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ANTECEDENTES 

EI primer reporte sobre la existencia de una ATPasa de H* de la membrana 

plasmatica de las células vegetales (48), aparecié hace 20 afios, a partir de ese 

momento se ha generado una gran cantidad de informacion relativa a la 

caracterizacién molecular de esta enzima aislada en diferentes tejidos vegetales 

en sus diferentes etapas de desarrollo (6). Se tienen datos sobre la localizacion de 

esta enzima a partir de estudios con anticuerpos, ademas de reconocer su 

participacién en la hidrdlisis y sintesis de ATP, asi como de algunas de sus 

funciones tales como [a elongacion y nutricion celular, apertura de los estomas y 

control osmotico. Uno de los procesos donde todo esto puede evidenciarse es la 

germinacion de las semillas (6). 

La germinacién se inicia con la entrada de agua a las semillas y termina 

cuando protruye la radicula, lo cual implica una gran actividad metabdlica, por lo 

que cabe preguntarse gen qué momento aparece la ATPasa de la membrana 

plasmatica?, ghay residuos de actividad enzimatica de ta semilla en formacidn?, 

ecambian fos niveles de acividad enzimatica en las primeras horas de la 

germinacién de las semillas?. Estas son algunas preguntas que se han planteado 

en nuestro iaboratorio y para responder a ellas se han realizado estudios sobre la 

presencia y actividad de la ATPasa de H* de la membrana plasmatica en 

embriones de maiz en germinacidn (6). 

La proteina especifica (ATPasa) se encontré presente en fracciones 

microsomales de embriones de maiz sin embeber y posteriormente se detecté un 

aumento de ATPasa a las dos horas de imbibicién, para después disminuir y
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mantenerse constante hasta las 7 h de imbibicién (35, 49). Un patron similar se 

obtuvo en vesiculas de membrana plasmatica de los embriones embebidos a 

diferentes tiempos (50). 

En este marco general surge el interés por estudiar cual es la contribucién 

de las ejes embrionarios en este perfil de proteina, tanto en la fracci6n microsomal 

como en la de homogenados. En este ultimo porque podria existir la posibilidad de 

que hubiera ATPasa que no estuviera insertada en la membrana, ya sea por el 

procedimiento para obtener los microsomas o por la rehidratacién de los ejes 

embrionarios. De lo anterior se derivan la hipdtesis y los objetivos del presente 

estudio.



INMUNODETECCION DE LA ATPASA DE H* DE LA MEMBRANA 

PLASMATICA EN EJES EMBRIONARIOS DE MAIZ EN GERMINACION. 

INTRODUCCION. 

|. Caracteristicas generales de la semilia. La semilla representa la 

estructura que facilita la dispersion y preservacién de la mayoria de las 

espermatofitas, ya que contiene potencialmente una planta con las estructuras y 

la informacién para realizar los procesos fisiol6gicos necesarios para crecer y 

desarrollarse hasta su establecimiento autotréfico para posteriormente 

transformarse en planta adulta. 

Es la unidad dispersora por excelencia de las plantas, ya que puede 

mantenerse viva casi deshidratada, con un contenido de agua menor dei 10% de 

su peso total. En estas condiciones, sus organelos celulares permanecen 

desorganizados e inactivos. Tal estado de quiescencia permite a las semillas 

resistir las adversidades del medio y sdlo activarse cuando ei ambiente es 

propicio para el desarrollo del vegetal (3). 

En las angiospermas la semilla se deriva de! dvulo fertilizado y se forma 

dentro de los frutos, en cambio en jas gimnospermas lo hace en la superficie 

superior de las escamas de los conos o estrébilos. La semilla es importante no 

solo bioldgica, sino también econdédmicamente, por ser una fuente de alimento para 

diversos organismos incluido el ser humano. Su tamafio, textura y color varian de 

una especie a otra (10}.
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La semilla consta de la cubierta o testa, que se origina de los tegumentos 

de! dvulo, y el embrién, proveniente de !a oosfera fecundada. La testa es una 

cubierta con cierto grado de impermeabilidad tanto al agua como a los gases, por 

presentar una cuticula externa o interna cerosa 0 lipidica, con una o mas capas 

de células protectoras o sustancias mucilaginosas importantes para la retencién 

de agua, asi como para la dispersién misma de la semilla. Esto ejerce una 

influencia reguladora en ef metabolismo y el crecimiento de la semilla (9). 

El embrién puede acompafarse (o no ) del endospermo, tejido en donde se 

almacenan fuentes de alimento, tal es el caso de las gramineas. Esta 

caracterizado por la presencia de una capa externa, la aleurona. Las semillas que 

no Ja presentan generalmente tienen otras estructuras con la misma funcién, por 

ejemplo tos cotiledones, en las leguminosas, y el perispermo en el café (el 

perispermo en la mayoria de las semillas es un tejido rudimentario). 

El embridn también tiene un eje corto, con una o dos hojas pegadas (los 

cotiledones), arriba del eje se encuentra el epicotilo o plimula y por debajo del 

cotiled6n se encuentra el hipocotilo (zona intermedia entre el tallo y la raiz), que 

se prolonga hacia la base formando lta radicula, raiz primaria de la plantula (10). 

Estas estructuras son facilmente reconocibles en las dicotiledéneas, pero en las 

monocotiledéneas, el cotiledén se ha transformado en e! escutelo. 

El embrién del maiz presenta una organizacién basica, semejante a la de 

otras semillas, aunque tiene algunas particularidades, por ejemplo su eje 

embrionario tiene un epi y un hipocotileddn, y el embridn en posicién iateral sdlo



tiene un cotiledén o escutelo, caracteristica que fo ubica dentro de las 

monocotiledéneas (figura 1), funciona como un escudo entre el eje y el 

endospermo. La plumula es pequefia y esta envuelta por una vaina, el coleoptilo. 

La raiz embrionaria o radicula también esta protegida por una vaina, la coleorriza. 

La radicuia emerge primero y le sigue el coleoptilo, El cotiled6n o escutelo aunque 

es carnoso, no actua como reserva, sino como una estructura digestiva y 

absorbente que transfiere nutrientes desde el endospermo al embrién (3). 

Existen unos cuantos casos en los que las semillas no presentan reserva 

alimenticia, por ejemplo el caso de las especies de Orquidaceae, en las cuales la 

germinacién y el crecimiento dependen de las asociaciones que se establecen 

con hongos saprofiticos. (3). 

Las reservas alimenticias que poseen las semillas incluyen lipidos, 

proteinas y carbohidratos, (su proporcién varia de una semilla a otra, y las 

clasifica en harinosas, proteinicas y oleaginosas) (4), ademas de fosfatos 

organicos y algunos compuestos inorganicos (la mezcla insoluble de sales de 

Potasio, magnesio y calcio del Acido mioinosito! hexafosférico (acido fitico) es ta 

mayor fuente de fosfatos y elementos macronutrientes de ias semillas) (3). 

H. Germinaci6n de ia semilla. La germinacién abarca aquellos procesos 

que se inician con la toma de agua y terminan con Ja emergencia de la radicula o 

epicotilo. Todos los eventos subsecuentes estan asociados con el crecimiento de 

la plantula, que ha sido promovido por la capacidad fotosintética de la nueva 

planta.



  

ENDOSPERMO 
COTILEDON (ESCUTELO) 

EPICOTILO (PLUMULA) 

EMBRION 
EJE EMBRIONARIO     RADICULA 

Figura 1. Corte longitudinal de una semitla de maiz (39). 

Paralelamente a la toma de agua, la semilla requiere de un aporte de 

oxigeno y de una temperatura adecuados para flevar a cabo el proceso de 

germinacién. Si atin cumpliéndose estos requisitos la semilla no germina, puede 

ser que se encuentre en periodo de latencia o bien no sea viable (21). 

Sustentado por la movilizacién de alimentos, el crecimiento de la plantula 

germinada continua hasta que la pliumula emerge de Ia tierra y se establece, 

siguiendo su desarrollo por ia via autotrdfica y completando el ciclo vital de la 

planta. (3). 

1. Toma de Agua. El agua es imprescindible para que la semilla al 

rehidratarse pueda germinar. En este proceso de rehidratacién o toma de agua de 

las semillas influyen varios factores, tales como el tamafio de la semilla, la 

naturaleza de los componentes de reserva, !a cantidad de mucilago, el tipo de 

testa, la humedad relativa del medio, etcétera. Las semillas en proceso de 

 



imbibicion Ilegan a aumentar de dos a tres veces su peso inicial y una vez 

establecida la plantula, los requerimientos de agua son mucho mayores (3). 

Durante la toma de agua de las semillas es necesario considerar ei 

contenido inicial de agua de la semilla asi como el del sustrato, pues de ello 

dependera el flujo de agua de! medio hacia la semilia. Generalmente la difusién 

del agua va de un potencial alto hacia uno bajo y se ve afectada por el potenciai 

osmético, el potencial hidrico, la presidn de turgencia y la capacidad de 

hidratacién de los componentes celulares. También la fuerza con la cual el agua 

se adhiere al sustrato y el trabajo que realiza la semilla para removerla son 

importantes en su rehidratacién (21). 

La diferencia entre el potencial hidrico de ia semilla y el del sustrato es uno 

de los factores que determinan el flujo de agua de! medio hacia la semilla. Al 

inicio de la imbibicién ta diferencia del potencial hidrico es considerable, pero a 

medida que la semilla va tomando agua, el potencial hidrico de ésta crece y el del 

medio disminuye. De este movimiento de agua ambiente-semilla, depende el éxito 

de la germinaci6n, determinado por el potencial hidrico de las zonas aledahas a la 

semilla en proceso de imbibicién, asi como de la conductividad hidrica del 

sustrato y del area de contacto entre la semiila y el sustrato. En general, las 

semillas pequefias con cubierta delgada germinan mas rapidamente que las 

grandes con cubierta gruesa, esto refuerza la importancia de la superficie de 

contacto semilla-sustrato en el proceso de germinacion. En las semillas grandes 

como las del género Vicia, la pérdida de agua es considerable debido a la mayor



  

superficie de contacto entre la semilla y el sustrato (mayor superficie de 

evaporacién) (17). 

Generalmente, la distancia a la cual fluye el agua del suelo a la semilla no 

excede los 10 mm, por lo que la toma de agua depende del contenido de agua del 

sustrato que le rodea. Cuando éste aumenta, también la toma de agua y la 

velocidad de fa germinacién aumentan, siguiendo un patron especifico de acuerdo 

con la especie. Solo algunas especies como el trigo germinan en suelos con un 

bajo porcentaje de humedad relativa. 

Si bien la germinacién de semillas embebidas en condiciones de laboratorio 

(en cajas de Petri con una 0 dos capas de papel filtro y agua destilada), esta mas 

favorecida que la que ocurre directamente en el suelo, requiere una cantidad 

optima de agua, de lo contrario si es menor se incrementan las impedancias 

interna y externa, y si es excesiva se obstaculiza la adecuada difusion de oxigeno 

dentro de las semillas, teniendo como resultado en ambos casos un bajo 

porcentaje de germinacién (3). 

2. Cinética de la toma de agua de las semillas. Normaimente el 

potencial de agua de una semilla seca es considerablemente mas bajo que ei de 

los alrededores del sustrato y por lo tanto el agua se desplaza del suelo a la 

semilla debido a que tiene un elevado potencial de sus componentes, conocido 

como potencial matrico (¥m) . Cuando las semillas inician la toma de agua 

ejercen una fuerte presién de turgencia y duplican su tamafio (periodo de 

imbibicién). Después, las fuerzas de turgencia decrecen repentinamente y el 

 



potencial de agua se incrementa. Finalmente, a medida que las semillas absorben 

mas agua, el potencial de agua baja, y la semilla germina. El potencial ejercido 

por la raiz después de su emergencia es probablemente mas alto (21). 

Estudios con semillas de chicharo han demostrado que se forma una 

barrera himeda cuando e! agua permea la semilla y que hay un abrupto limite del 

contenido de agua entre las células humedecidas y aquellas por humedecer. E! 

promedio de contenido de agua del area humeda se incrementa en funcién del 

tiempo. Este patrdn inicial parece ser comun a la mayoria de las semillas y esta 

caracterizado por tres eventos: 1) uma zona que separa porciones humedas y 

secas de la semilla; 2) turgencia continua a medida que el agua penetra nuevas 

tegiones; 3) un incremento en el contenido de agua de las areas humedas (3). 

Generalmente {a toma de agua no sucede de igua! manera en todas las 

zonas de la semilla. Sin embargo, en condiciones de laboratorio las semillas 

exhiben un patrén de absorcién de agua en tres fases (figura 2). La fase I, inicial o 

   
de imbibicién es consecuencia de las fuerzas matricas de las paredes y de los 

   
contenidos celulares de las semillas. La imbibicién sucede independientemente 

de que la semilla se encuentre en periodo de latencia, viable o muerta. La fase | 

es muy rapida en el escaso tejido radicular, sin embargo muchos eventos 

metabélicos se desencadenan poco después de ja rehidratacién de enzimas y sus 

sustratos (9}. 

La segunda fase es un periodo lento de toma de agua, cuando e! potencial 

de agua matrico es alto respecto del potencial osmético o de soluto. Tanto las



  

. . Semillas latentes como las muertas mantienen este patrén de hidratacién tipico de 

la fase ll, pero obviamente estas ultimas no entran a la fase Ill de germinacién, 

iniciada por la protrusién de la radicula. Los procesos metabdlicos mas 

importantes suceden en la fase Il, en donde se ha observado que empieza a 

ocurrir, por ejemplo, la sintesis de proteinas, la reparacién de DNA y ia 

respiracién celular. El incremento de la toma de agua en la fase Ill se asocia con 

fos decrementos del potencial de agua y el potencial del soluto, debidos a 'a 

hidrélisis de reservas posteriores a la germinacion. La fase Hl se asocia 

Gnicamente con fa germinacién y consecuente crecimiento de Ja plantula. Se 

incluyen en ella la actividad metabolica y a movilizacién de reservas (3). 

La duracién de las fases depende de las caracteristicas de cada especie 

(talla, contenidos de reserva, tipo de testa, toma de oxigeno, etcétera), asi como 

de las condiciones ambientales durante la exposicién de las semillas al agua 

(niveles de humedad, temperatura, tipo de sustrato, etc.) (9). Cada parte de la 

semilla pasa por estas fases en diferente rango de tiempo, por ejemplo los 

embriones y los ejes embrionarios pueden iniciar la elongacién antes de que las 

reservas sean completamente hidratadas. 

El inicio de ia toma de agua se caracteriza por la liberaci6én de una 

apreciable cantidad de gases y por la rapida pérdida de sustancias como 

azucares, aminodcides y acidos organicos. En condiciones naturales estas 

sustancias pueden estimular el crecimiento de hongos patégenos del suelo (por 

 



ejempio, los exudados del frijol Phaseolus vulgaris estimutan ta proliferacién de 

clamidosporas de Fusarium) (3). 

   

Fasel Fase ll Fase fl i 

  

Toma 

de 

agua 
fincsemento 
de peso 
bémedo]     1 

inicio dela 
germinacian 

  

Tiempo   

Figura 2. Cinética de toma de agua (3) 

Cuando las semillas son expuestas a cambios continuos de imbibicion- 

secado-imbibicién, también pierden una gran cantidad de solutes. Esto se 

acentia si estos ciclos se inician con semillas secas, pero no si se utilizan 

semillas maduras que permanecen htumedas, en las que la pérdida de solutos es 

mucho menor. Estas observaciones sugieren que las membranas selectivamente 

permeables de! tonoplasto y del plasmalema pierden su integridad durante al 

secado y por lo tanto pierden su funcién de barreras de retencién cuando las 

semillas son rehidratadas.
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También al eliminar la testa se provoca una pérdida de solutos, disminucién 

en el crecimiento de la plantula y de la radicula. Todo esto parece indicar que la 

cubierta de la semilla regula la toma de agua, al actuar como barrera para la 

difusién, y su ausencia puede causar dafios irreversibles por la pérdida de solutos 

en la mayoria de sus células, con adversos efectos en el proceso de germinacion 

y el crecimiento posterior de la plantula. 

La temperatura es uno de los factores del ambiente con mayor importancia 

en los procesos de imbibicion, germinacién y crecimiento. Por ejemplo en un 

intervalo de 3 a 15 °C, se produce una reduccién del! crecimiento y desarrollo 

posteriores. A bajas temperaturas también se pierden aminoacidos y nucledtidos. 

Si bien la mayoria de fas semillas sufren dafios a baja temperatura, existen 

aigunas cuyo proceso de germinacion se alcanza sdlo con un tratamiento previo 

de enfriamiento, el cual interrumpe el periodo de latencia (3). 

Todavia se tienen muchas dudas acerca del control de la germinaci6n, asi 

como sobre los eventos que son indispensables para ella. Se parte del hecho ya 

mencionado de que la germinacién termina con la protrusion de la radicula, sea 

ésta por elongacion celular, con o sin mitosis. La toma de agua es un requisito 

para este proceso. Sin embargo, se cree que la expansion de la radicula o del 

hipocotilo produce crecimiento de otros érganos, especialmente los coleoptilos, lo 

cual supondria un aflojamiento de las paredes celulares como componente critico. 

Se sugiere que ello se debe a la liberacion de iones hidrégeno. Los protones son 

liberados al interior de la pared, probablemente en intercambio con cationes,
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provocando una acidificacién que rompe los puentes de hidrégeno entre las 

cadenas de carbohidratos de la pared celular. Al hacerse mas elastica la pared, 

se@ permite la elongacién celular (11, 13). 

El control del crecimiento y la extrusion de iones hidrogeno en coleoptilos y 

tallos, parece estar estimulado por auxinas, y podria estar influenciado por otras 

sustancias tales como la fusicoccina fungica. Ante estas sustancias, la tasa de 

crecimiento de los tejidos vegetales es mayor y se estimula la liberacién de iones 

hidrégeno, que no sdlo acidifican las paredes celulares, sino que ademas 

modifican el pH del medio. La fusicoccina también incrementa la germinaci6n al 

mismo tiempo que acidifica el ambiente circundante. Esto sugiere que la 

emergencia de Ja radicula es estimulada por ia acidificacian, como se mencioné 

anteriormente y plantea la posibilidad de que la extrusion de los protones sea el 

preludio para la germinacion evidente, continuando !a sintesis de proteinas 

(probablemente de enzimas o componentes esenciales de la pared celular). 

También se sabe que es necesaria la respiracion para la expansion celular en 

tallos y coleoptilos. Lo anterior corrobora que el metabolismo de proteinas, acidos 

nucleicos y el proceso de respiracién son procesos que anteceden a la 

emergencia de la radicula (12). 

Atn cuando se sabe que el crecimiento celular en los tejidos vegetales 

generalmente esté regulado por hormonas, especificamente auxinas y 

giberelinas, no se conace a fondo el papel que éstas juegan en la emergencia de
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la radicula, pero la aplicacion de estos reguladores del crecimiento en las semilias 

produce su germinacion. 

La toma de agua , ei incremento de la respiracidn y otros eventos 

bioquimicos que culminan con el crecimiento del embrién y el desarrollo de 

plantula, ponen de manifiesto que la semilla no esta latente, pero que los primeros 

signos visibles y cuantificables de la germinacién son la elongacién celular y el 

incremento en el peso humedo de la radicula (14). 

(I. La membrana plasmatica 

1. Estructura. Todos los seres estan protegidos por una cubierta que sirve 

como aislante def medio, como proteccién y para evitar la pérdida de materiales, 

tanto a nivel macro como microscépico. En tas células esta frontera es la 

membrana plasmatica (16). 

La membrana es una barrera activa pues ademas de proteger, permite el 

intercambio de moléculas entre el medio interno y el exterior (16). 

La membrana plasmatica o plasmalema en las céluias de las plantas, al 

igual que en otros organismos, cumpie varias funciones: contener el interior de la 

célula, transporiar solutos dentro y fuera de ella, detectar los cambios ambientales 

(22) y marcar los limites de las células entre si; ademas estan rodeadas por una 

pared celular (23), segregada y mantenida por el protoplasto (4) y cuyo 

componente estructural predominante es la celulosa, ie siguen algunos 

componentes pécticos, hemicelulosas, lignina, suberina y cutina, que forman 

capas de microfibrillas, que adquieren una apariencia final de cubierta jaminada
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fuerte y porosa sobre la membrana, que envuelve y protege a la célula dandole 

firmeza, pero restringiendo su movilidad. 

La membrana plasmatica es vital para la integridad de la célula. Tiene una 

compleja estructura semipermeable que impide el intercambio de algunos 

materiales con el medio y permite el paso de otros mediante ciertas proteinas 

(23). (figura 3). 

CARBOHIDRATO EXTERION DE LA CELULA     
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Figura 3. Modelo del mosaico fluido de Ja membrana plasmatica. (17}. 

La membrana es asimétrica. La composicién de las capas de lipidos es 

diferente en una y otra cara, lo mismo que las proteinas asociadas a ellas. Solo 

una de las capas presenta glicoproteinas y glicolipidos (17). Esto se ha podido
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detectar por técnicas avanzadas tales como la fractura por congelacién o 

criofractura y el marcaje, con lo cual es posible revelar la topografia de la 

superficie interior hidréfoba e hidrofilica de las dos caras expuestas de la 

membrana. Para detectar glucoproteinas se utilizan !ectinas o ligantes, un tipo 

especial de proteinas vegetales, por ejemplo concavalina y ferritina (23). 

La membrana tiene componentes adicionales en la superficie, fos 

glicolipidos y las glucoproteinas. Estas ultimas forman una capa llamada 

glucocalix, ja cual parece ser medular en et reconocimiento celular, asi como en 

los procesos de desarrollo embrionario y en la respuesta inmunitaria. 

La fina membrana plasmatica es por tanto una estructura delicada pero 

muy compleja, cuyos componentes lipidicos, proteinas y carbohidratos, cumplen 

papeles precisos en las funciones membranaies: barrera, transporte y 

reconocimiento. 

La membrana es selectivamente permeable al transporte de solutos (16). El 

rechazo o admision de moléculas depende de su tamafio, polaridad y carga 

eléctrica, Por ejemplo, las apolares pequefias como O2 y Nz y las palares sin 

carga y pequenas como el agua, COz, glicerol y urea pasan rapidamente. Las 

mayores como ja glucosa y sacarosa !o hacen con dificultad, pero se transportan 

pasivamente por procesos de difusi6n, flujo dependiente masa/volumen, osmosis 

y difusién facilitada. Todas elias utitizan fuentes externas de energia libre, 

particularmente de tipo quimico; en otros casos se requiere de grandes porciones
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de membrana para la entrada y salida de sustancias a través de la formacion y 

fusion de vacuolas. Pero las particulas cargadas como los iones de Na’, K’ y 

Ca’, normaimente son rechazadas y para atravesar la membrana requieren de un 

impulso activo por parte de la célula, con gasto de energia (ATP), mediante 

canales, bombas membranales (proteinas acarreadoras 0 transportadores 

secundarios) y bombas primarias (2, 8). Cada tipo de membrana tiene proteinas 

particulares dependiendo del papel fisiolagico que desempefia. 

2. Proteinas de la membrana plasmatica. Los mecanismos de transporte 

implican la participacion de proteinas intrinsecas de la membrana, las cuales 

interactGan con las sustancias por transportar de manera semejante al modelo de 

enzima- sustrato (4). Estos sistemas proteicos de transporte se conocen como 

acarreadores y canales seguin su obtencién de energia y velocidad de 

transportacion (22, 41). 

Se han propuesto los modelos de simporte, antiporte y uniporte para et 

transporte de solutos a través de la membrana (4). 

Estas proteinas globulares con canales permiten el paso de sustancias 

solubles en agua, uniéndose a los fosfolipidos a través de sus aminoacidos 

estructurales, que interactuan con las cabezas polares 0 con los Acidos grasos 

apolares; a través de criofractura, se ha podide comprobar que pueden adquirir 

tres conformaciones espaciales: 1) proteinas transmembranales, atraviesan la 

membrana, su region intermedia es hidrofobica, pero sus extremos de la 

superficie en ambas caras de la membrana son hidrofilicas; 2) proteinas 
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periféricas, son mas pequefias, y se encuentran parcialmente embebidas en la 

bicapa lipidica interactuando a través de enlaces idnicos y 3) proteinas 

superficiales, son cien por ciento hidrofilicas, no penetran en la regién hidrofobica 

(17). 

Las proteinas membranales, dentro de las cuales destacan las ATPasas, 

cumplen otras funciones celulares como la interaccién hormonal, el 

reconocimiento de células de la misma estirpe, ademas del acarreo de sustancias 

y ta actividad enzimatica en la membrana (40). 

3. ATPasas de la membrana plasmatica 

El transporte de sustancias a través de la membrana puede o no requerir 

de energia. Esto depende de la concentracién de solutes entre las fases 

separadas por la membrana y de fa direccién de flujo del soluto. Si éste se mueve 

de una zona de baja concentracién a otra de mayor concentracion, se requiere 

invertir energia, !a cual se obtiene por la hidrdlisis del ATP, que a su vez se 

produce por el acoplamiento energético de las reacciones realizadas por las 

ATPasas de la membrana plasmatica 0 bombas primarias cuyo bombeo de iones 

provoca un desbalance eléctrico y/o de pH, mismo que utilizan las proteinas 

acarreadoras de transporte secundario (15, 42). 

Debido a la caracteristica de las ATPasas de catalizar la sintesis ¢ 

hidrélisis del ATP se les clasifica en ATPsintetasas y ATPhidrolasas. Las primeras 

son aquellas que aprovechan el AnH’ que generan las moiéculas que transfieren 

H’ y electrones durante la fotofosforilacion y fosforilacién oxidativa para la sintesis 

 



  

de ATP en cloroplastos y mitocondrias respectivamente (24). Las ATPasas del 

segundo grupo hidrolizan ATP cuya reaccién global considera la hidrdlisis del 

fosfato y terminal del ATP para generar ADP y ortofosfato lo que a su vez 

ocasiona la expulsién electrogénica de protones u otros iones (24). Estas enzimas 

no sdlo se presentan en la membrana plasmatica, sino también se encuentran 

embebidas en otros organelos celulares membranosos como mitocondrias, 

cloroplastos, aparato de Golgi, vacuolas y lisosomas (24, 25). 

Las ATPasas se agrupan en tres clases: 

1. P (fosforiladas), también conocidas como E,-E2 Se caracterizan por 

tener un intermediario fosforilado covalente cuya formacién es inhibida por 

vanadato. Tiene una cadena polipeptidica de 100 kDa. Translocan cationes como 

H’, Ca”, Kt y Na’. Participan en el balance idnico intracelular, ta relajacién 

muscular, ef reciclado de receptores, el almacenamiento de hormonas, la 

digestion de nutrientes y ja sintesis de ATP. 

2. V (vacuolares), normalmente asociadas a fos organelos membranosos 

como mitocondrias, reticulo endoplasmico, vacuolas (en Neurospora) , tonoplasto 

(en plantas), lisosomas y aparato de Golgi. Sdlo translocan H*. Tienen varias 

subunidades. Sus funciones de hidrélisis de ATP y translocacién de H" residen en 

diferentes polipéptidos. Su peso molecular puede ser superior a los 400kDa. 

3. F (FoF.), propias de bacterias, cloroplastos y mitocondrias. Son las mas 

complejas debido a que presentan dos subunidades, fa F, soluble en agua y 

relacionada con el ciclo de sintesis-hidrélisis del ATP, y la Fo asociada a la
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membrana y a la translocacién de H’. Su masa molecular oscila alrededor de los 

450 kDa. Puede presentar 8 o mas cadenas de polipéptidos (15). 

Todos los tipos de ATPasas tienen en comun un polipéptido a de entre 70 

y 100 kDa que posee los sitios de fosforilacion y de enlace del ATP (45). 

Entre los acarreadores membranaies mas comunes se encuentra la bomba 

de intercambio iénico de Na‘/K’. Pertenece al grupo de ATPasas tipo P (15, 17). 

Esta es la bomba primaria mas importante de la membrana plasmatica de células 

animales y consiste en una proteina transmembranal que puede cambiar su 

conformacion (E-E2) (15) (figura 4). 

CITOPLASMA 3 

SUBUN:DAG o 

Figura 4. ATPasa de Na’/K’. Modelo de las regiones hidrofilicas y transmembranales de las 

subunidades a y B de la ATPasa de Na‘/<’, La numeracién romana indica las hélices o 

transmembranates; {a arabiga con una estrella, tas regiones hidrofilicas extracelulares y sin 

estrella, las intracelulares. El punto negro indica el sitio de unién fosforilable durante la catalisis 

{7).



  

Los iones de sodio se unen a la proteina, la que interactua con el ATP y 

dispara el cambio conformacional, movilizando al idn Na’ al exterior, En una 

segunda fase los iones K" del exterior ocupan su lugar en la proteina, la que 

pierde un fosfato, provocando un segundo cambio y la transferencia de los iones 

«’ al interior de la célula. Por cada ATP hidrolizado se transportan tres Na” y dos 

K" (47). Esta ATPasa fué descubierta por Skou en 1957 y se le ha podido 

identificar en casi todas las membranas plasmaticas de diferentes tejidos y 

érganos. Posee dos subunidades proteicas membranales a y B, de 100 y 40 kDa 

respectivamente (7, 3). 

Esta enzima requiere tanto de los iones Na* como K* y Mg“para lievar a 

cabo e! intercambio idnico (4, 47). Es inhibida por esteroides cardioténicos como 

el digital y ia oubaina, este uitimo la inhibe sdlo si se encuentra fuera de !a célula. 

Mediante el uso de membranas de eritrocitos conocidos como fantasmas se ha 

observado que el movimiento de Na* y K’ es un proceso vectorial de cotransporte 

antiparalelo, en el cual el Na’ sale de la célula y el K’ entra a ella. El sitio de 

fijaci6n del ATP se encuentra sobre la proteina ubicada en la cara interna de la 

membrana (3, 47) {figura 5). 

En las células vegetales ia ATPasa de la membrana plasmatica mas 

importante en diferentes procesos metabdlicos es la acarreadora de H’ (43). Esta 

enzima se ha detectado tanto en monocotiledéneas como en dicotiledéneas, en 

casi todos los tejidos y etapas de desarrollo de las plantas (2, 8). Su
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caracterizaci6n molecular data de !os afios setenta (6, 19, 26), La accién de 

bombeo de ia enzima se ha observado en vesiculas de membranas plasmaticas 

aisladas. Ha sido parcialmente purificada y reconstituida en liposomas (6). 

También se han encontrado fuertes semejanzas entre las ATPasas de H". 
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Figura 5. A Modelo dei par de dimeros funcionales de la ATPasa de Na‘/K’ postulados 

para la unién de fos ligantes. B. Vectorialidad energética de tas reacciones de transporte de 
cationes y de hidrdlisis det nucleétido respecto a las concentraciones internas y externas de !os 
iones y sus consecuencias en el potencial de membrana (7). 

La estructura primaria de las ATPasas de H* de la membrana plasmatica de 

células vegetales se dedujo de fa secuenciacién y clonacién de genes aislados de 

Arabidopsis thaliana, Lycopersicon esculentum (tomate), Nicotiana _plurnbaginifolia 

(tabaco), Oriza sativa (arroz), Solanum tuberosum (papa) y maiz (Zea mays) (22).
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Se conoce que estan codificadas por varios genes, lo que implica la existencia de 

isoformas para la enzima. Las secuencias predicen proteinas de 948 a 957 

aminoacidos, segun la especie y la isoenzima, lo cual equivale a 100 kDa de peso 

motecular detectado en geles desnaturalizantes (8). Asimismo, estas secuencias 

sugieren una estructura secundaria de la proteina de 8 a 12 tramos 

transmembranales y varias asas hidrofilicas de ambos Jados de la membrana. 

Una de ellas (del lado citoplasmico) es muy grande, contiene aproximadamente 

315 aminoacidos (2, 8) (figura 6). En esta ultima seccién se localiza el sitio de 

hidrélisis del ATP en ef residuo de Acido aspartico 329 en la secuencia de 

Arabidopsis thaliana, fosforilable (7,18). A lo largo de ocho segmentos 

transmembranales pueden encontrarse 52 residuos polares, probablemente 

relacionados con el transporte de H” a través de la membrana. El balance 

estequiométrico ATP/ H” en condiciones de laboratorio es cercano a 1:1 en 

plantas, en tanto que en algas es de 2H‘/ATP (7, 8, 26). 

La ATPasa de la membrana plasmatica esta clasificada en e! grupo E,-E2 0 

P de las ATPasas, ya que forma un compuesto intermediario fosforilado covalente 

durante el ciclo de catalisis (15). Se han identificado los intermediarios E, y Ez, 

pero falta describir detailadamente las reacciones parciales del ciclo catalitico. 

Aparentemente se encuentra en la membrana como dimero, pero se desconocen 

las implicaciones de esta conformacién en la accion de la enzima. Su actividad 

parece estar regulada por auxinas y lipidos membranales (7, 20). Una manera de
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modificar la ctividad de las enzimas es modificano a la enzima 

promoviéndo la expresién de diferentes isoenzimas (8). 
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Figura 6. Modelo de jas regiones hidrofilicas y transmembranales de la ATPasa de H’” (la 
numeracién es la misma de la figura 4) (7). 

La enzima funciona a nivel molecular bombeando H’ e hidrolizando ATP, 

su importancia fisioldgica como efecto de la degradacién del ATP establece 

gradientes eléctricos (Ay) y de pH (ApH). Los gradientes electroquimicos de H" 

(AnH’) son utilizados por cualquier tipo de célula especializada en el transporte 

secundario de solutes, la elongacién celular y el flujo de iones en las células 

guardia de los estomas (2, 8) (figura 7) 

La fuerza que impulsa este trasporte proviene de la ATPasa de H" que 

acta como una bomba primaria, la cual al bombear los H’* al exterior de la célula
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genera el Ay, aumentando la concentracién de H’ en el exterior, lo cual favorece 

la entrada de H* con el sacdrido mediante el acarreador. 
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Figura 7, Esquema que presenta la localizacién de la ATPasa de H’ de Ja membrana 
plasmatica, las dos reacciones que cataliza, su energética y los gradientes eléctrico y de pH que 
genera (8). 

Recientemente se han clonado los genes de los acarreadores de hexosas y 

sacarosa en la membrana piasmatica de células de betabel (8). En ambos casos 

se trata de sistemas de simporte sacarido/H’, especificos, electrogénicos y que 

necesitan de una diferencia de potencial eléctrico (Ay) 0 de pH (ApH) para 

operar. También el transporte de aminodcidos para el crecimiento y desarrollo de 

los tejidos vegetales se lleva a cabo por acarreadores de simporte/H" 

dependientes del pH y de la actividad de la ATPasa como bomba primaria (2), 

{figura 8).
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Figura 8. Esquema que relaciona ta funcién de la bomba primaria generadora del 
gradiente electroquimico de H* (AyH’) y su repercusién en ei funcionamiento de los sistemas de 
transporte secundario de iones, aminoacidos y sacaridos (8). 

Normalmente los iones son transportados por canales o acarreadores, en 

ambos casos la ATPasa de H’ originara corrientes de H” y un potencial de reposo 

de la membrana, asi como el movimiento de iones extracelulares. 

Se ha reportado que el Na* es transportado por un antiporte Na‘/H’", lo cual 

es digno de considerar en el caso de los vegetaies haldfitos (2). El Ky se mueve 

por canales diferentes mediante corrientes de flujo tanto al interior como al 

exterior del citoplasma celular. Lo anterior se ha estudiado en células y fracciones 

celulares de raices de diferentes especies. En las células del parénquima, floema, 

pericilo y endodermis de la raiz se ha detectado una mayor densidad de !a 

ATPasa iocalizada por inmunofiuorescencia (2, 8).
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Las membranas de células de los tejidos del floema del tallo, las raices, el 

cilindro central, la epidermis y la punta de la raiz se han encontrado enriquecidos 

en ATPasa, lo cual sugiere su participacion en el transporte trasmembranal de 

nutrientes a través del tejide vascular. 

La ATPasa de H’ de ja membrana plasmatica es muy importante en la 

fisiologia de ia célula y es altamente sensible a las variaciones del ambiente que 

rodean a la planta, por ejemplo los cambios en la concentracién del CO2, 

humedad, luz y fitohormonas, provocan la apertura de los estomas. 

Particularmente para los dos ultimos factores se ha observado un aumento en la 

actividad debido a la gran cantidad de ATPasa que exisie en las células guardia 

(8). Dicha accién produce un eflujo de H’ dependiente de ATP, !o que 

hiperpolariza a la membrana plasmatica favoreciendo la entrada de K’ a través de 

canales especificos. Su incremento facilita !a entrada de agua para equilibrar la 

concentracion de sotutos dentro y fuera de la célula, ocasionando la turgencia de 

las células y con ello la apertura de los estomas (8) (figura 9). 

En cuanto al transporte de H* dei citoplasma al espacio apoplastico, este 

parece estar relacionado con la actividad de la ATPasa de H* y con el mecanismo 

de regulacién dei pH citoplasmico, que oscila entre 7 y 7.5. Aunque no es todavia 

muy clara la contribucién de la ATPasa en este mecanismo, pues existen otros 

factores como los acidos organicos, amortiguadores citoplasmicos, antiportes y e! 

bombeo de H’ que contribuyen a regular la acidificaci6n. 
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Figura 9. Ilustracién de !os principales eventos que llevan a la apertura reversible de tos 

estormas (8) 

Otros experimentos han puesto de manifiesto que cuando la célula vegetal 

crece, la pared celular se afloja como consecuencia de la acidificacién producida 

por la actividad de las ATPasas de H* (8). 

También se han realizado estudios sobre la posible implicacién de la 

ATPasa de H’ de la membrana plasmatica en la respuesta de las plantas bajo 

condiciones extremas de alta concentraci6n de sal, baja humedad del suelo y baja 

temperatura (46). 

Actualmente se siguen realizando investigaciones para esclarecer el papel 

de las ATPasas de H* de la membrana plasmatica en el crecimiento, desarrollo, 

nutricin, accién hormonal y respuesta a patégenos en las plantas superiores 

(22), asi como en reconocer los elementos y explicar los mecanismos de 

regulacion de la enzima, del acoplamiento de las reacciones de hidrdlisis del ATP 

y la del transporte vectorial de H’ en el que participa la enzima.
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HIPOTESIS: 

En los ejes embrionarios sin embeber la cantidad de ATPasa de la 

membrana plasmatica es baja y puede aumentar a medida que transcurre el 

tiempo de imbibicién, debido a que !a actividad metabdlica general aumenta y la 

demanda fisiolégica de la actividad de esta enzima aumenta. 

OBJETIVOS: 

1. Seleccionar el periodo de imbibicién de ejes embrionarios en el que se 

estudiaran los niveles de la ATPasa de H” de la membrana plasmatica. 

2. Optimizar el procedimiento de deteccidn de la enzima. 

3. Determinar la cantidad de ATPasa relativa en preparaciones de 

homogenados y microsomas obtenidos de los ejes embrionarios embebidos 

durante los tiempos seleccionados.
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MATERIALES Y METODOS 

Material Biolégico 

¢ Semillas. Se utilizaron semillas de maiz hibrido Montecito 89 lote AG ° 2, 

CPS HT-1, almacenadas a 4°C con bolsas de desecante. Los ejes embrionarios 

se disectaron con navaja cuidadosamente de las semillas secas, eliminando todo 

el endospermo y escutelo posibles. 

» Anticuerpos policlonales de conejo contra ATPasa de H’ de la membrana 

plasmatica. Estos anticuerpos fueron obtenidos previamenie inoculando conejos 

con un péptide antigénico cuya secuencia fue elaborada con base en fas tres 

secuencias de aminoacidos de las ATPasas de H* de la membrana plasmatica de: 

Arabidopsis thaliana, Nicotiana plumbaginifolia, y Lycopersicon esculentum. El 

  

péptido seleccionado consta de 14 aminoacidos (YNKLEEKKESKLLK), y se 

localiza en la porcidn amino terminal de la enzima (27). 

Ensayos de Germinacion y Toma de Agua 

« Prueba de Germinacién. Las semilias y ejes embrionarios se lavaron 

durante dos minutos con hipoclorito de sodio al 2% y se enjuagaron con agua 

bidestilada estéril y bajo condiciones de asepsia. Se sembraron en cajas de Petri 

sobre una base de papel filtro también esterilizado, y se les afiadieron 7 ml de 

agua bidestilada estéril. Se utilizaron seis cajas de Petri, tres con 20 semillas por 

caja, y las otras tres con 30 ejes embrionarios cada una. Las seis cajas se 

colocaron en ta incubadora a 29°C y se registré el porcentaje de germinacion para 

los intervalos de 1, 2, 4, 7, 10, 12, 24, 48, 58, 72, 82, 100, 110 y 144 horas. Los 
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ejes se consideraron germinados cuando la radicula tenia aproximadamente 2 

mm de longitud. Las semilias se dieron por germinadas al protruir la radicula 2 

mm de la testa. 

« Prueba de Toma de Agua. Para medir ta toma de agua se prepararon 12 

cajas, tanto para las semillas como para los ejes embrionarios, y también se 

mantuvieron en la incubadora a 29°C durante 1, 2, 4, 7, 10, 12, 24, 48, 58, 72, 82, 

400, 110 y 144 horas. Las muestras se pesaron antes de iniciar la prueba, 

después del tiempo de imbibicion y al término del proceso de secado. Con estos 

datos se calculd el porcentaje de humedad inicial de las semillas y los ejes. 

e Proceso de imbibicidn de ejes embrionarios. Se utilizaron 60 ejes 

embrionarios para los tiempos de 0, 1, 2, 3, 5 y 7 horas. Se pesaron y colocaron 

en cajas de Petri con papel filtro y 7 ml de agua bidestilada estéril. Se incubaron a 

29°C para los periodos de tiempo estipulados. 

Obtencién de Membranas Microsomales 

En la figura 10 se presenta un esquema de ia estrategia experimental 

seguida en este trabajo. Al cumplirse cada periodo de imbibicion, los ejes se 

pesaron y se congelaron con Nz liquido, se molieron en mortero, hasta obtener un 

polvo fino y éste se colocé en viales que se almacenaron a -70°C por 12 horas. 

¢ Procedimiento para la separacién de membranas por centrifugacion 

diferencial. En esta etapa, las muestras de ejes embrionarios molidos se 

homogeneizaron con un triturador de tejidos a 12 000 rem durante 4 minutos, en 

una solucién amortiguadora de homogeneizacion elaborado con 250 mM 
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Homogeneizacién con triturador de tejidos en buffer     
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Pastilla (ffacci6n microsomal)*       Sobrenadante 

  

Resuspefider en buffer, precipitar.con acetona 70%, 
afladir inhibidores y almacenar a -20°C     
  

  

la) Determinacién de proteina por el método de Lowry. 
b) Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS, 
c) Deteccién de proteina por tincién con’amido black ‘en rejilla de nitrocelulosa. 
jd) Deteccién de ATPasa con anticuerpos por la técnica de Western en rejitia de nitrocelulosa. 
le) Registro densitométrico de las réplivas en nitrocelutosa.       

Figura 10. &squema que itusica la esirategia experimental utilizada en este trabajo. _.
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sacarosa, 70 mM Tris-HCl (pH 8), 2 mM acido etilendiaminotetracético-NaQH (pH 

7), 15 mM B-mercaptoetanol, 4 mM ditioeritritol (DTE), 10 ng/ml de quimostatina, 

50 yg/mt de n-tosil-fenilalanina clorometil cetona (TLCK} y 100 g/m! de n-a-p- 

tosil-lisina clorometil cetona (TPCK). El homogenado se filtr6 en cuatro capas de 

gasa humedecida con agua bidestilada. Del fiitrado obtenido se precipitaron 

inmediatamente 300 ul en acetona fria al 70%, para su posterior utilizacién en Ja 

determinaci6n y separacién de proteina por electroforesis en geles 

desnaturalizantes y en ensayos de inmunodeteccién. Esta fraccién fue 

denominada Homogenado. El resto del filtrado se centrifugé a 1 500 g’s por 10 

minutos. El sobrenadante obtenido se centrifuga a su vez a 8 000 g’s por 10 

minutos, se deseché Ia pastilla y el sobrenadante obtenido se centrifugé a 100000 

g's por 60 minutos. La pastilla obtenida (/raccién microsomal se resuspendid en 

una solucién amortiguadora de 250 mM sacarosa, 2 mm BTP-Mes (pH 7), 10% 

glicerol y + mi de OTE, 5 yg/mi de quimostatina, 50 j.g/ml de TLCK y 100 jig/ml de 

TPCK. 

La fraccién microsomal obtenida para cada tiempo de imbibicién se 

precipité inmediatamente con acetona fria al 70% y se almacend a -70°C durante 

24 horas. En una tercera y ultima etapa, las muestras precipitadas se 

centrifugaron a 13 000 g’s por 5 minutos, se desecho ei sobrenadante y la pastilla 

de cada muestra se colocé bajo la campana de extraccién por 30 minutos, con el 

propdsito de eliminar los residuos de acetona. Después las pastillas se 

resuspendieron en SDS 5% y se almacenaron en viales a -20°C, hasta llevar a 
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cabo las pruebas de determinacién y separacién de proteina, en geles de 

poliacrilamida-SDS y los ensayos de inmunodeteccién. 

Determinacion de protaina 

e Las muestras precipitadas con acetona y centrifugadas (nomogenado y 

fracci6n microsomal) se les determind la cantidad de proteina por el métode de 

Lowry icdificado pur Peterson (28), cuyo principio es la reaccidn de los grupos 

aromaticos de las proteinas con el cobre 4, en combinacién con la reaccién de fos 

grupos amino del reactive de fenci (Folin-Ciocalteau), para formar un cornptejo 

azul que es leido en el espectrofotémetro a 750 nm. 

Los tubos se prepararon con 0.9 mi de agua bidestilada, 0.1 ml de Na DOC 

0.15 % (Desoxicolato de sodio, 1.0 mi de reactivo “A” (mezcia hecha con 

carbonato tartrato de cobre, CTC, dodecil sulfato de sodio, SDS, hidréxido de 

socio, NaOH y agua bidestilada en iguales proporciones), 0.5 mi de reactivo “B” 

(Folin-Ciocaiteau / agua bidestilada 1:5), 2 yl de las muestras de homogenados y 

5 ul para las de fraccién micrcsomal {tras repeticiones por cada muestra): también 

se hizo fa curva estandar con BSA (5 a 100 ug) y blancos preparados con SDS 

5%. La curva patron se muestra en la figura 11. 

Una vez hechas ias mezclas se agitaron vigorosamente y se dejaron 

teaccionar por 30 minutos a temperatura arnbiente, para después hacer las 

lecturas correspondientes en el espectrofotémetro. 

Para calcular fa concentracién de proteina de las muestras de 

homogenados y microsomas, se restaron los valores de absorbencia de los 
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homogenados cstuvo airededor de 16 ucy ul 

en ias miestras de haraogenados y de 12 yg/ ul en jas de microsomas. 

  

emtroforesie en Geles Desnatiiralizantas 

En este trabajo se uillizé la eleciroforesis en geles de colacrilamida en 

  

condiciones desnaturalizantes con SOS, dispuestos ea un sistema cle minigeles 

da placa de 0.75 mm, de gresor, elagurados con ta técnica de Laemmli (38). 

$e utilizé una cuncentracién de 10% de acrilamida para el gel separador y 

una de 3% para s! concentrador. E! primero se hize mezcianda 0.240 imi de Tris 

3.75 M pH B.S, 1.005 mi de acrilamida 20% bis acrilamide 0.8%, 1.725 ml de agua
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bidestilada, 16.35 ju de SDS 20%, 6.0 pi de persulfate de amonio 30% y 3.6 ul de 

TEMED. 

Se colocé la mezcla para el gel separador en ei dispositivo y se rocié la 

superficie con SDS 0.1% para romper la tensién superficial y asi obtener en el 

borde del gel una superficie plana. Se dejé polimerizar por 30 minutos; después 

se le afiadié la mezcia del gel concentrador hecha con 0.266 ml de poliacrilamida 

30% bis acrilamida 0.8%. 0.456 ml de Tris 0.5 M pH 6.6, 1.251 mi de agua 

bidestilada, 13.9 yl de SDS 20%. 7.28 ul de persulfato de amonio 10% y 4.59 ji! 

de TEMED. 

Una vez colocada la mezcla se le introdujo un peine de teflon de diez 

pozos, se dejo gelificar durante 30 minutos, se retiré el peine y se coloco ef 

dispositivo en la camara de electroforesis con buffer para correr el gel, cuya 

composicién es de Trizma base 0.025 M, glicina 0.192 M y SDS 0.1% pH 9. 

Las muestras de proteina se diluyeron con un volumen igual de buffer 

desnaturalizante de Laemmli concentrado, que contenia urea 8.0 M, Tris-HCI 0.5 

M pH 6.6, SDS 10%, B-mercaptoetanol 5% y azul bromofenol 0.01%. Se procedio 

a cargar entre 10 y 30 ul de proteina de cada una de las muestras. 

Se hicieron geles por duplicado, uno se tifid con una soluci6n de azul 

brillante R-250 de Coomasie, disuelto en acido acético glacial 10% y metanol 

50%. La sobretincién del gel se eliminé con una solucién destefidora de metanol 

50% y Acido acético 10%. Et otro gel se utilizé para hacer la electrotransferencia a 

nitrocelulosa de las proteinas separadas electroforéticamente.
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Para contar con un parametro de referencia de pesos moleculares, en un 

pozo se cargaron 10 «il de una mezcla de proteinas estandares con peso 

molecular conocido (tabla 1), para comparar el peso molecular aproximado de las 

bandas de proteinas de las muestras (la mezcla contenia 3 1g de cada enzima). 

Tabla |. Estandares de peso molecular pretefiidos. (Prestained SDS Molecular 

Weithg Marker Kit No. MW-SDS-BLUE, Sigma). 

  

  

  

  

  

    

ENZIMA PESO MOLECULAR (Daltons) 

DESHIDROGENASA LACTICA 36,500 
(de musculo de conejo) 

FUMARASA 55,300 
(de corazon de puerco) 

PIRUVATO CINASA 75,200 
{de musculo de gallina) 
FRUCTOSA 6P-CINASA 85,300 
(de musculo de conejo) 
B-GALACTOSIDASA 107,000 
(de Escherichia coli)     
  

  

Etectrotransferencia de proteinas a papel de nitrocelulosa 

El procedimiento se inicié lavando el gel de poliacrilamida con un buffer de 

transferencia (Trizma base 25 mM, glicina 125 mM, metanol 20% y SDS 0.1% pH 

7.5), durante 10 minutos a temperatura ambiente y agitaci6n suave. Después se 

ensamblo el gel en el dispositivo de transferencia y se llev6 a cabo el proceso por 

1:30 horas a 240 mA, con bafio de agua circulante para enfriar la camara. 

Inmunodeteccion de la ATPasa de membrana plasmatica 

La proteina se detect6 con el anticuerpo en dos sistemas: a) en muestras 

de proteinas separadas en un gel de poliacrilamida-SDS y transferidas a 
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nitrocelulosa y b) en muestras de proteina aplicadas a nitrocelulosa en un 

dispositivo de rendija (slot-blot) (30). 

e Deteccién de la proteina electrotransferida del gel a la membrana de 

nitrocelulosa. Después de la transferencia se lavé la membrana de nitrocelulosa 

en TBS (Tris-HCI 20mM pH 7.5, NaCi 0.5 M) por 10 minutos, después se bloqued 

ésta con solucién de leche descremada 2% en TBS por 30 minutos. E! siguiente 

paso fué lavar la nitrocelulosa dos veces con TTBS (Tris-HCI 20 mM pH 7.5, NaCi 

0.5 M, tween-20 0.05%), por 5 minutos. 

Posteriormente se afhadid el primer anticuerpo anti ATPasa de membrana 

plasmatica diluide en TBS 1:1,000 por 12 horas (toda la noche) a temperatura 

ambiente y agitacion suave. 

Después se lavé la membrana dos veces con TTBS, 5 minutos cada vez y 

sé agregé el segundo anticuerpo (anti-\gG-conjugado con fosfatasa alcalina), 

dituido 1: 1,000, incubado por 6 horas a temperatura ambiente. 

Al término de este periodo se lavé la membrana con TTBS y una con TBS, 

5 minutos cada vez. Se corté y separé el carril con los estandares pretefidos (ya 

que el procedimiento de revelado los sobretifie) y luego se agregé la mezcla para 

desarrollar color, elaborada con 100 ml de buffer de carbonatos (bicarbonate de 

sodio 0.1 M, cloruro de magnesio 1.0 M pH 9.8), 1.0 ml de NBT (30 mg de cloruro 

de p-nitro azul de tetrazolio, disuelto en 1.0 ml de dimetilformamida 70%) y 1.0 mi 

de BCIP (15 mg de fosfato de 5-bromo-4-cloro-3-indolil sal de toluidina disueltos 

en 1.0 ml de dimetilformamida). Se dejé reaccionar entre 5 y 15 minutos, hasta
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que aparecieron claramente las bandas de proteina, cuidando que no se 

oscureciera el fondo de la membrana, para !o cual se detuvo !a reaccidn lavando 

dos veces con agua bidestilada 10 minutos cada vez. La inmunorréplica se 

guard6 a 4°C, hasta fotografiar y llevar acabo el perfil densitométrico. 

« Deteccién de la ATPasa adsorbida directamente al papel de nitrocelulosa. 

En este segundo sistema se ejecuts la técnica de Western (30) en el dispositivo 

de ranuras 0 slot-blot. Para ello se corté un trozo de papel de nitrocelulosa de 11 

x 3.5 cm, se humedeciéd en TBS por 5 minutos y posteriormente se colocé en el 

Gispositivo Multiprotean I! Screen de Bio Rad. Se conecté al vacio. En las ranuras 

de la parte superior se agregaron voltimenes de 10 a 20 11g de proteina de cada 

muestra, tanto de homogenados como de fracciones microsomales, y en la parte 

inferior se afiadieron volimenes iguales de SDS 5%, como blancos. La membrana 

se colocé al vacio por 30 minutos, posteriormente se lavé una vez con TTBS y 

otra con TBS 5 minutos cada vez. Se bloqueé con leche descremada 2% por 30 

minutos, se lava con TTBS dos veces 5 minutos cada vez y se inicié la 

inmunodeteccién de la misma manera que la utilizada con ja membrana del gel 

electrotransferido (ver seccién anterior). 

* Deteccién de proteinas en papel de nitrocelulosa con Amido Black. Con el 

propdsito de hacer una comparacién de la proteina total de las muestras y la 

inmunodetectada con los anticuerpos contra {a ATPasa de membrana plasmatica, 

en la misma matriz plana, se tlevé a cabo la técnica de tincién de proteinas con 

amido black (28). Para ello se llenaron fas ranuras del dispositive de slot-blot con 

 



  

10 0 20 ug de proteina de cada muestra (homogenados y microsomas), y otras 

con BSA en concentraciones de 2.5 a 20 11g. Se conecté al vacio el dispositivo por 

30 minutos y después se lavé la membrana con TBS durante 10 minutos. Se tind 

Con una solucion de amido black (amido black 0.1%, agua bidestilada 45%, acido 

acético glacial 10% y metanol 45%), diluida 1: 1,000 en TBS, por 30 minutos a 

temperatura ambiente y agitacién suave. Posteriormente se lavé con agua 

bidestilada para eliminar el exceso de tintura y se guardé en papel desecante y en 

la oscuridad hasta llevar a cabo el andlisis densitométrico. 

Analisis densitométrico de proteinas o complejos antigeno-anticuerpo en 

ranuras en nitrocelutosa 

Barrido con rayo laser. Se realizo !a densitometria de tas proteinas de las 

muestras de homogenados y fracciones microsomales de los slot-blots revelados 

por la técnica de Western con un aparato Gel Scan XL, acoplado a una 

computadora para la cuantificacién de los densitogramas. 

La nitrocelulosa se humedeciéd con agua bidestilada y se colocéd en el 

soporte del aparato, sefialando en él las distancias inicial y final entre las ranuras, 

a fin de hacer la leciura de cada muestra y sus blancos. Las protefnas o los 

complejos antigeno-anticuerpo se detectaron como picos de absorbancia. 

Cada experimento se realizé con tres preparaciones y se hicieron tres 

repeticiones por lo menos en cada una de ellas.
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RESULTADOS. 

Ensayos de germinacion y toma de agua. 

Con el propdsito de conocer el comportamiento fisiol6gico de los ejes 

embrionarios de maiz y con ello seleccionar el periodo apropiado para ja 

deteccién de la ATPasa de H* de la membrana plasmatica, se llevaron a cabo 

ensayos de germinacién y toma de agua en ejes embrionarios y semillas 

embebidos en agua. 

Como se puede observar en la figura 12A, los ensayos con semillas de 

este hibrido muestran que el inicio de la protrusién de la radicula se presenta 

hacia las 48 horas de imbibicién. En jas siguientes diez horas posteriores a la 

germinacion de las primeras semillas, ésta se duplicé y aleanz6 un maximo de 

86% en un lapso de 110 horas de imbibicién. En cuanto a la toma de agua, las 

tres fases clasicas se pudieron observar de las 0 a las 4 horas (fase |), de las 4a 

las 70 horas (fase tl) y de las 70 horas en adelante (fase Ill). 

En la figura 12B, se muestra que en el caso de los ejes embrionarios la 

germinacién se hizo evidente alrededor de las 34 horas de imbibici6n, 

exhibiéndose un maximo porcentaje de germinacion de! 88% hacia las 100 horas 

de imbibicién. Asimismo, la curva de toma de agua de los ejes embrionarios fue 

muy rapida desde las primeras horas de imbibicidn, lo que se refleja en el elevado 

incremento del peso humedo de los ejes embrionarios embebidos. E! fin de la fase 

I se alcanzo a la hora y la fase HH se inicié inmediatamente terminando cerca de 

fas 110 horas, cuando se inicié Ia fase III. 
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Figura 12 A. Porcentaje de germinacién y humedad en semillas. 

Los datos de las graticas corresponden al promedio de tres repeticiones con 20 semillas 

para cada tiempo de imbibicidn en cada prueba.
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Figura 12 B. Porcentajes de humedad y germinacion de ejes embrionarios. 

Esta grdfica muestra los datos promedio del porcentaje de humedad y germinacidn de tres 
repeticiones con 30 ejes embrionarios cada prueba para diferentes tiempos de imbibicién. 
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Para una mejor comparacién en fa figura 13A se muestran las curvas de 

germinacién en ejes y semillas. Como se puede ver ambas desarrollaron un 

patron muy semejante, pero las semillas presentaron un retraso de 14 horas en 

cuanto a! inicio de la germinacién. El porcentaje maximo de germinacién en 

semillas y en ejes fue practicamente el mismo. 
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Figura 13 A. Germinacion de semillas y ejes embrionarios. 

En ta grfica se comparan tos datos promedio de tres repeticiones con 30 ejes 
embrionarios y 20 semillas cada una. 
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Andlogamente, si se comparan las curvas de los resultados de toma de 

agua por ejes y semillas (figura 13B), la captacién de agua de los ejes 

embrionarios sube mas rapidamente que la de las semillas, posiblemente porque 

estas Ultimas presentan mayor numero de cubiertas 0 tejidos que los ejes, pero la 

fase Il en las semillas tiene un final muy claro (aprox. 72 horas), y en los ejes 

pareciera terminar en las 110 horas, pero de manera menos marcada, debido tal 

vez a la inexistencia de tejidos de reserva que soporten el desarrollo normal de la 

protrusién de la radicula, que si se puede observara en la curva de las semillas. 
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Figura 13 B. Toma de agua de semillas y ejes embrionarios. 

Los datos graficados corresponden al promedio de tres repeticiones de 20 semillas y 30 

ejes ambrionarios cada una. 
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De acuerdo con estos parametros fisiologicos seleccionamos las primeras 

siete horas de imbibicién para nuestro estudio, en donde se incluyen las fases | y 

ll, ya que estas fases invalucran el inicio de la actividad metabdlica del eje, misma 

que precede al periodo en el que se inicia la protrusion de ta radicula (34 horas) y 

cuando es posible detectar cambios en los niveles de ATPasa, desde e! estado 

latente de! eje embrionario hasta el det reinicio de su metabolismo. 

Obtencidon de fracciones subcelulares en varios tiempos de imbibicién 

« Determinacién de niveles totales de proteina. De acuerdo con el objetivo 

(determinar la cantidad de ATPasa de H* de la membrana plasmatica en ejes 

embrionarios embebidos durante fas primeras horas del procesos de 

germinacién), nos propusimos determinar a la enzima tanto en fracciones 

membranales crudas (microsomas) como en homogenados totales. Por ello, 

primero procedimos a determinar ja proteina total extraible en los homogenados 

de tres experimentos, ya que era posible tener niveles cambiantes de proteina 

membranal a lo largo del periodo de imbibicién estudiado. Esos cambios podrian 

deberse a la sintesis de novo de la proteina y su incorporacién a la membrana. En 

tos homogenados se observo un ligero incremento desde la primera hora hasta 

las cinco horas de imbibicién, para después descender muy ligeramente como se 

muestra en la figura 14A. Sin embargo, dada la gran desviacién estandar a las 3 y 

7 horas, el patrén no result6é muy claro.
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Figura 14 A. Niveles de Proteina Total en Homogenados. 

Se embebieron 60 ejes embrionarios durante los tiempos indicados, se congelaron con Nz 
liquide y se homogeneizaron como se describe en Materiales y Métodos. La proteina se determina 
por ef método de Peterson (29) en los homogenados obntenidos, y se aplicaron 30 yg a cada 
fanura. 
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En cuanto a los ensayos realizados con microsomas, la proteina total 

present6 un incremento mas claro solo hasta las dos horas de imbibicién, para 

descender y mantenerse constante hasta las siete horas (figura 148). 

  

4000 5 

3000 + -. 

4 T 

B _ 
= 
% 2000+ T 
$ —e 
be 

ao 4 

£ 
2 

2 1000 4 
oa 

0 1 + ; 1   
T r T r 1 

0 2 4 6 8 
Tiempo de imbibicién (h) 

Figura 14 B. Niveles de Proteina Total en Microsomas. 

Se embebieron 60 ejes embrionarios durante los tiempos indicados, se congelaron con Nz 
liquide y se homogeneizaron como se describe en Materiales y Métados. La proteina se determiné 

poer 6] método de Peterson (29) en fos microsomas obtenidos y se aplicaron 30 yg a cada ranura 
de fa rejilla.  
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Si se comparan las graficas de proteina total en homogenados y en 

microsomas (figura 14 C), se observa que tienen patrones semejantes , aunque el 

aumento de proteina en los microsomas a las 2 horas si es muy claro. 

Naturalmente, la cantidad de proteina es mayor para los homogenados que para 

los microsomas, lo que es ‘dgico si se considera que las muestras de 

homogenados incluyen toda clase de proteinas celulares incluyendo las solubles, 

en tanto que en las de microsomas se han seleccionado solo las de corpusculos 

membranosos. 
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Figura 14 C. Niveles de Proteina Total en Homogenados y Microsomas. 

En la grafica se comparan las curvas con la desviacién estandar del promedio de ia 
proteina total de tres diferentes experimentos para homogenados y micrasomas. 
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Ya que en este trabajo la ATPasa iba a ser detectada mediante anticuerpos 

en una maitriz plana (nitrocelulosa), y a que variaciones en esta deteccién pueden 

depender de la cantidad de proteina total aplicada at papel, (se optd sdlo por la 

deteccién en rejilla), fue necesario cerciorarse de que !as cantidades aplicadas 

estaban estimadas correctamente, de que su adsorcién era completa y de que 

estas condiciones se verificarian en todos los tiempos de imbibicién. Para ello se 

llevaron a cabo ensayos de deteccién de una proteina conocida (BSA) en 

cantidades estipuladas en las rendijas o ranuras (slots) de un soporte de acrilico, 

tifendo a la proteina con la técnica de amido black. Se optimizaron las 

condiciones en el intervalo esperado de concentracién de proteina para las 

muestras y tratando de encontrar las condiciones para establecer un 

comporiamiento lineal entre la concentraci6én de proteina y su tincidn en la rejilla. 

Con estas premisas se realizaron dos tipos de ensayos, en unos 

manteniendo constante {a concentracién de BSA a 10 ng y en otros donde la 

cancentracién de BSA se fué incrementando entre 5 y 40 yg. En el primer ensayo 

se@ aplicaron y tiferon 10 yg de BSA en diferentes ranuras de la rejilla. Los 

resultados se observan en la fotografia de la réplica en rejilla (slot blot) (figura 

15A), asi como en los trazos densitométricos correspondientes obtenidos con el 

Gel Scan (figura 15 B), el cual proporciona la cuantificacién densitométrica 

relativa de las bandas tefidas en la réplica en rejilla, tal como se muestra en fas 

figuras 15B para 10 yg y 16A para el rango de 5-40 ug de BSA.
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Figura 15 A. Tinci6n de una rejilla con 10 yg de BSA para cada linea. 

Se aplicaron 10 ug de BSA a cada ranura de una rejilla con una matriz de nitrocelulosa. 
Posteriormente la proteina adsorbida se tifié con amido black como se describe en Materiales y 
Métodos. 

  

Figura 15 8. Perfil densitométrico de tas bandas de 10 pg de BSA adsorbidas en 

nitrocelulosa y tefidas con amido black. 

Los picos muestran los registros densitométricos realizados con un GEL SCAN XL. 
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Para cuantificar esta informacién se graficaron los datos de absorbencia de 

los picos obtenidos para las ranuras correspondiente (figuras 15C y 16B 

respectivamente). Como se puede observar, cuando se aplicé la misma cantidad 

(10 yg) de ia proteina de referencia en diferentes pozos se tuvo practicamente la 

misma absorbencia por experimento (figura 15C), por lo que se puede decir que el 

ensayo fué muy reproducible en cada experimento, si bien la absorbencia de los 

picos de 10 pg varia de un experimento a otro como se puede ver en la figura 

15C. 
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Figura 15 C. Cuantificacién de fa tinci6n de varias muestras de 10 yg de BSA con amido 
black. 

La grafica muestra los datos de la absorbencia de varios ensayas con la misma cantidad 

de BSA (10 1g). Tres rejillas de tres exparimentos se adsorbieron con 10 yg de BSA por ranura, se 
tiferon con amido black y luego se les hizo et registro densitométrico respectivo. Los picos de 
densidad de este registra fueron integrados por el programa del GEL SCAN XL y se presentan en 
unidades arbitrarias (UA).
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En el caso del experimento de tincién de cantidades crecientes de BSA en 

el rango de 5 a 40 yg, el registro de las bandas densitométricas (figura 16A) y la 

integracién de los picos respectivos mostrados en la figura 16B, reveld una 

relaci6n lineal entre la absorbencia y la cantidad de BSA. 
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Figura 16 A. Tincién de una rejilla con diferentes concentraciones de BSA (5-40 1g). 

Se aplicaron 5 yg (linea 1), 10ug (linea 2), 15 yg (linea 3), 20 pg (linea 4), 30 yg (linea 5) y 
40 ug (linea 6). 

  

Figura 16 B. Perfil densitométrico de las bandas de BSA adsorbidas en nitrocelulosa y 
tefidas con amido black. 

Los picos muestran los registros de 5 xg (pico 1). 10g (pico 2), 15 yg (pico 3), 20 ug (pico 

4), 30 ug (pico 5) y 40 ug (pico 6), realizados con un programa GEL SACAN XL. 
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Figura 16 C. Cuantificacion de la tincién de BSA (5 a 40 yg } con amido black. 

En la grafica se muestra la relacion entre la concentracién de !a proteina BSA aplicada a ta 
rejilla y ta absorbencia obtenida a partir del perfil densitométrico para cada preparacion.



  

52 

Por lo tanto existe una corresponcencia entre la intensidad de la tincién 

(absorbencia) y la concentracién de ja proteina, tanto cuando se mantiene ésta 

constante como cuando se va incrementando. Esto sugiere que la proteina se 

adsorbe integramente a la nitrocelulosa y que el ensayo es capaz de detectar 

diferencias cuantitativas en la proteina aplicada. 

Con estas pruebas de apoyo se procedié a realizar una serie de réplicas 

tipo Western en rejilla (slot blots), tanto en las muestras de homogenados como 

en las de microsomas, para detectar especificamente la cantidad de proteina 

ATPasa, utilizando los anticuerpos especificos. Se obtuvo el perfil de la réplica en 

Western (figura 17A), se hizo la densitometria correspondiente y se graficaron los 

datos del andlisis densitométrico respectivo en la figura 17B. En la foto se puede 

ver que la intensidad de la tincién de la proteina contenida en las ranuras y 

reactiva al anticuerpo no mostroé variacién a lo largo de las 7 horas. Cuando se 

Qraficaron los datos respectivos de absorbencia para cada tiempo de imbibicién 

se nota claramente este comportamiento. En esta grafica se observa que no 

existe un cambio en la cantidad de la ATPasa detectada mediante la réplica de 

Western a través del periodo estudiado en tres diferentes preparaciones. El 

resultado de este mismo tipo de experimentos, pero realizados con microsomas 

fue muy semejante, tal como se ve en las figuras 18A y 18B, donde también los 

datos procesados muestran un patrén grafico similar, ya que ninguno de los 

tiempos present6 cambio en dicha concentracién de enzima: los datos 

corresponden a una linea horizontal en todo el rango de tiempo en los tres 

diferentes experimentos.
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123 4 5 6 

Figura 17 A. Tincidn de Western en ia inmunorréplica en rejilla de las fracciones de 
homagenados de ejes embrionarios embebidos a diferentes tiempos. 

60 ejes embrionarios fueron embebidos 0 h (linea 1), 1h (linea2), 2 h (linea 3), 3h (linea 
4), 5h (linea 5) y 7 h (linea 6). Se aplicaron 10 yg de proteina de los homogenados a cada ranura 
de la nitrocelulosa en {a rejilla. Una vez adsorbidas las muestras se incubaron con el anticuerpo 
anti ATPasa segun la técnica de Western. 
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Figura 17 B. Cuantificacién de ja tincién de western de homogenados obtenidos de ejes 
embrionarios embebidos de 0 a 7 horas. 

Se aplicaron 10 yg de muestra de homogenados a una rejilla con nitroceiulosa y se incubdé 

con el anticuerpo anti ATPasa segin el procedimiento Western. Las bandas resultantes se 
cuantificaron con el programa GEL SCAN XL, como se describid en Materiales y Métodos. Se 
presentan los datos de tres preparaciones diferentes de homogenados para cada tiempo de 
imbibicion.
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; Figura 18 A. Tincién de Western en la inmunorréplica en rejilla de las fracciones de 
microsomas de ejes embrionarios embebidas a diferentes tiempos. 

Se embebieron 60 ejes 0 horas (linea 1), 1hora (tinea 2), 2horas (tinea 3), 3 horas (linea 
4), 5 horas (linea 5) y 7horas (linea 6). De las muestras de microsomas se aplicaron 10yg de 
proteina a cada ranura de ia nitrocelulosa en ta rejilla. Una vez adsorbidas las muestras se 
incubaron con el anticuerpo anti ATPasa segun la técnica de Western. 
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Figura 18 B. Cuantificacién de las inmunorréplicas Western de fracciones de microsomas 
obtenidas de ejes embrionarios embebidos de 0 a 7 horas. 

Se aplicaron 10 yg de muestra de microsomas a una rejilla con nitrocelulosa y se incubo 
con el anticuerpo anti ATPasa segun el procedimiento de Western. Las bandas resultantes se 
cuantificaron con ef programa GEL SCAN XL, como se describid en Materiales y Métodos. Se 
presentan los datos de tres preparaciones diferentes de microsomas para cada tiempo de 
imbibicion.
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En la figura 19 se muestra la comparacién de los datos representalivos de 

tos experimentos anteriores: iguales niveiles de ATPasa detectados en 

homogenados y microsomas, confirmandose la semejanza de los patrones en 

ambas muestras. La comparacién no se puede hacer en términos de magnitudes 

absolutas, ya que la intensidad de Jas bandas variaba de experimento a 

experimento, como se pudo observar en las figuras 18A y 18B. 
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Figura 19. Comparacién de fa cuantificacién de las inmunorréplicas en Western de 
hamogenados y microsomas. 

Los datos graticados corresponden al promedio de tres experimentos para cada tipo de 

muestra en los diferentes tiempos de imbibicién (ver figuras 17 B y 18 B). 
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Con el fin de completar este resultado se combinaron jos datos obtenidos 

de Jos experimentos de deteccién con amido black y la réplica en Western en las 

mismas muestras, para corroborar que la misma cantidad de proteina fue aplicada 

y adsorbida para todos los tiempos y puesta a reaccionar con el anticuerpo. Se 

encontré que no habia variaciones en estas muestras en cuanto a la cantidad de 

proteina aplicada y los niveles de ATPasa, lo mismo en homogenados que en 

microsomas. Por lo que puede decirse que !a concentracién de ATPasa detectada 

en estos experimentos con ejes embrionarios en proceso de germinacién, se 

mantuvo constante durante las primeras siete horas de imbibicién, tal como se 

observa en las figuras 20A y 20B. 
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Figura 20 A. Comparacién de !as cantidades de proteina total aplicada y las cantidades de 
ATPasa detectadas en homogenados obtenidos de ejes embrionarios embebidos a diferentes 
tiempos. 

En esta grafica se compara el promedio de tres ensayos de amido black con tres 
experimentos de réplicas en Western de homogenados. La proteina total se detecté por la tincién 
de amido black y la ATPasa con ei anticuerpo por /a técnica de Western.



  

57 

  
  

  

      

  

      

5.0~ 

45-4 

4050 Ve a a 

3.54 

3.04 ——-amido black 

~ —®—RW exp. 1 

$ 7 —A—RW exp. 2 
= 25-4 —¥—RW exp. 3 

& o 4 

5 . 
2 2.05 - 

4 a, B - 7 A A 

1.54 
< vi 9 7 

1.0 T T t T T T T 1 

0 2 4 6 8 

Tiempo de imbibicién (h) 

Figura 20 B. Comparacién de las cantidades de proteina total aplicada y las cantidades de 
ATPasa detectadas en microsomas obtenidos de ejes embrionarios embebidos a diferentes 

tiempos. 

En esta grafica se compara el promedio de tres ensayos de amide black y tres réplicas en 
Western de microsomas. La proteina se detecté por fa tincién de amido black y la ATPasa con el 
anticuerpo por la técnica de Western.
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DISCUSION 

Los dos parametros fisiolégicos de la germinacién de ejes embrionarios de 

maiz que se examinaron en este trabajo fueron ta velocidad de germinacién y la 

viabilidad de los ejes (estimados como porcentaje de germinacidn de la poblacian 

de ejes a diferentes tiempos) y la entrada de agua a los ejes (estimada como 

incremento en su peso humedo). El primer parametro mostré que tanto el lote de 

semillas como el de ejes tenia una alta y semejante viabilidad indicando que la 

disecci6n manual de los ejes no habia afectado sus estructuras. Esto ademas 

puede apoyarse por el hecho de que los ejes tuvieron una mayor velocidad de 

germinacién a lo largo del tiempo estudiado, cuando se compararon con las 

semillas, como era de esperarse (ver figuras 13 A y 13 B). Este fenédmeno esta de 

acuerdo con los reportes en Ia literatura, que lo han explicado en términos de una 

hidrataci6n mas rapida del eje debida a la ausencia de las cubiertas semi- 

impermeables de la semilla, las cuales permiten una hidratacién mas lenta del 

interior de la semilla (31). 

Debido a que las 7 primeras horas de imbibicidn de los ejes embrionarios 

comprenden a ta fase | y parte de la fase Il de hidratacién, es probable que en 

este periodo de transicién de actividad metabdlica pudiéramos encontrar cambios 

en los niveles de la ATPasa de H* de la membrana plasmatica, ya que esta 

enzima es fundamental para varias actividades celulares. De ahi que se hayan 

seleccionado las primeras siete horas de imbibicién de los ejes embrionarios para 

este estudio.
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La deteccién de la enzima se hizo en el homogenado total y en ta fraccién 

microsomal de los ejes embrionarios embebidos por diferentes tiempos. El interés 

en hacerlo en ambas preparaciones era debido al hecho de que la ATPasa podria 

estar no ensamblada en la membrana (y por tanto presente en el homogenado y 

ausente en la fraccién microsomal), ya fuera por estar en vias de degradacién, o 

por el contrario, en vias de sintesis de novo, ya que a estos tiempos de imbibicién 

se ha postulado por una parte, que no hay una organizacién correcta de la 

membrana (31, 32, 44) y que hay biosintesis de algunas ATPasas, por ejemplo ja 

mitocondrial (33). Utilizando las fracciones de homogenado total y de membranas 

totales (fraccién microsomai), se podria tener una estimacién adecuada de la 

enzima. Los resultados de este trabajo muestran, por las inmunorréplicas de 

homogenados y microsomas, que no hay aumento preferencial de la ATPasa en 

ningun tiempo, ni en homogenados ni en microsomas. 

Un parametro importante que tenia que determinarse era la cuantificacién 

de {a proteina total, tanto de los homogenados como de la fraccién microsomal, ya 

que este dato es util para estimar si hay un enriquecimiento de ia ATPasa con 

tespecto a la proteina total existente en cada tiempo de imbibicién. Notoriamente, 

los niveles de proteina total en homogenados apenas aumentaron ligeramente a 

lo largo de las 7 horas de imbibicidn , en cambio los niveles de proteina total 

membranal si experimentaron un aumento significativo a las dos horas de 

imbibicion (35) (figura 14 C). Un dato idéntico ha sido obtenido en embriones de 

maiz en nuestro laboratorio (34), lo cual indica que al menos Jas proteinas 

membranales de! eje embrionario estan contribuyendo a ese aumento, pues ef
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embrion contiene al eje embrionario y al escutelo. No se puede decir de estos 

experimentos si el escutelo también contribuye. 

De estos experimentos también se desprende que el aumento de proteina 

es especifico de las membranas, pues las fracciones proteicas de Jos 

homogenados no experimentan cambios. Aunque no se puede precisar en qué 

tipo de membranas de las que integran la fraccién microsomal, se da el aumento 

de proteina a las dos horas de imbibici6n. Sin embargo, bajo las mismas 

condiciones de imbibicién y en et mismo maiz se ha encontrado que fracciones 

purificadas de membranas plasmaticas de embriones embebidos 2 horas 

presentan este aumento de proteina (35, 49). 

Los ensayos de adsorcién de proteina a la matriz de nitrocelulosa dieron 

buenos resultados, ya que se obtuvieron los intervalos de linearidad en la 

deteccién de la proteina total y gracias a ello se pudo determinar que las 

cantidades de proteina microsomal afadida y adsorbida en cada tiempo de 

imbibicién eran iguales y que por lo tanto, si se encontraban diferencias en las 

cantidades de ATPasa detectada se deberia a un enriquecimiento o disminucién 

especificos de esta enzima y no a la aplicacién de una cantidad mayor 0 menor 

de proteina a la rejilla con la matriz de nitrocelulosa. 

Cuando se detecté especificamente la ATPasa de H* de la membrana 

plasmatica con un anticuerpo especifico, los resultados indicaron que a lo largo 

de las 7 horas de imbibicién los niveles de la enzima no cambiaban, ni en los 

homogenados, ni en los microsomas. Este resultado es interesante, pues por una 

parte indica que ya desde tiempo cero hay niveles de ATPasa detectables, tal y
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como se ha encontrado en los embriones enteros (36), {0 cual sugiere que al 

menos parte de la ATPasa detectada en los embriones proviene de los tejidos del 

eje embrionario. Desgraciadamente, ef ensayo de inmunodeteccién usado en 

ambos casos no permite determinar las cantidades absolutas de antigeno (en este 

caso la ATPasa), para comparar sus niveles en ejes (este estudio) y en embriones 

(estudio de la ref. 36), y de ahi, obtener la posible contribucién del escutelo a los 

niveles de ATPasa observados en los embriones. Posiblemente se podrian tener 

datos al respecto comparando las curvas de microsomas en embriones y ejes 

embrionarios contra una curva patron de ATPasa. 

Por otra parte, el no haber encontrado cambios en los niveles de ATPasa a 

lo largo de las 7 horas de imbibicidn muestreados contrasta con los resultados 

obtenidos en embriones de maiz, en donde se encontré un aumento significativo 

de la proteina detectada por el anticuerpo a las dos horas de imbibicién (37). En 

este caso se puede sugerir que entonces ei aumento de ATPasa a las dos horas 

de imbibicién del embrién si puede deberse a la ATPasa presente en el escutelo, 

ya que éste esta ausente en el eje embrionario y presente en el embrién. 

El hecho anterior es muy significativo, ya que el escutelo es un tejido con 

una gran actividad de transporte, pues actda como tejido de transito y 

metabolismo de carbohidratos de alto peso molecular y proteinas de reserva del 

endospermo que tienen que acceder al eje embrionario convertidos en moléculas 

mas sencillas (37). Ya que la ATPasa favorece el transporte secundario a través 

de la membrana, se explicaria su aumento en el escutelo en horas tempranas de 

la imbibicién, si bien este aumento es muy rapido y transitorio. El eje embrionario
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aparentemente conservaria sus niveles basales de transporte al menos durante 

Jas primeras horas de imbibicién, como lo indican nuestros resultados. 

Posteriormente, cuando la demanda de ia actividad de transporte y de elongacién 

de las células aumenta, 0 sea al final de la germinacion, se esperaria que los 

niveles de ATPasa aumentaran en el eje mismo. 

Un parametro complementario importante por estudiar seria la medicién de 

la actividad enzimatica de la ATPasa de H* de la membrana plasmatica, 

paralelamente a los niveles detectados por anticuerpo. Esto seria importante, 

pues no se puede asegurar que toda la enzima detectada por e/ anticuerpo esta 

activa, o si hay una fraccion inactiva, o si la que esta presente modifica su 

actividad a lo largo del periodo de imbibician estudiado. De hecho, esta Ultima 

posibilidad se ha observado en preparaciones de membranas plasmaticas 

purificadas, en dande se ha establecido que la actividad de la ATPasa aumenta al 

aumentar la cantidad de enzima, pero que ademas durante las primeras 8 horas 

de imbibicion se presentan consecutivamente dos formas diferentes de la enzima 

(34, 36). 

Otras enzimas membranales también aparecen desde las primeras horas 

de imbibicién de los embriones de maiz, como !a citocromo oxidasa y la ATPasa 

mitocondrial (35,36). Estos datos reflejan que es posible encontrar enzimas 

activas en las membranas de embriones embebidos aun por tiempos tan cartos 

como 20 minutos (50). Por lo cual es de esperarse que esas enzimas sean las 

remanentes del periodo de formacién de la semilla. Los datos del presente trabajo 

apoyan esta propuesta.
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CONCLUSIONES. 

1. Aun cuando el intervalo de tiempo seleccionado incluyé las fases | y Il de 

la toma de agua, ta segunda de las cuales esta reportada como una etapa de 

reinicio de la actividad metabdlica con un consecuente incremento en la cantidad 

de la ATPasa, con los experimentos realizados en este estudio no se logré 

detectar este incremento. 

2. La cantidad de proteina total detectada en las muestras de 

homogenados y microsomas no se modifica significativamente a fo largo del 

intervalo de tiempo estudiado, pero en el caso de los microsomas existe un 

incremento significative a las dos horas de imbibicion. No sabemos si este 

aumento tiene una implicacién fisiolégica. 

3. Se encontré que desde el inicio del proceso de toma de agua en los ejes 

embrionarios ya existe una cantidad de ATPasa, tanto en jas muestras de 

homogenados como en las de microsomas, lo cual puede ser interpretado como 

enzima remanente del proceso de formacién de la semilla. 

4. La cantidad de ATPasa detectada mediante anticuerpos especificos en 

las muestras tanto de homogenados como de micrasomas de ejes embrionariosno 

varia. Esto sugiere que en este periodo los ejes embrionarios tienen una cantidad 

constanie de la enzima. 

Sin embargo, el hecho de que la enzima detectada con el anticuerpo no 

varie, no implica que la enzima tenga la misma actividad a lo largo del periodo 

estudiado, ni tampoco que sea la misma. 
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PERSPECTIVAS 

1. Detectar la ATPasa mediante el uso de anticuerpos, en escutelos 

disectados y comparar sus niveles con los del eje embrionario en las primeras 

horas de imbibicién. Este resultado deberia ser consistente con el que se ha 

obtenido en embriones enteros, en los que la actividad de la enzima y su cantidad 

aumentaron a las dos horas de imbibici6n. 

2. Llevar a cabo experimentos de inmunocitoquimica para identificar si hay 

una regionalizacién anatémica especifica de la ATPasa en el eje embrionario, en 

los diferentes tiempos de imbibici6n. Es probable que las capas de células del eje 

embrionario adyacentes al escutelo muestren un aumento de enzima, debido a la 

necesidad de transporte entre las dos regiones. 

3. Purificar las membranas plasmaticas a partir de la fracci6n microsomal 

de los ejes embrionarios embebides a diferentes tiempos y ahi detectar y 

cuantificar la actividad de la ATPasa para poder hacer una correlacién entre 

cantidad de enzima y actividad durante e! periodo de imbibicién seleccionado. 

Esto podria ayudar a dilucidar si hay enzima inactiva pero antigénica a lo largo 

del tiempo de imbibicion, o si la relacién proteina : actividad cambia. Si esto 

sucediera, sugeriria que puede haber enzima mas o menos activa en ciertos 

tiempos.
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4. Llevar a cabo la cuantificacién de la ATPasa en un intervalo de tiempo 

que incluya el momento de la protrusion de la radicula (germinacién) y corroborar 

el incremento de la ATPasa y su relacién con la elongacién celular. Esto 

proporcionaria la evidencia de que la enzima puede aumentar en un momento 

fisioldgico como el de la protrusi6n de fa radicula, en donde hay elongacién 

celular, ya que se requiere de que haya acidificacién promovida por ja ATPasa.
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