
" •.' I 
..... .J 

EFECTO DEL 2A-D SOBRE EL meTABOLISmO DEL 

ARn POLISOmAL CITOPLASffiATICO en 

COLEOPTILO DE TRIGO. 

1'17 
T E S 1 S 

Que para obtener el título de: 

au1m1co FARffiACEUTICO BIOLOGO 

p e s e n a : 

ffiARIA BEíllTA LEOílOR fERílAílDEZ SALGADO 

ffiéxico, D. f. 1976 



 

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 esta 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. 

 

  

 



'!""/ e~•- . --..... ~--



PRES! DENTE: 

JURADO ASIGNADO VOCAL: 

Dra. ESTELA SANCHEZ DE <H MK .;.;i.. 

Dr. ALEJANDRO BLANCO LABRA. 

M.C.VICTORIA VALLES. ORIGINALMENTE SECRETARIO: 
SEGUN EL TEMA! 

ler.SUPLENTE: Dra.ANGELINA QUI NTERO. 

2e.SUPLENTE: Dr.BLAS LOTINA HENSEN. 

SITIO DONDE SE DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA DE LA DIVISION DE 
DESARROLLO EL ESTUDIOS SUPERIORES DE LA FACULTAD DE QUIMICA 
TEMA: DE LA U.N.A.M. 

SUSTENTANTE: MARIA BENITA LENOR PERNANDEZ SALGADO. 

ASESOR DEL TEMA:Dra.ESTELA SANCHEZ DE JIMENEZ. 



C O N T E N I D O 

I .-OBJ ET IVO. 

II.-INTRODUCCION. 

A) La célula ve~etal. 

B) Efecto de la luz en la germinaci6n. 

C) Hormonas vegetales: 

1) Auxinas 

2) Giberelinas 

3) Cito11uininas 

4) Inhibidores del crecimiento: 

a) Ac.abscísico. 

b) Etileno. 

D) Modo de acción de las auxinas. 

E) Bfecto de las auxinas sobre el metabolismo del 

ARN. 

III.-MATERIALES Y METODOS. 

A) Materiales: 

a) Reactivos 
b) Material especial 
c) Aparatos 

d) Preparación de reactivos 

B) Métodos 

a) Preparación e incubación del tejido. 

b) Bioensayo para encontrar concentración 6E 
tima de 2,4-D 

c) Obtencidn de polisomas de cole6ptilo de -

trigo. 

d) Obtención del ARN uolisomal. 

e) ~eterminaci6n de Radioactividad. 

f) Determinación e Ruectrofoto~étrica del ARN. 

- 1 -



g ) Radioactividad específica del ARN. 

h) Análisis electroforético del ARN. 

i) Hidrólisis enzimát ica del ARN polisomal 

j} Electrotroforesis del hidrolisado de ARN. 

IV.-RESULTADOS,DI SCUSION Y CONCLUSIONES, 

A) Resultados: 

a) Concentración óptima de 2,4-D 

b} Incorporación del precursor marcado al ARN. 

c) Obtención de ARN oolisomal de tejido incub~ 

do en presencia y en ausencia de 2,4-D utili 

zando adenina-H3. 

d) Obtención de ARN oolisomal de tejido incuba

con y sin 2,4-D en nresencia de A-H3• 

(experimento 3) 

e) Obtención de ARN oolisomal de tejido incuba

do en presencia y en ausencia de 2,4-D y ut~ 

lizando como precursor marcado,uridina-cl4. 

f} Hidrólisis de los diferentes ARN's obtenidos 

usando una mezcla de ribonucleasas. 

B) Discusión. 

C) Conclusiones, 

V,-BIBLIOGRAPIA 

- 2 -



I.-O'l J i TIVO 

El objetivo de este trabajo es el de saber el e

fecto nue nre s enta el 2 ,4-D sobre el contenido y metabolis 

mo de l a fra cci6n de ARN polisomal en cole6ptilo de trigo. 

Se ha reoortado oue dicho efecto es el de incre

mentar el contenido de ARN total cuando los experimentos -

se realizan,a concentraciones de 2,4-D 6otimas para el ere 

cimiento y en oeríodos de incubación lar~os. 

Los trabajos reportados sobre este tema emnlean 

tejidos,condiciones y tiemnos de incubación diferentes,por 

lo nue consideramos necesario realizar estudios básicos -

sobre el efecto del 2,4-D durante las nrimeras etapas de -

de incubación y de esta manera,saber nue tinos de ARN's -

son estimulados por é s te. 

Basándose en trabajos reportados sobre este tema 

se nens6 nue también en este tejido se obtendría un aumen

to de la cantidad de ARN polisomal por efecto del 2,4-D. -

En un experimento preliminar realizado en 5 hrs. de incuba 

ci6n,se obtuvo ARN polisomal marcado en todas sus especies 

por lo tanto,nara los subsimiientes exoerimentos se decidió 

usar un tiempo de incubación más corto a fin de localizar 

aouella fracci6n del ARN polisomal nue se marca preferente

mente en las primera.s horas, por acci6n de la auxina. 

Para diferenciar el efecto producido por el 2 ,4-D 

sobre la frac ción de ARNm se utilizaran como precurs ores -

marcados Adenina y Uridina. 
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II.-INTRODUC CION. 

A) LA CELULA VEGETAL.- La est ructura celular se conoce 

desde hace m~s de tres si~los,los primeros en su conocimien 

to Robert Hooke en 1665,Matthius Jacob Schleiden y Theodor 

Schwann en 1838 formularon lo aue conocemos en la actualidai 

como teoría celular. 

En el reino animal y en el ve~etal la estructura celu-

lar es básicRmente la misma.En la fig,l se muestra un esaue 

ma de las principales estructuras aue inte~ran una célula -

ve~etal. 

PARED CELULAR:una de las diferencias entre una célula -

vegetal y una animal es la presencia en la primera de una 

nared rígida y porosa oue rodea y encierra al nrotonlasto. 

Usualmente la pared celular está estructurada por tres 

niveles diferentes: 

Lamela media aue actúa como matriz intercelular y man-

tiene unidas a las cálulas.Está compuesta princinalmente 

nor sustancias pépticas como el ácido péPtico,calcio,ligni-

na y suberina. 

Pared primaria es la primera nue se forma en una célula 

en de sarrollo y mientras la célula está aún en proceso de -

crecimiento y elongación. Quí micamente está comoue s ta de ce

lulosa y varios polisacáridos no celul6sicos llamados hemi

celulosas, sustancias pépticas y peoueñas cantidades de pro

teínas y lí nidos. Las porporciones de l os diferentes azúca--

res son const ~ntes y CRracterístiCaS para Una esoecie Y6f.e-
t al dada . Es capaz de va riar en ~rosar de a cuerdo al estado 
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metabólico de la célula. 

Pared secundaria se forma dentro de la pared primaria 

cuando la célula se ha elongado al ~áximo.Frecuentemente es 

rn1fa ríuida y más .gruesa que la pared primaria pero no todas 

las células la tienen. 

La parte oue oueda dentro de la pared celular se le -

llama nrotoplasto,consiste del protoplasma y en la mayoría 

de la.a células ve¡l!,etales,de una vacuola. 

Una parte del protoplasma e s el ndcleo,dentro del ci

toolasma se encuentran diferentes estructuras como son:retí 

culo endoplásminco,dictiosomas,ribosomas,esferosomae,lisoso 

mas,olástidos,mitocondrias,microcuerpos y microtdbulos. 

Loe dictiosomas son activos en la elaboraci6n,secre-

ci6n y almacenamiento de varios productos metabólicos. 

La presencia de loe lisosómas no se ha confirmado co

mo una cara.cterística universal de la célula vegetal. Estos 

organelos se encuentre.n ampliamente distribuidos en las cé -

lulas animales y se han descubierto en las vegetales unos -

cuernos similares nue contienen muchas clases de enzimas hi

drolíti cas diferentes tales como desoxiribonucleasas,ribonu 

nucleasas,fosfa tasas,proteasas,etc. 

La mayorí a de las células vegetales contienen Plásti

dos, los cua les se han clasificado,en base a su color en --

tres gruoos principales: 

Pl ás tidos verd~s o cloroola stos,olástidos amarillos o 

cromo olas to s y pl~stidos incoloros o leuconlnstos. 
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Las células ~dvenes nue s e dividen r á pidamente,contie 

nen olás tidos o e ~ ueños aue son precursores de los cro~oplas 

tos,cloroplas tos y leucoplastos. 

El núcleo es una estructura de aproximadamente 5 mi-

cra.s de di~.metro envuelto en una me mbrana nuclear y rodeado 

por el cito pl asma.Contiene el nucleolo y es el sitio en don 

de se sintetizan los ribosomas.El núcleo contiene además la 

informaci6n p;enética de la célula. 

nna célula ve~etal comnletamente desarrollada contie

ne una vacuola separada del citoplasma por una membrana lla 

mada tono plasto.En las células j6venes las vacuolas existen 

en forma de penueñas unidades dispersas.En el proceso de 

crecirniento,las vacuolas aumentan de volúmen,se fusionan y 

forman una sola estructura oue puede ocupar hasta el 95% 

de l volúmen celular. 

La vacuola contiene diferentes sustancias aue nueden

ser:sales inorp;ánicas,antocianinas rojas y azules,ácidos o:r:_ 

~ánic os, aminoácidos, ,gra.sas, aceites, taninos, proteínas, etc. 

Los componentes va cuolares frecuentemente representan 

alimentos de reserva.Recientemente se ha demostrado que con 

tienen proteínas en zimáticamente activas. 

Sn la Tabla I se muestra un cuadro simplificado de l~ 

co mnonentes de una célula vegetal. 
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Es nuema ~eneral de una célula ve~etal. 

A) Pared celular. 

B) Protoplasto: 

1.-Partes protoplásmicas: 

a) Citoplasma: 

(1) V.embrana citoplásmica ( plasmalema 
(2) •embrana vacuolar ( tonoplasto ) 
(3) tletículo endoplásmico 
(4) Aparato de Golgi ( dictiosomas 
(5) Ribosomas 
( 6) Liso somas 
(7) Microcuerpos o peroxisomas 
( 8) Hialoplasma 

b) Mitocondria. 

c) Plástidos: 

( 1) Propl1fatidos 
(2) Cloroplastos 
(3) Leucoplastos 
(4) Cromoplastos 

d) Núcleo: 

(1) Membrana nuclear 
(2) Cromatina 
(3) Nucleolo 

2.-Partes no protoplásmicas: 

a) Vacuolas 

b) Sustancias er~ásticas: 

(1) Cristale s 
(2 ) Taninos 
(3) Grasas v aceites 
(4) Granos de a lmi dón 

(5) Cuernos nroteicos 
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( t) 

( l') 

(e ) 

( k 

( d ) -

(O) -

( h) 

( q ) 

?iR . l., ~ é lula ve~etal. a )pared ori maria,b)lamela ~edi~ 

e) nla scrw lema , d) r etículo endo riH smic o, e) clo t'O nl estos, f )tono 

nl :· >' t o , ¡;) ni t ocondria, h )vacuo l a , i )dic tiosoma, j )hialoplasma, 

k) Ri bos oma ,l)membrana nuclea r,m)cromatina,n)nucleolo,ñ)nú

cleo,o)microtúbulos, p ).!5r ano s de a lmidón,q)esferoplasto. 
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La germinación de una semilla y el crecimiento subse

cuente de la plántula depende de las reservas alimenticias 

nue se encuentran en los sitios de almacenamiento (endosper 

mo y cotiledones).La utilización de estas reservas depende a 

su vez de mecanismos nue porduzcan una transformación ade-

cuada de los oroductos de reserva a una forma,nue pueda ser 

utilizRda y transportada a las regiones de crecimiento de -

la nlántula • 

.C:sta movilización se debe en parte y "Principalmente a 

l a acción en los tejidos de almacenamiento de enzimas hidro 

líticas como las amilasas,proteasas,nucleasas y lipasas. 

Los estudios realizados sobre germinación en ciertas

semillas como como la cebada y el arroz,indican que la indu: 

ción de la formación de ciertas enzimas durante la ~ermina

ción está controlada por hormonas. El ejemplo más estudiado 

es el de la síntesis de la amilasa y de otras hidrolasas 

inducidas por el ácido ~iberélico durante la ger~inación de 

cereales. 

Estas enzimas son sintetizadas por una capa especial 

de células lla11ada el te j ido de aleurona que se encuentra -

en l os tejidos de las Framíneas.El tejido de aleurona de la 

cebada es un tejido oue consi s te de tres canas de células -

ho11o~ene as que no se dividen. Estas células responden al á-

cido giberélico,el cual se forma en el embrión durante las 

primeras etapas de la ,ger1ninación, con una serie de ca11bios 

bionuímicos y 11orfológicos siendo el m's nredo11inante el au 
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mento de la actividad de la alfa a mila sa y el de oroteasas. 

Este aumento,se ha encontrado,nue es debido a la sín

tesis de novo de esas enzimas y la mayoría se secretan al -

endosuer~o des nué s de su síntesis.(4,5,6) 

En las se •nillas de trigo,el endospermo parece jugar -

un papel muy importante en la inducción de las enzimas hid~ 

líticas en el tejido de aleurona.En esta semilla el ácido -

giberélico no induce la síntesis de alfa amilasa en el teji 

do de aleurona separado del endospermo,al menos nue se su

ministre una citonuinina antes de a plicar el ácido giberéli 

co.Esto se debe nuizás,a oue en el endospermo se forman ci

tonuininas nue actúan sobre el tejido de aleurona sensibili 

zando a las células para reaccionar con el ácido giberélico 

nue lleP.;a del embrión (7). 

EFECTO DE LA LUZ 

En muchas semillas,tome.ndo como ejemolo el de la sem:i,. 

l l a de la lechuga,la. germinación es inducida por la luz. 

Esta respuesta es más sensible a la luz roja mientras 

nue la luz rojo lejano,aulicada despues de un tratamiento -

con luz blanca o roja invierte el efecto e impide la germi

nación. Genera lmente, las semillas uenueñas renuieren de luz 

para su .ger:ni na ción. Se!!Uramente su valor consiste en i -npe-

dir nue l a semilla germine cuando está demasiado enterrada 

na ra poder llega r a ser una ol~.ntula nue se pueda desarro-

llar. La acc ión inhibitoria de l a luz rojo lejano en la P.;er

mina c i ón s e l as se millas nuede tener una utilidad de adaota 

ci6n pa r a l a s plant as. 
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Cu2ndo l a s se mi l las nue re nuieren luz son ilurninadas 

con l a luz solar nue ha pasado a travé s de hojas verdes,se 

inhibe su Rerninaci6n pornue el cornponente rojo de la luz 

solar ha s ido eliminado al ser absorvido por la clorofila 

na s a ndo solamente el comnonente rojo lejano. 

El proceso de germinaci6n involucra ciertos tinos de 

comportamiento muy intere santes controlados por la luz aue 

ayudan a resolver los problemas oue tiene el brote joven -

para s a lir a la superficie del suelo. 

1a respuesta de ahilamiento (los entrenudos se alar-

gan más de lo normal)controlada por el fitocromo sirve pa

ra asegurar nue los brotes de las semi l las aue germinan a 

cierta distancia del suelo,se alarguen con rapidez y nue la 

expansi6n de las hojas solo se efectúe cuando ya hayan sali 

do a la luz. 

El cole6Ptilo en for~a de bala encierra a las hojas 

jóvenes y al meristemo apical del brote,sirve como un escu 

do y un t a ladro para abrir el camino hacia la superficie y 

nernitir l a expansi6n de las hojas las cuales son demasiado 

delicadas para forzar directamente su salida a través del -

suelo. Si la semilla ~er~ina bien bajo la sunerficie del sue 

lo,nrimero se alarga el tallo oue está debajo del cole6pti

lo,empu j~ndolo hacia arriba junto con el brote oue encierra 

El crecimiento del tallo es tan sensible a la luz nue 

l a luz tenue aue penetra a cierta distancia de la superfi-

cie detiene el alargamiento del tallo cuando el coleóptilo 

no ha lle~ado todavía a l a suoerficie. 5in embar~o,eBta luz 
estimula la elon~aci6n del cole6Ptilo e l cual perfora la -

di s t Rnci a nue falta. Al llegar a la superficie dej a de cre-

cer ~ e nerge l a ori~era ho ja nue se desenrrolla oor la ac--
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(a) 

m~rlst•mo 

ap ical d•I brot• 

( b) (e) 

Figura. 2 ... ~~ ,,_ ·_l c. ·1 · . . 

LUZ 

( d) 

1;.-•.()·· 

n .·. ~ ,.., ·i -: ) 1 ; 
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ci6n de l a luz y controlada por el fitocromo.(fig.2) 

En el t a llo s e forman r a íces adventicias justamente -

Por a bajo del nivel del ánice del brote y de es ta manera ,e~ 

tas re sDueste s a la luz fijan la posici6n de los sistemas -

de la raíz y Roice de l a planta en f orma adecuada con rela

ci6n al suelo. 

La luz roja se ha usqdo en expe rimentos con hormonas 

ve~etales para inhibir el desarrollo del mesoc otilo o para 

llevar a cabo cierta s manipulaciones al traba,jar con honno

nas tales como las auxinas. 

En cuanto al efecto de la luz roja sobre el cole6pti

lo de trigo,las evidencias sugieren que el efecto depende -

de la oarte de cole 6ptilo riue se tome para la prueba (8, 9, 

10,11). 

C) HORMONAS VEGETALES 

El desarrollo de las plantas no se lleva a cabo en u-

na forma desorganizada o al azar sino por el contra rio,exis 

te una re gulaci6n precisa del crec i miento y la diferenciaci 

6n . El control nor:na l del desarrollo de una planta se lleva -

a cabo oor medio de peoueftas cantidades de sustancias espe

cíficas usualmente llamadas "hormonas vegetales". 

Las hormonas,tanto animales como vegetales,son sinte

tizadas en tejidos pa rticulares y trasoostadas en cantidades 

muy pe ri ueñas a otras regiones del organismo en donde llevan 

a cabo cambios bio('luírnicos, fisiolódcos y morfo1Ódcos. 
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En las plantas,las hormona s del crecimiento son imoor 

tantes en la coordinación e integr a ción del desarrollo de -

diferentes partes de la planta. Sirven como mensajeros auími 

cos o señales oue pasan de una célula a otra sirviendo como 

~edio de comunicación. 

Las hormonas del crecimiento juegan un papel muy impor 

tante en el control interno del desarrollo,interaccionando -

con Procesos met~bólicos clave tales como la síntesis de áci 

dos nucleicos y proteínas. 

Los efectos del medio ambiente externo sobre el desarro 

llo están medi ados,aparentemente,por alteraciones en la con

centración de hormonas y su distribución dentro de la planta. 

Las hormonas no solo necesitan estar presentes para que 

se lleve a cabo el desarrollo sino oue deben existir en la -

cantidad, luga r y tiempo a decuados.Esto significa que la velo

cidad de síntesis de la hormona está controlada aaí como su -

translocación y nue su concentración esta regulada por meca-

ni smos de ina ctivación. 

Los estudios en la auímica y fisiología de las hormonas 

veget a les proponen nue en l a s Plantas suneriores existen cin

co tipos de hormonas del creci~iento,estas son: auxinas,gibe

relinas ,cito nuininas,ácido abscísico y etileno.Las tres prim':_ 

ra s favorecen el crecimiento mientras nue ias dos últimas lo 

inhiben. 

Las intera.cciones de esta s hormonas pueden nresentar un 

efecto totalmente diferente al observado al Probar cada una de 

ellas nor ~enarado, 
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Como se mencionó anteriormente la primera auxina idea 

tificada fué el ácido indol acético y a pa rtir de esta fe-

cha se descubrieron otras sustancias relacionadas aue teníai 

actividad.Actualmente se conocen muchas sustancias de estruc 

r~ ~olecular diferente,como el p,rupo de los fenoxiácidos,aue 

tienen un efecto fisiológico similar.En la fi P. .4 se ilustran 

~l~1nos deriv~dos indólicos encontrados en nlantas los cual~ 

pre s entan actividad de auxinas. 

b) Biosintesis del ácido indol acético (AIA) 

Las evidencias su~ieren nue el triptofano es el precur 

sor del AI A ( 14 ).Al observar cultivos de ~~!~~E~~-~~!~~~ -
se descubrió nue formaban AIA cuando se a~re~aba triptofano 

al medio y en exnerimentos in vivo se demostró la conversión 

de triptofano marcado con c 14 a ácido indol acético-c14.Este 

hecho no fué muy aceptado por la contaminación del cultivo 

con diferentes microorganismos. 

Black y Hamilton,trabajando con coleóptilos estériles 

de avena v con nlantas de chícharo demostraron nue en estos-

tejidos el trintofano es el precursor del AIA (15). 

~i ~htman (16),utilizando trintofano marcado,brotes de 

jitoma te y extractos de tejidos,demostró nue las enzimas na

ra la conversión del triptofano a AIA se encontraban en los 

extracto s .La conversión la llevan a cabo nor medio de la ru

t a metabólica del indol-niruvato y nor el de la trintamina, 

fi ~ .5 Ambos caminos metabólicos funcionan in vivo,siendo el 

del indol niruvato el más i moortante. ( 17) 

Sheldrad e v Northcote muestran nue las hoj a s jovenes -
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son lo s sitios más activo s en l a síntesis del AI A a partir 

del tri nt of ano. Sin embar•o,las hojas ya madur as t a ibién 

~ueden sinteti zarlo (18 ). 

c) Oxidación del AIA 

El á cido indol acético se oxida in vivo en una. serie 

de comnuestos,siendo el más impcrtante,el metilén oxindol. 

~a oxidación está catalizada nor varias isoenzimas -

de la neroxidasa y a na rentemente,nor las oxidasas del AIA

"ue no nre s entan actividad de ~eroxidasa (19). 

~CHfOOH 
~ 

Ac.Indol- 3-acético 

(AIA) 

Indol- 3-Pirúvico 

Indol-3-aC:etoni trilo 

H 

Indol-3-acetaldehido 

(I AAld) 

Figura :4 Compue stos indólico s natura les encontrados en plan 

tas. 

Es t a s re 2cc iones de oxidAci6n tienen interes desde el 

punto de vi sta de control de la activi dad bio lóiiCB del AIA 
vA s eA de s t r uvendo lA for~a a ctiva o nro duc i éndo l a (21, ? 2 ). 
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La idea de ryue la oxida s a del á cido indol ac,tico es 

imnortante ~~-!~!~ para controlar la concentración del AIA, 

~ermite la posibilidad de encontra r inhi bidores y tales in

hibidores s e ha n re portado (23). 

d) ~~~E~~~!~~-!~~~~!~~~~~~-~~-!~~-!~1~~~~-!~g~!~~~~-~ 
las auxinas. 

El efecto clásico de las auxinas es el de promover la 

elon~ación celular. Cuales~uiera nue sean los sitios de ac-

ción primarios mucho s de los efectos observados son proba-

blemente secundarios a la elon~ación. 

Para mantener la elongación celular es necesario nue 

la c'lula manten~a toda su manuinaria mecesaria para llevar 

la a cabo es decir,meca nismos de resniración,sfnte s is de ...... 

proteínas,síntesis de ácidos nucleicos,etc. 

Las auxinas naturales (AIA) se producen en los brotes 

y son transnortadas a las re~i ones basales por un sistema -

de transnorte polar. 

La a lteración del transporte lateral está relacionada 

con el ~eotropismo y el fototropismo. 

vtras de los efectos de las auxinas son:inhibición de 

la elonP,ación de las r a íces,inducción de la formación de ra 

íce s ,difer enciación celular,respuestas trónicas,síntesis de 

etileno,etc.,control de la abs ci s ión de las hojas, do minan

ci a apical,promo ción de la divi sión celular y del crecimie~ 

to de callos tambi'n f avore cen el desarrollo del ova rio a 

fruto, etc. 
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e) Auxinas s intéticas 

~xisten a la fecha numerosos compuestos ouímicos arti 

ficiales nue pres entan diferentes efectos dependiendo de la 

concentración a la cual se utilizen.A este tipo de compuestos 

nertenece el 2 ,4-D (2,4-diclorofennxiacético) oue presenta -

dos efectos tot a l :11ente diferentes :uno de herbicida y otro de 

auxina. 

ª
COOH 

Cl-
1 

. 2 ,4-0 
C! 

Genera lmente,para saber si un compuesto determinado,

presenta actividRd de auxina,se utilizan los bioensayos ya -

mencionados nara las a uxinas nati_¡rales. 

Se usan otras respuestas de las olantas como son: for

mación de raíces,de flores,abscisión de las hojas o estimula

ci6n de la división celular. 

El metabolismo de estas auxinas sintéticas (2,4-D) no 

está completamente estudiado,el ~e c anismo más aceptado es el 

de la oxi dación de l a cadena latera l vía Beta-oxidación como 

s e muestra en l a fig.6 

La s auxinas sintética s (También l lama d:' s auxinas-herbi

cidas) nueden Hctuar s obre l as pl antas a diferentes niveles 

co110 so n : di vis i ón celular,elo 11 ¡:ra ci6n,difer enci a c i ón y ¡zermi 

nftció n. 51 efecto de e s t os co•n1mes t os sob re l a di vi s ión celu-

l a r es una de l es nrinci oal es ca r ac terí st icas. 
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AIA 

TRIPTOFANO 

"\i u.~º f ano 
~ "'...ranoa•inaoa 

INOOLPIRUV reo 
1 Indolniruva to 

de s ca rboxilasa 

Tri JJtofano 
descarboxilasa 

! 
TRIPTAMINA 

TRIPTOFOL • INOOLACETALOEHIOO 
J 

Tri ptofol 
deshidrogenasa 

1 NOOLALDEHIOO 

t 1 
Indolacetaldehido 
deshidro{lenasa 

1 NOOLACETICO 

Figura : 5 Ruta biosint~tica probable para la síntesis de 
AIA en brotes de jitomate (20) 

OC Hl.COOH 

Clo--t O
C O OH 

Ó-Óº-H--~ COOH 
Cl 

2,4·0 

Figura : 6 

CI CI / CI 

Metabolismo 
re s piratorio 

Metabolismo del 2, 4-D en las plantas (24) 
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Es nrobable nue el efecto t 6xico nrincinal denenda de 

l R Rltera ción de l R división celular,este efecto,difiere de 

te .iido A. te.ii do . 

Bl efecto en la raíz es diferente ya nue las auxinas 

nAturales ( AI A), a concentraciones en l as cuales se favorece 

l R elon~ación del brote,inhiben la elonRa ción de la raíz pe 

ro si se usan soluciones mucho más diluídas la. elon11:aci6n -

de l a s r PÍces t arnbi~n se a ltera.Lo s herbicidas,sin embar~o, 

a cuRlnuier concentraci6n inhiben su elongación. 

Otro efect o producido po r el 2,4-D y otros herbicidas 

son el encurva rniento de tallos y hojas lo cual se conoce co 

mo re s nuestas eninásticas y frecuentemente son causadas nor 

un crecimiento muy a celerado de las células, 

En relación a las respue s tas fototrónicas,se ha encon 

trado nue el 2 ,4-D presentR inhibición en l as oruebas de --

curvatura • 

.LJa diferenci a ción celular, ~ue reure s enta el último -

na so del crecimi ento, se ve a fectada nor estos compuestos. 

~ste efecto se ve restrin~ido a c~lulas en desarrollo. 

L"'.S R.uxinas inhi ben rn.<i rcadR.rnente la germina.ci6n de bid o, pro

bable mente al efecto de inhibici6n de la r a íz.A semeja nza 

de l as auxinas naturales,lo s herbi ci das-auxina inhiben la 

¡:rermina ci6n de l a se ·ni lla ( 24). 

2 . -G IB t': fíELINAS : -----------
.LJ;:¡_s hornonn.s ve p:et " les llR.rn11das B' i berelinas son un -
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~ru no de cornnue s tos nue nresent a n nroniedades t a les como la 

de nro 1~ove r e l cre c imiento. En de terminados efectos son si:ni 

l a re s 2 l as auxinas pero en otros s on t ot a lmente diferente& 

Las giberelinas es tán nuímicame nte muy relacionad as,~ 

s e encue nt ran en t odas las es pecies de gimnospermas es tudia 

das,en a l gas,anP.iosper mas y teridifi tas. 

El de s cubrimiento de es tas hormonas se inici6 en 1926 

cuando ~urosawa,un patólo~o de plantas de s cubre oue la en-

fermedad del a rroz conocida como "Bakanae" es nroducida por 

un honP.o llamado Gibberella fu~ikuroi. ---------- --~------

Investi~adores japonenes,Yabuta y Sumuki principa lmen 

te,de scubrieron nue cuBndo el hongf es cultivado en un med~ 

de cultivo adecuado,secretaba una sustancia nue cua ndo se -. 

adiciona ba a una planta de arroz inducía la misma respue s ta 

,,ue el hongo.En l g39 se aisló la sustancia en forma crista

lina v fué llamada giberelina A. 

En 1954 se a isl6 y purificó una sust ancia del mismo 

hongo a la nue nuímicos in~leses denominaron ácido giberél:i:-

co. 

A partir de esta fecha se hicieron numerosos estudios 

sobre e s te tipo de sust ancias y t anto nor las propiedades -

nue nre s enta ban como nor sen encontradas en plantas s anas -

no infe ct adas se les consideró como otro tipo de hormonas -

ve ire t a l es . 

Actualmente se conocen más de 45 giberelinas diferen

tes y s e les designa,na ra su nomeclatura con letras Y subí~ 

dices,nor e j empl o: ~ibere lina Al ' ~iberelina A2 ' etc. 
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a) Meta bolismo 

Las giberelinas end6~ena s se s inteti ~an , a oarentemente, 

en las mismas regiones de la pl anta en donde se sintetizan ~ 

las auxinas,pero no necesa riamente al mismo tiempo ni a la 

misma velocidad.Los ápices de las raíces,embriones en desa

rrollo y hojas j ovenes son el si tio de síntesis de las gibe

relinas. 

b) Biosínte si s 

Las primeras etapas en l a síntesis de las giberelinas 

son las misma s nue la de los compues tos clasi ficados como -

ternenoides.Las giberelinas e s tán muy relaciona das con los

diterpenos (20 át omos de carbono). 

Los estudios en la bios:íntesis de las giberelinas se lle 

varona cabo en plantas superioree,principalmente en el pepi 

no (Echinocystis macrocarpa). 
------------ ----------

Birch (25) demostró nue el acetato y el mevalonato se 

inco r no raban al 4cido giber~lico,lo cual sugiere aue las gi

berelinas se derivan de un diterpenoide tricíclico el cual 

es oroducto de la ruta del mevalonato.El primer producto cí

clico es el kaureno cuyo precursor acíclico es el geranilpi

rofoB f a to y tiene como intermedi a rio el copalilpirofosfato. 

La oxi dación del kaureno dá orígen al ácido kaurenoi

co nue es hidroliza do después en l a posi ción ?B. 

c) Metaboli smo catabóli co ----------------------
F~n la mayoría de los te ,iidos e s tud i ados,una cantidad -
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sie:nific a tiv::i. de l a s e:iberelitlAS se convierten en derivad os 

soluble s en ae:ua llam;:i.dos R:iberel inas con.iUf-'R.da s.La mayoría 

son derivados R'.lucosilRdos . Rec ientemente se ha re porta do u

na unión nentídica del AG en el tejido de a leurona de la ce

bada. 

OH 
COOH 

Giberelina A
3 

(ácido giber~lico) 

Las giberelinas son capaces de inducir el crecimiento 

norma l en ciertas variedades enanas de chícharo y en alRU

nas mutantes enanas de maíz. 

Aumentan el crecimiento por elongación en a lgunas nlan 

tas incluyendo el arroz,lechuga,pepino,tri~o,etc. 

Lq anlicac ión de áci do ~iber~lico (AG) a plantas de 

día lar~o,es timulan la formación de flores bajo condiciones 

de luz no inductivas (27). 

Se ha nostulado nue la esti~ulación de la floración en 

esta s nl~ntas es nrobablemente debida al efecto del AG en el 

creciniento por elongaci6n. 
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Además del creci~iento por elongac ión el AG es capaz -

de reizular otros factores morfológicos en ciertas plantas 

por ejemnlo,la aplicación del AG a formas maduras de Hedera 

helix inducen la reversión morfológica a la forma juvenil 

de crecimiento (28). 

El efecto del AG o de las giberelinas,aue se ha estu-

diado más extensRmente,es el de l a inducción -de l a formación 

y secreción de hidrolasas en granos de cereales y esnecial-

mente en cebada. 

MEVALONATO 

i 
¡ ATP 

~ 
Pirofosfato de 

geranil·geranilo 

! 
Pirofosfato 

de 
copalilo 

kaureno 

ac.kaurenoico 

J 
~¡ berelinas 

Ruta biosint~tica de las giberelinas. 
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3.- CIT00UININAS 

Se descubrieron como sustancias esencia les para el ma~ 

teni ~iento de la división celular en cultivo de tejidos vee:e 

tales,intera ccionan con las auxinas determinando el natrón -

de diferenciación en un callo ( tejido vegeta l no diferencia-

do) (29,30). 

Es tán involucradas en procesos fi s iolóe:icos tales como 

el de la dominancia apical y el de envejecimiento. 

En contraste con las otras hormonas, las citonuininas 

son ouímicamente básicas.Las citoauininas endógenas probable 

mente son derivadas de la base nitro~enada,adenina. 

L~ nrimera citoouinina natural aislada e identificada 

fué la ze~tina cuyo nombre nuímico es : 6-(4-hidroxi-3-me

til-butil-2-enil )aminonurina ( 31,32, 33,34). 

~ e piensa aue las citonuininas naturales no existen en 

forma libre dentro de las células,ya oue existe evidencia de 

nue están normalmente unidas a una nentosa (ribosa).Al~nas~ 

veces el ribósido est.á unido a un fosfa to inore:ánico forman-

do un ribonucle6tido. 

.juinetina 

6-(furfurila~ino)nurina 
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Zeatina - Ribosil-zeatin-fosfato 

a) Metabolismo 

No se ha estudiado amnliamente el camino biosint~tico 

n i el de inactivación de las citoouininas naturales,pero se

pi ensa nue los nrimeros pasos en su síntesis,en plantas supe 

riores sean los mismos oue para las purinas. 

4) INHIBIDORES DEL CRECIMIENTO: 

a) Acido abscísico: 

Exi ste desa cuerdo en considerar al ácido abscísico y al 

etileno,como hor~onas,nero l a ~ayoría de los investi~adores

en este cR~no las consideran co~o tales,debido a ~ue interac 

cionan con las sustancias promotoras del creci miento como --

las auxi nas , ~i berelinas y citonuininas. 

El descubri ~iento del ácido ~bscísico fu~ cons ecuencia 

de l o s estudios realizados sobre la fisioloEÍa de la abscisi~ 

6n v la l atencia de las vemas,dura nte los ~~os 50's , nero no -

fu ' hns t~ el sffo de 1Q67 nue s@ l@ dió el nombre de ácido abs 
c:ísico, ( .15 ). 
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~ e encuentra en muchos ~~nero s de plant as,es un comnues 

t o nue nre s enta i someri smo óntico y geo ~étri c o. El ácido abscí 

sico s e encuentra s ie mpre,en forma natural,en la forma (+),e-

xiste evi dencia de nue l a forma "trans" no es activa. 

El á ci do abscísico (ABA) es un terpenmde derivado del -

meva lone. to ( 36),Puede formarse como producto de degr ada ción -

de l a fotoxida ción de la Xantofilas,como la violaxantina,uno 

de lo s principa les ca rotenoides de l a s nlantas.(37) 

En la fi g .7 se mue s tre. el esn uema de l a biosíntesis del 

ABA y en l a figura 8,su metabolismo. 

Ac. 2- cis - ab s císico. 

El ABA es un inhibidor efectivo de la germinación de d~ 

t erminadas s emi l l a s (38, 39 ),acelera la caída del fruto,(40), 

s u nivel aumenta cuando l a planta e s tá sujeta a deficiencia ~ 

de agua, nuede invertir el efe cto del AG en la síntesis de ami 

lasas y proteasas , i nterviene en lo s nrocesos de envejecimien

to de l e. pl ant a ,etc. (41,42 ,4 3 ,44,45,) 

B) ET ILENO 

Por su naturaleza fí sica,exi s ten muchos problemas para 

lleaa r a conoc er el movimiento V cont rol de esta sustancia • 
dentro de l a célula ve a etal . Si n e mbar~o , a las concent racione s 

t an bBjas a las nue s e encuentra,e s t á en l a fase a cuosa del -
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Abscisil -)3- 0-glucopiranósido 

Ac· ABSCISICO A c. dihiarofaseico 

6-hidroximetil-ABA ___.,.Ac. faseico 

COOH 

Figura 8 Metabolismo del ác i do abscí s ico, (46 ,47) 
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citoplasma y pared celulare s .La concentra ci6n de etileno -

ne cesari a pe r a nroducir un efe cto fi s iol6gico es del orden 

de O. 06 ue:/ l • 

MEVALONATO 

~ / 
CAROTENOIDES 

P¡rofosfato de 

farnesilc (?) 

j \ 
XANTOXINA ---. 

Ac. ABSCISICO 

Figura: 7· Bieeíntesis del ácido abscísico,(48 ,49,50,51). 

En l e s nlantas superiores, se considere. como precursor 

del etileno a la metionina. 

Ad i c ionando metionina marcada con cl4 en varias nosi

ciones, a rebanadas de manzana,se demostr6 (52,53) aue el c1 
se convertía a co2 , el c2 a varios metabolitos,c

3 
y c

4 
fo~ 

maban etileno y el metilo y el asufre aparecían en la cistef 

na.En l a fi;r. 9 se muestra el es nuema de la biosíntesis. 

De lo s nrimero s efectos del etileno estudiados, fué el 

de la maduraci6n de l fruto.~ste efecto es utilizado en la in 

dus tria de los cítri co s,en donde s~ cos~chan los limon~ a ,nR• 
r an jas y uvas,cuando todavía no están maduros,madurándose 

no s teriorrnente en cáma r as nue contienen etileno. 
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El etileno ac elera la hidról i~is del almidón a azúca--

cares as í co mo l a hidróli s i s de pect ina. También acelera el -

cambio de color de la sunerficie del fruto (pericarnio).Así 

mismo tiene efecto en la regul ac i ón de la abscisión,epinas-

tia,exnansi6n latera l de las células,hinertrofia,latencia,ex 

nansión de l a hoja,inducción de l a floración y expresión del 

se xo (54). 

CH
3 

S CH 2CH2CH (NH2)COOH 

CH j 5- CH2CH 2CO·COOH 

ac mei1l-mercapto-

- 2· oxo-but Íri co 

~ 

HCOOH 

ó:. fórmico 

metionina 

+ 

CH - S- CH-CH:-CHO 3 2 . 2 

metional 

CH 3 5 -S-CH 3 
meiildisulfuro 

F igu~:9 Po si bles rutas 11et abólícas del etileno, ( 3 ) 
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D) MODO DE ACC!Ofl DE LAS AUXINAS 

El efecto de las auxinas más estudiado,en plantas supe

riores,es el de elongación celular en coleóptilos y tallos -

de ~ramineas,es por esto,nue al referirnos al mecanismo de -

ac ción haremos referencia a este efecto. 

Se han seP,Uido tres caminos principales para lle~ar a

conocer el mecanismo de a cción de las auxinas así como de o

tras hormonas vegetales: 

El primero,es el estudio de los numerosos análo~os mo

leculares de las hormonas.Esto se ha hecho con el objeto de 

encontrar las características oue debe reunir una molécula -

oarR oresentar actividad. Tales estudios de rela.ción estruc

tura-a ctividad,nos permitirán conocer el tipo de moléculas -

en l as c~lulas con las cuales rea cciona la hormona y nor me-

dio de esto conocer el mecanismo por medio del cual intervie 

ne la hor"lona en lH manuinaria celular. 

El s e,gundo cFtmino,es el de exHminar los cambios físi-

cos en las células asociados con el crecimiento y relacio-

nar estos efectos con los de las hormonas.Una parte de la cé 

lula ve~e t A l nue hH recibido atención especial es la pared 

ce lular,la ra z6n de est o ,es nue para explicar el aumento en 

volúmen de l R célula,se nece s ita nue ocurran ciertos cambios 

en la nared oue permitan nue la célula se estire, 

Ya nue l as hormonas tienen cambios profundos s obre el 

metabo lismo celular,el tercer camino,fué diri~ido hacia los 

cambio s bionuímicos provocados por estas . 
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Tin efecto na rticular es el de distinguir entre causa y 

efecto.La ~ran multinlicidad de re a cciones meta bólicas indu

cidas o modific adas por las hormonas y la rapidez con la cual 

aparecen,ha nrovocado nue la mayoría de los investigadores -

en este campo traten de encontrar la "rea cción maestra" entre 

la hormona y el receptor,por l a cual se desenc adenan todas -

las demás reacciones y nue tra en como consecuencia el fenóme-

no Obl'ervado. 

La atención se ha diri~ido ha cia la nosible interacción 

entre las hormona s y los ácidos nucleicos y nor consiguiente 

síntesis de nroteínas.Estó está justificado ya aue el creci-

miento y la diferenciación,denenden de la producción secuen

cial y ordenada de las proteínas. 

E) EFECTO DE LA :> AUXINAS SOBRE EL METABOLISMO DEL ARN 

La nrimera observaci6n de nue las auxinas tenían rela-

ción con el meta bolismo de los ácidos nucleicos fu~ hecha por 

Skoo~ en 1954,(55) trabajando con cultivos de tejido de tabaco. 

Ba jas concentraciones de auxina favorecían la divisi6n celular 

mientras nue Rltas concentraciones causaban la exnansión celu

l<=tr y un aumento de ARN. Concentra ciones más altas blonueaban 

el crecimiento y la 8.curnulación de ácidos- nucleicos. 

Skoo~ su~irió nue las a uxinas regulaban la relaci6n de 

P..cido s nuc leico s en la célula y f"Ue esto deter;ninaba el na trón 

de crecimiento,es decir,divi s ión o expPns i6n celular. 

A na rtir de estudio s s e ha acu·~ulado evi dencüt de nue -
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l~s hormonRs alter~ n lo R niveles de ácidos nuc l eicos en una 

em~l i a vqriedRd de 6 r~anos y tej i dos , (56 , 57). 

El 2 , 4- D en concentrac i one s mayore s de l Rs 6pti mRs pa 

r a el c re cimi ento, es R lt~~e nt e tóxico. A esta s conc entra cionffi 

caus a una acumul ación de ác i ~ o s nucl ei co s y nr ot e ína s en l as 

pl Rnt as t r Bt adas,Pa rticula r mente en l as reRiones en donde el 

2 , 4- D causa el creci mient o no coordinRdo de l as células,( 58 ) 

Se ha n enc ontrado r esnuest as simila res,en diferentes -

ho r~onas.Se ha obs ervado nue el AG aumenta el conteni do de -

ADN y ARN en l a papa ¡las auxi nas , c itonuininas y giberelinas 

inhi ben el pr oce s o de enve j ecimiento en una ~ran varieda d de 

ho j a s de sprendidas y,al mi smo t i e rnpo,previenen l a di s minu--

ci6n de ~ cido s nucleicos y proteínas,( 59 , 60,61,62 ). 

El problema nue no se ha re suelto es el de saber si es 

tos efectds son modula cione s generales del meta bolismo de 

lo s ~ cido s nucleicos o s i son es pecífi cos na r a determinado 

nroce s o celular. 

Se ha puesto mucha a tención a lo s e s tudios del met abo

lismo de lo s á cidos nucleicos en presencia de hormonas nor -

e j e mplo: a)en l R elonge ci6n del coleóptilo,t a llo e hipocoti

lo,b)crec imiento y multi plica ción en cultivo de te j i dos,c)e~ 

vejeci mi ento de hojas de snrend idas y d) sínte s is de hidrola

sas en c élulas de a leurona ai s l ada s. 

Aouí s e menciona n l as evidencias nue existen a cerca 

de l e f ecto de las auxinas sobre el met a bolismo del ARN em--

pleando coleó nt i lo s , s e~mento s de t a l l o o hi pocotilos. 

a) Efe ctos so bre t ranscripción (síntesis de ARN) ---------------------------------------------
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Se ha encontr<i dO en muchas ocas iones,(b3-ó9 ) aue el -

crecimiento induc ido por l as auxinas s e blonuea uor inhibi

dores de la s ínte s is de ArtN y proteína s.Al mismo tie rnpo,las 

auxinas,incrernentan l a s ínte s is de ARN v proteínas (70-72). 

Utilizando precurs ore s marcados ,se ha vi s to nue las 

auxinas,a l a s concentraciones a la! nue esti rnulan el creci

miento,nromueven la incoruora ci6n de estos precursores al 

AüN del hinocotilo de soya,(74):coleóntilo de tri~o,(75):e

nicotilo de chícha ro 1 (76):coleóptilo de centeno,(77,78),etc 

Estos efectos se previenen con las anti-nuxinas por e 

~emTJlo el ácido trans-ciné.rnico, ( 79). El ARN que s e ve aumen

tado cons iste princina lmente de AR N oolisomal lo aue trae -

como result ado,un a umento de l a cantidad de polisoma s (80-83). 

Se ha observado tambi~n un aumento en la cantidad de ARNm -

(84-88) y ARN t (89 ). 

El ARN adi cional se encuentra primero en el nucleolo

y nosteriormente en el citoplasma,(81, 90,91).Key y colabora 

dores ha n tra tado de caracterizar aue fracción del ARN se -

re nuiere na ra l a acción de l a auxina.Para e s te efecto,utili 

zaron 5-fluoruracilo,el cual reduce la forma ción de todas -

las esoecies de AR N menos en ARN con una relación de bases 

seme jante al del ADN y por cons i guiente ARNm,( 92-95). 

Se observ6 nue el 5-fluoruracilo inhibía l a síntesis 

de ARN nero no el crecimiento,nor lo t anto, s e oens6 oue el 

AR Nm era e l nue s e re nuería oar a l a acción de l a auxina. 

El 2,4-D au~enta l a sínte sis de un ARN en el hinocot~ 

lo de soya , ci ue s e caracteri za D0 f tener UDR se cuencia rica -

en A ·¡p ( 96- g8 ) . 
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Sin embar~o,hay desa cue r do en CUAnto R l a ve locidad -

de ac ción de l As auxinas y la s ínte s is de dc ido s nucleicos. 

Lo s cambi os en el contenido de ARN toman horas en ha

cerse a na rentes ( Q9 ). Sin embargo,lR acelera ción del creci-

miento ouede de tecta rse en uno s minutos (100-102).Esto su-

~iere nue la ac ción de la auxina,es una P.c ción físic a inme

diata ( en l as nroniedades de la pared celular).Existen re

nortes en donde se seqala nue la incorporaci6n de Dracilo -

ma rcado,en el ARN,nuede detectarse dentro de los 10 minutos 

siguiente s de s u a olica ción,en nresencia de la auxina,(103) 

b) Auxina s y ARN nolimerasa ------------------------

Exi s te un efecto de lR auxina sobre l a s íntesis de 

ARN a nivel nuclear.La cromatina a i slada de tejido tratado 

con 2,4-D es más activa,en un sistema in vitro de síntesis 

de ARN, nue l a cromatina aislada de un tejido no tra tado, -

(104). Este efecto parece rue es nor un aumento en la canti 

dad de AHN polimerasa y no nor un aumento de l a a finidad -

de l a enzima por el ADN, 

Se ha observado nue la cromatina aislada,al ponerla -

en conta cto con la auxina,no pre s enta un efecto diferente, 

mientras n4e si se le a gre~a un f actor proteico,cuya estru= 

tura se desconoce,junto con la auxina,sí se ve aumentada la 

sínte s is de AHN,(105).Al usar concentraciones saturantes de 

· obs erva el mismo efecto y se concluy6 aue era de-en z1ma, se _ 

bido n un au~ento de a finidad por el ADN,(105). 

~xnerimentos en donde utilizan membr~nas citonlasmáti 

cas ,hqn demost rado,nue l as membranas tienen la capac idad de 

incremen tar l a acti vi da d de la ARN no li me r asa de croma tina 
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de so ya con o sin 2 , 4-D ( l Ob,107 ). Cuando l as me mbr Rnas no -

tra t a das con la R.u xina, fueron c ent r i fu¡re.dasy elimina da s de 

l a sus oenc i6n , s e pe rdió l a ca pa cidad de inc r e menta r la a c

tividad de l a AHN nolimera s a de l a solución. Si l a s m~mbra-

nas s e tra t a ban con 2 ,4-D,el so brenadante retenía la habili 

da d pa r a est i mula r l a Rctivi dad de l a en zima. Se su~irió que 

l a me mbrana cont ení a una orot eína nue era liberada por el -

2 ,4-D aumentando l a a ctividad de la AqN polimerasa,(108). 

La unión del 2 ,4-D a proteína s se ha reportado ( 109 )

Y u s Rndo cromatoRrafía de a finidad se ha aislado una frac-

ción proteica l a cua l se une a l 2 ,4-D y e s timula la sínte-

sis de ARN en aus enci a de 2 ,4-D. La síntesis de ARN estimula 

da por el 2 , 4-D es sensible a a lfa-amanitina,la cual actúa 

s electiva mente s obre di f erentes tioos de ARN polimera Ra,pa:: 

ticula rmente la A~N nolimerasa aue transcribe ARNm,(110). 

c) Unión de las auxinas a la cromatina -----------------------------------

Se han re nortado numero s os trabajos los cua les indican 

nue las auxina s s e unen a l a cro~atina (111-114) y a las his 

tonas ( 115-116 ), a lterando la a fin i dad mutua de las do s cade

nas del ADN (11 7 ,118 ) o l a unión de l as histona s al ADN (111, 

i 1g) ,esta s últimas suRerencias ha n s ido di s cuti das, ( 120 ,121). 

nue 

¿¡ tre t a~ient o de te ~ i d o s con auxinas ha d e ~o st rad o 

nr es entan un~ r@duc ción en l R CAntidad de ribonucleasa, -
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(1 21, 122 ). 

El A ~N obtenido de teiidos tra t ados con AIA es más re 

sistente a l a ribonucle ~ sa , 1 12 3 ).LP. aplica ción de ri bonuclea 

sas a los te~idos disminuye el crecimiento inducido por el

AI A, ( 121,13 ). 

Es Posible nue l a s auxinas,además de causar un incre

mento en l a :cínte s is de ARN t a'llbién causan una disminuci6n 

del catabolismo del ARN y s e ha su~erido,oue el aumento en

el contenido de A ~N total sea debido a nue di sminuye el ca

tabolismo del ARN y por consiirui ente co ~parado con e l con-

trol e l AHN total s ería 'llayo r en el te j ido tratado con la -

hormona . 

e) Auxinas v enzimas 

Ind e~endientemente de nue las auxines actden a nivel

de transcrioc i6n o de traducción,debe esryerarse un ca mbio -

en el con tenido de enzimas de los tejidos. 

La e longaci 6n celula r involucra cambios en la pared ~ 

celular,oor lo tanto,la s enzimas nue han sido má s estudia-

das son anuellas nue intervienen en el meta bolismo de los -

carbohid r qtos.Las enzimas y estructura de la pared celular 

no se conocen a mpliamente,nor lo tanto,son pocas l a s reacc~ 

ne s enzi~~ticas nue s e han estudiado.Se han encontrado cam-

bias en los na trones de oroteínas en tejidos tratados con -

auxinas,(124):aumento en l a cantidad de celulasa (124-128) 

y hemic~lulosa (84,12q ,1 30 ). 

Un estudio en lo s ni veles de ciertas ;lucamisfl.s y en-

zimas P~oticas , bq jo l a i nfluencia del AI A ( 72) , most rd nue -

todas las enzi mRs de noli sac~ridos,ex c epto amilAsa , aument a n 
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bRj o l ~ influenc i R del AJ A. 

Un nH bajo (de 3 a 4) cRusa l R elonpa ción de tejidos 

s ensibles a l as a uxina s.Esta elongación empieza de snués de 

pocos minutos del cambio de pH y no ce elimina nor inhibi

dore s ~et RbÓlicos o f a ltR de oxí geno,(132 ,133 ). 

Se propone ahora nue el efecto nrimario de la auxina 

sea el de causRr una baja en el pH del medio,(134,135,136). 

Bsto resultaría de un bombeo de orotones,lo nue en-

cuentra anoyo en los reoortes de una disminución del oH de 

pendiente de la auxina en secciones de coleóotilo de cente 

no,(137,138). 

Se i:iiensH nue el nH bajo active enzima s ya pre s entes 

en l R pared celular y ca usen la elongación celular,por e

.je1mlo, activación de ¡;rlucosil-transferasas, ( 139). ~s posi

ble nue el misno pH bajo cause l a hidroli s is de los enla

ces entre lo s polisacáridos de la pared,nerono hay nada de 

mostrado. 
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III.-MATERI ALES Y ~ETODO S : 

A) MATERI ALES: 

a) Reactivos: 

1.-Sacarosa (merck) 

2 .-Hidroximetil amino metano ( Merck) 

3.-Cloruro de potasio (merck) 

4.-Cloruro de ma~nesio (merck) 

5.-Duodecil sulfato de sodio (merck) 

6.-Cloruro de sodio (merck) 

7.-Acido etilendiaminotetracético (merck) 

8.-Fosfato de sodio dibásico(~erck) 

9.-Fosfato diácido de ootasio (merck) 

10.-~ercaptoetanol (merck) 

11.-Persulfato de amonio 01erck) 

12 .-N,N,N;N; tetrametilenetilendiamina (Eastman) 

13.-N,N'- metiléndiacrilamida (merck) 

14.-Acilamida (merck) 

15.-Fenol (merck) 

16.-Acido acético (merck) 

17.-Etanol absoluto (merck) 

18 .-2 , 5-difeniloxazol (Amersham/Searle) 

19.-Eter etílico,Técnica ouímica,S.A. 

20.-Metanol (merck) 

21 .-Di oxano (merck) 

22 .-Naftaleno (Merck) 

23. - Azul de bromo fenol ( ~erck) 

24 .-Acido ribonucleico de levadura (Calbiochem) 

25 .-Acido ribonucleico de transferencia de E.coli (Cal-

bichern) 
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26.-rtibonucleasa T
1 

( Miles) 

27.-Hibonucleasa nancreática bovina (Calbichem) 

28 .-Acido diclorofenoxiacético (Merck) 

29.-Uridina-cl4 , 50uC/ml,540 mC/mMol (Amersham) 

30.-Adenina-H3 , 1 mC/ml (New England Nuclear) 

31.-uridina-HJ , 5mC/10 ml , 8C/m~fol ( Schwarz/Mann 

32.-Peróxido de hidróF,eno al 30% 

33.-Hidróxido de Sodio (Merck) 

34.-Acido clorhídrico. 

35.-Hidróxido de Potasio (Merck) 

36.-Hipoclorito de Sodio 

37.-Azul de orto-Toluidina. 

b) Material especial 

1.-A,e;rolita 

2.-Semillas de Tri,e;o (Triticum aestivum,var.Pótamo) nropor------------------
cionado por PRONASE. 

3.-Hielo seco. 

4.-Ca jas de plástico de 40xJOxl5 cm 

5.-Homo~eneizado r Potter de 100 ml 

b.-Cárnara para electroforesis en tubo. 

7.-Viales de vidrio de 2.2 cm de di~rnetro (PackRrd) 

c) Apara tos 

1.-Es pectrofotómetro ( Zei s s, PMQII-4 6275) 

?.-Es ne ctrofotómetro (Pye Unicam SP 1800) 

J .-Dens itómetro ( I SCO) modelo 490 
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4.-Centrífuga Beckman ~odelo J- 21 

5. -Centrífuga MSE modelo LR-6 

6.-Ultracentrifuga prepara.tiva Beckman Modelo L 

7.-.Fuente de noder para electroforesis (ISCO) 

8.-Contador de centelleo,Packard. 

d) Prenaraci6n de Reactivos: 

l.-Soluci6n amorti~adora (Buffer "A") "A" 

::>acarosa 0.4 M 

KCl 0.020 M 

Me.:Cl
2 

0.005 M 

Tris-HCl 0.200 M 

rl!ercR nt o etanol 0.005 M 

Ajustar nH a 8.5 con HCl 

2.-Soluci6n Tris-KCl: 

Tris-HCl 

KCl 

Ajustar pH a 8.5 

3.-Soluci6n Tris-DSS: 

Xris - HCl 

DSS 

Ajustar nH a 8.5 

10 mM 

15 mM 

10 rnM 

H 

4.-Soluci6n amortiguadora de Fosfatos (Buffer fosfatos): 

0.005 M 

A,justar nH a 6.0 con KOH 0.1 M 
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5.-Solución amo rtiguadora de Fo s f a tos-Sacarosa,nH 6,0 

0.005 M 

1.0% 

Ajustar oH a 6.0 con KOH O.lM 

6.-Solución natrón de 2,4-D , O.OlM 

Pesar 0.22104 g de 2,4-D y disolver en 10 ml de KOH 

0.1 M.Calentar hasta disolución y aforar a 100 ml eón 

a~a desionizada. 

7.-ienol saturado con Tris 0.1 . M pH 8.5 

Se redestila el fenol,se pesan 85 g y se le agregan -

15 ml de a~a destilada,se disuelve y se le agregan 

100 ml de Tris 0.1 M nH 8.5 se agita durante 48 horas 

en frasco ámbar.~e separan las dos fases y se elimina 

la fase acuosa.Je alcanza un pH de 6.8 

8.-Medio de incubación: 

Sacarosa 

KH2P04 

2,4-D 

0.005 M 

lxlo-5 M 

Ad enina -H3 o Uridina-cl4 .Las cantidades se especifi:-

can en cada uno de los exnerimentos. 

9.-Solución amorti~adora I (Buffer I) para electroforesis 

en geles de acrilamida al 2.5% 

NaH
2

P0
4 

30 mM 

Tris-HCl 36 mM 

EDTA (2Na ) 1 m~ 

Ajustar oH a 7. 8 con Hc l 
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10.-Soluci6n amortiguadora II (Buffer II ) para electrofo

resis en geles de noliac r ilamida al 12~ ,(141) 

EDTA (2Na) 

Na
2
Hro

4 
DSS 

Tris-HCl 

1 mM 

30 mM 

0,2 % 

36 mM pH 7.8 

ll.-Soluci6n amortiguadora III (Buffer III) para la hidró

lisis enzimática del ARN, (141) 

NaCl 

EDTA 

f ris- HCl 

30 mM 

2 mM 

20 mM pH 7.5 

12.-Ribonucleasa Pancreática "A" 

La ribonucleasa pancreática bovina se disuelve en NaCl 

0.15 M de manera oue nueden 3050 U/ml,El pH se lleva a 

5 con HCl 1 N.Se guarda a -20ºC 

13.-Ribonucleasa T1 

Se dielven las 100,000 U en 10 ml de NaCl 0.15 M,se gua

da a -20°C 

14.-Prenaración de la solución de Bray:(l42) 

Naftaleno 

PPO 

PO POP 

60 g 

4 !!. 

0.2 g 

Etilen ~l L col 20 ml 

Metanol 100 ml 

Dioxano cbn 1000 ml 
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B) METO DOS 

1.-Las semillas se seleccionan nor asnecto y tamaño.Se es

terilizan con una solución de Hiooclo rito de sodio al 1% 

durante 10 minutos.aplicando vacíe y agitando.Se lavan 

nerfectamente con ªR'llª corriente. 

~ 2r-""'e siembran las semillas 9 15 g/cRja.en cajas de plástico 

nue contengan agrolita humedecida con aproximádamente 

250 ml de agua por litro de agrolita. 

J.-Se incuban bajo luz roja durante 38 horas y 48 en la os

curidad a 25ºC 

4.-Al t~rmino de la incubación se s e l eccionan las plántulas 

de acuerdo a su tamaño.Se utilizan todas anuellas cuya -

longitud alcance aproxi~ádamente 2.5 cm. 

5.-Para obtener los coleóptilos,se cortan seP-mentos de 0.9 

cm como se indica en el es0uema.La hoja interna se eli-

mina cuidando de no maltra tar al tejido.Estas operacio

nes se llevan a cabo bajo luz roja.Durante la preparaci6n. 

del tejido.se mantiene en solución amortiguadora de Fosfa 

tos-Sacarosa 1% (fig.10) 

6.-La incubación del tejido en el medio apropiado se lleva -

a cabo en la oscuridad.a 25ºC y aereación contante.La con 

centración Óptima del tejido es de 4 segmentos/ ml de me-

dio de incubación.Antes de incubar se le aplica vacío du

r ant e 1 min. 

b ) Bioensayo pa ra encontrar concentr~ción óntima de 2.4-D 
------------------------------------------------------
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Para. encontrar la concentración óntima de 2, 4-D se lle 

vó a cabo un bioenzayo (elongación del coléptilo) se la si

guiente 'llanera: 

1.-Se incubaron de 9 a 11 secciones de tejido,obtenido como 

se menciona previamente en matraces de bola de 10 ml nue 

contenían 4 ml de medio (Buffer fosfato 0.005 M , oH 6.0 

Sacarosa al 1% y 2,4-D en un ran~o de concentraciones de 

lxlOrJ a lxlo-8 M),incubando al mismo tiempo un control 

sin 2,4-D 

2.-Se les aplica vació durante 1 min.,se incuban a 25ºC en -

la oscuridad durante 20 horas y con aereación constante. 

J.-Al término de la incubación,se miden y se saca la longi

tud promedio oara cada concentración. 

Para la obtención de los oolisomas,se utilizó el método 

de Davies y Night,modificado (140). 

1.-Se preoaran 400 secciones de tejido. 

2.-Se ponen 200 secciones en matraz de bola con . 50 ml de me

dio de incubación. 

J .-El tiempo de incubación es de 2 ó 5 horas,en la oscuridad 

a 25ºC en las condiciones ya mencionadas. 

4.-Al iniciar la incubación y al terminarla,se toman alícuo

de 0.005 y 0.010 ml respectivamente,pHra determinar ra--

dioactividad. 

5.-Al término de la incubación se lava el te~ido con buffer 

fosfatos (KH2P0
4 

0.005 M oH 6.0) para eliminar radioacti

vida d externa. 
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PROCESADO 

Figura: 10 PrenarP ci6n e incub11ci6n del h~ino, 

J e sienhrRn lRA AemillRR de trivo , yP e ~ terilizadaA en hi
noc lori to R.l ll.,en Rl'rolita hu'1ledecidR . ->e incubRn nllrRnte 
~b horR H bRjo lu z roja y 48 horas en l a oAcu rida d a ?5°C, 
Je s ele ccionqn l RA nl~ntulRs de lonl'itud de 2 a ? .5 cm , Ae 
cortqn Aevmentos de o.q cm y s e les ex t r Re l R hojp internR 
cuid Pnd o de no ~ g ltrq tR r el te~ido. ~ e incuhRn en l PP con
rlicion e!' ,j¡11} ~Y 'l • fi illlíltO COíl "1"'it " ci6n 7a ere 11 ci6n Y 8 ?5°C. 
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+ 2 ~-O 
COLEOPT 1 LOS ' 

-2-,4-0 

i . 
homogenizar 

800 xG 

Sobrenadante Sedimento 

29,000 X G 

Sedimento Sobrenadante 

Sedimento 

( poli somas) 

Sobrenadan te 

i 
Polisomas disgregado~ 

1 fenol 
+ 

fasll acuosa 

1 éter 

¡ 

i 
tase org. 

tase &uosa 

e1anol fase org. 

A RN polisomal total 

ESQUEMA: 1 Esnuema P-eneral na.ra la ohtenci6n de AR N TJOli-

RO ~Rl total de cole6ntiloR incubNdos en 01e-

s enc iR v en RU P e n c i ~ de 2 ,4-D 
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nan 1. 25 vols. de éter y se a~i ta durante 5 min .~e elimina 

l a fa s e or~?nica y se repite el trRta~iento. 

5.-El resto de éter se elimina con vacío. A l a fas e acuosa ob

tenida,se le aj us t a concentraci6n de s a les con NaC l 2 . 2 M 

para tener una concentra ci6n fina l de 0.22 M de Na Cl (Se 

a diciona un vol.) 

6.-se precipita el ARN polisoma l adicionando 2 volúmenes de -

Et anol hela do.Se deja reno sar en el congelador toda la no

che. 

7.- Para el análisis de ést e ARN ,se centrifuga el precipitado 

en etanol,se elimina el alcohol con corriente de aire y -

s e resusnende el ARN en 0. 3 ml de buffer I 6 en a~a des

ionizada. 

e) Determinaci6n de r adioactividad: 

Para d eter~inar radioactividad se utili z6 la soluci6n de 

Bray ( 142).Las muestras usadas no fueron mayores de 0.5 ml 

se utili zaron 5 ml de soluci6n/vial. 

Par a la determinaci6n de r ad ioac tividad en ~eles se hace -

lo si~ient e : El ~el se corta en fracciones de 0 .3 cm y se 

colo can en viales,se le s a diciona 0 ,5 ml de a~ua oxi P.enada -

al 30,,se dejan durante 12 horas a una tempera t ura de 75°C -

Dara la di soluci6n del ~e l . S e arre~an 5 ml de l a soluci 6n de 

Br ay y se dete r mina radioactividad en un cont a dor de cente

lleo ~ackard .(14 9 ) 

f) ~eter ~inación es nectro fo t o~~ t rica del A ~N : 
-------------------~---------------------

- 49 -



~a ra determinar l a nure za y la cantida d de ARN poliso 

mal obtenido, s e determinó e l es nectro de a bs orción en un -

ran~o de abso rbencia de 200 a 300 nm,en un es nectrofotómetro 

Pve Unicam.D~l ARN obtenido como se menciona previamente se 

tomó una a lícuota de aoroximadamente 0.010 ml y s e llevó a 

1 ml con a¡rua destilada.Se determinó su es pectro de absor

ción y se sacaron las absorbencias a 230,260 y 280 run. 

Considerando nue 1 unidad de densidad óntica médida en 

una celda de 1 cm de nas o y a 260 mn,c orres oonde a 50 ug de 

ARN oor mililitro,se calculó la cant idad total de ARN obte

nido.Las relaci ones de absorbencia se muestran en la tabla 

III,oa r a los AHN de los diferent e s exneriment os. 

P8 r R determinar la radioactividad específica del AR~ , 

se tomó una alícuota de 0.1 ml de la susoención usada oara 

determinar el espectro de absorción,se le determinó radioac

tividad como s e menciona previamente y,tomando en cuenta la 

cantidad de ÁRN de la alícuota se calculó la radoactividad -

específica . 

Par a observar el patrón de distribución del ARN marca

do,así co~o s u inte~ridad,se analizó el AHN en electrofore-

sis en ~e les de noliac rilamida al 2 .5 ~ (145). 

1.-Se utilizan tubos de Q,6 cm de diámetro int erno y 10 cm -

de l on~i tud oerf e ct a mente limoios. 

2 .-La oreoar ac ión del gel se hac e de l a si~uiente manera: 
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ra: 

a } PP- r a 25 ml,se nesan: 

Ac r ilamida 

Bi s-a c ri 1F.11T1 i da 

?ersulfa to de amo-

nio. 

Temed 

O.b25 !< 

0.03125 g 

0.050 {!. 

0.0125 ml 

b) PPra nrenarar la solución: 

Nezclar en el orden indicado. 

1) 1 5 ml de buffer I para .electroforesis. 

2) agregar acrilamida 

3) agregar bis-acrilamida 

4) a~regar temed y agitar 

5) agregar persulfato y agitar 

6) A{!rel!ar 10 :nl de buffer !,mezclar perfectamente. 

El tiempo de ~elificaci6n es de 10 min. 

Para llenar los tubos se procede de la siguiente mane-

Se cierran nor un extremo con narafilm,se colocan ner

fectamente vertica les.Con una nioeta nasteur se adiciona la 

solución anterior cuidando de nue no se hap:an burbujas.Para 

nuitar el menisco, se pone unH gota de ai;rua en la suuerficie 

de l a s olución (deben verse dos fases bien definidas}. 

Una vez nue la solución ha polimerizado se elimina el 

agua con un pa pel a bsorbente. 

Se colocan los tubos en la cÁmara de el ~ ctroforesis v 

none el buffer I en ambas cdmaras.~a ~uestra se coloca con 

una ni net a ne rteur o una jeringa ,orevia mente se le aj usta -

l P c onc entr~ c i 6n de saca ro sa oa r a tenerla al 20~. 

El nolo nosit i vo se c one c t ~ en la uarte inferior ya -
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nue el ARN al nH del buffer (7 . 8 ) tiene carga ne,Q:a tiva . 

Las muestras se corren dur 8nte 20 rnin. a 1 mA/gel y - -

durante 2 : 30 hrs. a 5 mA/gel.Como es tándar externo de corri 

miento s e usa a zul de bromo fenol,(A BF ). 

Ter:ninado el tiempo de corri:niento,se sacan los tubos. 

Si se colocaron los geles en tubos de cuarzo se nuede hacer -

el repistro 6ptico,en caso contrario,se sacan los geles de -

lo s tubos con una jeringa,inyectando agua nor las paredes 

del tubo,cuidando de no rnaltr~tar el pel. 

Pa ra deter:ninar los natrones de distri buci6n se tiñen -

los geles con una solución de azul de orto-toluidina al 1% -

en ácido acético al 20%,durante 15 min.El exceso de coloran

te se eli:nina lavando con ácido acético al 1%. 

Para desteñir los geles se ponen en solución de ácido

acético al l~ durante 15 horas,con agitación y cambios de la 

solución de ácido. 

El natrón de distribución de radioactividad se lleva a 

cabo como se menciona en el punto (e). 

i) Hidrólisis enzi:n~tica del ARN 

Con el fin de caracterizar las secuencias ricas en poli 

A,del ARN nolisomal,se trató una alícuota (100-200ug de ARN) 

del ARN, con una mezcla de ribonucleasas,nancreática y T1 para 

hidrolizar el ARN excento los segmentos ricos en poli A,los 

cuales son resistentes a la hidrólisis nor estas enzimas. 

Se sürnió l a técnica de Gorski y r1iorrison (141) modifi-

cada: 

::l e resuspenden anroxi•nadamente 200 ug de ARN en 0.1 ml 

de buffer III,se agregan 1 U de cada enzima por cada 25 ug de 
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ARN. ~ e incuba durante 30 min. a 37ºC y se oa r a la rea cción 

nor conP,el8ción. 

~) Electroforesis del hi drolisado de ARN -------------------------------------

Para la electrofore s is del hi ¿ rolizado del ARN se sigue 

l a si guiente técni ca (141): 

a) Pre oar a ci ón de los geles de po l i acrila mida al 12% , 

DSS al 0.2~. 

l)Pa ra 25 ml de solución ~esar: 

Acri l amida 3 g 

Bis-acrila mida 0.15 g 

Persulfato de amoni o 0.017 ~ 

Temed 0.0125 ml 

2)Para preoarar la solución: 

Se ponen 15 ml de buffer II (ver materiales) y se 

adiciona la acrilamida,bis-acril8mida,temed y el oersulfato de 

amonio, a~i tar perfectamente. Se adicionan los 10 ml de buffer 

re s t antes. El tiempo de poli me ri zación es de JO min. aproxima

damente. 

Para l a oreoaración de los gele s se usan tubos de 

0.6 cm de di á~etro y 15 cm de lon~itud,lavado s perfectamente. 

Los t ubos se l l enan como s e ~enciona orevi a mente -

has t q UD8 altura de 10 c m. 

La 11ue s tra de AaN hi dr ol izado, s e a .jus t a a una con

cen t r aci ón de s a ca ro s a del 20~ . ~ e colo ca en un ~el una a lícuo 

t a ci e 11. llt<' co:nó é s t~ndar d@ corri:niento externo , una mu('stra de 
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AHN de transferencia de E.coli y una ~uestra de ARN total de 

levadura,hidroliza do en l R misma f orma y condiciones. 

Las~uestras s e corren a 1 rnA/gel durante 20 min. y a -

5 mA/gel durante 5:30 hrs,colocando el polo positivo en la -

parte inferior. 

Al termino del corrimiento, se sacan los tubos,se saca 

el gel y se tiñen con una soluci6n je azul de orto-toluidina 

al 14 en ácido acético al 20% durante 5 rain.Se elimina el ex

ceso de colorante con ácido acético al 1% y se destiñen duran

te 72 horas en soluci6n de ácido acético al l,,con agitaci6n y 

cambios de la soluci6n del ácido.El nrocedimiento de tinci6n 

solo se lleva a cabo para las muestras de ARNt de E.coli y -

nara el ARN hidrolizado de levadura. 

Los geles oue tienen las mue s tras de los ARN polisomales 

hidrolizados no se tiñen, se cortan en secciones de 0.3 cm Y -

se les determina radioactividad como se menciona en el punto -

(e). 
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A) RESU LTADOS : 

El primer paso en el desar rollo fu~ encontrar la con

centraci6n 6ntima de 2 ,4-D en la cual,la respuesta de e

lon~ación celular en el coleóptilo de tri~o,es la máxima. 

Para esto se llevó a cabo un bioensayo cuyos resulta

dos se muestran en la tabla I,el tino de curva obtenido -

se muestra en la ~ráfica l. 

La concentración óntima ~ ue se encontró fu~ la de l05M. 

La elon~ación obtenida a esta concentración de 2,4-D renre 

sentó,en relación al control,más del 40%. 

Para todos lo s experimentos efectuados se utilizó es

ts concentrac i ón. 

Para determinar si el nrecursor marcado se incornoraba 

al ARN polisomal se hizo un experimento preliminar utilizan 

do Uridina-H3• 

Se utilizaron 183 secciones de te~ido como se menciona 

en m~todos y se incubaron en 50 ml de medio de incubación 

(KH
2

PCJ
4 

0.005 M ,Sa carosa 1%,2,4-D lxl0-5M y 7,5 uC/ml de -
uridina-H3• 
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1: ole 6nti loe 

Lon1>:i tud 
( crn) 

Datos obtenido s del bioen:· a.vo nB r A · 
en co nt r Rr concent rnci6n 6nti'lla 

de r ,4-D 

:oncent r a <.:i6n de 2 , 4 - D ( ;ole::i/li tro) 

10- 3 10-4 l 0- 5 1 0- 6 10-7 

l. ')6 1.96 2.07 1. 80 l. JM 

i o- 8 o 

1.29 l. 42 

Peso 12 . 91 16.50 16.85 15.20 11. 98 1 0 . i3U 12. 0 1 

(m1d 

Lo/Lb x 100 100 1.37 144 126 ':J6 90 

~Ex1 00-1 00 9 .3 7 44 26 -4 -10 
Lb 

Se incubAron de Y-11 s ecciones de te j ido trHt>ldO co ·no se indica 
en -·étodos .Se nrob6 un ranRo de c oncentra ciones de 2,4-D de -
lxl u- 3 a lxio- 8 M • El tie 'llno de incub~ci6n fué de 20 horAs, 
'l ?5 ºC, en l R. osc uridl'ld y con aere11ci6n con s tl'lnte.Ln corres ,.,on
~ e Al 1Rr vo nro~edi o de l ns s e cciones R l8 s diferentes concen
tr:~cio nes Uf3'1d::is v I,b 1:1.l de las s ec c iones incubR.da s en a u senci.a 

rle '.) ,.1- D. 
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Bl tiempo de incuba ci ón fué de 5 horas en l~s condicio---

~enci onRdas nrevi a mente. Al final de la incubación se obtuvie 

ron lo s oolisomas y el ARN oolisorna l co110 s e indica en méto-

dos.tomando las a l í cuotas nece sari a s para l a determinación -
3 de l a poza de U-H • 

Se tornó una alícuota del ARN ooli s ornal (0.010 rnl) la cual 

se lle vó a 1 rnl con a.gua destilada y se le determinó su es

pectro de absorción de 200 a 300 nm. Ut ilizando las a bsorben

cias a 230, 260 y 280 nm se determinaron sus relaciones de -

absorbencia de 260/230 y de 260/280 para determinar su nure-

za . 

Se le determinó l a radioactividad e specífica como se men

ciona en métodos.En la Tabla II se mue s tran los datoe de ra

dioactividad obtenidos durante el proceso de obtención del -

ARN,su cantidad y su r adioa ctivida d esoecífica. 

El ARN se anali zó electroforéticamente en geles de polia

crilamida al 2 .5~ nara determinar su patrón de distribución 

óntico y de r adioactividad. 

La electroforesis se llevó a cabo como se menciona en mé

todos, utilizando tubos de cua rzo de 0.6 cm de di ámetro para 

poder hacer el registro óntico a 254 nm y posteriormente de

terminar radioactividad en los ~elee,(Rráfica 2). 

9orno nuede verse en esta gráfica,la incornoración de mar

ca se ve distribuida en todas las esnecies de ARN de la mues 

t ra analiza da. 

Con los datos obtenidos en e s te exnerimento,se pensó en -

modificar el tiemno de incubación a 2 horas para noder deter 

minar,si era oosible,riué especie de l AHN no1isoma1 s! l!la.rC8• 
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ba nreferentemente a tiemnos cortos de incubRción. 

Para comna rar el efecto en la cantida d de marca incorno 

nor~da con y sin 2,4-D utilizando diferentes bases,se hicie-

ron los si~ientes exnerimentos; 

Exnerimento 2 

Se incuba ron 215 cole6ptilos en 50 ml de medio de incu-
-5 baci6n oue contenía: KH

2
P0

4 
0.005 M,eacarosa 1%,2,4-D lxlO M 

y 16 uC/ml de medio de incubación de Adenina-H3.se incubaron 

al mismo tiempo,215 secciones de te~ido en 50 ml de medio de 

incubación nero sin 2,4-D.Se incubaron como se menciona pre-

viamente. 

Al término de la incubación se nrocedió a obtener los 

nolisomas y el ARN polisomal.Los resultados de radioctividad 

se muestran en la Tabla IV. 

Se tomó unR alícuota de 0, 010 ml de la solución de ARN 

nolisomal y se les determinó su es nectro en un rango de 200 a 

300 nm. Se saca ron sus absorbencias a 230,260 y 280 nm.Las re

laciones se ~ue s tran en la tabla III. 

Ve la a lícuota anterior llevada a 1 ml con agiia,se tomó 

O.l ~l y s e le determinó r ad ioa c t ividad,para calcular r a dioac 

tividad es necífica. 

~· ra d et er~inar su net rón de di ~ tribucidn de rRd ioacti-
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Gráfica: 2 Dis tribuc ión electrofor,tica de ARN polisomal 
en ~el de ooliacrilamida al 2 . 5{ marcRdo con 
U-H3 e incub~d o en nresencia de 2 ,4-D. 

La electrofore~is se llevó a cabo en un P.el de 8 . 5 cm de 
lonpitud rte di4metro 0 ,b cm.Se coloca ron como muestra 73 
uP" de AR!\ poliso rns,il obtenido de cole6otilos de tri,1$0 in
cubados en nre~encia de 2 ,4-D y 7.5uC/ ml de medio de incu 
baci6n de UridinA triti eda. Se utilizHron celda s de cuarz~ 
nRra hacer el re~istro ~ntico del gel a 254 nm.El tiemno 
de corrimiento fué de 2: 30 hrs.La determinación del na trón 
de dis tribución de r adioactividad se llevó a cabo como se 
indica en métodos .La flecha indi ca la dirección de corr i
'lliento. 
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Gráfica : 3 ~sne c tro de absorci6n del ARN nolisornal. 

~l A ~~ ~oliso..,A l s e obtuvo rlP coleóntilos de trivo incu
h,. rl os Pn nre sencb de 11- f!3 ( 7. ')uG/ '111 rle rnedio de incuba 
ci6n ) , ') ,; :i l de ..,edio de incub;:i ci6n,dur"nte 5 horirn a 25ºC 
lv.er ..,~ t0'10s ). ·,e hi.zo es el e s nectro en un ran.qo de con
tr,. c 1 ~ n rl e ~Wl " ~ 00 nm ,LRP relaciones de ahsorbanci n -
obten i n° s fu " r on 2 , ? v l. C. rn-1 r a 1X i 2uO/iXl?W v D02b0/Jl0?r' O 
re f' nPc t i v ;·· ·~i>n te. 
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TABLA II 

Datos de incornorHci6n de TJ-H3 al tejido y 

R.l ;HN ooliBO'llal narR el ~xp. 1 

HAdioactividad inicial 
tota l en el medio de 

incubl'lción. 

Radioactividad total 
final en el medio de 
i.ncubación. 

'tiodioacti vi dad nue 
entró al tejido. 

~ " dioactividad en el 
so bre n~ dante de 100,000xB 
(nOZR de U-H3 ) 

AR~ oolisomal total, 

RRdioactividad Total 

RRdioRctividad Específica 
del AR N oolisomal, 

8 ,040 ,000 CDll 

3,. ~4 5 , 000 c mn 

4 ,095 ,000 CTJ111 

248, 040 c Dll 

880 ug (17.6 U DO) 

90, 000 cpm 

103 cp~/u~ de ARN 

Je incubaron 183 coleóptilos obtenidos como se menciona en 
~étodos y se incubaron en 50 ~l de medio de incubación oue 
contenía KH2ro4 0. 005 M , Sacrosa 1-{, , 2,4-D lxlo-5 M y -
7.5 uC/ml de medio de incubación de Uridina tritiada.El -
tie~oo de incubación fué de 5 horas,a 25ºC,en la oscuridad 
v con aere8ctón const e nte.~a deter~inaci6n de radioactivi
dRd en l R~ dife r entes ~ue~tras se hi7.o en un contad or de -
centelleo ""' c kci.rd c on unR eficiencia paré el tritio de 313:1. . 
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vi da d y su inte~rid8 d se hizo el anali s i s electrofor~tico en 

Reles de poli ac r i l a mida a l 2 . 5% co mo se ~enciona en m~todos. 

Se usaron 65 y 80 u~ de A~N de cada muestra,control y nro-

blema ,res nectivamente. (Gráficas 4 y 5 ). 

Experimento 3 

Con el objeto de saber si los resultados eran -

reproducibles,se llevó a cabo otro experimento,utilizando las 

~ismas condiciones oue el exn~rimento 2 con las si~ientes va 

ri a c i ones:ae utilizaron 210 secciones de tejido y el medio de 

incubación contenía KH
2

P0
4 

0.005 M nH 6.0 , Saca rosa 1%,2,4-D 

lxl0-5M y Adenina tritiada 14 uC/ml de medio de incubación -

emplead o (50 ml).Todo el nrocedimiento se si~i6 como en el 

exnerimento 2 .Los result ados se muestra.nen la Tabla III,IV 

y en l as gráficas 4 y 6. 

Exueri111ento 4 

do en presencia y en ausencia de 2,4-D y u-

ttlt;;~d~-~~;~-~;;~~;~~;-~~;~~d~:ü;iai~;:cI4. 
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Exo. 

2 

3 

4 

TAnLA III 

De ter~innciones e s oe c trofotom~tricae 

de lRs diferentes ~ue;::tras de ARN 
oolisomal. 

Condic ~ iones D023o 00260 00280 
;)()260 
00~3<5 

+ 2,4-D 0.60 1.30 0.67 2.16 

- ?,4-D 0.46 1.03 0.51 2.20 

+ 2,4-D 0.48 1.02 0.52 2.12 

- 2,4-D 0.34 0.76 0.39 2.01 

+ 2,4-D 0.27 0.62 0.32 ? .31 

- 2,4-D 0.21 0.44 -.22 2.12 

00260 
00~~ 

l. 94 

2.00 

1.95 

1.96 

1.96 

2.00 

Loe re s ultados anteriores corresoonden a las muestras de 
Ati'i noli somal obtenidas de loe ex peri!llentos :? , 3 y 4 raencio
dos anteriormente.Jel hrtN nolisomRl nn!!cioitado en Etanol, 
se dis olvió como se indica en ~étodos en buffer I en una ne
nueñA c ;; ntidad 10 .1 a O. < ml) de f!n11:{ se toTB6 una a.l:!cuota 
ne ~ up ~A \ A cu~ l se llev6 a 1 ml v se aeter~in6 su esnectro 
en un e;::nP.c trof ot 6·netro Pve llnicAm 1800 en un rango de 200 a 
300 nm. Sp detP. r , inAron l Rs lP c tur~s de absorbancia a 230, 
?oO v ?rO nR r~ s Aca r lA ~ rel~c iones,la~ cua les coinciden con 
lO . Vél reno rt·•do (14 7 ). 
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Se incubaron 21 3 cole6ptilos en 50 ml de medio de in

cubaci6n nue contenía:KH2P0
4 

0.005M pH 6.0,sacarosa 1%,2,4-

D lxl0-5M y O.J uC/ml de Uridina-c14 

La incubaci6n se llev6 a cabo como en los experimentos 

anteriores,se extrajo el AHN uolisomal y durante el procedi

miento de extracc i 6n se tomaron las alícuotas respectivas, -

Tabla IV. 

Se determin6 el espectro de absorbencia del ARN,se de

terminaron las absorbencias a 230,260 y 280 nm para sacar -

las relaciones,Tabla III. 

La radioactividad específica se saca como se menciona 

previamente. Se analizó en ge les de uoliacrilamida al 2.5% y 

se determin6 el patr6n de distribución de radioactividad, -

,gráficas 4 y 7. 

f) ~~~~~~~~~!-~!-~~~-~~!!~!~!!!_~~~~-~~!!~~~~~· 
usando una mezcla de ribonucleasas. 

Para determinar si l a diferencia en incoruoración 

de marca al utilizar Adenina tritiada o Uri dina-c
14

,se debía 

a un efecto del 2,4 -D sobre l a elongaci6n de la fracci6n del 

uoli A del ARNm,se hidrolizaron las diferentes muestras de -

ARN's.Como l a f r ac ci6n de poli A del ARNm es re sistente a la 

acción en zi mática de las ribonucleasas A y T1 ,se nens 6 en a

na l izar nosteriorment~,los re s iduos obtenidos de est~ hidró-

lisis. 

La hidr6lisis del ARN nolisomal ae los diferent es 
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TABLA IV 
Dl\TOS OE INC.ORPORAC ION DE RADIOACTIVIOAD 

EXP. 2 EXP. 3 EXP. 4 

+ 2 A·D 1 -2,4-0 +2 .4 -O l - 2.4 -O ~2.4-0 1 -2,4-0 

R,t..DI OACTIVI DAD 1 NICIAL TQTJ\L 60, 2 82.000 5b .'i31 ,bOO 84 , 270000 65 .'510 ·ººº 9,440.000 10 ,130,00CJ 

EN EL MEDIO DE INCUBACION 

RADIOl\CTIV 1 DAD FINAL EN EL J7,694 000 33 ,231000 22 990000 16 170 000 6, 795 peo !i,415,000 

MEDIO DE 111.CUBACÍON(cpm) 

?ADI OACTll/I DAD QUE ENTRO .AL 22.'588 .000 23 ,lOO,bOO bl.280.000 49,340,000 2,62 5 ,000 4,715 ,000 

TEJIDO (e pm) 

RAD I OACTIVIDAD EN EL SOBRE- 7.856.000 3,1 &3,300 3,270,000 2,57 0,56 o 1.624.320 1J38 .320 

NADANTE DE 100 000 X 9 

ARN TOTAL (ug) 
97 5 772 723 71>5 795 734 

cpm to ta ltos •n ARN 1. 104 ' 266 4 84 ,3'57 283. 612 135 ' 405 100.930 54 .050 
palisomal 

ltADIOACTIVlOAD ESPECIFICA 1392 627 392 177 140 76 

ARN 



exueriment os s e llev6 a cabo de l a s ip;uiente manera: 

Para una ca.ntidad de los ARN 's obtenidos en el experi

ment o 3,se utiliza ron l U de cada enzima/25 u~ de ARN,el ARN 

se resuspendi6 previamente en buffer III,se incubaron 30 min. 

a 37ºC,Al término de l a incubac ión se anali zaron los residuos 

de l a hidrólisis en geles de uoli acrilamida a l 12% ,DSS al 0.2 

nor ciento,como se indica ~n métodos.Los resultados se muee-

tran en la gráfica 8. 

De los resultados obtenidos anteriormente,se decidid au 

mentar el tiemno y l a s condici ones de la hidrólisis ya nue en 

el control de ARN total de levadura usado,no se obtuvo una hi 

dr6li s is comnleta. 

En las gráficas 8-14 se muestran los resultados obteni

dos nara l as diferente s mue 8tras de de ARti nolisomal e rnnlea

das, as í co~o l a s condicione s de las hidrólisis. 

B) Dr:;CUS ION: 

De los datos obtenidos para el bioensayo del 2,4-D ,(Ta 

blH I y gráfica 1) se nuede observar oue la concentración ón

tima de esta auxina a l a cual se obtiene el máximo efecto de 

elongación es de lxl0-5M. 

Anal izando los resultados obtenidos en el experimento -

preliminRr de 5 hrs. de incubación (gráfica 2,Tabla II) se -

observa nue en e s tas condiciones se obtiene ARN nolisomal -

marcado en todas sus e snecies.Los resultados del natrón de -

distribuci6n del A1~ N de este exoerimento,en tolee de poliacr~ 

amidH,nos ind i can nue hay una deRradaci6n lieera Hdn cuRndo -

todo el nr oc eso de ex t r ac ción se l levó a cabo a te mnera turas 
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cercRnas a 4°C.Este fen6meno es debido a nue en estos te~i-

dos hav una P.TRn cantidad de ribonuclea.sas ( lo cual ha-

ce difícil el análisis.En cuanto a la pureza del ARN obteni

do,se nuede ver de la gráfica (3), nue este material tiene un 

grado de pureza a centable,tomando en cuenta las relaci0nes -

La evidencia de r.ue traba ja con la fracci6n polisomal 

no se oresenta en este trabajo nero se realiz6 en el mismo 

laboratorio (Tesis de Maestría en ciencias de JLDV).Es decir, 

se realiz6 un análisis de la dist ribución de polisomas en gr~ 

diente de saca rosa y por determinaci6n de la absorbencia a -

260,se pudo concluir· oue la fra cción con la nue se estaba -

trabaja ndo corresnondóa a una mezcla de polisomas de difereR 

te longitud. 

Los datos de distribución de radioactividad en electro-

foresis indican lo siguiente: la presencia de 2,4-D acelera 

la incorporación de la marca en todas las esnecies de ARN, 

(gráficas 5,6 y ?).Así mismo,la gráfica 6 nos sugiere oue oue 

con 2,4-D hay mayor cantidad de marca en las fracciones más -

cortas de ARN.Es necesario,sin embargo,considerar para la in

terpretación de los datos,(lue en los tres casos hay degrada

ción del ARN y por lo tanto con estos resultados no se puede 

llegar a una conclusión en cuanto a la distribución de la -

marca en las esne cies del ARN. 

En base a los diferentes norcientos de incornoración ob 

tenidos con adenina y uridina (222 y 184% resnectivamente) de 

la tabla IV,se pensó oue había un aumento nreferencial de las 

esnecies de la fracc ión de ARNm ,ri co en noli A.Esta oosibili-

dad es t ambi~n Rnovada oor los dAtos obtenidos nor JLD 7nuien 
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condiciones más dr ás ticas , pe ro no s e l le~ó a una hidrólisis 

t otal. 

La ~ráfica 10 no s indi ca nue la diferencia en r adio a c

ti vi dad esoecífica s e debe a un aumento en el número de es pe 

cie s de ARNm.Los fra~mento s residua les tienen un número apro 

ximado de 75 nucleótidos. 

Al ana lizar los datos obteni dos en la Tabla V, se pue

de observar nue a medida nue l a hidróli si s es mayor,la dife

renc i a entre el control y el nroblema,ma rcados con adenina,se 

acentúa mientras aue los marcados con uridina mantienen la -

misma relación en cuanto a recupera ción.Esto nos indica aue 

la diferencia en incorporación de marca se debe a oue en pre 

sencia de 2,4-D se incrementa el número de especies de ARNm 

y al hidrolizar la muestra de ARN polisomal total,la difere~ 

cia entre el control y el problema se vé aumentada debido a 

nue en e l problema hay mayor nÚDlero de fra~mentos ricos . en -

poli A.En el caso de ARN marcado con uridina,no se observa 

una diferencia puesto aue la marca se encuentra en fragmentos 

aue sí son hidrolizados.En est e caso el porciento de recupe

r a ci ón es de 26% y posiblement e sea limita ción del método el 

no llegar a un 100% de hidrólisis. 
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(a) (b} ( C) (d) (9) (f) 

Grát ico:4 
• ~trone s de ~i stribuci6 n de ARN tot a l nolisomel en 
P."e les de noli .ic riV<mi dR. al ?. 5i> • c:l tie'll'10 de co
rri ni e nt 0 f f> de < :'l<l hrs .• m•rr-.. n .v b v de .) : 00 hrs • 
.,0 r a c , d , e, f va.Je ti ~e ro n co':lo s e ind i ca en 'll ~to

rlos v no ster1nr- r1<~ nte ;; p cort ' ~on v se l e L detP. r nin 6 r adioncti. vi-
rl ><d .,. ) ·• ill' '11Rr(' ·"~ ') con r. H'l pn ,- r e <' enc i r' ri r· ? , 4 - D , P Oup:,b) r,·~r. mR r
CPilo cnn ll H'l "" ·ur:en('i r-1 ri e ? ,4-D, 6'Ju¡y , c ) 'l l\ 11?. r cPd o con .;u-' en 
nr<' .enc i ·· "' . , ,, -11,04 up , d ) .'<'f~I ':l~· ~ cr0 d o c .1n ;1'<3 en <>usencir' . '; e -
? , 4-D,b ·.l u ,., ,,_ l e . ..... ~ " r (', -~ · c or. U-e' en <> r 0 f: enc 1 :0 de 2,4 - D, 5ilu11:,f) 
.,w 'll ''rC'"ÓI) cn r· TJ- C1. '' , " " •iP v ,, ) Af-IN snluh le « e '~ . co li co ·no e s -
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Gráfica :5 

10 15 20 25 ( +) 

número de fracción 

Patrón de distribución de radioactividRd de 10° 
~RN 's nolisomales obtenidos en el exoeri~ento 1. 

~l Ai'IN oolisomal fu~ A.na.lizado electroforátic.<i.mente co'llo se -
'l!encionA en la. r.ráficR. ~ v desnu~R ee terminó su natrón de rR
di oRcti vida.d en el mismo.Ge nudieron RO u~ del ARN nolisomel 
obtenido de tejido tra tAdo con 2,4-D y 65 u~ de AR~ obtenido 
ti e t e .iido ein tr;, tar.La determinación de 1'1 r::idio <tc tivida.d en 
el ~e i He llevó a ca bo co~o Re 'l!enctona en · n~todos. 

( __ ) A'<N · n RrcP ~ o con 1\1~ 3 en "Jre !l enci a de 2,4-D V ~.- •• } ARN 
~a rc R d o con AH ~ en A. URenci a de ? , ~ - D.1o R tiatos en lA vr~fice 
Pst á n v~ correFidos de tal mAn~rR nue Re t enPa i2ua l cBntidad 
rl e · in'/ .l!el. 
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G rc{f ica: 6 Patr6n de distri buci6n de radioactividad de 
lo s ARN's noli s omAles obtenidos en el exne
rirnento 3. 

El ARN nolisomal fué anAli zado electroforéticamente como en 
la ~r~fi~A 5 y no s terio rrnente fué determinado su oatr6n de 
di s tribuci6n de radioactivid a d en e s tos mismos ~eles,co~o se 
indica en métonos,Je utilizaron 64 u~ de ARN oolisomal obteni
do de teiido incubado con 2 ,4-D y AB) y bO u• de ArlN ooliso
mal de teji no no tratad o con 2 ,4-D oero en oresenci a de AR3 . 
( -- ) A f.i~ nolisomal obtenido de tejido incubaoo c on ? ,4-D 
y (-·-·) A'<~ oolisomal obteni cio de te.iido no incubad o con 
? ,4- ,J . 1 O f' d!' tos están y éi. corre l'"i do s n&r >. iimalar cantidades 
de . n nriliso·T1F1 1.J.:.. fle cha inrtic !< Vi •Jirección de corri ·niento 
del r\ , : • 
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T'atrdn de distribución de radioactivida d de 
loe AHN~ obtenidos en el exnerimento 4. 

~l 'll i s ~o ~el de la ~r~fica 4 se utilizd narR deter11inar el 
nRtrdn de distribución de rKdio~ctividad c o~o se indica en 
'!!~todos, 

Se utiliznron 50 up de ARN oolisomal obtenido de co l ednti
los t?'1!.tndos con 2 , 4-D y 54 UP.: de RNA oolisomal obtenido 
de te .iido no trPt Rdo,am bos en nre sencia de n- c l4, ( -- ) 

ídr' obteni do de tl' .íido t r i:i tlldo con 2 ,4-D V ( •••••) AWi DO· 
t enido de te iido no trRt~d o . Lo s d~to~ de l n ~rdfi c R P s t~n 
V '-1 corre .o-idos. 
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G raf ¡ca : 8 El .. ctrofor .. ,, is en P'l'11' s d e poliecri 1-
~'llida al l ? & de loe AHN 's del e v nl'ri 

.,, .. nto 3,tra tnrlo e con unn me zc la de ribonuclea !"al' (1 Uª" 
c~rl:o ,. n ~. t'TIP ""l()r CAdA ?') u¡;r dt" 4RN) durante 30 11in. a ' 7ºG. 
J e u t i]i7nron ~ 5 U P' del ARN oht,.nido ~e teiido tr~ tad o c on 
'.J , 4- D (-) v 1 ?7 uP" de te .iirln no tr><tRd o ( .-.-)La pr!ifi.c a 

e s t ~ corr,. ~t ~ ~ nP r~ t ,.nl'r 1 Q 'lli~'ll P CPn tirl Prl rl !' A~N/~el. 
k • ,l ,. ! , ,. ro innc 1~ n d e r :.i d i o '1 CtividR <l s i' ll<" v6 e, CRbo cono p.e 

111 ~ nrl r1-- ~ n ,, _t t .; ·· n :- . 
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Gráfica 9 l.;lf!ctroforeRiA en ,¡i:elee de noliacrilR'lli

da al l?~ del ARN del exnerimento 3 tra-

tado con una me zcla de ribonucleaeae ipual a le ue~dA en la 

pr ·Hica 8. F:l tiemno de incuba.ci6n fu~ de l hr. A 37°C,se U

SA.ron 200 wr de CAdR A'tN, (--)ARN obtenido de te.iido trata 

do con ? ,4-D,(-.-.-)ARN obtenido de te ,iido no tratado,18. -

flecha indica la direcci6n de corrimiento, 
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Gráfica: 10 Electroforesis en .!!"eles de noliacri 1 '1 'llide 

df' l o s 11. R:'.-' s del f'XT:Jeri11ento 2 ,tratados -

con 1m ·~ •ne ?IC lR de ri bonuc lee.Rae ( l lJ de cada e n7, i 111a / ?5up

de 'l'l /I! ) rl11r Rn te 1: 30 hr!> . f' 37ºC.Se •1 !<a ron ?OOuP' de CAda 

'11Ue Rt r <i ~ .. ARN. ( --) A'n oht e n i rlo rl f' t f' ;ido tr<itacl o con -

? , 4- ;J, ' -.-. ) ·dN ob t f' n i do d e tf' i irlo no t r "tR do. LA flecha 

vertir a l i n rlir ~ l a '110v il trtPcl d e l • RNt u sRdo como rf' f eren-

e i ! l . 
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Gráfica : 11 ;<;lectrofore !' i 9 a e l os ARJ';. B del f!:Jr:neri-

'llento 4 tr»ta rloR con unA 111e?cl!'! de enzi 

rn11.s ( J.q ·ni. R''ln - ue nA re la P" r •I fi CEl 10 ) durflnte un tie11no 

rl':' 1 : .~0 hr , . • a ' 7ª-.:. ~en bu t'fer n f.l 7.5 
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Gráfica :12 Patrón de di s tribución de radioactivid ad 
del anílisis electrof orético de una nues
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TABLA V 

º/o 

grÓf ica tratamiento ug RNA cpm to1ales . K;pm recup. recUP. 

8 + Aux 95 5 37 436 31 843 85 

- Aux 12 7.5 22,567 18.938 85 

+ Aux 2 00 278 400 140 085 50 

10 12 5 400 ó2 225 '49 - Aux 200 

+ Aux 150 21 000 6026 28 

1 1 - Aux 150 11 400 3409 28 

+ Aux 200 278 4 00 117 000 41 

12 
- Awc 200 125 400 Mt 513 36 

+ Aux 1 50 208 800 92 000 44 

13 - Aux 150 75 050 24 000 32 

+ Aux 100 14 000 3 420 24 
14 

- Aux 100 7 600 2 041 26 

" " 1 • 



C) CONCLUSIONES: 

De los datos pre s entados se puede concluir lo si-

~iente: 

El 2,4-D incrementa la incorporación de marca en 

la fracci6n polisomal del ARN (Tabla IV). 

Analizando los da.tos de la Tabla IV se puede decir 

nue la poza no es el factor determinante. 

De la tabla IV se observa nue el contenido de ARN 

polisomal no cambia;para exolicar el incremento en incorp~ 

ración de marca,el aumento debe de ser en una fracción que 

no contribuya en ~ran parte a la cantidad de ARN polieomal 

total,esta fracción es el ARNm y estaría de acuerdo con la 

diferencia de incornoraci6n de marca obtenida cuRndo se u-

sa rrridina o cuando se usa Adenina como marcador. 

El incremento de incorporación de marca en el ARN 

mensajero se debe al aumento del número de especies del -

ARNm ricas en poli A y no a la elongación de los fra~men

tos de poli A de cada molécula de ARNm sintetizada (gráfi

cas 8-14. 
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