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l. INTRODUCCIÓN 



INTRODUCCIÓN 

La semilla es el resultado de la fecundación del óvulo 

por un núcleo masculino, lo que la hace esencialmente una pequena 

planta cuyas actividades vitales est~n reducidas al m!himo (ll. Un 

rasgo característico de la semilla es el de contener cantidades 

apreciables de reservas de nutrientes, aportadas por la planta 

madre. Entre éstos se incluyen Hpidos, proteínas, carbohidratos, 

fosfato orgánico y varios compuestos inórganicos, los cuales 

permitirán el cracimiento y posterior e~t~blecimiento de la planta 

C21. 

Las sustancias de reserva de la semilla y la capacidad de 

ésta para originar un organismo autosuficiente, han sido 

aprovechadas por el hombre para el cultivo de plantas, para su 

alimentación y como materia prima par-a la fabricación de productos 

de uso común. Son numerosas las semillas utilizadas para el 

cultivo agrícola, especialmente los cereales. De estos últimos, 

los m:&.s explotados son el trigo y la avena en Europa, el arroz en 

Asia, y el maíz en América y Africa fl)~ 

En México, el consumo del maíz bajo diversas 

presentaciones es muy abundante, sin embargo, su producción es 

insuficiente para la demanda tan grande de la población. Es claro 

entonces el papel relevante que las semillas juegan no sólo como 

vehículo que sirve para mantener su especie, sino como medio para 

mantener la supervivencia del hombre y el resto de especies 

animales. De aquí que sea importante la obtención de semillas con 

un alto indice de germinación, con resistencia a plagas y que 

generen plantas con altos rendimientos en cantidad y calidad del 

fruto. 

Un evento que merece gran atención en la semilla es el de 

la germinaci6n. Este proceso comienza con la entrada de agua al 

grano, permitiendo que las actividades metabólicas <que se 

encuentran suspendidas> se inicien, permitiendo el posterior 



establecimiento de la plántula como organismo autótrofo. Para que 

el fenómeno de la germinación se lleve a cabo, deben coincidir las 

condiciones ambientales y la propia capacidad o caracteristicas 

bioquimicas de la semilla ( 1 >. La movi 1 ización de las reservas 

alimenticias precede a los signos visibles de la germinación por 

muchas horas. A medida que el crecimiento progresa, la demanda de 

materiales para obtener energía y para la formación de nuevos 

tejidos aumenta, lo cual es costeado por la digestión de las 

sustancias de reserva <3>. 

La respiración y la síntesis de proteínas, entre muchas 

otras actividades metabólicas, son las que proporcionarán los 

elementos necesarios para que se lleven a cabo los procesos de 

elongación y división celular, necesarios para la formación de 

6r9anos en la planta (4). 

La semilla de maiz <que es la planta que nos ocupa>, 

contiene la reserva de nutrientes en una estructura llamada 

endospermo, de donde son absorbidos y digeridos por otra 

estructura llamada escutelo para presentarlos finalmente en forma 

asimilable al embrión (3). Este último está provisto de las 

herramientas estructurales y fisiológicas para manejar estos 

procesos, pero necesita del abasto de salutes. Es aquí donde los 

sistemas que realizan el transporte de iones y moléculas orgánicas 

(de simplicidad relativa> a través de las membranas de las 

células, adquieren vital importancia. 

ESTRUCTURA DE LAS MEMBRANAS BIOLÓGICAS. 

En una célula vegetal, los sistemas membrana.les están 

ampliamente distribuidos, realizando un papel estructural al 

delimitar organelos y un papel funcional al permitir el movimiento 

selectivo de distintas sustancias de un compartimiento a otro. 



El proceso que compete un metabolito puede estar 

aislado Y confinado al or9anelo que contenga el sistema enzimático 

correspondiente. Asimismo, la entrada de sustratos hacia estos 

compartimientos (organelos), influye sobre las caracteristicas del 

procesamiento de cada metabol i to <5, 6). 

Existe en la célula vegetal una primera barrera para el 

paso de salutes: la pared celular. Esta estructura rodea y protege 

a la célula del medio externa y no es significativamente permeable 

al agua y los salutes. Está compuesta en gran parte de celulosa 

(poli meros en unión (Hl,4> de O-Glucosa>, por celulosanos y 

sustancias pécticas CAcido poligalactur6nico con uniones (1,4)) 

además de pequef"l:as cantidades de protei na estructural; todo el lo 

le da la caracter!st1ca de rigidez para funcionar además como 

soporte mecánico (5, 7>. 

Adyacente a la pared celular se encuentra la membrana 

plasmática. Su composición es variable, pero su arquitectura es la 

de todas las membranas biológicas: generalmente contiene cerca del 

40% de su peso seco como lipidos y un 60% como proteínas, formando 

un complejo !amelar mantenido por interacciones hidrof6bicas. 

Usualmente los carbohidratos están presentes en 1-10% del total de 

su peso seco (6). 

Los lipidos de la membrana son anfipáticos, es decir 

contienen un grupo hidrofilico (soluble en agua) llamado cabe~a y 

un grupo llamado cola, que es hidrof6bico (insoluble en agua). El 

grupo hidro1!lico está formado por glicerol, esfingosina 

<sustituidos por compuestos como galactosa y otros azúcares) o 

esteroles, además de fosfatos o compuestos que contienen 

nitrógeno. El contenido de ácidos grasos, que proporciona la parte 

hidrof6bica, es variable, así como su composición, pero los más 

abundantes son los ácidos palmítico y oleico <6, 8). 

Además, los l!pidos pueden presentarse en varios estados 

1!sicos, a temperatura fisiológica existen en forma liquida, pero 

entre 12 y 18° C se encuentran en forma de gel, conteniendo las 



cadenas hidrocarbonadas cristalizadas; con un estado de baja 

movilidad de las proteinas (6 1 7>. El papel de los fosfolípidos es 

el de proporcionar una estructura continua y aislante que 

contiene otras moléculas, como proteínas y carbohidratos. 

El contenido de carboh1dratos en la membrana es 

relativamente bajo; por lo general, éstos aparecen como 

constituyentes de los glicol!ptdos y 9l1coproteinas. Esto 

contrasta con la composición de la pared celular, en la cual los 

carbohidratos son el principal componente de su estructura. Los 

principales monosacár1dos, tanto de glicolipidos como de 

gl1coproteinas son: O-galactosa, O-glucosa, 0-fucosa, ácido 

siálico, N-acet1lglucosam1na y N-acet1l9alactosamina. Uno de los 

papeles de las 9l1coproteinas es el de ser receptoras de se~ales 

tp. ej. hormonas) en la superf1c1e de la célula <7). 

Las protelnas de membrana, en contraste con los lipidos, 

están especializadas en una variedad de funciones importantes para 

la entrada de nutrientes a la célula y para el mantenimiento del 

equilibrio osmótico entre la célula y el ambiente. 

Las proteinas de membrana se clasifican en dos tipos, con 

base en la capacidad de éstas para disociarse de la membrana: 

pueden ser integra les o periféricas <6, 8). Las proteinas 

periféricas están débilmente asociadas a las membranas y al 

someterlas a tratamientos de lavado con sales o manipulaciones con 

cambios de pH se solubili~an. Al obtenerse de esta manera, por lo 

general no hay problemas de contaminación con otros constituyentes 

de la membrana, como los lipidos. 

Las proteínas integrales están fuertemente asociadas a 

las membranas, por estar parcialmente embebidas en la porci6n 

lipídica. Para aislarlas es común utilizar tratamientos drásticos 

que involucran el rompimiento de la membrana con detergentes o 

agentes caotr6picos. Los a9entes caotr6picos reducen las 

interacciones con el agua, desestructurando la membrana lipidica. 

La separación y caracterización de proteínas de membrana se 

dificulta mucho, por lo que se recurre procedimientos de 



fraccionamiento con técnicas como electroforesis en gel, 

filtración en gel o cromatografía de intercambio i6nico ten 

presencia de detergentes) y otros medios de disgregación para su 

puri f icac i6n t6, 7, 8). 

Se han propuesto varios modelos de la estructura de la 

membrana, considerando sus componentes quimicos y la observac1on 

en microscopio electrónico, difracción de Rayos X, etc. Se ha 

pt~opuesto la formación de una doble capa de lipidos, tomando en 

cuenta sus caracteristicas anfipáticas. El modelo que proporciona 

la mejor descripción sobre la estructura de la membrana fue 

propuesto por Singer y Nicholson en 1972 (6) y es llamado el 

modelo del mosaico fluido (Figura 1). 

ZONA 

<:¡/ CABEZA 

S~ COLA 

ZONA 

HIDROFOBICA 

Figura 1. Modelo del Mosaico Fluido. 

Los lípidos se organizan principalmente en una capa 

bimolecular con las cabezas polares apuntando hacia afuera. El 

modelo ilustra como las proteínas 11 flotan" en la bicapa lipídica. 

Las proteinas integrales estAn embebidas en el fluido lipídico con 

una alta capacidad de movimiento lateral. Las características 

anfipáticas de las proteínas determinan su movilidad y su 

topología en la membrana. Los.grupos polares se encuentran en el 

exterior de la capa hidrof6bica, mientras que los grupos 

hidrof6bicas est~n interaccionando con los ácidos grasos de los 

lipidos (b). 

s 



FUNCIÓN DE LAS MEMBRANAS BIOLÓGICAS. 

La estructura de las membranas está adaptada para 

prevenir que las moléculas polares o eléctricamente cargadas pasen 

libremente a través de ellas. La gran mayoria de los cationes y 

aniones no pasan a través de la membrana, por 

H+, Cl-, PO•-, NDa-, AOP 3
-, ATP4

-, glucosa 

eJemp lo: K+, 

6-fosfato
2
- y 

Na•, 

les 

intermediarios del ciclo del ácido tricarboxilico (succinato
2
-, 

oxalacetato2
- y citrato3

-). Es posible que muchos de los cientos 

de intermediarios metab6licos conocidos en la célula sean 

moléculas polares o cargadas, impermeables a la membrana <6>. 

También tenemos el caso de moléculas sin carga neta pero 

polares, como la glucosa y varios aminoácidos. La entrada de todos 

estos iones y moléculas es facilitada por proteínas especificas, 

que funcionan uniendo y transportando estos solutos. Tales 

proteínas llamadas genéricamente transportadores, acarreadores 

permeasas integran los sistemas de transporte transmembranal. 

Es común encontrar compuestos que no se hallan igual 

concentraci6n en dos compartimientos separados por una membrana, 

esto quiere decir que el compuesto es transportado preferentemente 

hacia uno de los lados <B>. Los mecanismos por los cuales los 

solutos atraviesan las membranas pueden ser: 

1. Difusión pasiva 

2. Transporte por proteínas acarreadoras 

a> Difusión facilitada 

b) Transporte activo 

En la Difusión Pasiva los solutos pasan libremente 

través de la membrana, gracias a su solubilidad en los lípidos de 

ésta. En este caso, la velocidad de difusi6n libre del salute 

proporcional a su liposolubilidad y su diferencia de 

concentraciones en ambos lados de la membrana <B>. 
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El transporte mediado por Proteínas Acarreadoras facilita 

la entrada de solutos no liposolubles, polares o con carga, y 

puede darse de dos maneras: existe un sistema llamado de 

Transporte Pasivo o de Difusión Facilitada (5), en éste, el 

transporte de salutes hacia el interior de la célula se ve 

facilitado por la baja concentración del soluto en el interior¡ 

moviéndose asi a favor de un gradiente de concentración. 

El segundo sis tema descrito para el transporte de 

salutes por proteínas acarreadoras es el llamado Transporte 

Activo, proceso que se efectúa ! levando los salutes al interior de 

la célula, en donde la concentración del soluto es alta y/o mayor 

que en el exterior; por lo cual, el transporte tiene que ser 

costeado con energia proveniente de la célula misma <ATP>. Por lo 

tanto, un proceso de transporte activo no puede llevarse cabo 

por si mismo, sino que ocurre solamente si se acopla a algún otro 

proceso que le pueda proporcionar energía libre, como una reacción 

exer900ica <9>. 

Se pueden distinguir dos caminos para el acoplamiento 

entre el transporte de un soluto en contra de la fuerza que 

origina su gradiente de concentraci6n y una reacción exergónica. 

El transporte activo primario, que depende directamente del 

acoplamiento de la reacción de hidrólisis de ATP a una "bomba" de 

solutos a través de la membrana, y el transporte activo 

secundario, que utiliza la energía de un 9radiente electroquímico 

establecido por un primer soluto, para que el segundo salute pueda 

entrar <10>. Una modificación del transporte activo es la 

traslocaci6n de grupos, proceso en el cual la sustancia puede ser 

transportada sufriendo durante el transporte una modificaci6n 

estructural <4>. 

La energía que provee el manejo del proceso de Transporte 

activo está dado por la molécula de adenosín trifosfato CATP, ref. 

9), Figura 2. El ATP es un compuesto que contiene enlaces 

anhidrido ester-fosfato de carácter híbrido, ya que se comportan 

como enlaces parcialmente simples y también parcialmente dobles; 

con una energía de estabilización llamada de resonancia. Al 
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hidrolizarse, este compuesto produce un cambio en la cnergia de 

resonancia, que conduce a la liberación de energía libre <~, ref. 

9), la cual puede ser usada para realizar un trabajo en forma de 

movimiento, transporte, ensamble de crganelos y 

actividades muy importantes en la célula (4). 

Fi9ura 2. Molécula de ATP. 

reparación; 

En los cloroplastos y mitocondrias de las células 

v~etales ocurren ciertos procesos de transferencia de electrones, 

localizados en las membranas de dichos organelos. Tales reacciones 

redox están acopladas a la generación de ATP (9). 

Peter Michell, propuso en 1961 un mecanismo hipotético de 

acoplamiento entre la transferencia de electrones y la síntesis de 

ATP. El sugirió que el flujo de electrones a través del sistema de 

moléculas transferidoras conducía protones travé~ de las 

membranas de los cloroplastos, mitocondrias y células bacterianas; 

lo cual conducía a crear un gradiente electroquímico de protones 

en la membrana (9). 

Dicho gradiente electroquímico tiene dos componentes: uno 

eléctrico y otro químico <también llamado osmótico). El eléctrico 

se forma por el llM:lVimiento neto de una diferencia de cargas o 

potencial eléctrico (~~). El otro componente, se crea por la 

8 



·diferencia de concentración de protones <t.pH> en ambos lados de la 

membrana. Ambos crean un potencial electroquímico de protones 

(Aµ H+> (9, 10>. El protón tiende a equilibrarse con la 

concentración interna de H• que es menor y es conducido (disipando 

el gradiente de concentración>, a través de la ATPs.1NTETASA..t la 

cual aprovecha esta ener9!a de disipación para formar el enlace 

anhidrido-ester entre el ADP y el Pi (fosfato inorgánico>. 

La fuerza o energi a que genera el gradiente de 

concentración de protones se denomina fuerza proto-motriz y se 

expresa de la siguiente manera: 

Donde AµHT es el potencial electroquímico de protones y z 

es un factor de convers16n de unidades de pH a unidades en que se 

expresa el potencial eléctrico (lfl). 

Ya que la sintesis de ATP se lleva a cabo favorecida por 

el gradiente de concentración de protones, esta propuesta fue 

llamada Teoria Quimiosm6tica (9). 

Las enzimas que se encargan de catalizar la síntesis y/o 

hidrólisis del ATP se encuentran embebidas en las membranas de 

varios organelos de la célula y son las ATPAsAs, las cuales 

podemos clasificar en dos grupos: ATPs1NTETASAS y 

ATPHJDROLASAS o ATPAsAs sintéticas y ATPASAS hidrol!ticas. 

Como ya se mencionó, las ATPslNTETASAS aprovechan el A~H· 
formado por las moléculas transferidoras de H• y electrones 

durante la fotofosforilaci6n y la fosforilac:ión oxidativa (en 

cloroplastos y mitocondrias respectivamente>, para la síntesis de 

ATP. El flujo de retorno de protones a través de la membrana 

(catalizado por la ATPstHTETA..SA), disipa el gradiente fosforilando 

al AOP; esto ocurre de manera similar en bacterias, mitocondrias y 

cloroplastos (Figura 3a). 

9 



a 

ADP+R ATP 

Moléculas 
transferidoras 
de e- y H+ MEMBRANA 

e: 

b 

Figura 3a.> Síntesis de ATP por la ATPASA de mitocondria 
y/o cloroplasto. 

Figura 3b.> ATPASA como bomba primaria acoplada al 
sistema de transporte de solutos. 
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El se9undo i;,rupo está formado por las ATPASAS que 

hidroli:?an ATP; la reacc16n global c:atali:ada. por la ATPASA supone 

la hidrólisis del fosfato y (terminal> del ATP para dar ADP 

ortofosfato, generando una expulsión electrog.énic:a: de protones 

otros iones <Fiyura 3bl. El 9rad1ente electroquímico asi formado, 

provee la fuer:;:a necesaria para el transporte de cationes, 

aniones, aminoácidos, a::::úcares y reQuladores del crecimiento, 

según lo pred1c:e la Hipótesis Quim1ósmotic:a de thtchell tl\n. 

Dentro de este 91~upo de ATPASAS se encuentran las de organelos 

como vacuola, 11sosomas, ret!culo endoplásm1co, aparato de Golgi y 

membrana plasmática. 

El transporte de solutos que se lleva a cabo tras la 

formación de un 9radiente electroquímico de H• <9enerado por la 

hidr61 is is de ATP a través de una bomba primari~>, es un proceso 

no espec:!fico en el aue se acoplan el transporte, energét1c.amente 

desfavorecido y una reacción energéticamente favorecida, c::omo lo 

es la hidr6lisis del ATP en donde el 6G0 es de -30,544 Joules/mol 

(AG en células intactas es de -51,883 Joules/mol). 

Debido a su importancia, las ATPASAS han sido 

profundamente estudiadas fmás en animales que en plantas>, y se 

tienen avances muy notorios en el conocimiento de su estructura y 

función. Se ha descrito su presencia en varias membranas de 

or~anelos de cálulas vegetales: mi toc:ond:~ i as, cloroplastos, 

11.sosomas, aparato de Gol9i, vacuola y membrana plasmática. A 

cantinuaci6n se hace una t'evisi6n somera de lo que se ha logrado 

en su caracterización. 

11 



A TPASA MlTOCONORIAL. 

La cadena transportadora de electrones es un canJunto de 

proteinas que se encuentran dispuestas en forma asimétrica en la 

membrana. Tales proteinas se encargan de transferir tanto los 

protones como los electrones <producto de la oxidación de 

sustratos>, desde la matri~ mitocondrial hasta el citoplasma de la 

célula (en el caso de los H+), generando el 6µH"°, el cual es 

utilizado cuando el sistema se encuentra acoplado la 

ATPsrNTETAS.\ CATPAsA m1 tocondr1al J para 1 a formac16n de ATP 

(Figura 3a>, fenómeno que se 

Oxidativa. 

ha denominado Fosfor1lac1ón 

La ATPASA mitocondrial pertenece a la familia de las 

ATPAsAs FoF1, nombre que obedece a la propiedad que tienen de 

disociarse en dos partes: un componente soluble en agua (llamado 

Ft), que contiene los sitios de unión de nucleótidos y catálisis y 

un componente integral de membrana <Fo>, que contiene el canal 

conductor de protones. 

Para estudiar a la ATPASA m1toc:ondr1al se han usado: 

a) Hitocondrias enteras que se obtienen mediante ruptura 

de la célula y una posterior centrifugación diferencial. Cuando 

las mitocondrias se someten un gradiente de densidad, se 

equi 1 ibran a una densidad de 1.18 a L. .2(• g/cc < 10, 11). 

b) Vesículas de membrana mitocondrial <también llamadas 

partículas submitocondrialesJ, que son el resultado de haber 

sometido a las mitocondr1as a un proceso de sonicación y en donde 

el sitio catalítico de la enzima queda expuesto al exterior CJ2). 

c) La porción Fi solubilizada, que puede ser removida de 

la membrana en la forma catalfticamente activa por tratamiento con 

EDTA o por ~plicación de fuerza de sonicación <13>, llevando a 

cabo la catálisis en la dirección inversa (hidrólisis de ATP>. 

12 



El sector Ft de la ATPAsA mitocondrial obtenida de raiz 

de avena contiene 3 copias de las subunidades llamadas a y ~, con 

pesos moleculares de alrededor de 58 y 55 kOa respectivamente, 

contiene además una sola copia de subunidades pequenas llamadas y, 

6 y con pesos de alrededor de 36, 22-26 y 14 kDa, 

respectivamente. Los valores de estos pesos moleculares varian muy 

poco con respecto a los reportados para otros organismos ( 10, 13, 

14), sin embar90, existen ciertas semejanzas: en la subunidad ~se 

encuentra el sitio activo de la enzima y la subunidad a contiene 

un sitio de unión a nucle6tidos. En e~perimentos con mitocondrias 

de mamiferos se ha observado que las subunidades ~ (cataliticas) 

interaccionan entre si y que el indice de hidrólisis de ATP 

incrementa hasta 20 veces cuando el ATP se une al segundo sitio 

catal!tico de la enzima (15). Existen discrepancias acerca del 

número de sitios catal!ticos funcionales, parece que los tres 

sitios son funcionales pero s6lo 2 están activos durante la 

catálisis < 16). 

La porción Fo es muy variable en relación a los tipos de 

polipéptidos que contiene, de acuerdo a diferentes células: la Fo 

de E. coli se encuentra formada por tres subunidades a, b y e con 

pesos de 30, 15 y 8 k0a 1 respectivamente, las cuales presentan una 

estequiometria de a1b2cp...u ( 12). La subunidad e es un pequef"{o 

polipéptido hidrof6bico <12>, algunas 

proteolipido 1 el cual parece 

veces 

ser 

referido 

bloqueado 

como 

por 

diciclohexilcarbodiimida <DCCD>. Evidencias de manipulación 

genética muestran que posiblemente DCCD se une al residuo 

aspartico 6 glutámico, localizado en una zona de aminoácidos 

hidrofóbicos <15) y de esta manera bloquea el transporte de 

inhibiendo la actividad de la ATPAsA mitocondrial. 

H' . 
La ATPASA mitocondrial puede utilizar varios nucleósidos 

trifosfato como sustrato. En raiz de avena, la enzima presenta 

mayor actividad en presencia de ATP que de GTP, mientras que la 

ATPASA mitocondrial de maíz utiliza como sustratos los nucle6tidos 

en el siguiente orden: 

GTP > ITP > 2deoxi-ATP > ATP > eteno-CTP >UTP (17). 

13 



El estudio cinético de hidrólisis de ATP .nuestra la 

e~istencia de cooperatividad entre sitios catal!ticos, tal como se 

sabe que ocurre para la ATPAsA que proviene de otros or9anismos. 

La km para ATP en plantas es de o. 5 a ú. 8 mM C 10, 17> y para GTF· 

en maiz es de lmM <17>. La Fi-ATPAsA de plantas muestra una 

marcada inhtbici6n por AMF'-PNF' C5'-adenililtmidodifosfato> con 

aparente cooperatividad positiva para la unión de AMP-PNP a altas 

c:oncentraciones, lo que apoya la cinética de hidr61 ists de 

interacción entre los Sl ti os ca tal! tic:os de la Fs de mi toc:ondrias 

de ma! z ( 17 J • 

El requerimiento de iones metálicos para la F .. -ATPAS.t. de 

ma1 z es el siguiente: Me/• = Ca2• > Mn2• > Co2• y es si mi lar al 

que tJ.ene la ATPASA mitacondrtal de corazón de res. Los aniones 

estimulan a la enzima en el si9uíente orden: 

HCOs- > c1·, Br- > 1- = so,2
-; mientras que los cationes no tienen 

efecto sobre la actividad de la ATPAsA mitocondrial <17>. La 

enzima exhibe su mayor actividad a pH a.o. 

El mecanismo de reacción para la síntesis de ATP ha sido 

motivo de controversia. <19, 19>, se han propuesta dos 

pasibilidades para que ocurra: una es el acoplamiento indirecto en 

el cual el movimiento del H .. a través de la Fo es acompaNado por 

un cambio conformacional que es transmitido a través de las 

subunidades y sus interacciones a los sitios catalíticos. La otra 

es el acoplamiento directo, en el cual el prat6n traslocado es 

conducido a través de Fo y Ft al sitio donde se lleva a cabo la 

catálisis <6, 12, 16>. 

La estructura específica de la ATPSINTETA.S4 está. 

relacionada con su función y se ha prepuesto un mecanismo llamado 

rotacional en el que las subunidades 

corriente> y que al yuxtaponerse con 

presencia de ADP y Pi forman ATP y lo 

a-[? rotan <a contra 

las subunidades y-ó en 

liberan al medio. Lo 

anterior no ha sido Qstablecido con certeza pero se tienen 

evidencias experimentales de que tal mecanismo rotacional podria 

ocurrir C12, 16, 19, 20>. 
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ATPASA DE CLOROPLASTO. 

Observando membranas de mitoc:ondria y c:loroplasto por 

microscopía electrónica, se han encontrado esferas de 9ú ~ de 

diámetro, unidas por un peque~o tallo a la superficie de la 

membrana C9, 12); la similaridad morfol69ica sugiere que utilizan 

mecanismos catalíticos análogos. 

La ATPAsA de Cloroplasta al igual que la ATPASA 
mitocondrial pertenece a la familia de las ATPASAS FoFt; utiliza 

el gradiente formado durante la fotólisis del agua en la fase 

luminosa de la fotos!ntes1s (en los complejos de los fotosistemas 

I y I I que se enc:uen tran en 1 a membrana del ti lacoide) para la 

síntesis de ATP <Figura 3a>, proceso que 

Fotofosforilaci6n. 

se ha llamado 

La CF1, como es llamada la porción F1 de la ATPAsA de 

Cloroplasto <21>, está formada por las sigui~ntes subunidades1 Ct3t 

(b, y, e, y 6 con pesos de 60, 56, 39, 14 y 19 kOa, 

respectivamente. Las subunidades ~ contienen a los sitios 

catalíticos, las subunidades a tienen los sitios de unión a 

nucle6tidos (al menos seis sitios>, e es el inhibidor de la enzima 

cuando hidroliza ATP, ó es la subunidad que sirve como puerta 

entre CF1 y CFo para el paso de los protones y r parece regular la 

salida de protones desde CFo hacia CF1 .. Lo anterior se sabe ya que 

al reconstituir las subunidades a y~ con y se logra acoplar la 

hidrólisis de ATP al transporte de protones. 

La porción CFo está formada por subunidades llamadas I, 

II, III y IV de 15, 13, 8 y 19 kDa de peso, respectivamente. Sobre 

la función de cada una hay poco reportado, eKiste evidencia de que 

las subunidades 1, 11 y IV podrían servir de conexión de CFo con 

CF1, mientras que las subunidades 111 (se han reportado al menos 

seis> parecen formar parte del canal de protones .. Deben pasar tres 

protones a través de la ATPASA de Cloroplasto para sintetizar una 
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molécula de ATP, ésta es una diferencia con la ATPASA mitocondrial 

ya que aparentemeOte esta óltima necesita dos protones traslocados 

para sintetizar una molécula de ATP (9, 22>. 

La ATPASA de Cloroplasto puede usar los siguientes 

sustratos: ATP, GTP > ITP > CTP; los nucle6sidas di fosfatos son 

escasamente hidroli:?ables, mientras que el AMP, la Fructosa 

6-Fosfato y el AMP-PNP inhiben la actividad de la enzima. Los 

cationes divalentes son requeridos para la actividad de la ATPASA 

en el siguiente orden de afinidades: Mg 2 + = Mn 2 + > Ca 2 + Sr
2
•• 

Las Kms para ATP-Mg para CF1 de espinaca y ch! charo son de O. 2 mN 

y 0.5 mM respectivamente y la Km para ATP-Mn en chícharo es de 0.4 

mM. El vanadata y el malibdato inhiben la actividad de la enzima; 

en espinaca, también la oligomicina llega a inhibirla (23, 241. El 

pH óptimo para la actividad de esta enzima se encuentra alrededor 

de e.o, que es el valor de pH fisiológico del estroma (23>. 

Los mecanismos de catálisis propuestos son similares 

los de la mitocondria aunque más complejos ya que el sistema se 

encuentra muy regulado: se apaga en ausencia de luz y en algunos 

casos se ha reportado estimulación par calmodulina C22). 

ATPASA DE MEMBRANA PLASMATICA. 

Para el estudio de la ATPAsA de H+ de membrana plasm~tica 

existen dos alternativas: a> El uso de vesículas de membrana 

aisladas, que contienen a la proteína dependiente de ATP para el 

transporte de protones CATPAsA-H+>, exponiendo el sitio catalítico 

hacia el exterior de ésta y permitiendo así el libre acceso del 

ATP externo (vesículas llamadas "inside-out"). b) La enzima pura 

seguida de reconstitución en vesículas de fosfol!pidos (10, 25, 

26), o bien c> solubilizada en detergente (27, 28>~ 
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El método de obtención de las vesículas de membrana 

plasmática involucra la ruptura de la célula, lo cual da por 

resultado la liberación de organelos intactos y pedazos de 

membranas, que tienden a cerrarse por interacciones hidrof6bicas 

de manera espontánea para formar vesiculas. Una 

centrifugación diferencial separa la fl"'acción 

postel"'ior 

denominada 

MICRDSOMAL, que contiene a las vesicuJas de membrana plasmática y 

además las de otl"'os organelos C10, 29). Varios autores colocan la 

fracción micl"'osomal en un gradiente de densidad <poi"' lo general de 

sacarosa o dextran), para obtener una fracción enriquecida de 

vesículas de membl"'ana plasmática, ya que éstas se equilibran en el 

gradiente a una densidad de 1.13 a 1.17 g/cc ClO, 25, 30, 31l. Es 

difícil obtener" una preparación de vesículas de membrana 

plasmática que no se encuentren contaminadas con otras membranas, 

por lo cual la solubilizaci6n de la enzima es una alternativa. La 

metodologia general consiste en la solubilizaci6n de la ATPASA de 

H• de las vesículas con detergentes, los más efectivos son los 

zwitteriónicos como la lisolecitina y el zwittergente-14, seguida 

de una precipitación con Nf-.l•SO•. El t"esiduo es sometido 

posteriormente a un gradiente de glicerol <11, 27, 28, 32). 

Existen muchos protocolos para obtener a la ATPAsA-H+ pura, ya que 

la recuperación de ésta debe hacerse con pocas o 

alteración en su capacidad catalítica. 

ninguna 

La prote!na purificada muestra una clara afinidad por 

fosfol!pidos como la lisofosfatidilcolina, el fosfatidilglicerol y 

fosfolipidos extraídos de sonicados de soya entre otros; formando 

proteoliposomas en los cuales se puede estudiar la actividad de 

ATPAsA-H+ <10, 33}. El f"'equerimiento de fosfol!pidos varia, 

encontrándose que es más alto para la ATPAsA de levadura que para 

la de plantas, aunque también depende del tipo de tejido original 

( 10, 33, 34). 

La ATPASA de membrana plasmática purificada está 

enriquecida por un polipéptido de peso molecular cercano a 100 

kDa. Las preparaciones que contienen exclusivamente a este 

polipéptido efectúan el transporte de protones (dependiente de la 

hidrólisis del ATPl después de la reconstitución en liposomas, lo 
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que indica que no necesita más de una subunidad para llevar a cabo 

el proceso; si bien ne se descarta la posible participación de 

otros polip~tidos en la regulación de la enzima (35). 

En contradicción con lo anterior, estudios realizados 

mediante inact1vaci6n por radiación (que es un método utilizado 

para determinar el peso molecular de proteínas mul timéricas> 1 

sugieren que la ATPASA funciona como un dímero (35>. Al remover 

los detergentes de la ATPASA purificada de s. po•be y H. crassa se 

observó que se agregaban en 8 y 6-10 monómer~os respectivamente 

(15). Resultados de estudios cinéticos <que más adelante se 

detallan>, también hacen suponer que la ATPAsA-H+ de membrana 

plasmática es un oligómero. 

El uso de anticuerpos ha aportado evidencias claras de 

que las ATPASAS de membrana plasmática de diferentes sistemas 

tienen componentes antigénicos comunes (15, 35). La secuencia de 

aminoácidos del polipéptido de 100 kOa se ha logrado determinar 

en: la Ca2 •-ATPAsA de reticulo cardioplásmico de conejo, la <Na·+ 

K+>ATPAsA de ri~ón de oveja, la <H•+ K+>ATPAsA de estómago de 

rata, la K•-ATPAsA de E. coJi, la H•-ATPASA de S. cereviseae y la 

H•-ATPAsA de zanahoria. < 15, 35>. Al comparar las secuencias, se 

encuentra que existen zonas de alta homología y para algunas de 

ellas se sabe su función, como es la del sitio de unión a ATP y el 

sitio donde se forma el intermediario fosforilado (35). 

Kyte and Doolittle (35) con un método simple examinaron 

el perfil hidropático de la secuencia de aminoácidos para conocer 

la estructura de la proteína en la membrana. Los resultados 

mostraron que la membrana lipídica es atravesada de 8 a 10 veces 

por la ATPASA (en forma de a-hélices transmembranales). Tres 

porciones del polipéptido se proyectan en mayor proporción hacia 

el citosol: un tallo N-terminal de cerca de 115 aminoácidos y 2 

largas asas de 130 y 300 aminoácidos; ésta última, contiene el 

sitio que es fosforilado durante la catálisis por lo cual es la 

que está involucrada en la unión del ATP y su hidrólisis (15). 

Existe una zona en la que varias de las hélices transmembranales 

son antipáticas, con los residuos polares localizados en la misma 
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cara de la hélice, por lo que, los grupos polares de varias 

hélices pueden formar un canal para el transporte del protón (35). 

La estructura de la ATPASA de Caz• se determinó a 2.5 nm 

de resoluc i6n por reconst i tuc i6n de imágenes tridimensionales, 

mediante la tinci6n negativa de los cristales d.e la prote1na 

membranal, lo cual apoya lo encontrado con el perfil hidropático 

(35), según se muestra en la Figura 4. 

CANAL DE 

PROTONES H 

DENTRO 

MEMBRANA 

FUERA 

Figura 4. Estructura de la ATPASA de Ca2• (35>. 

Se debe enfatizar que los estudios anteriores respecto al 

sitio que une e hidroliza ATP y el acceso de cationes a un canal 

polar"", han servido para considerar el posible mecanismo de la 

catálisis y e::trusi6n de protones por la ATPASA. 

Una de las caractertsticas de la ATPAsA de membrana 

plasmática es la de ser altamente especifica para el ATP como 

sustrato; otros ésteres fosf"6r1c.os como GTP, UTP, ITP, CTP, ADP, 

IDP, AMP, PPi, PPPi, p-nitrofenolfosfato y glucosa b-fosfato dan 

sólo el 5'l. de la actividad observada con ATP (32, 36). Una Km 

relativamente alta para el ATP, de 0.7 a 4.8 mM, ha sido 
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determináda Pªr:'ª ·la ATPASA en ~esiculas de membrana y de 1 a 4 mM 

para la enzima solubilizada y purificada <10, 15, 25, 30, 32, 35, 

37). 

El mecanismo de reacción de la hidrólisis de ATP y 

transporte de H .. por la ATPA.sA de membrana plasmatica de plantas, 

muestra 9ran similitud con la encontrada animales, hongos y 

levaduras que forman parte de la fami 1 ia de las ATPASAS llamada 

EsE2 <38>. Se ha descrito que éstas forman un intermediario 

fosforilado. Por estudios en microsomas de plantas en geles de 

pol1acrilamida bajo condiciones ácidas y presencia de 

detergentes cati6nicos, se ha mostrado el pollpeptido de 10(1 VDa 

fostorilado. Se su91ere aue el enlace es covalente de tipo 

acilfosfato, sensible a aH alcalino y a hidraxilamina y que es 

formado en la cadena polipept!dica con los residuos de ácido 

glutamico o aspártico que se encuentran en el sitio activo de la 

enz:1ma (39, 40>. 

Se ha reportado que la ATPAsA de S. cereviseae, exhibe 

una curva sigmoidal en una 9ráf ica V contra [sJ < 15>. Estos datos 

apuntan hacia modelo con cooperatividad entre sitios o 

alternativamente por modelo que asume diferentes estados 

conformacionales de la enzima, que puede hidrollzar ATP por una 

vía paralela. En H. crassa se encontró algo similar y se determinó 

un coeficiente de Hi 11 de 2, lo cual indica que hay de 2 más 

sitios activos interactuando (15>. En estudios de la ATPAsA de 

plantas se ha encontrado que el ADP (producto de la hidrólisis del 

ATP>, produce inhibición en la enzima, lo cual sugiere que la 

unión de ADP a la en=ima puede estabilizar la conformación del 

sitio activo; no se sabe aún si el ADP se une a este sitio o a 

otro (36>. 

Se ha descrito oue las ATPASAs del tipo EiE2 actúan 

durante la catálisis en 2 conformaciones y lo hacen de manera 

ciclica <15, 35> <Figura 5>. La ATPAsA en la conformación Ei une 

al catión a transportar y es fosforilada por el ATP <unión 

covalente>; el siguiente paso ocurre rápidamente transformándose 

la conformación E1 a la Ez y moviéndose as! el catión del lado 
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interno de la célula hacia el externo y formando una uni~n d~b1l 

con el fosfato tunión iónicaJ, luego la enzima se desfosforila y 

1 ibera al cati6n hacia la parte eKterna de la membrana. Durante la 

reacción cc:ur,.....e un cambie de voltaje a tr·avés de la membrana dado 

por el transporte del cati6n a tf"'avés de ésta. 

~I 

+ ATP . ADP 

e"-. '\-____/ DENTRO 

•C 
+ 
•E 1-Pi~ VH2 0 

... 
MEMBRANA 

r LIPID!CA 

~2,__, --7---,-... /-_,.--
P i C 

C•E2oPi~ 
FUERA 

Figura 5. Mecanismo de catálisis de la ATPAsA del tipo E1Ez. 

El pH óptimo de actividad de la ATPAsA de membrana 

plasmática de plantas es de 5.5 a 6.5 y tiene que ver con el papel 

fisiol69ico de ésta (10, 15, 37>, lo cual se det.allar"'á más 

adelante. 

Para que se lleve a cabo la reacción de hidrólisis del 

ATP es necesario que en el medie se encuentre ~l M9z• (15). Se ha 

observado que en ausencia de H92
+ la actividad se reduce al 1X 

(62>, lo cual indica un requerimento alto por cationes divalentes 

(M92
+ == Co2• > Mnz+ >> Znz+ >Ca2• = O> <25>. El sustrato real de 

la enzima es entonces ATPMg, aunque concentraciones altas de ATP, 

H9 o ADP inhiben fuertemente a la enzima. Un modelo propuesto de 

la observación de la curva sigmoidal encontrada es el de que 

eKiste un sitio de unión para ATPMg y dos siti.os de unión a Mg2
+ 

ya que e~iste evidencia de que el Mg2• y el ATP causan un cambio 

conformac:ional que por adición de Ng2'" protege a la ATPASA de la 

inactivación por tripsina (15>. 
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La presencia de cationes monovalentes estimula 

si9n1ficativamente a la enzima y se ha encontrado la s1gu1ente 

secuencia de estimulaci6n K• i NH4 .. '.'- Rb• >Na•, ... es·> Li' Cll)), 

lo oue al carecer está asoci.::iido con las caracterist1cas 

lisioló9icas de la ¡:élula y de lo cual se hablará mas adelante. 

Los aniones aparentemente no tienen efecto sobre el rango 

de hidr6lisis del ATP (10, 251. El DES Cd1et1lestilbestrol) y la 

DCCD (N,N'd1c1clohexilc:arbod11m1da> inhiben a la ATPASA de 

.membr·ar.a plasmat1ca, aunaue su esoec1f1c:1dad aún no ha sido 

establecida adecuadamente ClO, 41>. 

Un inh1b1dor cue se sabe es altamente especifico para la 

ATPAsA de membrana plasmática es el Vanadato. Esto ocurre debido a 

que dtcno compuesto comp1te con el fosfato para forma1· el 

intermed1ar10 fosfori lado, el Vanad10 <V> puede adoptar una 

estructura de bip1rám1de tr1gonal <que se parece al estado de 

transic16n del Pi durante la reacc1én>, lo cual lo hace altamente 

efectivo como inh1bidor <10). mostrando una Ki de 1 µM (15>. 

El papel f1s1ol6gico de la ATPAsA-H+ de membrana 

plasmática en plantas aún no está totalmente establecido. Va que 

se ha observado que hay una acidificac16n del medio e):terno en 

células intactas de plantas, se apunta a la ATPAsA como factor 

regulador del pH de la célula <aunque no sea el único). Por 

control exoerimental del pH del med10, se ha encontrado cómo el 

componente eléctrico aumenta y su magnitud permite a la célula el 

transporte de nutrientes en contra de la fuerza generada por un 

gradiente de concentración de 100,000:1 ; de aqu! que se piense 

que la ATPASA de H• proveeria la energia que puede ser usada para 

el transporte de solutos a través de su acc16n de construir 

gradiente de concentraci6n expulsando H+ 

hidrólisis del ATP (15>. 

expensas de la 

El crecimiento de plantas se encuentra controlado entre 

otras cosas por factores físicos <luz), fitoreguladores <auxina) y 

fit9toxinas (fusicosina), los cuales parecen actuar de manera 

indirecta activando a la ATPAsA (33, 42, 43); modificándose asi el 
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pH intracelular. Esto ocasionaria una acidificación del medio 

externo, resultando en un cambie de flexibilidad de la pared 

celular faci l i tanda asi la acumulación de K+ y nutrientes en la 

célula lo que proporc1onaria la presión osmótica y los metabol1tos 

requeridos para el crecimiento. Existen varias ind1cactones de Que 

las c1nasas de proteinas pueden regular a la ATPASA-H. del 'tlPO 

EiEz por fosfor1 laci6n de la misma, ya que ésta es sustrato de su 

actividad de c1nasa (44>. 

ATPASA DE TONOPLASTD. 

La fracción microsomal contiene vesiculas provenientes de 

diferentes membranas, mayoritariamente las del tcnoplasto y la 

membrana plasmática; el tonoplasto es la membrana que envuelve 

la vacuola. Cuando se quiere obtener una fracción enriQuec1da en 

tonoplasto, los microsomas se colocan en un gradiente de densidad 

de manera semejante a como se hace para obtener una fracción 

enriquecida de vesiculas de membrana plasmática, con la diferencia 

de que las vesículas de tonoplasto se equilibran a una densidad de 

1.10 - 1.13 g/cc ( 10, 11}. En estas vesículas se encuentra la 

ATPASA de tonoplasto, cuyo sitio catalitico queda viendo hacia el 

eKterior tal y como se encuentra originalmente (hacia el 

citoplasma>, por lo que e1 tipo de vesículas es llamado al derecho 

(rightside-out) y en donde se puede medir la actividad de 

hidrólisis de ATP y de transporte. 

Para obtener a la enzima purificada, el tratamiento con 

deter9entes es obligado y similar al que se realiza pat"a la ATP.tsA 

de membrana plasmática, aunque se sabe que los detergentes bajan 

la actividad de la enzima y no es posible reconstituirla en 

presencia de lipidos <10, 30, 45, 46> como sucede para la ATPASA 

de membrana plasmática (15>. Los detergentes que se han probado 

con mejor resultado para solubilizar la enzima sin afectar su 
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actividad son el Desoxicolato de sodio <DOC>, el 

Octil-~-D-glucopiranosido <OG> y el Zwittergente 3-16 (10, 11). 

Por estudios de inactivaci6n con radiación, se observó 

que la ATPAsA de tonoplasto tiene un peso molecular en la membrana 

que es de aproximadamente 501) kDa <15, 46>: aunque difiere 

dependiendo del material experimental empleado. Por otros estudios 

se ha visto que la enzima es un complejo multisubunitario (30> 

parecido al que tiene la ATPASA mitocondrial, ya que parece estar 

compuesto de una parte integral de membrana y un complejo 

hidrofllico con capacidad de catálisis (47>. 

Se ha reportado que la parte hidrof! l ica de la ATPASA de 

Tonoplasto tiene una composición muy semejante a la de la F1 de 

mitocondrias ( 13, 47>, ya que· consta de cinco diferentes 

subunidades A:1 1 B:1, C1 O y E, de pesos moleculares aproximados de 

70, 60, 41, 34 y 33 kDa 1 respectivamente; si bien otros autores 

reportan la posibilidad de la existencia de un mayor número de 

polipéptidos, entre a y 10, que conformarian a la enzima (31, 48, 

49). Las dos subunidades de la porción hidrofilica de la ATPASA de 

Tonoplasto que han sido mejor caracterizadas son la A y la B, la 

subunidad A es protegida con ATP de la inhibición por el 

7cloro-4nitrobenzo-2oxa-1,3diazole <NBD-Cl> y la N-etilmaleimida 

<NEH>. Ya que el NBD-Cl marca preferencialmente a la subunidad (1 

de la ATPASA mitocondrial <que contiene el sitio activo de la 

enzima>, se infiere por analogía que la subunidad A de la ATPASA 

de Tonoplasto es la que contiene el sitio catalítico de la enzima 

< 13, 15, 31, 47, 48, 49>. La subunidad B parece formar parte de la 

regulación de la catálisis aunque aún no se conoce con certeza su 

función (13, 49). 

La subunidad A de diferentes especies está altamente 

conservada ya que existe cerca del 62% de homología entre las 

subunidades correspondientes de la ATPAsA de plantas y hongos. Por 

otra parte, existe escasa similitud entre las subunidades A y~ y 

entre B y o (cerca del 257.) de las ATPASAS de estos mismos 

organismos; por lo que se propone que la ATPAsA de tonoplasto no 

pertenece al tipo de ATP•s• FoF1 ( 13). 
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El sector integral de membrana de la ATPASA de 

tonoplasto, contiene un proteolipido de aproximadamente lb kOa de 

ceso molecular que une OCCD, que ha sido extraído con 

r:luroformo/metanol (47> y el cual se ha reportado que existe en 

varias copias (46, 47>. Esta subLtnidad de 16 kDa purificada, al 

ser reconstituida en proteopol1somas 1 aparentemente es capa;?" de 

funcionar como canal de protones <13, 48>, en forma análoga a lo 

que ocurre con el proteolioido de 8 i..:Da de la Fo mitocondt~1al. 

La enzima es altamente especifica para el ATP como 

sustrato, aunque puede usar PPi 1 ITP y GTP con menos del 30% de 

actividad c:iue la observada con ATP <50, 51>. Se ha reportado que 

la Km para el ATP en plantas es de 0.1 0.2 mM <10, 28>, 

mostrando una cinética de reacción del tipo Michaeliano, con lo 

cual se supone la existencia de un solo sitio catalítico <28>. La 

actividad aumenta 17 veces al ai'adir Mg 2
• y el orden de 

preferencia de cationes divalentes es el siguiente: Mn 2
• > t1g 2

• 

Coz• > Ca2
• > Zn 2

• <28>; los cationes monovalentes no tienen 

efecto apat~ente sobre la actividad de hidrólisis de ATP (10 1 25, 

50). La ATPAsA de tonoplasto es estimulable por aniones en el 

siguiente orden: Cl (cualquier sal de cloruro> > Br- > acetato 

HCQ3- > 1- > so.- <46) 1 mientras que la actividad es fuertemente 

inhibida por N03 y SCN- l51), por lo cual éstos han sido 

utilizados como inhibidores especificas 

tonoplasto. 

de la ATPAsA de 

L~s inhibidores especif icos de la ATPASA Mitocondr1al no 

tienen efecto sobre la ATPASA del tonoplasto con excepción del 

DCCD, que inhibe pero a una concentración 10 veces mas alta que la 

usada para inhibir a la ATPASA mitocondrial (46, 51). La actividad 

no se ve afectada por Na3VQ, lo cual indica que el mecanismo de-

reacción no involucra la formación de un intermediario 

fosfori lado, como ocurre con la ATPAsA de membrana plasmática. 
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Todos los datos anter1or•es sobre sensibilidad a 

inhib1dores, cationes y aniones y sobre composición polipeptid1ca 

encontrada, son ev1denc1as de QLte la ATPASA de tonoplasto 

pertenece a un tipo ce ATPAsA distinto a los ya encontrados tE1Ez 

y FoF1). 

El pH optimo cara la ac.t1v1dad de hidr6l1sis de ATF· por 

la ATPAS4 de tonoplasto se encuentra entre el intervalo de 7.(1 a 

8.0 &ló, 52l. El inter1:r de la ~acuola es 6c1do, donde la 

contr1buci6n a esta ac ioe:: por la ATPASA de tonopl asto es muy 

importante. Se ha mecido la d1fet·enc1a de voltaJe, usando 

microelectrodos cuanoo la en::1ma se encuentra trabaJando y se ha 

encontrado que esta d1fe,·enc1a de ootenc1al eléctrico puede ser 

usada para transportar moleculas al 1nter1or de la vacuola una 

concentraci6n 100(1 veces más alta oue en el c.1toolasma (53>. 

La vacuola es un organelo en donde se almacenan algunos 

am1noác idos cargados positiva.mente, moléculas de pal i fosfatos y 

varias en::::1mas hidro!! tic.as <53), además se ha encontrado que hay 

acumulacion de azucares. ácidos orgánicos <malato y 

citrato> que podrían ser transportados aprovechando el gradiente 

electroquímico formado por la ATPAsA de tonoplasto ( 10). 

OTRAS ATPASAS. 

Todavía es poco lo reportado en la literatura acerca de 

la e>:istencia de ATPAsAs en aparato de Golgi y retículo 

endoolásmico, sin embargo no se descarta tal posibilidad. En la 

fracción microsomal se han tratado de separar las vesículas de 

Golgi y el retículo endoplásmico de otras vesículas (tonoplasto y 

membrana plasmática> pero no ha sido posible lograrlo~ Las 

vesículas se equilibran en un gradiente de densidad a 1.10 y 1.13 
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g/cc, para ret1culo endoplásmico y Golgi respectiv•mente (54). 

Tomando estos picos del gradiente de densidad, se observA en 

micrografias cómo las vesículas se encuentran en esa zona, aunque 

están contaminadas con 

principalmente. 

vesículas de membrana plasmática 

Para diferenciar de manera especifica unas vesículas de 

otras, se recurre a medir la actividad de las enzimas que se sabe 

se encuentran específicamente en dichos organelos, las cuales son 

llamadas ~arcadores especificas. La actividad de la 

NADPH-Citocromo e Reductasa es usada como marcador especifico del 

retículo endoplásmico mientras que la UDPasa latente y la 

Glucansintetasa lo son de Golgi; la UOPG-esterol-

9lucosiltransferasa es usada como marcador de membrana plasmática. 

Con estos marcadores ha sido posible diferenciar las vesículas de 

Gol9i y el retículo endoplásmico de las de melnbrana plasmática, 

que es el principal contaminante. Se ha encontrado evidencia 

eKperimental sobre la presencia de ATPASAS en estos organelos pero 

no se ha podido diferenciar claramente de la debida a otras 

ATPASAS (54). 

Con toda la información precedente sobre la estructura y 

la función de las ATPASAS de H+, es evidente que ellas constituyen 

un factor iftlportante en cualquier proceso f isio16gico de una 

planta. En estadios muy tempranos de su desarrollo, es decir 

partiendo de la semilla, el papel de estas enzimas debe ser 

fundamental. Durante el desarrollo de la plántula, cuando se 

expresan todas sus capacidades metabólicas y de crecimiento, las 

ATPAsAs de H+ tambián deben ser importantes. 

Como ya se mencionó las ATPAsAs de H+ forman parte vital 

en el metabolismo, por lo que una alteración o disminución en su 

actividad enzimática, afectaría gravemente el desarrollo de la 

plántula. Cuando una semilla presenta deterioro flsico o 
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isiológico, que puede deberse a factores ambientales adversos 

:presentes durante su formación y/o almacenamiento>, es probable 

lUe su actividad metabólica se encuentre alterada. Es poco lo que 

se encuentra en la literatura sobre la actividad de las ATPAs•a de 

H+ en plantas bajo estas condiciones, algunos de los estudios que 

se han realizado son: el efecto del estrés salino sobre la 

actividad de las ATPASAS de varias plantas <SS, 56, 57>, la 

relación de la dormanc1a con la actividad de la ATP•sA. de membrana 

plasmática <SS> y la activación de la ATPASA vacuolar por frie 

(59). 

Nosotros disponemos de dos lineas de maiz desarrollados 

por el Centro de Investigación y Mejoramiento de Ma!2 y Trigo 

CCIMMVT>, las cuales nos fueron proporcionadas por los Doctores 

Jorge Ram!rez González y Ernesto Moreno, del Instituto de Bíologia 

de la Universídad Nacional Autónoma de MéKico (UNAM>. Estas dos 

líneas tienen caracte~isticas fenotípicas muy diferentes a lo 

largo de su desarrollo, desde la sl!fl\illa hasta la planta adulta. 

Tales características se resumen en la Tabla I. 

TABLA l. 

ETAPA CARACTERISTICA LINEA 48 LUEA 53 

Semi 1 la Viabilidad Alta Ba;Ja 

Susceptibilidad Resistentl! Senslbl• 
al deterioro 

Crecimiento Rápido, Sensible, 
Homo9éneo Heterogi6neo 

PlAntula 
Resistente Senaible 

6 a plagas a plagas 

Planta Floración Sincr6nica Asincrónica 
adulta 

Produc ti vid.ad Grande Pequel"i:a 
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Las lineas 48 y 53 presentan características muy 

diferentes en muchos aspectos. En los estudios que expondremos en 

este trabajo, nos referiremos a la linea 48 como la RESISTENTE (al 

deterioro) y a la linea 53 como la SENSIBLE <al deterioro>, s1 

bien ésta es solo una de las muchas propiedades fenotípicas 

las que nos pudimos haber referido en ambas lineas de maiz. 

Los datos de la Tabla nos expresan claramente las 

características que conforman dos grados de vigor muy diferentes 

en dos lineas de un cultivo. Esta característica es muy importante 

desde el punto de vista agron6mico, por lo cual quisimos estudiar 

uno de los aspectos bioqu!micos como son las ATPasas microsomales 

que pueden estar involucrados en el vigor de una planta. 



11. OBJETIVOS 



OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL: 

Realizar un estudio comparativo de dos ATPASAS de en dos 

lineas de maiz con diferente sensibilidad al deterioro por 

almacenamiento, con el propósito de determinar si existe una 

relación entre el vigor de una planta y la actividad de sus 

ATPAsAs de H+. 

OBJETIVOS PARTICULARES: 

1) Determinar los niveles de ATPASAS microsomales en las 

lineas de maiz 53 y 48, en estadios tempranos posteriores a 

la germinaci6n. 

2) Identificar por inhibición especifica de la actividad de 

hidrólisis del ATP, las ATPAsAs integrantes de los 

microsomas: ATPAsA de membrana plasmática y ATPASA de 

tonoplasto. 

3> Establecer, con ayuda de, los inhibidores especificas, los 

parámetros cinéticos <Km y Vmax) de las ATPAsAs 

identificadas en la fracción microsomal. 
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lll. MATERIALES Y MÉTODOS 



MATERIALES Y METODOS 

SIEMBRA DE SEMILLAS. 

Las semillas de maíz de las líneas B-48 <Resistente) y 

T-53 (Sensible> fueron lavadas en agua corriente o bien 

desinfectadas con Clorale:< al 2'l. (soluci6n comercial marca AlEn 

que presenta una concentraci6n inicial de 67. de cloro activo>. 

Posteriormente se sembraron de la siguiente manera: se colocaron 

25 semillas sobre dos toallas de papel húmedas, una sobre otra, en 

forma transversal <si las semillas no hab!an sido desinfectadas se 

les a~adi6 cis NCTriclorometil> tio-4ciclohexen-1,2dicarboximida 

CCAPTAN-50) para evitar la contam1nación por hongos durante el 

periodo de incubación>. Después se cubrieron con otra toalla de 

papel húmeda y se envolvieron a manera de "taco". Los tacos fueron 

colocados dentro de charolas de plástico sobre una base pequena 

para que no fueran tocados por el agua depositada en el fondo de 

la charola. Al cerrar las charolas herméticamente se mantuvo un 

ambiente de alta humedad. Las charolas se colocaron en obscuridad 

y a 25°C en una estufa de cultivo (modelo FE-131) por los tiempos 

indicados m~s adelante para cada línea de maíz. 

MEDICION DEL PORCENTAJE DE 6ERMINACION Y 

ACUl1ULACION DE BIOl'IASA. 

Las semillas de las dos líneas de maíz se pusieron a 

germinar como se describió anteriormente, durante 1, 2 1 3, 4, 5, 

7, 9 y 12 d!as. Para cada tiempo se sembraron 3 tacos con 25 

semillas cada uno, los cuales fueron procesados de la siguiente 

manera: 

a> Conteo del número de semillas 9erminadas, considerando 

como semilla germinada, aquella que tenia por lo menos 

2 mm de radícula emergida de la testa. De aquí se 

obtuvo el porcentaje de germinación en cada tiempo. 
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b) De las ··semillas germinadas se disecaron les 

coleopti los, las radículas y el endospermo remanente. 

Se pesaron por separado y después de haberlos secado 

<a ó5°C en vac!o durante 3 d!a.s>, se obtuvo el peso 

seco del tejido. Este se d1vid16 entre el número de 

semillas germinadas, dando el peso seco del 

tejido/plántula. Mediante la siguiente fórmula se 

obtuvo el Porcentaje de Peso Seco 

tejido/plántula a cada tiempo. 

<X PS> de 

( 
Pesa Seco Tejido <Coleoptilo o Rad1cula) ) X 100 Y. PS = Peso Seco Plántula tColeopttlo + Ra.dic:ula + Endospermo) 

Los datos as! procesados fueron utilizados para 

obtener el estadía de desarrollo en el cual tas dos 

lineas de ma! z, resistente y sensible, son 

comparables. 

OBTENCIÓN DE LA FRACCIÓN MICROSOMAL. 

Todo el procedimiento fue realizado 4°C. Les 

coleoptilos y las rad1culas se disecaron y se lavaron can agua 

bidestilada, se picaron con navaja de rasurar y despuás se 

homogenizaron en mortero con Medio I (Sacarosa 250 mH, EOTA 2 mM, 

ATP 1 mM, Tris/HCl 70 mM, pH B~O, BSA 1%, PMSF 2 mM, DTE o OTT 

mM y ~-Mercaptoetanol 15 mM>, en una relación de 1 g tejido:1.5 ml 

de Media l. El homogenado se filtró a través de cuatro capas de 

gasa y el residuo se rehomogenizó en la misma relación 

Tejido:Medío. La combinación de ambos filtrados se sometió a 

centrifugación diferencial, realizando tres centrifugaciones a 

diferentes velocidades CFigura El sedimento de la 

centrifúgación de 80,000g <35,000 rpm 30' Rotor Type 40~3> fue la 

fracción microsomal, la cual se resuspendi6 en un volumen pequeNo 

de Media lI <Sacarosa 250 mM, Tris/HCl 5 mM, pH 7~0, BSA 0~2%, 
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Glicerol 3.7Y., PHSF 1 mM y DTE o DTT l mH¡ el ~-Mercaptoetanol, el 

PHSF y el DTE o DTT se a~adieron poco tiempo antes de usarse) para 

alamacenarse en alícuotas a -70ºc. 

SEMILLAS DE MAIZ 

! 
SIEMBRA EN PAPEL HUMEDO 

1
4.5 dias Linea 
6.5 dias Linea 

Resistente 
Sensible 

DISECCION DE TEJIDOS 
CColeoptilos y Rad1culas) 

l 
HDMOGENIZACION 

jsooog 10· 

.. 
SEDIMENTO 
<Núcleos> 

.. 
SOBRENADANTE 

1 130009 

.. 
10' 

.. 
SEDIMENTO 

<Mitocondrias> 
SOBRENADANTE 

jaoooo9 30· .. 

DETERM!NACION DE CONC. 
DE PROTEINA 

SEDIMENTO 
CMicrosomas) 

SOBRENADAN TE 

MEOICION DE ACTIVIDAD DE 
HIDROLISIS DE ATP. 
(Liberación de Pi> 

Figura 6. Diagrama de flujo del protocolo de obtención de la 
fracción microsomal. 
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DETERt1INACIÓN DE PROTEÍNAS. 

El método utilizado es una modificación del método de 

Lowry hecha por Peterson (6ú>, en el cual los grupos arom~ticos de 

las proteínas en medio alcalino reaccionan con el Cobre lll), 

combinado con la reacción de 9rupos amino con el reactivo de fenal 

<reactivo de Folin-Ciocalteau> para dar un complejo azul que puede 

ser leído espectrofotométricamente a 750 nm. El procedimiento 1ue 

el siguiente: 

A 0.9 ml de agua bidestilada, se ª"adió un volómen de 

Medio II (con el que se resuspendieron los microsomas) o la 

muestra con proteína microsomal o la solución est~ndar de Albúmina 

de Suero Bovino <BSA>. Se at"{adieron después O. 1 ml de DOC 0.157., 

la mezcla se dejó reposar 10 minutos temperatura ambiente y 

después se a9re96 1 ml del Reactivo A, que consiste en partes 

iguales de agua bidestilada, NaOH 0.8 N, Dodecil Sulfato de Sodio 

(SOS> al 10'l. y CTC (NazCQ3 lú'l., CuSO• O. 1 'l. y •:::zC•H•Ocs O. 2%). Diez 

minutos despuós se adicionaron 0.5 ml del Reactivo B (1 volúmen de 

Folin Ciocalteau + 5 volúmenes de agua bidest1lada). Se esperaron 

30 minutos y se leyó la densidad óptica en un espectrofot6metro 

(Pye Unicam modelo SPb 550> a 750 nm. Para la curva estándar de 

proteína se usaron de 10 a 60 µg de BSA. La concentración de 

proteína microsomal se calculó restando los valores de absorbencia 

del Medio ll a los de absorbencia de la proteina .nicrosomal e 

interpolando el resultado en la curva estándar de BSA. 

!'EDICIÓN DE LA ACTIVIDAD DE HIDRÓLISIS DE ATP. 

El ensayo se llevó a cabo en 150 µl o 300 µ1 de medio de 

reacción que se compone de Sacarosa 250 mM, Tris/HCl 20 mM <pH 

7.0>, CCCP 7 µM, ATP/Tris 1-10 mt1 <pH 7,0l, l'lgClz 6 l'lgSO• 1-10 mt1 
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en los casos en que se indique. Cuando se inhibió específicamente 

alguna de las enzimas presentes en la fracción microsomal, se 

usaron los inhibidores específicos 

indicadas en la Tabla 11. 

en las concentraciones 

TABLA II 

Concentraciones empleadas de inhibidores especlficos de 
enzimas con actividad de hidrblisis de ATP en la fraccibn 
microsomal. 

CONCENTRACION INHIBIDOR ENZIMA INHIBIDA ESPECIFICAMENTE 

100 mM KNOa o TrisNO• .. ATPASA de Tonoplasto 

150 ¡;M Na avo .. .. , • di.. 62 

ATPASA de Membrana Plasmática 
100 mM CES .. 
1 6 2 mM 

. NazMoO•c" Fosfatasa ácida 

1 6 2 mM . NaNa d• 

ATPASA Mitocondrial 
33 µ9/mg prot Oli9omicina d3 

. 
En lo• ca.•o• de lQ• cLnéliCQ9 de hLdrÓlisL• de ATP, el NaN3 
y el No.

2
Woo

4 
mezclobori a..uno conc. f\ria.l de 2 rnM ca.do uno. 

El medio de reacción se incubó a 30°c y la reacción de 

hidrólisis se inició con la adición de 10-25 µg de proteína 

microsomal, se dejó proceder un tiempo entre 15-30 minutos, 

deteniéndose la reacción por adición de SDS 12'l. 6 TCA 11%. La 

hidrólisis de ATP se midió como liberación de fosfatos. Se 

incluyeron blancos para la reacción de hidrólisis de ATP, en éstos 

se adicionó proteína microsomal después de haber a~adido el SOS 

el TCA. El cálculo de la actividad especifica se hizo restando los 

valores de la absorbencia del blanco a la absorbencia de la 

muestra problema e interpolando en la gráfica del estándar de 

fosfatos. Los resultados se expresaron en nmol Pi/min/mg. 
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TABLA I lI 

Constantes utilizadas para calcular las concentraciones 
de las especies libres y complejos en el medio de reaccibn. 

CONSTANTES DE ESTABILIDAD METAL-LIGANDO * 01- t) 

LIGANDO Ka 

ATP 4
- 73,000 

H
2

ATP 2 - 20 

HATP 9
- 500 

CONSTANTES DE DISOCIACIÓN DEL ACIDD <M-1.> 
H ATP 2

- 1.0 " 104 
<pKa= 4.0) 

2 
106 HATP 9

- 8.9 X <pKa= 7.0) 

CONSTANTES DE ESTABILIDAD GLOBALES ** <M-'> 

METAL-LIGANDO (l 

MgATP 7 .. 3 X 10• 

MgH
2

ATP 1. 78 X 10
12 

MgHATP 4 .. 45 )( 10p 

MgATP2 - B.9 x 10
1 º 

HATP 9 - 8.9 )( 10" 

*Ka= ~~JL~Ll ; donde METAL (Ml= Mg, L= LIGANDO (641 .. 
Estas constantes (~) fueron calculadas como los productos 
de las constantes de estabilidad por las constantes de 
disociación involucradas, ver fórmula. 

[MgH><Lzl 

En los casos de los experimentos de hidrólisis de ATP a 

diferentes concentraciones de sustrato, se tomó en cuenta la 

presencia de Mg 2 * en el medio de reacción (ya que se ha reportado 

que el complejo de ATP con Mg2
+ es el sustrato real de las 

ATPAsAs,refs. 50, 59) 1 calculándose la concentración de las 

especies libres y de los complejos correspondientes al pH en que 

se hicieron las mediciones de hidrólisis de ATP <pH 7.0). Se 
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usaron para ello las constantes de asociación de las especies y 

complejos involucradas CTabla III>, el programa usado (65) di6 

como resultado que la especie predominante a pH 7.0 es ATPHMg. La 

equivalencia entre las concentraciones anactidas y la de la especie 

ATPHMg se da en la Tabla IV. 

TABLA IV 

Especies af'iadidas Complejo 
ATP l19Cl2 [ml1l ATPHl1g [ml1l 

0.25 0.25 0.1798 

0.29 0.29 0.2107 

0.33 0.33 0.2418 

0.40 0.40 0.2965 

0.50 0.50 0.3751 

1.00 1.00 0.7728 

2.00 2.00 1.5786 

3.00 3.00 2.3901 

4.00 4.00 • 3.2045 

s.oo 5.00 4.0210 

7.00 7.00 5.6575 

9.00 9.00 7.2973 

10.00 10.00 8.1181 

Los datos experimentales del estudio cinético de 

hidrólisis de ATP no presentaron un comportamiento Hichaeliano, 

por lo cual para tratar de elucidar el porque de este 

comportamiento y as! obtener los parámetros cinéticos CVmax, Km, 

h) de la o las enzimas con actividad de hidrólisis de ATP en la 

fracción microsomal, los datos fueron sometidos mediante un 

programa de regresión no lineal (basado en el algoritmo de 

Mardquart, ref. 66) a un ajuste a dos ecuaciones matemáticas, que 

propusimos considerando los dos casos que más probablemente 

describiesen nuestro sistema. 
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a) La primera ecuac16n empleada fue la siguiente; 

Vman [sJh 

v-::= Kmh + [sJ 

En donde consideramos que vo es la actividad total de 

hidrólisis de ATF', producto de la actividad de una 

enzima que presenta cooperatividad homotr6pica de 

algún tipo positiva o negativa, expresada a través del 

número de Hi 11 (h). 

bl La segunda opc 16n se expreso con la 

ecuaci6n: 

Vo 
vma>:l Cslh 

Kmlh + Lsl 

Vmax2 CsJh. 

t<m2h • + [SJ 

s1gu1ente 

En donde la actividad total de hidrólisis de ATP (vo) 1 

es el resultado de la suma de las velocidades de dos 

enzimas que estan actuando de manera simultanea a 

todas las concentraciones de ATF'HMg <que fue 

considerado el sustt"ato real Csl>, pero que presentan 

velocidades máximas distintas <Vmax1 y Vmax2) con una 

Km especial para cada una <Km1 y Km2) y tomando en 

cuenta que podían presentar cooperatividad se incluyó 

un número de Hi 11 (h y h') particular para cada una de 

ellas. 

TECNICAS DE MEDICIÓN DE FOSFATOS. 

Durante la reacción de hidrólisis de ATP se liberan al 

medio ADP y Pi, una forma de cuantificar la actividad de 

hidr6lisis de ATP es midiendo el Pi liberado, por medio de una 

reacci6n colcrimétrica. Los dos métodos que fueron utilizados en 

este trabajo están basados en la recci6n en medio ácido entre el 
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Pi y el CNH
4

>dMo
7
0z

4 
para dar el complejo CNH

4
>

3
PiHo

12
D

24
, de 

color amarillo, que en presencia de un agente reductor como el 

ácido asc6rbico 1 vira a color azul lo cual hace más evidente la 

reacción. La diferencia de ambos métodos consiste en la magnitud 

de la interferencia que causa la presencia de fosfato orgánico 

lábil como el del ATf'. A continuación se describen 

metodolog!as. 

ambas 

El método de Ames (67) fue utilizado cuando e! medio de 

reacción conten!a ATP 1 mH. En este método, a ~0(1 µl de HzD 

bidest1lada o muestra con Pi se le af'fadieron 700 µl de la mezcla 

que conten!a 1 volúmen de ácido ascórbico al 10% más 5 volúmenes 

de mol ibdato de aman io O. 42/. en Hz504 1 N. La me::c 1 a se incubó 20 

minutos 45°C y se leyó la absorbenc la a 820 nm en un 

espectrofot6metro Pye Unicam Modelo SP6 550. La curva estándar 

conten!a de 10 a 150 nmoles de KHzPO•. El método fue lineal solo 

hasta 60 nmoles de Pi <Figura 7). 

El método de Chifflet (68) modificado por González et al 

C69> se utilizó cuando la concentración de ATP en el medio de 

hidrólisis fue mayor a 1 mM. En este método, a 150 µl de HzO 

bidestilada o muestra con Pi se le a~adieron 150 µl de SOS 121. Y 

300 µl de mezcla BC Cmolibdato de amonio 21. y ácido asc6rbico 12%, 

disueltos por separado en HCl 1 N y mezclados en relación 1:1). La 

mezcla se incubó de 3 a 10 minutos a temperatura ambiente y se 

af'fadieron después 450 µl de reactivo E (citrato de sodio 21., 

meta.arsenito de sodio 2% y ácido acético 2%). Después de 20' se 

determinó la D. O. de la mezcla en el espectrofotómetro a 850 nm. 

La curva estándar contenía de 10 a 100 nmoles de KHzPD•. La 

absorbencia fue lineal hasta 60 nmoles de Pi (Figura 7). 
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120 160. 

rmd Pi 

Figura 7. Curvas astÚ\d•r d• d•tarMinación da fosfato 
inorg!nico por los m•todas d• A.ses (O) y 
Chifflet lllOdlfic~do 1•1. 
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IV. RESULTADOS 



RESULTADOS 

Par• •studiar l• actividad d• hidrólisis d• ATP por l•• 

ATPASA• ~lcrascmales (qu• son las ATPAsAS da tonoplasto y membrana 

plasm•ttca> y su relación con •l vigor da la plintula, s• 

utilizaron dos lineas de maiz que presentaban diferencias en sus 

caracteristlcas f•not!picas <Tabla I>. Para poder establecer una 

edad equlvalent• en ambas lineas durante las primaras etapas d• 

creci~iento de la plintula sa hicieron los siguientes 

t1Mperimentos .. 

a 
~ 

~ 
N 

100 
)( 

>C 

80 RESISTENTE 

60 Cl Cl 

SEl'<SB.E 

4-0 

20 

2 4 6 8 10 12 14 

D 1 AS 

Fi~ura 9. curvas d• X de Qarminación de las se•illas de 
maiz de la• lin••• resistente (~) y sensible 
<c>.El procedimiento fue de•crtto en 
Materiales y M•todos. 
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Se determinó el % de germinación a diferentes tiempos 

bajo condiciones idénticas según se describió en Materiales y 

Métodos y se determinó la biomasa alcanzada a esos tiempos tanto 

por el coleoptilo como por la ra1z. Lo que se observó con respecto 

a la 9ermjnac:.i6n <Fi9ura B>, fue que a partir del segundo día la 

l!nea resistente comenzaba a germinar y al cuarto di« alcan;:aba un 

máximo del 9bX; mientras que la linea sensible empezaba su 

germinación al tercer día y en el quinto alcanzaba un máximo de 

tan s6lo el 604. Estos datos Indican que 1 as dos lineas presentan 

diferencias significativas en su germinací6n, tanto en su 

velocidad de germinación como en el máximo alcanzado. 

Además de la diferencia en germinación, observamos que el 

desarrollo en las dos lineas era distinto, al determinar la 

acumulación de biomasa en las dos lineas de maíz. La acumulación 

de biomasa en los coleoptilos expresada como peso. seco/plántula 

durante 12 dias se muestra en la Figura 9A. Encontramos Que las 

cinéticas de crecimiento en ambas lineas eran muy parecidas hasta 

los 7 dias, a partir de los cuales la línea sensible mostró un más 

lento y menor crecimiento. El mismo 'l. peso seco/plántula de 4'l. fue 

alcanzado a los 4.5 d!as para la linea resistente y a los 6.5 dias 

en la linea sensible. Así, establecimos que estos eran los tiempos 

en que se encontraban las plántulas en el estadio de desarrollo 

equivalente, para que al medir las actividades enzimáticas de 

ambas lineas las estuviéramos comparando con respecto a su mismo 

estadio de desarrollo. 

Si observamos el experimento análogo pero en las 

radículas CFigura 98>, se tiene que la acumulación de biomasa fue 

similar en ambos casos aunque un poco menor para la linea sensible 

y también ambas lineas alcanzaron el 4 h peso seco/plántula a los 

mismos d!as que los coleoptilos. De acuerdo a estos resultados, se 

cosecharon las plántulas a los 4.S dias y 6.5 dias para la linea 

resistente y sensible respectivamente, en los cuales ambas lineas 

alcanzaron un desarrollo equivalente. A partir de estas plántulas 

se obtuvieron las fracciones microsomales para comparar sus 

actividades de ATPAsA. 
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FigurA 9A. Curv• d• creciMlento da plintul•s d• ••1z d• l•• 
11n••s r••i•tent•(---> y s9flsibl• <-o-) il.l 
d•terioro. Los col.optilota d• •lftb•s lin•a• se 
cos1teh•ron il. loa tiempos lndic•das y se •xpusiaron 
• calor seco, tr•• d• la cual se obtuvieron los 
p•sos secos por p14ntula como s• d•scrib• en 
"•t•ri•l•• y M'tados. 

Figura 98. Curv• de cr1rel•l11nto de pltntulas d• ••iz d• l•• 
lLn••• raslstent• (-&-) y s9nslbl• (-O-> •l 
deteriora. L•• radlcul•~ s• cosmch•ron a los 
ti.-pos tndlc•dos y •• st9utó wl •isMO 
proc9dl•lento que en la Ftour~ 9A. 
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Una vez obtenidas las fracciones microsomales, se 

procedió a medi~ la estabilidad de su capacidad de hidrólisis de 

ATP, tras haberse mantenido en congelación a -7oºc durante 

di1erentes tiempos. Para ello, la actividad de ATPAsA se midi6 en 

un intervalo de O a 10 días. Los resultados para los m1crosomas de 

la linea resistente se muestran en la Tabla V, encontrándose que 

si había actividad de hidrólisis de ATP y que se mantenía al menos 

por tres dias sin var1ac16n sign1ficat1va con respecto a la medida 

el d!a de la obtención de los m1crosomas. Sin embargo, a los 6 '/ 

10 dias se observó una pérdida del Zú'l. de la act1v1dad. Este mismo 

comportamiento se observó tanto en los coleopt1los como en las 

radículas de ambas lineas. Según estos resultados, los ensayos de 

ac.t1vidad de hidrólisis de ATP se hicieron s6lo durante la primera 

semana de obtención de la fracción microsomal. 

TAllLA V. 

ESTAlllLIOAO DE LA ACTIVIDAD DE ATPAsA MICR050MAL 

A TIEMPO DE ALMACENAMIENTO A -7oºc <RESISTENTE>. 

nmol Pi min -' _, 
mg 

TIEMPO (OIAS> COLEOPTILOS RAD!CULAS 

o 49.6 54.2 

l 41.3 56.4 

2 46.8 53.7 

3 45.8 54.2 

6 38.8 42.4 

10 38.5 40.0 

Varias enzimas podrían ser las responsables de la 

actividad de hidról is1s de ATP encontrada. Para identificar los 

posibles componentes, se ensayó la sensibilidad de la hidrólisis 

de ATP a inhib1dores especíiicas de enzimas en las concentraciones 

que se indicar6n en la Tabla II (Ver Materiales 

resultados en la Tabla VI nos indican que 

componentes importantes que hidrolizaban 

preparación y que se evidenciaron gracias 

y Métodos). Los 

eKisten 

ATP en 

cuatro 

nuestra 

la inhibici6n 

específica. La enzima que contribuyó con el 45.B'l. a la actividad 

total es la ATPASA de Tonoplasta que es inhibida por NOll-f también 
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existió sensibilidad a dos inhibidores de la ATPASA de Membrana 

Plasmática, el Dietilestilbestrol COES> y el Na3V04, aunque ambos 

ejercieron una inhibición diferente C55 y 30'l. respectivamente>. El 

mejor inhibidor según algunos reportes es el NaiiVO• pues para el 

DES no se han establecido las condiciones en las que funciona como 

inhibidor especifico, por lo cual seleccionamos al Na3VO• como 

inhibidor especifico para la ATPASA de membrana plasmática. 

Encontramos una contribución a la actividad de hidrólisis de ATP 1 

aunque en menor proporción que los anteriores, por la ATPASA 

Mitocondrial y la Fosfatasa ácida, de 11.5 y 12.5'l. 

respectivamente. Estos dos últimos componentes se encontraron 

contaminando la fracción microsomal, pues su local1zaci6n 

subcelular no correspondia a dicha fracción. Por lo anterior 

cuando se midió exclusivamente la actividad de las ATPAsAs de 

Tonoplasto y Membrana Plasmática, se incluyeron los inhibidores 

para estos contaminantes. Cuando se realizaron las mezclas de los 

inhibidores se observó que las mezclas de N03- y VD• no producían 

las inhibiciones esperadas a partir de su adición independiente: 

éste no fue el caso de la N!I- y el MoO•=, por lo cual estos fueron 

los únicos inhibidores que pudieron ser aNadidos simultáneamente 

cuando as! se requirió. 

TABLA VI 

SENS IB 1 LI DAD A !NHIBIDORE5 DE LA HIDR6LISIS DE ATP 
POR LA FRACCI6N MICR050MAL DE COLEDPTlLOS DE MAIZ. 

INHIBIDDR ENZIMA INHIBIDA 7. INHIBICI6N 
-NO a ATPASA de Tonoplasto 45.8 

"' va. ATPASA de Membrana 30.0 

DES plasmática 55.0 

Oligomicina ATPAsA mitocondrial 11.5 
-Na 11.s 

MoO• = Fosfatasa ácida 12.5 

Para obtener mejores resultados en la inhibición de las 

enzimas que hidrolizan ATP, algunos autores las incuban con el 

inhibidor antes de iniciar la reacción de hidrólisis por adición 
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d• ATP, por lo cUAl probAllO• •l •• .. Joraban la• inhibiclon•• 

pr•lncub..,do con lo• lnhibidorm• .-peclflcom. Lo• ,.....ltadom .n la 

Fi9ura 10 .... stran el •fecto d• la prmlncubaclón de lo• 

lnhibldor•• .., la actividad .-peciflca. Encontraeo• qu• la• 

inhlblclon•• de la actividad fu•ron •ayore• conforllHI •• aumentó el 

ti•.-po d• prelncubación con el inhibldor, y que asto fu• r11a• 

evldent• para el k.N01. una vez •lcanzada asta inhibición s• 

•ilntuva ••t•bl• al r11ena• hasta las 6 minutos. Tarabián la 

inhibición par Na:IVO• y oliQo•lclna s• r11eJor6 con la preincub•ción 

aunque "'9nDS que la del l<NO•. Por las datos anterior••• en lOs 

ensayos en que•• •idió sensibilidad a lnhlbidoras se preincubaron 

las Memhrianas dur.,,te ~ •inutos con ellos. Esta efecto indica que 

estos lnhlbidores son .... .alguna •gentes 

inactiv..,,tes de las enzimas. 

TOTAL 

ou:;o. 

No2V04 

KN0:5 

10 

2 5 6 7 

T 1 E t.4 Po (mn) 

Fl9ura 10. Est;obleci•lento d• la• condlclon•• 6ptl••• d• 
prmincubacldn con lo• lnhlbldor•• .-pecifico•. 251'9 
de -.tiranas alcl"0909•1•• de caleapt: l las, •• 
prelncubaron a la. tt1t91Pa• tndtcAdas wn pres.nctA 
d• 109 lnhlbldor- -nalado•, - •1 -lo d• 
rmacclón. Al cabo de cada ti-o, la rmaccl6n d• 
hldróll•l• d• ATP .. inició por adlclón d•l 
sustrato y •e d•Jó tr..,scurrlr por 25 •ln. al cabo 
de lo• cual- •• •ldió •l Pl llb•rado por el 
9'todo de Alome IV•r "ªt•rlal•• y "6todo•I. Las 
concentraclon- de lo• lnhlbidor.s fu•ron 150 µft 
Na.VO., lOO '"" KNO• y 33 µ9/00Q prot. Oll<¡oelclna. 
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Microsomas línea resistente 
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g' 
:::,. 

~ 
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Flgura 11A. Curso de tilNIPO de hidr61i•i• de ATP. 6~ l'9 de 
prote.l.n• •lcroso.al d• coleoptUas <-- > o 
r•d.l.cul•• <~o--> de la llnea r .. tetente, •• 
..rl•di•ron a 7.S •1 de .-dlo d• hldr61l•l• de ATP. 
De aqu(, •ltcuotas d• 300 ,..1 - r.....,leron a los 
tltttOpos lndic...,.,.., aftadl4nda•• a 30 ,..1 d• TCA. El 
Pi llber•do fue detereln•do par el .. todo de AAes. 

Figura 118. Curso de tl.-po de hldr6ll•l• de ATP. 
UUltunda pratetna •lera-al de col-Ulo• C-4t-1 
o r•d.l.cul•• '-0-> de la Un•• Hnalllle, el ensayo 
- reallzd de ..,,•ra •l•ll•r •1 que •• describid en 
la Figura UA. 



Ahora bien, hasta el momento se habían realizado los 

expertmentos a tiempos cortos, y para poder establec:.er las 

condic1ones de linearidad de la reacción enzimática con respecto 

al tiempo, se midt6 la liberación de Pi por hidrólisis de ATP 

diferentes tiempos en los m1crosomas de las do:. lineas de mai~-

En el curso de t1empo de h1dr6lls1s de ATP de los 

microsomas de la linea resistente <F1gu,.a 11AJ, la c:.urva de 

coleoptilos muestr·a que la actnndad de hidrólisis de ATF' fue 

lineal con respecto al tiempo durante 4(1 m1n. E:n la curva de 

raaiculas sucedió al<;¡to s1m1lar, s1 bien después de 40 minutos, la 

hidr6l1s1s de ATP tend16 a disminuir. En esta misma gráfica se 

aprecia que la llber"'1c:16n de P1 en las radiculas fue del doble con 

respecto a la obtenida en los coleoptilos. En la Fi9ura 110 se 

encuentra el exper1mento análogo pero en los microsomas de la 

linea sensible. Se observa que tanto en los coleopt1los como en 

las radiculas la c1nét1c:a fue lineal hasta los 40 minutos. 

Comparando la curva de liberación de Pi de los coleoptilos de la 

linea resistente~ se observa Que esta actividad fue de 

apro:qmadamente el doble que la determinada en la linea sensible. 

Por otra parte, la actividad mostrada en radie.utas de la linea 

sensible no fue s1gn1ficativamente distinta la de la linea 

resistente. Estas diferencias fueron e>:ploradas con mas detalle en 

el e:~perimento que. se muestra a contínuaci6n. De acuerdo los 

anteriores resultados, las actividades de ATP fueron medidas a 

tiempos entre 20 y 30 m1nutos. 

Los anteriores resultados e>:perimentales indican que si 

existen diferencias en las actividades de hidr61isis de ATP por 

las fracciones microsomales de coleoptilos de las dos lineas y que 

apélrentemente no habia diferencia en las actividades hidrol!ticas 

de las fracciones microsomales de las radículas respectivas. Los 

contribuyentes a esta activi~ud 1 en especial los debidos a la 

ATPA.sA de tonoplasto y membrana plai;;m.ática fueron investigados y 

comparados en amb~s lineas de ma!z. 
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TABLA VII. 

ACTIVIDAD DE HIDROLISIS DE ATP POR LA FRACCION MICROSOHAL 
OE COLEOPTILOS DE LAS L!NEAS RESISTENTE Y SENSIBLE 

HIDR6LIS15 DE ATP 

nmol P1 min -. mg-1 (INHIB!CION> 

ACTIVIDAD RESISTENTE SENSIBLE 

TOTAL 34.7 (1)) 
. 

13~4 co>* 
SENS A KNOo 17.2 tSO> 37•• 12.6 (94) 

.. o 
SENS A Na9VO ... 7.9 C23) 8.2 !61) 

SENS A DL!GOM!CINA 5.7 116) 3.1 t23l 

SENS A NazMoO• e.:; <::?4> 3.6 (27J 

1,.nhl.b\.dor 1,.nd1.c:o.do o. leu11 ••f\a.l~o.• 

r••p•clo Q, lo. "11.d.tÓl1.•t-• TOTAL. 

!'f dft \nhd;i\e\.Ón de lQ ~t\vtdod de t.onopto.ato 
ea.leuloda. por ta. U'\h1.b1.e1.bn. d1.r•elCL f>Qr .kNO!I, p<:>r la. 

di.fervncto. de la. c;i<;;ltvtdod lola.l c34, 7 nmoll'1./mtn/mg 1.009" 

po;tra. la. Lll"leQ por •Jemplol y lo d• 
H'lhd:iu:ton•• dtr•etcs.9 oblen1.d<1* peor tci. C1d1.e~On de Na.SVO-t y 

f'lo.2Mo0<6 (21. P r.moLP1./m1.n/m9 

a.n.:ihll!odo• •" lo. d1.11euslén. 

Lo. Q.C\t.V\do.d •ttns1.ble 

d1.feref"e1.a. 

a.Cl\.Vi.dod 

E•lo• votc>re• 

... ObhJ.VÓ 

h1,.drOl1,.91,.e d. A."rP 

1,. nh1,. b1.dor. El 

l~ 

y l~ 

roafo.to 

La contribución a la actividad de hidrólisis de ATP de 

los componentes de la ft"cu:ción microsomal de c:oleoptilos de ambas 

líneas de maíz se muestra en la Tabla VII. La actividad total de 

la fracción microsomal de la linea resistente fue de 34. 7 nrnol 

Pi/min/mg, que disminuyo un 50Y. cuando se afiadi6 KNQ3 <inhibidor 

de la ATPAS4 de tonoplasto) al medio de reacci6n~ por lo que se 

infiere que la ATPAsA de tonoplasto contribuyó con 17.2 nmol 

Pi/min/mg a la actividad total. En presencia de Na3VO•, que es 

inhib1dor de la ATPAsA de membrana plasmática, la actividad se 

inhibió un 23'l., resulta entonces que la ATPASA de membrana 

plasmática contribuyó con 7.9 nmol Pi/min/mQ. También hubo 

contribución a la ac:tividaCI total de hidr6lisis de ATP por la 

ATPA.sA mi tocondrial y por fosfasa ácida, ya que se observó 

inhibición de la actividad total por oligomicina y molibdato de 
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sodio de 16 y 24'l. respectivamente. Nótese que la suma de 'l. de 

inhibición es superior al 1007., indicando que existe cierta 

inhibición cru::ada de los inhibidores. 

En la linea sen:ible la actividad de hidrólisis de ATP 

fue de 13.4 nmol Pi/min/mg que resultó ser ::?.6 veces menot· que la 

encontrada en la linea resistente. Tal y como ocurrió con la linea 

resistente, tambión en la linea sensible la mayor contribución 

la actividad total de hidrólisis de ATP se debió a la ATPAsA de 

tonoplasto seguida por la de la ATPASA de membrana plasmática, ya 

que la actividad sensible a KN03 fue de 12.6 nmol Pi/min/mg y 

pr·esencia de Na3VO• la actividad total fue inhibida un 61'l., por lo 

que la actividad de la ATPAsA de membrana plasmática fue de 8.2 

nmol Pi/min/mg. Comparando las ATPAsAs de tonoplasto y membrana 

plasmática en ambas lineas de maíz, se observó que la ATPASA de 

tonoplasto de la linea resistente es 1.4 veces mayor que la de la 

linea sensible, mient1·as que en la ATPAsA de membrana plasmática 

de la linea resistente la actividad es ligeramente menor a la de 

la linea sensible. 

La contribución la actividad total por los 

contaminantes también se encontró en la linea sensible, en donde 

la ATPASA mitocondrial contribuyó un 23'l. y la actividad de la 

fosfatasa ácida fue de un 27/., siendo ambos porcentajes mayores 

a los encontrados en la linea resistente. Nuevamente 

encontramos que la suma de 'l. de inhibición es mayor al lO_O'l., lo 

cual nos confirma que hay inhibición cruzada, el inhibidor que 

probablement~ sea el causante de tal inhibición poco especifica es 

el KN03, y los motivos por los cuales creemos que ocurre la 

inhibición cruzada se detallan más adelante en la discusión. 

Aunque el efecto de esta inhibición cruzada fue ignorado debido 

que no se cuenta con la información su1iciente para medir su 

magnitud. 

Los valores de hidrólisis de ATP con lo que contribuyen 

los contaminantes en la actividad total de la fracci6n microsomal 

fluctuaban de preparación a preparación, por lo cual las 

diferencias en actividad total entre las lineas sensible y 
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resistente no solo se deben a las ATPAs~s microsomales <ATPASAS de 

t_onoplasto y membrana plasmática) sino también a la de los 

contaminantes. Es posible conocer c:on certeza la contribución de 

los contaminantes debido a que los inhibidot~es de su actividad son 

realmente espec:ifícos. 

TABLA VIII. 

FOSFATO PRODUCIDO F'OR LA FRACCl6N MICROSOMAL 
DE COLEOPTI LOS 

HIDR6LISIS DE ATP 

nmol F'l -· min mg -· 
CONTRIBUYENTE RESISTENTE SENSIBLE 

ATPAsA MITOCONDRIAL 5.7 3.1 

FOSFATASA AC IDA 8.3 3.6 

CONTAMINANTES TOTALES 14.0 6.7 

ATPASA MICROSOHAL :'O. 7 6.7 

Va que la magnitud de 'la diferencia entre la hidr6l·isis 

de ATP por la líneas resistente y la sensible era muy importante 

desde el punto de vista de nuestros objetivos, era necesario 

evaluar de una manera mas precisa tal diferencia. El hecho de que 

tuviéramos contaminantes en la fracci6n microsomal interferia con 

tal evaluación. La contribuci6n al Pi liberado por las ATPASAS 

microsomales se obtuvo de sustraer la actividad total de 

hidrólisis de ATP de cada fracci6n microsomal, la contribuci6n 

respectiva de los contaminantes a la actividad total. En la Tabla 

VIII encontramos que la actividad de la ATPAsA mitocondrial en la 

línea resistente fue de 5.7 nmol Pi/min/mg, la fosfatasa ácida 

contribuyó con un actividad de 8.3 nmol Pi/m1n/mg en la actividad 

total de los microsomas de la línea resistente y con 3.6 nmol 

Pi/min/ng en la línea seneible. Si sumamos las actividades de 

estos dos componentes no m1crosomales, tenemos que en la línea 

resistente 14 nmol Pi /min/mg 

contaminantes mientras que 

estuvieron dadas 

la l!nea sensible 

por 

el 

los 

valot"' 

correspondiente fue de 6.7 nmol P1/min/mg. Cuando restamos la 

contribución de las actividades no m1crosomales a la actividad 
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total obtuvitM>s la actividad de las ATP•s•s microso•ales que en la 

linea resistente fue de 20.7 nmol Pi/min/mg resultando ser 3.1 

veces mayor al encontrado en la linea sensible. 

TABLA IX. 

ACTIVIDAD DE HIDR6LISIS DE ATP POR LA FRACCION MICROSOMAL 
DE RADlCULAS DE LAS LINEAS RESISTENTE V SENSIBLE 

HIDRóLISIS DE ATP 

nmol Pi min -· mg -· ( INH!BlCIONl 

ACTIVIDAD RESISTENTE SENSIBLE 

TOTAL 70.6 (Q)* 49.0 <O>* 

SENS A KNOo 26.0 (37) 44 
.. 

31. 9 (65) ZB., 

SENS A Nas VD• 21.4 <30) 18.3 (37l 

SENS A OLIGOMICINA 10.4 (15) 10.5 <21> 

SENS A NazHoO• 7.B <11) 6.6 ( 14) 

L.o. ci.chv\do.d ••ns\b\• Q\ U'lht.b\dor obtuvo d• 

•• t.dé.rilt.eo. Q eoino •• de ser\. bt.Ó •n lQ To.bla. VII. 
N d• i.riht.bl.c:i.Ón t.•Óri.eo ea.leulo.do ••9Un d•eeri.b~Ó 

Tc.blo. VII. ••\.o• va.lor•• o.nCLhzodo• ma..e o.de\.o.nl• 

d~•eua\Ón. 

•l 

lo 

lo 

En las fracciones microsomales de las radiculas se 

observó (Tabla IX> que la actividad total en la linea resistente 

fue de 70.6 nmol Pi/min/mg. El KNQ3 inhibió un 37% y el Naavo... un 

30%, por lo que nuevamente la ATPAsA de tonoplasto fue la que 

contribuyó mas al Pi liberado <26.0 nmol Pi/min/mg>, 

la actividad de la ATPASA de membrana plasmática 

seguida por 

<21.4 nmol 

Pi/min/mg). La ATPASA mitocondrial estaba presente proporcionando 

el 151. de la actividad y la fosfatasa ácida un 11'l.. En la linea 

sensible la actividad de hidrólisis de ATP de la fracción 

microsomal de radículas fue de 49.0 nmol Pi/min/mg, resultando ser 

1.4 veces menor al encontrado en la linea resistente. La actividad 

total en los microsomas de la linea sensible fue inhibida 65% por 

KN03, es decir la ATPASA de tonoplasto proporcionó 31.9 nmol 

Pi/min/mg a la actividad total, mientras que la ATPASA de membrana 

plasmática contribuyó con 18.3 nmol Pi/min/mg ya que el Naavo ... 
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inhibió un 37X a la actividad de hidrólisis de ATP total. La su~a 

de los % de inhibición de las radículas de la linea sensible fue 

superior al lOOX lo cual nos confirma el posible efecto de 

inhibición cruzada de alguno de los inh1bidores. Nuevamente se 

hizo necesario distinguir la magnitud de la diferencia entre las 

actividades de hidrólisis de ATP entre las ATPAsAs microsomales de 

las líneas resistente y sensible, por lo que hubo que sustraer la 

actividad con la que contribuyeron los contaminantes. 

TABLA X. 

FOSFATO PRODUCIDO POR LA FRACCI~ MICROSOMAL 
DE RAD!CULAS. 

HIDRCi.ISIS DE ATP 

nmol Pi min -. mg -. 
CONTRIBUYENTE RESISTENTE SENSIBLE 

ATPASA MITOCONDRIAL 10.4 10.5 

FOSFATASA ÁCIDA 7.8 6.6 

CONTAMINANTES TOTALES 18.2 17.1 

ATPASA M!CROSOMAL 52.4 31.9 

La contribución de los contaminantes a la actividad de 

hidrólisis de ATP de la fracción microsomal de radículas (Tabla X> 

de la linea resistente, fue en total de 18.2 nmol Pi/min/mg que es 

ligeramente mayor a lo que contribuyeron en la línea sensible que 

fue de 17.1 nmol Pi/min/mg Chay que tomar en cuenta que la 

contribución al Pi liberado por lo contaminantes variaba de 

preparación a preparación). Después de restar el valor del Pi 

producido por los contaminantes a la actividad total de hidrólisis 

de ATP, de manera similar a como lo hicimos para los coleoptilos, 

resulta CTabla X> que los microsomas de radicula de la linea 

sensible fue 1.6 veces menor en actividad que los de la linea 

resistente. 

Para identificar cuál de las ATPASAs microsomales Cla de 

tonoplasto y la de membrana plasmática> era la responsable de las 
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diferencias encontradas en la linea resistente comparada con la 

sensible, se procedió a tratar de hacer una diferenciación 

mediante un estudio cinético de velocidad de hidrólisis de ATP, 

atendiendo a que un estudio de este tipo aporta características 

espec!ficas como afinidad de la en:tíma por el sustrato fKm>., el 

máximo de actividad que puede alcanzar la enzima en condiciones 

óptimas de concentración de sustrato <Vmax> y la existencia da 

cooperatividad entre sitios para una enzima con multisubun1dades 

(coeficiente de Hi 11), entre otras. Los anteriores parámetros 

pueden sugef"irnos la identidad de las enzimas, ya que estos 

valores podían ser comparados con los de la literatura que 

establecen ~:ms especificas para las ATPASAS• 

Los experimentos del estudio cinético de actividad de 

hidrólisis de ATPt se realizaron a díterentes concentraciones de 

ATP, tomando en cuenta que al pH en que la reacci6n se 11ev6 a 

cabo, la especie predominante y sustrato real de la enzima era 

ATPHMg <Ver Materiales y Métodos). Con el tin de expresar solo la 

actividad de las ATPAsA.s microsomales, el medio de reacción 

incluyó NaNa y NazMoO• como se indicó en la Tabla II CHateriales y 

Métodos>. La cantidad de proteína usada en todos los casos fue la 

misma, as! como. el tiempo de reacción. 

Los valores experimentales de hid~6lis1s de ATP en los 

microsomas de los coleoptilos de la linea resistente se muestran 

en la gráfica 12A en la curva TOTAL. Cuando estos valores 1ueron 

9raf ic:ados como dobles rec!procos 

comportamiento no era Michaeliano (ver 

se 

Figura 

encontró 

129 en 

que el 

la curva 

Total) .. Varias pueden ser las causas por las cuales se puede 

presentar un comportamiento de este tipo, una de ellas es la de 

una en2ima que muestra cooperatividad, otra es el de la mezcla de 

varias enzimas que pueden presentar además cooperatividad <una o 

varias de ellas>- Por lo anterior los datos experimentales fueron 

ajustados mediante un programa de regresión no lineal a las 

ecuaciones matemáticas que describen los dos anteriores 

comportamientos (Ver Materiales y Métodos>, para determinar los 

parámetros cinéticos de los componentes que hidrolizaban ATP en la 

fracción mitrosomal .. 
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El resultado obtenido mostró que eran dos enzimas las que 

hidrol izaban ATP en la fracción microsomal y que presentaban un 

número de Hill Ch y h') cercano a uno, lo cual indica la no 

existencia de cooperatividad en ambas. De manera que para mejorar 

el comportamiento estad!stico del ajuste los datos fueron 

procesados nuevamente con el programa de regresión no lineal 

usando la ecuación de velocidad que propone la mezcla de dos 

enzimas, fijando en esta ocasión el valor de h y h' uno 

(comportamiento Michaeliano de ambas enzimas>. De este modo el 

proi;¡rama de regresión no 1 ineal loqr6 un ajuste en el se hace 

evidente la presencia de dos enzimas que se comportan de acuerdo a 

una cinética de Michaelis-Menten. Las dos curvas resueltas fueron 

denominadas Enzima 1 y Enzima 2, de acuerdo con los parámetros 

cinéticos <Vmax y Km> de las dos enzimas <F19ura 128>. 

En la gráfica de actividad microsomal de los coleoptilos 

de la linea resistente <Figura 12A>, se observa como la actividad 

de hidrólisis de ATP de las dos enzimas resueltas fue distinta 

dependiendo de la concentración de ATP. Observamos que bajas 

concentraciones de ATP, la enzima que contribuyó mayoritariamente 

a la actividad era la Enzima 1 y que al aumentar la concentración 

de ATP, la Enzima 2 llegaba a contribuir tanto como la Enzima 1. 

Tenemos con esto que al cambiar la concentración de ATP se 

expresaban en diferente magnitud las actividades de hidrólisis de 

ATP las dos enzimas. 
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Si comparamos lo anterior con lo obtenido para los 

microsomas de la linea sensible, lo que también encontramos es una 

c1n6tica no Micheliana para los datos experimentales <Curva TOTAL. 

Fi9ura 13A>, que se hizo evidente al tra;:ar la curva como dobles 

recíprocos <Curva TOTAL, Figura 1'38>. Al hacerse el mismo 

tratamiento matemático que en los datos de hidrólisis de ATF' de 

Jos coleoptilos de la línea resistente, obtuvimos los datos 

9raficados en la Fi9ura 13A. Las dos enzimas disecadas de la curva 

de hidróltsis de ATP total presentaban un comportamiento del tipo 

Michaeliano <Fi9ura 138), siendo evidente además que una tenía una 

alta Km y la otra una baJa. Algo muy interesante fue que en esta 

ocasión la enzima de alto Km <Enzima 1) es la responsable de la 

mayor parte de la activ1dad, especialmente a altas concentraciones 

de ATP, en tanto que la de bajo km <En::ima 2) permanecía con:tante 

a lo largo de todas las conc:entrac lones de ATF debido a que se 

saturaba a concentraciones muy bajas de ATP (Figura 13AJ. Esta 

situación es contraria a lo que ocurría con la línea resistente. 

La diferencia en las Vmax alcan;::adas por los dos componentes 

parece ser la diferencia mas rele-vante en la hidrólisis de los 

microsomas del coleoptilo sensible comparada con la de la línea 

resistente. Los Villores absolutos de estas constantes cinéticas, 

as! como las diferencias, se muestran en la Tabla XI. 

Con respecto a las radículas de la línea resistente 

<Figura 14A>, encontramos de nuevo que la actividad total de 

hidrólisis de ATP <Curva TOTAL, Figura 14A> al ser graficada como 

dobles recíprocos no mostró un comportamiento Michaeliano <Curva 

TOTAL, Figura 148>. Al aplicar con el programa de regresión no 

lineal con las ecuaciones de velocidad propuestas para estos 

datos, se disecat"on dos componentes (Ver Figura 14A), presentando 

ambos un típico comportamiento Mich.ael iano <Figura 148). Las 

actividades de las dos enzimas, Enzima 1 y Enzima 2 <Figura 14A), 

muestran diferencias menos pronunciadas en el valar de Km para 

ATPMg, aunque la Enzima de alto t(m <Enzima 1) tenía una actividad 

más alta que la Enzima 2 a cualquier concentración de sustrato 

empleada. La mayor diferencia al medir las actividades de ambas 

enzimas se encontró a bajas concentraciones de ATP 1 en donde la 
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Enzima 1 fue la que proporcionó la mayor parte de la actividad. 

Aquí nuevamente vemos que influye de manera importante la 

concentración de sustrato para que se manifieste la actividad de 

una u otra enzima, como debe esperarse de acuerdo con los valores 

de Km para ATPMg encontrados. 

En concordancia los datos anteriores, en los 

microsomas de las rad~culas de la linea sensible, cuando los datos 

exper'imentales que se muestran en la FiQura 15A curva TOTAL, 

fueron graficados como dobles reciprocas se puso de manifiesto el 

comportamiento no Michaeliano <Figura 158, curva TOTAL>; el mismo 

tratamiento matemático antes mencionado permitió separ"ar los dos 

componentes responsables de la hidrólisis de ATP <Figura 15Al, de 

los cuales es posible determinar· de nuevo la Km 

cor"respond1ente de cada enzima <Ver Figura 1'5B>. 

y Vmax 

La actividad de la Enzima (Figura lSA> no se vi6 

afectada grandemente al aumentar la concentración de sustrato, ya 

que aún a concentraciones baJas de ATP la enzima se encontraba 

saturada y estaba trabajando a su máY.imo. La Enzima 2 se convirtió 

en el componente más importante de la actividad al aumentar la 

concentración de ATPHMg por encima de 2 mM. Lo anterior es 

contrario a lo que sucede con los microsomas de las radículas de 

la linea resistente (Figura 14A> ya que la Enzima 2 no contribuyó 

de manera mayor1tar1a a la hidrólisis de ATP y tuvo una Vmax menor 

a la de la linea sensible. La Enzima 2 parece hacer la diferencia 

entre las radiculas, ya que la Enzima l extraída de ambas lineas 

de maiz presentó valores de actividad de hidrólisis de ATP muy 

si mi lares. 
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TABLA XI 

COMPARACI~ DE CONSTANTES C!NtTICAS EN COLEOPT!LO V RADtCULA 
DE LAS LINEAS DE MA1Z RESISTENTE V SENSIBLE. 

COLEDPT!LD RAD!CULA 

RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE SENSIBLE 

Kml* + ••• o. 064-0. 04 o. 045:!:0. c>2 0.201!0.20 0.010:!:1.os 

Vmaxl 
... 

0.370:!:0.07 0.107!0. 02 0.590:!:0.60 
+ 

0.341-0.16 

Km2• 3.940!2. 25 1. z34!0.3e 
+ 

2.029-3.54 3.390!1.53 

Vmax2 
*4 

0.590!0.07 0.540:!:0.03 o.soz!o.52 + 
1. 508-0.13 

* mM ATPHM9: ++nmol Pt m\.t"l-t. *** . Ltmtl•• de conÍ\dn:d. 

Los valores de las constantes cinéticas Km y Vmax 

obtenidos de las gráficas anteriores, se sumar1zan en la Tabla XI. 

Se denotaron como ~:m1 y Vma::l a los valores correspondientes a la 

Enzima 1 y de manera equivalente para la Enzima 2 <Km2 y Vmax2>. 

En los coleoptilos de la linea resistente se tiene que la Kml es 

62 veces menor a la Km2, lo que nos muestra que hay dos enzimas 

que pod!an ser diferenciadas claramente por su distinta afinidad 

al sustrato. Además presentan Vma}: 119eramente distintas, siendo 

0.37 nmol Pi/min/mg el valor de la Vmaxl y 0.59 el de la Vmax2. La 

Kml de la fracción mi.crosomal de los coleoptilos de la linea 

sensible es 27 veces menor que la ~m2 de su Enzima 2, por lo cual 

es evidente que son dos las enzimas que hidrolizan ATP y que lo 

hacen a velocidad muy distinta dependiendo de la concentración de 

sustrato. La Vmaxl de la Enzima 1 de la fracción microsomal de la 

linea sensible es 4.4 veces menor que la Vmax2. Comparando las 

constantes cinéticas encontradas para los coleopti los de la línea 

sensible con los de la linea resistente se observa que no hay 

diferencia significativa entre las Kms de las Enzimas 1, de modo 

similar ocurrió entre las Kms2 de las dos lineas. Lo que indica 

que las Enzimas 1 y 2 no presentaron diferente afinidad por el 

sustrato en ambas lineas de maiz. Sin embargo, al comparar las 

Vmax se encontró que la Vmax 1 de la linea resistente fue 3.5 

veces mayor que la de la linea sensible, esta diferencia en Vmax 
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encontramos en la linea sensible con respecto a la de la linea 

resistente, ya que en sus Vma~ fVmaK2> no fue observada nin9una 

di ferencta. 

En las fracciones microsoma.les de las rad!culas <Tabla 

XI> se obtuvo que también existía una diferencia considerable 

entre las Kms 1 y 2 que hacen posible distinguir dos enzimas 

distintas. Si comparamos las Kms de las dos lineas resistente y 

sensible, se observa. que no hay una diferencia si9n1ficativa entre 

las Kms 1 ni tampoco entre las Kms 2 de ambas lineas. De manera 

análoga a los coleopt1los no hay d11erencia en las a1inidades de 

las enzimas por el sustrato. Las Vmaxl de las Enzimas 1 de las dos 

líneas no presentaron diferencias s1gn1fic:ativas, mientras que en 

las Vmax 2 parece haber una pequef"ia díferenc:ia, que favoreció en 

actividad a la linea sensible, ya que la Vmax2 de ésta es mayor 

la de la linea resistente C3 vece~). 

Los parámetros cinéticos de los dos componentes que 

hidrclizan ATP en la fraccton mic:rosomal, presentaron dos Kms 

distintas como ya se mencionó y que pad!an ser comparadas con los 

datos reportados en la literatura para enzimas que hidrol12an ATP 

en células vegetales. Esta comparación nos indicó que estas 

enzimas pueden corresponder, la de bajo •~m a la ATPASA de 

tonoplasto y la de alto Km a la ATPAs• de membrana plasmática, 

pues estos valores están cercanos a los reportados en la 

1 i teratura (50, 59>. 

Con objeto de confirmar esta posibilidad, hicimos un 

experimento en el que se pudieran expresar o una u otra ATPASA de 

acuerdo a la concentración de ATP, utilizando además los 

inhibidores específicos de las ATPAsAs de tonoplasto y de membrana 

plasmática .. 

Las actividades de hidrólisis de ATP se realizaron a 1 y 

10 mH de ATP <correspondientes a 0 .. 77 y a.12 mM de la especie 

ATPHM9>. Para diferenciar los componentes que hidrolizan ATP se 

incluyeron los inhibídores especificas para cada una de ellas a 

las concentraciones indicadas en Materiales y M6todos. 
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TABLA XI l 

COMPARACIÓN DE HIDRÓLISIS DE ATP EN MICROSOMAS DE COLEOPTILOS 
DE AMBAS LÍNEAS A DOS CONCENTRACIONES DE SUSTRATO 

LiNEA RESISTENTE 
ACTIVIDAD 1MM ATP 10MM ATP 

NMOL Pi 
-1 -1 

MIN MG 

TOTAL 45.6 (0)* 86.6 (0)* 

-SENS A N03 22 .4- (49. 1) 30.0 (34 .6) 

SENS A 
¡¡; 

V04 1.8 (4.. 0) 14-. 8 ( 17. 1) 
-SENS A N3 5.8 C12.8) 10.6 ( 12. 1) 

SENS A 
= 

Mo04 O.O (O) 8.9 e 10. 3> 

CONTAM. TOTALES 5.8 C12.8) l::J.... ~"". 4-J 

MICROSOMAL 39.8 (87.2) 67.2 <77.6) 

LfNEA SENSIBLE 
ACTIVIDAD 1MM ATP 10MM ATP 

Pi HIN 
-1 -1 

NMOL MG 

TOTAL 32.6 (0)* 63.4 <o>* 

SENS A NO; 15.3 (47. 0) 19.7 (31 .1) 

SENS A V0 4 " 8.9 <27. 4) 26.0 (41 .0) 
-

SENS A N3 6.2 ( 19. 0) 8. 1 ( 12.8> 

SENS A Mo04 
= 

3.9 ( 11 . 0) 11. 8 C18.6) 

CONTAM. TOTALES 10. 1 (30.0) 19.9 <31.4) 

MICROSOMAL 22.5 (70.0) 43.5 (68.6) 

<>* 'l. DE INHIBICIÓN DE LA ACTIVIDAD DE LA ATPASA POR EL 
INHIBIDOR INDICADO. 



La fracción microsomal de los coleoptilos de la linea 

resistente <Tabla XII> tuvo una actividad total de 45.6 nmol 

Pi/m1n/mg a lmM, la cual se duplicó al aumentar la concentración 

de sustrato. La c:ontr1buci6n de la ATPAsA de tonoplasto a la 

actividad total fue de 22.4 nmol Pi/min/mg, la cual aumento 

ligeramente (31).0 nmol Pi/min/mg) a 10mM ATP. Lo anterior indicaba 

que el incremento en la concentración de sustrato tenía poco 

efecto sobre la act1v1dad de la ATP~sA de tonoplasto, identificada 

por su sens1b1l1dad a t<NOa, lo cual correlacionaba con que ésta 

en;::1ma cort·espond1era a la Enzima 1 obtenida en los datos del 

estudio c1nét1co, ya que presentaba una baja Km (kml>, y por 

tanto, ya bajas concentraciones de sustrato la enzima se 

encuentra trabajando cerca del mAx1mo de su actividad, y un 

aumento en la concentración de ATP proporcionaría poco o ningún 

efec: to en ésta. 

La ATPASA de membrana plasmática <inhibida por NaaVQ¿) a 

lmM de ATP se encontró poco activa, tan sólo el 41. de la actividad 

de hidrólisis de ATP total fue proporcionada por ella (1.8 nmol 

Pi/min/mg>, mientras que a lOmM de ATP aumentó considerablemente a 

14.B nmol Pi /min/m9. Analizando lo anterior, encontramos que la 

ATPASA de membrana plasmática resultó responder más al aumentar la 

concentración de sustrato, lo cual parece estar de acuerdo con la 

cinética de la Enzima 2 de la Figura 12A. La Km2 que presentaba la 

Enzima 2 <Tabla XI> ·mostró un requerimento alto de concentración 

de sustrato para alcan:?:ar su actividad máxima. Tal comportamiento 

parece indicar que la Enzima 2 corresponde a la ATPAsA de membrana 

plasmática inhibida específicamente por NaaVO¿. La contribución 

la actividad de hidrólisis de ATP total por los contaminantes 

lmM ATP fue del 12.8/. y aumentó un 22.4/. a lOmM ATP. Al sustraer 

la actividad con la que contribuyeron los contaminantes, se obtuvo 

la actividad debida exclusivamente a los microsomas, la cual a 1mM 

ATP fue de 39.B nmol Pi/min/mg y aumentó 1.7 veces al aumentar la 

concentración de sustrato, éste aumento se explica principalmente 

por el incremento en la actividad de hidrólisis de ATP por la 

ATPASA de membrana plasmática. 
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El mismo experimento pero en los coleoptilos de la linea 

sensible <Tabla XII> mostro que también habia un aumento de dos 

veces en la actividad total medida a 1 y lOmM ATP t32.6 contra 

6:..4 nmol Pi/m1n/mQ). HL1bo un ligero aumento de la actividad 

sensible a KN03 <ATPASA de tonoplasto> de 15.3 19. 7 nmol 

P1/min/mg, al aumentar la concentración de sustrato, como se 

esperaba que ocurrie1·a, si la ATPASA de tonoplasto correspondia a 

la En;:ima l, ya que no deberia presentar un cambio notable 

actividad al aumentar la concentración de ATP, por contar con un 

bajo valor de l<m <Tabla Xll. La actividad de la ATPAsA de membrana 

plasmática fue de 8.9 nmol Pi/min/mg a 1 mH y tuvo un aumento de 

2. 9 veces a lúmH ATF', esto concuerda con el compot~tamiento de los 

datos graficados para la En=ima : en la Figura 13A, por presentat· 

una t<m alta <Tabla XI>, y por tanto una actividad susceptible al 

incremento la concentraci6n del sustrato. Al sumar las 

actividades de los contaminantes, se obtuvo que 11). 1 nmol 

Pi/min/mQ era su contribuc16n a la actividad medida a lmM de ATP y 

que aument6 al doble a lOmH de ATP; al restar esta contribución 

1 y lOmM respectivamente a la actividad total, se obtuvo que la 

actividad microsomal 1ue de 22.5 a lmH de ATP aumentando 1.9 veces 

al subir el ATP a lOmM. Comparando las actividades microsomales a 

1 y lt)mM de ATP en las dos lineas de maiz, se encontró que a lmH 

de ATF' la actividad microsomal de la linea resistente es la8 veces 

mayor que la de la linea sensible, mientras que a lOmM de ATP la 

di1erencia 1ue de t.5 veces mayo1~ en la linea resistente que en la 

sensibleª 
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TABLA XIII 

COMPARACION DE HIDROL!SIS DE ATP EN MICROSOMAS DE RADICULAS 
DE AMBAS LINEAS A DOS CONCENTRACIONES DE SUSTRATO 

LINEA RESISTENTE 
ACTIVIDAD 1MM ATP 10MM ATP 

P1 
-1 -1 

NMOL MIN MG 

TOTAL 54.2 <O>* 115 .o co>* 
-SENS A N03 11. 4 C21.0) 30.7 <26.7) 

SENS A = V04 6.4 e 11.8) 29. 3 <25.5) 

SENS A N3 - 7.8 (14.3) 5.4 C4.6) 

SENS A Mo04 
= 1.0 e 1. n 14.0 < 13. 0) 

CONTAM. TOTALES 8.8 e 16.0) 20.2 C17.6) 

MlCROSOMAL 45.4 C84.0) 94.8 (82.4) 

LINEA SENSIBLE 
ACTIVIDAD 1MM ATP 10MM ATP 

NMOL P1 MIN -1 -1 
MG 

TOTAL 83.1 COJ* 167.3 CO)* 
-SENS A N03 24.2 (29.1) 44.2 C26.4) 

SENS A V04 
= 16. 2 < 19. 5) 36.7 C22.0 

-SENS A N3 12. 3 e 14.8) 13.6 (8. 1) 

SENS A Mo04 
= 3.2 (3.8) 7.3 (4 .4) 

CONTAM. TOTALES 15.5 e 18. 6) 20.9 C12.5 

MICROSOMAL 67.6 (81 .4) 146.4 C87.5' 
T 

() 'l. DE !NHIBICION DE LA ACTIVIDAD DE LA ATPAs .. POR EL 
!NHIBIOOR INDICADO. 
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En la Tabla XIII se muestran los resultados de un 

experimento análo90 al anterior, pero en las fracciones 

microsomales de las radículas. En la línea resistente se obtuvo 

una actividad total a tmM de ATP de 54.2 nmol Pi/min/mg con un 

incremento de 2.1 veces al aumentar a lOmM ATP. La actividad de la 

ATPASA de tonoplasto (actividad sensible a NOs-} fue de 11.4 nmol 

Pi/min/m9 aumentando 2.7 veces lOmM ATP. Según nuestra 

proposición, si la ATPASA de tonoplasto corresponde a la Enzima 

con una l<m para ATPHM9 de O. 287 (Tabla XI>, el aumento en la 

actividad es justificado ya que a lmM ATP (que equivale a 0.77 mM 

ATPHM9) la enzima aún no se encontraría saturada y su actividad 

estaría por abajo de la Vmax, mientras que a lOmM ATP ya exhibiría 

la actividad máxima que puede alcanzar. 

La ATPASA de membrana plasmática tuvo una actividad a lmM 

de ATP de 6.4 nmol Pi/m1n/m9 y a lOmM ATP de 29.3 nmol Pi/min/mg, 

siendo el aumento en actividad de 4.5 veces. Lo anterior es de 

esperarse si la Enzima 2 que muestra una alta Km <Tabla XI>, 

corresponde a la ATPAsA de membrana plasmática. La actividad total 

de los contaminantes a lmM fue de a.a nmol Pi/min/mg y de 20.2 

nmol Pi/min/mg a lOmM ATP, que al ser restados de la actividad 

total da como resultado la actividad microsomal que a lmM fue de 

45.4 nmol Pi/min/mg y a 10mM fue de 94.8 nmol Pi/min/mg siendo el 

aumento de 2.1 veces. Tal .aumento fue debido al incremento en la 

actividad tanto de la ATPASA de tonoplasto como de la ATPAsA de 

membrana plasmática a lOmM de ATP. 

En la misma Tabla XIII tenemos los resultados para las 

fracciones microsomales de las radículas de la línea sensible. La 

actividad total a lmM ATP fue de B.3 nmol Pi/min/mg con un aumento 

de 2 veces a lOmM de ATP. Lo anterior no concuerda con los datos 

que veníamos obteniendo (Ver Figuras llA, llB y Tablas IX y X>, en 

los cuales no había diferencia significativa en las actividades 

totales de las radículas de ambas líneas de maíz, mientras que 

ahora parece haber una diferencia de 1 .. 5 veces mayor en ld 

actividad medida a tmM ATP en las radículas de la línea sensible 

con respecto a la línea resistente. Esta actividad alta de las 
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radículas de la linea sensible fue encontrada en otras tres 

preparaciones microsomales además de esta. 

Continuando con los datos de las radículas de la línea 

sensible, encontramos también irregularidades en las actividades 

de ATPASAS del tonoplasto y de la membrana plasmática. La 

actividad de ATPASA del tonoplasto, sensible a KN03, fue de 24.2 y 

de 44.2 nmol Pi/min/mg, cuando la determinación se llevó a cabo en 

presen~ia de 1 y lOmM de ATP respectivamente. Tal incremento en la 

actividad fue de 1.8 veces. Comparando este dato con el valor de 

la •<m de 0.07mH ATPHMg de la Enzima 1 obtenida del tratamiento de 

regresión no lineal, encontramos que el aumento de 1.8 veces en el 

actividad debió ser menor, pues para las Enzimas 1 de coleoptilo 

con valores de Km cercanos a éste, el aumento en la actividad fue 

de alrededor de 1.3 veces, aunque hay que recordar también que el 

KNOs podría ser relativamente inespecífico (las causas posibles de 

este efecto se describen en la discusión), por lo cual la 

actividad de hidrólisis de ATP por la ATPAsA de tonoplasto puede 

estar sobreestimada. En cuanto a la enzima de 1oembrana plasmática, 

con sensibilidad a NaaVOc, encontramos que a 1 y 10 mM de ATP, la 

actividad que se expresó fue de 16.2 y 36.7 nmol Pi/m1n/mg 

respectivamente. Tal diferencia es de :2.4 veces y uno esperaría 

que ésta correspondiera a una enzima con una Km cercana la de 

las Enzimas 2 de las radículas de la linea resistente (2.0mM 

ATPHMg>, para la cual se observa un incremento de la actividad de 

4.6 veces entre 1 y 10mH ATP. Sin embargo por analogía con los 

datos anteriores de los coleoptilos y la radícula resistente, as! 

como por las razones que se mencionan en la d1scusi6n, 

consideramos que la enzima sensible a Van ad ato es la 

correspondiente a la Enzima 2 obtenida del tratamiento de los 

datos obtenidos del estudio cinético de velocidad de hidrólisis de 

ATP. 
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V. DISCUSIÓN 



DISCUSION 

Las plántulas de las dos Uneas de maíz presentaron 

características de yerm1naci6n y crec:.im1ento distinto5 1 la línea 

resistente germinaba antes que la sensible. En cuanto al 

crecimiento, se observó que era muy similar entre las radículas 

mientras que entre los coleoptilos habia una clara diferencia, 

siendo los de la linea resistente los que alcanzaban una mayor 

magnitud a tiempos tempranos que los de la línea sensible. Para 

establecer el tiempo equivalente de desarrollo en ambas plántulas 

(sensible y resistente>, se reali:::o la determ1nac1ón de la 

acumulación de b1omasa a dlferentes tiempos. Los resultados no los 

expresamos en peso húmedo, ya que el contenido de agua que pueden 

acumular las pl~ntulas de las dos lineas de maiz podr!a ser 

distinto. Las diferencias en peso seco son mayores aún mas entre 

los coleoptilos que entre las radículas de las dos lineas, pera no 

expresan las diferencias reales o debidas solo al tejido formado, 

de manera que los valores fueron considerados como peso seco total 

CF19uras 9a y 9b>. Varios son los tiempos en los cuales ambas 

plántulas presentan desarrollo equivalente, sin embargo preferimos 

escoger un intervalo de tiempo tal que se encontrara, antes de la 

apar1ci6n de la hoja por una parte, <Jos pigmentos verdes 

interfieren con la medición de actividad de hidrólisis de ATP, 

ref.70> y por otra parte un tiempo no muy pequeNo para que la 

cantidad de tejido fuera suficiente pa,.a obtener de éste una 

fracción microsomal suficiente para nuestras mediciones. Por lo 

anterior el tiempo óptimo para cosechar las plántulas fue de 4.S y 

6.5 d!as para las lineas de ma!~ 

respectivamente. 

resistente y sensible 

La actividad de las ATPAsAs de tonoplasto y membrana 

plasmática presentes en la fracción microsomal, disminuyó con el 

tiempo de almacenamiento a -70°C, debido posiblemente a un 

rearreglo de la proteína en la vesícula de membrana, por efecto de 

la congelaci6n y descongelación continua o bien por la acci6n de 

proteasas que según se ha reportada C27> se encuentran presentes 

en este tipo de preparaciones. Sin embargo es importante sena.lar 
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que muchos de las preparaciones que obtuvimos fueron estables 

hasta por mas de dos semanas. Algunos autores han reportado que no 

hay disminución si9n1ficativa de la actividad antes de 4-10 d!as 

<28, 29, 32>, lo cual no es muy diferente a lo que nosotros 

obtuvimos. 

De todas las membranas en la célula las que contribuyen 

mas a la superficie membrana} son la membr·ana plasmática y el 

tonoplasto. Las vesículas que se forman a partir de ellas son las 

que se encuentran por lo tanto en forma mayoritaria en la fracción 

microsomal. La densidad de las vesículas formada~ también un 

factor importante para encontrar estas vesículas en dicha 

fracción, aunque descartamos la posibilidad de encontrar 

vesículas de mitocondria y de otros organelos pero menor 

proporción, por ello las ATPASAS y las fosfatasas que se 

encuentran incluidas en todas estas membranas ser! an los 

componentes que hidrolizarian ATP 

enzimas fueron identificadas por 

especi fices. 

la fracc16n microsomal, tale? 

sensibilidad a inhibidores 

Los inhibidores conocidos que afectan la actividad de la 

ATPASA de tonoplasto son el KSCN y el KNOa. El primero es efectivo 

solo en preparaciones en que la enzima esta pura < 10), y este no 

fue nuestro caso; el segundo usa comúnmente no sólo en 

preparaciones de enzima aislada sino también en preparaciones como 

la nuestra, es efectivo a concentraciones altas en un intervalo de 

50 a 200 mM (25, 46, 49, 61). Por lo anterior elegimos el KNOa 

para inhibir especifica.mente a la ATPAsA de tonoplasto, y la 

concentración óptima que encontramos fue de 100 mM <datos no 

mostr~dos>, que se encuentra dentro del intervalo de concentración 

mencionado. Hay que tomar en cuenta que por la concentración tan 

elevada de los iones K+ y N03- la fuerza i6nica del medio de 

reacción puede cambiar as! como las constantes de estabilidad de 

los iones que se encuentt~an en el medio de reacción, entre el los 

el Mg 2 ~ que es constituyente fundamental en el ensayo ya que éste 

con el ATP son el sustrato de las ATPASAs. De manera que el KNOa 

adem~s de tener e1ecto sobre la ATPASA de tonoplasto lo puede 

tener sobre otras enzimas. Co;no ya se mencionó, parte de este 
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efecto podría ser la inhibición cruzada, la cual tuvo que ser 

ignorada por carecer de la información suficiente para determinar 

su ma9nitud. Otra forma de estimar la actividad de la ATPAsA de 

tonop lasto, podri a ser~ tomando en cuenta las inhibiciones 

parciales de los otros tres inhib1dores (01 igomicina, Na:a.VO• y 

Na2HoQ4). La suma de estas, restada en la actividad total, 

daria una apreciación de la actividad de la ATPASA de tonoplasto, 

pero no través de inhibici6n por KNO:a, cuya al ta 

concentraci6n puede introducir problemas como la de la inhibición 

inespec!fica. El resultado de esta consider"ación (Tablas VII y IX> 

fue que efectivamente la acti~idad de la ATPASA de tonoplasto 

calculada de este modo es menor que la que obtenemos por la 

presencia de KNQ3 en el medio de reacción, con excepci6n de la 

fracción micr"osomal de las radiculas de la línea resistente (Tabla 

IX> que de 37 % de inhibición sube a 44 'l. cuando hacemos el 

cá.lculo con las inhibiciones indirectas. En los siguientes 

experimentos en los que se trato de diferenciar a la ATPAsA de 

tonaplasto y la ATPAsA de membrana plasmática no se hizo esta 

consideración ya que hay que tomar en cuenta que el Na3VO• no es 

un inhibidor lOO'l. especifico <s6lo los inhibidores que se unen 

covalentemente al sitio activo de la enzima son 100% especificas>, 

por lo que el valor que obtuvimos de la actividad de ATPAsA de 

tonoplasto debida a una inhibición por KN03 no es totalmente 

cierto y puede estar ligeramente sobreestimado. 

Para la ATPAsA de membrana plasmática se han ensayado 

Na!1VQ4 (41 1 55 1 61) y DES t41), por lo cual probamos ambos 

inhibidores. Los resultados obtenidos de la adici6n del DES no 

fueron consistentes, mientras que los del Na3VQ, si (no se 

mostraron los resultados>, de manera que éste último fue el 

inhibidor usado para distinguir 

plasmática. 

la ATPASA de membrana 

Hemos llamado actividad contaminante a la producida por 

la ATPAsA de mitocondria y la fosfatasa ácida (al pH en que 

medimos la reacción de hidrólisis de ATP, ésta óltima es la que 

causaría la principal contribución al fosfato liberado dentro del 

grupo de las fosfatasas>, ya que por su localización subcelular no 

72 



deberían encontrarse en la fracción microsomal 1 sin e~bar90 su 

contribución a la actividad está presente aunque fluctúa de 

preparaci6n a preparación y no es posible dejar de tomar en cuenta 

la proporci6n con la que contribuyen a dicha actividad cada 

preparación. 

Para detectar la fosfatasa ácida el inhibidor 

usualmente utilizado es el Moa.= t61). Los valores de inhibición 

obtenidos fueron consistentes de manera que lo elegimos para 

inhibir específicamente a ésta enzima. En el caso de la ATPASA de 

mitocondria se han usado con frecuencia N3- <10, 29, 61) y 

oligomicina C37> como inhibidores específicos de su actividad, 

tanto en preparaciones enriquecidas de ATPAsA mitocondrial como en 

preparaciones semejantes a la nuestra, por lo cual ambos fueron 

probados. La inhibición resultante fue muy semejante para los dos 

de manera que usamos indistintamente uno u otro, excepto cuando se 

hizo necesario realizar las mezclas de alguno de estos inhibidores 

con el Moa,-Cpara eliminar la actividad debida solamente a los 

contaminantes> ya que solo la mezcla de Ns- con Moa,= daba el 

mismo resultado de inhibición total que la obtenida al sumar de 

manera independiente las inhibiciones parciales. La presencia 

adicional de va,= o Na9- en esta mezcla <para tener presentes 

solamente la actividad de la ATPAsA de tonoplasto o la de la 

ATPAsA de membrana plasmática) no fue efectiva, lo cual puede 

deberse a varios factores, entre ellos el que se formen complejos 

entre los inhibidores y así disminuya la concentración efectiva de 

los mismos por lo cual la inhibición resultante es menor a la 

esperada. 

Se ha reportado (37) que el efecto inhibidor de 

oligomicina es mejor cuando incuba con la enzima antes de 

iniciar la reacci6n catalítica, tal vez debido a que se lleva a 

cabo primero la interacción enzima inhibidor y después la de este 

complejo <El) con el sustrato CEl-S>, con lo que el inhibidor no 

compite con el sustrato durante la reacción enzimática. Este fue 

el motivo por el cual además de investigar el efecto de la 

preincubación de la enzima con oligomicina lo hicimos también con 

el NaaVO• y el KNOa, la inhibici6n de cada uno de ellos si se 

73 



~ejor6, por lo cual en todos los experimentos en que sa ~ldió 

sensibilidad a inhibidores se preincub6 previamente a la enzima 

con el inhibidor durante cinco minutos <Figura 5). Es pertinqnte 

hacer notar que otros autores no preincuban a las membranas con 

los inhibidores <32, 33, 39, 48, 50>. Sin embargo la obtención de 

una inhib1ci6n tras la preincubaci6n también puede indicar un 

efecto inactivador, en especial en el caso del KNOJ como ya se 

mencionó en Resultados. 

Algo interesante en este estudio fue que la actividad de 

hidrólisis de ATP en los coleoptilos es menor que en las 

radículas, lo cual sucede tanto en la linea resistente como en la 

linea sensible <Figuras 11A y 119). Lo anterior se piensa que se 

debe a que la radícula es el 6rgano de la planta que se encuentra 

en mayor contacto con las sales del suelo, necesitando entonces 

mayor actividad de sus ATPASAS para poder abastecer a la planta de 

nutrientes. Los valores que hemos obtenido de alrededor de 45 nmol 

Pi/min/mg para los coleoptilos y de 80 nmol Pi/min/mg para las 

radículas en la linea de maíz resistente son similares a los que 

se han reportado para estos tejidos en ma! z ( 11, 49). 

Al comparar las actividades de hidrólisis de ATP de las 

fracciones microsomales de los coleoptilos, se observó que la 

linea resistente es 2 veces mayor en actividad que en la línea 

sensible, mientras que.entre las radículas no hay una 

aparente. Sabemos que la hidrólisis de ATP medida es el 

de cuatro enzimas y nosotros estabamos interesados 

diferencia 

resultado 

en las 

actividades debidas solo a las ATPASAS microsomales <ATPASA de 

tonoplasto y ATPAsA de membrana plasmática> y no a la de los 

contaminantes CATPAsA mitocondrial y fosfatasa ácida>, que podian 

ser los responsables de la diferencia encontrada en los 

coleoptilos o de una posible interferencia al no observar 

diferencias entre las radiculas de las dos lineas de maiz.. Al 

eliminar la actividad de los contaminantes <Tabla VIII> en la 

actividad total de los microsomas de los coleoptilos, la actividad 

de ATPAsA microsomal resultante fue aún mayor <3.1 veces) en \a 

linea resistente que en la linea sensible, por lo cual concluimos 

que la diferencia encontrada en la actividad total era debida a 
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las ATPASAs microsomales. 

En el caso de las radículas se encontró que la actividad 

de hidr6l isis de ATP en la linea resistente <Tabla IX> era 

ligeramente mayor (1.4 veces> que la de la línea sensible. Sin 

embargo la actividad de la ATPAsA. microsomal <Tabla X>, resultado 

de restar la actividad de los contaminantes a la actividad total 

de hidrólisis de ATP fue 1.6 veces mayor en la línea resistente 

con respecto a la linea sensible. La diferencia encontrada en 

ATPAsA. microsomal de las radículas entre las dos líneas no fue tan 

grande comparada con la encontrada en la ATPAsA microsomal de los 

coleoptilos, y al evaluar estos resultados junto con los que se 

obtuvieron más tarde <Ver experimentos finales con las microsomas 

de radículas> se puede pensar que ésta diferencia entre radículas 

de la linea resistente y las de la linea sensible es muy pequeNa 

si es que existe. 

Tal vez el hecho de que existan mayores diferencias en la 

biomasa acumulada entre los coleoptilos que entre las radículas 

(Figuras 9A y 98), sea un reflejo de porqué encontramos mayores 

diferencias en las actividades de hidr6lisis de ATP en la ATPAsA. 

microsomal de los coleoptilos que entre la actividad de ATPASA 

microsomal en las radículas. Si lo anterior es cierto podríamos 

establecer que existe cierta relación entre la actividad de ATPASA 

y el desarrollo de los órganos en la planta. Los resultados 

obtenidos, sin embargo, no son concluyentes a este respecto, pues 

hay un gran número de procesos fisiológicos cuya expresión última 

es el vigor de la planta. 

Las densidades de las vesículas de membrana plasmática y 

tonoplasto son muy distintas, de 1.13-1.17 y 1.10-1.13 g/cc 

respectivamente (10, 11 1 25 1 30, 31>, de manera que esperabamos 

obtener una fracción enriquecida en cada una de ellas. Los 

resultados {no mostrados> no fueron los esperados ya que tanto en 

gradientes de 2 1 3 y 5 diferentes concentraciones de sacarosa 

logramos encontrar una fracción enriquecida en ATPASA de 

tonoplasto (detectada por su sensibilidad a KNQ3) o de ATPAsA de 

membrana plasmática <detectada ésta por su sensibilidad a Naa:VO•>t 

75 



pero cada una de ellas seguía contaminada con las otras. Es 

posible que por el método de homo9enizaci6n empleado las vesículas 

formadas tanto de membrana plasmática como de tonoplasto fueran 

muy heterogéneas tamai"i.o y por lo tanto se distt~ibuyeran 

inespecificamente a lo largo de todo el gradiente, de manera que 

no era posible separar tal mezcla por gradientes de densidad de 

sacarosa. En la literatura se encuentran datos similares a los 

nuestros, en donde la contaminación por otras vesículas es de 

alrededor del 20-50% (11, 29, 30, 37, 42). 

Ya que no fue posible obtener a las dos enzimas en sus 

respectivas vesículas purificadas, procedimos a realizar un 

estudio cinético de velocidad de hidr6lisis de ATP (actividad 

medida en presencia de los inhibidores especificas de los 

contaminantes). Este estudio nos proporcionarla las constantes 

cinéticas especificas de las enzimas y pod1~iamos hacer la 

comparaci6n no solo de éstas entre las dos lineas de maiz sino 

también de estos valores con los reportes que hay en la literatura 

de los valores de Km de las ATPASAS. Los valores reportados para 

la ATPASA de membrana plasmática se encuentran entre 0.7-4.8 mH de 

ATPM9 (21, 28, 37, 62) y para la ATPASA de tonoplasto el intervalo 

se encuentra entre 0.1-2 mM de ATPHg (49, 59). Pero para comparar 

estos valores tendriamos que tomar en cuenta las condiciones en 

que se llevó a cabe la reacci6n de hidr6lisis de ATP como son el 

pH, la temperatura y el sustrato utilizada, ya que cada uno 

modifica significativamente los valores de actividad <Vmax) y 

afinidad encontrados (Kml .. Nosotros llevamos a cabo la reacción 

25°C, a pH 7.0 <ya que deseaba.mas medir la. actividad de hidrólisis 

de ATP de las dos enzimas en condiciones similares las que 

ocurre en la célula, ya que ambas tienen el sitio catalítico 

viendo hacia el citoplasma donde el pH estimado es de 7.0), y 

consideramos como sustrato al complejo ATPHMg, ya que éste se 

forma principalmente al pH en que llevamos a cabo la reacción y 

debido a que el sustrato de la enzima que ha sido identificado es 

el complejo de ATP con Hg (10, 25, 30, 62>. 

Los resultados indicaron que efectivamente de los dos 

componentes que hidrolizaban ATP en la fracción microsomal ten 
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presencia de los inhibidores de los contaminantes> uno es la 

ATPASA de tonoplasto y el otro la ATPASA de membrana plasmática y 

que esto era válido tanto para las fracciones microsomales de los 

coleoptilos de la linea resistente como los de la linea sensible. 

Examinando de manera sim1lar los datos de las ATPAsAs 

microsomales de las radículas, observamos primero que la actividad 

de hidrólisis de ATP total era mayor en la linea sensible que en 

la linea resistente pero solo en los datos de los experimentos de 

cinética <Figuras 14A y 15A>. Lo anter1or era distinto lo que 

veníamos obteniendo en los experimentos iniciales <Figuras 11A y 

llB, Tablas VIII y IX>, ya que si bien habia peque~a 

diferencia entre las actividades de ATPASA de las radículas de las 

lineas resistente y sensible, ésta era mayor en la línea 

resistente con respecta a la sensible. Lo que hemos observado con 

respecto al crecimiento en la linea sensible es que cambio en 

las condiciones ambientales como luz, humedad y temperatura 

parecen afectarlo, haciéndose mas evidente en las radículas. Las 

radículas de la linea sensible parecen por lo tanto tener tejidos 

más suceptibles a estos cambios respondiendo de manera distinta y 

dando la variación que hemos observado sus actividades 

enzimáticas de hidrólisis de ATP. Quizá por ser el 6rgano que 

proporciona solutos a la planta, el desarrollo de esta estructura 

debe ser muy importante y por tanto mas sensible a las condiciones 

ambientales. Es posible que la variación en la actividad 

encontrada en estas radículas sea un refleJo de la modulación que 

puedan ser capaces de llevar a cabo cuando se presentan factores 

ambientales adversos para que la planta provista de la 

concentraci6n de nutrientes adecuada para su desarrollo. De manera 

que al no haber una gran diferencia entre la b1omasa de las 

radículas sus actividades de hidrólisis de ATP al principio 

mayores en la línea resistente y después mayores en la línea 

sensible sea un reflejo de que no hay una diferencia en sus 

actividades de ATPAsAs. Sin embargo aunque los datos son un tanto 

contrildictorios entre los experimentos de actividad microsomal de 

radículas iniciales y los que se presentan al final, éstos últimos 

son consistentes entre si en cuanto a la caracterización cinética. 
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Continuando con lo que obtuvimos en la cinética de 

hidrólisis de ATP, tenemos que los dos componentes que hidrolizan 

ATP en la fracción microsomal de radículas, al igual que en los 

coleoptilos presentan diferentes Km y por lo tanto una actividad 

distinta dependiendo de la concentración de sustrato. La Km de las 

radículas de la línea resistente fue mayor que la que presentan 

las radículas y los coleoptilos de la línea sensible, lo que hace 

que necesite mayor concentrac i6n de sustrato para tener su 

actividad máxima. Al confrontar los parámetros cinéticos de las 

radículas <Tabla XI> en las dos lineas de maíz, tenemos que la 

única diferencia significtiva se encuentra en la Vmax 2, siendo 

mayor en la linea sensible, de manera que la Enzima 2 de alto Km 

que podríamos pensar que es la ATPAsA de membrana plasmática (por 

los datos encontrados en la literatura y por analogía con lo que 

tenemos en los coleoptilos>, es la que hace que encontremos mayor 

actividad de hidrólisis de ATP en la línea sensible con respecto a 

los encontrados en la línea resistente. 

Verificamos que las Enzimas y 2 correspondían la 

primera a la ATPAsA de tonoplasto y la segunda a la ATPASA de 

membrana plasmática, tal y como lo hicimos con las fracciones 

microsomales de los coleoptilos: a dos concentraciones de sustrato 

y en presencia de los inhibidores específicos de estas enzimas. 

Los resultados <Tabla XIII> fueron similares a los que encontramos 

en los coleoptilos, la actividad de la ATPAsA de tonoplasto o 

sensible a V.NOa en la fracción microsomal de las radículas aumentó 

ligeramente de 1 a 10 mM de ATP lo cual correlaciona con que esta 

enzima sea la Enzima l que presenta una baja Km. En cuanto la 

ATPAsA de membrana plasmática detectada por su sensibilidad a 

NaaVD•, sí hubo un aumento en su actividad al aumentar la 

concentración de sustrato por lo cual correlaciona 

sea la Enzima 2 con una alta Km. 

que esta 

En el caso de las radículas de la línea sensible la 

actividad de hidrólisis de ATP de la ATPASA sensible a t<:N03 

aumentó de 1 a 10 mM de ATP. Si esta enzima correspondiera po~ 

analogía a lo encontrado en las otras fracciones microsomales a la 

Enzima 1 con una baja Km, que en este caso fue de 0.07, el aumento 
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en actividad al aumentar la 

ocurrir, aunque hay que tomar en cuenta que los límites de 

confianza son muy amplios t! 1.05) lo cual explicarla el aumento 

encontrado, además hay que recordar que la inhibici6ri del KN03 no 

es del todo especifica para la ATPAsA de tonoplasto, y siendo que 

la actividad total que presentan estas radículas es muy alta, la 

probabilidad de que la inhibición cruzada se dé es elevada, de 

manera que el valor de actividad real de la ATPASA de tonoplasto 

debe ser menor al que obtenemos. La ATPASA de membrana plasmática 

aumentó su actividad al aumentar la concentración de sustrato, 

aunque ésta no fue tan grande como esperabamos que ocurriera por 

la Km que presenta, s1 bien también presenta limites de confianza 

amplios, de manera que podríamos e:~plicar este pequef"{o aumento y 

asumir que la ATPAsA de tonoplasto corresponde a la En;::ima con 

un bajo valor de Km y la ATPAsA de membrana plasmática es la 

Enzima 2 con un valor alto de Km. 

Los datos obtenidos ciertamente concuerdan con el hecho 

de que las ATPAsAs juegen un papel importante en el desarrollo de 

la planta, ya sea en su germinación o en su vigor, siendo ésto mas 

claro en los coleoptilos que en las radículas. Los coleoptilos de 

la linea resistente presentan mayor acumulación de biomasa que los 

de la línea sensible y también una mayor actividad de hidrólisis 

de ATP al menos por la ATPAsA de tonoplasto <la Vmax 1 de la línea 

sensible menor que el de la línea resistente), esto 

posiblemente debido a que exista menor abundancia de esta 

enzima en el tonoplasto de la células de los coleoptilos de la 

línea sensible. La menor abundancia de la enzima en la línea 

sensible podría ser ocasionada por varias posibilidades, a> menor 

bios!ntesis de la proteína, b) estabilidad al ataque de 

proteasas y e> ensamble defectuoso de las subunidades de la enzima 

ya sea al formar el olig6mero y/o al ser incorporada en la 

membrana. En cuanto a las radículas no hubo una diferencia 

importante entre las dos líneas en cuanto acumulaci6ri de biomasa y 

al medir su actividad de hidrólisis de ATP parecía en un principio 

que esta era mayor en las radículas de la línea resistente que la 

de la línea sensible, aunque después encontramos lo contrario 

<Figuras 14A y 15A, Tabla XIII>, siendo la ATPAsA de membrana 
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plasmática la que por presentar una Vmax mayor que la de la linea 

resistente favorecía en la actividad total de la fracción 

microsomal a las radículas de la línea sensible. Como ya se 

discutió en parrafos anteriores, tal vez la variación encontrada 

en la actividad de hidrólisis de ATP de las radiculas de la línea 

sensible nos indique que no hay una diferencia importante entre 

las radículas de ambas lineas. 

Aún es poco lo que existe en la literatura en cuanto al 

comportamiento de estas enzimas en plantas sometidas a factores 

adversos, algunos de los reportes han sido la inactivación de la 

ATPASA de vacuola por frío <59), la mayor actividad de la ATPASA 

de membrana plasmática de células dormantes en comparaci6n con la 

actividad hidrolítica de células no dormantes (58) y el aumento de 

la actividad de hidrólisis de ATP como respuesta de la ATPASA a 

diferentes condiciones de estrés salino <55, 56, 57>. Por los 

datos que obtuvimos considera~os que la actividad de las ATPAsAs 

estan relacionadas con el desarrollo de la planta y además con la 

capacidad de ésta para resistir el deterioro 6 bien por la 

capacidad de la plántula para sintetizar estas enzimas. Aunque no 

hay que olvidar que •uchas otras enzimas que participan en el 

~etaboliscno de las células además de las ATP•s•s pueden estar 

implicadas en el proceso de desarrollo de una planta, y cualquier 

alteración en alguna de ellas puede afectar gravemente su 

desarrollo. 
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VI. CONCLUSIONES 



CONCLUSIONES 

a) La actividad de ATPASA microsomal de la linea 

resistente fue mayo~ que en la linea sensible, en los coleoptilos 

fue de 3.1 a 1.S veces, mientras que en las radículas fue de 

alrededor de 1.5 veces mayor en la línea resistente, al menos en 

los experimentos iniciales siendo que al final fue de 1.5 veces 

mayor en la linea sensible. 

b) De los dos componentes encontrados en la fracción 

microsomal de los coleoptilos solo uno de ellos presenta 

diferencias en las constantes cinéticas. El componente diferente 

tiene una Vmax de alrededor de 3 veces mayor en la linea 

resistente que en la sensible. 

e> Es probable que este componente sea la ATP&s• de 

tonoplasto que se encuentra disminuida a traves de su Vma~ en la 

linea de ma!z con bajo vigor. 

d) De las dos enzimas con actividad de hidrólisis de 

ATP en la fracción microsomal de las radículas sólo una presentó 

diferencias en las constantes cinéticas. La diferencia se 

encuentra en la Vmax 2 que es de alrededor de 2.5 veces mayor en 

la linea sensible. Este componente diferente es la ATP•s• de 

membrana plasmática que se encuentra favoreciendo en actividad a 

la linea de bajo vigor. Sin embargo cabe mencionar ~ue los 

resultados con respecto a las radículas deben tomarse con reserva, 

debido a la irreproducibilidad de las actividades hidrol!ticas de 

las preparaciones microsomales de la linea sensible. 

e> La actividad diferente que encontramos en la ATPASA de 

tonoplasto en los coleoptilos de las dos lineas puede deberse a 

varios factores como son, menor biosintesis de la proteína, menor 

est~bilidad al ataque de proteasas y al ensamble defectuoso de las 

subunidades de la enzima ya sea al formar el oli96mero y/o al ser 

incorporada en la membrana. 
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