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I. I N T Ro D u e e I ó N 



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Las auxinas representan un grupo de r•gula­

dores del crecimiento vegetal que tienen varios •factos 

fisiológicos como la elongación de coledptiloa,fototropismo 

de tallo, inducción de callos, etc... y bioqufmicos como 

l• inducción de enzimas ATPasa, celulasa o alteraciones en 

la sfntesis de RNA y protefnas. 

Como consecuencia el patrón de protefnas sintetizadas 

en tejidos estimulados con auxinas se observan cambios• 

protefnas nuevas que se sintetizan y otras qu• dejan de ha­

cerlo <3,14 y 22>. 

Se ha identificado al Acido indol acltico <AIA> como la 

auMina natural más abundante, aunque no la dnica, en los 

tejidos, de las plantas (14 y 53>. Adem•s 1 exieten otras 

auxinas llamadas sinttticas como al Acido 2,4-dicloro feno­

xiacético <2,4-D>, el Acido 2-metil,4-cloro fenoxipropriOni­

ca(MCPP>, el Acida naftalen acético <ANA>, etc ••• que mimifi­

can la acciOn de las auxinas nativas (19). 

Se conoce que la acción de algunas hormonas se ejerce 

- 1 -



por un mecanismo de fcsfcrilaciOn y desfosferilaci6n d& 

pretefnas, esta información se tiene en base a estudios en 

organismos animales C12 y 53>. Sin embarg~ se postula que 

en plantas posiblemente existe este mismo mecanismo como 

parte de la forma de acción de los fitorreguladores. En apoyo 

a este, existen reportes en tabaco,trigo, matz y otras 

especies vegetales (22> que indican que al9unas pretefnas se 

fosforilan en respuesta a la acción de las auxinas (36). 

Trabajos previos en este laboratorio han mostrado que 

las awdnas alteran la fo&forilacidn de las protefnil& riboso­

males de ejes embrionarios d• mafz C49). Este fenOmano ocurr• 

sOlo en los perfcdos avanzados da la germinación, 

parece estar ligado al estado de desarrolle de los 

Dado que durante el desarrollo de la pl•ntula la 

por le que 

tejidos, 

respuesta 

a las auxinas es m~s evidente en el coleOptilo, se decidiO 

analizar el efecto de las auxinas en la fosforilaciOn de 

las protefnas ribosomales de estos tejidos <SO>. 
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HIPOTESIS DE TRABAJO 

Por trabajos previos en al laboratorio <48,49 y 50>, se 

conoce que las auxinas, hormonas vegetales, inducen la fes-

forilaciOn desfosforilaciOn de protetnas ribosomales en 

ejes embrionarios de mafz. 

Si el estfmulo a la fosforilacidn de 1•• protefnas 

riboscmales forma parte del mecanismo de accidn da las 

auwin•s, en los procesos matab6licos d• la• plantas que 

estas regulan, entonces1 

•> En los coleóptilos de mafz, que es uno de lo• tejido• 

blanco de 1 as aw<i na•, debe observarse una mayor incorpo-

ración de ortofosf•to - llp en las protefnas ribcao-

males procedente& de ribosoma• tratados con AIA D con 

MCPP, con respecto al controlS como respua•ta al •f•cto 

de tas auxina&. 

b) Tanto el AIA, la auxina natural, como al MCPP, •njlo;o 

del 2,4 D, que es una auxina sint6tic• muy activa, mos­

trarln patrones electroforéticos semejantes de fo•fari­

lación. 
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OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Analizar el efecto de las auxinas tanto la natural 

(AIAJ como la sintética <MCPPl en la fosforllaclOn de IAS 

protefnas ribosomales de cole6ptilos de mafz. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

a) Montaje de la técnica de obtención de protefnas 

ribosomales de coleóptilos de mafz. 

bl Determinar la técnica m~s adecuada de electro+oresis 

para la separación de protefnas ribosomal•s de 

coleOptilos de mafz. 

e) Anali=ar los patrones electroforéticos teftidos con 

a%ul de Coomassie de las protefnas ribosomales de 

tejidos tratados y no tratados con auxinas. 

- 4 -



d) Por medio de pulsos de ortofosfato -•P. Ev~luar el 

efecto de las auHinas en la fosforilación de l•• 

protefnas ribosomales de coleOptilos de maJz,a trav•s 

de autorradiograffas de los patrones electroforé­

ticos de estas protefnas. 
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!!. ANTECEDENTES 



AUXINAS 

En las plantas superiores se han encontrado sustancias 

con una estructura qufmica definida, denominadas fitohormo-

nas o fitorreguladores que se producen en tejidos 

especfficos • Para actuar pueden hacerlo en el mismo lu;•r 

de su produc::ción o bien transportarse a otros sitios da ac­

ción. Estas sustancias a muy bajas concentraciones regulan 

diversos procesos fisioldgicos 1 como son : crecimiento 1 elon­

gaciOn,divisiOn celular, etc ••• C40>. 

Se conocen cinco tipos de fitorreguladores qu• 

controlan el crecimiento y desarrollo de las plantas1 •ata 

clasificacidn se basa en su naturaleza qutmica, ••f como 

en los efectos fisioldgicos con los cuales se asocian ••­

tos compuestos. Los fitorreguladores sena ;iber•linas, 

citocininas,etileno, 4c. abscfsico y auxinas C3>. 

Los compuestos de inter•s para este estudio serAn l•s 

auxinas que son sustancias caracterizadas por su capacidad d• 

inducir elongación en los tejidos blanco. Se ha definido como 

tejido blanco a aquellos tejidos de la planta capaces de dar 

una respuesta a la aplicaciOn exOgena de L.ln fitorregulador. 

Asf el concepto de "sensibilidad" a auxinas implica la mayor 
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o menor intensidad de respuesta a auxinas (43>. La auxina 

natural miás ampliamente distribuida en el reino vegetal •sel 

~cido indol acético CAIA>, que fue la primera fitohormona 

descubierta y a la cual se le conoce como la hormona de la 

plasticidad. 

EHisten también au~inas de car~cter sintético las 

cuales se caracterizan porque son generalmente compuestos 

Acidos con un nOcleo cfclico insaturado o derivados de sus 

~cides y adem~s presentan uno o varios efectc6 fisioldgicos 

caractertsticos de las auxinas C40>. 

Darwin <14) fue el primero en estudiar •1 efecto 

fototrOpico y de elongación en coleOptilos, asf mismo, 6•1-

kowski y Salkowski aislaron el AIA, compuesto qua fue iden­

tificado como el responsable del efecto fototrdpico del 

co!e6ptllo por Went en 1928 <3 y 14l. 

Desde el descubrimiento y caracterizacidn de l• •uxin• 1 

se han realizado un gran nOmero de investi;aciones relacio­

nadas con la regulación del crecimiento en plantas. En Ja 

mayorta de los casos los compuestos utilizados como auxinas 

son de naturaleza sintdtica C1t1>. 
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La producción de a1.1xinas en las plantas se lleva a cabo 

a través de un proceso enzim~tico, que consiste en convertir 

el triptófano en AIA CBl. 

Gordon y Nieva proponen que el AIA puede sintetizarse 

vfa dos rutas distintas: 

1. La desaminacidn del triptdfano formando Acido indol 

pir~vico, seguido de una descarboxilacidn par• formar indol 

acetaldehfdo o 

2.Por la descarboxil•cidn del triptdfano para formar 

triptamina, seguida de una desaminacidn que origina indolace­

tald•hfdo. Este compuesto es consider•do el precursor inme­

diato del AIA en las plantas (3). 
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Despuás del aislamiento de la auxina natural comenzó 

una bdsqueda intensa por encontrar compuestos qufmicamente 

similares al AIA y que tuvieran actividad de auxina (14). 

Asf se encontraron sustancias con actividad similar al AJA, 

como los acidos indol-3-butfrico, indol-3- propiónico (3), 

fenoxiac~tico, naftalenac~tico, picolfnico, 2,4 diclorofeno­

Kiacético (2,4 -O> y el 2-metil,4-cloro,2-fenoxipropidnico 

<MCPP> y otros (14>. 
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ESTRUCTURA QUIMICA DE LAS AUXINAS 
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Las auxinas se encuentran en altas concentraciones en 

las eMtremidades en crecimiento de las plantas, es decir, en 

la punta del coleOpti lo, de las hojas y rafees. La 

concentrac:iOn de la auxina disminuye c:onforme se aleja del 

extremo a la base del c:oleóptilo <14>. 

Existen dos categorias generales de auxinas en 

plantas: Las auMinas libres, incluyendo la& auxinas 

difusibles, y las auxinas ligadas que son Aquellas que se 

obtienen da la planta sOlo después de haber sido sujeta a 

hidrOlisis, autOlisis o enzimOlisis <3>. 

~f@~tg~ f1aLgl~91~g~ g~ lª~ e~~~aª§ 

Las auxinas tienen efectos muy diversos cuando ~e 

aplican exOgenamente a plantas intac:tas,Organos aislados 

o células vegetales en cultivos (20). 

Entre los efectos fisiológicos de las •UKinas se 

observ•n• 

l. Elongación de tallos, hojas y rafees 

2. Diferenciacidn celular 

3. Iniciación de la floración 

4. Desarrollo y crecimiento del fruto 

5. Abscl el On de hojas, flores y frutos 

6. lnducciOn de callos 
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Los efectos de 1 as aux i nas se di vi den en dos 

categorfag en funciOn del tiempo de respuesta: las que 

ocurren rApidamente después de la exposición a la auxina que 

incluyen deformación y elongación de la pared celular, la 

cual se lleva a cabo en término de minutos (29> y las 

respuestas de largo plazo, que se llevan a cabo en horas, 

como son la división y la diferenciación celular <68>. 

~!~!O!!mQ gg !~~!~o gg ªY~ÍO!§ 

En la actualidad no se sabe con certeza si el mecanismo 

de accton de las auxinas se lleva a cabo vfa un solo sitio de 

acciOn primario o se generan a travé~ de varios mecanismos 

paralelos <22). 

Dado el interés de estos temas, se han eatudiado mucho 

y se ha acumulado información muy preciada al raapecto, de 

tal manera que en la actualidad se tiene un panorama m&s 

amplio del posible mecanismo de acción de las auxinas 

La primera hipOtesis y la mAs estudiada ea la 

denominadc;, del "crecimiento ~ci do", dada por Raylen, Hager y 

Cleland <lE y 73> quienes propusieron que la elongaciOn 

celular era provocada por la disminución del pH de la fase 

acuosa de la pared celular, posiblemente por la acción de 

una ATPasa localizada en la membrana, que actóa como bomba de 

protones. El incremento de H+ debilita los enlaces no 
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covalentes entre los polfmeros de xiloglucanos y las 

microfibrillas de celulosa de la pared celular • La pared 

serla reestructurada por la sfntesis de nuevo d• sus 

componentes <9, 10 y 29). 

Sin embargo, se ha encontrado que al9unos hechos expe­

rimentales, no concuerdan totalmente con el modelo propuesto 

para esta primera hipótesis C2 y 67). Entre ellos: La stn­

tesis de RNA y protetnas inducidas por auxinas es casi inme­

diata a su adición, mientras que las enzimas involucr~das en 

la degradación y sfntesis de la pared celular tienen un 

perfodo de retraso en su aparición (67). 

Más recientemente se ha enfocado la atención en el 

efecto de 1 as auY. i nas a nivel molecular, dado que otriaa 

sustancias come fucosina y aún la simple acidificación del 

medio pueden mimificar el efecto de elon9ación d•l tejido 

blanco, al menos por un tiempo C29>. 

El patrón de protetnas sintetizadas en lo• tejidos 

estimulados, por la acción de las auxinas muestra cambios 

siQnificativos: protefnas nuevas que inducen su sfnt•sis, 

protefnas que dejan de sintetizarse y otras que modulan la 

velocidad de su stntesis. Este patrón de protefnas involucra 

una regulación t~nto a nivel transcripcional Cgenes auxino­

modul ables>, como traduccional <48,67 y 81). 
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El efecto a nivel molecular causado por la aplicación 

de auxinas, muestra asf mismo, un incremento en la sfntesis 

de RNA. Esta respuesta parece depender de dos enzimas 

di~erentes, la RN~ polimerasa I y II (23 y 36l. 

Los resultados de estos trabajos han generado otra 

hipdtesis denominada Hipdtesis de la expresidn 

genética 11
, la cual propone que Las auxinas actllan en •lQlln 

punto de la transcripcidn y posiblemente t•mbidn de l• 

traducción regulando la &fntesis de polipdptidos en el 

proceso de crecimiento. Esta hipdteais fue powtul•da por K•y 

y colaboradores (~3). 

Vanderhoef <72 y 73) integró ambas hipdtesi& •n una 

sola. Propuso un mecanismo que implic• dos tipos de efectos 

•n el suceso• l. De ef•cto inmediato que consiste en la 

excresiOn de H+ al medio,r•apuesta a corto plazo y 2. La 

regul•cidn de 1• expresión g•n•tica a nivel tr•n•cripcional 

que•• una respuesta a m~s largo plazo (10). 

Con el fin de conocer el mecanismo de accidn de las 

au>cinas, 

aproximaciones experimentales entre las que se encuentran• 

a) El aislamiento y caracterización de los receptores de 

auxinas en los tejidos da rewpuest• (55). 
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b) El efecto de las awdnas en la regulacidn de la 

e:<presión genética en los tejidos de respuesta <73). 

El descubrimiento de protetna~ con alta afinidad por 

auxinas, posibles receptores partfcipes de la •ccidn de 

estas, ha generado una hipótesis que tiene como sustento al 

mecanismo de acción de ciertas hormonas animales <64). Los 

receptores al ser activados por •l fitorregulador 

desencadenan una serie de eventos bioqulmicos que llevan a 

la respuesta fisiológica observada Cl7). 

La e~istencia de protefnas con alta afinidad para 

•uxinas en diversos tejidos veget•les, podrt•n ser 

componentes d• un sistema de transducción de ••ft•l•• 

conectadas con la expresiOn de la regulaciOn gen6tic• C5J y 

~6). 
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Todos los organismos vivos requieren de mac•niamoa de 

transmisión de seNales del exterior al int•rior de l• c•lula 

a fin de funcionar eficientemente. En modelos animales a l• 

hormona se le llama mensajero a la sehal intr•c•lular •• le 

llama 5egundo mensajero. En animales se han estudi•do las 

bases bioqufmicas de los sistemas de transduccidn de stttr•les 

extracelulares y se han identificado varias sustancias que 

actóan como segundes mensajeros <mensajeros intracelulares> 

como el AMPc, Ca ,inositol trifosfato, etc ••• , los cuales se 

han investigado también en plantas <59 y 60>. 

La eKistencia de AMPc en plantas ha sido reportada por 

varios autores C59 y 60). Sin embargo, los m•todos analfti­

cow no han sido lo suficiant•ment• s•nsibl•s para su compl•ta 

identificación, aunque Brown y Newton reportan la aplicacidn 

de técnicas cromatogr~f1cas y electroforéticas para identifi­

car AMPc en tejido de frijol. Adem••, Newton ha identificado 

al AMPc en plantas por medio da espectrcmetrfa d• mas~s <41>. 

Más aón se han descrito enzimas involucradas en al 

metabolismo de AMPc. Ast tenemos el caso de la 
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fosfodiesterasa de AMPc localizada en chfcharo, p•p•, frijol, 

cebada y tabaco (6) y la adenilato ciclaBa report•d• •n 1970 

(52> localizada en membrana plalim,,tica· y retfculo •ndoplils­

mico d• chfcharo (34). 

El calcio act~a como segundo mens•j•ro en l• transduc­

ción de ••ft•l•• •Ktrac•lular•• en alounas planta• <~3>. Para 

que el calcio funcion• como men••j•ro intr•c•lular •• requi­

aito que la concentraciOn d• calcio libre en el citoplasma 

eat• regulada, con un nivel basal bajo que •• incr•m•nta en 

r•spuesta a lo• esttmulos. Ad•m•s se requiere que exista un 

mecanismo para detectar los cambios en la concentracidn de 

calcio y traducirlos en una respuesta fisiol69ica. Al respec­

to se ••b• que el calcio pu•d• actuar directamente o asociado 

con la calmodulina (26 y ~8). 

La calmodulina, prot•fna d• P••D ~ol•cular bajo, y 

universalmente distribuida en todos los or9anismos 1 •• ha 

localizado en distinto• compartim•ntos •ubc•lular•• como 

citoplasma, mitocondria, cloroplasto, n~cl•o, membranas, 

ate •• moGtrAndo propiedades biologtcas y fisicoqufmicas simi­

lar&• a la5 ya encontradas en otros OrQantsmos <43 • 46). El 

complejo calcio-calmodulina ejerce control en •l tran•port• 
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de calcio, adem~s participa en la regulacidn de protefna~ 

cina5as y del metabolismo celular a travds da fo•forilacidn y 

desfosforilaciOn de protefnas <53). 

La fosforilacidn- desfosforilacidn da protefnas es 

reconocido como un mecanismo reoulatorio important• por el 

cual se alt•ran las •ctividades de enzimas r&gulador•• cl•ve 

del metabolismo y moléculas receptoras dentro de la c•lul•, 

en respuesta a un gran n~mero de asttmulo• awternos <J2>. 

Las enzimas responsables de estos procesos Cprot•tnas 

cinasas y protein fosfatasau> muestran alta especificidad por 

su sutrato C53) y se l•• consid•ra como uno de lo• puntos mis 

importantes en la amplificación y raoulacJOn de la ••N•l 

transducida. 

Entre las protefnas fosforiladas en plantas coma r••­
puesta a una se~al se han reportado alguna& protefn•• ribosa­

mal•s <7,61,62 y 79>, factores de iniciacidn <7>, protetn•• 

nuclear&s <hi stonas y no histonas> (35 y 74 ) , protefnas 

membranales <47 y 75), protetnas de cloroplasto y mitocon­

dria !43), •te ••• 
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Se ha reportado que la actividad de algun•s enzimas 

v•getales se regulan por fosforilación y desfosforilación 

como la quinato: NAD+ owidoreductasa (57 y 54>, l• piruv•to 

deshidrogenasa, Ja fosfoenolpiruvato carboxilasa (53) asf 

como el de fitorreguladores como el fitocromo C78>. 

Algunos investigadores han encontr•do que l• accidn de 

Jos fitorreguJadores esta asociada con cambios en el ••t•do 

d• fosforilacidn de ciert•s protefnas C53>. 

Asf, se ha visto que las auxinas cambi•n 105 nivele& 

de calcio en el citosol, alterando asf l•s •ctivid•d•s de 

protefnas cinasas y/o fcsfatas•s y result•ndo en la 

modificacidn del estado de fosforilacidn observado en 

protefnas especfficas CS3>. 

Por otra parte ee ha encontrado que algunas protefn•& 

ribosomal•• c•mbi•n su ••t•do de fosforilación en r•spuest• 

al choque da calor y a la Adición de fttorr&QUl•dor•s •HOQ•­

nos como• auwinas, citocininas y ~cido abscfsico <61 1 62 y 

791. 
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RISOSOMAS Y PROTEINAS RISOSOMALES 

Los ribosomas son organ•los compuesto• por icido ribo­

nuclfico y protefnas, adem~s son las mAquinas molaculares en 

donde se llevan a cabo las interacciones entre tRNAs, mRNA& y 

protefnas en el complicado proceso de la stntesia prot•ica, 

(32!. 

El tama~o de los riboscmas es de acuerdo a lo• organi•­

mos eucaridticos (SOS>, en las bacteria• o cloropl••tos (709) 

y en las mitocondrias C556) C5U. 

Los ribosomas •ucarióticos son mayores que loa 

procarióticos. Constan d• una subunidad Qrande d• 608 y otra 

pequefta de 409 qua sa unen para formar una parttcula de SOS, 

con una masa de 4200 kDa, comparada con los 2700 kDa d•l 

ribosoma procariOtico de 705. La subunidad 606, con un 

di~metro aproximado de 23 nm, tiene un perfil tri•ngul•r con 

dos lados convexos y uno m4& pl•no que pr•sent• un• 

depreai6" angosta, contiene ademAs tres RNAsl 

Los RNAs de SS y los de 289 son Jos equivalentes • la• 

mol•culas procaridticas 5S y 2381 su RNA de s.as es 
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caracterfstico de los eucariotes. La subunidad 409 es alarga­

da y angosta,tiene un lado convev.o y otro cdncavo, dividido 

en dos partes desiguales <15>. 

La subunidad 406 contiene un RNA de 188 homdlogo del 

RNA procari6tico de 165 (65). Entre ambas subunidades •• 

forma un "tL1nel"que contiene el RNA mensajero. El tamaf'ro d• 

las subunidades varfa algo entre animales y plantas, lo qu• 

tambi•n ocurre en el tamaf'ro del RNA. Loe ribosomas de las 

planta& contienen rRNAs de 258 y 188 y lo• ribosoma• animal•• 

rRNAs dR 285 y 188 (31), 

En las c•lulas de aucaridtes, algunos rtboaoma• est4n 

libra& en el citosol, mientras que otros est•n unido• a un 

extenso sistema membranoso llamado retfculo •ndoplAsmico 

CER) que abarca aproximadamente la mitad dal total da la 

membrana de una c•lula. La regidn a la qua •• un•n loa 

riboaomas se llama ER-rugoso. Los ·riboaomaa unidos a 

membranas sintetizan tres tipos principal•& d• protefnas 

protefnas JisosOmicas, protefnas de secreci&l y protetnas 

que atraviesan la membrana plasmAtica. No se hin det•ctado 

diferencias astructurale& •ntre los ribosom•• libres y las 

derivados del ER r~go&o. Por consiguient•, los ribosomas 

unidos a membranas y los ribosomas libres se cree que son 

intrtnsecamente los mismos. El que un riboaom• determinado 
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est• libre o unido al ER rugoso depende fund•mentalmente de 

la cla5e de protefna que est~ sintetizando (65>. 

Los ribosomas se unen a la membrana del rettculo 

endopl&smico por medio de la subunidad mayor. Aunque al menos 

•lgunas de las protetnas de los ribosomas tienen una funcidn 

cat•lftica, la función espectfica del rRNA no esta todavfa 

clara aunque ~iene centros de enlace para un n~maro da 

protefnas ribosomales <13>. 

Las cuatro mol•culas de rRNA antes mencionad•• se for­

man por transcripción d• dos genes s•parados uno da 120 

bases, 55 que ae tr•nscrib• an •l ndcleo. Los otros tres 

fr•gmentos se form•n como un dnico producto d• tr•nscripciOn 

d• 455 en el nucl•olo celul•r. El procesamiento del precursor 

de 456 del RNAr comprende modificacione• covalentes, princi­

palmente metilacionas, los p•ao• siguientes consisten en una 

serie de ruptur•s hidrolfticas las cuales forman Jos produc­

tos finales, que son l•s mol•culas de RNAr 5.es, 188 y 2SS• 

que ya se habfan mencion11do (4). 

Los segmentos terminados se pliegan sobre sf mismos 

resultando una estructura secundari• y terciaria compleja 

dependiendo de la interacción RNAr y las protetnas (32>. 
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La sub1..tnidad 608 de los ribosomas eucariontes contiene 

RNAr 55~5.BS y 285, con un número apro:<imado de 47 

protefnas,la subunidad 405 con RNAr lSS, junto con unas 30 

clases diierentes de protelnas C32). 

Muchas de las protefnas ribosomales son modific•das 

por metilacidn o acetilacidn en la posición amino terminal o 

por metilacidn de residuos internos de lisina <65>. 

Algunos estudios muestran que la estructura ••cund•ri• 

de los RNAr proporciona una matriz par• el agregado ordenado 

de las protetna& <6~>. 

El ribosoma procaridnte mejor estudiado ha sido el d& 

s~&Q!i1 el cual es una p•rttcula ribonucleoprot•tca con un• 

masa de unos 2700 kDa, un di4metro de 200 A y un co•fici•nt• 

de sedimentación de 70S. Pu•de disoci•rse en una subunidad 

grande (505) y otra pequerra (305>. Est~s 9ubunid•d•• pu•d•n 

adem&s dividirse en eus protetnas y RNAs constituyentes. L• 

aubunidad 30S contiene veintiun protetnas dif•r•ntes (numera­

das desde Sl a S21) y una molécula de RNA de 165. L• subuni­

dad de SOS contiene unas 34 protefnas distintas <numer•das 

desde Ll a L34) y dos moléculas de RNA, una de 238 y otra d• 

SS. Cada ribosoma contiene una copia de cada una de las 

moléculas de RNA, dos copias de las prot&fnas L7 y Ll2 y un• 
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de las restantes. Los veinte mil ribosomas de una c'lula 

bacteriana constituyen la cuilrta parte de su masa total C45 y 

46). 

El RNA constituye aproHimadamente las dos terceras 

partes de la masa de estas grandes asociaciones molecular••· 

Los tres RNAs - 55, 169 y 235 - son crfticos para la 

estructura y función de los r1bosomas. Un aspecto llamativo 

de estos RNAs es su plegamiento en estructuras definidas con 

muchas regiones duplohelicoidales cortas. Los p•trones del 

apareamiento de bases de estas mol~culas se han deducido 

mediante e~perimentos de modificacionea qufmicas y digestión 

y por comparación de las secuencias de nucleOtidos de muchas 

especies de seres vivos, para descubrir las secuencias 

conservadas por la evolucidn (45 y 46). 

El extremo 3' de los 168 RNA, un constituyente de la 

subunidad ribosómica 305,juega un papel fundamental en selec­

cionar el punto de iniciacidn de Ja stntesi& proteica sobre 

el mRNA molde, secuencias cercanas al coddn de iniciación, 

AUB, participan en su reconocimiento (38>, tal vez en al 

primer reconocimiento intervienen secuencias complementari•• 

en el RNA ribosomal y los RNAs mensajeros C32). En proca­

r1otes est~s corresponden a la secuencia Shine-Dalgardo <4>. 
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Las mol•culas de RNA riboadmico •• forman por esciatdn 

da transcritos primarios 309 que conti•nen una ard•n•cidn •n 

" tandem 11 de unidades 169,235 y 55. 

En cada transcrito hay uno o do& tRNAs situados •ntr• 

lo• RNAs 165 y 235 y h••t• dos tRNAs m6• pu9dllfl ••t•~ d .. pu .. 

del RNA SS <65). 

El RNA precursor se romp• por la ribonucleasa 111 en un 

fragmento pre-16S y otro pre-235. La maduraciOn subsiQuiante 

tiene lugar desputa d• que las protefnas ribosOmicas .. 

h•yan unido a estos fra;mentos (65). 

La subunidad ribosdmica JOS puede ser reconatituida a 

partir de una mezcla de RNA de 169 y de la& veintiuna 

protefnas constituyentes. El reagrupamiento espont&n9D de 

estos componentes para formar una subunidad 'JOS totalmente 

funcional fue realizado por primera vez, por Hasayasu NolKJra 

Ct935l. Varios a~os despues se reconstituyo la subunidad ~S. 

F-1 significado de estos experimentos es doble. Primero 1 demos­

traron que toda la informacidn nec:egaria para el correcto 

e~s~mblajc de este org~nelo esta contenida en la e6tructura 

de i;us componentes. No fueron n@'cesarios factoras extrarribo­

sómicos. Por tanto, la formacidn de un ribosom• "in ~i~c.g• 

as l!n proceso de autr:iensarnblnje. Segundo, 1 a reconsti tuci6n 

pL·.ade uti l i:: :1.rse para a".'eri guar si un componente particular 
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Los estudios sobre la reconstitución de la subunidad 

305 hDr.n demostrado que el RNA de 165 es esencial para su 

ensamblaje y su función. Para el ensamblaje son neceaaria& 

también ln 11.:\yor parte de las 21 protefnas constituyentes, lo 

que qLte li\ subunidad 305 es una entld;od 

funcional nentn cooperativa. El proceso de ensamblaje es 

sr.cuenc:iAl y tier.t-. htgar por etapas (46). 

La determinación de las relaciones que e~isten entre la 

estructut·.:\ y función de los ribosomas constituye un formida­

ble des~ffo en la investigación,debido a su enorme tamaNo 

(megadaltones>.Todavfa no se han obtenido cristales tridimen­

sionales de los ribosomas perfectamente ordenados. Sin embar­

go, los investigadores están trazando la estructura global 

del ribosoma, su topograffa superficial y la localizaciOn de 

sus protefnas y RNAs constituyentes. Este progreso es el 

resultado de la aplicación de una amplia gama de tdcnicas en 

diferentes laboratorios. La forma del ribosoma y de sus 

subunidades 305 y 50S se ha reconstruido a partir de un gran 

n~mero de im~genes de microscopfa electrónica. 

La mic:roscopta inmunoelectrónica, que utiliza anticuerpos 

espectficos para protetnas determinadas, ha revelado la 

identidad de muchas :onas de la superficie. El centro de 
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unión del mRNA y el extremo 3'del RNA 165 est~n situados en 

una plataforma localizada entre la parte superior e inferior 

de lA subunidad 305. En una hendidura formada por esta 

plataforma y el tercio superior de la subunidad estAn los dos 

centros de unión de los tRNAs. La subunidad 505 posee tres 

protuberancias. El centro de la peptidiltransferasa que 

cataliza la formación del enlace peptfdico est~ localizado 

en el valle entre dos de ellas, una proyección dactilar 

contiene el centro de la GTPasa que potencia el 

desplazamiento de los tRNAs y el mRNA. El lugar de salida de 

la cadena polipeptfdica en crecimiento esta situado en el 

lado opuesto de la subunidad 505 <44,45,46 y 65). 

Las localizaciones de cada una de las 21 protefnas de 

la subunidad 305 se han determinado por un an~lisis de 

difracción de neutrones de disoluciones concentradas. Se 

prefieren los neutrones a los rayos X porque lds dispersiones 

de los neutrones producidas por el hidrógeno y el deuterio 

son muy diferentes <44>. 

Los ribosomas pueden prepararse y separarse sus subuni­

dades. Estas partfculas pueden desmontarse 1'!.U <t!.tr:.Q" y puri­

ficarse el ARNr y las protefnas componentes; esto ha permiti­

do el estudio del reensamblaje de las partículas (16). 
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La función biológica de los ribosomas es compleja 

e implica el reconocimiento y captación del mRNA, la unidn de 

aminoacil-tRNAs especfficos, la formación de enlaces peptf­

dicas y la transposición f fsica del ribosoma a lo largo del 

mRNA por un proceso mecanoqufmico GTP dependiente, para deco­

dificar el mensaje, lo ql1e da como resultado la formaciOn de 

las nuevas protefnas <proceso de traducción> (16,31 y 65). 
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El primer reporte dP. fosforilacidn de componentes 

lraduct:i en al ~s ocurri. 6 r.1.1.:\ndo l~abat <27> y Loeb C27l 

independientemente observaron la fosforilacidn d• l• 

subunidad 409. Desde este momento se pensO en factores d• 

iniciaci6n, factores de elongación, tRNA-aminoacil sintat••~• 

y protefnas ribosomales como posibles blancos de 

fosforilación (27). Se encontró que ewi&tta fosforilacidn en 

las protefnas ribosomales, tanto ºi.D :t:Í.YQ" como 11 !.o. Y!..tCQ" 

implicando alguna modificaciOn en el funcionamiento del 

ri bcsoma (5) • 

Se conoce que son varias las protetnas ribosomQles qu• 

se fosforilan, sin embargo, eMiste una protefna ribosom•l que 

se ha estudiado extensamente, esta es la 56. La fosforil~ciOn 

de esta protefna ocurre en respuesta a estfmulos celulares. 

Se ha observado que la fosforilaciOn de 56 se ve involucrada 

en• 

a) Una mayor sfntesis de protefnas durante la maduracidn de 

huevos de ~gngg~? (42> y en cálulas Swiss/3T3 de ratdn(68>, 

sugiriendo que la fosforilación de la subunidad 409 induce 

una regulación en Ja fase de iniciación de la sfntesis de 

proteínas. 
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b> La fosforilación de la protefna S6 se ve aumentada por 

tratamiento con calor o adiciOn de insulina, esto podría 

involucrar la activaciOn de una u otra cinasa, cuyo sustrato 

serla 56 !61,62 y 69). 
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ENSAMBLAJE DE LOS RIBOSOMAS 
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ESTRUCTURA DE LOS RIBOSOMAS 

Lewin (32) 



t t 1 • PARTE E X P E R t M E N T A L 



DISEÑO EXPERIMENTAL 

Por trabajos previos en el laboratorio, se sabe que 

los niveles de auxina libre se incrementa en semillas de mafz 

durante la germinación <48>. 

Adem~s se han obtenido evidencias de alteraciones en la 

fosforilacidn de algunas protefnas inducidas por la aplica­

ción exdgena de las awcinas C48> a ejes embrionarios de mafz. 

Entre las que se encuentrán las protefnas ribosomales <49). 

Dados estos antecedentes en el laboratorio se ha 

propuesto como hipOtesis general de trabajo que las auxinas 

•Iteran la fosforilacidn de las protefnas ribosomales, 

produciendo cambios conformacionales en los ribosomas que 

podrfan alterar el proceso de la sfntesis protéica. 

Dentro de este marco general y para cumplir con los 

objetivos propuestos en este trabajo se propone el siguiente 

diseNo experimenta11 

a> Seleccidn del material biológico. En primer t~rmino se 

seleccionaron las semillas de mafz, que no estuvieran conta­

minadas con bacterias y hongos, ya que si desde un principio 

van contaminadas el proceso de germinación se retrasa y el 

vigor de la planta en crecimiento se deteriora. Las semillas 
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se incubaron durante 5 dfas tiempo durante el cual se alcan­

za la longitud adecuada del coledptilo p•ra al experimento, 

se corta la zona apical 3mm por ser esta la región región 

donde se produce naturalmente la auxina y se toma a partir de 

allf 1 cm de tejido por ser esta regidn muy responsiv• a la 

accidn de auxinas. 

b> Aplicación exógena de auxinas a los segmentos de 

coleóptilos de matz. Se eligió el AIA por ser esta una auxina 

natural y el MCPP una auxina sintética 

de maf z C48) y poder asf observar si 

producen ambas auxinas son semejantes. 

eficiente en tejidos 

los efectos que 

e) Observación del efecto de fosforilacidn por medio de 

pulsos de ortofosfato - ~P. Los segmentos de coledptilos se 

incubaron en presencia de auxinas durante 23 horas y durante 

una hora se did el pulso de ortofosfato -~zp. Este pulso que 

se aplicó durante una hora,tiempo suficiente para poder 

observar el efecto de la fosforilacidn. 

e) Para analizar el efecto da las auxinas sobra las 

protetnas ribosomales se realizaron geles de poliacrilamida -

SOS de una dimensión y autorradiograffa para tener en un~ 

sola placa los tres sistemas probados: control, astimul•do 

con AIA o con MCPP. Esto permite la comparación entre ellos. 
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MATERIAL 

alf¡gy!ll!1 

Balanza Sartorious, potenciómetro Methrom Ltd Mod. E300, 

auto~lave Wisconsin stereo 25X, campana de flujo laminar 

Clean Beanch, vortex Genie, centrifuga Beckman J2-21, ultra­

centrifuga Internacional IEC, microfuga Beckman Mod.B, incu­

badora, equipos de electroforesis de Bio-Farm, espectrofotó­

metro Beckman, ultracongelador Bio Freezer Scientific, balan­

za Chyo JP-3000W. 

Los reactivos utilizados son de grado reactivo 

analftico de las compar1ias: Merck y Sigma. 

e> ~ª~@~1ª! ªig!~9i~Q 

Se utilizaron semillas de mafz C~gs me:r.'.I! L ) variedad 

Chalquetlo, cosecha 1989 • 
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METODOLOl3IA 

a) ecg~ªcª~1~n Q~! mªtgc12! Q1g!~g1~Q~ 

De acuerdo a Devlin y Bewley C3 y 14). 

1. Se utilizaron semillas de mafz Cf,gª mªY2L > variedad 

Chalquetto, para cada experimento. 

2. Selección de semillas, no contaminadas con hongos ni 

bacterias, ni manchadas ni deterioradas. 

3. Se tomaron las semillas y se repartieron en grupos de 65 

semillas por frasco de Gerber. 

4. Se esterilizaron superficialmente con hipoclorito de 

sodio al 10%, 15 minutos y se enjuagaron con agua desionizada 

y estéril 1 o 2 veces. Se dejaron en agua y en la oscuridad 

por 5 horas. 

s. Se esterilizaron las palanganas con hipoclorito de &odio 

al 10'l., 15 minutos y se enjuagaron con agua desioniz•da y 

estdril 3 veces. 

6. Las semillas se sembraron en las palanganas, sobre un 

soporte de agrolita estéril y se cubrieron con egapack. 

7. Durante 5 dfas las palanganas se mantuvieron en la 

oscuridad a una temperatura de 25ºC. 

8. Se cosecharon las plantas a los 5 dfas de desarrollo. 

- 3'/ -



9. Se midieron los coleóptilos y se eligieron aquellos que 

tuvieran una longitud de 2.1 a 3.1 cm. 

to. Se disectaron los coleóptilos elegidos, se eliminaron los 

3 mm apicales y a partir de allf, se tomó l cm de tejido. Se 

eliminó la hoja primaria. 

11 .. Se lavó el tejido con agua estdril y desionizada, durante 

1 d 2 horas en la oscuridad. 

12. Los fragmentos se secaron ligeramente y se pesaron, 

post•riormente se incubaron en agua (control> o en presencia 

de las auxinas AIA o MCPP, a una concentración de 1 X 10~i M 

a 25°C durante 23 h, se secaron y pesaron. 
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M<r.r•nr<ACICJN or: nnrr.rcrnL UICJLCJOICO. 

o 

ft. aomil 1.!\ qorm1nd.:\ du;-.:intr S df.:i;, mostr.:i.ndo 1.:tr: 
p3rtoz qui:!' la componen. 

e. Soamonto~ de co1odpt1lo= do !cm. ~in ho1~ primaria. 
c.. Scomcmto::: de col oóptí 1 o:: 1 ncubado=. con :.u;rtn.l 

(tr.:ttam1onto1 o oin e11~ <cont;-olJ. 



Los coleóptilos tratados como se indicó en el inciso a, 

se colocaron tres sistemas, cada une con 65 coleóptilos,que 

pesaron aproximadamente 2.3 g de peso fresco, los cuales 

fueron tratados con auxinas o sin ellas (control), con 450 µl 

de la solución que contenta la auxina a una concentración de 

1 X 10·'" M y 150 ul de ortofosfato -~P a una concentraci On de 

300 µCi/µ1. Los coleOptilos se incubaron durante una hora a 

25 °c, en bal"l'o de agua. Se enjuagaron para quitar toda la 

radioactividad inespecffica, se secaron ligeramente y se 

congelaron para la extracción de ribosomas. 
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Obtención de ribosomas. 

El procedimiento de aislamiento de ribosomas utilizado 

estA basado en el método de Siegmann y Thomas C68). 

Los cole6ptilos fueron macerados en N lfquido hasta 

lograr un polvo fino,se le adicionaron 2 volUmenes de buffer 

de extracción <Tris.HCl 20 mM, MgC11 5mM,KCl 20mM, NaF SmM, 

2-mercaptoetanol 0.5%, Tritón X-100 1Y., Sacarosa 0.25M, ~­

glicerofosfato 80 mM y PMSF lmH, pH 7.8 >.El beta-glicerofos­

fato se utiliza para inhibir la acción de las protein fosf•­

tasas, lo que contribuye a tener una mejor separación de lam 

protef nas. 

una pasta 

Se homogeiniz6 en el mortero hasta que se 

blanda y se centrifugó en la centrifuga 

logrf> 

J2-21 

Bec~~man 15 minutos a 15,000 rpm y 4ºC. El sobrenadante se 

filtró por miracloth y el filtrado se centrifugó en la cen­

trifuga Beckman J2-21 a 15, 000 rpm durante 20 minutos a 4 ºC, 

el sobrenadante que se obtuv6 se coloco sobre 2.5 ml de 

colchón de sacarosa <Sacarosa 0.5 M y KCl o.s M en buffer de 

extracci 6n). 

Se centri htg6 en una Beckman, rotor 75 Ti, donde los 

ribosomas se sedimentaron despuds de 4h a 52,000 rpm y a una 

temperatura de o-2•c. 
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El sedimento que se obtuvo se resuspendid en el mfnimo 

volumen del buffer de resuspensiOn <Hepes 20 mM, KOH 20 mM, 

Acetato de Mg 5 mM, Acetato de K 125 mM y 2-mercaptaetanol 

6mM, pH 7.6>, con una concentracidn de e.o o.o. /ml. 

Calculo de rendimiento de ribosomas 

Para determinar el rendimiento de los ribosomas se tomd 

una alfc:uota de 5 ul de los ribosomas resuspendidos y se 

c:oloc:d en una celda de cuarzo de lml, como blanco se utilizd 

una altcuota de S µl de buffer de resuspensidn, a ambos se 

les agregó 1 ml de agua. Se leyó la absorbanc:ia a 260 nm y la 

lectura se multiplicó por 200 por ser esta la diluc:idn utili­

zada. El resultado es el rendimiento de ribosomas en o.o. a 

260 nm/ml. Este resultado se multiplicó por el volumen total 

en el que se resuspendiO la muestra, para obtener el rendi­

miento total. 
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Obtención de Protefnas Ribosomales. 

Los ribosomas se precipitaron y centrifugaron a 7,000 

rpm en la centrifuga J2-21 Beckman 10 minutos a O ºC. Se 

descartó el sobrenadante y se secó con vacf o. Los ribosomas 

se resuspendieron en el mtnimo volumen posible del buffer de 

resuspensiOn. 

Se a~adió 0.1 volumenes de acetato de Mg M y 

lentamente dos volumenes de acido acético glacial,se agitó en 

baNo de hielo continuamente durante 45 minutos. La mezcla se 

centrifugó en una centrifuga J2-21 Beckman a t0,000 rpm, 10 

minutos a una temperatura de 0-2ºC. Al sobrenadante se le 

agregaron 5 volumenes de acetona a -20ºC, se dejO to minutos 

después de los cuales se agito y se dejó a -20ºC durante toda 

la noche. 

carculo de rendimiento de protefnas ribosomales 

Para determinar el rendimiento de las protetnas riboso­

males se tomo una alfcuota de 5 wl de las protefnas riboso­

males resuspendidos y se colocaron en una celda de cuarzo de 

1 ml. como blanco se utilizó una altcuota de S µl de buffer 

de resuspensión, a ambos se les agregó 1 ml de agua. Se leyd 
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la absorbancia a 280 nm y la lectura se multiplicó por 200 

por ser esta la diluciOn utilizada. El resultado fue el 

rendimiento de protefnas ribosomales en D.O. a 280 nm/ml. 

Este resultado se multiplicó por el volumen total en el que 

se resuspendid la muestra, para obtener el rendimiento total. 
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Para el anAlisis de las protefnas ribosomales tanto 

tratadas como sin tratar con auxinas, se utilizó electrofo-

resisen gel de poliacrilamida siguiendo el método de Laemmli 

<30>, con algunas modificaciones. 

La muestra se me::cló con 2 volumenes de amortiguador 

de muestra C Tris- HCl 62.5 mM, SOS 2.3X, glicerol 10Y. 1 2-

mercaptoetanol SY., urea 8M y a?ul de bromofenol, pH 6.B>. 

Cada muestra de protetnas ribosomales, tratamientos y 

control se colocaron en carriles distintos de la placa del 

gel de poliacrilamida- SOS y en un carril adyacente a estos 

se colocaron los marcadores de peso molecular <conocidos>. 

El gel utilizado, contiene un gel separador de 16'l. de 

acrilamida y un gel apilador o concentrador dP. 127. de acrila-

mida, se corrió a 80 V durante 12h. P.rfrjado con circulacJOn 

de aqua y tii el o. Una ve:: ter.ni nada la el ec:troforesi s y efec-

tu..=ida li" r:orrjda i:r- ';.i."' .. \ r-~ ¡Jí:l 1•1'1 ~;:lll de C.:>o::m~ssie <azul 

dE- ".:"i:J'".''T'.nc'1i'? ti'.25'J~.::.J '.1.7«~ •~11,,), ml metano! 307. Cv/v), y 

~cido acótico 77. <vtv>> durante 45 minutos, ae dastihó con 

11na solución destenidora C~cido acético 77.. Cv/v) y metanol 

307. Cv/v) >. 



Los geles despu~s de la electroforesis se secaron, en 

un secador de geles de Bio-Rad, colocando los geles en un 

pedazo de papel filtro hOmedo, se secaron durante 3 horas 

después de las cuales se expusieron con peltcula para Rayos­

X, durante 7 dtas después de los cuales se revelaron y se 

observaron. 
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En el presente trabajo se estudió el efecto de la 

auxina natural AlA y una auxina sintética MCPP, anAloga del 

2,4 - D, sobre un parámetro bioqufmico: La fosforilaci6n de 

proteínas ribosomales. 

Es bien conocido el efecto fisiológico de las auxinas 

que es el de inducir la elongación sobre el cole6ptilo de 

mafz. Los resultados de los bioensayos realizados, muestran 

el cambio fisiológico de elongación, ya esperado .Asi de una 

manera cualitativa se vid que en presencia de la auxina AIA 

el coleóptilo se elonga más y es más ancho que cuando se 

adiciona exógenamente el MCPP y ambos se encuentran m4s 

elongados que el control sin tratar con auxinas. 

Una muestra de 65 coleóptilos, previ~mente pesados, se 

incubaron a 25ºC durante 23h, para cada uno de los tratamien­

tos AIA, MCPP y el control. Al final del período, se lea 

eliminó el exceso de agua y se pesaron nuevamente, para 

obtener de esta manera el peso fresco. 

En cuanto al peso seco, el mismo grupo de coleOptilos, 

s~ llevé a peso constante~ en estufa a 60 ec. Es importante 
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hacer notar en este punto que no se tiene un valor de peso 

seco inicial, ya ql.le este correspondió al peso inicial de 

peso fresco. 

Los valores obtenidos para el peso fresco, despuds de 

pesar los coleOptilos incL1bados con y sin auxinas,no presen­

taban variaciones significativas entre st, es por esto que se 

compararon los incrementos, obtenidos al final del experimen­

to al restar al peso fresco de coleóptilos tratados -AJA o 

MCPP- el valor del control y se tomo el valor del control 

como el lOO:t., asf puede verse ql.le el efecto de la auxina 

natural AIA sobre el peso fresco del coleóptilo es 2.7 veces 

mayor que el del control y el MCPP es 1.9 veces mayor también 

que el control <Figura ll. En relación al peso seco también 

se encentro un incremento; este fue de 1.á veces mAs que el 

control en presencia de au:dna AIA y sólo de 1.11 veces 

mayor que el control con MCPP <Figura 2). 

Se puede observar que tanto la diferencia en el pe&o 

fresco como en el peso seco, es mayor para la auxina natural, 

AIA, que el que presenta la auxina sintética, MCPP. 

A partir de los datos que se obtuvieron, podemos infe­

rir que: La diferencia observada en el peso fresco de 1 os 

coleOptilos tratados con auxina natural, AIA y con la sinté­

tica MCPP con respecto al control estuvo dada pr&ferRntemente 

por el contenido de agua que presentó en los coledptilos 
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inducida por la presencia de la auxina. En cambio la varia­

ciOn observada en el peso seco entre los coleOptilos trata­

dos con auxinas natural y sintética y el control,probablemen­

te está siendo proporcionada por la diferencia en el conteni­

do de macromoléculas como carbohidratos, lfpidos y protetnas, 

en los coleóptilos; siendo mayor la cantidad de esta clase 

de biomoléculas en los coleóptilos tratados con AIA que con 

MCPP y ambos mayor que el control que no se trató con auxi­

nas. 

En las figuras 1 y 2 pueden apreciarse en su conjunto 

estos resultados. 

Como uno de los objetivos de este trabajo experimental 

fue el montaje de la técnica de obtención de protetnas 

ribosomales a partir de coleóptilos de matz. Se exponen dos 

tablas, referentes a la obtención de ribosomas y de protefnas 

ribosomales, la primera de ellas muestra el rendimiento 

logrado en la obtenciOn de ribosomas <Tabla 2) y la segunda 

corresponde al rendimiento de las protetnas ribosomales 

<Tabla 4l. 

La tabla 2 muestra los valores obtenidos en cad~ expe­

rimento realizado,desde el inicio del montaje de la t6cnica 

de e:~tracción y purificación. En un principio se 
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comenzo con grandes cantidades de tejido la cual se fue 

disminuyendo ya que por cuestión metodológica era diftcil el 

marcado posterior, pero mostraron una tendencia a incrementar 

su purificaciOn. Estos valores fueron muy variados. Esto 

consideramos que dependió: a ) Al principio del desarrollo de 

este trabajo no se habta estandarizado el peso para cada uno 

de los grupos de coledptilos usados en los ensayos, b) La 

molienda se realiza a mano en mortero y por tanto es diftcil 

reproducir la intensidad de la misma, c> la obtención de 

ribosomas se hizO en dos diferentes ultracentrifugas Beckman 

y la IEC con rotores 75Ti y el tipo A 321 de IEC respectiva-

mente. Uno de columpio y el otro de Angulo fijo, lo cual 

proporciona una sedimentación distinta. 

Las lecturas de las fracciones con ribosomas se 

realizaron a 260 nm, ya que es ésta la longitud de onda a la 

cual absorben las bases nucleotfdicas que componen al rRNA. 

Estas moléculas sOlo corresponden a las 2/3 partes del 

ribosoma, la otra tercera parte restante está formada por las 

protefnas ribosomales Sin embargo es posible usar el 

par~metro de absorbancia a 260 nm para dar una indicación de 

la cantidad relativa de ribosomas que se obtienen por gramo 

de coleOptilo. 
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Es importante determinar si se est~ trabajando con 

ribosomas y que tan puros están, una de las formas de hacerlo 

es tomar la relación de absorbancia a 260 nm I 280 nm, ya que 

este cociente considera la absorbancia debida a las bases 

nitrogenadas (260 nmJ tanto como a la de las protefnas en 

base a su contenido de amino~cidos aromatices que correspon­

den a la fracción dada por la absorbancia a 280 nm. 

En la tabla 3 se muestran los valores obtenidos de esta 

relación para los distintos experimentos que se realizaron 

Se conoce que la relación 260 nm I 280 nm, para ribo!::.omas de 

células de r.:1tón, que corresponden a un organismo eucaridte, 

es de t. 63 (51). Los val ores que se obtuvieran para los 

ribosomas extrafdos de coleOptilos de mafz con las metodolo­

gfas descritas fueron alrededor de 1.67, por lo que se puede 

considerar que los ribosomas de células eucariotes de plantas 

superiores son similares a los de ribosomas de células euca­

riOtes animales. Para algunos experimentos la pureza obser­

vada no fue tan buena ya que se obtuvieron relaciones C260 

/280> de 1.45. Por reportes en la literatura <51) se sabe que 

un valor de l • 4, en la relacidn<260 /280 J, en ribosomas de 

c~l1.1las de ratón indican un contenido de 20X mAs de protetnas 

(51). Por lo tEi.nto, nuestros datos indicarfan que en las 

e:~tracciones en las que se obtuvieron valores aproximados a 

1.4, se estaba eliminando parte del RNA, o dejando contamina-
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ciOn de otras protetinas, tal vez por no haberse eliminado 

totalmente factores protdicos del proceso de traducción. Esto 

ocurrid en las primeras purificaciones que se realizaron, 

posteriormente, cuando se dominó mejor la metodologta, los 

valores de pureza se vieron incrementados <Tabla 3). 

Para definir el rendimiento de las protefnas riboso­

males, se detrminO la absorbancia de la porciOn protéica 

obtenida a 280 nm, ya que como se menciono anteriormente ,los 

anillos aromAticos de Jos aminoAcidos como son fenilalanina, 

tirosina y triptOfano, contienen electrones pi (65) ,lo que 

les capacita para interaccionar con otros sistemas pi y 

permite que eHista una deslocalizaciOn electrOnica. 

Al utilizar la relación 280 nm I 260 nm, inversa a la 

de la que se utiliza para determinar la pureza de ribosomas, 

que nos indica el porcentaje de Acidos nucl~icos, en este 

caso serta una contaminación de las protefnas ribosomales en 

l• muestraJ se puede calcular el rendimiento de las protefnas 

ribosomales, aplicando la siguiente fOrmulal 

Factor X Relación 280 I 260 mg de protef na I mi. 
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Donde el 11factor 11 se refiere a un valor determinado por la 

relaciOn observada en el contenido de los Acidos nucléicos 1 

la tabla aparece en el anexo (77>. Tomando en cuenta los 

volumenes totales y los factores de dilucidn se obtuvieron 

los resultados reportados en la tabla 5. Los valores muestran 

una alta variación entre los rendimientos, esto como conse­

cuencia de la experiencia en el manejo de las metodologras 

que implican cierto grado de complejidad. Esta interpretación 

se refuerza si se observa el grado de pureza con la que se 

obtuvieron las protefnas, el cual fue aumentando progresiva­

mente en los experimentos finales <Tabla 4). 

Un punto que hay que hacer notar es que como a la 

longitud de onda de 280 nm, también se encuentran absorbiendo 

parte del RNA estas determinaciones de protefnas no son 

totalmente concluyentes, sin embargo, representan un acerca­

miento ~til para los fines de este trabajo. En el caso de 

querer tener valores m.:ls precisos, habrta que hacer una 

cuantificación de las protefnas purificadas, teniendo como 

patrón primario protefnas ribosomales de coledptilos de mafz 

y utilizando m~todos calorimétricos para la determinación de 

protef nas. 

El efecto de las auxinas AIA y MCPP sobre la 
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fosforilaciOn de las protefnas ribosomales de los coleOptilos 

de mafz, se evaluO aplicando pulsos de ortofosfato- P, a los 

coledptilos en la ~ltima hora de incubacidn, de las 23 a laa 

24 horas. 

La presencia de diversas protefn-cinasas, ya previamen­

te descritas en otras células eucariotes <25> son las respon­

sables de fosforilar protetnas, en este caso las protefnas 

ribosomales en posiciones espectficas formando enlaces d• 

tipo éster entre el ortofosfato- 3Zp y los residuos oxhidrilos 

de amino~cidos como treonina, serina y en algunos casos no 

tan comunes, de tirosina <37). 

En los experimentos que se realizaron con este propó­

sito, la cantidad de radioactividad en el medio de incub•­

cidn, con la que se iniciaron los tres distintos experimento• 

- AIA,MCPP y Control-,fue la misma. La toma del ortofosfato 

en los tejidos mostrO una cantidad muy semejante de P, para 

los tres grupos en estudio <Tabla 5). Esto indica que laG 

auxinas no estAn alterando el transporte del ortofoafato- P, 

a través de la membrana al interior de las cdlulas y qu• por 

lo tanto alteraciones en la incorporación de fosf~to r•diac­

tivo a las protefnas ribosomales serA reflejo del afecto d• 

las las auxinas en los tejidos. 
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La tabla 6 se refiere a la incorporación de P en las 

protefnas de los diferentes ribosomas( AIA, MCPP y control). 

Es necesario considerar que los valores expresados no 

corresponden estrictamente a la velocidad total de 

incorporación de fosfatos marcados radioactivamente en el 

tejido sino que es una medida del recambio de la 

fosforilaciOn, ya que el fosfato- ~P podrfa fosforilar 

posiciones disponibles en las protefnas ribosomales o estarse 

intercambiando en sitios ya ocupados por fosfatos no marcados 

radiactivamente, ya que también e:<isten en las células de los 

tejidos protefn-fosfatasas activas que desfosforilan dichas 

protefnas. 

Bajo esta consideración podemos hablar de que hay una 

mayor "incorporación" de )J.p en los ribosomas que fueron 

tratados con la auwina AIA qL1e con los tratados con la auxina 

sintética MCPP y ambos mayor que el control(al cual no se le 

adicionó ningL\n tipo de au:dna> ,siendo la incorporación de P 

en ribosomas tratados con AIA de un 428/. y la de los riboso­

mas tratados con MCPP de 145/., considerando al control como 

100Y.,segL\n puede apreciarse en los resultados que aparecen en 

la tabla correspondiente <Tabla 5). 

El siguiente paso consistió en examinar el efecto de 

las auxinas. tanto la natural como la sintftica, que corres­

ponden al AIA y al MCPP, sobre el patrón electroforético de 

- 55 -



las protetnas ribosomales y a través de la autorradiografta 

observar el tipo de protetnas ribosomales de los coledptilos 

de mafz, que mostrartan Ja banda indicativa de incorporación 

del ortofosfato-~P • 

Para este fin se hicieron corridas de electroforesis en 

placa en una dimensión, las cuales permitfan observar simul­

tAneamente las protefnas ribosomales provenientes de los tres 

tipos de muestras, AIA, control y MCPP. Se corrieron tambi~n 

patrones de protefnas estandar de peso molecular conocido, en 

un rango de peso molecular de 14,000 kO, correspondiente a la 

lactoalb~mina, hasta 66,000 kO que corresponde a la albdmina 

bovina <reactivo de Sigma> con objeto de poder determinar los 

pesos moleculares de las protetnas que mostrartan fosforila­

ci ón marcada con ortofosfato- J.t.p. 

La curva patrdn de pesos moleculares, se obtuvo a 

partir de los pesos moleculares de los est~ndares a los 

cuales se les calculo el logaritmo y el cual fue graficado en 

las ordenadas y en las abscisas se graficd el Rf que corres­

ponde a la distancia recorrida por la prctefna problema 

dividida por Ja distancia recorrida por el colorante, en este 

caso, donde se deja que el colorante salga, se toma como 

distancia el tamano total del gel. 
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Lo& patrones de protefnas ribo&omales de los tr•s 

tipos de ribosomas -AJA, control y MCPP- tetfidos con azul de 

Coomassie son muy similares y no se observan alteraciones 

significativas en las protefnas de los tres tipos de 

ribosomas <Figura 6). 

Esto de alguna forma se esperaba ya que en esta 

tipo de patrón vemos las proteinas que estan constituyendo 

los ribosomas y éstas no tendrfan por que ser distintas 

si todas provienen de ribosomas de coleóptilos, a menos que 

el tratamiento con auxinas hubiera tenido un efecto sobre 

el tipo de las protetnas que forman al ribosoma, el cual no 

se observa en este tipo de ensayo. 

Se evalu6 el efecto de las auxinas AIA y MCPP sobra la 

iosforilaciQn en las protetnas ribosomales de los coledptilos 

de marz por medio de la autorradiograffal el an4lisis d• las 

bandas marcadas presentes en la autorradiograffa <Fi;ura 8> 

muestra1 
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Que los patrones de fosforilacidn de las protefnas 

ribosomales son muy semejantes en los tres casos, yq que 

tanto en el control como con los diferentes tratamientos <AIA 

y MCPP> se 

corresponden 

observan siete bandas fosforiladas 

a los siguientes pesos moleculares 59.1, 

que 

55.9, 

50, 421 39.7, 3S.1 y 28 kO. Las protefnas que aparecen m.1s 

intensamente fosforiladas en los tres ensayos son las del SO, 

42 y 26 ~D. 

Sin embargo, la intensidad con la que se muestran las 

bandas es diferente para cada uno de los tratamientos 

utilizados, mostrando las bandas fos-foriladas 

correspondientes al tratamiento de AIA una mayor intensidad 

que las observadas en la autorradiograffa correspondiente a 

las protefnas ribosomales tratadas con MCPP y ambas mayor que 

el control. 

Con la adicidn de Ja auxina natural, AIA, se presentan 

las siete bandas que se presentan fosforiladas en el control, 

pero ademas aparece una banda fosforilada que corresponde 

la protefna ribosomal de 31.9 kD de peso molecular, que no 

aparece ni en el control ni en presencia de MCPP. 
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Tabla 1. 

Determinación de peso fresco y peso seco de coledptilos 

de mafz. 

Muestra 

Control 

AIA 

MCPP 

Peso fresco (g) 

0.149 "!: 0.010 

0.400 "!: 0.028 

0.287 ± 0.013 

Peso seco (g) 

0.0052 ± 1.0x10·• 

o. 0083 ± 2. ox 10·• 

0.0058 ± 2. ix10·• 

Los coleOptilos utilizados (65 por cada tratamiento>, 
se incubaron durante cinco dfas en la oscuridad a 25 •e, 
pasado este pertodo de tie~po se determinó el peso +re&co 
inici.~.l Ae incubaron durante 23 horas con auxina y sin 
ella, después de la incubaciOn se obtuvo el valor final del 
peso fresco, estos coleOptilos se llevaron a peso constante 
a 60 ºe y se determinó el peso seco. Los datos reportados 
corresponden al incremento en el peso obtenido entre el peso 
fresco final y el inicial. Los valores de peso seco son los 
que se lograron a peso constante. Los valores son la» medias 
de cinco ensayos + los valores de O.S. La concentraciOn de 
au:ünas - AIA y MCPP - en ambos casos fue de 1 X 10·• M. 
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Tabla 2. 

Rendimiento de Ribosomas 

No. de 00 2"0 Rendimiento Rendimiento 

=~~;~~~=~!~================!~~~!~~~!=========!~~~~=~;=~~!~~! 
0.094t0.03 7.7t ¡, 11 o.06:t0.07 

2 0.354±0.18 60,4± 3.58 1.27±0.29 

3 0.63:?±0.48 117.Bttei.35 1.88±0.18 

4 0.648±0.26 49.6± 2.32 3.43:t0.71 

"i o.~13t,0.38 70.B± ó.75 6.25±0.91 

Lo~ c:cleóptilo=. Lttfli=ados para esta serie de expe­
rimentos <aoro::imadamente 1100 en cada uno), se incubaron 
durante cinco dias a 25°C, después de los cuales se extraje­
ron los ribosomas y se obtuvo su rendimiento, determinando su 
absorbancia a 260 nm. Cada uno de los valores reportados 
corresponden a la media de 5 experimentos cada uno, ± la 
o.s. 



Tabla 3. 

No. de 
experimento 

2 

3 

5 

Criterio de Pureza 

o.0.2,0 0. Q, 2f!O 

0.094:t0.03 0.064t0.02 

0.354±0.18 0.244t0.18 

0.632±0.48 0.378t0.22 

0.648±0.26 0.390t0.J9 

0.913±0.38 0.546"!:0.20 

Re!ac:i On 
260/280 

1.45 

1.45 

1.67 

J.66 

l.67 

Ribosomas obtenidos de segmentos de coledptílos de mafz 

tratados con auxinas -AlA y NCPP- y un control sin auxinas. 

Para las mediciones se tomó una alfcuota de 5 µl de cada uno 

de los tratamientos y se determind su absorbancia a 260 y ~80 

nm.los valores corresponden, cada uno de ellos, a la media de 

cinco ensayos realizados t D.S. 



Tabla 4. 

Rendimiento de Protetnas Ribosomales 

No. de 
Experimento 

4 

3 

2 

A 'lBO 

O.S3t0.20 

0.42t0.!7 

0.38t0.15 

o. 25±0. 11 

Rel aci 6n 
280/260 

O.S9t0.13 

o. 65±0.18 

0.69t0.19 

0.80t0.25 

Rendimiento 
mgP.Rb/gtejfr. 

6.S7t0.94 

4.78t0.91 

3.40t0.8S 

3.30t0.80 

Se extrajeron las protefnas ribosomales de los 

cole6ptilos de mafz por el método de Thomas, ('1i9), se tomaron 

al fcuatas de 5 1-11 y se 1 eyeron a 260 y 280 nm. Cada val ar 

representado corresponde a la media de 6 purificaciones de 

prctefnas ribosomales, ± la o.s. 



Tabla 5 

Efecto de las auxinas en la incorporación de 3 ip 

en coleOptilos de maf:. 

Tratamiento cpm/0,D. Y.de lncorpcraciOn f¿p 

CONTROL 

AIA 

MCPP 

2,990 

12,782 

4,317 

100 

428 

145 

Los valores de la tabla anterior corresponden al prome-

dio del experimento realizado por triplicado. Se incubaron 

130 coleOptilos por cada tratamiento. Se di6 un pulso de 

ortofosfato _up de una hora. Se obtuvieron las protefnas 

ribosomales, se tomo una al fcuota de 10 µ1, y se contó en el 

contador de centelleo. 



Tabla 6 

Curva Patrdn de Peso Molecular en geles de 

Poli•crilamida. 

Protefna Peso Molecular log PH Rf 

Lactoalbllmina 14,200 4.15 0.87 

Inh. tri psi na de soya 20, 100 4.30 0.72 

TripsinOgeno 24,000 4.38 0.66 

Anhidrasa carbónica de 29,000 4.46 0.60 
eritrocito de bovino 

GJlceraldehfdo-3-P 36,000 4.55 0.46 
deshidrogenasa 

Albl.lmina de huevo 45,000 4.65 0.38 

Albtlmlna bovina 66,000 4.84 0.25 

Los valores que aqut se reportan, es un ejemplo de como 

se determinaron los pesos moleculares, ya que para cada uno 

de los experimentos hechos se tiene su gráfica. Los valores 

de la tabla se obtuvieron graficando el logaritmo de los 

pesos moleculares conocidos vs. el Rf. 
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Figura 1. 

Variació~ en el peso fresco en coleóptilos de mal=. SE 
tomaron 65 coledptilos~y se determinó el peso fresco inicial 
de cada uno d~ los tratamientos CAJA o MCPP> y un control 
(c'.\guci> ,incubados cor. y sin aw:inas a 25 ce, durante 23h, 
des:;u~r- de la: .:.-..1a1 es se de:ti:'irminó el pi;.so fr2sco final .Se 
obtL1vo e! :nc:r~me:-ilo do peso frasc:o Cpeso final - peso ini­
cial>. Lo~ re:1.1ltados c:orre~pcr,den a la media de c:inc:o eHpe­
rirnentC"s. 
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Figura 2. 
\lari acidn en ~l peso seco en coledpti los de ma.í:. Se 

tomaren 65 c:oleOpti los de> cada uno de lo~· tratamientos -AIA o 
MCPP - v un ontrot <agua>, incub?.dos a 25.; e, durante 2:'- h, se 
llevaron a peso seco. Los valores corresponden a la media de 
cinco e:.:perimentos ± sL1 D.S •• 
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VARL4CJON DEL PB> 

EN CVLEOPTIWS DE MAIZ 

Figur.::1 
Variac:i6n en el p~s::J fresco y.seco en coleóptilos 

de maf=. Se tom~ron 65 coleóptilos de cada uno de los trata­
mientos - AIA, control y MCPP - inc:t..1bados a 25~c, durante 23 
h~ se- dete1~minO peso seco y peso fresco. Los resultados 
p--opor-::int1,:.d.:-1s se refieren e, la media de cinco experimentos, 
e::r,rP.s::.drJ:; 12n p~rc:oont.Jje en r:=! ac:i ón c.1 control, que se tom6 



Figur.:1 4. 

TOMA UE FUSFA1US AL 

INlCIO DEL ENSAYO 

Trrilrrnffil'1 

Toma de ortofosfato - 3~P al inicio del ensayo. Se 
incubo 2.3 g de peso fresco de coleOptilos de matz, para cada 
uno de las tratamientos~ en una soluciOn de agua con au>:ina o 
sin ella~ se di6 un pulso de P durante una hora. los 
col eópt.1 Los se procesaron y se obtuvieren de ahf 1 as 
proteínas ribosomales, se tomó una ali'cuota de 10 ul y se 
contó en el contador de centelleo. 
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!NffiRPORACION DE FOSFA1US 

EN COLEOPTIUJS DE MAIZ. 

:m 

1W 

ímlanmln 

F'igur~ S. V~riaci6n en el r. de incorpor·aci6n de ;.:.p, en las 
proteínas ribosomales. De cadC> uno de los tratamientos -AIA, 
control y MCPP- se; tomó una al i"cuota de 1(1 ul de 1 as 
protefn"s ribosomales y :e leyeron en un contador de cente-
1 l~o. 
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MCPP CONTROL AJA 

Patrón electroforético en una dimensión de 
protefnas ribosomales de coledptilos de mai:. Se separaron de 
acuerdo a la técnica de Laemmli(30).TeNidas con •zul da 
Coomassie Las concentraciones utilizadas son distintas en 
contenido protéic:o ya que se igualaron por contenido de 
r~dio~ctividad, para efectos de la autorradiograffa. 



log Pl'I 

4.8 

4.5 

4.1 

Figura 7 

CURVA DB PBSOS l'IOLBCULARBS 
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0.1 0.5 
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A. Alb. Bovina 
B. Alb. de huevo 
C. G-3-PDH 
D. Anh. carbOnica 
B. TripsinÓgeno 
F. Inh. de Tripsina 
G. LactoaJbllmina 

1.0 R.f. 

Curva Patrdn 1 Mezcla de protefnas patrdn corri-
das en electroforesis. La gr~fica se realizd utilizando los 
val ores obtenidos del 1 ogari tmo de los pesos moleculares 
conocidos 'y ~l Rf se i:.btuvO por la fi!.1-muld.: Rf::: 1.:fi;¡tancia 
re-:C'rrida por la pn:itefna probli:tma / di!:;;ta.ncia recorrida por 
el c..olorante. ,; partir de. estos valores se calculó el peso 
molecular de protefnas problemas. 



't'Cf P A 1 A .CQNliall 

Figura a. 

Autorradiograffa del patrón electrofordtico en una 
dimenBidn de protefnas ribosomales de coledptilos 
de mafz. Se distinguen los carriles que muestran 
las bandas fosforiladas cuando se trataron <carril 
AJA y MCPP> y el control. L• cantidad de m•rca en 
cada carril es la misma. La placa se eKpuso durante 
14 dlas. 
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E•t• ••ccldn r•f11r•nt• • I• di•cu•idn 1• h• dividido 

prlncip•lm•nt• •n do• p•rt••• 

A> El •f•cto dif•r•nci•l de las auxinas 

Bl L• fo&foril•clOn d• I•• protefn•s 

que corresponden a la ar9umentaciOn de l•• 

proPu•stas •1 COft\i•nzo d• est• trab•Jo. 

hlpOteala 

Al final de esta seccidn se propone un posible 

mecanismo de la accidn de las auwinas. tomando como base el 

mecanismo propuesto para la accidn de hormonas animales, 

e&pecffic•mante las hormonas asteroides. 
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EFECTIJ Dlf'EAENCIAL DE LAS AUXINAS 

Aunqu• alllbas auwlnas IAIA y llCPP> utilizadas durant• •1 

desarrollo d• Jos eMp•ri•entaa, •• consid•r•n fitohor•on•• y 

comparten •l •f•cta fisiol6Qico d• elon;acitin d• lo• t•Jidos, 

su 1HtCanismo d• acciOn na p•r•c• ser idlntico. 

La afirmactttn anterior •• b••• en las oba•rvacton•& de 

los re•ultado& que •• obtuvieron durante la realizacidn de 

eat• trabajo. Asf d• ~•n•r• cualitativa •• observ6 qua los 

frag,..ntos d• ccl•llptllos tratados .con AIA o MCPP, •• 

elonQaban ~· y •ran m•• ancho• qu• al control. Sin embar;o, 

al analizar los dato& de la tabla 1, que corresponden • la 

variacitln de peso fresco, y en especial los da la tabla 2, 

del peso seco, 

tr•tados con 

se observa que los fragmento& de coledpttlos 

AIA mostraron mayores incrementos que los 

Esto corrobora que las auwinas <AJA y MCPP>, muestran 

efectos comunes, CUAndo son •plicados exOQenamente, como son• 

la elongaci6n del cole4>tilo y el aumento de peso seco y 

fresco, sin embargo, en la intensidad del efecto se observan 

aspectos diferenciales. 

Esto probablemente indicarfa que ambas au:<inas 

actuarfan compartiendo el mismo proceso de elongaciOn, como 
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serta la acidificación del medio, el debilitamiento de lo• 

e~laces no covalentes entre los xiloglucanos y las microfi­

brillas dv celulosa de la pared celular <~>. Como con•ecuan­

cia se facilitaria la entrada de aQUa y eKplicarta •1 •u .. nto 

de peso frewco y la elongación de los fr•gmantos de 

cole6ptilos. Sin embargo, en ciertos aspectos a. nivel bio­

q:Jfmico de fenómeno pr·obablemente difieren. Tal vez en esti­

,n:Jlar la pt*oducción de alounas biomoldculas del tipo de ldS 

protei:las , carbnhidt·atos, ltpido5i u ott·os metabolitos que 

=ontribuyen a i:icra.nentar el peso seco del tejido. 

En la 1 i t:e,...atur·"' se enc1.1entran reprJrtes de sustancias 

que aunque no son propiamente auxinas, tambilfn oeneran elon­

gaci 6n de los cole6ptilos y sin embargo muestran dif.,-1tnciaa 

a nivel bioqufmico en la forma de accidn con relacidn a la• 

auwinas. Asf se tienen r•port•5 de Zocchi, qu• confirman el 

hecho de que la accidn de las aUKinas puede ••r mimificad• 

por otras sustancias, como •• al caao de la fucosina (80> o 

la alta concentraciOn d• protones en el medio <71>. Esto no 

debe llevarnos a pensar que todas las sustancia& que compar­

ten alQunos ef•ctos fisiolOQicos se comporten mol•cularm•nt• 

de la misma manera. 

En efecto, la fucosina, que es una toxina f~n;ica, 

mimifica el efecto de elongaciOn de las cola6ptilos en forma 
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similar • 1• accidn del AIA. Aunqu• la auxin• y 1• fucosina, 

al iQU•l qu• •1 AJA y •1 "CPP •n nuestro caso, aumentan l• 

•longaci&n dw lo• colwllptilos, al •f•cto mwtabOlico d• •mb•• 
sustancia• probabl•m•nt• •• distinto. De acu•rdo • axp•ri119n­

tos realiz•dos por Zocchi, los coledptilos tratados con AlA 

raducan la marca radiactiva de ortofosfato ~arcado incorpora­

da en la fraccidn fosfolipfdica de sus tejidos, •n cambio los 

coladptilos tratado• con fucosina, no modifican •l nivel d• 

fosfatidilino&itol CPU con respecto a tiU control. 

Ast mismo los patron•s de fosfortlaciOn d• l•• 

protefna& ribosomales del colaOptilo <Fig.a>, nos hacen 

pensar que aun l•• llamadas au~inas sinttticas como la 

utilizada en este trabajo, pr•senta •launa• diferencia• a 

aste nivel con relación a l• accidn de la auxin• natur•l, •1 

AIA, 

Esto significa qua las auxinas tienen un afecto m4s 

complejo y que la simple elongaciOn, •• tal vez sólo una de 

las consecu•ncias de su acciOn a nivel molecular. 

Asf los resultados obtenidos en aste trabajo ratifican 

la hipdteis propuesta referente • la mayor incorporacidn de 

ortofosfato marcado en las protafnas riboaomaleti que fueron 

obtenidos a partir d• coloe~tilos tratados con auxinas, 

aunqua su mecanismo molecular difiera con -.mb.as •uxinas, la 

natural AIA y la sintdtica MCPP. 
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FDSFDRILACIDN DE PRDTEINAS RIBOSOflALES 

Los experimentos que se realizaron fueron disehados 

P•ra profundizar en el conocimiento del efecto de l•• auxina• 

en un tejido blanco de matz. Este simtema permitid adem4s 

comparar la respuesta del coledptilo hacia la auxina natural 

AIA y a una auxina sintdtica CMCPP)5 todo ello us•ndo como 

par~metro de referencia la fosforilacidn de las protetnas 

ribosomales. 

Dado que la fosforilacidn - defosforilacidn de 

protefnas es una de las modificaciones covalentes que permite 

tener control de varias rutas metabdlicas C12), se podrta 

pensar que la fosforilaciOn de las protefnas ribosomales 

estuviera relacionada con una modificaciOn en la estructura 

del ribosoma y ésta a su vez tuviera como consecuencia alte­

r3ciones en el proceso de traducción. 

Ecta suposición se apoya ¿n que se ha visto en otros 

organismos que la velor.idad de traduccidn de las protetnas 

se relaciona con la fosforiln~10n de algunas protefnas 

ribosomales (79). 

Al .?.plic.ilr e:~dger•.:imante lñ .o\uxina natural ATA 'J ta 

aint~tiLa, el MCPP, a los coledptilos de mafz, los patrones 

de p ... ot,~:f11as rj~o::.om.:1le-:; no pn~-;entaron cambios c;ignificati-
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vos en su estado de fos·~orilnci6.1 (F"ig.B>;en donde se confir­

ma la hi.p~tec;is referent~ a que los patrones de fosforilación 

de prot~fnas fueran semejanttts cualitativamente. Sin embargo, 

los =ambios que se observaron fueron en primer lugar de tipo 

cuantit.:\tivo pues se inc:i-~ment6 la fosforilac:i6n de lL~s 

protefn<:\s ya marcadas con respecto al control. Es importante 

hacer tesaltar que no tod;1;s las bandas fueron igualmente 

incremer.tada'3 to r:uP.O puside 5ugerir, <1.dem:i.s un eTP.cto P.specf­

ftco y ~ualttativo. 

E~;isten rep-::-rtes de al gu"los trabajos en la literatura, 

los cuales indican la irnpcrtancia de la fosforilac:iOn de las 

protefnas ribosomales en diferentes sistemas. L• fosforila­

ción de lo prota.,i'na riboscmal 56 ha sido un~ de las m.ts 

papel reQulador que se le h• asignado. 

Se c.onc.ice que la protefna ribosoma.l S6 '!ie fosforila en res­

puesta. a c.r1oque e.e calor (6C1), aplicac.ión de insulina y 

fac.tc.i.-·es de creclmle:nto (~9). La protefna ribosomal S6, es 

t.mél protefn.:.. que SI!' enc:uentr.:.. en la subunidad pequena del 

ri~OL~~1¿, =~ :: k: d~ p~~o ~~tecul~r y ~~1~ e~t~ involucrada 

.:.·r1 lLt et&~!\ d.:. fc.ir1t:!1clbn del í:i.ctor d~ ir-,iciaciOn en la 

En nuec::?trc caso encontr•mos 

1·r:~ prr.t~r.fn~ :"'i.bm:::om."?t r.;•.1s ~~+:.i.mula su Tosforilación, cuando 

s1:1 trat.:i. cnr. la awdna AIA <FiQ.8,AIA> 1 de aprcKimAdam•nt• 

31~5 kD de peso molecular. Tomando como bage solamente el 
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paso molecular, podemos sugerir que al igual que •n animales, 

prob•blemente estd involucrada en la ragulacidn durante la 

•tapa de iniciacidn da la sfntesia de protefnas. 

S• conoce la •Kistencia de la fosforilacidn de otro 

tipo de protelnas ribosomales importantes en la r•gulaciOn 

d•l ••canismo d• tranacripciOn como son las protefn•• L7/L!2 

de .[, li9l!.. (82) y otros sistemas como levadura• o ctlula• 

•nimales !83 y 84). 
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Se debe considerar que durante este trabajo•• utilizd 

par• la comparacil)n de los procosos da fosforilaciOn, gales 

de poliacrilamida •n una dim•nsiOn, y lo que se observa como 

una banda no necesariamente corresponde a una sola protafna 

~ino que podrta corresponder a mas de una protefna. 

Por esta razon , serfa necesario realizar una •l•ctro­

foresis en segunda dimensiOn y por medio d• esta d•t•rminar 

si la• difarencia• observadas fueran cuantitativas, •• decir, 

mayor ndmero de ribo&oma• estAn aiando foaforilados en aua 

patron•s o bien sdlo cualitativas. Ast las diferencias cuali­

tativa& en la fosforilacidn podrfan relacionar•• con1 a> una 

foaforilacidn preferencial por ciertas protefna• ribo•omales, 

bl una sobr•fosforilacidn de algun<a>s portefnaC&> o e> un 

intercambio de fosfatos m•s r•pido en alguna<s> d• las posi­

cione• posible• • ser fosforilada&. 
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MODELO DE ACCION DE LAS AUX!NAS 

El modelo que a continuación se e;<pone esta basado en 

el modo de acciOn de hormonas animales. 

La hormona como primer paso se introduce a la cdlula a 

través de la membrana citoplasmAtica por medio de mollkulas 

transportadoras espeCificas que se presentan en la membr~na 

citoplasm4tica, este tipo de moldulas difunden a travds d• 

todas las cdlulas pero sdlo encuentran un receptor especffi­

co, de elevada afinidad, en los tejidos blanco. Una vez unida 

la hormona al receptor especffico, el complejo hormona-recep­

tor experimentan una reacci6n de '' activación 11
1 que corres­

ponde a un cambio conformacional, provocando la fcsforilaciOn 

de alg~n o algunos aminoAcidos de la cadena paptfdica. El 

complejo hormona-receptor podrfa se unirse a regiones espe­

cfficas del DNA, afectando da manera selectiva la tr•n&crip­

cidn de genes y la producción de los mRNAs respectivos. Esto 

trae como consecuencia cambios en las cantidades de protetnas 

especfficas y asf son influidos diversos procesos metabOli­

cos. Al activarse o desactivarse genes especfficos, se codi­

fica para enzimas protein-cinasas o para protein-fosfatasas 

especff i cas, qt1e est~n actuando a nivel de fosfori 1 acidn/de& 

fosforilacidn de protefnas a nivel postraduccional o bien de 

fosforilacidn /desfosforilacidn de protetnas que act~an a 
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nivel de slntesis de protefnas como serfan factores de ini­

ciaci6n, zonas de reconocimiento del RNAm en los ribosomas, 

o que para ensamblarse los ribosomas fueran necesarias fosfo­

rilaciones en determinas protefnas ribosomales, Tomindo 

como base que las plantas presentan protefnas fosforilables y 

desfosforilables, receptores, presencia de segundos mensaje­

ros, etc •.• Probalemente el mec~nismo de las fitohormonas AIA 

y el MCPP sea semejante al modelo establecido para los ani­

males, aunque las reacciones que destaen en la transduccidn 

de seNales no generen idénticos niveles de intensidad en cada 

uno de los pasos, lo que podrfa explicar las diferencias 

observadas. 
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CONCLUSIONES 

Este trabajo es una pequetta aproKimacidn al •nt•ndi-

miento de la ac:cidn de las auxinas, en un tejido blanco como 

lo es el coledptilo el cual muestra un patrón de fosforila­

cidn distinto al observado con el que procede de las 

protefnas ribosomales de ejes embrionarios de 3 y 24 horas de 

germinación (Datos de Alma Pérez)J sugiriendo que estas dife­

rencias reflejan una especificidad de tejido y de estado de 

desarrol 1 o. 

Este estudio para con&olidarse necesita estudios m•e 

profudos y especfficos, como serJa: a) la caracterizaciOn de 

las enzimas cinasas y fosfatasas responsables de la fosfori­

lacidn de las protefnas ribosomales, b) el efecto en l• 

velocidad y/o seleccidn del mensaje por los ribosomas fosfo­

rilados, c) la regulación de este efecto en los diversos 

estadfos de desarrollo de la planta, etc ••• 

Por otra parte queda por aclarar la identificación 

mAs precisa de las protefnas ribosomales capaces de fosfori­

larse, su posición en la estructura del ribosoma y a~n su 

.función en el proceso de traduccidn. 
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Esto• temas son otros t•ntos proyectos d• inv•stigacidn 

sob~• loa qua se requiere continuar tr•b•Jando • fin de 

contribuir al conocimiento de los mecanismos que regulan la 

germinaciOn de l•s semillas y el establecimiento de las 

nuev•s plintulas. 
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V I l. A P E N O 1 C E 
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t Nw:1deadd b capraxd u a pcn:xnll¡e oCthetoW(prottia+oudcic 1eid). 

ESTll1ACION DE PROTEINA POR EXTINCIOll A 260 Y 280 n•. 
Mttodo da Warburg y Chri•tian, B,Z. 310, 384 11941), 

Mmdida de la extinción, de una solucidn dilufda de 
protefna, a 260 y 280 nml se calcula el cociente A280/A260. 
Uaando este cociente se •ncuentra la conc•ntracidn da 
protefna por medio del factor l•fdo en la tabla y la 
absorbancia • 280 nm. ABI la conc•ntraciOn esta dada por• 

Concvntra~i6n de protefna <mg/ml> = A l/d. 

Donde d ; longitud de la celda en cm. 

Los valores de la tabla fueron calculados a partir de 
enolasa de levadura <A260 =1.18, A280 = 2.06 con una cene. de 
lmg/ml>. El mdtodo esta sujeto a error en cuanto que &ean 
otras protetnas y que los 4cidos nucleicos presenten 
distintas extinciones. 
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