
Fosforilación de proteínas 
ribosomales durante la 

germinación de maíz 

Tál• de Mae•tria en ClenclH Qufmlcas (Bioquímica) 

División de Estudios de Posgrado, Departamento de Bioquímica, 
Facultad de Química, UNAM 

TESIS CON 
FALLA DE ORiGEN 

Bióloga Alma Toplltzln P~rez M~ndez Octubre de 1991 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



~ 

Indice 

Abreviaturas V 

Presentación 1 

Introducción 

1.-Fonnación de la semilla y germinación 2 

11.-Síntesls de proteínas en la germinación 4 

111.-Algunos datos sobre ribosomas . . . 8 

IV.-Fosforilación de proteínas ribosomales 
y control traducclonal 15 

Antecedentes experimentales 19 

Hipótesis 20 

Objetivos 20 

Artículo 21 

Resultados complementarios 

Fosforilación de proteínas ribosomales 
en la germinación . . . . . . . . 47 

Síntesis de proteínas durante la germinación 55 

Discusión 

Fosforilación In uloo e In vitro de proteínas 
ribosomales durante la germinación . . . . . 64 

iii 



Control traduccional en la genninación . . 66 

Estimuladores externos en la fosforiladón 
de proteínas ribosomales . . . . . . 71 

Estrés y fosforilación de proteínas 
ribosomales 72 

Conclusiones 74 

Apéndice . 76 

Bibliografía 79 

iv 



Abrevlaturaa 

PJA 

MCPP 

BAP 

SFB 

HSP 

NEpHGE 

PMSF 

TCA 

PPO 

PO POP 

DMSO 

Acido indolacétlco. 

Acldo 2-(2-metll-4-cloro-fenoxi) propiónico. 

Bencilaminopurina. 

Suero fetal de bovino. 

Proteínas de estrés de calor ¡«Heat-shock protein") 

Electroforesis en gel de no equilibrio de pH. 

Aoruro de fenil,metll,sulfonilo. 

Acido tricloroacético. 

2,5-difeniloxazol 

(2,2' -p-fenilen bis(S.feniloxasol)J 

Oimetilsulfóxido. 

V 



Una parle lmpartante de los datos obtenidos durante la 
rea/Ir.ación de esta tesis de maestrla se uttlizó para escribir el artículo 
titulado: "DEVELOPMENTAI... REGULATION OF RJBOSOMAL 
PROTEIN PHOSPHORYI.A TION IN MAIZE", el cuál está somettdo a 
revisión para su publicación en la revista "P/ant Physlology". 

Es por lo anterior que se anexa el manuscrito del mismo. La 
metodología no mencionada en él se agrupa en el apéndice, se 
hacen más breves las secciones de Introducción y antecedentes , y en 
la sección de resultados iínlcamente se presentan aquellos no 
descritos en el artículo. Por iíltlmo se presenta una discusión general 
del trabajo. 
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Introducción 

J.-Fonnac16n de la semilla y genninación 

La semilla es el medio por el cual las plantas angiospermas aseguran 
la dispersión de su descendencia. El éxito en el establecimiento de la 
nueva planta depende fuertemente de las caracterfsticas fisiológicas y 
bioquímicas de la semilla (Bewley y Black, 1985). 

Cuando un grano de polen alcanza un gineceo adecuado, tiene 
lugar la formación de un tubo polfnico, que atravesando el estilo se 
dirige a un óvulo maduro. Una vez que los gametos masculinos se 
encuentran en el interior del saco embrionario, se lleva a cabo la fecun­
dación. 

A partir de la fecundación los eventos metabólicos que suceden en 
la semilla se agrupan de la siguiente manera (Kermode 1990): 

HISTODIFERENCIACIÓN: durante la cual el cigoto sufre numerosas. 
divisiones mltóticas y las células resultantes se diferencian para formar' 
el plan estructural básico de la planta. 

El óvulo doblemente fecundado dará origen al embrión y al endos­
permo, mientras que su tegumento formará la testa de la semilla (Cortés 
1986). 

MADURACIÓN: Esta ocurre casi totalmente en ausencia de divisio­
nes celulares. Se caracteriza por expansión celular y deposición de re­
servas en los tejidos de almacenamiento. 

DESECACIÓN: que resulta en una reducción gradual del metabo­
lismo conforme los tejidos van perdiendo agua. La semilla pasa a un 
estado metabólicamente inactivo o quiescente que le permitirá sobrevivir 
separada de la planta materna hasta encontrar las condiciones ambien­
tales adecuadas para germinar. 
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En los cereales cada semilla es un fruto completo llamado carlopsls, 
este fruto contiene un único embrión rodeado de endospermo. El em­
brión está formado por el eje embrionario y un cotiledón modlílcado 
llamado escutelo (Strasburger et al, 1974). 

Si experimentalmente se remueve el embrión de la semilla en de­
sarrollo antes de completar la maduración, éste germina precozmente y 
por lo general no es capaz de establecerse como plántula. Se piensa que 
el ambiente que proporciona la semilla hace que el embrión termine su 
programa de desarrollo, acumulando suficientes reservas para que la 
germinación sea exitosa. · 

Existe controversia en la definición del término germinación: para 
algunos autores se define como el periodo metabóhco que se inicia con 
la entrada de agua a la semilla y termina con la emergencia de la 
radícula (Bewley y Black, 1985). Para otros autores este proceso Incluye 
además el subsecuente establecimiento y crecimiento de la plántula (Sa­
lisbury y Ross, 1978). 

De manera general la imbibición trae como consecuencia la rees­
tructuración de las macromoléculas que constituyen a la semilla, reacti­
vación metabólica general, elongación, y finalmente división celular. En 
el caso del maíz (Zea mays v. Chalqueño) la primera división celular se 
da alrededor de las 24 horas de imbibición de la semilla completa. Cuan­
do el embrión se extrae de la semilla y se imbibe aisladamente en un 
medio de cultivo, esta primera división se adelanta aproximadamente 
tres horas (Bafza et al, 1986). 

Respiración, actividad enzimática y síntesis de proteínas y de RNA, 
son eventos celulares fundamentales en la genninación, íntimamente in­
volucrados en la preparación para el posterior crecimiento de la plántula 
(Bewley y Black 1985, Mayer 1989). 

La síntesis de DNA es un fenómeno tardío en la germinación; en 
el maíz se ha demostrado que no existe síntesis replicaliva durante las 
primeras horas de la germinación (Bafza et al, 1989) y que precede a 
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~ta una síntesis de tipo reparativo. En embriones de centeno se observó 
el mismo fenómeno (Vázquez-Ramos y Osbome, 1986). 

11.- Sfntesls de proteínas en la genninación 

Al empezar la imbibición de la semilla, la síntesis de proteínas en 
el embrión se reestablece tan rápidamente que pareciera que todos los 
elementos necesarios para esta actividad ya se encuentran presentes en 
la semilla seca (Simon 1984). 

Vaughan y colaboradores desde 1967 observaron que el Intervalo 
entre la hidratación y la Iniciación de la síntesis de proteínas es usual­
mente menor que el tiempo requerido para sintetizar ribosomas en nú­
cleos y transferirlos a citoplasma, por lo que sugirieron que la síntesis 
de proteínas en semlllas recién lmbibidas se lleva a cabo con ribosomas 
preexistentes. Esta idea se refuerza con los trabajos de diversos autores 
que demuestran la presencia de monosomas en semlllas secas de trigo 
(Marcus 1966), Nabo silvestre (Payne et al, 1978), y maíz (Sánchez de 
Jiménez, 1981). 

Se ha reportado que RNAs de transferencia y aminoacil-IRNA sin­
tetasas están presentes en semillas secas (Bewley y Black, 1985; Mayer, 
1989), además hoy en día se utilizan extractos de germen de trigo para 
llevar a cabo síntesis In vltro de proteínas, por lo que es claro que todos 
los elementos de la maquinaria de síntesis se encuentran presentes en 
el embrión de las semlllas antes de germinar. 

La cantidad de polisomas presentes en las semillas secas es por lo 
general muy baja o nula. Durante la germinación de trigo (Marcus et al, 
1966) y de maíz (Sánchez de Jiménez et al, 1981) los polisomas apa­
recen rápidamente en el embrión. Este fenómeno se ha observado en 
gran variedad de semlllas por lo que parece ser que el ensamblaje de 
polisomas es un factor crítico en la emergencia de la quiescencia (Les­
hem, 1973). 

4 



En 1975 Spiegel y Marcus utillzandoo1amanltlna y cordicepina, de­
muestran que la fonnaclón de poli-Iibosomas en la genninación tempra­
na de embriones de trigo es independiente de la transcripción y 
poliadenilación de RNAs mensajeros pues los polisomas se fonnan con 
la misma velocidad en los controles que en las semillas tratadas con los 
inhibid ores. 

Con lo anterior quedó demostrado que la síntesis temprana de pro­
teínas en semillas en imbibición no depende de la síntesis de mRNAs. 
Este hecho se ha confinnado y además se ha demostrado que no solo 
no es necesaria la síntesis sino tampoco el procesamiento secundarlo 
(desmetilaclón, poliadenilación o fonnación del CAP) de los mRNAs ya 
presentes en la semilla seca (Lane y Tumaltls-Kennedy, 1981). 

Además de lo anterior, durante los años '70s otras evidencias de 
la existencia de RNAs mensajeros almacenados en la semilla seca se 
fueron acumulando (Warelng 1981). Los más sobresalientes pueden re­
sumirse en la siguiente fonna: 

• Fue posible extraer RNA de embriones secos de trigo que dirigle 
ra la síntesis In vltro de proteínas. 

• Una fracción de este RNA almacenado está formada por molé­
culas poliadeniladas. 

• Por incorporación de marca radiactiva y análisis de los productos 
por electroforesis en geles de poliacrilamida fue posible identifi­
car proteínas sintetizadas en las primeras horas de la germinación 
cuya síntesis no dependía de transcrlpción. 

• Los patrones de proteínas sintetizadas In vivo durante las pri­
meras horas de germinación son similares a los de las que se 
sintetizan In vltro con mensajes extraídos de las semillas secas. 

• Se demostró la síntesis de novo de enzimas específicas aún cuan­
do se inhibió la síntesis de RNA 
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Debido a que durante el periodo quiescente de la semilla la activi­
dad sintética está totalmente inhibida, se Uegó a la conclusión de que 
los mRNAs presentes en la semilla seca se fonnan desde la embriogénesis 
y persisten hasta la genninación. 

Los mensajes responsables de la síntesis temprana de proteínas du­
rante la genninación se han clasificado en dos categorías generales (Bew­
ley y Black 1985, Kennode 1990): 

mRNAs RESIDUALES. Son sintetizados y expresados durant~""' , 
el desarrollo de la semilla y no se alcanzan a destruir durante 
la desecación. No se expresan durante la germinación y al co­
menzar este proceso inmediatamente se degradan. 

mRNAs ALMACENADOS o de VIDA I..ARGA que se sintetizan 
durante la embriogénesis pero no se expresan en este periodo. 
Se encuentran listos para ser traducidos inmediatamente después 
de la rehidratación de la semilla. Se presume que estos mRNAS 
además de codificar para proteínas de mantenimiento, dirigen 
la síntesis de proteínas fundamentales para la germinación. 

Dure y colaboradores en 1969 trabajando con semillas de algodón 
en germinación demuestran que la síntesis de nooo de una proteasa es 
dependiente de un mRNA almacenado. Tres años más tarde (Ihle y Dure 
1972) prueban que este mensajero se sintetiza durante la embriogénesis 
y sin embargo su traducción está bloqueada en esta etapa del desarrollo. 
Después de la demostración de la existencia de mensajes almacenados 
parece necesario explicar cómo es que la semilla en desarrollo disaimina 
entre los mensajes que hay que destruir y aquellol que hay que con­
servar para la genninaclón. Hasta la fecha no a claro este mecanismo, 
sin embargo parte de la explicación a esto puede ser diferencias en su 
localización subcelular o su asociación con proteínas especificas. 

En algodón los trabajos de Hammett y Kattennan (1975) mostraron 
que al menos parte de los mRNAs de las semillas secas se encuentran 
en el núcleo y poseen una cola de 75-100 adeninas, igual a los men-

6 



sajeros encontrados en el citoplasma. Es posible que al genninar la se­
milla, estos mRNAs se movilicen hacia el citoplasma para ser traducidos. 

Por otro lado algunos reportes proporcionaron evidencia de que los 
mensajeros almacenados se encuentran asociados a proteínas fonnando 
partículas ribonucleoprotelcas (mRNPs) libres en el citoplasma, llamadas 
lnfonnosomas (Peumans et al, 1979), y que estos se sintetizan durante 
la embriogálesls (Ajtkhozhln et al, 1976). 

Aunque la síntesis de proteínas en la germinación temprana puede 
proceder en ausencia de síntesis de RNA (Splegel y Marcus, 1975), poco 
a poco se va haciendo esbidamente dependiente de los mensajes que 
se sintetizan de novo. Actualmente se sabe que los RNAs almacenados 
se destruyen durante las primeras horas de germinación y se presenta 
un lnaemento de mensajes nuevos (Mayer, 1989). 

Por la temporalidad de estos eventos es evidente que durante la 
germinación temprana coexisten mensajeros almacenados y recién sin­
tetizados. En semlllas de trigo, a las seis horas de gennlnaclón el 54% 
de los mensajes se encuentran enganchados a polisomas, y no parece 
ser que los mRNAs almacenados o los recién sintetizados participen pre­
ferenclalmente en este proceso (Caers et al, 1979). lQué determina en­
tonces cuáles son los mensajes que se traducen en cada momento? 

Durante las primeras horas de la gennlnación se da un cambio 
radical en el patrón de síntesis de proteínas, y este cambio puede ser 
casi totalmente bloqueado si se utilizaa1tamanitina, por lo que se piensa 
que el cambio en el patrón proteíco es consecuencia de regulación trans­
alpclonal. (Thompson y Lane, 1980). 

El mismo autor discute que a pesar de que su trabajo y el de otros 
autores ponen en evidencia el papel fundamental que juega la síntesis 
de mensajes nuevos en horas tempranas de la gennlnaclón, estudios 
complementarios con sistemas de traducción In uftro sugieren fuertemen­
te la existencia simultanea de control traducclonal además del control 
transalpclonal. 
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111.-Algunos datos sobre rlbosomas 

La gran mayorfa de Jos estudios sobre estructura Iibosomal se ha 
hecho en células procariotes. A pesar de que existen diferencias Impor­
tantes respecto a eucariotes, el ribosoma de todos los organismos posee 
una semejanza estructural Importante, que refleja quizás Ja universalidad 
de sus funciones básicas. 

Estructuralmente el ribosoma consta de dos subunidades, cada una 
formada por proteínas y RNA (figura 1). 

La subunldad pequeña puede dividirse en dos partes desiguales: Ja 
"cabeza", que representa aproximadamente Ja tercera parte del total, y 
la "base", que constituye las otras dos terceras partes. Una región pro­
tuberante llamada plataforma se extiende desde la base hasta la cabeza, 
formando una hendidura entre esta protuberancia y la cabeza. También 
la estructura de la subunidad grande es asimétrica y consiste en una 
protuberancia central con dos protruslones (una de cada lado) inclinadas 
aproximadamente so· (Oakes, 1987. Figura 2) 

El Iibosoma eucariote posee básicamente esta misma estructura, 
sólo hay que agregar algunos lóbulos extras, (ver figura 3. l...ake, 1985). 

Mientras que la masa molecular del ribosoma procariote es de apro­
ximadamente 2.8 x 10•daltones (Alberts et al. 1983), la masa molecular 
del ribosoma eucarionte completo varia desde 3.9 (para plantas) hasta 
4.55 x 10• daltones (mamíferos). Esta variación es el resultado de un 
incremento en el tamaño de la subunidad grande de 2.4 a 3.05 x 10• 
daltones (Wool, 1979), y no se sabe nada acerca de su significado fun­
cional. 

Tal como el ribosoma procariote, el ribosoma eucariote está cons­
tituido únicamente por dos tipos de biopolímeros: RNA y proteínas (ver 
figura 1), sin embargo el contenido de proteínas es marcadamente su­
perior: en el caso de procariotes Ja relación RNA:proteína es 2:1, y en 
Jos eucariotes es 1: 1 (Spirin 1986). 

8 



Se ha especulado sobre la función de estas proteínas ribosomales 
"extras". Algunas pueden estar especializadas para interaccionar con re­
ceptores en el retículo endoplásmico (riboforinas), otras en el ensamblaje 
y transporte de las subunidades recién sintetizadas y otras más pueden 
estar involucradas en la regulación de la lectura del mRNA (Wool, 1979). 
Un ejemplo que ilustra la importancia de la regulación traduccional en 
eucariotes es el hecho de que en el caso de células bacterianas el ribo­
soma puede "leer" el RNA mensajero a una velocidad de 40 a 50 nu­
cleótidos por segundo; el ribosoma eucariote es capaz de leer hasta 30 
nucleótidos en ese mismo tiempo pero los efectos regulatorios pueden 
reducir esto hasta 5-10 nucleótidos por segundo (Spirin,1986). 

Casi todas las proteínas ribosomales son pequeñas (11,000 a 
40,000 D), extremadamente básicas (muchas tienen punto isoeléctrico 
superior a 11) y muy insolubles en amortiguadores ordinarios (Wool, 
1979). También existen en el ribosoma algunas proteínas ácidas (car­
gadas negativamente a pH 8.6) pero su número es muy inferior a las 
básicas: en ribosomas de hígado de rata parece haber únicamente 8 
(Gressner y Wool, 1974) 

Además de su localización en la estructura tridimensional del ribo­
soma (ver figura 5), de algunas proteínas se sabe algo más sobre su 
función: 

Dos de las proteínas ácidas conocidas en procariotes como L7 
y Ll2. (en eucariotes como eL7 y eL12 o Pl y P2) poseen 
características especiales: cada de ellas se encuentra por dupli­
cado constituyendo el tallo de la subunidad grande (Wool,1979), 
L12 es idéntica a L7 excepto que el amino terminal de L7 está 
ac:etilado (Lake, 1985), se ha demostrado además que en E. 
ro/I (Vilella eta/, 1991) y en levadura (Zinker,1990) la cantidad 
de copias presentes en el ribosoma no es constante sino que 
depende del estado metabólico de la célula. Parece ser que 
estas proteínas participan en la unión de varios factores de 
elongación y la hidrólisis de GTP dependiente del IF2 (Lake, 
1985). 
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• La proteína ribosomal L5 fonna una partícula ribonucleoprotelca 
con el RNA ribosomal SS (5teilz et a/,1988) y ahora se sabe 
que esta RNP es un precursor del ensamblaje ribosomal en 
células de mamlferos (Wonnlngton, 1989). 

• La proteína 56 se encuentra localizada en la platafonna de la 
subunidad pequeña; junto con las proteínas 511, 515 y 518 
parece estar relaclonadacon la unión del RNA mensajero al ri­
bosoma (Lake, 1985). Como se mencionará más adelante, 56 
parece ser la proteína ribosomal que con más frecuencia se en­
cuentra fosforilada. 
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No.DE PRO'l'EINAS 

MASA DE PROTEINAS 

RHA 25-288 
5,95 
58 

RIBOSOMA SOS 

8UBUNIDAD 605 

45-50 

1,000,000 

4,700 ba•e• 
160 baaea 
120 ba••• 

SUBUNIDAD 408 

JO 

'ºº•ººº 

185 1,900 ti ..... 

FIGURA l: coaponentes del ribosoma fitoplásmlco de hígado da 
rata. (Tomado de Lewln, 1985). 
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FIGURA 2: Modelo tridi11enaional consenso del riboaoaa de~~. 
En la rigura ae aueatran dos orientaciones La 

lonqitud da un riboaoaa ea aproxlaada11ente 250 i. 
(Lal<e, 1985) 
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l"IGURA 3: Lóbulos cftracteriRticos del ribosoma eucariote 

(•embreados) aobr• la estructura básica el ribosoma procariota. 

FIGURA 4: Representación de Jos dominios traduccional y 

secretorio del ribosoma. (figuras 3 y 4 tomadas de Oakes,1987). 
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FIGURA 5: Diagrama que muestra la localización de las proteinas, 
rRNAa y sitios funcionales en el ribosoaa. Las lineas punteadas 
indican sitioa localizados en la cara •posterior• de la figura. 
P,M, y E representan loa sitios de Peptidil transferaaa, Unión a 
membrana y salida de la proteina naciente, respectivamente. 
(Oakea, 1987). 
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IV.-Fosforilaci6n de proteínas ribosomales y control 
traducclonal 

Las proteínas ribosomales de organismos procarlotes sólo se fosfo­
rilan bajo circunstancias poco usuales como Infección viral (Wool, 1979), 
mientras que la fosforilación-desfosforilaclón de proteínas ribosomales 
en diversos tejidos animales y vegetales es un fenómeno que responde 
a múltiples estímulos como hormonas, suero y factores de crecimiento 
(Thomas et al, 1982), regeneración hepática (Wool,1979), shock de calor 
(Maller et al, 1986), anaereobiosls (Bailey, 1990) y fitorreguladores (Ya­
kovleva y Kulaeva, 1982; Pérez et al, 1990). 

Los tejidos en animales donde se ha reportado este fenómeno in­
cluyen: corteza adrenal, testículo,- retlculocito, fibroblastos, hígado, glán­
dula mamaria, tiroides, adenohlpóflsls, diversos tejidos tumorales 
(revisión por Trewavas, 1976) y oocitos de Xenopus laevls en madura­
ción (Nielsen, 1982) entre otros. 

En tejidos vegetales se ha descrito fosforilación de proteínas ribo­
somales en tomate (Sharf y Nover, 1982), cotiledones de calabaza (Ya­
kovleva, 1987), trigo (Fehling y Weldner, 1988), maíz (Pérez 1990), 
chícharo y Lemna (Trewavas,1976). 

Inicialmente se creyó que 56 era la única proteína fosforilada (Gres­
sner y Wool, 1974). Durante principios de la década pasada diversas 
fosfoproteínas ribosomales adicionales fueron reportadas (Belanger et al, 
1981; Scharf y Nover, 1982). Aunque el número exacto no ha sido 
establecido se acepta que el ribosoma eucariote puede contener más de 
una fosfoproteína y que el contenido de fosfatos de éstas no se altera 
por las mismas condiciones que se sabe modifican el grado de fosforl­
lación de 56. Las evidencias sugieren que la fosforilación de proteínas 
ribosomales no está controlada por un solo mecanismo, y puede tener 
diferentes funciones en la actividad rlbosomal (Belanger, 1981). 

Sin duda el mecanismo de fosforilación de 56 en células de inamí­
fero en cultivo ha sido uno de los más estudiados: 
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En 19&3 Burkhard y Traugh observaron que 56 puede ser fosfori­
lada In ultro por dos diferentes cinasas: una dependiente de cAMP y 
otra independiente de éste pero activada por proteasas (Burkhard y 
Traugh, 19&3). Cada cinasa cataliza la unión a la proteína de diferentes 
cantidades de fosfato y aparentemente en posiciones distintas. Por ca­
racterización de los fragmentos bípticos fosforilados y comparación con 
lo encontrado In vivo concluyen que la fosforilación por la cinasa acti­
vada por proteasas es idéntica a la que se da naturalmente (Persic y 
Traugh, 19&3). 

En 1988 el grupo de Thomas identifica y caracteriza una cinasa de 
56 estimulada por mitógenos (Jeno et al, 1988) y concluye que su ac­
tividad es regulada por un proceso de fosforilación-desfosforilación (Ba­
Hou, 1988). 

Parece ser que puede existir una familia de diferentes cinasas de 
56 relacionadas con sistemas de agonistas distintos (Witters, 1990) 

Ante la amplia distribución del fenómeno y la diversidad de estí­
mulos a los que responde, se han venido haciendo esfuerzos para de­
terminar el efecto que la fosforilación de proteínas ribosomales pudiera 
tener en la síntesis de proteínas. Muchos resultados fueron negativos 
(Ochoa, 1979) o al menos controversiales (Trewavas, 1976). 

El sistema que se ha usado no es sencillo: con bastante más de 
100 componentes macromoleculares, la síntesis de proteínas en eucario­
tes es probablemente el sistema multienzimátlco más complejo estudiado 
a nivel molecular (Hershey et al, 1986). 

Sin embargo, poco a poco empezaron a aparecer resultados más 
sólidos, algunos de Jos cuáles se presentan a continuación: 

En células en cultivo de mamífero, los ribosomas que tienen 56 
fuertemente fosforilada son preferencialmente incorporados a 
polisomas (Duncan, 1982; Thomas, 1982). 
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• Los ribosomas defosforilados por "shock" de calor en Drosophl/a 
presentan menor habilidad para traducir ciertos mensajes (Kru­
ger, 1981). 

• Palen y Traugh en 1987 publican un trabajo que ofrece el so­
porte más sólido para considerar que efectivamente la fosfo­
rilación de al menos una proteína ribosomal (56) altera la 
capacidad ribosomal de síntesis. En este trabajo se muestra que 
la fosforilación de 56 por una cinasa estimulada por mitógenos 
no afecta la unión del mensajero a la subunidad 405, sin em­
bargo sí estimula la síntesis de globina tres y media veces res­
pecto al control. Además parece hacerlo de manera selectiva 
pues incrementa la síntesis de 6 gfobina 3.9 veces, mientras que 
la de a gfobina sólo aumenta 1.8 veces. 

Por otra parte se sabe que las proteínas ácidas Pl y P2 de ribosomas 
eucarióticos se fosforilan (Reyes et al, 1977; Sánchez-Madrid et al, 1979), 
y que en el citoplasma de levaduras se encuentra una poza de éstas 
proteínas sin fosforilar (Zinker, 1990). De acuerdo a Vidales et al (1984) 
la fosforilación de estas proteínas es lo que regula su afinidad por el 
ribosoma, de tal manera que esta modificación covalente podría ser la 
responsable de los cambios en el contenido de proteínas ácidas que 
presentan los ribosomas de Saccaromyces en ciertas etapas de su desa­
rrollo. 

Me Conell y Kaplan (1982) muestran que ribosomas de hígado de 
rata sin Pl y P2 no son capaces de polimerizar aminoácidos In ultra ni 
de hidrollzar GTP de manera dependiente del factor de elongación 2. 
Sólo recuperan estas actividades si al agregar las proteínas faltantes éstas 
estan previamente fosforiladas In ultra por una cinasa dependiente de 
cAMP. 

Para sistemas vegetales también se tienen algunos indicios de que 
la fosforilación de proteínas ribosomales repercute en las funciones del 
ribosoma: 
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• En tomate la síntesis preferencial de proteínas de "shock" de 
calor coincide con la defosforllaclón de 56 y el aumento en la 
fosforllación de dos proteínas ácidas de 15 y 16 kD (Sharf y 
Nover, 1982). 

• En cotiledones de calabaza la fonnación de polisomas y el au­
mento en la síntesis de proteínas generado por citocinlnas co­
rrelaciona con la fosforllación de 56 (Yakovleva, 1987). 

• Ribosomas de trigo altamente fosforllados por adaptación a altas 
temperaturas presentan actividad de síntesis de proteínas proba­
da en un sistema In ultra (dependiente de poly-U) tres veces 
mayor que los rlbosomas de plantas controles. Por Intercambio 
de subunidades se determinó que la actividad Incrementada de 
la síntesis está dada exclusivamente por la subunidad grande 
(Fehling y Weidner, 1987). 

Aunque aún faltan demostraciones más contundentes para probar 
la Influencia de la fosforllación de proteínas ribosomales en la actividad 
rlbosomal (Hershey, 1989), hasta ahora la posibilidad de que este sea 
un mecanismo de control traduccclonal es muy atractiva y los resultados 
en diversos sistemas parecen ser muy prometedores. 
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Antecedentes experimentales, 

Además de lo mencionado en la introducción, existen antecedentes 
de nuestro propio laboratorio que justifican más ampliamente el plan­
teamiento del presente trabajo experimental, 

En uno de ellos se da lnfonnaclón sobre la relevancia de los men­
sajeros almacenados en la semtlla durante la germinación temprana de 
maíz: 

Haciendo el análisis por electroforesis bidimensional de las proteínas 
sintetizadas a 6 y 24 horas de gennlnación, y habiendo bloqueado la 
síntesis de mRNAs con o1-amanitlna, se obseivó que a pesar de que los 
ejes embrionarios contaban únicamente con los mensajeros almacenados 
aparedan nuevas proteínas a las 24 horas que no se sintetizaban a las 
6 horas. Esto se interpretó como resultado de un control traducclonal 
durante la genninaclón (Sánchez de Jiménez y Aguilar, 1984). 

Por otra parte, trabajando con auxinas en la genninaclón de maíz, 
se observó que éstas alteran la fosforilaclón de las proteínas ribosomales 
(Pérez et al, 1990). Con el fin de determinar si esta alteración Influye 
en la actividad ribosomal, los rlbosomas se probaron en un sistema de 
síntesis de proteínas In vltro dependiente de poli-U. Midiendo la veloci­
dad de traducción a diferentes concentraciones de rlbosomas se obtu­
vieron valores de Km aparente slgnillcatlvament mayores para tejidos 
tratados con auxinas que para los controles. 

En un esfuerzo por averiguar si tambien existía efecto de la fosfo­
rllación en la lectura de otro tipo de mensajes (no sintético), se probaron 
estos ribosomas de tejidos estimulados por auxinas en un sistema de 
síntesis In vltro pero ahora usando RNA de virus de Bromomosalco 
como mensajero (!barra, 1990). Se encontró que los rlbosomas de tejidos 
estimulados con MCPP (una auxina sintética) tradudan con menor efi­
ciencia uno de los cuatro mensajes virales, mientras que los tratados con 
ác. índolacético (la auxina natural, cuya Influencia en la fosforlladón 
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ribosomal es diferente que la del MCPP) presentaban mayor eficiencia 
en la traduccion de otro de los mensajes. 

Hipótesis 

Con base en todos los antecedentes aquí presentados, se planteó 
la siguiente hipótesis de trabajo: 

Durante la gennlnación ocurren cambios en la fosforilación-desfos­
forilación de ciertas proteínas ribosomales y esto forma parte del meca­
nismo de control traduccional de los mRNAs almacenados y sintetizados 
de novo. 

Objetivos 

• Caracterizar la fosforilación de proteínas ribosomales durante 
la germinación de maíz. 

• Observar si este fenómeno es alterado por auxinas y/o algún 
otro estimulador. 

• Determinar si la fosforilación observada tiene algún efecto en la 
funcionalidad del ribosoma. 
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A rontlnuacl6n y como parte de los resultados, se presenta 
una copla del artfculo sometido a revisión paro su publlroclón 

en la revista •pfant Physlology". 
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In vJtro and in vlvo rlbosoaal protelns phosphorylatlon were 

studled ln malze embryonlc axes at dlfferent stages of germlnatlon. 

After 32P-proteln labellng, the rlbosom11l protelns were lsolated 

and analyzed by gel electrophoresls and autoradlography. 

Speclflc32p-rlbosomal proteln patterns were found for 3, 8, 16 or 

24 h of gerrnlnatlon for the ln vlvo but not for the ln vltro 

ayate•. Haln features on the in vivo pat tern wcre a 30. 9 kD 

labeled band appearlng from Sh lncubatlon up and a strong decline 

of 32p lncorporatlon on 15. 8 and 14. 8 kD protelns a long 

germlnatlon. Phosphorylatlon of the 30. 9 kD proteln was lnduced at 

3 h by stress (heat or anoxla shock) but not by phytohormones or 

other proteln-klnase effectors. Analysls of the rlbosomal nubunlt 

protelns obtalned by sucrose gradlent centrlfugatlon lndlcated 

that 14. 8, 15. 8 and 38 kO 32f.-protelns are part of the large 

subunlt. 

lt ls concluded that rlbosomal proteln phosphorylatlon ln maize 

axes is developmentally regulated, and 1t seems to have a role in 

translatlonal control. 

INTROIJUCTION. 

The phosphorylatlon of rlbosomal protelns ls known to be a 

generallzed phenomenon in animal as well as ln plant cells, and 

seems to be preclscly regulated by several lnternal and external 

stlmull (14, 19,24) The relevance of thls phenomenon ls based on 
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the fact that 1t has been proved that protein phosphorylation of 

lnltlation factors and rlbosomal proteins partlcipates in 

controlling mRNA translatlon in dlfferent euJcaryotlc cell types 

(l, 12, lB). 

In seed germlnatlon, proteln synthesls ls one of the earllest and 

more lmportant events reQulred for seedllng growth and 

establishment. Inl tla.l proteln synthesls ln cereal embryos is 

mostly supported by stored mRNA ( 15, 25) , although newly synthesls 

of mRNA has also been proved (6) , Sorne of the stored mRNA are, 

however, not translated untll late ln germlnatlon (23), Slmllarly, 

de lay on mRNA translatlon onset has been demonstrated wl thln the 

embryogenesls-germlnatlon process of cotton seeds ( 11) The above 

data suggest that sorne klnd of translatlonal control ls 

functlonlng in embryos durlng seed germlnatlon. 

Prevlous work In our labora tory has revealed fast 

phosphorylatlon-dephosphorylatlon of rlbosomal protelns ln 

germlnatlng •alze embryonlc axes (19). Based on these antecedents, 

1t can be considered that phosphorylation of rlbosomal protelns 

could be part of an overall mcchanlsm controlllng thc stored mRNA 

translatlon at early stages of germlnatlon. The present research 

was undertaken to characterlze the regulatlon of rlbosomal proteln 

phosphorylatlon en maize axes durlng seed germlnatlon. 

HATERIALS AND KETIIODS. 

Rt!agenls: All chemlcals were purchased from Sigma Co. 

( 3"i>J-orthophosphate (sp. act. 3. 7 MBq mmole-1) and 32P-rATP (sp. 
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act. 259 TBq rrunole .. 1) from England Nuclear. 

Phytore,ulator•: lM (Indole acetlc acld) and BAP (bencyl amine 

purlne) were also purchased from Sigma Ce. The HCPP (2(2-methyl, 

4-chloro) pheno><yproplonlc ac1d)} was synthesized by Dr. Hartha 

Albores, Chemlstry Department, Facultad de Quimlca, lJNAH. 

B1olo¡1cal Material. 

Halze embryonl"c axes (Zea mays L. var. Chalquef\o) were manually 

dissected and disinfected as follows: axes from dry seeds (O. 2 g) 

were rlnsed wlth 701. ethanol far 15 sec followed by 10 mln ln SY. 

calclum hypochlorlde and flnally rinsed three times wlth sterlle 

water. Disinfected axes were lncubated under sterlle condltlons on 

Hurashige and Skoog medium in the dark at 25 ºe, as prevlously 

reported (3). 

Rlbosome and r1bosomal prote1n 1solat1on. 

Rlbosomes were lsolated after Sharf and Nover (24). Some 

modlflcatlons were lntroduced as follows: frozen axes were 

homogenlzed in llquid N2. The frozen powder was mixed wlth 7 ml of 

buffer A-2 (20 mlf Trls-HCl, pH 7.8, 5 ml1 HgCl2, 20 ml1 KCl, 1 mM 

PMSF, 1 mM NaF, O. SX tJ-mercaptoethanol, lX trlt6n X-100, 0.25 M 

sucrose) plus 80 mM 13-glycerophosphate as phosphatase lnhibltor. 

After successlve steps of centrlfugatlon at 5000 X g and 27000 x g 

for 5 and 20 min each, the supernatant was layered onto 3 ml of 

sucrose cushlon (O. 5 M sucrose and o. 5 H KCl in buffer A-2). 
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Rlboso•es were sedlmentcd at 250 000 x g for 4 h. The rlbosoaal 

pellet was resuspended on resuspension buffer (20 llM Hepes-KOH pH 

7. 6, 5 lllM Hg aceta te, 125 mM K aceta te, 6 mM tJ-mercaptoethanol and 

80 lnM 13-glycerophosphate). Rlbosomal protelns were extracted wlth 

acetlc acld and magneslwa acetate and preclpltated with acetone as 

descrlbed by Ranjove and Gordon (21 }. 

Preparallon of rlbosomal aubunita. 

Functlonal rlbosomes were lsolated after Fehling and Weidner (8) 

addlng 80 mH 13-glycerophosphate ln all the buffers. Rlbosomal 

pellet was resuspended in 0,25 H sucrose, SO llM Tris HCl (pH 7.6) 

and 80 mM tJ-glycerophosphate; lncubated 10 aln at 37 ºe wl th O. 5 

aH puromycln and O. 5 mH GTP. Then lncubatlon mixture was made l H 

KCl, 10 mM HgC12 and 20 mH '3-mercaptoethanol. The suspenslon 

contalnlng 30 00
260

,.. of rlbosomes was layered onto 15-30Y. linear 

sucrose gradlent contalnlng O. 85 H KCl, 10 mH HgC12, 10 llM 

¡1-mercaptoethanol and 50 mH Tris HCl {pH 7.6), and centrlf~ged at 

270 000 xg for 5 hours at 10 ºe (9). Gradients were wlthdrawn wlth 

a denslty gradient removlng apparatus (Auto Densi f"low IIC 

Haake-Buchler, Saddle Brook, NJ, monltored wlth an l.KB 2138 

Uvlcord S at 278 nm). Allquots contalnlng the rlbosomal subunits 

were pooled and centrlfuged 4 h at 250 000 xg • The pelleta wcre 

used fer proteln isolation as lndlcated above. 

Eleclrophoresls of ribosomal prolelns. 

The rlbosornal protelns were resuspended in suple bUffer: 
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75 11M Tris-HCl (pH 6. 8), H urea, 2. 411 SOS, 12Y. 

glycerol. 6X p-mercaptoethanol and electrophoresed ln SOS 

acrylamlde gels ln a -:llscont1nuos buffer system accordlng to 

Laelllllll1 (13). The resolvlng gel (11 cm length) contalned 16X 

acrylamlde-blsacrylamlde mixture (30: O. B). Electrophoresls 

performed at 80 V far 12 h. The gels were stalned wlth O. zr. (w/v) 

Coomassle blue R, SO:< (v/v) methanol and 7. SX (v/v) acetlc acld. 

Autoradlographs of the drled gels were obtalncd uslng Kodak X-O 

mat film and kept at -70 ºe . 

In vl tro Ribosome phoaphorylallon. 

Isolated rlbosomes were resuspended in resuspenslon buffer (see 

above) and Jn vltro autophosphorylated as reported: {7, 20). The 

assay mixture contalned 50 mM Trls-HCl pH 7.9, 10 mH Mg acetate, 

25 rnH CaC12, O. 5 mM /J-mercaptoethanol, 14 O. D. 
260

nmof rlbosomes as 

source of enzyme and sustrate, 200 µM ATP, O. 25 µCl of 32P--r-ATP 

in a final volume of 50 µl. After 5 min at 27 ºe the reactlon was 

stopped with acetic acid and magnesium acetate to get RNA 

precipitatlon (see above). The rlbosomal protelns were 

electrophoresed and the autoradiographs were obtalned from these 

gels as described above. 

In vlvo Phosphorylation of" Ribosomal Proteins. 

Two hundred mg of embryonic axes were incubated for different 

perlods on the nutrlent medlum. Two hundred and flfty µCl of 

32
P-orthophosphate was added to the medlum at the last hour of 
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lncubatlon. After thal • the axes were removed froa lhe •edluai. 

washed three times wlth sterlle water and frozeñ ln llquld N2 

unlll used. For some experlments elther 50 µH BAP or 23. 3 µH of 

nallve IAA or synthetlc auxin, HCPP were added. In olhers heat 

shock (42 ºe for 20 min) or anoxla (vacuum for 20•) were applled. 

Rlbosoaes and rlbosomal protelns were lsolated fro11 these axes and 

analyzed as lndlcated above. 

RESULTS 

The system used here ls consldered to represent a sultable model 

to study the b1ochem1cal events occurrlng ln axes durlng seed 

germlnatlon. Thls statement 1s based on the followlng data: The 

germlnatlan perlad af the 11.alze varlety used in thls research last 

appraxlmately 24 h (4). At the end af thls perlad, the 

1D.erlste11atlc cells of the embryonlc axes relnlclate cell dlvlslon 

follawlng a pre-stabllshed tlming pattern. The axes lncubated 

under the ln vltro condltlans stated in Haterlals and Hethod.s, 

showed sl•llar cell dlvlslon tlmlng pattern. except that the 

procese started two hours earller (3). 

It has prevlously been reported that isolated rlbosames fra11 this 

(2) and other speclcs (5) are capable of autophasphorylatlon. 

Therefore, the flrst experimenta were endowed to conflrm thls 

flndlng in malze rlbosomes and to define thelr pattern of 

autophosphorylatlon durlng germlnatlon. To thls end, rlbosomcs 

were lsolated from axes, lncubated ior difierent perlods or time, 

and exposed to .,32p_ATP for 5 mln. Their protelns were lsolated 
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and electrophoresed as indlcated in Haterials and Hethods. The 

correspondant autoradlographs showed severa! labeled bands, a 

pattern that was repeated ln all the samples tested: O, 3, 8 and 

16 h of lncubatlon (Fig, 1), The most promlnent bands correspond 

to SI. 3, 38. 9, 33, 8, 28. 8, 25. 1, 18. 6 (Flg 1). 

The ln vivo phosphorylatlon of the ribosomal protelns (Rb-P) was 

also analyzcd. Malze axes from qulescent secds were incubatcd for 

different perlads af tlme and ane-hour pulse of 32P-orthophosphate 

was applled prior to the end of the incubatlon perlad, The 

lsolated Rb-P were analyzed by gel electrophoresls and 

autoradiography. The coomassie blue stained gels showed ldentical 

patterns for axes at ali the perlods t..?l'sted (similar as in the ln 

vltro experlments; as the one shown in Flg S). The autaradiographs 

however, showed specific labeled bands fer different periods of 

incubatlon (Flg 2). Host relevant differences were: 1) a 30, 9 kD 

protein heavlly labeled at 8 h and later, but do not labeled at 3 

h perlod, and 2) dlfferentlal lntensltles ln two bands of low 

molecular weight (15, 8 and 14. 8 kO approx. ) . These bands were 

heavlly labeled at 3 h incubation perlad and slowly decreased in 

lntensity untll 24 h (Flg 2). At 30 h of germlnatlon these 

protelns did not show any more 32p incorporatlon (data not shown). 

The effect of exogenously applied growth regulators to the axes 

was tested to see if phosphorylatlon of the 30. 9 kO protein could 

be lnduced earller than the deve~opmentally pre-establishcd perlod 

observed in the ln vivo experlments. Qulescent seed axes were in 

vlvo lncubated wlth 32?-orthophosphate. Elther bencylamine purine, 
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(BAP) or natlve (IAA) or synthetlc (HCPP) auxlns were also added. 

The lsolated rlbosoaal protelns fro• these axes were analyzed by 

electrophoresis and autoradlography (Flg 3). It ls observed that 

the phytoregulators did not modify the normal phosphorylated 

pattern, nor the 30. 9 kD protein was phosphorylated ln advance 

(see 3h-control, Fig 2). Other posslble proteln-klnase effectors 

such as spermine, spermidine, calcium and calmodulln applled in a 

si•llar manner to the axes also falled to induce early 

phosphorylation of the 30.9 kD protein (Flg 3}. On the other hand, 

when the 3 h lncubated axes received a heat or anoxia shock 

treatments: 20 mln at 45 ºe: or vacuum to force water penetratlon 

lnto the axes. the 30. 9 kD band appeared labeled ln the 

electrophoretlc pattern (flg 3). 

Experiments were deslgn to test 1f phosphorylatlon of 30. 9 kD 

proteln requlred de novo proteln synthesls and lf so, whether 1 t 

was based. on stored or newly synthesized mRNA. Speclflc lnhlbltors 

of elther transcriptlon («-amanltln) or translatlon 

(cycloheximlde) were applled to the quiescent axes using vacuum to 

force the entrance of the lnhlbltors and to induce phosphorylatlon 

of 30. 9 kD proteln at 3 h lncubatlon. One hour 32r-pulse was given 

to these axes rlght befare endlng the lncubatlon perlad. Control:.; 

were carrled out to test the effectlveness of the inhlbltors: 

block of 14c-Uridlne lncorporatlon lnto poly A• RNA, and of 

355-methionlne lnto soluble proteins (data not shown). The 

autoradlographlc analysls of the Rb-P from these experiments 
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showed the expected phosphorylated 30, 9 kD prote1n on the 3 h 

lncubated vacu\111 control. The a.-a11anl tln and the cyclohexim1de 

treated-axea also showed thls band labeled (F'lg 4). It ls 

lnterestlng to note that a. Z9 kD band also e.ppeared in the pattern 

of cyclohexlmlde treated axes (F'lg 4). In a slmllar experlmcnt lt 

vas posslble to see that the 8 h phosphorylatlon pattern was not 

aodlf1ed by these lnhlbttors (data not shown). 

To determine the r1bosomal locatlon of the small molecular wetght 

rlbosomal phosphoproteln, 1solat1on of the two rlbosomal subunlts 

from Jn vlvo labeled rlboscm.es was performed. The inethod provlded 

a clear separatlon of the subunlts in the sucrose gradlent and 

Rb-P were lsolated frcm each subunlt fractlon. The stalned pattern 

of each of the electrophoresed subunlt Rb-P sho\fed speclflc bands 

for both, the large and the small subunlts (Flg 5). At the end of 

the process. however. lo\f levela of 37-lncorporatlon llere found 

ln both subunlts, probably due to endogenous 

proteln-phosphatase(s) actlon (Gabrlela Sepúlveda, personal 

commun1cat1on). Due to thls 11mltatlon, the bands o! these 

prote1ns 1n the autoradlographs were week. However 38, 15. 8 and 

14. S kD bands were clearly observed ln the large subunlt pattern 

(flg &). 

DISCUSS!ON 

Phosphorylatlon-dephosphorylatlon of Rb-P has been recognlzed as a 

relevant phenomenon ln eukaryotlc cells (lO}. In plants, however. 

the 1nformation available in regard to the characterlstlcs of thls 
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phenoaenon is very l1a1ted. The data presented here, show for the 

f1rst tlae developm.ental controlled phosphorylatfon of Rb-P ln 

tlssues of the malze embryonlc axes durlng germ1natlon (Flga 1 and 

2). One of the maln features of the malze Rb-P phosphorylatlon ls 

the tlaht tlalng control observad en the 30. 9 ltD prote1n. Thls 

proteln seeas to correspond to the S-6 proteln report~ ln other 

eukaryotlc organlsms, thls based on lts close molecular welght and 

phoaphorylatlon response to heat shock and other type oC stresses 

(2, 14) (Flg 3), 

The proteln-klnase(s) responslble for rlbosomal proteln 

phosphorylatlon early ln geralnatlon do not ~ea to depend on 

newly syntheslzed mRNAs nor on proteln synthesls (Flg 4), but lt 

ls already present ln the tlssues, although at 3 h the 30. 9 kD 

proteln is stlll not phosphorylated. A mechanlsm lnvolvlng 

pos-translatlon 111.odlflcatlon of the enzyme(s) responslble for thls 

phosphorylatlon mlght be plausible explanatlon far thls phenoaenon. 

Slnce stress (heat shock or vac:uua shock) ls able to induce ln 

advance thls phosphorylatlon, aoblllzatlon of related cofactors, 

ac:tlvators or lnhlbllors of lhe phosphorylatlon procesa shall also 

be consldered. 

Another lnterestlng observatlon on the developaental control oC 

the axes Rb-P phosphorylatlon ls lhe fast decrease of 

32p-phosphorylatlon of protelns 15. 8 and 14. 8 kD germlnatlon 

progresses. These protelns seem to correspond to the acldlc 

protelns P1 and P2 both for lhelr molecular welghts and thelr 

capactty to be phosphorylated (16). The locatlon of these two 
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protelns ln the large subunlt (flg S) further supports this 

ldentlflcatlon (16,22) 

Several reports have lndicated that phosphorylatlon of 5-6 protein 

stl•ulates protein synthesis initlatlon Cl0, 17) and/or 

dlfferentlal speed of mRNA translatlon (18). On the other hand, 

phosphorylatlon of the acidlc protelns P1 and Pz ls known to be 

relevant ln the blndlng of these protelns to the elongatlon 

factora durlng translatlon ( 16, 22). Thus, the speclflc 

developmental control on the phosphorylatlon of the putatlve 

protelns 5-6, P1 and Pz ln malze axes, strongly suggests that the 

expresslon of genetlc lnforaatlon durlng sced germlnatlon ls 

regulated at translatlonal level.further work ln our laboratory ls 

undertaken ln arder to deeper understand thls step of 

developmental regulatlon ln malze seed germlnatlon. 
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LD;IJlll5 TO TIIE FIGURES 

Flpre l 

Autoraclloaraphy ol Jn vJtro pho11phorylatod riboaoJDal protolmi. 

Haize axes rlboso•es (14 O.D.
260

.,.> after lncubated for dlfferent 

perloda of Ume (O, J, 8 and 16 hours) were treated wlth O. 25 µCl 

of 3'P ~-ATP at Z7 ºe for minutes to get Jn vJtro 

autophosphorylatlon. The rlbosoaal protelns of each assay syste• 

were preclpttated and electrophoresed. as descrlbed in Haterlals 

a.nd Hethoda. The autoradlography was obtalned uslng kodak X-O aat 

flla and keep in dark at -70 ºe Cor 2 days. Heavy arrows lndlcate 

30. 9. 15. B and 14. 8 kD locatlon. Eapty arrow polnts to 29 kD 

proteln. 

Flpre2 

Autorad.lo¡raphy of ln vlvo pho•phorylated rlboaoul proteln•. 

Halze eabryonlc axes (200 11.g) lncubated J. 8, 16 and 24 hours were 

pulse laboled durlng the last hour wlth 250 µCl of 32p 

orthophoaphate. Rlbosomal protelns were lsolated and 

electrophoresed as lndlcated ln Haterlals and Hethods. The fll• 

was exposed to the dry gel for Cive days. 

Eff'ect of' phytohol"90nes and •DM cffectora on the Jn vlvo 

rlbo•a.al proteln pho•phorylat.ton paltern. 

39 
18 



Eabryonlc axes were lncubated for three hour11 in ab11ence (C) or 

pre11ence (•) of' elther :a) 200 µl of 20 dt AIA or ~; or 200 ,,1 
of o.os mH BAP, durln¡: the last hour of' lncubatton. b) ca••-c:AH 

( ID jlll CaClz and 104 unlts af CaH (bavlne cal80dulln fra• Slpa. 

Col durlns tbe whole perlad. el IDO ¡¡l O. 5 oK af both oper.lne and 

mperaldlne durlng the whole perlad. 

ff). - Heat shock 42 ºe applled durlng the laat 20 •lnutea of 

lncubatlon. 

A). - Anoxla shock. - vacuua applled f'or 20 aln to the axes. 

All saaples were one hour-pultie wltb 32?-orthophoaphate Control 

at the rlght end corresponda to 8 h lncubatlon. 

Flsure 4 

Effecl or inhlbllora or tramicrlptlon and. trumlatlon on 

rlbo•omal proteln phoaphorylatlon. 

Eabryonlc axes were lncubated for 3 houra ln pre11ence of el ther: 

cr.-aaan. - a.-aaanl Une (300 µ1 of a 20 µ.g/•l solutton) or 

CH.-cyclohexl•lde (300 ¡¡l ar a IDO 11&/•l oolutlan). Tbeae 

inhibltors were forced to penetrate into the axes by applytng the 

tnhlbl tor wl th 20 •in of vacu\111, •Stress contror: vacu\111 applied 

to the axes for 20 •ln wl th stertle water ln11tead of lnhlbltor 

solutlon. 

SUcro•e aradtent. of' rtboao-1 wbunl tw. 

Rlbosoaal subunits were obtalned by puro•ycln treataent froa 
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aalze axes 32J>-pulse labeled as lndlcated ln Haterlals and 

Hethodlil and analysed by sueroso gradlent centrlfugatlon. 

A). - lN proflle of the 15-30" sucrose gradlent. 

8). - Cooaassle blue •tained gel of rlboso111al protelns 

electrophoresed f(.Jr 12 h at SO V: T-total rlbosoaal protelns: 

L: Larse aubunl t rlbosoaal protelns; S: small subunlt rlbosoaal 

protelns. 

C). - Autoradlography of the large subunlt rlbosomal protelns. 
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Resultados complementarios 

Fosforllaclón de proteínas rlbosomales 
durante la germinación 

Además de lo presentado en el artículo anexo, se realizaron otros 
experimentos que complementan la caracterización que se hizo acerca 
del fenómeno en cuestión. Estos resultados se describen a continuación: 

En la figura 6 se presenta la fosforilaclón de proteínas ribosomales 
de ejes embrionarios de maíz imbibidos 5 (a) y 30 horas (b}. De igual 
manera que en el experimento presentado en la figura 1 del artículo, el 
pulso de"P se dio únicamente durante la última hora de imbibición. Es 
posible obseivar que la proteína de 30.9 kD aún no incorpora fósforo 
radiactivo entre las 4 y 5 horas de germinación (momento en que se 
dio al pulso) y que a las 30 horas sigue Incorporando este radioisótopo. 
En cambio las proteínas de 14.8 y 15.8 kD dejan totalmente de incor­
porar fósforo radiactivo a las 30 horas de germinación. 

En un esfuerzo por identificar las proteínas ribosomales fosforiladas, 
se decidió tratar de determinar a que subunidad ribosomal pertenecían 
las especies fosforiladas. En el panel A de la figura 5 del artículo se 
muestra el perfil densitométrico del gradiente de sacarosa utilizado para 
separar las subunidades de una muestra de ribosomas tratados con pu­
romiclna (ver metodología descrita en el artículo). En el panel B se 
muestra la tinción con azul de Coomassie de las electroforesis realizadas 
con la proteína recuperada de cada pico del gradiente. Para fines com­
parativos se muestra un gel donde se separaron las proteínas totales del 
ribosoma completo (T). Tal y como se esperaba este patrón es la suma 
de los patrones electroforéticas de las subunidades (L+S). Al someter 
ribosomas fosforilados (10 horas de germinación) al tratamiento de se­
paración de subunidades sólo fue posible obtener la autorradiograffa de 
la proteína presente en la subunidad rlbosomal grande (por las razones 
que se mencionarán en la sección de discusión), y parece ser que per-
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FIGURA 6: FOSFORILACIÓN in ~ DE PROTEÍNAS RIBOSOMALES DE EJES 

EMBRIONARIOS IMBIBIDOS S(a) Y 30 (b) HORAS. EN AMBOS CASOS EL 

PULSO DE FOSFATO RADIACTIVO SE DIO DURANTE LA ÚLTIMA HORA DE 

IMBIBICIÓN. ESTA FIGURA COMPLEMENTA LO MOSTRADO EN LA FIGURA 2 

DEL ARTÍCULO. 
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tenecen a ésta subunidad las fosfoprotefnas de 38, 14.8 y 15.8 kD (figura 
5C del artículo). 

Con base en lo descrito en los antecedentes se probó si en este 
sistema las auxinas alteran de alguna manera la fosforiladón de las pro­
teínas ribosomales. Además de lo presentado en el artículo, se probó 
si un pulso de NA (auxina natural) a las 3 o a las 24 horas de germi­
nación alteraba el patrón de fosforilaclón previamente descrito. La única 
alteración detectada fue la aparición de otra fosfoproteína justo bajo la 
especie de 30.9 kD (aproximadamente 28.2 kD) en el tratamiento de 
auxina a las 24 horas (ilgura 7, carril C). 

Se probaron otros posibles -estimuladores de la fosforilación, como 
el suero fetal de bovino y la Insulina, cuyo efecto sobre la fosforilaclón 
de 56 está bien descrito para sistemas animales. Como es posible ob­
servar en la figura 8 (carriles B y C) ninguno de ellos (a estas concen­
traciones y en esta etapa de la germinación) altera la fosforilaclón de 
las proteínas ribosomales de ejes embrionarios de mafz. 

Debido a que ninguno de los estimuladores probados fue capáz de 
Inducir la fosforilación "temprana" de la proteína de 30.9 kD se decidió 
averiguar si la cinasa r2sponsable de esta fosforilación ya se encontraba 
presente a las 3 horas, o si era necesaria su síntesis durante la germi­
nación. Con este fin se analizaron las proteínas ribosomales de ejes im­
bibldos en presencia de un inhibldor de la síntesis de proteínas 
(cidoheximlda) o de un lnhibidor de la transaipción loiamanitina). El 
análisis se hizo tanto a las 3 horas, (figura 4 del ·artículo) como a las 10 
horas de germinación (figura 9 de Resultados). 

Para asegurar la entrada de los inhibidores al eje embrionario se 
utilizó vacío: los ejes secos se imbibieron en un pequeño volúmen de la 
solución del inhibidor y se expusieron en un matráz a 15' de vacío a 
4C. Esta metodología se ha usado en el laboratorio para provocar la 
entrada de sustancias de alto peso molecular . De manera simultánea 
se hizo un "control" donde un pequeño lote de ejes embrionarios reci­
bieron el mismo tratamiento de vacío pero la solución con la que se 
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FIGURA 7: FOSFORILACIÓN DE PROTEINAS RIBOSOMALES DE EJES 

IMBIBIDOS J (a y b) o 24 HORAS (e y d) APLICANDO UN PULSO 
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FIGURA 8: FOSFORILACIÓN DE PROTEÍNAS RIBOSOMALES DE EJES 

EMBRIONARIOS IMBIBIOOS 5 HORAS: CONTROL (e), RIBOSOMAS DE EJES 

ESTIMULADOS CON 125 pl DE SUERO FETAL DE BOVINO (SFB), O CON 

200 jlU DE INSULINA (Ins). EN TODOS LOS CASOS EL ESTIMULADOR 

SE APLICÓ AL MISMO TIEMPO QUE EL PULSO RAOIAC'rIVO ( DURAN'rE LA 

ÚLTIMA HORA DE IMBIBICIÓN). 
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bañaron fue únicamente agua estéril. Como se observa en el control de 
la figura 4 del artículo el vacío provocó la fosforilación temprana de 56. 
Este fenómeno lo atribuímos a estrés que el vacío debe provocar al 
tejido embrionario, y será discutido posteriormente. 

Volviendo a las figuras 4 del artículo y 9 de resultados parece claro 
que la inhibición de la traducción o de la transcripción no alteran o 
evitan la fosforilación de las proteínas ribosomales. En el caso de 56 los 
inhibidores no evitan la fosforilación inducida por el vado (figura 4 , 
artículo) ni la inducida por el desarrollo que ocurre naturalmente después 
de las ocho horas de imbibición (figura 9). Por lo anterior parece ser 
que tanto las(s) cinasa(s} responsables de la fosforilación de las proteínas 
ribosomales como sus sustratos ya están presentes en la semilla seca. 

El único cambio observado fue la fosforilación producida por el 
tratamiento con cicloheximida en la proteína que en el gel se presenta 
justo abajo de la fosfoproteína de 30.9 kD. Es posible que la fosforilación 
haya sido inducida por el estrés que la presencia del inhibidor provoca 
en el tejido o por el bloqueo de la síntesis de alguna fosfatasa. 

Ante el hecho de que una situación de estrés como es el vacío 
provoca la fosforilación temprana de la proteína de 30.9 kD, se decidió 
probar si otra situación de estrés induce la misma respuesta. Además se 
sabe que en otros sistemas el estrés de calor (heat shock) produce alte­
raciones en la fosforilación de la proteína ribosomal 56, de 31 kD, así 
que se decidió probar esta situación en nuestro sistema. 

Además del patrón alterado de fosforilación que se muestra en el 
artículo debido a estrés de calor, cuando se utilizó otra temperatura 
(45C} durante un periodo mayor (30') se obtuvo un patrón de fosfori­
lación ligeramente diferente (figura 10). Ambos presentan en común la 
fosforilación temprana de la proteína de 30.9 kD, pero el tratamiento 
más drástico (b} presenta además mayor incorporación de P en la pro­
teína de 28.2 kD, y menor fosforilación en la de 20.1 kD. 
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PIGURA 9: FOSFOR!LACION DE PRO'fEÍNAS RIBOSOMllLES DE EJES 

EMBRIONARIOS IMBIBIDOS 10 llORAS EN PRESENCIA DE o(-AMANITINA 

(a) O CICLOllEXIMlDA (b). LA FOSFORILACIÓN A LAS 3 !!ORAS Y 

EL CONTROi, SIN INllIIHDORES SE PRF.SENTA EN LA FIGURA 4 DEL 

AR'rÍCULO. 
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FIGURA 10: FOSFORILACIÓN DE PROTEÍNAS RIBOSOMALES DE EJES 

EMBRIONARIOS DE MAÍZ A LOS QUE SE LES 010 UN "SHOCK" DE 

CALOR 20. A 4 2º c (a) o 30. A 4 s· c ( b) AL FINAL DE LA IMBIBICIÓN. 

QUE EN TOTAL DURÓ 3 llORllS. EN AMBOS CASOS EL PULSO DE RADIACTIVlDAD 

SE DIO OUlll\.NTE Ll\ ÚL'flM/\ llOR/\. 
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Síntesis de proteínas durante la germinación 

Para determinar si los cambios en la fosforllaclón de proteínas rl­
bosomales que se observaron a lo largo de la germinación coinciden 
con un cambio notable en la velocidad de síntesis de proteínas, se lm­
bibleron ejes embrionarios de maíz durante diferentes periodos de tiem­
po y se les dio un pulso de metlonina radiactiva ("S) durante la última 
hora de imbibición. Posteriormente se determinó cuánta radiactividad.se 
Incorporó a la fracción proteica en cada tratamiento y este valor se 
corrigió por la poza radiactiva determinada para cada caso (ver ap~n­
dice). Los valores obtenidos se presentan graflcados en la figura 11. 
Como es posible notar, la velocidad de síntesis va aumentando de ma­
nera constante conforme avanza el tiempo de germinación. No parece 
haber un cambio brusco en este parámetro que coincida con el dramá­
tico cambio que previamente se describió para la fosforllaclón de ribo­
somas entre las 5 y 8 horas de genninaclón. 

Este experimento se repitió al menos tres veces y en ningún caso 
fue posible observar algún cambio Importante en la pendiente de la 
gráfica. 

Con el fin de determinar si existe algún cambio cualitativo en la 
síntesis de proteínas en este periodo (entre las tres y ocho horas de 
germinación) no atribuible a la presencia de nuevos mRNAs resultantes 
de la transcripción, se realizó el experimento cuyos resultados se esque­
matizan en la figura 13 (La esquematlzación de las fluorografías fue 
necesaria debido a que la baja exposición de las fluorograffas hizo difícil 
obtener fotografías con la calidad necesaria para su análisis y posterior 
impresión). La estrategia fue la siguiente: 

Ejes embrionarios de maíz se trataron con.,.amanitina desde el prin­
cipio de la imbibición con el fin de bloquear la síntesis de nooo de RNAs 
mensajeros, de tal manera que para la síntesis de proteínas sólo se uti­
lizaran los mensajes almacenados. 
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FIGURA ll: VELOCIDAD DE SÍNTESIS in vivo DE PROTEÍNAS A 
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FIGURA 12: GELES BIDIMENSIONALES DE PROTEÍNAS DEL SOBRENADAHTE 

POSRIBOSOMAL MARCADAS CON ~S. LA DIFERENCIA EN EL CONTENIDO DE 

PROTEÍNA SE DEBE A QUE SE CARGARON IGUALANDO POR RADIACTIVIDAD 

PARA FACILITAR LA INTERPRETACIÓN DE LAS FLUOROGRAFÍAS. 3 hrs. 

DE GERMINACIÓN (a); J hrs. con «-AMANITINA (b); 10 hrs. (e); 

10 hrs. CON o<.-AMANITINA.(d). 
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FIGURA 13: REPRESENTACIÓN ESQUEMÁTICA DE LAS FLUOROGRAFÍAS 

CORRESPONDIENTES A LAS ELECTROFORESIS BIDIMENSIONALES DE 

PROTEÍNAS POSRIBOSOMALES Ml\RCAOJ\S CON METIONINA RADIACTIVA. 

TRES HORAS (a y b) O DIEZ HORAS DE GERMINACIÓN (e y d) EN 

PRESENCIA (b y d) O AUSENCIA (a y e) DE oC.-AMANITINA. 

CON NEGRO ESTAN REPRESENTADAS LAS PROTEÍNAS COMUNES PARA LOS 

CUATRO TRATAMIENTOS. LAS FLECHAS SERALAN LAS PROTEINAS COMUNES 

PARA 10 CONTROL Y 10 v.. LOS ASTERISCOS SERALAN AQUELLAS PROTEINAS 

QUE SÓLO APARECEN CUANDO SE INCUBA EN PRESENCIA DE oC.-AMANITINA. 
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Con este procedimiento y comparando las fluorograffas de los geles 
bidimensionales de las proteínas sintetizadas (marcadas con •:s¡ a dife­
rentes horas de genninaclón se pretendía observar si existe control tra­
duccional en ese momento de la germinación, el cuál se manifestarla 
con Ja aparición de proteínas diferentes en los geles de diferentes horas 
de imbibición, a pesar de que el juego de mensajes presente en los ejes 
embrionarios sería el mismo. 

Si bien los patrones electroforéticos teñidos con azul de Coomassle 
son básicamente iguales (figura 12), es notable la diferencia que presenta 
el patrón de proteínas recién sintetizadas (esquematizado en la figura 13 
a partir de las fluorograffas de cada tratamiento) entre las 3 y 1 O horas 
de germinación: a pesar de que los geles se cargaron con igual cantidad 
de radiactividad (número de cuentas), a las tres horas sólo apreciamos 
alrededor de 28 proteínas (A) mientras que a las diez horas es posible 
distinguir cerca de 80 manchas (C). Por comparación con el esquema 
del tratamiento de 10 horas con .. amanitina (D), parece ser que lama­
yoría de las proteínas que aparecen específicamente a las 10 horas (se­
ñaladas con azul en C) son sintetizadas a partir de mensajeros que se 
generan durante las fases tempranas de la germinación, pues desapare­
cen sí se bloquea la transcripción (D). 

Los tratamientos de 3hrs: A y B (control y cono<amanitina) así como 
el de 10 horas cono1-arnanitina (D) presentan alrededor de 20 proteínas 
comúnes que en el esquema se representan con negro; de estas especies 
sólo fue posible localizar 12 con razonable seguridad en el tratamiento 
de 10 horas control (C). 

Debido a que estas proteínas (señaladas con negro) se presentan 
tanto en los controles corno en los tratamientos con o1amanitina, es po­
sible pensar que se trata de proteínas que se sintetizan a partir de men­
sajeros almacenados. Cabe indicar que por pruebas realizadas en el 
laboratorio, sabemos que la concentración de~amanitina usada bloquea 
en más de un 95% la síntesis de mRNA. 
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En el esquema se señala con verde las proteínas que sólo aparecen 
en el control de tres horas de genninaclón (A), con anaranjado las pro­
pias de 3 horas imbibidas en presencia de o1oa111anitlna (B), con azul 
aquellas que aparecen sólo en el patrón de diez horas (C) y con rojo 
las que aparecen especlficamente en el tratamiento de 10 horas con 

cH1manitlna (0). 

Al comparar los esquemas B y D resulta claro que las proteínas 
propias de cada tratamiento (anaranjadas en B y rojas en D) no son las 
mismas, a pesar que estos dos tratamientos poseen el mismo juego de 
RNAs mensajeros. Más adelante se discutirá este resultado como indica­
tivo de la presencia de control traduccional. 

En el esquema se señalan con flechas llenas aquellas proteínas cuya 
síntesis parece ser común en los tratamientos de 10 y 10. La mayoría 
de ellas no están presentes a las tres horas de imbibición (sólo una de 
ellas aparece también en A). Como estas proteínas se sintetizan aún en 
presencia de •amanltina, debe tratarse de especies que se expresan úni­
camente a las 1 O horas, aún cuando sus mensajeros estén presentes 
desde el principio de la imbibición. 

Finalmente se encuentran marcadas con asterisco (•) las proteínas 
que sólo aparecen en los casos en que los ejes se imbibieron en presencia 
dedoamanitlna (B y D). 

En la figura 14 se muestra la fluorograffa de las proteínas riboso­
males extraídas de ejes embrionarios que recibieron los mismos trata­
mientos que en la figura 14. El gel fue cargado igualando cantidad de 
proteína. 

A juzgar por que existe incorporación de radiactividad desde las 
tres horas de imbibición, parece ser que la síntesis de proteínas riboso­
males empieza tempranamente en la gennlnación. 

A este tiempo la incorporación de ,,;S-metlonina parece estar dis­
minuída por la presencia deotamanitlna por lo que es posible que parte 
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FIGURA 14: FLUOROGRAFÍA DE LAS PROTEINAS RIBOSOMALES MARCADAS 

CON ''s-METIONINA DURANTE LA GERMINACIÓN. LOS TRATAMIENTOS SON 

LOS MISMOS QUE EN LA FIGURA 14. 
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de la síntesis de estas proteínas a las tres horas esté dirigida por mensajes 
reden sintetizados. 

A las 10 horas de germinación la síntesis es muy abundante y el 
tratamiento con <*amanilina provoca una drástica disminución en la in­
corporación. Parece ser que la contribución de los mensajeros nuevos 
es mayor a las diez que a las tres horas de imbibición. 

La tabla 1 presenta los datos cuantitativos de los experimentos mos­
trados en las figuras 13 y 14. Se presentan como valores relativos pues 
cada experimento mostró valores absolutos diferentes, dependiendo de 
la radiactividad utilizada y su incorporación en cada caso. 

A las tres horas de germinación en presencia del inhibidor, la síntesis 
de proteínas del sobrenadante posribosomal disminuye alrededor de un 
60% , y en el caso de las proteínas ribosomales la disminución es de 
alrededor de un 50%. 

A las diez horas la incorporación de metionina radiactiva aumenta 
alrededor de un 75% respecto al control en el caso de las proteínas del 
sobrenadante posribosomal y aproximadamente un 100% para las ribo­
somales. En ambos casos la presencia del -amanitina provoca la dismi­
nución de la incorporación a valores prácticamente iguales que los 
encontrados para las 3 horas en presencia del inhibidor. No parece haber 
diferencia estadísticamente significativa entre el comportamiento de las 
proteínas ribosomales y las proteínas del sobrenadante posribosomal. 
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TRATAMIENTO PROTEÍNAS POSRIBOSOMA::.ES PRO'l'EÍN11S RJBOSOM11(..ES 

3 hrs. c 1 1 

3 hrs. ot 0.345:!:0.097 0.535±0.263 

lOhrs. c l. 750±0 .161 2.020±0.209 

lOhrs. el. o. 339±0 .102 0.479±0.134 

TABf..A l: INCORPORACI6N RELATIVA DE •s A PROTEÍNAS DEL SOBRENADl\NTE 

POSRIBOSOMAL Y A PROTEÍNAS RIBOSOMALES DURANTE LA GERMINACIÓN .. EN 

PRESENCIA Y AUSENCIA DE ~-AMANITINA. 

LOS VALORES PRESENTADOS SON RELATIVOS AL CONTROL. n=3. 
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Discusión 

Seguramente en algunos aspectos de esta discusión se repetirán 
ideas que ya se manejaron en el artículo, sin embargo para exponer un 
análisis general de esta tesis es necesario hacer una interpretación global 
de todos los resultados obtenidos. 

A) Fosforilación In vivo e In vltro de proteínas 
ribosomales durante la germinación de maíz 

En la figura 1 del artículo se muestra la "autofosforilación " que 
sufren los ribosomas extraidos de ejes embrionarios con diferentes horas 
de genninación. Decimos que se trata de autofosforilación pues en el 
ensayo no se agrega otra cinasa mas que la(s) presente(s) en la prepa­
ración ribosomal, y por la metodología empleada en su extracción (a 
través de un colchón de sacarosa con 0.5 M de KCI), estos ribosomas 
no parecen tener otras proteínas además de las estructurales (Browning 
et al, 1985; Scharf y Nover, 1982) así que la actividad de cinasa está 
a cargo de proteínas que constituyen al ribosoma. Hay que decir que 
el significado que tiene la autofosforilación en los ribosomas es desco­
nocido. 

Las proteínas que in vivo sufren esta modificación covalente son 
varias pero llaman la atención aquellas cuyo estado de fosforilación cam­
bia a lo largo del tiempo, esto es: la de 30.9 kD, en la que la Incorpo­
ración de fósforo radiactivo se inicia entre las 5 y 8 horas de 
germinación, y las de 14.8 y 15.8 kD, cuya incorporación de fósforo va 
decreciendo marcadamente hasta cesar por completo a las 30 horas de 
germinación (figura 2 del artículo). 

Al comparar la fosforilación in vivo e in vitro pareciera que se trata 
de dos fenómenos diferentes: In vivo se presentan Importantes cambios 
en la fosforilación a lo largo del tiempo de germinación, que a juzgar 
por el escaso éxito para alterarlos con estimuladores externos (figura 3 
del artículo y figuras 7,8 y 9 de Resultados), parecen estar estrictamente 
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regulados por señales internas propias del desarrollo. Además debido 
a que las fosforilaclones en un caso y en otro no son en los mismos 
sitios ni con la misma intensidad es muy posible que se trate de diferentes 
enzimas. 

Cabe mencionar aquí que este mismo experimento de la 
fosforilación In ulvo se repitió tres veces anteriores, pero no se lograba 
tener suficiente incorporación de "P en proteínas ribosomales como 
para revelar la autorradiografía en un tiempo razonable. Fue hasta que 
se utilizó 13-glicerilfosfato en todos los amortiguadores que obtuvimos 
resultados como el que aquí se presenta. Así pues estas fosforllaciones 
parecen estar muy expuestas a fosfatasas durante la extracción. 

De alguna manera esta importante actividad de fosfatasa sobre el 
ribosoma ayudarla a explicar por qué no existe consenso acerca del 
número de proteínas ribosomales que se fosforllan, y por qué no siempre 
son exitosos los intentos para determinar si esta fosforilación tiene algún 
efecto en la traducción. 

Se hicieron algunos esfuer.zos para tratar de identificar las proteínas 
ribosomales fosforiladas y aunque no son suficientes resultan muy alen­
tadores los pocos resultados que se obtuvieron en este sentido: Las fos­
foproteínas de 14.8, 15.8 y 38 kD se encuentran en la subunidad grande 
ribosomal (figura se del artículo) y la de 30.9 kD no parece encontrarse 
en esta subunidad. 

La razón por la que no se muestra la autorradiograffa correspon­
diente a la fosforilación en la subunidad pequeña es metodológica: a 
pesar de que la resolución que se logró al separar las subunidades en 
el gradiente de sacarosa es bastante aceptable (fig SA) y de que el ren­
dimiento es suficiente para detectar las proteínas aún con azul de coo­
massie (fig. 58), la radiactividad en la subunidad pequeña no fue 
suficiente como para observarse en la placa autorradiográfica. Este pro­
cedimiento se repitió varias veces poniendo los mismos inhibidores de 
fosfatasas que fueron efectivos durante la extracción de ribosomas (.13-
glicerilfosfato y fluororo de sodio) y sin embargo el fósforo incorporado 
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a proteínas "desaparece", mostrando que los lnhibidores no son eficien­
tes durante la manipulación que requiere este proceso. Si bien este hecho 
nos causa intriga, resultados de otros estudiantes en el laboratorio de­
muestran la presencia de proteín-fosfatasas entre las proteínas estructu­
rales del ribosomas, y esta actividad no es bloqueada con B-glicerilfosfato 
en los ensayos In uitro (Sepúlveda, comunicación pen;onal). Es posible 
pensar que la cercanía física de la fosfatasa con su sustrato haga poco 
efectiva la presencia del l3-glicerilfosfato, pues éste inhibe a las fosfatasas 
por competencia con su sustrato. 

Si bien de ninguna manera son concluyentes, los datos hasta ahora 
obtenidos (peso molecular y posible localización en subunidades) per­
miten pensar que la identidad de las proteínas en cuestión es la siguiente: 
L7 y L12 (o Pl y P2) para las bandas de 14.8 y 15.8 kD y S6 para la 
banda de 30.9 kD. Además el patrón de fosforilación obtenido se com­
paró con los pocos que para vegetales hay en la literatura, y tanto el 
peso molecular como la localización en subunidades de las fosfoprote(nas 
coinciden (Scharf y Nover, 1982). 

A reserva de identificar las fosfoprotefnas por otros métodos, si efec­
tivamente se trata de las proteínas L7, Ll2 y S6 el fenómeno es más 
interesante aún pues se trata precisamente de las proteínas ribosomales 
cuya fosforilaclón está descrita, y además se ha reportado su posible 
participación en fenómenos de control traduccional (Me Connell y Ka­
plan, 1982; Vldales et al, 1984; Nielsen et al, 1981; Nielsen et al, 1982; 
Burkhard y Traugh, 1983; Palen y Traugh, 1987). 

8) Control traduccional durante la genninación 

El aumento en la velocidad de síntesis de proteínas en un tejido 
dado puede ser reflejo del aumento en la formación de polisomas. Si 
la fosforilación de 56 entre las 5 y 8 horas de germinación provocara 
aumento en la cantidad de ribosomas unidos a polisomas como está 
reportado para otros sistemas (Nielsen et al , 1981), o facilitara la Ini­
ciación de la síntesis de proteínas (Thomas et a/, 1982) creemos que 
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esto se vería reflejado en un aumento significativo en la velocidad de 
síntesis de proteínas entre las 5 y 8 horas de gennlnación. 

La gráfica de la figura 11 muestra que el aumento en la velocidad 
de Incorporación de metlonina radiactiva a lo largo de la genninación 
es constante, por lo que creemos que la fosforilaclón de S6 no es el 
factor causante de este aumento. 

Sin embargo es curioso hacer notar que el aumento en la velocidad 
de síntesis parece paralelo a la disminución en la fosforilación de los 
proteínas ribosomales que podrfan corresponder a las proteínas ácidas 
(14.8 y 15.8 kD) . Desde luego sería necesario cuantificar la radiactividad 
Incorporada a estas proteínas para ver si efectivamente existe una rela­
ción cuantitativa. Esta detenninación tendría que considerar no sólo la 
densltometría de las autorradiografras sino también en fonna crítica el 
tamaño de la poza de ATP radiactivo que se encuentre disponible en 
cada etapa de la genninaclón. 

Si en un análisis cuantitativo más estricto sí se encontrara relación 
inversa entre la velocidad de síntesis y la de incorporación de fósforo 
en las proteínas ácidas podría especularse sobre el papel de la fosfori­
lación de estas proteínas: 

Actualmente se cree que la afinidad que tienen las proteínas ácidas por 
el ribosoma depende de su fosforilación (Vldales, 1984), de tal manera que 
aquellas proteínas fosforiladas son las que están integradas al ribosoma. 
Además se sabe que son las proteínas ácidas fosforiladas las que penniten 
mayor velocidad de elongación (Me Conel y Kaplan, 1982). Si esto 
funcionara para el presente sistema de estudio podría ser que la incorpo­
ración de fósforo radiactivo en las proteínas ácidas del ribosoma fuera 
necesaria para la integración de los monosomas a polisomas, y confonne 
disminuye la cantidad de monosomas (al ir aumentando la de polisomas, 
Sánchez de Jiménez et al, 1981) la incorporación de fósforo radiactivo a 
proteínas ácidas disminuye también. El no encontrar las proteínas ácidas 
"fosforiladas" a las 30 horas con pulso de fósforo radiactivo puede ser 
resultado de que las proteínas ya incorporaron fósforo "frío" durante las 
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horas anteriores al pulso, y que ya no hay "monoSO!nas que fosforilar" pues 
todos se encuentran enganchados a polisomas. 

Desde luego es muy posible que existan otros factores que limiten 
la velocidad de síntesis de proteínas como son la energía disponible para 
la síntesis de proteínas, actividad de las amlnoadl-tRNA slntetasas, poza 
disponible de aminoácidos, síntesis de ribosomas etc., y sean estos otros 
elementos los que determinen el aumento en la velocidad de síntesis. 

La gennlnación de semillas es un proceso que trae consigo un fuerte 
cambio de expresión génica el cual es fundamental para el desarrollo 
de la plántula. Presenta características muy peculiares como el hecho de 
que coexisten RNAs mensajeros que se fonnaron durante una etapa de 
desarrollo diferente con RNAs mensajeros que son producto de una re­
programación en la expresión génica. 

Si bien el papel que juegan los mensajeros almacenados en esta 
nueva etapa del desarrollo es motivo aún de controversia, su presencia 
y su traducción durante la genninación temprana es un hecho amplia­
mente aceptado. 

Es por esto que, sin negar la importancia fundamental que tiene el 
control transcripclonal en la germinación, y con base en los hallazgos 
sobre fosforilaclón de las proteínas ribosomales en este momento del 
desarrollo, se decidió averiguar si una parte complementaria de la es­
trategia para modular la expresión genética en este sistema es también 
el control traduccional, el cual afectara el proceso a nivel cualitativo. 

Además de lo encontrado en la literatura, los resultados del expe­
rimento de la figura 13 (Resultados) ofrecen apoyo a la existencia de 
control traducdonal durante la genninación: 

El hecho de que el patrón de proteínas sintetizadas cambie tan 
dramáticamente en los controles a las 3 y 10 horas de germinación 
(figura 13, A y C) sugiere que este es un momento en que está suce­
diendo un cambio Importante en la expresión genética del sistema. El 
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hecho de que al utillzar.-.amanltlna el patrón de 10 horas (D) sea casi 
igual que los de 3 hrs. control (A) y 3 hrs. conotamanitlna (B) parece 
confirmar que el componente transcripdonal tiene fuerte peso en el cam­
bio de expresión. 

Sin embargo, aunque existe un mismo juego de mensajes en 3 y 
10 (B y D), porque está bloqueada la transcripción, en estos dos mo­
mentos distintos de germinación se sintetizan algunas proteínas diferentes 
(señaladas con color naranja en B y con color rojo en D) además de 
un "set" común (en negro). Lo anterior Indica que algunos de los men­
sajes que están presentes desde el principio de la imbibición de la semilla 
.sólo se expresan en momentos específicos de la germinación, segura­
mente como respuesta a alguna señal Interna. 

Es posible que este control traduccional sea un mecanismo comple­
mentario al de destrucción y síntesis de RNAs mensajeros, necesario para 
modular eficazmente la expresión genética en este momento del desarrollo. 

Las manchas señaladas con flechas (C y D) parecen tratarse de 
proteínas que se sintetizan únicamente a las 10 horas de germinación. 
A juzgar por su presencia a pesar deJ ... amanitina (D), sus mensajes se 
encontraban presentes desde el principio de la germinación y sin em­
bargo no se traducen a las tres horas de imbibición. 

Lo anterior puede suceder si algunos de los mRNAs se encuentran 
compartamentalizados en algún sitio, por ejemplo núcleo, y están fuera del 
alcance de los ribosomas (Hammett y Katterman, 1975) o si se encuentran 
asociados a proteínas formando partículas ribonucleoproteicas llamadas 
informosomas (Peumans et al, 1979), por lo que su traducción está 
bloqueada. 

Otra posibilidad (que no necesariamente excluye a las anteriores) 
es que la maquinaria de síntesis sufra algun cambio que haga que a 
diferentes horas de germinación se favorezca diferencialmente la lectura 
de algunos mensajeros (modulación a nivel traduccional). Este cambio 
bien puede ser debido a la fosforilación de 56. 
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Sin más bases que la coincidencia temporal y la relación reportada 
en la literatura entre control traduccional y fosforiladón de proteínas 
ribosomales, creemos posible que en la germinación de marz la diferencia 
en fosforiladón de 56 entre las 5 y 8 horas de imbibición sea parte del 
mecanismo de selección de RNAs mensajeros que hace posible que al­
gunos se traduzcan a las tres y otros a las diez horas de germinación. 

Hay que mencionar también que ante el tratamiento con .. amanitina 
aparecen tanto a las tres como a las diez horas de germinación dos 
proteínas (señalada con asterisco en B y D). Es posible que la presencia 
de estas proteínas sea una "respuesta" al estrés provocado por la pre­
sencia del inhibidor. 

Así pues por los resultados de los experimentos con metionina "-S 
se concluye que existe un importante cambio cualitativo en la síntesis 
de proteínas durante las primeras horas de germinación, y que este cam­
bio no es reflejo únicamente de la transcripción, así que se sugiere la 
presencia de control traduccional en esta etapa de la germinación. 

A reserva de confirmar plenamente la existencia de control traduc­
donal en este momento de la germinación, este fenómeno podría ser 
parte de la estrategia general por la cual el eje embrionario reprograma 
su expresión génica para ahora desarrollar una plántula. 

Si el control traducclonal sucede en parte a través de la fosforila­
ción-defosforilación de las proteínas ribosomales, "descubrir" cuáles son 
los elementos que regulan la fosforilación seria muy importante para 
determinar las señales que provocan el fenómeno de la germinación. 

Por otra parte los RNAs mensajeros sujetos a control traducdonal 
deben tener características estructurales que harían posible su selección 
por ribosomas "fosforilados". El conocer estas características estructurales 
nos permitiría entender mejor el fenómeno de selección de mensajes, y 
sondeando otros sistemas reconocer su importancia en los otros casos 
donde está descrita la fosforilación de 56. 

70 



C) Estimuladora externos en la fosfrorilaclón 
de proteínas ribosomalu 

Haciendo uso de la infonnación encontrada en la literatura decidi­
mos aplicar diversos estimuladores para tratar de inducir la fosforilación 
temprana de la proteína "56". 

Además de los incluidos en el artículo, utilizamos suero fetal de 
bovino (SFB) e Insulina (!ns.) (figura 8, resultados). La razón para pro­
barlos es que están descritos como estimuladores de la fosforilac!ón de 
S6 en sistemas animales (Thomas, et al, 1982 ). Además aunque aún 
no ha sido descrito para plantas, se sabe que honnonas del tipo de la 
insulina ("insulin-like") están presentes en organismos muy alejados de 
los mamlferos, como esponjas (Robitzki et. al, 1989), por lo que parecen 
estar muy conservados a lo largo de la evolución. 

Sin embargo ninguno de los estimuladores probados produjo la fos­
forilaclón temprana de 56. Si bien es posible que las plantas no respon­
dan a estos estimuladores, aún no podemos descartar que sea en otros 
tejidos o en otros momentos del desarrollo cuando la planta sea capáz 
de responder a ellos. Será hasta que se identifique la cinasa de 56 en 
plantas, cuando podamos detenninar si sus activadores son comünes a 
los de los animales. 

El AJA (auxina natural) se probó a dos diferentes tiempos de ger­
minación: 3 hrs (resultado incluido en el artículo, Figura 3) y a 24 horas 
(fig 7, resultados). El IJnico cambio visible fue la aparición de una banda 
fosforilada de 28.2 kD. La cercanía con la banda de 30.9 kD puede 
sugerir que se trata de una especie de la misma proteína pero con di­
ferente estado de fosforilación pues está descrito que la presencia de 
grupos fosfato en una proteína puede alterar su movilidad electroforética 
en geles de SDS (Ericson y Maller, 1989). Desde luego esto no descarta 
que pueda tratarse de una proteína totalmente diferente pero de peso 
molecular semejante. 
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El hecho de que la fltohonnona provoque algún cambio en la fos­
forilación a las 24 pero no a las 3 horas de imbibición podría explicarse 
si consideramos que el tejido puede no ser responsivo a auxlnas en 
horas tempranas de genninaclón. En la literatura estti desaito que un 
mismo tejido puede presentar diferentes proteínas de unión a auxlnas 
(posibles receptores) a lo largo de su desarrollo (Shlmomura et al, 1988). 

Si ésto sucediera durante la germinación significaría que incluso la 
sensibilidad a estímulos externos es una "capacidad" que el embrión 
genera quizás como respuesta a su programa de desarrollo preestable­
cido. 

D) Estrés y fosforilacl6n de protefnas ribosomales 

Se ha reportado que el estrés de calor ("Heat-Shock") estimula el 
recambio de fósforo en la proteína ribosomal S6 (Sharf y Nover, 1982; 
Glover, 1982). 

En el sistema usado en este trabajo, el estrés de calor hizo que la 
proteína S6 incorporara fósforo radiactivo desde las tres horas de ger­
minación (figura 3 del artículo). Además provocó desfosforiladón de la 
proteína de 20.1 kD, y en algunos de los experimentos (fig 10 B), de­
pendiendo del tiempo que duró la incubación y si se realizó a 45C o a 
42C, se aumentó la fosforilación de una proteína de 22 kD y de la 
proteína de 28.2 kD. (ver figura 10). 

Tanto el estrés de vado como el estrés de calor provocaron la fos­
forllación "temprana" de la proteína ribosomal de 30.9 kD. 

De momento no es posible asegurar que la fosforiladón provocada 
por señales internas del desarrollo (a las ocho horas de genninadón) 
sea Igual que la provocada por los diferentes tipos de estrés. A pesar 
de qúe se trata de la misma proteína fosforllada es posible que esta 
modificación covalente se ubique en diferentes posiciones. Si esto fuera 
así, la fosforllación en ambos casos probablemente tendría diferente sig­
nificado funcional, tal y como está descrito para la fosforilación de S6 
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por una clnasa dependiente de cAMP o por una cinasa activada por 
proteasas (Palen y Traugh, 1987). 

Ahora bien, si la fosforilación de 56 provocada por el desarrollo y 
por el estrés estuviera a cargo de la misma cinasa podría tratarse de un 
efecto convergente de dos señales distintas que en algún punto compar­
ten la vía de transducción. 

Es interesante mencionar aquí que para otros sistemas se ha re­
portado una situación semejante. en el sentido de que respuestas que 
se creían exclusivas de "heat-shock" se presentan durante ciertas etapas 
de desarrollo: 

En el caso de Drosophila los mRNAs que codifican para las proteí­
nas de estrés de calor (HSP) de 26, 28 y 83 kD son inducidos a altos 
niveles en las células nodrizas del ovario. Los mensajeros para las HSPs 
de 22, 23, 26 y 28 kD se inducen también durante el último tercio de 
la transición larva-prepupa (Lindquist, 1986). 

Cooper y colaboradores, al caracterizar la respuesta a estrés de calor 
de diferentes tejidos de maíz, encuentran que las HSPs de 70 y 72 kD 
se expresan constitutivamente en los granos de polen durante su germi­
nación, mientras que en otros tejidos estas proteínas únicamente se sin­
tetizan durante estrés de calor (Cooper et al, 1984). 
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Conclusiones 

El presente trabajo muestra por primera vez que existe fosforilación 
de proteínas ribosomales en ejes embrionarios de maíz durante las pri­
meras 30 horas de germinación. 

El patrón de fosforilación cambia notablemente a lo largo de la 
germinación: 

A las ocho horas de imbibición se inicia la incorporación de fósforo 
radiactivo en una proteína de 30.9 kD 

Las proteínas de 38.1, 15.8 y 14.8 kD incorporan fuertemente fós­
foro radiactivo desde las tres horas de germinación; esta Incorporación 
va disminuyendo conforme avanza la imbibición hasta cesar casi por 
completo a las 30 hrs. de germinación. 

Esta fosforilación p11rece estar fuertemente regulada por el desarrollo 
pues ninguno de los estimuladores probados logró alterar el patrón de 
fosforilación internamente establecido. 

De manera preliminar se identificaron algunas de las proteínas ri­
bosomales fosforiladas: aquellas que en nuestro sistema presentan peso 
molecular de 14.8 y 15.8 kd creemos que se tratan de las proteínas L7 
y Ll2 ( o Pl y P2) por su coincidencia en el peso molecular reportado 
y su ubicación en la subunidad grande ribosomal. 

La fosfoprot:eína que en nuestro sistema se presenta con 30.9kD de 
peso molecular parecería ser que se trata de la proteína 56. Esto es con 
base tanto en su peso molecular reportado como en la alteración de su 
fosíorilación por situaciones de estrés (calor y vacío). Aunque no en forma 
definitiva se sugiere que pertenece a la subunidad pequeña ribosomal. 

La fosforilación de las proteínas ribosomales en la germinación no 
depende de síntesis de proteínas por lo que se concluye que la(s) ci-
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nasa(s) responsables de este fenómeno ya está(n) presente(s) en la se­
milla seca. 

Durante las primeras horas de la germinación de mafz se observa 
un fuerte cambio en las proteínas sintetizadas por el eje embrionario. 
Este cambio es atribuible en su mayor parte a cambios en la transcrip­
ción, sin embargo experimentos con bloqueadores de la síntesis de men­
sajeros revelan lo que parece ser un componente de control traduccional 
en este mismo sistema. 

La fosforilación de la proteína S6 coincide temporalmente con cam­
bios cualitativos en la traducción que no son debidos únicamente a la 
aparición de nuevos mensajes. 
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Apéndice: Metodología no descrita 
en el artículo 

Medida de la velocidad de síntesis de proternas 
durante la gennlnaclón 

Para cada tratamiento se sembraron 20 ejes embrionarios de maíz 
disectados manualmente en medio Murashige y Skoog (1962) y se man­
tuvieron a 25t en oscuridad durante Jos tiempos indicados. Durante Ja 
última hora de siembra se aplicó un pulso de metionina 11! 5 (actividad 
específica 41.8 TBq/mmol; 100 uCi por tratamiento en un volúmen de 
100 µI), se retiraron Jos ejes del medio de cultivo, se lavaron tres veces 
con agua estéril y se congelaron a -7<t:: hasta su uso. 

La molienda se realizó en morteros estériles con nitrógeno líquido 
y arena de mar (Sigma) como abrasivo. El polvo se pasó a tubos Corex 
donde se mezcló vigorosamente con 6 mi de amortiguador (Tris-Ha 50 
mM pH 7.6, Ka 50 mM, MgCJ 10 mM, S-mercaptoetanol 5 mM, NaF 
5 mM y PMSF 1 mM). Después de cenbifugar a 27,000xg durante 10 
minutos se tomó una alícuota del sobrenadante para cuantificar la toma 
de radiactividad de cada tratamiento (poza). Al resto del sobrenadante 
se le agregó NaOH hasta alcanzar una concentración de lM y se calentó 
a 37C durante 10 min para hidrolizar los IRNAs. Posteriormente la mez­
cla se neutralizó con TCA al 100% y se agregó además un exceso de 
éste hasta alcanzar una concentración del 10%. Las muestras permane­
cieron en hielo al menos tres horas, se centrifugaron a 10,000 xg durante 
5 minutos y las pastillas se lavaron con éter varias veces hasta quitar el 
TCA. Las proteínas se resuspendieron en el mismo amortiguador utili­
zado para la molienda y se cuantiflcó la radiactividad Incorporada a 
proteína mezclando una alícuota con 10 mi de líquido de Bray que 
contiene PPO 0.4 % , POPOP 0.02 % , Naftaleno 6 % , Etilenglicol 2 
% y Metano! 10 % en Dioxano (Bray, 1972) en viales y contando en 
un aparato de centelleo líquido Mlnaxi-S Tri-carb. 
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El valor de incorporación de radiactividad obtenido se corrigió por 
el valor de la poza de cada tratamiento. 

Análisis electroforétlco de las proteínas sintetizadas 
durante la germlnac16n 

Los ejes embrionarios se sembraron como se mencionó anterior­
mente sólo que el pulso de metionina radiactiva se dio durante la última 
hora y media de imbibición. 

Para los tratamientos en los que se bloqueó la síntesis de mRNAs 
los ejes secos se trataron con 15 )lg (en 150 pi) deotamanltlna durante 
diez minutos, y posteriormente se sembraron. Se les dio un refueno 10 
µg de~amanilina al aplicar el pulso de radiactividad. Los controles se 
trataron de la misma manera pero con agua estéril en vez de la solución 
del inhibidor de la transcripción. Al terminar el periodo de imbibición 
se lavaron y congelaron tal como se describió previamente. 

Se decidió utilizar las proteínas del sobrenadante posribosomal para 
así evitar la Interferencia en la electroforesis del RNA ribosomal y de los 
péptidos nacientes. Es por esta razón que después de marcar los ejes con 
-S y lavarlos, se siguió la metodología de extracción de ribosomas mencio­
nada en el artículo, y las proteínas se precipitaron a partir del sobrenadante 
posribosomal con 5 volúmenes de acetona, se resuspendió en agua y luego 
se reprecipitó llevando la muestra hasta un 20% de TCA. Después de lavar 
la pastilla se resuspendió en amortiguador de muestra (Urea 9.5M, anfolinas 
4%, l3-mercaptoetanol 5 % y NP-40 2%), se tomó una alícuota para 
cuantificar radiactividad y una muestra de cada tratamiento de sometió a 
electroforesis bidimensional de acuerdo a la técnica de no equilibrio 
(NEpHGE) modificada por O'Farrel (1977). La primera dimensión se 
realizó en geles de 7 cm de longitud en presencia de anfolinas con rango de 
pH 3-10. El lsoelectroenfoque se corrió por un total de 3.5 horas (30' a 
lOOv, 45' a 200v, 75' a 300v y 60' a 500v) con polaridad invertida. Los 
geles se sacaron de los tubos y se almacenaron en amortiguador de diálisis 
(Tris HCI 0.06M pH 6.8, SDS 2% , 13-mercaptoetanol 5 %, glicerol 10% y 
azul de bromofenol 0.002%) congelados hasta su uso. 
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La segunda dimensión se realizó en rnlnigeles (Mighty srnall 11, 
SE250, Hoefer Scienllfic lnstruments) donde el gel separador contenía 
15% de acrllamida-bisaailamida (30:0.8). Se corrió a voltaje constante 
(120v) hasta poco después de la salida del frente. 

Los geles se tiñeron con azul de coomassle, se destiñeron con so­
lución de metano! (30%) y ácido a~co (7%) , se lavaron con agua 
durante 30 rnln y luego se sumergieron en una solución de salicilato 
de sodio lM (pH 5-7) durante 15' lo cual sustituye exitosamente el 
tratamiento para Huorogra(ía con PPO y DMSO. 

(Chamberlain, 1979). Inmediatamente después se secaron (secador 
de geles Blo-Rad, modelo 224) sobre papal Whatrnan 3MM , se expu­
sieron a película autorradlográflca Kodak X-Omat, y pennanecieron a 
-70ºC hasta su revelado. 
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