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RESUMEN 

Anteriormente se han realizado estudios sobre el efecto de insulina 

durante la germinación de maíz y se ha demostrado que induce la 

fosforilación de la proteína ribosomal S6 la cual participa en la 

regulación de la síntesis de proteínas durante este proceso (Sánchez de 

Jiménez y coL, 19970 y 1997b). Esta respuesta al estímulo con insulina es 

similar a la descrita en mamíferos (Sánchez de Jiménez y coL, 1999) lo 

cual sugiere la posibilidad de la existencia de una ruta de transducción 

de señales en maíz semejante a la inducida por insulina en animales. 

Por otro lado, también se ha demostrado que insulina incrementa la 

síntesis de DNA en ejes de maíz (Garda-Flores e, 2002) por lo cual se 

piensa que también podría tener efectos en la regulación del ciclo 

celular de plantas como ocurre en animales. 

El objetivo de este trabajo es definir cuales son los efectos que presenta 

la insulina en la germinación de las semillas de maíz y así sentar las bases 

para caracterizar, o bien, hacer un símil entre plantas y animales para 

justificar la presencia de factores de crecimiento semejantes en plantas; 

utilizando como modelo de estudio el coleoptilo y la raíz del eje 

embrionario se desarrollaron ensayos in vivo, los cuales consistieron en 

exponer ejes embrionarios de diferentes tiempos de germinación al 

estimulo con insulina (2ooIJU/ml) (Garda-Flores y coL, 2001), en presencia 

de marcadores radiactivos: 

[35S]- Metionina como indicador de síntesis de proteínas 

[3H]-Timidina, como indicador de síntesis de DNA y 

[32P]_ Ortofosfato, como indicador de síntesis de RNA. 

Para realizar el análisis se llevó a cabo la extracción de cada una de 

estas biomoléculas mediante el uso de diferentes técnicas de biología 

molecular que posteriormente serán explicadas y se cuantificó la marca 

radiactiva incorporada tanto en el lote control como al tratar con 

insulina y rapamicina (inhibidor de la actividad de la mTOR) 



En los resultados obtenidos, encontramos que la insulina induce el 

incremento preferencial en la síntesis de proteínas ribosomales en la raíz, 

y en el coleoptilo no se observa un efecto claro y contundente. Esto 

indica que el efecto insulina es tejido específico. En cuanto a la síntesis 

de DNA y rRNA, también se observó un incremento únicamente en la 

raíz y no así en coleoptilo. 

Estos resultados ponen en evidencia que la insulina incrementa la síntesis 

de proteínas, DNA y RNA en ejes de maíz, de manera tejido específico y 

que la raíz es el tejido blanco en este sistema biológico. 

L-___________________________ __ -
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INTRODUCCION 

Los reguladores de crecimiento son compuestos endógenos de 

estructura peptídica que juegan importantes tareas en la regulación de 

la diferenciación y crecimiento en los organismos animales. 

La insulina y los IGF's (Insulina-like growth factors), se han caracterizado 

como reguladores de procesos biológicos de las células eucariotas 

durante su crecimiento y sobrevivencia, además de inducir la 

traducción selectiva de mRNAs (Meyuhas y col., 1996; Martelli et al., 

1999). En efecto, estos factores modulan la síntesis de proteínas por la 

estimulación de una ruta de transducción de señales que ha sido 

estudiada en animales. 

Actualmente se ha descubierto que los efectos reguladores de 

insulina/IGF son realizados a través de diferentes vías de señalización, 

con la participación de un receptor tipo tirosina cinasa, la cascada de 

proteínas cinasas activadas por mitógenos (MAPK), la vía dependiente 

de fosfolípidos y otras (Pertseva y col., 2003). En plantas no hay reportes 

que indiquen la existencia de factores de crecimiento del tipo IGF-I e 

IGF-II, ni de las vías de transducción que estos factores pudieran estar 

regulando. Sin embargo, algunos estudios previos indican la presencia 

de péptidos semejantes a Insulina/IGFs en diferentes sistemas vegetales, 

a los cuales, no se les ha relacionado con una función endógena 

determinada. (Kazuky y Hisashi; 2004, Garda y col., 2001). 

El objeto de este trabajo de investigación, es el de contribuir al 

conocimiento de los factores que regulan el control traduccional, el 

crecimiento y la proliferación celular en plantas. 

Además se pretende proporcionar evidencia sobre la similitud entre los 

sistemas animales y los de plantas en cuanto a sus mecanismos de 

crecimiento y proliferación y la evolución paralela de ambos. 
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ANTECEDENTES 

Hormonas de crecimiento en plantas: 

Se sabe que sustancias llamadas hormonas del crecimiento tienen 

funciones determinantes en el desarrollo y crecimiento de las plantas, es 

claro que también el ambiente puede modificar este desarrollo 

(Salisbury y Ross., 1994). 

Para entender como puede una hormona afectar el crecimiento y 

desarrollo de las plantas es necesario definir lo que es una hormona: es 

un compuesto orgánico que se sintetiza en alguna parte de la planta y 

posteriormente es translocada a otra parte de la planta, en donde, a 

concentraciones muy bajas causa una respuesta fisiológica (Salisbury y 

Ross., 1994). 

Hasta la fecha se han descrito cinco grupos de hormonas vegetales que 

son: 

Auxinas, 

Giberelinas, 

Citocininas, 

Ácido Abscísico y 

Etileno 

Sin embargo en los últimos años ha cobrado relevancia el 

descubrimiento de ciertos factores de crecimiento denominados IGF's 

que en animales ya han sido caracterizados y los resultados indican que 

estos factores de crecimiento, cuya actividad es semejante a la 

insulina, tienen una importante función en el crecimiento y proliferación 

celular (Meyuhas y col., 1996; Martelli et al., 1999). En plantas no han sido 

tan estudiados como en animales pero se tiene evidencia clara de su 

existencia. 
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Para comenzar a introducir el tema es necesario definir como está 

formada la semilla de maíz y posteriormente como transcurre la 

germinación lo cual permitirá entender los experimentos que se llevaron 

a cabo durante la realización de esta tesis. 

Composición de la semilla de maíz: 

La semilla de maíz está constituida por estructuras biológicas 

sumamente complejas, las cuales están formadas por un tejido de 

reserva, un embrión y una cubierta protectora (Kigel y Galili., 1995). 

El maíz (Zea mays L.) es una planta que pertenece a la familia de las 

gramíneas en el grupo de las monocotiledóneas. En la semilla de maíz 

existe un único embrión rodeado por un tejido de reserva llamado 

endospermo. El embrión esta formado por el eje embrionario y el 

escutelo que lo rodea (Fig. A). 

Capa. del pericarpio 
Teeta 
Capa de a!eurona 

--II~ Ent.Ioepenna aml¡¡'c;eo 

Eec;uteIo (c::~lledón) 

...¡.....¡...- CoIeoptiIo 
Plúmula 

:n--l .... - Merietema apical 

\.-.¡ .... - Epll7laeto 

...L. ' 8-_ RatoI"tc::ula 

,--=,-.¡,...-.- Coleorriza 

Figura A: estructura de la semilla de maíz 

Importancia evolutiva y alimentaria de las semillas 

Las semillas han jugado una posición crítica en la evolución de las 

plantas superiores ya que son la forma de dispersión de estos 
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organismos. El éxito con el cual una planta superior se establece 

depende en gran parte de las propiedades fisiológicas y bioquímicas de 

sus semillas, debido a que en las etapas más tempranas del desarrollo, el 

establecimiento de la planta depende de la calidad de los nutrientes 

almacenados en ellas (Bewley y Block., 1994). Por otro lado, la nutrición 

de las poblaciones humanas depende también, en gran medida de las 

semillas por sus reservas alimenticias. Las semillas de cereales y 

leguminosas son la base de la alimentación ya que sus reservas están 

constituidas por carbohidratos, aceites y proteínas las cuales fueron 

almacenadas durante el desarrollo y maduración. 

Germinación de las semillas 

La germinación es un proceso que inicia con la captura de agua por la 

semilla (imbibición) y termina con la protrución de la radícula que 

usualmente coincide con la elongación del eje embrionario. 

Este proceso incluye numerosos eventos entre los que destacan la 

hidratación de membranas y proteínas, cambios en estructuras 

subcelulares, incremento en la respiración, síntesis de macromoléculas y 

elongación celular, la mayoría de los cuales no son únicos de este 

proceso. 

Todos ellos combinados transforman el embrión deshidratado y en 

reposo, con un metabolismo casi indetectable, en un embrión con un 

metabolismo vigoroso que culmina con su crecimiento y desarrollo. En 

un sentido estricto la germinación no incluye el crecimiento de la 

plántula, pero sí del embrión. El momento exacto en el que finaliza la 

germinación se ha considerado como la profusión de una parte del 

embrión, que frecuentemente es la radícula (Bewley y Block., 1994). Este 

evento puede ser el resultado de la elongación celular, la división 

celular o de ambos. 
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Figura B: Crecimiento y desarrollo de planta de maíz 

Eventos Moleculares durante la germinación 

Las semillas maduras, deshidratadas, poseen un mínimo de agua y se 

encuentran en estado metabólico prácticamente inactivo. Cuando 

ocurre la imbibición, la semilla se rehidrata rápidamente y se activa el 

metabolismo celular que permitirá llevar a cabo la elongación del eje 

embrionario, la protrución de la radícula y el posterior establecimiento 

de la planta (Bradford., 1995). 

Por esta razón es que la mayoría de las investigaciones en la bioquímica 

de la germinación y el crecimiento, se enfocan al estudio de los 

procesos antes mencionados, con el fin de determinar cuales son los 

eventos claves indispensables para la germinación de una semilla 

(Bewley y Block., 1994). 

Durante la germinación se activan tres rutas metabólicas: la glucólisis, la 

ruta de las pentosas y el ciclo de Krebs (Botha y col., 1992). Desde el 

punto de vista molecular, la síntesis de proteínas es uno de los eventos 

más importantes y de ocurrencia más temprana durante la germinación 
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de las semillas de maíz, aún antes de la síntesis de RNA's mensajeros 

(Spiegel y Marcus, 1975; Sánchez de Jiménez y Aguilar, 1984; Bewley y 

Marcus, 1990). Hay sobradas evidencias de que en los embriones 

quiescentes de cereales existen muchos de los componentes requeridos 

para el proceso de síntesis de proteínas (Bewley y Block, 1994). Sin 

embargo en esta etapa del desarrollo no hay polisomas formados, lo 

cual indica que no hay actividad de síntesis de proteínas (Sánchez de 

Jiménez y col. 1981). Se ha visto que a partir de la imbibición la 

cantidad de polisomas activos comienza a incrementarse rápidamente 

(Dommes y Van de Walle, 1990; Pramanick y col. 1992). En esta etapa 

temprana la traducción tiene lugar a partir de un conjunto de mRNAs 

específicos producidos durante la maduración de la semilla y son 

almacenados en el eje embrionario en estado quiescente. Se ha 

considerado por numerosos autores que la traducción de estos 

mensajes ocurre de manera diferencial ya que algunos de ellos son 

traducidos en etapas muy tempranas de la germinación, otros se 

traducen de manera más tardía, mientras que algunos no se traducen y 

son degradados (Sánchez de Jiménez y Aguilar 1984; Sánchez-Martínez 

y col. 1986; Bewley y Marcus, 1990). Este fenómeno se debe a la 

existencia de un control transcripcional de los mensajes sintetizados y 

almacenados durante la maduración de la semilla los cuales codifican 

para proteínas que serán requeridas durante la germinación. Se ha 

demostrado además que la síntesis de proteína se realiza en tejidos 

específicos. En maíz se ha reportado que la síntesis de proteínas ocurre 

principalmente en el eje embrionario, el cual tiene altos niveles de 

mRNA (Sánchez de Jiménez y col. 1981). 
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Mecanismo de síntesis d~ Proteínas en eucariotes 

La síntesis de proteínas es uno de los procesos celulares de mayor 

consumo de energía, por lo que su regulación esta finamente acoplada 

al estado metabólico de las células (Warner, 1999; Pestova y Hellen, 

2000; Rutter y col., 2002) . La proliferación celular normalmente requiere 

que la célula en crecimiento ajuste su capacidad de biosíntesis de 

proteínas en respuesta a la disponibilidad de nutrientes, así como a la 

presencia de factores de crecimiento y otras señales químicas. Esa 

respuesta involucra cambios coordinados, ya sea en la velocidad de 

traducción, así como en la abundancia de la maquinaria de síntesis en 

sí, específicamente en el contenido de ribosomas. El acoplamiento 

estrecho entre número de ribosomas y velocidad de crecimiento es 

entendible desde dos puntos de vista. Primero, cuando las células están 

en sus velocidades máximas de crecimiento, bajo las condiciones 

óptimas, es necesaria una alta concentración de ribosomas para 

sustentar las demandas de síntesis de proteínas. Segundo, como la 

síntesis de ribosomas es energéticamente muy costosa, para conservar 

sus recursos, la células deben limitar la producción de nuevos ribosomas 

bajo condiciones en las cuales la demanda de síntesis de proteínas es 

baja, tal como ocurre cuando los nutrientes están en condiciones 

limitantes (Proude, 2002; Bougnet y col., 2003). La síntesis de proteínas es 

también uno de los procesos celulares más complejos, que involucra la 

acción concertada de muchas moléculas de RNA y proteínas, en 

múltiples pasos secuenciales (Pestova y Hellen, 2000). 

Estructura del ribosoma de eucariotes 

Los ribosomas de eucariotes son complejos ribonucleoproteicos con un 

coeficiente de sedimentación 80S. Este complejo está formado por dos 

subunidades distintas con coeficientes de sedimentación de 60S 

(subunidad grande) y 40S (subunidad pequeña). La subunidad grande 
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contiene cerca de 50 proteínas diferentes y 3 moléculas de rRNA de 5S, 

5.8S y 28S respectivamente. Por otro lado 19 subunidad pequeña consta 

de una molécula de rRNA 18S y aproximadamente 30 proteínas 

diferentes (Lewin, 1997). 

El proceso de síntesis de proteínas 

La síntesis de proteínas es parte integral de la expresión genética y 

contribuye en la modulación de la expresión de genes específicos y se 

divide en tres fases principales: 

- Iniciación: donde ocurre el reconocimiento del RNA mensajero 

por parte del complejo de traducción. Como primer paso se 

produce la interacción entre la subunidad ribosomal 40S y los 

factores e1F-3 y elF1 A; el RNA de transferencia que porta el primer 

aminoácido (tRNA-Met) y el factor e1F-2 se unen para formar un 

complejo, el cual interactúa con el extremo 5' del mRNA 

previamente reconocido por los factores e1F-4 (4F, 4G, 4A Y 4B) 

(Kosak, 1991); posteriormente se posiciona el tRNA-Met en la 

tripleta de iniciación AUG, se liberan los factores de iniciación y se 

une la subunidad 60S para formar el complejo de iniciación 80S 

(Pain, 1996). 

Elongación: Ha sido poco estudiada en eucariotes pero se 

considera que ocurre de manera similar a los procariotes, con la 

participación de los factores de elongación eucarióticos eEF 1 A Y 

1 B Y el eEF2 (Merrick, 1992). Esta fase de elongación involucra la 

adición secuencial de aminoácidos con la formación de enlaces 

peptídicos, mediante la actividad peptidil transferasa, de una 

ribozima y un grupo de fosfoproteínas ácidas de la subunidad 60S 

que coadyuvan a la progresión de la elongación (M6I1er, 1990; 

Remacha y col., 1995) 

- Terminación: La fase de terminación ocurre cuando aparece el 

codón de terminación (UAA, UAG, UGA) que no puede ser 

reconocido por ningún tRNA, estos codones son reconocidos por 

10 



los factores de terminación y posteriormente el factor de 

liberación eRF promueve la ruptura del peptidil-tRNA, liberándose 

así la proteína. El GTP enlazado al factor eRF reconoce al codón 

de terminación e induce la hidrólisis del aminoacil enlazado, 

conjuntamente con la hidrólisis del GTP. Finalmente se liberan el 

péptido, el factor eRF y GDP (Browning y col., 1990). 

En organismos eucariotes se han encontrado solo dos factores de 

terminación denominados eRF1 y eRF3 de los cuales eRF1 es capaz de 

reconocer los tres codones de terminación y eRF3 tiene actividad de 

GTPasa dependiente de la formación del complejo eRF1/eRF3 

(Merkulova y col. 1999). 

La síntesis de proteínas en plantas 

En el caso específico de las plantas, el mecanismo de síntesis de 

proteínas y los factores que lo regulan son temas cuya investigación se 

ha incrementado en los últimos años (Browning, 1996; Gallie, 1996; 

Bailey-Serres, 1999; Dinkova y col., 2000). Se han realizado múltiples 

estudios sobre la actividad de los factores eIF-4F, 4A, 4G, 20, y algunos 

relacionados con su modificación por fosforilación (Browning, 1990; 

Webster y col., 1991; Le y col., 1997). Una de las características más 

importantes en plantas, con respecto a los mamíferos, es el 

descubrimiento de dos isoformas antigénicamEmte distintas, pero 

funcionalmente similares para el complejo elF4F denominadas elFis04F y 

elF4F (Browning y coL, 1992). Cada uno de estos complejos tiene 

componentes elF4e y elF4G diferentes por lo cual en plantas hay dos 

isoformas e1F4E/e1Fis04E y dos isoformas e1F4G/e1Fis04G (Browning y coL, 

1998). 

A pesar de que no existen homólogos de las proteínas de unión al factor 

elF4E en plantas, recientemente se reportó que la lipooxigenasa tipo 2 

de Arabidopsis thaliana puede hacer interacciones con elF4E /elFis04E 
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a través de una región similar al motivo conservado de unión del elF4E 

(Freire y col., 2000) . 

Control Traduccional 

La expresión de la mayoría de los genes es regulada temporal y 

espacialmente. Esta regulación ocurre en múltiples pasos y a diferentes 

niveles: en la síntesis y degradación del RNA, incluyendo la transcripción, 

el procesamiento, transporte y estabilidad del mRNA; en alguno de los 

pasos de la traducción, así como en la estabilidad de la proteína y sus 

modificaciones postraduccionales (Clemens y Bommer, 1999; Gringas y 

col., 2001 ) . 

Rutas de señalización que inciden en el control traduccional 

La insulina y los factores de crecimiento semejantes a insulina (IGFs) son 

los efectores mejor caracterizados de la vía de transducción que regula 

la síntesis de proteínas. Estudios extensivos de la biología de la insulina y 

de los IGFs, han mostrado que el sistema insulina/IGF está compuesto de 

dos subsistemas complementarios e interactuantes que gobiernan el 

crecimiento, el metabolismo, la reproducción y la longevidad de las 

células, (Saltiel y Kahn, 2001; Oldham y Hafen, 2003). Por un lado, la 

insulina, secretada por las células B del páncreas en respuesta a altas 

concentraciones de glucosa san guinea, regula principalmente el 

metabolismo anabólico en tejidos clásicos sensibles a insulina como el 

hígado, el músculo y el tejido adiposo (Saltiel y Kahn, 2001). Por otro lado 

encontramos a los denominados IGFs que al ser regulados por la 

hormona de crecimiento, son esenciales para regular el crecimiento y el 

tamaño corporal tanto de manera prenatal (IGF-I e IGF-II) como de 

manera postnatal (IGF-I) (Efstratiadis, 1998). 
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Los receptores de insulina e IGFs son miembros de una familia de 

receptores para factores de crecimiento tipo cinasa de residuos de 

tirosina (Ulrich y Schlessinger, 1990), ubicados en la membrana 

plasmática de las células blanco. Estos receptores se activan con la 

unión de insulina o IGFs provocando su actividad intrínseca de tirosina 

cinasa que inicia una cascada de reacciones, que involucra múltiples 

rutas de señalización, tales como las vías de fosfatidil inositol 3-cinasa 

(PI3K) y la de las proteínas cinasas activadas por mitógenos (MAPKs), 

responsables de los diversos efectos de estos factores de crecimiento, 

tales como los incrementos en el tamaño celular, en la síntesis de 

proteínas, la división celular, en la migración celular y la inhibición de la 

apoptosis (Butler y colo, 1998; Peruzzi y colo, 1999; Imani y Clemons, 1999). 

Los estudios sobre el control de crecimiento en levaduras han mostrado 

que es necesario llegar a un tamaño para iniciar la división celular 

(Kozma y Thomas, 2002). En este sistema se ha demostrado que en 

condiciones que impiden el crecimiento celular; tales como falta de 

nutrientes, la división celular se arresta, mientras que mutaciones que 

arrestan el ciclo celular no inhiben el crecimiento celular (Kozma y 

Thomas, 2002). Otros estudios indican también que el crecimiento y 

proliferación, aunque son procesos distintos, están asociados, ya que la 

proliferación requiere previamente del crecimiento (Johnson y colo, 

1997; Kozma y Thomas, 2002). Estos estudios, han ayudado a volcar la 

atención sobre la maquinaria del ciclo celular que dirige la proliferación 

en respuesta a mitógenos, a las rutas de señalización que controlan el 

crecimiento celular a través de la regulación de los eventos anabólicos 

requeridos para que la célula se duplique a sí misma exactamente. 

En la siguiente figura se muestra la vía propuesta de transducción de 

señales inducida por insulina/IGFs. (Nijhout H., 2003) 

13 



DlAPl 

l§J 
I caspases I .. 

'. 
" 

... . 

'. 

..... . .. . . .... . ... .. . . ......... ~Ef3 
I C!<d'J~On" I [ 

Compilación de algunas de las principales vías e interacciones discutidas en el Arolla Workshop 2003. Las 
interacciones representadas aquí sin duda alguna no ocurren simultáneamente, no están todas ellas 
presentes en todos los tipos celulares o en todas las especies. Muchas de las proteínas representadas están 
codificadas por múltiples familias de genes, y diferentes homólogos pueden expresarse en diferentes 
contextos y pueden tener diferentes efectos. Asociaciones en membrana y localizaciones en 
citoplasma/núcleo no están indicadas. Las flechas punteadas indican multi-etapas indirectas o vías 
hipotéticas. 

Vías de señalización en plantas 

En plantas no hay reportes que indiquen la existencia de factores de 

crecimiento del tipo IGF-I e IGF-II, ni de las vías de transducción que 

estos factores pudieran estar regulando. Sin embargo, algunos estudios 

previos indican la presencia de péptidos semejantes a Insulina/IGFs en 

diferentes sistemas vegetales, a los cuales, no se les ha relacionado con 

una función endógena determinada, (Kazuky y Hisashi; 2004, Garda y 

col., 2001) 

Al respecto se reportó en espinaca y Lemna gibba, la existencia de un 

péptido que es reconocido por anticuerpos contra insulina (Collier y 

col., 1987). Se reportó también una proteína de reserva en soya de 4 
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kDa, capaz de unirse a los receptores de insulina de bovino (Hirano y 

col. 1992). 

Posteriormente se reportó la existencia de una proteína leg-insulina en 

hojas de Lupino (lIgoutz y colo, 1997) y recientemente se aisló un péptido 

de la fracción proteica de semillas de frijol de soya con una secuencia 

de aminoácidos semejante a un segmento de la cadena B de insulina 

de bovino (Olivera y col. 1999). Experimentos con algunos de estos 

péptidos han demostrado que son responsables de estimular la ' toma 

de glucosa en tejidos animales (Collier y colo, 1987; Oliveira y col., 1999). 

Sin embargo no se ha estudiado el efecto regulatorio de estos péptidos 

endógenos en las plantas de origen. Por otra parte un reporte señala el 

efecto estimulatorio de insulina en la germinación de semillas de sandía 

y pepino, indicando que estos péptidos provocan un incremento en la 

actividad enzimática, que favorece considerablemente al desarrollo de 

la plántula (Goodman y Davis, 1993). 

Se ha demostrado además, la existencia de receptores membranales 

similares a los receptores de factores de crecimiento en animales 

(Walter, 1994; Braun y Walker, 1996; Becraft, 1998). Los cuales son 

capaces de autofosforilarse en residuos de serina y treonina (Becraft y 

colo, 1996; Jin y colo, 2000). Esto apoya la idea de que en plantas, las vías 

de transducción de señales pudieran ser similares a algunas de 

animales, mediadas por fosforilación de varios sustratos (Watanabe y 

coL, 1994; Tojanek y col., 1996; Hirt, 2000). 

En trabajos recientes desarrollados en el laboratorio se ha identificado, 

en extractos de ejes embrionarios de maíz, un péptido que reacciona 

positivamente a los anticuerpos contra insulina bovina (Zm-IGF); el cual 

mostró un efecto similar a insulina en el proceso de germinación de 

maíz, y que son característicos de la vía de transducción de señales 

regulada por insulina y los IGFs (Garda-Flores y col., 2001). Además se ha 

demostrado la presencia de una vía de transducción de señales que es 

estimulada por Zm-IGF o insulina y que involucra a la enzima ortóloga en 
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maíz de la p7OS6k de mamíferos (Reyes de la Cruz y col. 2004) ya que 

estos factores inducen un incremento en la fosforilación de la proteína 

ribosomal S6. Se ha visto también; que al tratar los ejes con insulina o Zm

IGF se induce un incremento marcado en el reclutamiento de 

mensajeros tipo 5'TOP (Stewart y Thomas, 1994; Meyuhas y col., 1996) 

hacia polisomas, como son los de las proteínas ribosomales y del factor 

de traducción elFis04E (Dinkova y col. 2000). 

Características generales del ciclo celular 

El ciclo de división celular en eucariotes ocurre a través de una serie de 

procesos interrelacionados que se han desarrollado para crear dos 

células hijas genéticamenJe idénticas de una célula madre. La función 

principal de este ciclo es la replicación fiel del genoma y su 

empaquetamiento en los cromosomas (Garda-Flores, 2002). 

El desarrollo de un organismo multicelular requiere de la ejecución 

precisa de procesos entre los que se incluyen crecimiento, proliferación 

y diferenciación. El ciclo celular es una secuencia coordinada de 

replicación de DNA y mitosis y es coordinado por vías de señalización, 

por lo que la regulación de este y sus efectos en el desarrollo celular es 

sumamente complejo (Levine E., 2004). 

Los procesos involucrados en el ciclo celular pueden distinguirse 

estructural y bioquímicamente en fases de actividad reconocidas 

como periodos del ciclo celular. El ciclo celular está formado por 4 fases 

diferentes: la fase G 1, que es un periodo de crecimiento celular, la fase 

S donde ocurre la síntesis de DNA, la fase G2 que es una segunda fase 

de crecimiento celular y finalmente, la fase M (mitosis) donde tiene lugar 

la división de la célula (Coleman, Marshall y Olson 2004). 
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La duración promedio del ciclo celular varía de un tipo celular a otro, y 

aún dentro del mismo tipo celular, esto se debe a que las células se 

dividen a diferentes velocidades. (Curtis H., Flores,G. , 2000). La 

diferencia principal entre las células que se dividen lenta o 

rápidamente, está dada por la duración o el tiempo en que la célula 

permanezca en la fase G 1 (Cheatham et al. 1995). 

Fases del ciclo celular 

Fase Go 

Es un estado celular discreto y separado con un patrón metabólico 

único (Baiza et 01., 1989), se le ha definido como un estado en el que las 

células se encuentran quiescentes o durmientes. Antes de alcanzar el 

punto R las células pasan de G 1 a este estado de reposo en el cual 

pueden permanecer días, semanas ó incluso años (Curtis H., Flores,G. , 

2000). 

FaseG, 

La duración de esta etapa es muy variable y la diferencia principal 

entre las células que se dividen lenta y rápidamente es el tiempo que la 

célula permanezca en esta fase. (Cheatham et 01., 1995) 

Dentro de esta fase se encuentra una etapa temprana en la que se 

revisa el estado metabólico general de la célula, antes de avanzar 

hacia una etapa tardía en la cual se presentan mecanismos 

reguladores hacia el inicio de la duplicación del DNA. Esta etapa se 

denomina punto de restricción R (Curtis H., Flores,G. , 2000) 

Antes del punto de restricción R de esta fase, la célula puede 

emprender el camino hacia diferentes estados celulares como la 

quiescencia, la diferenciación o la meiosis, mientras que al concluirla la 

célula está comprometida para dividirse. 

Esta es la fase en la que la célula en división puede abandonar el ciclo 

celular hacia un estado de desarrollo vegetativo o de diferenciación, la 
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determinación del camino que una célula debe seguir esta regulado en 

parte por factores externos como: 

hormonas, 

circunstancias nutricionales, 

estrés, 

Factores ambientales (luz, temperatura, humedad, etc.) 

Estos factores afectan la fase G 1 antes del punto R. 

Durante la fase G 1 se inicia el crecimiento de la célula, lo cual se 

caracteriza por un aumento en la masa celular, el tamaño del núcleo, el 

número de ribosomas, el metabolismo del rRNA, la síntesis de otros tipos 

de RNAs y el cambio en los niveles de las diferentes polimerasas. 

También se incrementa la síntesis de proteínas como: 

calmodulina 

ornitina descarboxilasa 

p53 

proteínas citoplásmicas 

enzimas que interviene en el proceso de duplicación de DNA 

histonas. 

Durante G 1 hay cambios muy evidentes en la morfología de la célula los 

cuales continúan durante todo el ciclo celular. 

Fase S 

En esta fase se realiza la duplicación del genoma y su duración parece 

estar determinada por el número de sitios de iniciación que operan. 

Existe un orden temporal de duplicación dentro de los diferentes 

segmentos de un solo cromosoma, el cual se conserva a través de las 

divisiones sucesivas. 

Por otra parte la síntesis de histonas (con algunas excepciones) está 

restringida a la fase S y sólo durante esta etapa las secuencias del 

mRNA para las histonas se encuentran en cantidades significativas en el 
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núcleo y en el citoplasma; lo cual implica que hay síntesis activa de 

dichos mRNA. (Curtis H., Flores, G., 2000) 

Fase G2 

Esta fase representa el tiempo que la célula necesita para sintetizar los 

elementos necesarios para la condensación cromosómica y la 

formación del aparato mitótico a los cuales se ha denominado 

"factores mitóticos" y se caracterizan por tener afinidad con la 

cromatina y son del tipo de las histonas (Navarrete y col., 1983; 

Cuadrado y col., 1985) 

Mitosis 

Una vez terminada la fase G2, las células entran en la fase de mitosis en 

la cual surgen grandes cambios estructurales. En esta fase el aparato 

mitótico asegura la separación equitativa de los cromosomas, también 

se requiere de factores relacionados con la condensación y 

descondensación de la cromatina y con la retracción y 

reestructuración de la envoltura nuclear. 

La tasa de síntesis de proteínas se reduce a un 20% durante la mitosis 

con respecto a la tasa que se detecta en células en interfase. 

Aparentemente la disminución se debe a una inhibición en la iniciación 

de la traducción, de tal manera que los ribosomas no pueden unirse al 

mRNA. 

Ciclo celular en plantas 

El análisis del ciclo celular y su regulación en plantas superiores no está 

tan avanzado como en animales y microorganismos. 

Se sabe que en semillas de maíz la mayor parte de células embrionarias 

están bloqueadas en la fase G 1 del ciclo celular (Deltour y Jacqmard, 

1974), y aún después de las 12 horas del inicio de la imbibición, la 

19 



mayoría de las células (75%) permanecen en fase G l. Aún cuando un 

porcentaje importante de las célu!as se empieza a mover hacia la fase S 

a este nivel no se detectan células en mitosis (Baiza y coL, 1989; 

Georgieva y col., 1994a) . 

Esto implica que en los ejes embrionarios de las semillas de maíz, el 

alargamiento precede a la división celular. Sin embargo en otras 

semillas, la diferencia en tiempo entre la división y el alargamiento es 

cercana, pero no existen evidencias fuertes que confirmen que la 

división anteceda al alargamiento (Vázquez-Ramos, 2000). 

Por otra parte se sabe que los reguladores de crecimiento vegetal 

como auxinas y citocininas intervienen en el ciclo celular, por lo que 

tienen una función importante en la regulación del desarrollo y 

crecimiento vegetal (Salisbury y Ross., 1994). 

En maíz se han hecho estudios del ciclo celular durante la germinación, 

utilizando marcadores proteicos, fitoreguladores como citocininas y 

ácido abscícico (ABA), lo cual ha permitido determinar que la semilla 

seca cuenta con niveles basales de proteínas tales como: DNA 

polimerasas, la cinasa p34cdc2 , ciclina B, ciclina e, cinasa cdk, proteína 

p53 y E2F, Y los niveles de estas proteínas varía durante la germinación 

(Vázquez-Ramos, 2000). 

Aunque ya existen avances relevantes, todavía no se sabe con claridad 

cuales son las vías que están involucradas en la regulación por factores 

de crecimiento, del ciclo celular en plantas. 

Regulación del ciclo celular: 

Las células en división de diferentes especies muestran variaciones 

características en la duración y el patrón del ciclo celular pero en 

general en todos los organismos es importante que las células se dividan 

sólo cuando hayan alcanzado el tamaño suficiente para asegurar que 
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las células hijas resultantes contengan toda la maquinaria metabólica 

necesaria para la supervivencia (Curtis H., Flores,G. , 2000). Esto implica 

que el crecimiento celular es un prerrequisito para que las células 

puedan dividirse. 

Un aspecto fundamental de este crecimiento lo constituye la biogénesis 

de ribosomas, la cual constituye la maquinaria para sintetizar nuevas 

proteínas y asegurar el contenido biológico de las células hijas. 

En ciertas condiciones, las células no son estimula bies y permanecen en 

un estado de reposo o Go. Para salir de este estado se requiere que 

sean estimuladas por factores de crecimiento. 

Por otra parte la síntesis de macromoléculas como DNA, RNA y 

proteínas, está regulada de un modo característico durante el ciclo 

celular. El DNA y las histonas, componentes de la cromatina se sintetizan 

solamente durante la fase S. El RNA y las proteínas citoplásmicas se 

sintetizan continuamente durante toda la interfase. Sin embargo, 

durante la mitosis disminuye dicha síntesis. 

La regulación de la proliferación celular se ha atribuido a la etapa G 1 

del ciclo celular (Jones y col., 1999). Se ha estudiado también la 

importancia de plos6k durante la mitosis. Al respecto se determinó que 

plOS6k tiene una función esencial durante G 1 fosforilando a la proteína 

S6 de la subunidad ribosomal 40S con lo cual se promueve la síntesis de 

proteínas durante esta fase, este es uno de los requisitos determinantes 

para que la célula pase a la fase S, por tanto, p7OS6k además de formar 

parte de una vía de transducción de señales, también es un factor que 

interviene en la regulación de la progresión del ciclo celular (Lane y col., 

1993). 

Se ha demostrado que la rapamicina inhibe la actividad de p7OS6k y las 

regiones omino y carboxilo también participan en su regulación celular 

(Cheatham y col. 1995). La actividad de plos6k se incrementa cuando 

se adicionan factores de crecimiento mediante un mecanismo en el 
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cual participan las proteínas G (Chou y Blenis., 1996; Takuwa y col., 1999; 

Jones y col., 1999). 

La progresión de las fases del ciclo celular requiere de la acción de 

diversos factores. Las investigaciones en los últimos años se han 

concentrado en eventos postraduccionales como fosforilaciones y 

desfosforilaciones de proteínas como ciclinas (Evans y col., 1983), 

cinasas dependientes de ciclinas (cdk) y los complejos ciclina/ cdk 

(Pines, 1993; Hutchison y Glover, 1995), debido a que son los 

mecanismos principales que controlan eventos importantes en la 

interfase y mitosis. 

Se ha comprobado que los controles regulatorios básicos de la división 

celular están evolutivamente conservados en plantas y dada la 

facilidad de generar plantas tronsgénicas en comparación con la 

posibilidad de obtener animales transgénicos, las plantas ofrecen un 

sistema experimental excelente para el control de la división celular 

durante el desarrollo de un organismo multicelular. 

Como resumen podemos decir que existen factores que controlan la 

proliferación celular, tales como: ATP, AMPc, GMPc, tamaño nuclear y 

celular, síntesis y cantidad de rRNA, síntesis de proteínas ribosomales, 

fosforilación y desfosforilación de histonas, síntesis ó fosforilación de no 

histonas y la presencia de proteínas catalogadas como factores de 

crecimiento (IGF-I e IGF-II). Aunque estas investigaciones se han 

desarrollado en animales y la información en plantas aún es escasa 

para definir del todo la regulación del ciclo celular, se sabe que las 

bases generales del ciclo celular en plantas es semejante al de animales 

(Meyuhas y col., 1996) 
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JUSTIFICACiÓN 

La investigación en animales sobre la regulación de la expresión 

genética durante los procesos de crecimiento, proliferación y 

diferenciación celular ha presentado avances importantes, tal es el 

caso del proceso de traducción y los mecanismos que la regulan 

(Meyuhas et aL, 1996; Bushell et aL, 2000; Raugth et al 2000). A este 

respecto existen reportes que indican que la insulina y los factores de 

crecimiento "insulin -like" (IGF's) regulan tanto el crecimiento como la 

proliferación celular en animales (White and Kahn., 1994; Brzozowsky y 

coL, 2002; Thomas G y coL, 2004). 

Estos factores de crecimiento regulan !a síntesis de proteínas en los 

tejidos blanco a través de la estimulación de una ruta de transducción 

de señales que involucra la fosforilación de la proteína ribosomal S6. El 

estímulo de estos factores provoca la traducción selectiva de mRNAs 

que contienen una secuencia rica en pirimidinas en su extremo 5' no 

traducible (UTR), denominados 5'TOP mRNAs (Meyuhas y coL, 1996; 

Martelli et aL, 1999), entre los que predominan los mRNAs que codifican 

para la síntesis de proteínas ribosmales. 

Estudios realizados en maíz sobre el efecto de insulina durante la 

germinación, han descrito que la insulina induce mecanismos de control 

de la traducción (Sánchez de Jiménez et aL, 1999). Se ha demostrado 

que la fosforilación de la proteína ribosomal S6 participa en la 

regulación de la síntesis de proteínas durante la germinación de maíz 

(Sánchez de Jiménez et aL, 19970 y 1997b) Y responde a estímulos con 

insulina en forma similar a la descrita en mamíferos (Sánchez de 

Jiménez et aL, 1999); resultados que sugieren fuertemente la existencia 

de una ruta de transducción de señales en maíz semejante a la 

inducida por insulina en animales. Aunado a estos resultados se ha 

identificado en maíz un péptido de 20 kDa que es reconocido por 
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anticuerpos contra insulina bovina y que estimula la síntesis de proteínas 

ribosomales, a través de una ruta de transducción de señales que 

involucra la proteína ribosomal S6 (Garda Flores et al, 2001) . En 

leguminosas también se ha descrito un péptido de 4 kDa que activa 

una vía de transducción de señales tipo tirosina (semejante a la vía de 

insulina en mamíferos) cinasa unido a un péptido de 43 kDa dando 

como resultado efectos biológicos importantes en el crecimiento de 

cultivos de células de zanahoria (Kasuki and Hishashi, 2004) . 

Conociendo estos antecedentes, consideramos que es muy probable 

que en plantas exista una ruta de transducción de señales inducido por 

un factor de crecimiento similar a los que se conocen en animales, que 

regule el crecimiento y la proliferación celular. 
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HIPÓTESIS 

Si la insulina actúa como un factor de crecimiento tejido específico en 

maíz, entonces su efecto se verá reflejado tanto fisiológica como 

bioquímicamente en el crecimiento, la síntesis de proteínas, la síntesis de 

DNA y de rRNA en los ejes embrionarios de Maíz. 

Objetivo general: 

Analizar el efecto de la insulina en la síntesis de proteínas ribosomales, 

rRNA y la de DNA en ejes embrionarios de maíz e identificar si este 

efecto es tejido específico. 

Objetivos particulares: 

Identificar el efecto de la insulina en tejidos específicos como el 

coleoptilo y la raíz del eje embrionario de maíz. 

Diferenciar el efecto específico de insulina en la síntesis de 

proteínas, rRNA y DNA en raíz y coleoptilo. 

Metas experimentales: 

~ Establecer la metodología para obtener proteínas ribosomales y 

citoplásmicas de la raíz y el coleoptilo del eje embrionario de 

maíz. 

~ Establecer el procedimiento para la extracción de DNA y rRNA 

del coleoptilo y la raíz del eje embrionario de maíz para su 

posterior análisis. 

~ Usar [3H]-TImidina, [35 S]-metionina y [32P]-ortofosfato como 

rastreadores biológicos en la síntesis de DNA, síntesis de proteínas 

y síntesis de rRNA, respectivamente, en los tejidos embrionarios. 
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Estrategia experimental 

Para cubrir los objetivos y comprobar la hipótesis planteada se diseñó la 

siguiente estrategia experimental: 

1) Semillas de maíz fueron germinadas durante diferentes periodos 

de tiempo y los ejes embrionarios se disecaron. 

2) Se implementó un sistema de incubación para el eje embrionario 

completo con insulina, sin insulina y con el precursor radiactivo. 

3) Posteriormente se separaron la radícula del coleoptilo para ser 

analizados por separado. 

4) Se evaluó el efecto de la insulina en la síntesis de proteínas 

mediante la incorporación de [35 S]-metionina. 

5) Se analizó el efecto de la insulina en la síntesis de rRNA mediante 

la incorporación de [32P]-ortofosfato. 

6) Se analizó el efecto de la insulina en la síntesis de DNA mediante 

la incorporación de [3H]-TImidina. 

Con el uso de estas estrategias experimentales probar la hipótesis 

planteada para dilucidar el efecto de insulina sobre el crecimiento y 

proliferación de cada uno de los tejidos del eje embrionario (radícula 

y coleoptilo). 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Material Biológico: 

En todos los experimentos realizados en este trabajo, se utilizaron semillas 

de maíz (Zea mays L.) de la variedad Chalqueño, de diferentes tiempos 

de germinación, los cuales fueron posteriormente disecados con la 

ayuda de un microscopio de disección en los dos tejidos objeto de esta 

investigación (radícula y coleoptilo). 

Metodologías: 

Germinación de las semillas de maíz: 

Para evitar el crecimiento de hongos que intervinieran en el proceso de 

germinación, se llevo a cabo la desinfección previa de las semillas 

sumergiéndolas en una solución de hipoclorito de sodio al 5 % por 5 

minutos y se enjuagó con abundante agua estéril hasta que el olor a 

hipoclorito desapareció (5 lavados). Posteriormente se colocaron todas 

las semillas en charolas de plástico con algodón húmedo y se incubaron 

durante el tiempo especificado para cada experimento en una 

incubadora vertical a 25 ± 2°C en oscuridad. 

Disección y cuantificación del peso del eje embrionario: 

Una vez germinadas las semillas se disecaron los ejes embrionarios con la 

ayuda de una navaja evitando lesionarlos y se colocaron sobre algodón 

húmedo para conservar su viabilidad, se pesaron y posteriormente se 

sometieron a los diferentes estímulos en cajas petri con 3 mi de medio 

MS (cantidad suficiente para mantener su crecimiento y evitar que se 

ahogaran en la solución). Después del tratamiento al que fue sometido 
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cada uno de los lotes se enjuagaron 3 veces con 5 mi de agua estéril y 

n~evamente se pesó cada uno de los lotes. 

Separación de los tejidos del eje embrionario: 

Los ejes ya enjuagados se colocaron sobre hielo para evitar que 

siguieran su desarrollo. Con la ayuda del microscopio de disección se 

llevó a cabo la separación de coleoptilos y raíces agrupándolos en lotes 

dependiendo del tratamiento al que correspondían, se pesaron y se 

congelaron a -70°C para posteriormente procesarlos. 

Incorporación de (35 SI- Metionina en los tejidos del eje embrionario de 

maíz: 

Se disecaron los ejes embrionarios de la semilla de maíz e las 24 h de 

germinación y se incubaron durante 2 h en 3 mi de medio MS 

(aproximadamente 2,0 g de embriones por tratamiento) en oscuridad a 

25 ±. 2°C en presencia de 200 IJCi de [35S]- Metionina (para medir la 

incorporación de la misma a las proteínas sintetizadas de novo) y los 

siguientes tratamientos: 

Control (no estimulados) 

Insulina (200IJU/ml) 

Insulina (200IJU/ml) + Rapamicina (O.lIJM) agregada 15 mino antes 

que la insulina. 

Al final se enjuagaron, separaron y congelaron como se mencionó 

anteriormente. 
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AISLAMIENTO Y CUANTIFICACiÓN DE PROTEíNAS RIBOSOMALES y 

CITOPLÁSMICAS. 

Extracción de proteínas ribosomales. 

1) Se molió el tejido en presencia de nitrógeno líquido y se adicionaron 4 

volúmenes de buffer de extracción. 

2) Se centrifugó a 15,000 rpm (30 mino / 2-4°C) en la centrifuga Sorvall RC 5C 

Plus con rotor tipo SS-34. 

3) Se colocó el sobrenadante sobre un colchón de sacarosa 0.5M y KCI 0.5M 

en buffer de extracción (2.0 mi de colchón por cada 7- 8 mi de muestra). 

4) Se ultracentrifugó a 50,000 rpm (3 h/2-4°C) en la ultracentrífuga Sorvall con 

rotor tipo 75 TI, serie # 582. 

5) El pellet se resuspendió en un volumen mínimo de A3 (su composición esta 

en la parte de reactivos), se añadió acetato de Mg 1 M (décima parte) y 2 

volúmenes de ácido acético glacial (en agitación manual ocasionalj 

manteniendo en hielo mínimo 1 h. 

6) Se centrifugó 03000 rpm (1 mino /2-4°C)) en la centrifuga Sorvall RC 5C Plus 

con rotor tipo SS-34. 

7) Las proteínas se precipitaron del sobrenadante con 5 volúmenes de 

acetona fría y se dejó a -20°C durante toda la noche. 

8) Se centrifugó a 8,000 rpm (15 mino /2-4°C) en la centrifuga Sorvall RC 5C Plus 

con rotor tipo SS-34. 

9) Se evaporó la acetona totalmente. 

10) Se resuspendieron las proteínas en un mínimo volumen de agua 

desionizada. 
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Extracción de proteínas citoplásmicas. 

Al sobrenadante del punto 4 

1) Se le añadió TeA a una concentr~ción final de 10% para precipitar las 

proteínas 

2) Se centrifugó a 5,000 rpm. (5 mino / 2-4°C)) en la centrifuga Sorvall Re 5e 

Plus con rotor tipo SS-34. 

3) Del sobrenadante se tomó una alícuota para medir la poza y el pellet de 

proteínas fue resuspendido en un mínimo volumen de agua desionizada y se 

neutralizó con KOH 1 M. 

Cuantificación de la marca radiactiva por centelleo líquido. 

De las proteínas obtenidas tanto citoplásmicas como ribosomales y del 

sobrenadante del punto 3 de extracción de proteínas citoplásmicas se tomó 

una alícuota de 20 ~I, la cual se puso en viales de centelleo conteniendo 5mL 

de líquido de Bray (composición en la parte de reactivos) y se cuantificó la 

radiactividad incorporada utilizando un contador de centelleo líquido 

Beckman Ls 6000 1 c. 

Cuantificación de proteínas por el método de Bradford 

1) Se tomó una alícuota de muestra (0.5-20 ~I) 

2) Se llevó a 800 ~I con agua. 

3) Se añadieron 200 ~I de reactivo de Bradford. 

4) Se mezcló la reacción y se cuantificó absorbencia en el espectrofotómetro 

UV-Vis (Beckman DU-650) a 595nm. 

5) Se extrapoló la absorbencia en la curva patrón de albúmina que se 

encuentra en el anexo. 
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INCORPORACiÓN DE [32P]-ORTOFOSFATO - SíNTESIS DE rRNA. 

Lotes de 2.5 g de ejes embrionarios de 24 ± 2 horas de germinación los cuales 

se incubaron en 3 mi de medio MS durante 1.5 horas en presencia de 300 

~Ci/ml de [32P]-Ortofosfato (para medir su incorporación a el rRNA sintetizado 

de novo) de acuerdo a los siguientes tratamientos. 

LOTE 1: control 

LOTE 2: Insulina 200 ~U/ml 

LOTE 3: Insulina 200 ~U/ml + Rapamicina O, 1 ~M 

Pasado el tiempo los ejes se enjuagaron, separaron y congelaron como se 

mencionó anteriormente para posteriormente llevar a cabo la extracción de 

RNA total. 

Extracción de RNA total por el método de TRIZOL 

(Chomczynski, P. and Sacchi, N., 1987) 

1) Se homogenizó el tejido en nitrógeno líquido. 

2) Se colocó en un tubo de microfuga de 1.5ml y se añadió 1 mi de trizol. 

3) Se mezcló un par de veces con la ayuda del vortex. 

4) Se mantuvo el tubo 5 mino a temperatura ambiente 

5) Con ayuda del vortex se agitó un par de segundos 

6) Se centrifugó a 10,000rpm, 10 min., 4°C en la centrifuga (GS-15R 

Beckman) 

7) Separamos el sobrenadante y se adicionaron 200~1 de cloroformo 

8) Se agitó nuevamente con la ayuda de vortex y se mantuvo a 

temperatura ambiente 1 minuto. 

9) Centrifugamos a 12,000 rpm, 15 min 4°C. 

10) Separamos la fase acuosa y adicionamos 750~1 de isopropanol. 

11) Incubamos a -20°C durante 1.5 horas. 

12) Centrifugamos a 6,000 rpm, 20 min, 4°C. 

13) Lavamos el pellet con 1 mi de etanol frío al 70%. 

14) Se centrifugó a 6,000 rpm, 2 min, 4°C 

15) Se quitó el etanol y se resuspendió el pellet en 200 ~I de agua DEPC. 

16) Agregamos 50 ~I de LiCI y se dejó a -4°C toda la noche (12 h). 
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17) Centrifugamos a 10,000 rpm, 10 min., 4°C. 

18) Se lavó el pellet 2 veces con 1 mi de etanol frío al 70% y se centrifugó a 

10,000 rpm, 10 min ., 4°C en cada ocasión . 

19) El pellet se resuspendió en buffer TEN (composición en la parte de 

reactivos) y se añadió 1 mi de etanol absoluto. 

20) Incubamos a -20°C por 15 mino 

21) Se centrifugó a 12,000 rpm, 10 min., 4°C 

22) Se lavó el pellet con 1 mi etanol frío al 70% 2 veces centrifugando en 

cada ocasión 12,000 rpm, 1 min., 4°C. 

23) El pellet obtenido se resuspendió con 50-100 ¡JI de agua DEPC y se 

cuantificó la absorbencia en el espectrofotómetro UV-Vis (Beckman 

DU-650) a 260-280 nm. 

24) Se prepararon los geles de agarosa (2%) para RNA. 

Elaboración de geles de agarosa (2%) para el análisis de rRNA. 

1) Se pesaron 0.6 g de agarosa 

2) Se disolvieron calentando en 30 mi de buffer TBE 1 X (composición en la 

parte de reactivos). 

3) Se agregó 1 ¡JI de Bromuro de etidio al 1 %. 

4) Se enfrió a 45°C aproximadamente y se vertió en el molde. 

5) Se dejó solidificar el gel y en el momento que estuvo listo se colocó 

buffer TBE 1 X en la cámara y se llenaron los pozos con la misma 

cantidad de RNA de cada una de las muestras. 

6) Se corrieron los geles a 85 mA por 1.5 horas. 

7) Se observaron las bandas en el transiluminador de luz UV y se 

fotografiaron los geles para posteriormente transferirlos por capilaridad 

a una membrana de nylon. 
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Transferencia de RNA por capilaridad. 

1) Se usó el Buffer 20X sse (3M NaCl y 0.3 M de citrato de sodio) para hacer la 

transferencia 

2) Se hidrató la membrana Hybond™ N+ de Amersham con agua desionizada 

estéril. 

3) Se armó el siguiente sistema. 

Peso de I~ 

a an de penádlco de 
9X~ an 

3 papel filtro de 
9~an 

Membrana de nylon 

3 papel filtro de 
9~an 

Buffer 20X 55C 

4) Se dejó el sistema transfiriendo por 17 horas a temperatura ambiente. 

5) Se retiró la membrana y se fijo con luz ultravioleta por unos segundos 

después de secarse. 

6) Se colocó la membrana en un cassette para revelarla posteriormente en el 

FLUOR-S. 

7) Se expuso por 3 semanas a -70oe. 
8) Se reveló la placa en el FLUOR-S y se hizo el análisis correspondiente. 
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INCORPORACiÓN DE [3H]-TIMIDINA - SíNTESIS DE DNA 

Se hicieron lotes de 2.5 g de ejes embrionarios de 36 horas de germinación los 

cuales se incubaron en 3 mi de medio MS durante 12 horas en presencia de 

151JCi/ml de [3H]-Timidina (para cuantificar su incorporación al DNA sintetizado 

de novo) y pasado este tiempo se colocaron por 12 horas los tratamientos 

respectivos. 

LOTE 1: control 

LOTE 2: Insulina 200 IJU/ml 

LOTE 3: Rapamicina O,lIJM 

LOTE 4: Insulina 200 IJU/ml + Rapamicina O,lIJM 

Pasado el tiempo de tratamiento se procedió al enjuague, separación y 

congelación para posteriormente llevar a cabo la extracción de DNA. 

Método para extracción de ONA usando eTAB 
(Murray and Tompson, J 980), 

1) Se homogeneizó con nitrógeno líquido el tejido y se pasó a un tubo 

para centrífuga resistente a solventes. 

2) Se añadió la solución de extracción de DNA (CTAS 10%, Tris 100mM, pH 

8, EDTA 20mM, NaCl O.7M) Ambas a 65 oc. 
3) . Se incubó a 65°C durante 60 mino 

4) Se extrajo con un volumen igual de la mezcla Cloroformo-alcohol 

Isoamílico (24:1) y se centrifugó a (7,500 g, 5 min., 4°C) en la centrifuga 

Sorvall RC 5C Plus con rotor tipo SS-34. 

5) Se añadió 1/10 de CT,A,B/NaCI (CTAS 10%, NaCl O.7M) a la fase acuosa 

y se mezcló por inversión para volver a extraer y centrifugar 

nuevamente bajo las mismas condiciones del punto 4. 
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6) Se añadió a la fase acuosa la solución de precipitación (CTAB 1 %, Tris 

50mM, EDTA 10mM) y se incubó a 37°C toda la noche (12 ± 1 h.) 

7) Se centrifugó a (500g, 5 min., 4°C) en la centrifuga Sorvall RC 5C Plus 

con rotor tipo SS-34. 

8) Se separó el sobrenadante y el pellet se resuspendió en buffer TE 

(composición en la parte de reactivos). 

9) Se precipitó el DNA con 0.6 volúmenes de isopropanol toda la noche 

(12 horas) a -20°C. 

10) Se centrifugó a (7,500g, 15 min., 4°C) en la centrifuga Sorvall RC 5C Plus 

con rotor tipo SS-34. 

11) Se lavó el pellet con etanol al 70% y se centrifugó a 7,500g, 15 min., 4°C 

en la centrifuga Sorvall RC 5C Plus con rotor tipo SS-34. 

12) Se evaporó el etanol. 

13) Se resuspendió el pellet en buffer TE y se cuantifico la absorbencia en el 

espectrofotómetro UV-Vis (Beckman DU-650) a 260nm. 

14) De la resuspensión de DNA se contaron 50 ~I de muestra en el contador 

de centelleo con 5 mi de líquido de Bray. 

15) Se realizaron los cálculos correspondientes para hacer los análisis. 
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RESULTADOS 

Efecto de insulina en la síntesis de proteínas totales en la radícula y 

coleoptilo de ejes embrionarios de semillas de maíz. 

Ejes embrionarios de semillas de maíz germinadas durante 72 horas, en 

presencia y ausencia de insulina fueron disecados y se separó el 

coleoptilo de la radícula, posteriormente se extrajeron las proteínas 

totales y se cuantificaron espectrofotométricamente por el método de 

Bradford, posteriormente se hicieron los cálculos para reportar los 

resultados en % de incremento en síntesis considerando 100% al control 

obteniéndose los siguientes resultados: 

Muestra Experimento 1 Experimento 2 Promedio Desviación 

coleoptilo control 100 100 100 O 

coleoptilo insulina 137 83 110 38.1837662 

radícula control 100 100 100 O 

radícula Insulina 121 125 123 2.82842712 

Tabla 1: Resultados de síntesis de proteínas expresado en % de aumento en 

relación al control. 
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Efecto de insulina en la sintesis de proteínas 
totales 

160 
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RADICULA COLEOPTlLO 

CONTROL INSULINA CONTROL INSULINA 

Figura 1: Efecto de insulina en la síntesis de proteínas totales en cada uno de 

los tejidos por separado en ejes embrionarios de 72 horas de germinación. 

NOTA: Figura tomada de "efecto de lmlGF/lnsulina en la síntesis de DNA y la división celular en tejidos de 

Maíz (lea Mays L.) Sotelo Martínez R., Agullar, R. , Paz Lemus, E., García Flores, C .. Sánchez de Jlménez E. XXV 

congreso Nacional de Bioquímica, diciembre 2004. 

Como podemos observar en la gráfica al tratar las semillas con insulina 

se observa un incremento considerable en la cantidad de proteínas 

totales en radícula con respecto al control, lo cual no se obtuvo en el 

caso del coleoptilo ya que la desviación estándar es muy amplia; lo 

anterior indica que la insulina tiene un efecto específico en radícula el 

cual se ve reflejado en el incremento de proteínas totales. 

Efecto de insulina en la síntesis de proteínas ribosomales y citoplásmicas 

en la radícula y coleoptilo de ejes embrionarios de maíz. 

Posteriormente se llevaron a cabo experimentos para evidenciar si este 

incremento en proteínas se debe a que estas se sintetizan de novo. Para 

demostrarlo semillas de maíz fueron germinadas por 24 horas en 

presencia y ausencia de insulina y además con el uso de un inhibidor de 

la síntesis de proteínas ribosomales (rapamicina). Todos los tratamientos 
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se desarrollaron en presencia del precursor radiactivo [35S]-metionina 

para posteriormente llevar a cabo la extracción de proteínas 

ribosomales y citoplásmicas tanto en radícula como en coleoptilo, y se 

cuantificaron la cantidad de proteínas por el método de Bradford y la 

marca radiactiva incorporada por centelleo líquido, obteniéndose los 

siguientes resultados: 

Muestra 

Radícula Control 
Radícula Insulina 

Radícula 
Insulina+Ra amicina 

Coleo tilo Control 
Coleo tilo Insulina 

Coleoptilo 
Insulina+Ra amicina 

Ribosomales 
c mI roteínas 

306 
960 

347 

105 
69 

141 

Tabla 2: Efecto de insulina en la síntesis de proteínas ribosomales en ejes 
embrionarios de maíz de 24 horas de germinación. 

Efecto de insulina y rapamicina en la síntesis de proteínas 
ribosomales 

RADICULA COLEOPTILO 

lIS 1200 
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S e 800 
Q. 
G> 600 
't:I 
al 400 
~ 

E 200 
Q. o u 

Control Insulina 1+ R Control Insulina I + R 

Figura 2: Efecto de Insulina y rapamicina en la síntesis de proteínas ribosomales 
en el coleoptilo y raíz de ejes embrionarios de 24 horas de germinación 
incubados en oscuridad a 25 ± 2 oC durante 2 horas en presencia de 200~U/ml 
de insulina, ambos (insulina + 0.1 ~M rapamicina) y el control marcadas con 
([35S]-Metionina) . 

38 



Podemos observar en la gráfica, que hay un incremento importante en 

la síntesis de proteínas ribosomales en el caso de la radícula y además, 

observamos el efecto de rapamicina (que es un inhibidor de la 

actividad de mTOR), el cual baja la síntesis de proteínas ribosomales 

aunque no a un nivel por debajo del control. 

En el caso del coleoptilo no se observa ningún efecto sobre la síntesis de 

proteínas ribosomales en relación al control. 

Muestra Citoplásmicas 
cpm/f,J9 proteína 

Radícula Control 442 
Radícula Insulina 401 

Radícula 
Insulina+Rapamicina 233 

Coleoptilo Control 255 
Coleoptilo Insulina 65 

Coleoptilo 
Insulina+Rapamicina 149 

Tabla 3: Efecto de insulina en la síntesis de proteínas citoplásmicas en ejes 
embrionarios de maíz de 24 horas de germinación. 

Efecto de insulina y rapamicina en la síntesis de proteínas 
citoplásm leas 
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Control Insulina 1+ R u Control Insulina 1+ R 

Figura 3: Efecto de Insulina y rapamlclna en la síntesis de proteínas 
citoplásmicas en el coleoptilo y raíz del ejes embrionarios de 24 horas de 
germinación incubados en oscuridad a 25 ± 2 oC durante 2 horas en 
presencia de 2001JU/ml de insulina, ambos (insulina + O.lIJM rapamicina) 
y el control con marca radiactiva ([35S]-Metionina). 
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Para las proteínas citoplásmicas que se cuantificaron de igual manera, 

no observamos un efecto claro en ninguno de los tejidos analizados al 

tratarlos con insulina y con rapamicina. 

Con los resultados anteriores podemos decir que la síntesis de proteínas 

ribosomales y citoplásmicas se ve afectada de manera diferencial en 

ambos tejidos, en el caso de ribosomales estas se incrementan en 

radícula y en el caso de las citoplásmicas no se observa efecto 

diferencial. 

Los resultados obtenidos se pueden analizar de manera más clara al 

obtener la relación ribosomales/citoplásmicas, en la cual observamos 

que el efecto de insulina es más evidente en la radícula que en el 

coleoptilo y la rapamicina presenta su efecto inhibitorio en ambos 

tejidos. 

Muestra Relación 
Ribosomales /citoplásmicas 

Radícula Control 0.69 
Radícula Insulina 2.39 

Radícula 
Insulina+Rapamicina 1.5 

Coleoptilo Control 0.41 
Coleoptilo Insulina 1.06 

Coleoptilo 
Insulina+Rapamicina 0.94 

Tabla 4: Efecto de insulina en la relación de proteínas ribosomales / 
proteínas citoplásmicas 
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Figura 4: Efecto de Insulina y rapamicina en la relación de proteínas 
ribosomales y citoplásmicas en el coleoptilo y raíz del ejes embrionarios 
de 24 horas de germinación incubados en oscuridad a 25 ± 2 oC 
durante 2 horas en presencia de 200~U/ml de insulina, ambos (insulina + 
0.1 ~M rapamicina) y el control marcadas con ([35S] -Metionina) . 

Con todos los resultados anteriormente expuestos en relación a la síntesis 

de proteínas podemos decir que la insulina presenta un efecto 

específico en radícula incrementando notablemente la síntesis de 

proteínas ribosomales en este tejido. 
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Efecto de insulina en la síntesis de rRNA en raíz y coleoptilo de ejes 

embrionarios de maíz. 

Para analizar este efecto se extrajo el RNA total de la radícula y el 

coleoptilo de ejes embrionarios de 22 horas de germinación tratados 

con insulina y rapamicina, en este caso el precursor radiactivo usado 

fue [32P]-ortofosfato y para identificar las bandas obtenidas se utilizó un 

extracto de RNA ribosomal obtenido de ribosomas de maíz. El RNA total 

se analizó en geles de agarosa que fueron cargados con una cantidad 

similar de RNA para cada muestra y transferidos a una membrana de 

nylon, de la cual se obtuvo una autoradiografía, al exponer dicha 

membrana a una placa fotosensible a la radiactividad obteniéndose los 

siguientes resultados: 

285 __ 

185--

A B 

Kba 

9.49 

7 .46 

4.40 

2.37 

1.35 

0 .24 

285 
185 

Figura 5: Síntesis de RNA ribosomal de un extracto obtenido de ejes 
embrionarios de maíz de 22± 2 h de germinación con 200 IJU/ml de insulina 
y/o O.lIJM de rapamicina) tratados por 1.5 horas con 300 IJCi de [32P]_ 
Ortofosfato, se obtuvo por separado el RNA total del coleoptilo y raíz de los 
ejes obtenidos con cada uno de los tratamientos. 
A) fotografia UV B) Autoradiografía C) RNA ribosomal de ejes embrionarios de 
maíz completos usados como control. 
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Como se observa en la figura, logramos identificar las bandas 18S y 28S 

. en el RNA total obtenido y en la autoradiografía las encontramos 

fosforiladas, lo cual nos revela que insulina puede estar involucrada en 

la síntesis de ribosomas y como vemos en el caso de radícula 

nuevamente se observa un efecto más significativo en este tejido que 

en coleoptilo. llama la atención el hecho de encontrar bandas de 

menor peso molecular marcadas, las cuales podrían corresponder a 

RNA de transferencia o a 5 y 5.8 rRNAs. 

Efecto de insulina en la síntesis DNA en raíz y coleoptilo de ejes 

embrionarios de maíz. 

Ejes embrionarios de 36 horas de germinación fueron tratados con 

Insulina por 12 horas (se realizaron 2 experimentos independientes los 

cuales posteriormente fueron promediados y obtenida la desviación 

estándar) en presencia del precursor radiactivo [3H]- timidina. 

Posteriormente se extrajo el DNA de los tejidos y se cuantificó la marca 

incorporada al DNA sintetizado de novo, por centelleo líquido y la 

cantidad de DNA se midió espectrofotométricamente, los resultados 

obtenidos fueron los siguientes: 

Muestra coleoptilo coleoptilo radícula radícula 
control insulina control insulina 

Experimento 
1 292 128 1244 2508 

Experimento 
2 359 269 1829 · 2388 

Promedio 325.5 198.5 1536.5 2448 

Desviación 
estándar 47.3 99.7 413.6 84.8 

Tabla 6: Efecto de Insulina en la síntesis de DNA en ejes embrionarios de maíz. 
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Figura 6: Efecto de Insulina y rapamicina en la síntesis de DNA en coleoptilo y 

raíz del ejes embrionarios de 36 horas de germinación incubados en oscuridad 

a 25 ± 2 oC durante 24 horas en presencia de 2001JU/ml de insulina, O.lIJM de 

rapamicina, ambos (insulina + rapamicina) y el control con marca radiactiva 

[3H]-Timidina. 

Como vemos en la figura 6 hay un incremento en la síntesis de DNA en 

la radícula, en el coleoptilo no presenta un efecto significativo con 

respecto al control; con lo cual nuevamente se muestra el efecto 

específico que la insulina ejerce sobre la radícula. 
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DISCUSION DE RESULTADOS 

Se sabe que, la insulina y los factores de crecimiento tipo insulina (IGF-I 

e IGF-II) repercuten directamente en el crecimiento y la proliferación 

celular en animales al activar rutas de transducción de señales y la 

expresión de genes que participan en la regulación del metabolismo, 

crecimiento y diferenciación celular (Fumagalli y Thomas., 2000). 

En estudios previos en el laboratorio se ha demostrado que la insulina 

favorece la germinación y el crecimiento de ejes embrionarios de maíz y 

también que incrementa la síntesis de proteínas ribosomales y DNA en el 

eje embrionario completo (Gorcía, Flores y col. 2001 l. Por ello en este 

trabajo decidimos analizar el efecto de la insulina en los tejidos 

principales que forman el eje embrionario; la radícula y el coleoptilo por 

separado. 

Encontramos resultados interesantes en cada uno de los fenómenos 

analizados. Observamos que tanto la síntesis de proteínas ribosomales y 

rRNA se ve estimulada por la insulina en la radícula, pero no en el 

coleoptilo y este efecto indica que se está estimulando la biogénesis de 

ribosomas específicamente en la radícula (figuras 2,3,4 Y 5). 

Trabajos previos en el laboratorio han mostrado que la insulina activa en 

maíz; de forma similar a como ocurre en mamíferos, la síntesis de 

proteínas ribosomales, a través de la estimulación de la ruta de 

transducción de señales que lleva a la traducción selectiva de mensajes 

5'TOP (García, Flores y col. 2(01), que involucra a mTOR (Target of 

Rapamicina) ya que como vemos en las figuras 2, 3 y 4 donde se 

representa la síntesis de proteínas en maíz al tratar con rapamicina 

(inhibidor de la vía activada por mTOR en mamíferos), existe un efecto 

inhibitorio en la síntesis de proteínas ribosomales en radícula y coleoptilo 

y por lo tanto también se observa esta inhibición en la relación 

ribosomales/ citoplásmicas. Estos resultados aunados a investigaciones 
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previas, en las cuales se puso en evidencia la presencia de una 

proteína similar o la S6K de mamíferos en maíz (Reyes de la Cruz y col; 

2004) sustentan la posibilidad de que en plantas existe una vía de 

transducción de señales semejante a la de insulina en mamíferos, que 

lleva a la activación de los procesos de crecimiento y proliferación 

celular de manera concertada. 

En cuanto a la síntesis de rRNA, observamos un incremento en la síntesis 

de los rRNAs que forman el ribosoma maduro (28S y 18S) al estimular con 

insulina. Estos resultados indican que la síntesis de proteínas nbosomales, 

está coordinada con la de rRNA para la generación de nuevos 

ribosomas. En las primeras horas de la germinación se traducen los 

mensajes almacenados los cuales inician el crecimiento y desarrollo del 

eje embrionario, pero posteriormente se requiere de la generación de 

nueva maquinaria ribosomal para continuar el proceso de crecimiento y 

proliferación de la planta (Bewley y Block, 1994). 

Estos resultados se observan claramente en la figura 5 en la cual 

podemos ver que la síntesis de rRNA se incrementa al estimular la 

radícula con insulina podemos claramente identificar el rRNA 18S y 28S 

por lo que con ello tenemos evidencia inicial para sugerir que la insulina 

induce la biogénesis de ribosomas en maíz. 

La síntesis de DNA se ve también estimulada, lo cual indica que aparte 

del crecimiento se está estimulando la proliferación celular. 

En el caso de la síntesis de DNA, cuyo resultado se muestra en la figura 6 

podemos observar que nuevamente esta respuesta es específica en la 

raíz mostrando un incremento significativo de la síntesis de DNA y no se 

observa este efecto en el coleoptilo, este resultado es consistente con 

los resultados en síntesis de DNA anteriormente citados (García-Flores, 

2002) que se obtuvieron en ejes completos; y refuerza la idea de que 

este efecto está acompañado de división celular, ya que ocurre solo en 

tejidos con meristemos (la raíz), y que por lo tanto es apto para dividirse. 

Los datos obtenidos en una tesis doctoral que actualmente se desarrolla 
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en el laboratorio han demostrado que la insulina induce crecimiento y 

proliferación celular en callos no embriogénicos de maíz tratados con 

esta hormona, este efecto se ha evidenciado por el incremento en la 

síntesis de proteínas totales, síntesis de proteínas ribosomales, síntesis de 

DNA e incremento en índice mitótico, lo cual refuerza los resultados 

obtenidos en esta tesis que demuestra que insulina incide de manera 

concertada en el crecimiento y proliferación celular. Todavía aún más 

importante es el hecho de que esta vía parece estar específicamente 

en radícula y por ello es que observamos el efecto de la insulina en este 

tejido y no así en el coleoptilo. 

Los resultados obtenidos en este trabajo, aparte de confirmar algunos 

resultados previos en cuanto a la síntesis de proteínas ribosomales y DNA 

Y sentar las bases para nuevas investigaciones en cuanto a la biogénesis 

de ribosomas, regulación del crecimiento y división celular; aporta el 

concepto de especificidad de tejido como respuesta a estímulos 

específicos, dado que solo vemos el efecto de este péptido hormona 

en la radícula del eje embrionario. 
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CONCLUSIONES: 

La insulina tiene un efecto tejido específico en la radícula de ejes 

embrionarios de maíz, el cual se ve reflejado en el incremento de: 

la síntesis de proteínas ribosomales, rRNA y DNA en este tejido. 

Para el caso de la síntesis de rRNA es necesario llevar a cabo mas 

experimentos en busca del precursor del rRNA, la molécula de 

45S, lo cual permita conocer como se lleva a cabo la síntesis de 

novo de los dos rRNAs maduros 28S y 18S. Así mismo esta 

evidencia permitiría conocer acerca del mecanismo de acción 

de insulina en la biogénesis de ribosomas de manera coordinada 

con la síntesis de proteínas ribosomales durante el proceso de 

germinación. 
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ANEXO I 

1) Curva patrón de albúmina (Bradford) 

0.8 
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~ 0.4 

~ 0.3 
< 0.2 

0.1 

1J9 de proteína Abs a 595 nm 

O 0.014 
5 0.1867 
10 0.3105 
15 0.428 
20 0.6165 
25 0.7595 

Curva patrón de Albúmina 

y = 0.0293x + 0.0191 

R2 = 0.9958 

O~----~----~----~------~----,-----, 

o 5 10 15 20 25 30 

ug de proteína 
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2) Cálculos para analizar la síntesis de proteínas ribosomales 

2.1) Cuantificación de proteínas por el método de Bradford en 20 ¡..JI de 
muestra. 

Muestra Abs 595 nm 
Radícula control 0.4248 
Radícula Insulina 0.1284 

Radícula Insulina + Rapamicina 0.3085 
Coleoptilo control 0.5784 
Coleoptilo Insulina 0.7126 

Coleoptilo Insulina + Rapamicina 0.3593 

2.2) Calculo para obtener la concentración de proteína por ¡..JI de 
muestra. 

Ejemplo: Radícula control. 

Tomando como base la ecuación de la curva patrón de albúmina. 

¡..Jg de proteína = [Abs - 0.0194] /0.0293 

¡..Jg de proteína = [0.4248 -:- 0.0194] / 0.0293 = 13.83 

13.83 ¡..Jg de proteína /20 ¡..JI de muestra = 0.69151J9 /IJI 

Muestra IJg de proteína/IJI IJg de proteína en 50 IJI 
Radícula control 0.69 35 
Radícula Insulina 0.18 9 

Radícula Insulina + 0.49 25 
Rapamicina 

Coleoptilo control 0.95 48 
Coleoptilo Insulina 1.18 59 

Coleoptilo Insulina + 0.58 29 
Rapamicina 
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2.3) Resultados de incorporación de marca radiactiva [35SJ- metionina 

Muestra cpm en 501J1 POZA 
Radícula control 10716 188705 
Radícula Insulina 5268 114974 

Radícula Insulina + 9973 216753 
Rapamicina 

Coleoptilo control 5029 41047 
Coleoptilo Insulina 7816 78385 

Coleoptilo Insulina + 3358 33676 
Rapamicina 

2.4) Cálculos de corrección por poza 

Ejemplo: 
Para la muestra control de radícula tenemos 10716 cpm y la poza es de 
188705 por lo tanto la corrección por poza para raíz tratada con insulina 
es: 

5268 cpm ---------- 114974 poza 
X ----------- 188705 poza X = 8646 cpm 

Muestra cpm corregidas cpm/~g de proteína 
Radícula control 10716 306 
Radícula Insulina 8646 960 

Radícula Insulina + 8682 347 
Rapamicina 

Coleoptilo control 5029 105 
Coleoptilo Insulina 4092 69 

Coleoptilo Insulina + 4092 141 
Rapamicina 

3) Cálculos para analizar la síntesis de proteínas citoplásmicas 

3.1) Cuantificación de proteínas por el método de Bradford en 2 ~I de 
muestra. 

Muestra Abs 595 nm 
Radícula control 0.4051 
Radícula Insulina 0.5092 

Radícula Insulina + Rapamicina 0.5612 
Coleoptilo control 0.3673 
Coleoptilo Insulina 0.5077 

Coleoptilo Insulina + Rapamicina 0.4516 
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3.2) Calculo para obtener la concentración de proteína por !JI de 
muestra. 

Ejemplo: Radícula control. 

Tomando como base la ecuación de la curva patrón de albúmina. 

!J9 de proteína = [Abs - 0.0194] /0.0293 

!J9 de proteína = [0.4051 - 0.0194] /0.0293 = 13.16 

13.16 !J9 de proteína / 2 !JI de muestra = 6.58 JJg /JJI 

Muestra JJQ de ~oteína/JJI JJQ de proteína en 50 J!I 
Radícula control 6.58 329 
Radícula Insulina 8.4 420 

Raíz Insulina + Rapamicina 9.2 460 
Coleoptilo control 5.93 265 
Coleoptilo insulina 8.3 415 

Coleoptilo Insulina + 7.4 370 
Rapamicina 

3.3) Resultados de incorporación de marca radiactiva [35S)- metionina 

Muestra cpm en 50JJI POZA 
Radícula control 145466 188705 
Radícula Insulina 102666 114974 

Radícula Insulina + 123368 216753 
Rapamicina 

Coleoptilo control 67552 41047 
Coleoptilo Insulina 51549 78385 

Coleoptilo Insulina + 45411 33676 
Rapamicina 
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3.4) Cálculos de corrección por poza 

Ejemplo: 
Para la muestra control de radícula tenemos 145466 cpm y la poza es 
de 188705 por lo tanto la corrección por poza para raíz tratada con 
insulina es: 

102666 cpm ---------- 114974 poza 
X ----------- 188705 poza X = 168504 cpm 

Muestra cpm corregidas c~m~ de ~oteína 
Radícula control 145466 
Radícula Insulina 168504 

Radícula Insulina + 107404 
Rapamicina 

Coleoptilo control 67552 
Coleoptilo Insulina 26994 

Coleoptilo Insulina + 55350 
Rapamicina 

4) Cálculos para el análisis de la relación de 
Proteínas ribosomales / proteínas citoplásmicas 

4.1) Proteínas ribosomales sin corrección por poza 

Muestra cpm en 50~1 ~g de proteína 
en 50 ~I 

Radícula control 10716 35 
Radícula Insulina 5268 9 

Radícula Insulina + 9973 25 
Rapamicina 

Coleoptilo control 5029 48 
Coleoptilo Insulina 7816 59 

Coleoptilo Insulina + 3358 29 
Rapamicina 

442 
401 
233 

255 
65 
149 

cpm/~g de 
proteína 

306 
585 
399 

105 
132 
116 
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4.2) Proteínas citoplásmicas sin corrección por poza 

Muestra cpm en 501J1 IJQ de proteína cpm/IJQ de 
en 50]!1 ~roteína 

Radícula control 145466 329 442 
Radícula Insulina 102666 420 244 

Radícula Insulina + 123368 460 268 
Rapamicina 

COleoptilo control 67552 265 255 
Coleoptilo Insulina 51549 415 124 

Coleoptilo Insulina + 45411 370 123 
Rapamicina 

4.3) Relación ribosomales/citoplásmicas 

Muestra ribosomales citoplásmicas relación 
Radícula control 
Radícula Insulina 

Radícula Insulina + 
Rapamicina 

Coleoptilo control 
Coleoptilo Insulina 

Coleoptilo Insulina + 
Rapamicina 

306 442 
585 244 
399 268 

105 255 
132 124 
116 123 

ESTA TESIS NO SALL 
OE LA B LIO ',C4 

0.69 
2.39 
1.5 

0.41 
1.06 
0.94 
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5) Cálculos para el análisis de la síntesis de ONA 

Ejemplo para radícula tratada con insulina 

Cálculos para obtener la cantidad de ONA 
RI= [Abs 260nm (50J,lg ONA/ml) (100J,lI)] / 10J,ll 

RI = 1.1796(50l-lg/ml)( 1 001-11)/10 1-11= 0.589I-1g/1-I1 

Cantidad de ONA en 50J,ll 

RI = 0.589I-1g/1-I1 (501-11) = 29.5 I-Ig de ONA 

cpm 73988 

73988/29.5 = 2508cpm/ug de ONA 

5.1) Resultados de ONA. 

Muestra cpm/~g de ONA 
Radícula control 1 1244 
Radícula control 2 1829 
Radícula Insulina 1 2508 
Radícula Insulina 2 2388 

Coleoptilo control 1 292 
Coleoptilo control 2 359 
Coleoptilo Insulina 1 128 
Coleoptilo Insulina 2 269 
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ANEXO 11 

Soluciones para el análisis de proteínas ribosomales y citoplásmicas. 

Buffer de extracción pH = 8.2 

1) 50 mM Tris-ácido acético 

2) 50 mM KCI 

3) 5 mM acetato de Magnesio 

4) 5 mM 2-mercaptoetanol 

5) 250 mM sacarosa 

Buffer de disociación pH = 7.6 

1) 20 mM Tris-HCI 

2) 400 mM KCI 

3) 3 mM MgCh 

4) 5 mM 2-mercaptoetanol 

5) 5%(m/v) sacarosa 

Buffer AJ de resuspensión pH = 7.6 

1) 20 mM Hepes 

2) 20 mM KOH 

3) 5 mM Acetato de Magnesio 

4) 125 mM Acetato de Potasio 

5) 6 mM 2-mercaptoetanol 

6) 1 M Acetato de Magnesio 
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Colchón de sacarosa en Buffer de extracción pH= 8.2 

1) KCI 0.3355g 

2) Sacarosa 0.85g 

* Disolver en 10 mi de buffer de extracción. 

Líquido de Bray (Centelleo) para cuantificación de marca radiactiva. 

1 ) PPO 2g 

2) POPOP O.lg 

3) Naftaleno 30g 

4) Etilenglicol 10 mi 

5) Metanol 50 mi 

* Aforar a 500 mi con dioxano 

Marca radiactiva para síntesis de proteínas 

[35S]- Metionina 

Amersham Biosciences 

En solución acuosa 

Cat: AG 1594 

Reactivo de Bradford 

Bio-Rad Protein Assay 

Cat. 500-0006 
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Soluciones para el análisis de rRNA 

Trizol®, No. de catálogo 15596-026, INVITROGEN 

LiCI10M 

Agua DEPC (1 mi de DEPC / litro de agua) 

Buffer TBE lOX 

1) Tris 108 gil 

2) Ácido bórico 55g/1 

3) EDTA 0.5M, pH = 8 40ml/I 

Bromuro de etidio 1 % 

Buffer de Transferencia 20X SSC 

1) 3M NaCl 

2) 0.3M citrato de sodio 

Marca radiactiva para síntesis de rRNA 

[32P]-Ortofosfato 

Amersham Pharmacia biotech 

En ácido clorhídrico diluido pH 2-3 

Cato PBS11 
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Soluciones para el análisis de DNA 

Solución de extracción CTAB 

1) 2% (m/v) CTAB 

2) 100 mM Tris-HC!, pH = 8.0 

3) 20 mM EDTA, pH = 8.0 

4) 1.4 M NaCl 

Solución de precipitación CTAB 

1) l%(m/v)CTAB 

2) 50 mM Tris-HCI, pH = 8.0 

3) 10 mM EDTA, pH = 8.0 

Buffer TE 

1) 10 mM Tris-HC!, pH = 8.0 

2) 0.1 mM EDTA, pH = 8.0 

3) 1 M NaCl 

Solución CTAB/NaCI 

1) 10% (m/v) CTAB 

2) O.7M NaCl 

Marca radiactiva para síntesis de DNA: 

[3H]-TImidina 

Amersham Biosciences 

En solución acuosa 

Cat: TRK 758 
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