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I. INTRODUCCIDN



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las auxinas representan un grupo de regula-
dores del crecimiento vegetal que tienen varios efectos
fisioldgicos como la elongacidn de coledptilos,fototropismo
de tallo, induccidn de callos, etc... y bioqufmicos como
la induccidn de enzimas ATPasa, celulasa o alteraciones en

la sifptesis de RNA y protefnas.

Como consecuencia el patrdn de protefnas sintetizadas
en tejidos estimulados con auxinas se obssrvan cambios!
protefnas nuevas que se sintetizan y otras que dejan de ha-

cerlo (3,14 y 22).

Se ha identificado al Acido indol acdtico (AIA)} como la
auxina natural mids abundante, aunque no la Jdnica, en los
tejidos, de las plantas (i4 y 53). Ademds, existen otras
auxinas llamadas ' sintéticas como el Acido 2,4-dicloro feno-
xiacético (2,4-D), el Acido 2-metil,4-cloro fenoxipropri®ni~
co({MCPF), el A&cido naftalen acético (ANA), etc... que mimifi-

can la accién de las auxinas nativas (19).

Se conoce que la accidn de algunas hormonas se ejerce



por un mecanismo de fosforilacién y desfosforilacidn de
protefnas, esta informacitn se tiene en base a estudios en
organismos animales (12 y S3). Sin embargo, se postula que
en plantas posiblemente existe este mismo mecanismo como
parte de la forma de accién de los fitorreguladores. En apoyo
a esto, existen reportes en tabaco,trigo, mafz y otras
especies vegetales (22) que indican que algunas protefnas se

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

Trabajos previos en este laboratorio han mostrade que
las auxinas alteran la fosforilacidn de las protefnas riboso-
males de ejes embrionarios de malz (49), Este fendmeno ocurre
sélo en los perfodos avanzados de la germinacién, por 10 que
parece estar ligado al estado de desarrollc de los tejidos,
Dado gue durante el! desarrollo de la pléntula la respuesta
a las auxinas es mds evidente en el coledptilo, se decidié
analizar el efecto de las auxinas en la fosforilacién de

las protefnas ribosomales de estos tejidos (50).
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HIPOTESIS DE TRABAJO

Por trabajos previos en el laboratorio (48,49 y 50), se
conoce que las auxinas, hormonas vegetales, inducen la fos-~
forilacidn / desfosforilacion de protefnas ribosomales en

ejes embrionarios de mafz.

Si el estfmulo a la fosforilacidn de las protefnas
ribosomales forma parte del mecanismo de accidn de las
auxinas, en los procesos metabdlicos de las plantas que

eatas regulan, entonces:!

a) £n los coledptilos de mafz, que €5 uno de los tejidos
blanco de las auxinas, debe observarse una mayor incorpo-
racién de ortofosfato - 8P en las protefnas riboso-
males procedentes de ribosomas tratados con AIA o con
MCPP, con respecto al controlj como respuesta al efecto

de las auxinas.

b) Tanto el AIA, 1la auxina natural, como el MCPP, andlogo

del 2,4 D, que es una auxina sintética muy activa, mos-
trardn patrones electroforéticos semejantes de fosfori-

lacién.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto de las auxinas tanto la natural
(AIA) como la sintética (MCPP) en la fosforilacidn de las

protefnas ribosomales de colebptilos de matz.

OBJETIVOS PARTICULARES

a) Montaje de 1la técnica de obtencidn de protefnas

ribosomales de coledptilos de mafz.

b} Determinar 1a técnica mds adecuada de electroforesis
para la separacicon de protefnas ribosomales de
coledptilos de mafz.

c) Analizar los patrones electroforéticos tefyidos con
azul de Coomassie de las protefnas ribosomales de

tejidos tratados y no tratados con auxinas.

-4 =



d) Por medio de pulsos de ortofosfato —-BP, Evaluar el
efecto de las auxinas en la fosforilacidn de las
protefnas ribosomales de coleéptilos de mafz,a través
de autorradiografias de los patrones electroforé-

ticos de estas protefnas.

-5 -



I ANTECEDENTES



AUXINAS

En las plantas superiores se han encontrado sustancias
con una estructura quimica definida, denominadas fitohormo-
nas ] fitorregul adores que se producen en tejidos
espectficos . Para actuar pueden hacerlo en el mismo lugar
de su produccidn o bien transportarse a otros sitios de ac-
cidn. Estas sustancias a muy bajas concentraciones regulan
diversos procesos fisioldgicos,como son f crecimiento, elon-

gacién,divisién celular, etc... (40),

Se conocen cinco tipos de fitorreguladores que
controlan el crecimiento y desarrollo de las plantas) esta
clasificacidn se basa en su naturaleza quifmica, as! como
en 1os efectos fisioldgicos con los cuales se asocian es—
tos compuestos. Los fitorreguladores sont! giberelinas,

citocininas,etileno, &c. abscfsico y auxinas (3).

Los compuestos de interés para este estudio ser&n las
aurinas gque son sustancias caracterizadas por su capacidad de
inducir elongacidn en los tejidos blanco. Se ha definido como
tejido blanco a aquellos tejidos de la planta capaceg de dar
una respuesta a la aplicacién exégena de un fitorregulador.

Asf el concepto de "seneibilidad” a auxinas implica la mayor



o menor intensidad de respuesta a auxinas (43). La auxina
natural mis ampliamente distribuida en el reino vegetal es el
d4cido indol acético (AIA), que fue la primera fitohormona
Hescubierta y a la cual se le conoce como la hormona de la

plasticidad.

Existen también auxinas de cardcter sintético las
cuales se caracterizan porque son generalmente compuestos
dcidos con un nicleo cfclice insaturado o derivados de sus
dcidos y ademds presentan uno o varios efectos fisioldgicos

caracterfsticos de las auxinas (40).

Darwin (14) fue el primerc en estudiar el efecto
fototrdpico y de elongacidn en coledptilos, asf mismo, Bal-
kowskl y Salkowski aislaron el AIA, compuesto que fue iden-
tificado como el responsable del efecto fototrdpico del

coledptilo por Went en 1928 (3 y 14).

Desde el descubrimiento y caracterizacidn de la auxina,
se han realizado un gran nimero de investigaciones relacio-
nadas con la regulacidn del crecimiento en plantas. En la
mayorfa de los casos los compuestos utilizados como auxinas

son de naturaleza sintdtica (14).



Acido Ipdol Acético.

La produccidn de auxinas en las plantas se lleva a cabo
a través de un proceso enzimdtico, que consiste en convertir

el triptdfano en AIA (B).

Gordan y Nieva proponen que el AIA puede sintetizarse

via dos rutas distintas:

1. La desaminacidn del triptdfano formando dcido indol
pirdvico, seqguido de una descarboxilacidn para formar indol

acetaldehido o

2.Por 1a descarboxilacidn del triptdfano para formar
triptamina, seguida de una desaminacidn que origina. indolace-
taldehfdo. Este compuesto es considerado el precursor inme-—

diato del AIA en las plantas (3).
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Después del aislamiento de la auxina natural comenzd
una busqueda intensa por encontrar compuestos qufmicamente
similares al AlA y que tuvieran actividad de auxina (14) .
As! se encontraron sustancias con actividad similar al AIA,
como los dcidos indol-3-butfrico, indol-3- propicdnico (3),
fenoxiacetico, naftalenacético, picolfnico, 2,4 diclorofeno-
xjacético (2,4 -D) y el 2-metil,4-cloro,2-fenoxipropionico

{MCPP) y otros (14).



ESTRUCTURA QUIMICA DE LAS AUXINAS
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Digtribucién de la auxipa en las plantas.

Las auxinas se encuentran en altas concentraciones en
las extremidades en crecimiento de las plantas, es decir, en
la punta del coledptilo, de 1las hojas y rafces. La
concentracidn de la auxina disminuye conforme se aleja del

extremo a la base del coledptilo (14).

Existen dos categorfas generales de auxinas en
plantas? Las auxinas libres, incluyendo las auxinas
difusibles, y las auxinas ligadas que son aquellas que se
obtienen de 1la planta sélo después de haber sido sujeta a

hidrélisis, autdlisis o enzimdlisis (3).,

Ltas auxinas tienen efectos muy diversos cuando se
aplican exédgenamente a plantas intactas,é&rganos aislados

o células vegetales en cultivos (20).

Entre los efectos fisioldgicos de las auxinas se

observant

1. Elongacidn de tallos, hojas y rafces
2. Diferenciacién celular
3. Iniciacidn de la floracidn

4. Desarrollo y crecimiento del fruto

“

Abscicisén de hojas,flores y frutos

6. Induccién de callos

- 12 -



Los efectos de las auxinas se dividen en dos
categorfas en funcién del tiempo de respuesta: las que
ocurren rdpidamente despuds de la exposicidn a la auxina que
incluyen deformacidn vy elongacidn 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 divisién y la diferenciacién celular (68),

Mecapismp de accidn de auxinas

En la actualidad no se sabe con certeza si el mecanismo
de accidn de las auxinas se lleva a cabo vfa un sélo sitio de
accidn primario o se generan a través de varios mecanismos

paralelos (22).

Dado el interds de estos temas, se han estudiado mucho
y se ha acumulado informacidn muy preciada al respecto, de
tal maﬁera que en la actualidad se tiene un panorama mds
amplio del posible mecanismo de accién de las auxinas .

La primera hipétesis y la mds estudiada es la
denominada del "crecimiento acido", dada por Raylen,Hager vy
Cleland (I8 y 73) quienes propusieron que la elongacion
celular era provocada por la disminucién del pH de la fase
acuosa de la pared celular, posiblemente por la accién de
una ATPasa localizada en la membrana, que actla como bomba de

protones. El incremento de H+ debilita los enlaces no



covalentes - entre los polfmeros de xiloglucanos vy las
microfibrillas de celulosa de la pared celular . La pared
serfa reestructurada por la sintesis de nuevo de sus

componentes (9, 10 y 29),

Sin embargo, se ha encontrado que algunos hechos expe-
rimentales, no concuerdan totalmente con @l modelo propuesto
para esta primera hipdtesis (2 y 67). Entre ellos: La sfn-
tesis de RNA y protefnas inducidas por auxinas es casi {nme~
diata a su adicidn, mientras que las enzimas involucradas en
la degradacidn y sfntesis de la pared celular tienen un

perfodo de retraso en su aparicién (&67).

Mds recientemente se ha enfocado la atencidn en el
efecto de las autinas a nivel molecular, dado que otras
sustancias como fucosina y aun la simple acidificacién del
medio pueden mimificar el efecto de elongacién del tejido

blanco, al menos por un tiempo (29).

El patron de protefnas sintetizadas en los tejidos
estimulados, por la accidn de las aﬁxlnas muestra cambios
significativos? protefnas nuevas que inducen su sintesis,
protefnas que dejan de sintetizarse y otras que modulan la
velocidad de su sfntesis. Este patrdn de protefnas involucra
una regulacién tanto a nivel transcripcional (genes auxino-

modulables), como traduccional (48,47 y 81).



€1 efecto a nivel molecular causado por la aplicacidn
de auxinas, muestra asf mismo, un incremento en la sfntesis
de RNA. Esta respuesta parece depender de dos enzimas

diferentes, la RNA polimerasa I y II (23 y 36).

Los resultados de estns trabajos han generado otra
hipdtesis denominada t " Hipdtesis de la expresidn
gendtica”, la cual propone gque las auxinas actdan en algun
punto de la transcripcidn y posiblemente también de la
traduccidn regulande la sfntesis de polipéptidos en el
proceso de crecimiento. Esta hipdtesis fue postulada por Key

y colaboradores (53).

Vanderhoef (72 y 73) integrd ambas hipdtesis en una
sola. Propusoc un mecanismo que implica dos tipos de efactos
en el suceso! 1. De efecto inmediato que consiste en 1la
wicresitn de H+ al medio,respuesta a corto plazo y 2. La
regulacidn de la expresidn gendtica a nivel transcripcional

que es una respuesta a mds largo plazo (10).

Con el fin de conocer el mecanismo de accidn de las
auxinas, a nivel molecular, se han seqguido distintas
aproximaciones experimentales entre las gque se encuentrant

a) El aislamiento y caracterizacién de los receptores de

auxinas en los tejidos de respuesta (55),

- 15 -



b) E1 efecto de las auxinas en la regulacidn de la

expresidn genética en los tejidos de respuesta (73).

El descubrimiento de protefnas con alta afinidad por
auxinas, posibles receptores partfcipes de la accidn de
estas, ha generado una hipétesis que tiene como sustento el
mecanismo de accién de ciertas hormonas animales (64). Los
receptores al ser activados por el fitorregul ador
desencadenan una serie de eventos bioquimicos que llevan a

la respuesta fisiolégica observada (17).

La existencia de protefnas con alta afinidad para
auxinas en diversos tejidos vegetales, podrfan ser
componentes de un sistema de transduccion de sefales
conectadas con la expresion de la regulacidn genética (53 vy

S56).

- 16 -



§equndos mensajeros en elantasg

Todos los organismos vivos requieren de mecanismos de
transmisidn de seffales del exterior al interior de la cedlula
a fin de funcionar eficientemente. En modelos animales a la
hormona se le llama mensajero a la seMal intracelular se le
llama segundo mensajero. En animales se han estudiado las
bases biogquifmicas de los sistemas de transduccidn de seffales
extracelulares vy se han identificado varias sustancias que
actian como segundos mensajeros (mensajeros intracelulares)
comd el AMPc, Ca ,inositol trifosfato, etc..., 108 cuales se

han investigado también en plantas (59 y &60),

aMe ciglico (AMRE)

La existencia de AMPc en plantas ha sido reportada por
varios autores (59 y 60). Sin embargo, los métodos analfti-
cos no han sido lo suficientemente sensibles para su completa
identificacidn, aunque Brown y Newton reportan la aplicacidn
de técnicas cromatogrdficas y electroforéticas para identifi-
car AMPc en tejido de frijol. Ademds, Newton ha identificado
al AMPc en plantas por medio dé espectrometria de masas (41).

MAs aOn se han descrito enzimas involucradas en el

metabolismo de AMPC. Ast tenemos el caso de la



fosfodiesterasa de AMPc localizada en chfcharo, papa, frijol,
cebada y taebaco (6) y la adenilato ciclasa reportada en 1970
{52) localizada en membrana plaimatica‘y retfculo endoplids—

mico de chicharo (34).

Calcio-calmoguling en plantas

€1 calcio actia como segundo mensajero en la transduc-—
cidn de seffales extracelulares en algunas plantas (53). FPara
que @] calcio funcione como mensajero intracelular es regui-
sito que la concentracitn de calcio libre en el citoplasma
asté regulada, con un nivel basal bajo que se incremente en
respuesta a los sstimulos. Ademds se raquiere que exista un
mecanismo para detectar los cambios en la concentracidn de
calcio y traducirlos en una respuesta fisiolégica. Al respec-
to se sabe que el calcio puede actuar directamente o asociado

con la calmodulina (26 y S8).

La calmodulina, protefna de pesc molecular bajo, vy
universalmente distribuida en todos 108 organismos, se ha
localizado en distintos compartimentos subcelularss como
citoplasma, mitocondria, cloroplasto, ndcleo, membranas,
etc.. mostrando propiedades biologicas y fisicoquimicas simf—
lares a las ya encontradas en otros organismos (43 a 46). EIl

conplejo calcio-calmodulina ejerce control en el transporte
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de calcio, ademds participa en la regulacidn de protefnas
cinasas y del metabolismo celular a travds de fosforilacidn y

desfosforilacion de protetnas (53).

Eosforilacion de proteinas en clantas

La fosforilacidn- desfosforilacidn de protefnas es
reconoccido como un mecanismo regulatorio importante por el
cual se alteran las actividades de enzimas requladoras clave
del metabolismo y moldculas receptoras dentro de la célula,

en respuesta a un gran nimero de estfmulos externos (12).

Las enzimas responsables de estos procesos (protefnas
cinasas y protein fosfatasas) muestran alta especificidad por
su sutrato (53) y se les considera como uno de los puntos més
importantes en la amplificacién y regulacidn de 1la sehal
transducida.

.

Entre las protefnas fosforiladas en plantas como res-—
puesta a una seffal se han reportado algunas protefnas riboso-
males {7,61,62 v 79), factores de iniciacidén (7), protefnas
nucleares (histonas y no histonas) (IS y 74 ), protefnas
membranales (47 y 75), protefnas de cloroplasto y mitocon-

dria (43), etc...
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Se ha reportado que la actividad de algunas enzimas
vegetales se regulan por fasforilacidn y desfosforilacién
camo la quinato: NAD+ oxidoreductasa (57 y 54), la piruvato
deshidrogenasa, la fosfoenolpiruvato carboxilasa (53) asf

como el de fitorreguladores como el fitocromo (78).

Algunos investigadores han encontrado que la accidn de
los fitorreguladores esta asociada con cambios en el estado

de fosforilacidn de ciertas protefnas (53).

Asf, se ha visto que las auxinas cambian los niveles
de calcio en el citosol, alterando asf las actividades de
protefnas cinasas y/0 fosfatasas y resultando en la
modi ficacidn del estado de fosforilacidn observado en

protefnas especfficas (53).

Por otra parte se ha encontrado que algunas protefnas
ribosomales cambian su estado de fosforilacidn en respuesta
al choque de calor y a la adicidn de fitarreguladores esdége-
nos comod auxinas, citocininas y &cido abscfsico (41,62 y

79 .

- 20 ~



RIROSOMAS Y PROTEINAS RIBDSOMALES

Los ribosomas son organelos compuestos por dcido ribo-
nucléico y protefnas, ademds son las maquinas molaculares en
donde se llevan a cabo las interacciones entre tRNAS, MRNAE y
protefnas en el complicado proceso de la sfntesis protéica,

(32).

El tamaffo de los ribosomas es de acuerdo a los organis-
mos eucaridticos (80S), en las bacterias o cloroplastos (708)

Yy en las mitocondrias (558) (51).

Los ribosomas sucaritticos son mayores que los
procaridticos. Constan de una subunidad grande de 60S y otra
pequeffa de 405 .que se unen para formar una partfcula de 808,
con una masa de 4200 kDa, comparada con los 2700 kDa del
ribosoma procariotico de 70S. La subunidad 665. con un
didmetro aproximado de 23 nm, tiene un perfil triangular con
dos lados convexos y uno mds plano que presenta una
depresi &n angosta, contiene ademds tres RNAs?

Ltos RNAs de 5SS vy los de 28S son los equivalentes a las

moléculas procaridticas 55 y 23S3 su RNA de 5.85 es
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caracte}fstico de los eucariotes. La subunidad 405 es alarga-
da y angosta,tiene un lado convexo y otro cdncavo, dividido

en dos partes desiguales (15).

La subunidad 408 contiene un RNA de 185 homdlogo del
RNA procariético de 165 (465). Entre ambas subunidades se
forma un "tunel"que contiene el RNA mensajero. El1 tamaffo de
las subunidades varfa algo entre animales y plantas, lo que
tambi#n ocurre en el tamaffo del RNA. Los ribosomas de las
plantas contienen rRNAE de 255 y 1BS y los ribosomas animales

rRNAs de 285 y 185 (31).

En las cédlulas de eucaridtes, algunos ribosomas estén
libres en el citosol, mientras que otros estdn unidos a un
extenso sistema membranosoc llamado reticulo endopldsmico
(ER) que abarca aproximadamente la mitad del total de 1la
membrana de una célula. La regidn a la que se unen los
ribosomas s@ llama ER-rugoso. Los -ribosomas unidos a
membranas sintetizan tres tipos principales de protefnas
protefnas lisosé&micas, protefnas de secrecidn y protefnas
que atraviesan la membrana plasmatica. No se han detectado
diferencias estructurales entre los ribosomas libres y los
derivados del ER rugoso. Por consiguiente, 108 ribosomas
unidos a membranas y los ribosomas libres se cree que son

intrfnsecamente los mismos. El que un ribosoma determinado
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aesté libre o unido al ER rugoso depende fundamentalmente de

la clase de protefna que estd sintetizando (65).

Los ribosomas se unen a la membrana del! retfculo
endopl Asmico por medio de la subunidad mayor. Aungue al menos
algunas de las protefnas de los ribosomas tienen una funcidn
catalftica, la funcion especffica del rRNA no esta todavfa
clara aunque tiene centros de enlace para un ndmero de

protefnas ribosomales (13).

f{as cuatro moléculas de rRNA antes mencionadas se for-—
man por transcripcidn de dos genes separados uno de 120
bases, 55 que se transcribe en el nicleo. Los otros tres
fragmentos se forman como un Onico producto de transcripcién
de 455 en el nucléolo celular. El procesamiento del precursor
de 455 del RNAr comprende modificaciones covalentes, pripci-
palmente metilaciones, los pasos siguientes consisten en una
serie de rupturas hidrolfticas las cuales forman los produc-
tos finales, que son las moléculas de RNAr 5.85, 185 y 2853

que ya se habtan mencionado (4).
Los segmentos terminados se pliegan sobre sf mismos

resultando una estructura secundaria y terciaria compleja

dependiendo de la interaccidn RNAr y las protefnas (32).
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La subunidad 605 de los ribosomas eucariontes contiene
RNAr 55,5.86 y 28S, con un ndmero aprodtimado de 47
protefnas,la subunidad 405 con RNAr 18S, junto con unas 30

clases diferentes de protefnas (32).

Muchas de las protefnas ribosomales son modificadas
por metilacidn o acetilacidn en la posicidn amino terminal o

por metilacidn de residuos internos de lisina (&5).

Algunos estudios muestran que la estructura secundaria
de los RNAr proporciona una matriz para el agregado ordenado

de las protefnas (65).

El ribosoma procaridnte mejor estudiado ha sido el de
E.coli, el cual es una partfcula ribonucleoprotéica con una
masa de unos 2700 kDa, un didmetro de 200 A y un coeficiente
de sedimentacidn de 705. Puede disociarse en una subunidad
grande (S50S) y otra pequeffa (30S). Estas subunidades puaden
ademds dividirse en sus protefnas y RNAs constituyentes. La
subunidad 30S contiene veintiun protefnas diferentes (numera-
das desde 51 a S21) y una molécula de RNA de 164S. La subuni-
dad de S50S contiene unas 34 proteinas distintas (numeradas
desde L1 & L3I4) y dos moléculas de RNA, una de 23S y otra de
SS. Cada ribosoma contiene una topia de ctada una de las

moléculas de RNA, dos copias de las protefnas L7 y L12 y una
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de las restantes. Los veinte mil ribosomas de una célula
bacteriana constituyen la cuarta parte de su masa total (45 y

46) .

€1 RNA constituye aproximadamente las dos terceras
partes de la masa de estas grandes asociaciones moleculares.
Los tres RNAs - 55, (468 y 235 - son crfticos para 1la
estructura y funcién de los ribosomas. Un aspecto llamativo
de estos RNAs e@s su plegamiento en estructuras definidas con
muchas regiones duplohelicoidales cortas. Los patrones del
apareamiento de bases de estas moléculas se han deducido
mediante experimentos de modificaciones quimicas y digestidn
y por comparacidn de las secuencias de nucledtidos de muchas
especies de seres vivos, para descubrir las secuencias

conservadas por la evolucidn (45 y 4&).

El extremo 3 de los 165 RNA, un constituyente de la
subunidad ribosémica 30S, juega un papel fundamental en selec-—
cionar el punto de iniciacidn de la sfntesis proteica schre
el mRNA molde, secuencias cercanas al coddn de iniciacidn,
AUB, participan en su reconocimiento (38), tal vez en el
primer reconocimiento intervienen secuencias complementarias
en el RNA ribosomal y los RNAs mensajercs (32). En proca-

riotes estas corresponden a la secuencia Shine-Dalgardo (4),
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Las moléculas de RNA ribosdmico se forman por escisicn
de transcritos primarios 30S que contienen una ordenacidn en
* tandem " de unidades 165,235 y S8,

En cada transcrito hay uno o dos tRNAs situados entre
los RNAs 165 y 23S y hasta dos tRNAs més pusden estar después

del RNA 55 (&5).

El1 RNA precursor se rompe por la ribonucleasa III en un
fragmento pre-1465 y otro pre-23S. La maduracion subsiguiente
tiene lugar después de que las protefnas ribosémicas se

hayan unido a estos fragmentos (45).

La subunidad ribosdmica 30S puede ser rwconstituida a
partir de wuna mezcla de RNA de 16S y de las veintiuna
protetnas constituyentes. El reagrupamiento esponténeo de
estos componentes para formar una subunidad 305 totalmante
funcional! fue realizado por primera vez, por Masayasu Nomura
(1935). Varios ahos después se reconstituyd la subunidad 30S.
El significado de estos experimentos es doble. Primero,demos—
traron que toda la informacidn necesaria para el correcto
ensamblaje de este orgenelo esta contenida en la estructura
de sus componentes. No fueron necesarios factores extrarribo~
sédmicos. Por tanto, la formacisdn de un ribosoma "ip vitrg”
rs un proceso de autrensamblaje. Segundo, la reconstitucién

pusde utilizarse para averiguar si un componente particular
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i.os estudios sobre la reconstitucidn de la subunidad
305 han demostrado que 21 RNA de 165 es esencial para su
ensamblaje y su funcidn. Para el ensamblaje son necesarias
también la mayor parte de las 21 protefnas constituyentes, lo
que signiflca que la subunidad 308 es una entidad
funcionalmente cooperativa. El1 proceso de ensamblaje es

secuencial y tiene lugar por etapas (46).

La determinacién de las relaciones que existen entre la
estructura y funcidn de los ribosomas constituye un formida-
bie decafio en la investigacidn,debido a su enorme tamafo
(megadaltones).Todavia no se han obtenido cristales tridimen-
sionales de los ribosomas perfectamente ordenados. Sin embar-
go, 1los investigadores estadn trazando la estructura global
del ribosoma, su topografia superficial y la localizacién de
sus protefnas y RNAs constituyentes. Este progreso es el
resultado de la aplicacion de una amplia gama de técnicas en
diferentes laboratorios. La forma del ribosoma y de sus
subunidades 305 y 505 se ha reconstruido a partir de un gran
nimero de imdgenes de microscopfa electrénica.

La microscopfa inmunoelectrénica, que utiliza anticuerpos
especificos para protefnas determinadas, ha revelado la

identidad de muchas zonas de la superficie. €1 centro de
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unidn del mRNA y el extremo 3’°del RNA 16S estdn situados en
una plataforma localizada entre la parte superior e inferior
de la subunidad 30S. En una hendidura formada por esta
plataforma y el tercio superior de la subunidad estdn los dos
centros de unién de los tRNAs. La subunidad 505 posee tres
protuberancias. El centro de 1la peptidiltransferasa que
cataliza la formacién del enlace peptfdice estid localizado
en el wvalle entre dos de ellas, una proyeccién dactilar
contiene el centro de la GTPasa que potencia el
desplazamiento de los tRNAs y el mRNA. El lugar de salida de
la cadena polipeptidica en crecimiento esta situado en el

lado opuesto de la subunidad 505 (44,45,46 y &5).

t.as localizaciones de cada una de las 2! proteinas de
la subunidad 3I0S se han determinado por un analisis de
difraccién de neutrones de disoluciones concentradas. Se
prefieren los neutrones a los rayos X porgque las dispersiones
de los neutrones producidas por el hidrégeno y el deuterio

son muy diferentes (44).

Los ribosomas pueden prepararse y separarse sus subuni-
ficarse el ARNr y las protefnas componentes; esto ha permiti-

do el estudio del reensamblaje de las partfculas (16)



La funcidn bioldgica de los ribosomas es compleja
e implica el reconocimiento y :aptaéidn del mRNA, la unidn de
aminoacil-tRNAs especificos, 1la formacidn de enlaces peptf-
dicas vy la transposicién ffsica del ribosoma a lo largo del
MRNA por un proceso mecanoquimico GTFP dependiente, para deco-
dificar 81 mensaje, 1o que da como resultado la formacién de

las nuevas protefnas (proceso de traduccidn) (16,31 y 65).
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El primer reporte de fosforilacidn de componentes
traduccionales osurrid acuando Mabat (27) y Loeb 27)
independientemente observaron la fosforilacidn de la
subunidad 40S. Desde este momento se pens® en factores de
iniciacién, factores de elongacién, tRNA-aminoacil sintetasas
y protefnas ribosomales como posibles blancaos de
fosforilacion (27). Se encontrd que existfa fosforilacidn en
las protefnas ribosomales, tanto "in vivo” como "“in vitrp"
implicando alguna modificacion en el funcionamiento del

ribosoma (5),

Be conoce gue son varias las protefnas ribosomales que
se fosforilan, sin embargo, existe una protetna ribosomal que
se ha estudiado extensamente, esta es la Sé. La fosforilacién
de esta proteftna ocurre en respuesta a estimulos celulares.
Se ha observado que la fosforilacion de Sé se ve involucrada

ent

a) Una mayor sfntesis de protefpas durante la maduracidn de
huevos de Xepgpus (42) y en células SWwiss/3TI de ratdn(ées),
sugiriendo que la fosforilacidn de la subunidad 405 induce
una regulacidn en la fase de iniciacidn de la sintesis de

proteinas.
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b) La fosferilacién de la protefna $6 se ve aumentada por

tratamiento con calor o adician de insulina,
involucrar la activacién de una u otra cinasa,

serfa S6 (61,62 y 69).
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ENSANMBLAJE DE LOS RIBOSOMAS

Lewin (32)



STRUCTURA DE LOS RIBOSOMAS

®

Lewin (32)



TII. PARTE EXPERIMENTAL



DISEND EXPERIMENTAL

Por trabajos previos en el laboratorio, se sabe que
los niveles de auxina libre se incrementa en semillas de mafz

durante la germinacién (48).

Ademds se han obtenido evidencias de alteraciones en la
fosforilacidn de algunas protefnas inducidas por }Ja aplica-
cidn exdgena de las auxinas (48) a ejes embrionarios de mafz.

Entre las que se encuentrdn las protefnas ribosomales (49).

Dados estos antecedentes en el laboratorio se ha
propuesto como hipétesis general de trabajo que las auxinas
alteran la fosforilacidn de las protefnas ribosomales,
produciendo cambios conformacionales en los ribosomas que

podrtan alterar el proceso de la sintesis protéica.

Dentro de este marco genperal y para cumplir con los
ob jetivos propuestos en este trabajo se propone el siguiente
di seMo experimentali

a) Seleccidn del material bioldgico. En primer término se
seleccionaron las semillas de mafz, que no estuvieran conta-
minadas con bacterias y hongos, vya que si desde un principio
van contaminadas el proceso de germinacién se retrasa y el

vigor de la planta en crecimiento se deteriora. Las semillas



se incubaron durante 5 dias tiempo durante el cual se alcan-
za la longitud adecuada del coledptilo para el experimento,
se corta la zona apical 3mm por ser esta la regién regién
donde se produce naturalmente la auxina y se toma a partir de
allf 1 em de tejido por ser esta regidn muy responsiva a la

accidn de auxinas.

b} Aplicacidn exdgena de auxinas a los segmentos de
coledptilos de mafz. Se eligid el AIA por ser esta una auxina
natural vy el MCPP una auxina sintética eficiente en tejidos
de matz (48) y poder asft cbservgr si los efectos que

producen ambas auxinas son semejantes.

c) Observacidn del efecto de fosforilacidn por medio de
pulsps 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 -?2P. Este pulso que
se aplicd durante una hora,tiempo suficiente para poder

abservar el efecto de la fosforilacidn.

e) Para analizar el efecto de las auxinas sobre las
protefnas ribosomales se realizaron geles de poliacrilamida -
SDS de una dimensidn y autorradiograffa para tener en una
sola placa los tres sistemas probados: control, estimulado

con AIA o con MCFP., Esto permite la comparacidn entre ellos.



MATERIAL

a)Equipg

Balanza Sartorious, potenciémetro Methrom Ltd Mod. E3CO,
autoclave Wisconsin stereo 25X, campana de flujo laminar
Clean Beanch, vortex Genie, centrifuga Beckman J2~21, ultra-
centrifuga Internacional IEC, microfuga Beckman Mod.B, incu-
badeora, equipos de electroforesis de Bio-Farm, espectrofotd-
metro Beckman, ultracongelador Bio Freezer Scientific, balan-

za Chyo JP-3000W.

by Reactivos

Los reactivos utilizados son de grado reactivo

analftico de las compaMias: Merck y Sigma.

c) Material Biolégico

Se utilizaron semillas de mafz (Zga mays L ) variedad

Chalqueto, cosecha 1989 .
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METODOL.OGIA

1. Se wutilizaron semillas de mafz (Zea maysl ) variedad
Chalguefio, para cada experimento.

2. Seleccién de semillas, no contaminadas con hongos ni
bacterias, ni manchadas ni deterioradas.

3. Se tomaron las semillas y se repartieron en grupos de &5
semillas por frasco de Gerber.

4. Se esterilizaron superficialmente con hipoclorito de
sodio al 10%, 1S minutos y se enjuagaron con agua desionizada
y estéril ! o 2 veces. Se dejaron en agua y en la oscuridad
por S horas.

S. Se esterilizaron las palanganhas con hipoclorito de sodio
al 10%, 15 minutos y se enjuagaron con agua desiocnizada vy
estéril 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 25°C.

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

- a7 -



9. Se midieron los coleotptilos y se eligieron aquellos que
tuvieran una longitud de 2.1 a 3.1 cm.

{0, Se disectaron los coledptilos elegidos, se eliminaron los
3 mm apicales y a partir de allf, se tomd ! cm de tejido. Se
elimin® la hoja primaria.

1{. Se lavd el tejido con agua estéril y desionizada, durante
1 & 2 horas en la oscuridad.

12. Los fragmentos se secaron ligeramente y se pesaron,
posteriormente se incubaron en agua (control) o en presencia
de las auxinas AIA o MCPP, a una concentracidn de 1 X 107" M

a 25°C durante 23 h, se secaron y pesaron.
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TREFARACTON D MATERIAL IOLOGTCO.

._{} Imm

0.
c.

Semilla germinda durante 8 dtas, mostrando larn
parte: que la componen.

Scamentosz dc coledptiloz de lem, 51n hosz primaria.
Scomentocz dc coledptiloz incubadoz con auiina
ttratamiento) o sin ella (control).




Los coledptilos tratados como se indicd en el inciso a,
se colocaron tres sistemas, cada uno con 65 coledptilos,que
pesaron aproximadamente 2.3 g de peso fresco, los cuales
fueron tratados con auxinas o sin ellas (control), con 450 ul
de la solucién que contenta la auxina a una concentracion de
1 %X 10°H y 150 ul de ortofosfato —*P a una concentracién de
300 pCi/pl. tLos coleéptilos se incubaron durante upa hora a
25 °C, en baffo de agua. Se enjuagaron para quitar toda 1la
radioactividad inespecifica, se secaron ligeramente y se

congelaron para la extraccidn de ribosomas.
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o) Extracion vy célcule de rendimiento de ribosomas

Obtencidn de ribosamas.

El procedimiento de aislamiento de ribosomas utilizado

esta basado en el método de Siegmann y Thomas (68).

Los coledptilos fueron macerados en N 1fquido hasta
lograr un polvo fino,se le adicionaron 2 volumenes de buffer
de extraccién (Jris.HCl 20 mM, MgCl, SmM,KC1 Z20mM, NaF SmM,
2~mercaptoetanol 0.5%, Tritdn X-100 1%, Sacarosa 0,25M, B-
glicerofosfato 80 mM y PMSF 1mM, pH 7.8 ).El beta-glicerofos~
fato se utiliza para inhibir la accién de las protein fosfa-
tasas, lo que contribuye a tener una mejor separacién de las
proteinas. Se homogeinizé en el mortero hasta que se logré
una pasta blanda y se centrifugd en la centrifuga J2-21
Beckman 15 minutos a 15,000 rpm y 4°C. El sobrenadante se
filtrd por miracloth y el filtrado se centrifugd en la cen-
trifuga Beckman J2-21 a 15,000 rpm durante 20 minutos a 4 °C,
el sobrenadante que se obtuvé se coloctd sobre 2.5 ml de
colch6n de sacarosa (Sacarosa 0.5 M y KCI 0.5 M en buffer de

extraccion).,

Se centrifugd en wuna Beckman, rotor 75 Ti, donde los
ribosomas se sedimentaron despuds de 4h a 52,000 rpm y a una
temperatura de 0-2°C.
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€l sedimento que se obtuvo se resuspendid en el mfnimo
volumen del buffer de resuspensison (Hepes 20 mM, KOH 20 mM,
Acetato de Mg 5 mM, Acetato de K 125 mM y 2-mercaptoetanol

&mM, pH 7.6), con una concentracidn de 8.0 D.0O. /ml.

Calculo de rendimiento de ribosomas

Para determinar el rendimiento de los ribosomas se tomd
una alfcuota de S5 1l de los ribosomas resuspendidos y se
colocd en una celda de cuarzo de iml, como blanco se utilizd
una alfcuota de 5 ul de buffer de resuspensidn, a ambos se
les agregd ! ml de agua. Se leyd la absorbancia a 260 nm y 1la
lectura se multiplicd por 200 por ser esta la dilucidn utili-
zada. E1 resultado es el rendimiento de ribosomas en D.0. a
260 nm/ml. Este resultado se multiplicé por el volumen total
en el que se resuspendid la muestra, para obtener el rendi-

miento total.

- 42 -



digbtencidn y cdlculo de repdimiento de Protefpas Ribosomales

Obtencidn de Protefnas Ribosomales.

Los ribosomas se precipitaron y centrifugaron a 7,000
rpm en la centrifuga J2-21 Beckman 10 minutos a O °€. Se
descartd el sobrenadante y se secd con vacfo. Los ribosomas
se resuspendieron en el mfnimo valﬁmen posible del buffer de

resuspensién.

Se affadid 0.1 volumenes de acetato de Mg 1 M vy
lentamente dos volumenes de 4dcido acético glacial,se agitd en
bafyo de hielo continuamente durante 45 minutos. La mezcla se
centrifugd en una centrifuga J2-2¢ Beckman a 10,000 rpm, 10
minutos a una temperatura de 0-2°C. Al sobrenadante se le
agregaron 5 volumenes de acetona a ~20°C, se dejé 10 minutos
después de los cuales se agité y se dejd a -20°C durante toda

la noche.

Carculo de rendimiento de protefnas ribosomales

Para determinar el rendimiento de las protefnas riboso-
males se tomé una alfcuota de S ul de las protefnas riboso-
males resuspendidos y se colocaron en una celda de cuarzo de
1 ml, como blanco se utilizd una alfcuota de § pl de buffer

de resuspensidn, a ambos se les agregd 1 ml de agua. Se leyd
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la absorbancia a 280 nm y la lectura se multiplicé por 200
por ser esta la dilucion utilizada. El resultado fue el
rendimiento de protefnas ribosomales en D.0O. a 280 nm/ml.
Este resultado se multiplicd por el volumen total en e! que

se resuspendid la muestra, para obtener el rendimiento total.
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elBeles de Foliacrilamida en Primera Dimensién

Para el andlisis de las protelfnas ribosomales tanto
tratadas como sin tratar con auxinas, se utilizd electrofo-
resis en gel de poliacrilamida siguiendo el método de Laemmli

{30), con algunas modificaciones.

La muestra se mezcld con 2 volumenes de amortiguador
de muestra ( Tris- HCl1 62.5 mM, SDS 2.3%, glicerol 0%, 2-

mercaptoetanol 5%, urea 8M y azul de bromofenol, pH 6.8).

Cada muestra de protefnas ribosomales, tratamientos vy
control se colocaron en carriles distintos de la placa del
gel de poliacrilamida- SDS y en un carril adyacente a estos

se colocaron los marcadares de peso molecular (conocidos).

El gel utilizado, contiene un gel separador de 146% de
acrilamida y un gel apilador o concentrador de 12% de acrila-
mida, &8 corrié a 80 V durante 12h., erfriade con circulacidn
de agua y hielo. Una ve: terminada la electroforesis y efec-
tuada 1a ~orrida s+ %i08% &) gel (o azul de Cocmassie (azul
de Canmacsis n:ﬁg‘al 0.7% n/y),  en metanol 30%  (v/v), vy
dcido acético 7% (v/v)) durante 45 minutos, se destifid con
"na solucién destehidora (Acido acético 7% (v/v) y metanol

307 (v/v)).



Los geles despuds de la electroforesis se secaron, en
un secador de geles de Bio—Rad, colocando los geles en un
pedazo de papel filtro himedo, se secaron durante 3 haras
después de las cuales se expusieron con pelfcula para Rayos—
Xs durante 7 dfas despuds de los cuales se revelaron y se

observaron.
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v,

RESULTADOS



£n . el presente
auxina natural AIA y una
2,4 - D,

protefnas ribosomales.

trabajo se estudid el
auxina siptética MCPP,

sobre un paréametro bioguimico:

efecto de la
anadloga del

La fosforilaci6n de

oldaico de elongacidn

Es bien conocido el efecto fisiolégico de las auxinas
que es el de inducir la elongacién sobre el coleéptilo de
matz. Los resultados de los bioensayos realizados, muestran

el cambio fisioldgico de

elongacidn,

ya esperado .As{ de una

manera cualitativa se vid que en presencia de la auxina AIA
el coledptilo se elonga mids y es mds ancho que cuando se
adiciona exdgenamente el MCPP y ambos se encuentran mds

elongados que el control sin

tratar con auxinas.

Una muestra de 65 coledptilos,

incubaron a 25°C durante 23h,

tos AIA, MCPF y el control.

elimind el exceso de agua y

obtener de esta manera el peso

En cuanto al peso seco,

se llevd a peso constante, en

previamente pesados, se

para cada uno de los tratamien-—

Al final del perfodo, se les
se pesaron nuevamente, para
fresco.

el mismo grupo de coledptilos,

estufa a &0 °C. Es importante

- A7 -



hacer notar en este punto que no se tiene un valor de peso
seco inicial, ya que este correspondid al peso inicial de

peso fresco.

Los valores obtenidos para &! peso fresco, despuds de
pesar los coleoéptilos incubados con y sin auxinas,no presen—
taban variaciones significativas entre sf, es por esto que se
compararon los incrementos, obtenidos al final del experimen-
to al restar al peso fresco de coledptilos tratados -AIA o
MCPP- el  valor del control y se toms el valar del controt
como el 100%, ast puede verse que el efecto de la auxina
natural AIA sobre el peso fresco del coledptilo es 2.7 veces
mayor gue el del contral y el MCPP es (.9 veces mayor también
que el control (Figura 1), En relacion al peso seco también
se encontrd un incremento; este fue de 1.6 veces mas que el
control en presencia de auxina AIA y s6lo de 1.1§f veces

mayor que el control con MCPP (Figura 2).

Se puede observar que tanto la diferencia en el peso
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 los
coleéptilos tratados con auxina matural, AlIA y con la sinté-
tica MCPP con respecto al control estuvo dada prefernntemente‘

por el contenido de agua que presentd en los coledptilos
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inducida por la presencia de la auxina. En cambio la varia-—
cién observada en el peso seco entre los colefptilos trata-
dos con auxinas natural y sintética y el control,probablemen—
te esta siendo proporcionada por la diferencia en el conteni-
do de macromoléculas como carbohidratos, l1fpidos y protefnas,
en los coledptilos; siendo mayor la cantidad de esta clase
de biomoldculas en los coledptilos tratados con AIA que con
MCPP vy ambos mayor que el control que no se tratd 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 téenica de obtencidn de protefnas
ribosomales a partir de coledptilos de mafz. Se exponen dos
tablas, referentes a la obtencidn de ribosomas y de proteinas
ribosomales, la primera de ellas muestra el rendimiento
logrado en la obtencién de ribosomas (Tabla 2) y la segunda
corresponde al rendimiento de las protefnas ribosomales

(Tabla 4).

La tabla 2 muestra los valores obtenidos en cada expe-
rimento realizado,desde el inicio del montaje de la técnica

de extraccién y purificacién. En un principio se
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comenzd con grandes cantidades de tejido la cual se fue
disminuyendo ya que por cuestidn metodoldgica era diffcil el
marcado posterior, pero mostraron una tendencia a incrementar
su  purificacién. Estos valores fueron muy variados. Esto
consideramos que dependidi a ) Al principio del desarrollo de
este trabajo no se habfa 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 diffcil
reproducir la intensidad de la misma, <c) la obtencion de
ribosomas se hizé en dos diferentes ultracentrifugas Beckman
Yy 1la IEC con rotores 75Ti y el tipo A 321 de IEC respectiva-
mente. Uno de columpio y el otro de angulo fi jo, lo cual

proporciona una sedimentacion distinta.

Las lecturas de las fracciones con ribosomas se
realizaron a 240 nm, vya que es ésta la longitud de onda a la
cual ébsorben las bases nucleotfdicas que componen al rRNA.
Estas moléculas s6lo corresponden a las 2/3 partes del
ribosoma, la otra tercera parte restante estd formada por las
protefnas ribosomales . Sin embargo es posible usar el
pardmetro de absorbancia a 260 nm para dar una indicacidn de
la cantidad relativa de ribosomas que se obtienen por gramo

de coleéptilo.
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Es importante determinar si se estd trabajando con
ribosomas y que tan puros estén, una de las formas de hacerlo
es tomar la relacién de absorbancia a 260 nm / 280 nm, ya que
este cociente considera la absorbancia debida a las bases
nitrogenadas (260 nm) tanto como a la de las protefnas en
base a su contenido de aminodcidos arématicos que correspon-

den a l1a fraccidén dada por la absorbancia a 280 nm.

En la tabla 3 se muestran los valores obtenidos de esta
relacidn para los distintos experimentos que se realizaron .
Se conoce que la relacidn 260 nm / 280 nm, para ribosomas de
células de ratdn, que corresponden a un organismo eucaridte,
es de 1.63 (51). Los valores que sé obtuvieron para los
ribosomas extrafdos de coletptilos 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 (2460
/280) de 1.45, Por reportes en la literatura (51) se sabe que
un valor de 1.4, en la relacion(260 /280 ), en ribosomas de
cdlulas de ratén indican un contenido de 20% mds de protefnas
(51). Por lo tanto, nuestros datos indicarfan que en las
extracciones en las que se obtuvieron valores aproximados a

1.4, se estaba eliminando parte del RNA, o dejando contamina-
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cién de otras protelinas, tal vez pof no haberse - eliminado
totalmente factores protéicos del proceso de traduccidn. Esto
ocurrid en las primeras purificaciones que se realizaron,
posteriormente, cuando se domind mejor la metodologfa, los

valores de pureza se vieron incrementados (Tabla 3).

Bendimiento de Protefpas Ribosomales.

Para definir el rendimiento de las protefnas riboso-
males, se detrmind la absorbancia de la porcion proteéica
obtenida a 280 nm, ya que como se menciond anteriormente ,los
anillos aromdticos de los aminodcidos como son fenilalanina,
tirosina y triptofano, contienen slectrones pi (65) ,l1o0 que
les capacita para interaccionar con otros sistemas pi vy

permite que exista una deslocalizacion electronica.

Al utilizar la relacidn 280 nm /7 260 nm, inversa a la
de la que se utiliza para determinar la pureza de ribosomas,
que nos indica el portentaje de 4cidos nucléicos, en este
caso sertfa una contaminacién de las protefnas ribosomales en
la muestraj se puede calcular el rendimiento de las protefnas

ribosomales, aplicando la siquiente formulat

Factor X Relacion 280 /7 260 = mg de protetna / ml.
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Donde el ‘“factor"” se refiere a un valor determinado por la
relacién observada en el contenido de los acidos nucléicos,
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 variacidn entre los rendimientos, esto como conse-
cuencia de la experiencia en el manejo de las metodologfas
que implican cierto grado de complejidad. Esta interpretacién
se refuerza si se observa el gradeo de pureza con la que se
obtuvieron las proteinas, 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 protetnas no son
totalmente concluyentes, sin embargo, representan un acerca-
miento Util para los fines de este trabajo. En el caso de
querer tener valores mds precisos, habrfa que hacer una
cuantificacidn de las protefnas purificadas, teniendo como
patrdn primario protefnas ribosomales de coledptilos de mafz
y utilizando métodos colorimétricos para la determinacidn de

protetnas.

Evaluacidn de la fpsforilacidn de protefnas ribosgmales.

£1 efecto de las auxinas AIA y MOPP sobre la
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fosforilacién de las proteinas ribosomales de los colebptilos
de mafz, se evalud aplicando pulsos de ortofosfato- P, a los
coledptilos en la Ultima hora de incubacidn, de las 23 a las

24 horas.

La presencia de diversas protefn-cinasas, ya previamen—
te descritas en otras células eucariotes (25) son las respaon—
sables de fosforilar protelfnas, en este caso las protefnas
ribosomales en posiciones especfficas formando enlaces de
tipo éster entre el ortofosfato- %P y los residuos oxhidrilos
de aminpdcidos como treonina, seripa y en algunps casos no

tan comunes, de tirosina (37).

En los experimentos que se realizaron con este propd-—
sito, la cantidad de radipactividad en el medio de incuba-
cidn, con la que se iniciaron los tres distintos experimentos
- AIA,MCPP vy Control-,fue la misma. La toma del ortofosfato
en los tejidos mostré una cantidad muy semejante de P, para
los tres grupos en estudio (Tabla ). Esto indica que las
auxinas 'no estan alterando el transporte del ortofosfato- P,
a través de la membrana al interior de las células y que por
lo tanto alteraciones en la in:orporé:ian de fosfato radiac-
tivo a las proteinas ribosomales serd reflejo del efecto de

las las auxinas en los tejidos.
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La tabla & se refiere a la incorporacidn de P en las
protefnas de los diferentes ribosomas( AIA, MC?P y control).
Es necesario considerar que los valores expresados no
corresponden estrictamente a la velocidad total de
incorporacidn de fosfatos marcados radiocactivamente en el
tejido sino que es una medida del recambio de la
fosforilacién, vya que el fosfato- 2P podrfa fosforilar
posiciones disponibles en las proteinas ribosomales o estarse
intercambiande en sitios ya ocupados por fosfatos no marcados
radiactivamente, ya que también existen en las células de los
tejidos protefn-fosfatasas activas que desfosforilan dichas

protefnas.

Bajo esta consideracidn podemps hablar de gque hay una
mayor “incorporacidn® de 3P en los ribosomas que fueron
tratados con la auxina AIA que con los tratados con la auxina
sintética MCPF y ambos mayor que el control(al cual no se le
adiciond ningdn tipo de aurinal),siendo la incorporacidn de #F
en ribosomas tratados con AIA de un 428% y la de los riboso-
mas tratados con MCPP de 145%, considerando al control como
100%, segdn puede apreciarse en los resultados que aparecen en
la tabla correspondiente (Tabla S).

€1 siguiente paso consistié en examinar el efecto de
las auxinas, tanto la natural como la sintética, que corres—

ponden al AIA y al MCPP, sobre el patrén electroforético de
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las protefnas ribosomales y a travds de la autorradiograffa
abservar el tipo de protefnas ribosomales de los coledptilos
de mafz, que mostrarfan la banda indicativa de incorporacidn

del ortofosfato~%p .,

Para este fin se hicieron corridas de electroforesis en
placa en una dimensién, las cuales permitfan observar simul-~
taneamente las protefnas ribosomales provenientes de los tres
tipos de muestras, AIA, control y MCPP. Se corrieron también
patrones de protefnas estandar de peso molecular conocido; en
un rango de peso molecular de 14,000 kD, correspondiente a la
lactoalbumina, Hhasta 66,000 kD que corresponde a la albamina
bovina (reactivo de Sigma) con objeto de poder determinar los
pesos moleculares de las protefnas que mostrarfan fosforila-

cién marcada con ortofosfato- %#P.

La curva patrén de pesos moleculares, se obtuvo . a
partir ‘de los pesos moleculares de los estdndares a los
cuales se les calculd 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 protefna problema
dividida por la distancia recorrida por el colorante; en este
caso, donde se deja que el colorante salga, se toma como

distancia el tamafio total del gel.
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Los patrones de protefnas ribosomales de los tres
tipos de ribosomas -AIA, control y MCPP- tefNidos 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 este
tipo de patrén vemos las proteinas que estjn constituyendo
los ribosomas y éstas no tendrian por gue ser distintas
si todas provienen de ribosomas de coledptilos, a menos que
el tratamiento con auxinas hubiera tenido un efecto sobre
el tipo de las protefnas que forman al ribosoma, el cual no

se observa en este tipo de ensayo.

Se evalud el efecto de las auxinas AIA y MCPP scbre 1la
fosforilacign en las protefnas ribosomales de los coledptilos
de mafz por medio de la autorradiograffaj el andlisis de las
bandas marcadas presentes en la autorradiograffa (Figura 8)

muestral
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Que los patrones de fosforilacidn de las protefnas
ribosomales son muy semejantes en los tres casos, ygQ gque
tanto en el control como con los diferentes tratamientos (AIA
Yy MCPP) se observan siete bandas fosforiladas que
corresponden a los siguientes pesos moleculares 59.1, 55.9,
50, 42, 39.7, 35.1 y 28 kD. Las protefnas que aparecen mds
intensamente fosforiladas en los tres easayos son las det 50,

42 y 28 kD.

8in embargn, 1la intensidad con la que se muestran las
bandas es diferente para cada uno de los tratamientaos
utilizados, mostrando las bandas fosforiladas
correspondientes al tratamiento de AIA una mayor intensidad
que las ohservadas en la autorradiograffa correspondiente a
las protefnas ribosomales tratadas con MCPP y ambas mayor que

el control.

Con la adicidn de la auxina natural, AlA, se presentan
las siete bandas que se presentan fosforiladas en el control,
pero ademds aparece una banda fosforilada que corresponde a
la protefna ribosomal de 31.9 kD de pesoc molecular, que no

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

Determinacidn de peso fresco y peso seco de coledptilos

de mafz,

Muestra Peso fresco (g) Peso seco (g)

Control 0.149 + 0.010 0.0052 + 1.8x10"
Ala 0.400 + 0.028 0.0083 + 2.0X10°*
MCPP 0.287 + 0.013 0.0058 + 2.1)(1(}'4

t.os coledptilos utilizados (&5 por cada tratamiento),
se incubaron durante cinco dfas en la oscuridad a 25 *C,
pasado este perfodo de tiempo se determind el peso fresco
inpicial . &e incubaron durante 23 horas con auxina y sin
ella, después de la incubacién se obtuvo el valor final del
peso fresco, estos coledptilos se llevaron a peso constante
a &0 °C y se determind 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 las medias
de cinco ensayos + los valores de D.S. La concentracién de
auxinas - AIA y MCPF - en ambos casos fue de 1 X 10°% M.
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Tabla 2,

Rendimiento de Ribosomas

No. de DO 40 Rendimiento Rendimiento
experimento (D0, /ml) (D0, 0 /G P.fr.)
1 0.094+0.03 7.7¢ 1.4 0.06+0.07
2 ! 0.354+0, 18 60,4+ 3.58 1.2740,29
3 0.62210.48 117.8+10.35 1.8840.18
4 0.54810.26 49,6+ 2.32 3.4340.71
5 C.21340.38 70.8% &6.75 6.2540.91

Los ccledptilos utilizados para esta serie de expe-
rimentos (apbroiimadamente 1100 en cada uno), se incubaron
durante cinco dias a 25°C, después de 10s cuales se extraje-
ron 1os riboscomas y se obtuvo su rendimiento, determinando su
abgorbancia a 260 nm. Cada uno de los valores reportados
corresponden a la media de S experimentos cada uno, #* la
D.S.



Tabla 3.

Criterio de Pureza

No. de D.0.,.0 D.0~ 440 Relaci én

experimento 260/280
1 0.094%0.03 0.06410.02 1.45
2 0.354+0.18 0.244+0. 18 1.45
3 0.632+0.48 0.378+0.22 1.47
4q 0.648+0,26 0.390+0.19 1.66
S 0.913+0.38 0.546+40.20 1.67

Ribosomas obtenidos de segmentos de coledptilos de malz
tratados con ausxinas ~AIA y MCPP- y un contrsol sin  auxinas.
Para las mediciones se tomd una alfcuota de § pHl de cada uno
de los tratamientos y se determind su absorbancia a 260 y 2680
nm.Los valores corresponden, cada uno de ellos, a la media de

cinco ensayos realizados + D.S.



. Tabla 4.

Rendimiento de Protefnas Ribosomales

No. de A oo Relaci én Rendimiento
Experimento 286/7260 mgP.Rb/gtejfr.
4 0.5340.20 0,59+0.13 6£.57+0.94
3 0.4240.17 0.6540.18 4.78%0.91
2 Q.38+0. 15 0,69+0.19 3.40t0.85
1 0.25%0.11 0.80+0.25 3.3040.80

Se extrajeron las protetnas ribosomales de los
coledptilos de maiz por e! método de Thomas, (69), se tomaron
alicuptas de 5 pl y se leyeron a 260 y 280 am. Cada valor
representado corresponde a 1a media de & purificaciones de

protefnas ribosomales, ¢+ la D.S.



Tabla 5 ..

Efecto de las auxinas en la incorporacicn de 3*p

en coledptilos de maiz.

Tratamiento cpm/D.O, %de lncorporacién 2P
CONTROL 2,990 100
ATA 12,782 428
MCPP 4,317 145

Los valores de la tabla anterior corresponden al prome-
dio del experimento realizado por triplicado. Se incubaron
130 coleéptilos por cada tratamiento. Se dié un pulso de
ortofosfate -“P de una hora. Se obtuvieron las protefnas
ribosomales, se toms una alfcuota de 10 wl, y se conté en el

contador de centelleo.



Tabla 6 .

Curva Patrdn de Peso Molecular en geles de

Poliacrilamida.

Protetfna Peso Molecular log PM R¥
Lactoalbamina 14,200 4.15 0.87
Inh. tripsina de soya 20,100 4.30 0.72
Tripsinégeno 24,000 4.38 0. 66
Anhidrasa carbdnica de 29,000 4.46 0. 60
eritrocito de bovino

Gliceraldehfdo-3-P 36, 000 4.55 0.46
deshidrogenasa

Albdmina de huevao 45,000 4.65 0.38
Albuimina bovina &6,000 4.84 0.25

Los valores que aqui se reportan, es un ejemplo de como
se determinaron los pesos moleculares, ya que para cada unho
de 1los experimentos hechos se tiene su grafica. Los valores
de la tabla se obtuvieron graficando el logaritmo de los

pesos moleculares conocidos vs. el Rf.
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Figura 1.

Variacidh an el peso fresco en coledptilos de mafz. Se
tomaron 65 coledptilos,y se cdetermind el peso fresco inicial
de cada uno d2 los tratamientos (AIA o MCPF) y un control
(agua) ,incubados cor y sin auxinas a 25 °C, durante 23h,
despuds  de laz cuales se detormindg &l peso fresco final .Se
obtuvo el incremento de peso fresco (peso final - peso ini-
cial), Leos razultados corrszpeonden a la media de cinco expe-
rimentes,
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Figura 2.

Variacidn en el peso seco en coledptilos de maiz. Se
tomaron 65 coledptilos de cada uno de log tratamientos ~AIA o
MCFF ~ vy un ontrol (agua),incubados a 25 °C, durante 23 h, se
1levaran a peso seco. Los valores corresponden & la media de
cinco experimentos + su D.S..



VARIACION DEL PESO
EN COLEOPTILOS DE MALZ
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Figura 7. .

Variacidn en &2l pess fresco y seco en coledptilos
de maiz, Se tomaron &5 coledptilos de cada uno de los trata-
mierntos - AIA, control y MCFF - incubados a 25°C, durante 23
h, se determind peso seco y pesc fresco. Los resultados
proporcinnsdas se refieren & la media de cinco experimentos,
e: en parcantais en rzlacién sl control, que se tomé




TOMA DE FOSFATUS AL
INICIO DEL ENSAYO
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Figura 4.
Toma de ortofosfato - P al inicio del ensayo. Se
incubd 2.3 g de peso fresco de coledptilos de matz, para cada
uno de los tratamientos, en una solucitn de agua con auxina o
sin ella, se dié un pulso de F durante una hora. 1las
coledptilos se procesaron y se obtuvieron de ahf las
proteinas ribosomales, se tomd una alfcuota de 10 ul y se
contd en el contador de centelleo.



INCORPORACION DE FOSFATUS
EN COLEOPTILOS DE MAIZ
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Figura S. Variacidn en el % de incorporacién de *f, en las
protefnas ribosomales. De cada uno de lus tratamientos -AlA,
control y MCPP~ se& tomd una alfcuota de 10 ul de las
protefnas ribosomales y ze leyeron en un contador de cente—

llge,
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Figura 6 .

Patrdn electroforético en una dimensidn de
protefnas ribosomales de coledptilos de mai:. Se separaron de
actuerdo a la tdcnica de Laemmli(30).Teffidas con azul de
Coomassie Las concentraciones utilizadas son distintas en
contenido protéico ya que se igualaron por contenido de
radioactividad, para efectos de la autorradiograffa.



CURVA DE PESOS MOLECULARES
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Figura 7 .

Curva Patrdn ¢ Mezcla de protefnas patrdén corri-
das en electroforesis. La grdfica se realizd utilizando 1los
valores obtenidos del logaritmo de los pesos amoleculares
conocides y ©l Rf se obtuvéd por la {érmulatl  Rf= distancia
recorrida  por la protefna problema / distancia recorrida por
el tcolorante. A partir de estos valores se calculd el peso
molecular de protefnas problemas.



Figura 8.

Autorradiograffa del patrén electrofordtico en una
dimensidn de protefnas ribosomales de coledptilos
de mafz. S8e distinguen 1los carriles que muestran
las bandas fosforiladas cuando se trataron (carril
AIA y MCPP) y el control. La cantidad de marca en
cada carril es la misma. La placa se expuso durante
14 dias.



V. Dl1scuUusTITaonN Y CONCLUSIONES



Esta seccion referente a la discusidon la he dividido

principalmente sn dos partest

A) El efecto diferencial de las auxinas

B) La fosforilacion de las protefnas ribosomales

que corresponden a la argumentacion de las hipétesis

propuestas al comienzo de este trabajo.

Al final de esta seccidn se proponé un posible
mecanismo de la accidn de las auxinas, tomando como base el
mecanismo propuesto para la accidn de hormonas animales,

espectificamente las hormonas esteroides.



EFECTO DIFERENCIAL DE LAS AUXINAS

Aunque ambas auxinas (AIA y MCPP) utilizadas durante el
desarrollo de los experimsntos, se consideran fitohormonas y
comparten el efecto fisioldgico de elongacion de los tejidos,

su mecanismo de accifn no parece ser idéntico.

La afirmacién anterior se basa en las observaciones de
1o resultados que se obtuvieron durante la realizacién de
sste trabajo. As? de manera cualitativa se cbservé gque los
fragmentos de coleoptilos tratados .con AIA o MCPP, se
elongaban md4s y sran mds anchos que @l control. 8Sin smbargo,
al analizar los datos de la tabla I, que corresponden a la
variacién de peso fresco, Yy en especial los de la tabla 2,
del peso seco, se observa que los fragmentos de coledptilos
tratados con AIA mostraron mayores incrementos que los

tratados con MCPP.

Esto corrobora que las auxinas (AIA y MCPP), muestran
efectos comunes, cuando son aplicados exégenamente, como son?
la elongacién del colefptilo y el aumento de peso seco vy
fresco, sin embargo, en la intensidad del efecto se observan

aspectos diferenciales.

Esto probablemente indicartfa que ambas auxinas

actuarfan compartiendo el mismo proceso de elongacién, camo
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vserta la acidificacidn del medio, el debilitamiento de 1los
enlaces no covalentes entre los xiloglucanos y las microfi-
brillas de telulosa de la pared celular (5). Como consecuen-
cia se facilitarta la entrada de agua y explicarfa el aumento
de peso fresco y la elongacidn de los fragmentns de
coledptilos. Sin embargo, en ciertos aspectos a nivel bio-
quimico de fendmeno probablemente difieren. Tal vez en esti-
malar la produccidn de algunas biomnldculas del tipo de ias
protefnas , carbohidratos, 1fpidos u ntros metabolitos qua

contribuyen a incrementar el peso secn del tejido.

En la literatur« se encuentran reportes de sustancias
que aunque no son propiamente auxinas, también generan welon-
gacitn de los coledptilos v sin embargo muestran diferencias
a nivel bioquimico en la forma de accidn con relacidn a las
auxinas. Asf se tienen reportes de Zocchi, que confirman el
hecho de que la accidn de las auxinas puede ser mimificada
por otras sustancias, como es el caso de la fucosina (80) o
la alta concentracitn de protones en el medio (71). Esto no
debe llevarnos a pensar que todas las sustancias que compar-
ten algunos efectos fisiolégicos se comporten molecularmsnte

de la misma manera.

En efecto, 1la fucosina, que es una toxina fungica,

mimifica el efecto de elongacién de los coledptilos en forma
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similar a la accidn del AlIA. Aunque la auxina y la fucosina,
al igual que ®1 AIA y el MCPP en nuestro caso, aumentan la
®longaciédn de los coledptilos, el efecto metabdlico de ambas
sustancias probablemente s distinto. De acuerdo a experimen-—
tos realizados por Zocchi, los coledptilos tratados con AlA
reducen la marca radiactiva de ortofosfato marcado incorpora-
da ®n la fraccidn fosfolipfdica de sus tejidos, en cambio los
coledptilos tratados con fucosina, no modifican el nivel de

fosfatidilinositol (PI}) con respecto a su control.

As? mismo los patrones de fosforilacidon de las
protefnas ribosomales del coledptilo (Fig.8), nos hacen
psnsar que aun las llamadas auxinas sintéticas como 1la
utilizada en este trabajo, presenta algunas diferencias a
este nivel con relacidn a la accidn de la auxina natural, el

AlA,

Esto significa que las auxinas tienen un efecto mnds
complejo y que la simple elongacién, es tal vez sélo una de

las consecuencias de su accién a nivel molecular.

Asf los resultados ocbtenidos en este trabajo ratifican
la hipdteis propuesta referente a la mayor incorporacidn de
ortofosfato marcado en las protefnas ribhosomales que fueron
obtenidos a partir de coloetptilos tratados con auxinas,
aunque su mecanismo molecular difiera con ambas auxinas, la

natural AIA y la sintética MCPP.




FOSFORILACION DE PROTEINAS RIBOSOMALES

Los experimentos que se realizaron fueron diseMados
para profundizar en el conocimiento del efecto de las auxinas
en un tejido blanco de mafz. Este sistema permitid ademds
comparar la respuesta del coledptilo hacia la auxina natural
AlA y a una auxina sintdtica (MCPP)} todo ello usando como
pardmetro de referencia la fosforilacidn de 1las protefnas

ribosomales.

bado que la fosforilacidn - defosforilacidn de
protefnas es una de las modificaciones covalentes que permite
tener control de varias rutas metabdlicas (12), se podrfa
pensar que 1la fosforilacién de las protefnas ribosomales
estuviera relacicnada con una modificacién en la estructura
del ribosoma y é&sta a su ve: tuviera como consecuencia alte-

racliones en el preceso de traduccién.

Esta suposicién se apoya en gque se ha visto en otros
organismos que la velocidad de traduccidn de las protefnas
se relaciona con la fosforilacién de algunas proteinas

ribosomales (79).

Al aplicar evdgenamente la auxina natural ATA o 1la
sintdtica, ! MCPF, a los coledptilos de marfz, los patrones

de protafnas ribozomales no pressntaron cambios significati-
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vos en su estado de fosforilacida (Fig.8)jen donde se confir-
ma la hipdtesis referente a que los patrones de fosforilacién
de protefnas fueran semejantus cualitativamente. Sin embargo,
los cambios que se observaron fueron en primer lugar de tipo
cuantitativo pues se incrementd la fosforilacidn de las
protefnas ya marcadas con respecto al control. Es importante
hacer tesaltar que no todas las bandas fueron igualmente
incremerntadas 1o fue pusde sugerir, adem&s un efecto especi-

fico y cualitativa.

Eixisten repartes de algunos trabajos en la literatura,
log cuales indican la impcrtancia de la fosforilacion de las
proteinas ribosomales en diferentes sistemas. La fosforila-
cidn de la protazfna riboscmal Sé ha gicdo una de las mds
e;tﬁniadas por el papel regulador que se le ha asignado.
Se conocce que la proteirma ribosomal S6 se fosforila en res-—
puesta a chogua e calor (&0), aplicacidn de insulina vy
factores de crecimiento (&9). La protefna ribosomal 86, es
uné protefna que 3¢ encuentra en la subunidad pequetia del

cibosana, o IL W

o aclecular y yue extd involucrada
en la atapa di foraacidn del factar de iriciaci®n en la
sirtocic do protofnas 5 y 49). En nusstrc caso encontramos
ora pretefne ribosomel gue estimula su fosforilacidn, cuando
0 trata con la auxina AJA (Fig.B8,AIA), de aproximadamente

21.5 kD de peso molecular. Tomando como base solamente el
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peso molecular, podemos sugerir que al igual que en animales,
probablemente esté involucrada en la regulacidn durante la

etapa de iniciacidn de la sfntesis de protefnas.

Se conoce la existencia de la fosforilacidn de otro
tipo de protefnas ribosomales importantes en la regulacion
del mecanismo de transcripcién como son las protefnas L7/i.22
de E, coli (82) y otros sistemas como levaduras o células

animales (83 y 84).
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Se debe considerar que durante este trabajo se utilizd
para la comparacién de los procesos de fosforilacion, geles
de poliacrilamida en una dimensién, Yy lo que se observa como
una banda no necesariamente corresponde a una sola protetna

aino que podria corresponder a mAs de una protefna.

Por esta razén , serfa necesario realizar una slectro-
foresis en segunda dimensién y por medio de esta determinar
s8i las diferencias observadas fueran cuantitativas, es decir,
mayor numero de ribosomas estdn siendo fosforilados an sus
patrones o bien sdlo cualitativas. As! las diferencias cuali-
tativas en la fosforilacidn podrfan relacionarse cont a) una
fosforilacidn preferencial por ciertas protefnas ribosomales,
b)) una sobrefosforilacidn de algun(a)s portefna(s) oc) un
intercambio de fosfatos mds rdpido en alguna(s) de las posi-

ciones posibles a ser fosforiladas.



MODELO DE ACCION DE LAS AUXINAS

El modelo que a continuacidn se expone esta basado en

el modo de accidn de hormonas animales.

La hormona como primer paso se introduce a la cdlula a
través de la membrana citoplasmatica por medio de moléculas
transportadoras especificas que se presentan en la membrana
citoplasmdtica, este tipo de moldulas difunden a travéds de
todas las células pero sdlo encuentran un receptor especffi-
co, de elevada afinidad, en los tejidos blanco. Una vez unida
la hormona al receptor espectfico, el complejo hormona-recep-
tor experimentan una reaccién de " activacion ", que corres-
ponde a un cambio conformacional, provocando la fosforilacion
de algdn o algunos aminoidcidos de la cadena peptfdica. El
complejo hormona-receptor podrfa se unirse a regiones espe-
ctficas del DNA, afectando qa manera selectiva la transcrip-
cidn de genes y la produccidn de los mRNAs respectivos. Esto
trae como consecuencia cambios en las cantidades de protefnas
especfficas y asf son influidos diversos procesos metabéli-
cos. Al activarse o desactivarse genes especfficos, se codi-
fica para enzimas protein-cinasas o para protein-fosfatasas
especfficas, que estén actuando a nivel de fosforilacidn/des
fosforilacidn de protefnas a nivel postraduccional o bien de

fosforilacién /desfosforilacidn de protefnas que actdan a
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nivel de sintesis de protefnas como serian factores de ini-
ciacién, =zonas de reconocimiento del RNAm en los ribosomas,
o que para ensamblarse los ribosomas fueran necesarias fosfo-
rilaciones en determinas protetnas ribosomales, ... Tomando
como base que las plantas presentan proteifnas fosforilables y
desfosforilables, raceptores, presencia de segundos mensaje-
ros, etc... Probalemente el mecanismo de las fitohormonas AlIA
y el MCPP sea semejante al modelo establecido para los ani-
males, aunque las reacciones que destaen en la transduccidn
de setales 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 pequelffa aproximacion al entendi-~
miento de la actidn de las auxinas, en un tejido blanco como
lo es el coledptilo el cual muestra un patrdn de fosforila-
cidn distinte al observado con el que procede de las
protefnas ribosomales de ejes embrionarios de 3 y 24 horas de
germinacidn (Datos de Alma Pérez)} sugiriendo que estas dife-
rencias reflejan una especificidad de tejido y de estado de

desarrollo.

Este estudio para consolidarse necesita estudios mis
profudos y especfficos, como serfa: a) la caracterizacion de
las enzimas cinasas y fosfatasas responsables de la fosfori-
lacidn de las protefnas ribosomales, b) el efecto en la
velocidad y/o seleccidn del mensaje por los ribosomas fosfo-
rilados, ¢} 1la regulacidn de este efecto en los diversos

estadfos de desarrollo de la planta, etc...

Por otra parte gueda por aclarar la identificacidn
mds precisa de las protefnas ribosomales capaces de fosfori-
larse, su posicidn en la estructura del ribosoma y adn su

funcidn en el proceso de traduccidn.
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Estos temas son otros tantos proyectos de investigacidn
sobre 1los que se requiere continuar trabajando a fin de
contribuir al conocimiento de los mecanismos que regulan la
germinacidn de las semillas y el establecimiento de las

nuevas plantulas.
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vII. APENDICE



Nuclele scld

EudEms (YAl Factor
R ) s
19 030 1078
150 056 1047
§40 o8 1ot
130 126 0969
25 149 0546
Ln [BF} 092
11 208 0493
rio 24 0863
108 23 ol
100 3 o4
0% 31 0763
092 43 om
0% 46 0710
oss “ o8l
086 $2 o6Nn
oM 6 0650
o2 &1 o621
o (4] 0605
on 12 [21]}
(3] is 0355
on [ 058
on » 0-500
(3. 103 0470
o6 14 o
066 123 0404
064 145 0368
(a3 166 010
o 192 o213

4 Nucleic acid ia eapressed a3 a percentage of the total (protein + pucleic acid).

" ESTIMACION DE PROTEINA POR EXTINCION A 260 Y 280 nm.
Método de Warburg y Christian, B.Z. 310, 384 (1941).

Medida de la extincidn, de una solucidn dilufda de
protefna, a 260 y 280 nm§ se calcula el cociente A280/A260.
Usando este cociente se encuentra la concentracidn de
protefna por medio del factor lefdo en la tabla y 1la
absorbancia a 280 nm. Asf la concentraci®n esta dada port

Concentracitn de protetna (mg/ml) = A X factor X ir7d.
Donde d = longitud de la celda en cm.

Los valores de la tahla fueron calculados a partir de
enolasa de levadura (A260 =1.18, A280 = 2,046 con una conc. de

img/ml)., E}! método esta sujeto a error en cuanto que sean

otras protefnas y que los dcidos nucleicos presenten
distintas extinciones.
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