la frecuencia de aparición de 
estos arreglos en las membranas de los embriones secos con respecto a las 
membranas de los embriones hidratados. La detección tendría que realizarse in 
situ y no en las membranas plasmáticas obtenidas por el reparto en dos fases, 
debido a que es posible que durante el procedimiento de obtención de las 
membranas plasmáticas los fosfoUpidos se reacomoden y no sea posible 
observar este tipo de arreglos. 



X. Apéndice 

En este capítulo se encuentra el artículo sobre la metodología para la preparación 
de una fracción enriquecida en vesículas de membrana plasmática. 

X.1 Purificación de membranas plasmáticas de embriones de maiz secos. 
Physiol Plant 101: 157·164, 1997. 
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Purification of plasma membranes from dry maize embryos 

Sobeida Sánchez-Nieto, Oscar García·Rubio. Fermín Pacheco-Moisés, Aquiles Carballo, 
Rogelio Rodriguez·Sotres and Marina Ga\'ilanes·Ruíz 

Introduction 

Sánch~z-Nieto, S .• Garda-Rubio, O.. Pacheco-Moisés. F., Carballo. A.. Ro
dríguez-Sotres, R. and Gavilanes-Ruíz. M. 1997. Purification of plasma membranes 
l'rom dry maize embryos. - Physiol. Plant. 101: IS7-16-l-. 

150lation of subcellular fraetions from dry structures such as seeds 01' their tissues is 
difficult. In the present work, plasma membranes were isolated from dry maize (lea 
mays L I embryos with an enrichmenl ol' JI-fold as eSlimated by glucan synlhase 11 
(GSII. EC 2.4.U4) aClivily and a purily of78 to 90% asjudged by Ihe ~nsitivily of 
ATP hydroly~is 10 vanadale, a specific inhibitor oC Ihe plasma membrane H*·ATPase 
CEe 3.6.1,35). The p~dure involved a double homogenization oC Ihe dry embryos 
and the addilion oC a 1500-8 supcmalanl to an aqueous polyethyleneglycol-dexlran 
Iwo-phase partitioning system: Ihe optimal rntio of polyethyleneglycol-dextrnn for pu
rification of plasma membranes from dry seeds was 6.8/6.8% (w/w). In the isolated 
membranes a lrace of a lonoplast enzyme marker (tonoplast H*-ATPase. EC 3,6.1.3) 
could be detecled, bullhere were negligible amounts oC milochondrial and rough en· 
dopJasmie reticulum markers, H"-ATPase (EC 3.6. U4) and diacylglycerol aey[trans. 
ferase lEC 2.3.1.20). respeclive[y. The technique eould a[so be used in hydrated em
bryos. The enlire procedure can be carried OUI in S ro 6 h. The resulting preparation is 
stable fol' al [easl :2 monlhs at _70°C. The membranes of dry and hydraled embryos 
exhibito:d a high level of vanadale-sensilive ATPase aClivity thal was increased by 
Iysophosphalidylcholine. 

Key U'ortis - Dry seeds. H*-ATPase, H*-pumps. maize, maize embryos. maize germi
nation. plasma membrane H--ATPase. plasma membrane purification. plasma mem
brano: resides, polyelhyleneglycol-dextran two-phase panilioning. seed gennination, 
Zetl II/ays. 

S. S(ínche:·Nieto. O. Garda-Rubio, F. Pacheco-Moisés, R. Rodrigue:·Sotrt>s and M. 
Garilal1es-Ru{: ({'orresponding al/thor, e-mail g(ll'i1all@sen·i{lor.unwn.IILt), Departa
melito de Bioq/l(mica DEPG, FacilItad de Qu{mica. Conj. E, UNAM. Cd. Universi
taria. 0-1510. México, D. F. Mexico: A. Carbal/o. Centro de Botánica. Colegio de Pos
gradlUlqos, Montecillo, Edo. de México, Méxko. 

Plant seeds are structures Ihal remain quiescent until ger
rnination. Their eapacity to remain alive through Ihe nat
ural dry period makes them interesting specimens of 
study. However. sorne intrinsic charaeteristics of the dry 
seeds such as hardness. low water conten!. hi2h starch 
amount, and the small size of their living ;truetures 
make the isolation and characterizaüon of thl!ir cellular 
components difficuh (Leopold and Yertucci 1986. 
Mayer and Poljakoff-Mayber 1989). 

Chemical compounds such as oligosaccharides 
(Amuti and Pollard 1977, Bernal Lugo and Leopold 
1992). starch (Me Cready el al. 1950), amino acids 
(Marshall et al. 1989). DNA and RNA (Croy el al. 
1993). abscisic acid (Walker-Simmons 1987, Wang el al. 
1995). ATP. ADP and AMP (Ching 1973. Perl 1980. 
Thévenot el al. 1989, Siegenthaler and Douet-Orhant 
1994) have been extracted from pulverized dry seeds or 
their dry parts_ Le. endosperms. embryos or ernbryo 
axes. In Ihese extracts sorne enzyme activities have been 
measured. for example. lipases (Lín el al. 1982). ami-
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noaeyl-tRNA symheta'ies (Anderson and Fowden 1970). 
phospholipid transfer protein (Grosbois et al. 1989), Ji
poxygenase (Andrianarison and Beneytout 1992) and 
enzymatic activities involved in oxidative phosphoryla
tion (Pradet 1982, Ehrenshaft and BrambI1990). 

However, relalively few studies have been made in 
organelles and membranous systems from dry seeds. In 
faeL only prolein bodies (Mikus el al. 1992. Monma et 
al. 1992. Maeshima el al. 1994). oi! bodies (Tzen et al. 
1993) and mitochondrial fmetions (Wilson and Bonoer 
1971. Burguillo and Nicolás 1977. Pradet 1982, Ehren
shaft and Brambl 1990, Auucci I!I al. 1991) have been 
separuled from dry seeds. In the presem work. we repon 
the isolation of a highly pure fmetion of plasma me m
bmne vesicles from dry maize embryos in whieh trans
pon and energy eoupling may be studied. 

Abh"I';at;oIlS - cecp. earbonylcyanide m-ehlorophenylhydra· 
lone; DAG-AT, diacylglycerol acyltranferase: H-N. homoge
noHe devoided of the nuclear fracrion. Le. supematant of the 
[ 500 g centrifugation: LPC. Iysophosphalidylcholine: MF. mi
crosoma[ fraelion; TLCK, Na-p-tosy[-L-Iysine chloromethyl ke
lone: TPCK, N-tosyl-L-phenylalanine chloromethyl kelone; U¡, 
U!, upper phases after a fir..t and seeond two-phase partüioning. 

Materials and methods 
Plant material 

Mature dry seeds from the maize (Zea ma\'s L.) hybrid 
Á6 !i!2-Monteeillo (Colegio de Posgraduados, Edo. de 

I 
Pelet 

(Nuclear /raebon) 

Dry l'llllae seads 

0i1Hd lnmrycs 
1,-

FtMl4It1Iiq.~ 

i 
Monat gnnchng 

I 
Homogenintion WIth buue learor in buffer 

1 ,......, 
C4n:nr 111 1 !iOO 9 ~ 10 m .... 

I 
Supematant 
(Homogenate minua nllde!. H-N) 

I 
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México), stored at 4°C over sitiea gel In dark jars. and 
with 96% of viability were used in the present slUdy. 
Embryos (approximately 200) were earefully exeised 
from (he dry seeds with a scalpel: the endosperm was re
moved as far as possible. Dry, I or 7 h imbit>ed embryos 
were used. 1mbibition was earried out by plating the em
bryos in wet tilter paper in Peln dishes uoder slerik con
ditioos al 29°C for I or 7 h, 

Preparalion or plasma membrant "esieles 

Plasma rnembmne vesicles were isolated by the aqueous 
polyrner two-phase panitioning system deseribed by 
Larsson et al. (1987). The procedure is iIIustrated io lhe 
t10w chart of Fig. 1. Al the end of eaeh imbibition time 
(O. l. or 7 h). batehes of 100 embryos (abom 5.0 g dry 
weight) were frozeo in liquid Nl . lo Ihis state, Ihe em
bryos were ground with a mortar and peslle lo a fine 
powder, The fine panicles were furrher homogenized 
with a lissue Tearor (Biospee Products, loe .. Raeine. 
WL USA) at 12 000 rpm for 4 min io buffer that con· 
lained 250 mM sucrose, 2 mM EDTA, 1 mM ATP. 70 
mM Tris-HCI. pH 8.0.15 mM p-mereaptoethanol, 4 mM 
dithiothreilol (DTT). 100 ¡.tg ml- I N·losyl-L-phenylala· 
nine chloromelhyl ketone (TPCK), 50 ¡.tg ml- ' Na-p-to
syl-L-Iysine ehloromethyl kelDne (TLCK) and 7 ¡.tg m¡-I 
Chymostatin, al a mtio of I mi buffer per gram of fresh 
weight embryos, The homogenate was filtered through 
four layers of eheesecloth and centrifuged al 1 500 g for 

Cantnfuge lit 8 000 9 ~ 10 mil> 

PiI~r-'-"-"":'~' --=,--" 
AdJUSI to a final wt 9 O 9 

,"'--, "'1""' 
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Add ta a InIsh.lowtt phasa 
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I 

OIIUIG wlth Suerose-Tns 
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Cantnluge al tOO 000 9 x .. h 
. I 
Pe11e1 (Pluma !mImbrane!. U:) 

Fig, [, Obtention of microsomal and purified 
plasma membr.lOes from dry maize embryos 
using Iwo-phase partitioning procedure. A 
and B inuicatc the iOi,lcpendent pUlhs lo obtuin 
microsomal fmclion (MF), or plasma 
rnt:mbr,¡nt: fractillll (U:). 
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lO mino The supematant was added to a polyethylene
glycol (PEG)/dextran two--phase partitioning system 
(Larsson et al. 1987. 1994) modified as follows. An ali
quOt of the 1 5OO-g supematant (homogenate without the 
nuclear fraetion H-N) with 80-120 mg of total protein 
(from 4.7 10 5.8 mi staning with 5 g embryos). was ad
justed to a tinal weight of 9.0 g with 0.33 M sucrose. 5 
m.M KCI and 5 mM potassium phosphate buffer. pH 7.8. 
This was udded to u 27-g phase mixture thut contuined 
6.8% (w/w) dextrun T-500. 6.8% (w/w) PEG 3500. 330 
mM sucrose. 5 mM potassium phosphme. pH 7.8 and 5 
mM KCI. These were the final concentrations in the 36-g 
mixture. In a range of 1-10 mM of added KCI. 5 mM 
proved to be the optimal concentration for membrolne 
purificalion. However. since the H-N fraction that wus 
added to the two-phase panitioning mixture contained 
Tris-C!. we meusured the amounts of cr present io the 
volumes added. as described by Schales and Schules 
(1941). The eontribution of eJ- from this souree was in u 
range of 0.22 to 0.34 mM. which did nOl corre late to the 
extent of purificalion aehieved. 

To obtaio plasma membrane vesicles from imbibed 
embryos. the phase mixture contained: 6.7% (w/w) dext
rano 6.7% (w/w) PEG. 330 mM sucrose. 5 mM potas
sium phosphate. pH 7.8 and 5 mM KCI. The contents of 
the centrifuge tubes were thoroughly mixed by inversion 
25 times and ~ntrifuged at 1 000 g for 5 mino The upper 
e..hase (VI. about 20 mI) was transferred to u second tube 
containing a lower phase (abour 16 mI) oblained from 
the centrifuged phase system (36 g). The procedure of 
mixing and centrifugarion was repeated to obtain U!. the 
upper phase of the second partition. U~ was diluted with 
250 mM sucrose and 10 mM Tris-HC!. pH 7.5. and cen
trifuged at lOO 000 g for 4 h in order to remove remain
jng polymers. The final pellet was resuspended in 250 
mM sucrose. \0% glycerol. I mM OTr, lOO ¡Jg ml-l 

TPCK. 50 !J8 ml- l TLCK. 7 ¡.tg mrl Chymostatin and 5 
mM Tris-HCI. pH 7.0. AH steps were performed at 4 Q C. 
The suspension was aliquoted and stored at -70Q C. 

Separating the microsomal rraction 

The supematant of the 1 500-g cenuifugation obtuined 
as aboye was spun down al 8 000 g for 10 min to disc3rd 
the mitochondrial pellel and the supematant from this 
centrifugation was centrifuged at 100 000 g for 30 min 
10 obt3in the microsomes. which were resuspended in 
the same buffer as that of the pla .. ma membrane vesic1es. 

Enzyme assays 

Enzyme markers for tonoplusl. mitochondria. plasma 
membrancs (Ray 1979. Briskin el al. 1987. Faraday and 
Spanswick 1992. Larsson el al. 1994. Tul! et al. 1995), 
and enduplasmic reticulum (Hosaka et al. 1977. Cao and 
Huang 1(86) were measured. 

ATP hydrolysjs by H· -ATPases from tonoplast (EC 
3.6.1.3) (nitmte sensitive). mitochondriu (EC 3.6.1.34) 

Ph~",i"l. Pbm. lUlo 1\197 

(azide sensilive). and plasma membrane (EC 3.6.1.35) 
(vanadate sensitive) as the respective membrane markers 
was meusured as on.hophosphate release from ATP as 
described bv González-Romo el al. (1992). The 150 ¡JI 
of reaction 'mixture for ATP hydrolysis contained: 250 
mM sucrose. 7 ~ carbony1cyanide m-chlorophenylhy
drazone (CCCP). 10 JJM ATPffris. pH 7.0. and 10 mlvf 
MgCh. Since a plasma membrane H+-ATPase ¡soform 
with a Km for ATP of 1.5 mM has been recently reponed 
(Palmgren and Christensen 1994), a high concentration 
of ATP was used and the concentmtion of Mg-ATP was 
ca1culated: ji was 8.11 mM ATPHMg (Sánchez-Nieto et 
al. 1992). Lysophosphatidylcholine (LPC) at 100 fJM 
was incJuded in the assay mixture. unless it is specified. 
NaN) (2 mM) und 100 mM KNO) were inc1uded in the 
ATPase assay and 150 J.1M sodium orthovanadate was 
supplemented when indicated. The reaetion was initiated 
by the addition of 3.3 or ID !Jg of membrane protein (de
tennined by the amount available) for H-N and microso
mal fractions or U~ fraetion. respectively: after I or 3 h 
of incubation (for 10 or 3.3 ¡.tg of membrane protein. re
spectjvely) al 30Q C. the reaction was slopped by adding 
sodium dodecyl sulphate (SOS) 10 a final concentration 
of 12%. Pi release was determined by the colorimetric 
method of González-Romo el al. (1992). 

Glucan synthase 11 (GSIJ. EC 2.4.1.34) activity was 
measured by the incorporation of glucose from 
UDPG-glucose into 1.3-P-polyglucan according to Ray 
(1979) and Larsson et al. (1994) with some modifica
tions. One hundred ¡Jg of proteio was added to a reaction 
medium containing 330 mM sucrose. 50 mM 
HEPES-KOH. pH 7.2. 20 mM cellobiose. 16% glycerol, 
0.2 mM CaCI~. 2 mM OTr. 2 mM spermine and 0.006% 
(w/v) digitonin (Aldrich Chemical CO .• Mi1waukee, WI, 
USA) in a final volume of 100 !JI. The reaction was 
slUrted by me addition of 2 mM UOP[JH] glucose (20 
GBq mol-l. OuPont NEN Research Products. Boston. 
MA. USA; this reagent was a kjnd gift from Dr Irma 
Bemal-Lugo) and after 1 h at 25°C, cold ethanol al a fi
nal concentration of 70% was added to stop the reuction. 
Then. heated membranes (100 !Jg of protejn) were added 
as camers to Ihis mixture. thereafter eentrifuged at 
13000 g for 10 min in an Eppendorf microfuge Mod. 
5415C. The pellet was resllspended in 300 ¡JI of 70% 
ethanol and 2 mM UOPG was added to wash the non-in
corporolted labe!. This wash was repeated one more time. 
centrifuged and the final pellet was resuspended in 300 
1.11 of water and thoroughly dispersed. The suspension 
was transferred to 5.0 mi of scimillation liquid and [he 
radioactivity counted. 

Oiacylglycerol acyl transferase (OAG-AT. CC 
2.3.1.20). a rough endoplasmic reticulum marker. was 
measured by incorporation of oleic acid from 14C_oleoyl 
CoA to triacylglycerol by the method of Hosaka el al. 
( 1977) with the following modifications: 150 !JI of a re
action mixture consisting of 84 mM sucrose. lOO mM 
TrisIHC1. pH 7.4. 2 mM MgCI~. 400 ¡JM diacylglycerol. 
300 ¡JM CoA. 30 ~ Coenzyrne A loleoyl-I- 14C ]-oleoyl 
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(74 kBq per ussay. 1.628 TBq morJ
• DuPon! NEN Re

search ProdUCl~) and 0.2% (v/V) Tween 20 was incu
bated Wilh 15 ¡..tg of membr:me protein for 25 min al 
30°C. The reaction was slOpped with 500 ¡..tI of a chloro
form-methanol mixture (l/l. v/V) followed by the audi
tion of 250 ¡.d ol" 1 % (w/v) NaO. After phase separation. 
the organic phase was collected and dried and the resi
due was suspended in benzene and applied to 60F254 
silica gel plates 20 cm long (Aldrich Chem. Ca.). The 
chromatography was run Wilh u mixture of he.'\ane:dieth
ylether:acetic aeid. 80:20:1. at room temperature. The 
spots were visualized ufter exposilion in a chamber with 
I~. recovered and counted in a scintillation coumer. Ev
ery experimental point was mude in triplicate and all ex
perimems were repeated at least twice with three to nine 
different membrane preparations. Data shown are repre
sental!ve or the mean of al ¡east [hree experimems. 

Protein determination 

This was done according !O the Lowry procedure modi
fied by Peterson (1977). 

Electron microscopy 

A sample of 50 ¡..tI from the purified plasma membranes 
was fixed in 200 ¡..tI of 3o/C (v/V) glutaraldehyde. the mix
ture was centrifuged at 6000 g for 5 min in a Beckman E 
microcentrifuge and without discarding me glutaralde
hyde. the tubes were incubaled for 2 h al -loe to com
plete fixution and Ihen recentrifuged. The pellet was sus
pended in 100 mM potassium phosphate pH 7.2. The 
buffer was eliminated by centrifugation and replaced by 
a 2% (w/v) osmium telro.,iJc: !:Iolulion and kept at 4"C 
¡or 2 h. After centrifugation. the supematant was di 5-

carded and replaced by phosphale buffer. The sample 
was stepwise dehydrated starting with a 30'1c ethanol so· 
lution and ending wilh un absolute ethanol solution. The 
dehydrated sample was infiltruted in propylene oxide 
and Epon 812 ([: I ratio) for 48 h. The sections were 
contrasled with 2% (w/v) uranvl acetate for 30 min and 
lead acetate for 30 min. Sections were examined in a 
JEOL 1200EX-1I electron microscope (Jeol. Tokyo. Ja
pan). 

Solvents were purchased from J. T. 8aker or Merck. 
Mc:xico. The chemicals were purchased from Sigma 
Chemical Company (except when indicaledJ. 

Results 

The initiul steps for purification of plasma membrane 
vesicles by the aqueous polymer two-phase partitioning 
method differed from those used for normally hydrated 
tissues, such' as mesocotyls. hypocotyls and roots from 
non-pholosynthetic seedlings or from green leaves or 
stems (Larsson et al. 1984. Palme:ren et al. 1990. Cowan 
el al. 1993). One modilication ~as a thorough double 
homogenization of the IÍsioue. which increa~ed the yield 
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Tab. l. Recovery of puritied pla.~rTlll membnme VC!sicb from dry 
and hydr..lted embryos. Five gr.nn.~ of dry or 7 h-imbibed embryos 
(ca 100) were homogeoized and cemrifuged al 15oo};. The super
natant 01' the nuclear fr.lCtion Chomogeoate without me nuclear fl1lc
tion. H·N). \\la. .. applit'd lo a two-pha.-.e panilioning sy~tem lo oblain 
the U! fraclion (purified pla. ... ma membrane vesides). a.~ described 
under Malerials and memods. 

Staniog malerial Total protein Cmg) Yidd (%) 

H-N U, 

Drv embrvos 306 ± 6 1.2 :tO.15 0.-10 
Hydmled émbryos 288 ± 22 0.78 :t 0.22 0.27 

of plasma membranes. This probably resulted in a higher 
yield of broken cells and fun.her fragmentation of rela
tively lurge plasma membrane seclion .... thereby increas
ing the recovery of small vesicles after the centrifugation 
al 100 000 g for 4 h. A second modification was 10 load 
the homogenate (without the nuclear fraction). instead of 
the microsomal fructiol).. directly lo the aqueous 
two·phase partitioning mixture: this further improved 
the yield of purified plasma membranes. as compared to 
Ihe low yield obtained when microsomal fraction was 
loaded (results not shown). This step also decreased Ihe 
centrifugation time (see Tab. 1), since in this procedure 
it is not necessary 10 sediment the mitochondriul and mi
crosomal fractions. For example. when 300 mg of total 
protein from the homogenate devoided of the nuclear 
fraclion (H-N) was directly loaded 10 the panitioning 
syslem. 1.201 rng of protein (a yield of 0.4%) in rhe U! 
fraclion was recovered. In the case of the microsomal 
fraction added to the panitioning system instead of lhe 
whole homogenUle (see Fig. 1). the recovery of rhe 
plasma membrane vesicles was ofO.052 mg of protein (a 
yield of 0.'17), which is 23-fold less protein. and the time 
required for preparing the membranes in the ¡atter case 
was about 2 h longer. In our procedure the yield of mem
brane protein from dry embryos was 1,48-fuld higher 
than when hydruted embryos were the starting material 
(Tab. 1). on the basis of similar extent of purification 
(see Tab. 6). 

Tab. 2. Effecl of poiymer concentrations on me purification of phl.~
roa membrane vesicles from dryembryos. An amounl of 110 mg of 
protein in me supematanl of the nuclear fmelion wa. .. loaded 10 a 
phase syslem containing me indicated polymer concentrations. 1ñe 
u~ fnu:tion wa.~ obtained and lbe vanadate-sensilive ATP hydrolysis 
was mea.~ured a.~ described under Materials and rnethods: it is ex
pressed as nmol P, mg- I h- ' and as percent oftclal ATP hydrolysis, 
which was mea.,ured in me absence of vanadale. 

Conct:ntr.¡tion 01' 
PEG {%)/dextr..ln (%) 

ATPase uctivity 

TOlal Vanadalt:-~cn~ili ve (%) 

ój/6j 40):t68 230±11 58.5±4.5 
6.7/6.7 83O:t43 320±12 39.1:t3.8 
6.816.8 I 56O:t 101 I 37O:t58 88.01:4..2 
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It has bcen documented ¡hal in ¡he ¡wo-phasc parti
tioning procedure ¡he polymer concenlmtions (PEG and 
dexlran) huye to be udjusted for each particular case 
(Briskin c¡ al. 1987. Lursson el al. 1987). To chis pur
pose. various conccmralions of dcxlrun and PEG were 
explored. As inferred from Ihe enrichmenl of the vana
dute-sensitive ATPase activily. Tab. 2 shows Ihal umong 
the concentrations assayed. 6.8% 01' each polymer gave 
the best results. 

Under the electron microscope (Fig. 2). ¡he vana
date-sensitive ATPase-enriched fraction exhibited an ho
mogenous population of membrane vesides similar 10 

Ihal of orher plasma membrane preparation.~ thal have 
been previously described from olher sources (Du POOl 
aod Leonard 1980. Yoshida el al. 1983. Canut el al. 
1988. Johansson et al. 1995. Toll el al. 1995). 

For producing plasma membrane vesides wilh almost 
idenlicnl vnnadate-sensitive ATPase activilv. il wus nec
essary lO apply a defined amounl of protei~ to Ihe parti
lioning mixture. Table 3 shows thal the amoun! of Ihe 
homogenare protein loaded to Ihe phase system affected 
the extent of punficution of Ihe plasma membranes. The 
highest ennehment in plasma membrane vesic1es was 
oblained when 107 rng of protein m-N fmetion) was 
loaded [O Ihe partilioning system. No correlalion be
[ween [he volume of H-N fraclion added lo Ihe phase 
syslem and ¡he puriticalíon achíeved was found (see 
Tab. 3 heading). The vanadale-sensitive ATPase activilY 
of Ihe vesic1es oblnined when 107 mg of prolein was 
londed. was slimuluted 4.3-fold by LPC. Tuken logether. 
Ihe results indicate ¡har the umounl uf prole in luaded ro 
Ihe phase mixture may influence Ihe amounl. punty and 
polarily of [he vesicles oblained. 

The punty of rhe plasma membrane fmction was as
sessed by measuring [he enzymalic activilY of markers 
for endoplasmic reticulum. lonoplas!. milochondria and 
plasma membranes (Tabs 4 and 5). The enzymatic activ
ities were delermined in fractíons devoided of nuclei 
(H-N), in Ihe microsomal fraction (MF) and in the puri
fied membranes (U! "frJction) (see Fig. J). Table 4 shows 
thal in going from the H-N to the microsomal and U! 
fracrions, Ihere was a marked decrease of all Ihe mea
sured aClivilies. However. il must be nOled Ihat lhe de
creases of rhe lonopla.~t and mitochondrial markers (ni
trate- and azide-sensitive ATPases. respeclivdy) were 
much higher thun those of Ihe two plasma membmne 
markers. For instance. the recovery of Ihe glucan syn
Ihase 11 in ¡he U~ fraction was 6%. whereas Iha! of Ihe 
mitochondriaJ murker was 0.05%. The endoplasmic 
reliculum marker also showed a significan! decrcase in 
speeific activiry from Ihe H-N lO Ihe U~ frJc¡ion as com
pared 10 the glucan synthase 11 aClivily in Ihe same frac-
tions. . 

The specific aClivities 01' Ihe several nÍembrane mark
ers are shown in Tab. 5. The plasma mcmbrane ATPase 
(vanadale-sensitive). contribuled lo 859'c 01' Ihe lotal 
ATPa:;e activílY 01' Ihe U~ fraclion: the resl was due lo 
the mitochondrial ([ I %) antl Ihe lonoplasl (2%) 

':"., a 

'. 

Ag. 2. Electron micrographs of microsomaJ fraction fMF). and 
bolated plasma membranes (U~ fracríon) sraíned which rhe ura
nyl-lead lechníque. A. microsomal fractions were oblained and 
staineu a.~ described unuer Malerials anu melhods. B. "fter puri
ficalion with Ihe Iwo-phase partitioning proccdure. 50 ¡.tI of the 
isolateu membranes was fixeu. dehydr.lIed. infihrated and the 
seclion~ contr.1Sted as described under MalcriaL, "nd melhods. 
Bar lenglh. 100 nm. 

ATPase.~. The specific activity of Ihe rough endoplasmic 
rcticulum marker, DAG-AT was also redw,:ed in Ihe 
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Tab. 3. Effect of die proteio amount applied 10 a pitase partitioning system on lhe recovery 01' pla.\ma membrJne vesidcs. Thc indicateJ 
protein arnQUnlS of the supematant from the nuclear frnction eH-N) were loaded to a pha.'ie panilioning system as de¡;cribed unJer Materials 
and methods. The volumes containing SO, 107 and 120 mg oftotal protein addetl were 5.8:t;0.7. 4.7:tOA and 5.0±.0.2 mi, respec:lively. The 
U: frdCtions were recovered and 3 ¡.tg of membrane pro!:ein was added to a reaction medium to mea.\ure ATP hydrolysis in the abscnce (to

tal activity) or in the presence of onhovanarlate (vanadate-~nsitive activitYI in the reaction mixture. Ly~phosph:uidylcholine (LPC) wa.\ 
ab~nt when indicated. ATP hydrolysis is expressed in nmol P, mg-· h- l

. V:Ilues in parenthesis indicate the percentage of vanadale·~nsitive 
ATPase with respecllO total ATP hydrolysis. 

Protein 
(mg) 

80 
\07 
120 

TomI 

704:t; 37 
730:1:43 
917:1: 52 

-LPC 

5J3:t;24,72.9) 
.u5:t; 19(61.0) 
261:1: 5 (28.5) 

plasma membrane fraction relative to the H-N fraetion. 
A comparíson of the UlH-N ratio as purifieation index 
(Tab. 5), shows that although [he higher ratios were for 
the conventional plasma membrane markers. vana
date-sensitive ATPase and glucan synthase JI, the ratios 
were significantly different. 0.75 and 11.0, respectively. 
This difference suggests that inactivation of the ATPase 
lDok place during the experimental procedure. and iIIus
trates [he necessity of using more than one marker for a 
given membrane or organelle. Nonetheless, the enrich
ment of [he glucan synthase II activity -and the high level 

..Qf the vanadate-sensitive ATPase in the U1 fraetion. indi
cate that important purification of the plasma mero
branes was achieved. These data are in consonance with 
the electron micrographs of this fraction (Fig. 2). 

The de5eribed procedure was al50 used to obtain the 
plasma membrane of hydrated embryos. The results 
were compared to those obtained with dry embryos. The 
level of purificaríon wa~ similar in both preparnticns 
(Tab, 6); however. it is noteworthy that different poly
mer coneentrations had to be used. For example in dry 
tissues. 6.8% ofpolymer tumed out to be optimal for pu-

Tub. 4. Total protein and marker enzyme activities in 5ubcellular 
fmetions from dry embryos. Twenty grams of dry embryos we~ 
processed as described in Fig. 1 (note that MF. microsomal ftactioo 
nnd U!. plasma membr.me fraction, were independently obtained 
from H-N fraction). Enzymatic assays were carried out as descnbed 
under Materials and methods. A11 activities are given in Ilmo1 h- l

• 

except for DAG-AT (nmol h- l
): yicld is indicated (in bmckeLS) as lk 

ofH-N. wtUcn is 100% .• ATPase activity mea."illred in the presence 
of Mg:· and in !he ;ili~nce of any inhibitor: " ATPase activity mea
~ured in the pre.-.ence of Mg:· ami sensitive to the indicated inhibi. 
toro 

P-.lt'.U1leter H-N MF U, 

Volume (mI) 58.0 13.05 3.11 
Total pfO(ein (mg) 89404 114.2 3.79 (0.42) 
Mg-ATPa...e' ~351 251.8 6.09 (0.14) 
Mg-ATPa...e azide~ 1301 35.38 0.70 (0.05) 
Mg-ATPa.o;e nitrate" 1327 96.81 0.14 ¡0.01) 
Mg-ATPa.o;e vanadate~ 1632 119.44 5.16 (0.32) 
Glucan syntha.'ie 11 13.42 7.08 0.83 (6.16) 
DAG-AT 3M.7 46.81 0.27 (O.(7) 

162 

ATPa.'ie activity 

2126:t; 109 
1902:t; 54 
1930:t; 151 

.LPC 

1467:t; 22 (69,0) 
¡96tJ:t 137 (103) 
396:1:8 (10 . .5) 

rification of the plasma membranes. whereas 6.7% 
worked beuer for the hydrated ones (Tabs 2 and 6). 

Discussion 

The lack of teehniques that llllow a good purification of 
membranes from dry seeds has hindered the study of 
their biochemical properties. During the Jast years. aque
ous two-phase partitioning systems have been used ro 
purify plasma memhrane vesicles from plant cells (Lars
son et al. 1987. 1994). Reeently. sorne modifications to 
the methodology were described; thcse are based on the 
special charaeteristies of the membrane Le. agglutinabil
ity (aleurone layers. Walker et al. 1993) and ageing (eti
olated hypocotyls, Stallaert et al. 1994). Here, wt:. de
scribe a procedure that allows the isolation of plasma 
membranes from dry maize ernbryos. The extent of puri
tieation was high. considt:ring the activity of one plasma 
membrune marker (0SII) and the electron microscopy 
appearance obtained from the U~ fmetion; similar purifi
cation has been previously achieved in other prepara
tions. but the reported methodology ¡nvolved two addi
tional partitionings (Faraday and Spanswick 1992. Stal
laert et al. 1994). Also it is relevant to point out that the 
described procedure works equally well with hydrated 

Tab. 5. Spccific acrivities of ~ub..:dlu¡af fractiom from d"-j embrj
os. T wenty grJms of dry embryos were processed as de~ribed in 
Fig. I (nole mal micmsomal anJ U: fmetions were independently 
obtained from H-N frolCtion). Enzymatic :l.\.;,ay!i wcre done a." de
.;cribed un&r Maletials and methods. Activities are expressed in 
¡unol mg- l h- l • except for DAG·AT (nmol m!r' h-\ • ATPa...e activ
ity sensitive [O (he indicated inhibitor. 

Enzyme Activity 

H-N MF U, UiH-N 

Mg-ATPase 4.87 2.20 1.61 
Mg-ATPa..e azide" 1.46 0.31 0.18 0.13 
Mg-ATPase nitrole" 1.-48 0.85 0.04 0.03 
Mg-ATPase vanadate' \.82 1.05 1.36 0.75 
Glucan syntha.'ie 11 0.02 n.oti 0.22 11.0 
DAG-AT 0 ... '1 0.41 0.07 0.17 
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Tab. 6. ATPase ac!i\"ily 01" purified plasma membran~~ from d~ and 
Itydmled maize ~mbryos. Pla.o;ma membr,mes were puritied and Ih.: 
two-phase panilioning system use<! containeJ [he indica[ed 
PEG/dextmn concentrntions. Vanadate·sen. .. ilive ATP hydrolysi~ 
W:L" mea;;ured \\Iith 3..3 mg of membmne prolein al 8.11 rt1¡\.-1 
ATPHMg and lhe relea.o;ed P, wa .. quamilaled a, de\Cribed under 
Materials and melhods. Absolute values lor \·anadale-sensiti'·e 
pla:~ma membrane activity were 723.7±5 1.8. 970.1±9.7 and 
367.3~6.9 nmol P, mlf l h·1 forO. I ami 7 h. re~peclÍ\dy. 

Imbibilion lime 
h 

o 
1 
7 

PEG (%)1dextr.m (%) 

6.816.8 
6.7/6.7 
6.7/6.7 

VanJdJte sensiti\"itv 
1%) -

76.7 
78.\ 
75.8 

embryos. although different concentrations al' polymers 
must be used. This may retlect a change in membrane 
lipid and protein composition during early hydralion of 
the embryo or differences in membrane organizarion. 
since it has been proposed thm membmnes from ortho
dox. seeds undergo gel to liquid-crystalline phospholipid 
transitions upon water imbibition. with a concomitant 
effect in membrane properties (Seewaldt el al 1981. 
Pradet 1982. Crowe and Crowe 1986. Crowe et al. 
1992). 

One characteristic of our membrane preparation is 
thal LPC stimulates ATPase activity when condilions for 
oplimal protein loading are used. These findings agree 
with slUdies in olher lissues such as oat rootS I Sandstrom 
el al. 1987). soybean seedlings (Canut et al. 1988). 
maize roots (Galtier et al. 1988). and sugar heet leaves 
(Palmgren et aL 1990). where a lmeney of Ihe plasma 
membrane H--ATPase and olher enzyme aetivities has 
been described. The sludies in which Ihe m·o-phase par
titioning technique has been used show thal a populalion 
of plasma membrane vesicles with a right-side-out ori
entalíon predominates (Larsson et al. 198..1.. Johansson et 
al. 1995). [nside-out orienlalÍons higher than 80% have 
been obtained by methodologies thU[ involve free flow 
electrophoresis (Canut et al. 1988. Palmgren el al. 1990). 
treatment of membranes Wilh freeze-thaw c"c1es. or in
cubalion in Ihe presence of the deterg;m Brij 58 
(Palmgren et al. 1990. Johansson el al. 1995,. 

With the teehnique described. the amount of plasma 
membrane vesicles obtained is large enough 10 carry out 
enzymalie and other biochemical assays. The procedure 
is relatively fas!. considering thal il can be compleled in 
6 h. and that the ATPase aClivily of Ihe prepar.l.tion is 
slable for at least I month at _70°C. 
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