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A

INTRODUCC IO -

‘devla> diferenci

El ‘estudio

vista bioquimi

eiacién celular es-diffc dqui se usard .la defini-

616h dciSt6ddart‘y VéﬁiELQQipneSTCG Sidgréﬁ éf1a'diferenciacién
celular como aquella sebie‘défcambib§umoiécularés que sufren
‘las células de organismos eycgfibfgﬁﬁai}pésar de un estade mul-
tipotencial a aquél punto . en qgé;@gﬁméntlarestructura tipica
del tejido Timal (L). e

Al abordar el estudio de cstqkbroccso nos enfrentamos con
distintos problemas, as{ por éjemp]o.si estamos interesados con
estudiar el proccso de diferenclacién del tejido meristematico
de una planta encantrarcmos que es muy diffcil establecer cua -
les células continban dividiéndosc y por tanto mantlenen su na-
turaleza meristematica y aquellas que continian erceliendo yeven
tualmente se diferencian.On tanto qﬁe otro problema e¢s el de que
es casi imposible distinguir cntre células gue sc cstan diferen
ciando para formar tejidos distintos (1),

Algunas de estas dificultades pueden ser supcradas a tra -
vés del uso de los cultives de tejidos vegetales.

F1 cultive de células vegebales consiste ecn una serie do
téenicas mediante las cuales se logra manlener el crccimieniu
de dichas cdtalan en un medio sintética, estéril o in vitae Bo

. ’ - s . .
esta manera o partic de cclulas sumdaticas vy mediante La manipu-



lacidn del medio nutritivo es posible la induccién de callos.Un

células similares, ceon un grado de

callo c5'

organiza

ya que a partir de estas cé-

1

|
|

'son, ‘entre otros, el de zanahoria, tabaco, tomatec ,

difercnc: .otipotenciales,

: o * (3 + 7
regenerar plantas (proceso; de rediferenciacion)

5Ejemplq;;d¢ﬂ¢hitivos en los que se ha logrado la redife -

‘renciacion:
R e
etec. . (3],
i
° . YN e s 2 s
renciacién tales como: la composicion del redlo cmpleado, con -
centracidn de fitorreguladores, condiciones ambicntales, la es-
i i

i
‘Existen miltiples factores que irfluyen en la redife-
' |

pecie, ei tejido emplcado, su cstadio fjsiolégico y la cedad del
callo (1;2,3).

L1 6cdi0 nutritive e¢n ¢l cual se desarrollan los callos ecs
ta constituido por compuestos que sirven como fTucnte de C y N
al tejido, vitaminas, sales minerales y Titorreguladores como
son las auxinas y las citocininas. En la actualidad sc ha lle -
gado a la conclusidn de que la relacidn auxina/citocinina es de
Qfaﬁ'imbofLaﬁéfn péra‘indueir y mantencr el estado desdiferen -
ciado de las c¢élulas en cultivo, ya que cstos fitorreguladores
participan cn los procesos de divisidn y diferenciacidn celular
chidn.a lo anterior la elecceidn del tipo y conccntracién de Ti
torregul ador empleado se convierte en un paso determinante en
¢l establecimiento del cultivo (1,3). *

La téenica de cultive de tejidos vegetales ha sido amplia
mente desarrollada y se han hecho infinidad de publicucionecs en

+ plantas dicatiledéncas; sin embargo; los esludios en monocotile

’ N .
doneas, cspeeialmonte en ceveales con pseadng (3),



En |

Tl e o
teticos

i
acetlco (2 4 D) o a01do‘naftalcnacct3co (AHA) ya que para obtg

ner el mlsmo efecto se rcqulrlcron conccngracxoncq menores que
de la au;ina ngtural dcido indolacético (QIA), lo quec harfa su-
poner quL la mayor parte del AIA incorporado a la célula sc me-
. Labollza rapidamente., Al parccer son las auxinas y no las cito-
cininas las que son absolutamente csenciales para la JndUCClOﬂ
de callos de arroz, trigo y mafz (3,4).
En trabajos efccluados antcriormentcvcn nucstro laboratorio
se ha tratado dc eptimizar ¢l mcdio de cultivo para mafz, un ce

real de gran importancia en la alimentacidén de nucestro pafs.Con

N esig objclLvouyAsébioﬁdo quc-éi 2,4-D b;4ﬁnj dc ias auxinas méév
eficientes en los sitemas de cultivo de tejidos, se decidid pro
bar una seric de andlogos del 2,4-D, s deciv fenoxideidos talces
como ci dcido 2-metil-4-clorofenoxipropidnico (HCPP) y ¢l dcido
2,4-diclorofcnoxipropidnico {DCPP) (Fig.l). Los resultados indi
can que ambos anilegos son mis cficicntes que ¢l 2,4-D cn la in
duccidn y mantenimicento de callos de maiz vy que no sc orcoquiere
citocininas, Asimismo, sc enconlrd que el embridn de mafz cs la

« fuente mas adecuada para la induccidn de callos con un vendimien-

o de 91 % fh, 0

k3
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CHy= COOH

i
| :
H !
'
ACIDO INDOL-3-ACETICO | ACIDO NAFTALENACETICO
(AIA) : o (AHA)
‘ CH3
0 - CHy - COOH | ‘ 0 - CH - COOH
c1 : _ CH,
c1 | ’ C1
\CIDO 2,4-DICLOROFENOXTACETICO - ACIDO 2-METIL-4-CLOROFENOXIPROPIONICO

(2,4-D) : (HCPP)

FIGURA 1 ESTRUCTURA QUIMICA DE ALGUNAS AUXINAS SINTETICAS
Y DE LA AUXINA NATURAL (AIA).



‘Lé’%GOr{afdé,difcre'ciablén celular njds aceptada sostienc

s

quc “los ﬂlstlntos tlpos cc]ularcs dificren entre si basicamente

-en las proLeJnas que contienen y por tantojque la diferenciacidn

se efcctya a través dc los mecanismos que fontrolan la produc -
i :
cidén de los distintos tipos de protefnas que contiene una célu-
la durantc toda su vida (3),

Mipdtesis de trabajo.

e}

1 :

Las ausinas intervienen cen el proceso de diferenciacidn c
Jular de las plantas, controlando la sintesis de protelinas a ni
vel transcripcional y/o pust-ilranscripeional. Se propone que pa
ra llevar a cabo su aceidn, las auxinas intcraccionan con una
-mélécula-rcccptora—mévi] que al scr-aclivada pucde transportar-
s¢ al nleles desencadenando los efcctos bioquimicosrqﬁc lleven
ala rcapuc sta fisioldgica obscrvada. (Fig., 2).

Si ¢l modelo anterior es cierte se esperarifa cnconlrar un
receptor auxfnico libre cn el citosol de las cllulas blanco,que
les permita ser sensibles al fitorregulador en la respuesta ob-
servada, Por otra parte seria de esperarse como resultado final
de la accidon auxfinica una altcracidn cn el patrdn de protefnas
sintetizadas en presencia de este Titorregulador en dichas celu

Tas blanco,
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FIGURA 2 MODELO DE ACCIOM AUXIHICA

(MODELO DL LIBBUNGA (72) LiODIFICARO).



su:validez, en
~siguientes objc

tivos:

;dbjétivﬁs;
'Vl)Lbéaliidr>e-idéntificaf. el receptor auxinice en el sobre
nadante poﬁtrlbosdhal de ejes embrionarios de maiz,
2)Analizar el efecto -del MCPP, una aﬁxina sintética, en la
sintcﬁis de protefnas durante las primcras horas de germinacién,
sablendo quc cn presencia de estos fitorreguladores se altera
el proceso de difercnciacidn normal (germinacidn), para dar lu-

gar a la formacién de callos.

NDisefio Experimental.

£l materidl.biolégico que sc cmpleara serdn semillas de
malz H-30 coscchas 1979 y 1980 de Chapingo, México,

Para abordar los'objetfvos propudgtos sc¢ trabajard concjes
embrionarios y cmbrioﬁcs de las sémillas de mafz‘débidq a que
son los érganos a partir de los cuales se¢ obticnen callos con ma__
yor rendimicnto (4)., Asimismo sc cmpleard la auxina sintética
HCPP por ;cr muy eficiente en la induccidn y mantenimicnto de ca
1los de mafz (&4,5) (Fig. 3).

Se medira la velocidad de sintesis de protefnas cn ejes cn-

14 .
C. La protefnas sin

s f s T
brionarios de malz, utilizando aminoacidos
tetizadas en ausencia y presencia de WCPP se identificardn me -
diante electroforésis en dos dimensiones en geles dec poliacrila-

mida v nor autoradioderat
Laa oy onor antoradigaratia.
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En ld busquoda del receptor de las ﬂUklﬂﬂS sc usara uUn - sis.

tema dc aflniddd selochvo_alntctlzado para'este prop051to.‘Lbs

protcxnas del sobr

enadanLe pOStrlbOuOmdl sc pagaran a travea de

la columna,de[afin;dgd quejcontcndra;Z,A{D ll;lna como ligando.
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‘AfN:TfEfoE_DVE;N:THE s,

erlstlcas ba51cas, derivadas cn gran parte

las plantas hayan desarrollado mecanismo.s muy eficicntes de adap'

ta010n al mcdlo amblente.

En La rcgulacion del probéso de desarrollo vegetal intervie

nen una séric de compuecstos quimicoé a "los quc se¢ ha denominado:
hormonas vegctales, rcguladorés'del crecimiento vegetal o lito -
rreguladores.
Estos compuesltos pueden definirsc.ccmq aguellas sustancias

: prgénicns, distintas a los nutrientes, que son activas cn concen
traciones minimas (del orden de lO“GH 0 menos), que se sintetl -
zan en una partc de la planta y que generalmentce sc translocan a
otro sitio e¢n donde producen las respuestas hioquimicas que lle-
van a cabo cl cfecto obscrvado (G). .

Sin embargo sc ha ebscrvade que existen diferencias bdsicas
entre cstos compuestas y las hormonas animales ya quc CSLGS’Glti
mas ticnen cfeclos cspeeificos y actban con ﬁrganos hlanco parti-
cularcs, Tal cspcbificidaq no ¢s tan cstricta en los Lejidos ve-
getales vy muchas dellas respuestas de las plantas o c¢stos  com -

pucslos se ha descublierto gue estan bain of oen A TR RS

/¢



”i

|

omueven: la elongaCLOn celular, inhiben la forma

;fcrcnciacipn de ceélulas traqueida -
7’

decallos. Estimulan la divisién celular,

Intervienen cntle'o ros5cn el mctabolismo de carbohidrates, &ci-

dos nuclnlcos y sxntcoj dc protefnas,

on g e

GthFP1]ﬂﬂo.— Estimulan en general la germinacidn y el cre-
cimiento del talle, yemas laterales y rafz (normalizan las plan-
tas.cnapas).A nivel molccular cstimulan la sintesis de nowo de
algunas hidrolasas (por cjemplo proteasas, alfa amilasa, etc.) ¢
interviencn cn ¢l metabolismo de Acides nuclefcos.

Citocininas,~- Intervienen cn la résjstcncia al caloer y al

r

frio y en el crecimicnto de rafz y tallo. Estimulan la divisidn

celular, Inhiben la degradacidon del ADH 'y cestimulan la sintesis

"del AR,

edescribitdn brévemcitc algunas de las Tun



el crecimiento. de

la,abscision. Inhibe la sinte

a 10n,:lé floracion y la madura

'cretaremos al estudio de las auxinas

Despliés del descubrimiento de que ¢l AIA es el principal
compliesto responsable de la actividad auxfnica,los investigado -
res. cn csle campo empezaren a cxaminar una seric de compueslos
T € e . . N . . ¢ .-
con estructura quimica similar para determinar si posceian tambicn
propicdadcu chu]adorqs del crecimiento vege ctal.La naturaleza qu;
mica dc lou compucstos con actividad auxinica rcgulto ser muy va

riada. Dentro de estos compucstos sc pucden mencionar derivadol

del deido indolacético, Acidos arilacéticos (por cjemplo cl Aci-

do Tenilacélico, el naftalcnacctico, ete.), acidos arilcarbox{li
P4 . f . ’ . . 4 .
cos (como el acido henzoico y sus derivados), acidos fenoxiaceti
’ . . ’ 2 Ld . . [d s , . s ’ -
cos acidos naftoxiacctlticos, acidos picolinices, acidos cinamicos,
ete. (Fig. 4) (6,7,8).
Gran parte de estas auxinas sintéticas, por ejemplo los clo
rofenoxideidos, sc usan actualmente come herhicidas sclectivos

en La Agricul tnea (2)s

2
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ACIDOS CH,-CH, -coon _”/CH -CH,-CH, COOH ?
IHDOLICOS - s

|

=

, ACIDO THDOLPROPIOMICO  ACIDO IHDOIeUfIRlCO
o CH,- COOH C
~ Aciuos";‘
_0-CH,~COOH
- 'DERIVADOS DEL Efi:[:::
MAFTALENO
U ACIDO MAFTALEMACETICO  ACIDO HAFTOXIACETICO

T = - 0- CH ~COOH 0- CH -COOH 0- CH ~-COO0H
’ Cl Cl CH

CLOROFENOXI

ACIDOS

ACIDO 2,4-DICLO ACLDO 2,4,5-TRICLORO ACIDO 2-METIL-4-CLO

ROFENOXTACETICO  FEMOXIACETICO ROFEHOXTACETICO
cL COOH
L ,/:H:?oou CJ-—[:t:I: 0CH,
ACIDOS
BEHZOICOS N ¢l ' ct
) Cl
ACIDO 2,4, 6=-TRICLORO ACIDO 2,3,6-TRICLO  ACIDO 2-HETOXI-3,6-
BENZOICO BEHZOTCO DICLOROBENZOICO
cl1 - cooy
N
ACIDOS . \1r 2
PICOLINICOS : o Cl g =C)
| . i,
. , ACTDO 4=AMINO-3,5,6-TRTCLOROPICOLINICO

VUSRS e PATHRECTHRAT OUTCA DL ALGURE RS CunPie St an vl AT IVIDAR



estOSfpfobesos”(LO)

L 81051nt 51§

1,La'h;p Iesxs mas acopLada (‘37)'sugieqe que el ALA es sinte
1 4y hd
tizado‘u bartlr del Lrlptofano mediante dOS,pOAlblGS vias(Fig. 9

I

'

En una de ellas el trlptofano sufre una rcwc ¢idn de transamina -

4
l
i
i

cJon produc;cndo ac1do 3 -indolpirlivico, el cual se descarboxila
- para_dqr indolacctaldchido y éste se oxida a §cido indol-3-acéti b
s ] -

co. Otra bosibilidad que se ffa encontrado es que el triptofano

'se descarboxilec directamente a triptamina y ésta se oxide a 3-in

“dolacetal dehido que finalmente producird el dcido indol-3-acéli-

‘cow-Se -ha propuesto guc una o ambas vias pueden cstar funcionan-

'do,chendiendo de la planta y en algunos casos del tejido,Tambich

se ha cncontrddo en clcrlds planLdo dquHOJ compucslos como el in .

doleLanol cn pepJno o ¢l indolacctonitrilo en algunas cruciferas

que pueden transformarsc cn indolacctaldehido y AIA respectivamen
te (6).

3.2.- Catabolismo de auxinas.

3.2.1 .- Oxidacidon del ALA. ‘

Desde hace tiempo se demostrd que ¢l AlA puede oxidarse en-
zimaticamente cen plantas (6,7). Los productos de la accién de la

*ATA oxidasa son metilén-oxindol v ¢l indolacetaldehido (Fig., 6). '

. ’ 3 ’ Il
So. ha encontrado aue Yo actividad corincticd on estinglada por
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FIGURA 6 CATABOLISHO OXIDATIVO DEL ATA CATALIZADO POR PEROXIDASA
Y ALA OXIBASA (6). e



‘estos resultados 'y el
xt95‘fCh51icbgfeﬁ‘
mpucstos pueden’ fun-

uxinas (6). .

“te del AIA de las;pidn_Js;se,encohtraba "unido" y posteriormente
Overbeek,encontrslqﬁé.sglé;gprokimédamente 5 % del AIA se cncuen
tra c-n forma libre okdisbénib;¢, en tanto que la mayorfa se en-
cucntra unido (11) (Fig;f7);‘ :

La "auxina unida" podia separarse: en do§_fraccioncs: una in
soluble cn agua y'la otraléoluble en-agua 'y se podfa liberar el
AIA por hidrélisis (10,11l). Se ha shgérido que las"auxinas conju
gadas" pueden considcrarsc como Tormas.«le almacenamicnto o deto-
xificacidn (11)., Hamilton " ha aislado y caracterizodo las"auxinas
conjugadas" de ejes de maflz, encontrando que sc trata de ésteres
glucosidicos del ALA (se¢ han identificado entre otros,derivados
e glucosa, arabinosa, mio-inositol, cte.). Posteriormente se
han identiflicado derivados similarcs ecn otras plantas {(ll). Tam-
bién se han reportado derivados de aminoicidos (aspartico y glu-
tdmico) en una gran mayorfa de tejidos, al parccer cstos deriva-
dos se forman principalmente al aplicar AIA c¢xdgeno (como produe

tos de detoxificacidn).
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%

g

L

" _en el “anillo,

el metabolito ra’un glucdsido hidroxilado

Vficé el éster de glucosa. Estos

derivados también se:han'idcntIFiCado cn'cultivos de soya (12).
También se han encontrade derivados aminoacilados y conjugados
del 2,4-D con lignina en cultivos de soya y trigo (12,13},

by, ~ TRAIGPORTE DE AUXTIHAS,

£1 transporte de auxinas juega un papel regulatorio impor
tanté durante ¢l c¢recimiento y desarrollo de las plantas. Las

evidencias sugieren que es un factor que controla procesos ta-

“Ieés como la‘elongacidn celular, Jos tropismos, la diferencia -
gaclLo ’

eidn vascqiar,'éték;
Desde que. en 1928 Went descubrid ¢l transporte polar de
las auﬁinas,udos prequntas han intrigado a los Tisidlogos vege-
tales: Como se logra la polaridad del transporte de auxinas? y
Cual es su significado? .
De acuerdo a la conccpcién cliasica del transporte de auxi~-
.

nas, eéstas se mueven en el citosol y se seeretan en el extremo

inferior de cada célula mediante un acarrcador c¢n un proccso de-

19
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j:cién‘del te

mente: reversihle:

rectamente de:

activo‘(lﬁi;',;;

Recientemente Rﬁbery; Shcldrjke y Raven han sugerido una

teorfa alterna para ¢l transportc de auxinas, la difusidn quimios

mética polar (14,15). Seqln esta teorfa las células son mis per-
meables a las moléculas dec auxina sin disociar que a las molécu-
las dlsoeladas y pucden acumular auxinas cuando el pH del cito -

sol es mayor que ¢l de la pared. La polaridad se alcanza si la

rd
L4 . ' . 0 -
relaclion de permeabilidad del anion con respecto a la auxina sin

disoclar es ligeramente mayor cn ¢l extremo inferior de la cblu~
la. Sc¢ ha sugerido que en este proceso podria cstar invelucrado
un acarrcador. A difereneia de la teorfa convencional que sugic-
re-que hay un transporte active, esla teorfa propone que el trans
porte de¢ auxinas es termodinamicamente favorable y que la ener -
gfa metabdlica se empleca para manlener el gradicnte quimiosméti—
co y la pevﬁcahilidad polar.

Las cvidencias experimentales apoyan cl hecho de que el ATA

'pcnetra mis facilmente a la célula en su forma no disociada Vofite

20
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. la incorporacién de.auxina se . incrementa al. disminuir ‘el pH del -
medio.Esta-nucva -teoria daexplicacionés-sencillasa fendémenos IR

1éxélicar:faCiimente“pbrﬁla}teobfa del transpor

benzofeo) (1ed7)s o o ‘ j

SCTOS DE LAS AUXINAS.

»licacidn exdgena de fitorreguladores a los tejidos es

”unbgac,los nétodes ms comiines cn la investigacidn dcl modo de
_éccién-de'diéhas sustancias. El razonamiento se basa cn la idea
:de“fcemplazar la auxina ecnddgecna por lalcxégcna, de la cual sec
» pucdc contfolar su nivel y mcdir el efecto producido (1),

"En el caso de los reguladores del crecimiento vegetal sc
‘presenta el problema de que no existe una scparacidn definitiva
entre la ctlula productora y la eélula blanco, mis aln pueden
cexistir distintos sitios de produccidn del vegulador. Otra difi-
cultad de los tejides vegetales es que cada célula contienc re-
presentantes de todos los Titorreguladores conocidos y estos com
pucstos interaccionan dc¢ mancra distinta con el rcgulador exbgo-
no dependicendo de sus niveles y del estadio fisioldgico. A pesar
de estas dificul tades, la aplicacién exﬁgcna de Titorrequladores
a tejidos vegetales es una hcrr&micnta pederosa en la investiga-
cidn en este campo (1).

Se crec que probablemente lodos los procesos de una planta

se cncuentran afeetados por los rveauladores del cveciminnto, sin



.

¥

ucda~elongarse, debe-

pqréq{cclular. Este fendme-

De hecho

P idcrado que~ éﬁrésbucsta de elongacion celular induci-

da por auxinas cs la accton mis oaracterlsLlca de estos fitorrc-

se ha co

guladorcs y muchos de sus bloensayos se hasan cn esta respucsta

(6,7,18).

La pared cclular consiste de una red de microfibrillas de

celulosa que ecstdn entrecruzadas por otros polisaciridos,Alber -

sheim ha realizado estudios de la composicidn de la pared celu -

lar e¢n sicdmoro, cencontrando que csti compuesta principalmente
3 [ I

por arahinanos, arabinogalactanos, celulosa, arabindsidos, ra 1mNo

. r -
galacturonanos, xiloglucanos y proteinas. Albersheim ha clabora-
3 4 .. . . .
do un modelo para la expansion celulay inducida por auxinas, en
el que se proponc gue para que la parcd cclular sc clongue cs ne

cesario que las Tibrillas de celulosa scan capaces de deslirzarse

’
entre sf y que después de hacerlo sc formen nuevamente los cnlre

eruzamicntos enlre tas mismas (8).

W



_Q@;a¢u6rdo7a lo antcriOf' para quc cx1sta elongacién celu -

lar

(6)

lar

Para oxpl]car la elong301on celu]ar causada por auxinas se
han propuesto do's hlpOLGSlS quc hasta hace poco lLiempo se consi-
deraban incompatibles. La primera de ellas surgié en la década
de los 60 y sc conoce como hipdtesis de la expresién genética,,
fue propuesta por Key y. colaboradores (18). Esta hipdtesis suge-

4 3 r 4 . . s 7
ria que las auxinas® actian en alglin paso de la transcripcién y/o

traduceidn, se basaba cn experimentos en los que sc media el es-

timulo en la elongacién de scgmentos de coleoplilos de avena,cepi

cotilos de chicharo c hipocotilos de soya producida por la adi -
cidn de auxina exbgena. En estos cxperimentos sc observd que en
ﬁrcscnciadc inhibidores de la Granseripcion y/o traducceidn, ta -
les como la actinomicina D o la cicloheximida, la auxina cxdgena
cra incapaz de estimular la velocidad de clongacidn, vesultado
que apoyaba csta hipdltesis, A lo largo de la década de los afos
1960-1970 se¢ reportaron un gran nlmero de experimentos de cste
tipo, aunque la interpretacidn de éstos es dificil ya que siem -
pre gqueda la posibilidad de qué la inhibicidn del crecimicento se
deba a eventos no relacionados directamente cen la accio én auxfni
ca. En 1969 osta hipétesis fue pucsta ch entredicho debido a los

cepopritentes efeckiadas por Fvans v fay (18), rctos antores pro-

23




lc la hxpotc31s de: la cxprcsxon genéllca fue

'.este argumcnto fue: lo guf101enLcmane persuasivo para hacer que

csta hlPOLGuis sc desechara..La carencia de una hipétesis fue cu

',como hlpOLLSjS del c ccxmlento “&cido (19), propone, al menos pa-

ra-la respuesta a-cortofplazo, cl siguiente mecanismo: la auxina
R "

liegu 'a su ti rcccpto~'¢n”la”oélula y al interaccienar con &1,

producc la expulsion dc:protones a la parcd cclular provocando la
disminucidn del pH, lo que causa la activacidn de algunas cnzimas
que tienen pH éptimo 6cidof lLas enzimas activadas son a su vez -
capaces de romper enlaces de los pn]i;acéridos constituyentes de

la parved y producic una relajacidn de la misma. Existen dos Lipos

. ] ) 4 : s .
de evidencias que apoyan csta hipotesis:s a)la induccidn de la
.o . ) .
elongacion celular por auxinas en tejido hlanco pucde ser susti-
s ’ ] :
tuida por protoncs exdgenos {18,20), ¢l uso de amortiguadores
con pH mayer de 6 en ¢l medio externo inhibe La elonoacion celu-

Lae Tuducida por ooty G0 v Goatees 000G LG B et G dene s

trar quec 1as auxinas inducen Ja acjidificacien del modio extrace-




egmentossin cuticula,

“iniciales indicaban que,

a‘posterio

ifiables ya que la deteeccién de

Sgo-estos resultados;so
protones puede hacers espués de que éstos difundan hacia
clelctrodo en una cantidad:suficiente para scr medidos. Jacob vy
Ray (217); ‘realizaron‘experimentos mis precisos en los que se mi
did, mediante ‘'un microelectrodo, ¢l cfecto de las auxinas en el
pH del espacio de la paved y su corrclacidén con la clongacién en
secgmentos de tallo de chicharo v coleoptilos de mafz. Los resul-
tados indican que las auxinas produccn una disminueion en el pH
de la pared en ambos tejidos; en los coleoptilos de mafz después
de un lapso de doce minutos,llcegando a disminuir una unidad de
} ’ {
. . -+ ' s
pH en Lreinta minutos; 1a respuesta c¢n chicharo sc obscrvo des -
pués de 15-18 minutos del tratamiento con auxinas, disminuycndo
0.9 unidades de pH en cuarenta minuLos. Por otra parte la eclonga
. £ N . € ’ '

cidn estimulada por auxinas aparcce cn malz despucs de un pevd -
odo adapltativo de 18 minutos, cn Lanlo que en chicharo sec obscrvd
despuds de 2L1-24 minutos de la aplicacidn de auxinas, Les estu-
dios de la einfitica de exerecidn de protones inducida por auxi -

T

- I3 4
nas e segmentes oo coleoptilos de avena, itndicoen que ostba sc
! E 1
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adaptacidn de 14 minutos, alcan

0-30 minutos(22). En

54 1 KCN, quc-inhibe~ls clengacidn ce-

‘Igiéf'eh*3~5>minutds;—déf1eﬁe la excrecién de protones en menos
kdé“uh hinu£6,kp6§:lo que el hH del espacio de lapired se incremen
ta ientamente . Estos resultados apoyan la-hipdtesis del creei -
miento dcidoe, segln la cual la auxina produce una excrecidn de
protones que precede a la respucsta de elongacién celular, A pe-
saf de estas evidencias alin no se conoce el mecanismo molceular
de La acidificacidén de la pared inducida por auxinas.

£n 1975 Vanderhoef (18) encontrd, al cstudiar la cinética
dc elongacidén inducida por auxinas, eon cxplantes de tejido, que
s¢ encontraban dos miximos de veloeldad de clongacién a distin-
tos tiempos. Fl incremento en la .clongaclién sc deleeta dospués
de 12.4 minutos, alcanzindose un maximo después de 29.1 minutos,
con una velocidad de 0.57 mm/h ; csta primera fase de elongacidn
s¢ debe a la relajacién de la pared cclular. $i {nicamente huhig
ra relajacion celular la elongacién seria transitoria con una du
racién de alrededor de 78 minutos, sin cmbargo, las auxinas indu
cen también la formacidn de compucstos requeridos para un creei-
miento sestenido y son éstos los que intervienen en la scgunda
Tasc del crccimicnto cmpezando a aparecer alrededor de los 35 mi

nutos y ulcdnz5ud05c un estado eslacionario a los 104 minutos

3
i




e

ses:de.crecimiento cn respucs-
guicntes..

resul'tados: a)las eitoci

““inhiben la segunda res-

R S e o’ : ) .
‘eion; comola produccion de materiales rcqueridos para mantencr

LT .,
la-elongacion, cn la secgunda ctapa.

“De esta mancra los argﬁhanos en contra de la hipdtesis de
la’cxprcSién genética son vilidos Unicamenlte en fa primecra ctapa,
en tanto gue la scqgunda fasc resul ta fuertemente inhibida por ac
tinomicina 0. Ademds los experimentos de Zurfluh vy Guilfoyle(23)
en los que sc obscrvan cambios cualitativos cn los patrones de
protefnas sintclizadas e¢n presencia de anxinas en segmentos de
hipocotilos de soya apoyan esta hipitesis, Otra evidencia que
hace reconsiderar la hjpﬁtcsis de la cxprusién genclica es la de
que sc han podido detectar cambios cn la expresidn genélica de

cucarioltes on Lapaus de 10-15 minnbos (85) 0 om0 b vgnn Oy



va

-arrécramanuc de’ f"é itesis de nowo de protefinas en Lanto que el

gel fltorregulador lo hace

g ’~—:,.,‘_.i,.

lc manecra lndlrccta, es

SR

ilnter3001ona dtrectamcnte con l] ATPaqa (25) Los CXPL-

Ly

_‘.,: RPN FRRa .

B PR A

'dc la 1nflucnc1a de 01clohca1m1da cn ]a clonga01on celu

lar lndu01da por auxina o fUS]COCClHa en segmentos dc chlcharo,

R R SR . LY

I

'1ndlcaq quc los niveles dc 01clohcx1deu que 1nhLben complclamcn

TR A B AR R A P B A B ¢ Pl

te la’ SlnLLSla dc protCLnas auprlmcn lua cfcc'os dcl AIA en la”

RE R EORE I i e

elonga0lon colu]ar En eJ caso dc la fu51coccina se enconlxo quc
‘l(

la cmloh0\1m1dd 1nh1b10 sélo par01d]montc (70 %) cl cru01m1cnto
Cet . ‘

y la qurccinn dc protoncs, sugiricndo que la toxina no depende

A]A si lo haoe (26).

5.2.— Efvcto dc las auxinas cn ¢l metabolismo de carbohidra

El primer paso cn ¢l crecimiento de una célula vegetal resi

. » « 7
de como ya se¢ ha mencionado en la relajacion de la paved de la

L4 F . 4 . .
célula, después de lo cual la elongacidn se electda bajo la in -

fluencia de la turgencia. A pesar de que no sc conocce exactamen,

te el proceso de la rclajuciénacxistcn diversos estudios en los



dé?iqs

dofqu¢ '

“enscole
molecular de hemicely

ndicios de que la estwc

Sciha:sab'servadorque uno de los cambios mds importantes causades

. pbﬁ'a@&inas én»iﬁkpared de coleoptilos de avena es la dismiﬁucién
. fRnas . - .

eépédifibd dq/g 1,3: 1,% glucanns, Ademas de un pequefio incremen-
to en las cantidades de arabinosa y xilosa que pueden constituir
glucuroncarahinoxilanos (29).

Por otra parte se ha encontrado que las auxinas regulan la
éctividad de_diversas enzimas invalucradas en lLa sintesis y de -
qradacién de carbohidrates de la parecd, entre éstas se pucden
mcncionar//g 1,3 glucanasas, dextranasas, las 1,3 v l,%/g glucdn
sintetasas, pectinesterasas y celulasa (1, 30, 31).

En algunos casos como el de la cclulasa cxisten evidencias
que sugicren que las auxinas inducen la sinlesis de nove de la
enzima (32).

Para establecer el papel que jucgan estas enzimas reguladas
per auxinas cn la relajacidn de la'parcd ¢s necesario cfectuar

1

. P4 - . : . .
cunoestudio de osu regulaciontporestos Pltorrcecontadoros para vap

. f ;"“ . . .
Sioprecedest 0 no oo laelongacion colublar dnducide par 2usninas,




En 1952 Jécobh‘ﬂiio‘ﬁihcapié én-la propiedad de las auxinas

de moverse en la.planta con bolaridad basipetilica y cncontrd

:

que cuando se cortan hileras de xilema en un talle jo Sven o en

una hoja, las célilas traqueidales regeneran con una polaridad

PP S

estrictamente basipetdlica. En experimentos posteriores se ha

. N s < . . .
confirmado la hipotesis de.que las auxinas son-un Tactor limitan

-
4

te ¢n la difsrenciﬂciéh'ﬁuéénte la regeneracion del haz vascular
(33)..

Por otra ﬁarte se¢ ha mencionado an*eviormente que las auxi-
nas” estin directamente-involucradas en la induceidn y manteni -
miento de cultives de tejidos vegelales y que el balance aucinaf
citocinina es uno de los factewes gue intervicnen en la rediferen
ciacidn de estos tejides durante la regcncranién de la pléntula
(L-5).

"S5.4,- Efactos de las auxinas en acidos nucleicos.

Los cfeclbos producidos por las auxinas invelucran cambios
en las protefnas sintetizadas. Debido a que las protefinas son el
resultade final de una scrie de cventos en que partlcipan la -

e P4 4 NS . > I e v s
transcripeion, traduccion v modificociones positraguacionalag, a7)



o

" 'A continuaci6n se presentaran:

. dos en

como eventos colaterales,

.se ha dado .gran.atencibén-a la partici-

nas-én-di

pacién de-las-aux: WA pesar de que

ueilexplique el meccanismo de

|

ontrol de estos cventos.

‘deeidnjde’e c

ilos resultados obteni -

\,

o e
En 1953 Silberger & .Skoog encontraron que cl AIA aumentaba
: ‘

.gunos: de

;este campo.’

la divisién cclular y el contenido de ADH en cultivos de médula

de tabaco (35). en epicotilos. de lenteja se encontrd una correla
. ! ! . : . .
cibén entre la elongacidn celular inducida por auxinas y la sintc
sis-de ADN, sin embargo, en coleoptilos dec mafz y en alcachofa
, . . ! » 7 .
no se encontro dicha corrclacion yva que la clongacion fue insen-
sible al inhibidor de la sintesis del ADH., Debido a los resulta-

. s 'y 0] . ! .
dos contradictorios no existe una opinion gencralizada al respec
} ¢ peg

Existen varias evidencias de que ¢l Lratamiento de cicertes
tejidos con auxinas producfa un ingremento en la transeripcidn
(34,35). La alteracidn producida por las auxinos pucde deberse a
que afecta la disponibitidad de molde, la actividad de las poli-
merasas, la iniciacidn, la Lcrmindcién, ete. Los estudios cn los
que se ha tratade de establecer el mecanismo por el que las auxi
nas requlan la transcripeidn han revelado dos tipos de molécul as
posiblemente iﬂvo]ucradas: los recepltores v las moléculas media-
doras, oslas 0l bimas se carnctcrizanAporquc se liberan o aclivan

' .

por las ausines aungue al parccer no roquicren de la o proesencia

3]



.suglergn qﬁe st lncr0mcnta la dxsponlbilfdad dcl molde.El grupo
de legenga y ‘colaboradores no encontrd aumento en la szntes:s

de ARN| por auxinas cen cultivo de tabaco (37) Hondal y colabora-
dores 638) aislaron del nuclcoplasma dc éoco un factor protcico
b

Loque-en: prescnc1a de AIA se combina con el ADH para aumentar la

transc:ipcion y. se sugeria.que el ARH recién sintetizado diferfa
: i
cualitativamente del sintctizado en ausencia de la auxina. Roy y
Biswas (39) aislaron, mediante cromatbgrafia de afinidad, una
protefna no histdnica que sc unia con alta afinidad al complejo
AIA-receptor citoplasmitico.
s PR guanEdTamlas moléeilas mediaderas, éstas se han aislado
de pléntulas de chicharo y mafz (40),asi como de hipocotilos de
soya {41). En cstos trabajos sc cmpled cromatografia de afinidad
con 2,4-D-1isina como ligando, para e} aislamicnto de éstos media
dores. Estas moléculas aumentan la transcripeidn, Cherry (42) cn
contr6 que .upa molécula mediadora de hipocolilos de soya aumenta
ba la actividad de la ARH polimerasa II.
| tos nlcleos aislados de hipocotiles de soya tratados con’ au
xinas (43), mostraron niveles de transcripcion mads altos que los
cantrm]es. Dichos cambios estaban asociadus con cantidades navo-

i { ' P
res de ARH y protelnas, asl como con un nucleolo de mayor lamado,

32



ST e G T e N gt e

% y 2.5 ve

habia en-

auxinas en cl

En dichos studios Verma

vedes.cn'el nivel de ARHm de cg

prc_cdla dc‘lZ 24 h al Jncromento en ¢l nivel dec ce-
o'que 5@ cOncluye'Qu¢~cl ‘nivel del ARHm no es el dni
“co fdctor;quo regula La s{ntcsis-de celulasa sino que hay un con-
'~trol secundario sobre la traduccidn. Sin embargo, no sc sabe si
el-incremento sc debe a un aumento en la sintesis de protefna, a
.una'mbdificacién en su procesamiento y/o en su cstabilidad,

Bevan (46) cncontrd en células de culﬁjvos de frijol y soya
.quc iﬁ rcsicmsra prod@oidiuh'iﬁéfémeﬁto en cicrtos ARHm. Algunos
de estos cambios sc debfan ala resiemhra y otron'eran dependien
tes de auxinas. En_frijol,sg.obscrvé un aumento cn protefnas de,
15 000, 40 000 y 80 000 de pesoe molecular; en sova se al teraron
proteinas de 35 000, &5 000 y é5 000 de peso molecular.

En cstudios similares en tqllos de chicharo{47), sc encontrd
que el ATA produce un incremanto eon aproximadamente cinco ARHm
distintos, algunos sc dincrementaban Jlgﬂlil ativamente despues de
veinte minutos del tratamicnto con AIA, otros deanuts de treinta

minubtans v ootros mis despabe o dro boena bos g ovns wngieren

. . ) . .- p
que Yas auxinas programanc temporalueiie 1Ta expreaion Genllica,

PUUR.

e




0:sde-"soya, -para ello

de auxinas y los tra

7

mismas:alteraciones lo qu? apoya la proposicidn

exacltamente la’
CLAmenIe ot

a ’

S s .‘ . ] . .
.de que“las auxinas sinteticas ejercen su accion mediante el mis-

'

Pl

mo mecanismo:.que la auxina natural., Por o?ra parte sc encontrd

. : . |
que lasiproteinas sintctizadas por las sccciones clongantes de
hipocotilos de soya diferfian cualitativamente de las sintetizadas

i
cn las seccloncs basales.

Respecto a los cfectos no transeripcionales de auxinas ya sc
menciond anteriormente que las auxinas parecen aumgntar la tradwe
cidn del ARM de cclulosa cn cpicotilos de chicharo (32). Tambidn
hay evidencias de que el AIA incrementa la sintasa de ctileno (50,

Por otra parte se ha encontrado que las auxinas promucven la
formacidn de polisomas en epicotilos de chicharo, asi como ¢n hi-
pocotilos de soya (1},

6.~ MECANISHO DE ACCIOM DL AUXTHAS.

S5¢ ha propuesto que las auxinas, al iqual gue otros filorre
guladores, cjercen su accién fisioldgica mediante la interaccién
0 rcconocimiento inicial de rccoptorus_oupovffiuos,lns cuﬁlcs
al ser ocupados o activados por ¢l fitorrcqulador descncadenan

‘una seric de eventos hicguimicos y biofisicas gue ilevan a la -

respuesta observada (52).
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‘nada por

ficas

’

cstructuralea tan su-
e que lns fitorregulado-
nlmalés;'posecn receptores pro-

e;invebtlgac;onco recalizadas en

cstc campo no ‘se tlcne a,la fccha la informacidn suficicnte que

permlta caractcrlz\r compleuamenLe dichos receptorcs y proponcr
,un mccanismo de accion'péra las auxinas(52,53).

" Las. prlﬂClpalcs aprox 1macmoncq metodoldgicas on el estudio
de receptores auxinicos proviene\de campo s afines, tales como
los dc.réccptqpes‘de hormonas animales, ncurotransmisores, etc.
.(9). Dichoé c5tOdibs incluycn experimentos de unidn dn vitzo y
requicron que cl pos ible receptor sc una a la auxina (lligando),
'con una eapcc1f1c10ad velocidad y afinidad consistentes con las
cnractcrlsLiCas de la dosis-respucsta de dicha auxina(52,53,54).

_Lasrpruebas de unidn in widao consisten en dejar equilibrar

¢l ligando con marca radiactiva {en nuestro caso la auxina),con

la preparacién cn que sc¢ suponc sc cncuentra el receplor. £l en- -

sayo sc debe hacver en condicionces tales-que tanto ¢l  ligando co-

mo ¢l receplor scan cstables. Una vez alcanzade ¢l cquilibrio sc

determinan las concenlraciones de ligando libre v unido a proted

na. Este cnsayo requicre también que ra auxina tenga una alta ra

£l v . S ’ .
diactividad especfifica, gue csté muy pura y que no sufra trans -

formaciones quimicas durantc el proceso (1); en este sentido de-

he teniorse cspecial canddado con el ATV va v e e i e I
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distincién entre la unién

-espccifaca y lao‘lnLcra001onc

, inespecificas del ligandb con -
e St :

,otras protclnas. En gcneral a déterminacién de sitios de unién

JHOSPCCLFLCOS se hace mldlendo la radlact1v1dad que permanece
unida ? la preparacién en presencia de uh gran exceso de ligando
sin'mafca radiactiva ("rfrfo") y el razonamicnto es que cl ligando
‘“fr{o"'compctir con efectividad por los!sitios con alta afinidad
pero nq por los sitics con baja alTinidad (aquellos en los que la
unidn ﬁotal del ligando aumenta linealmente con el incremento cn

la concentracion del ligandoe), por lo que la radiactividad unida

a dichos sitios no disminuye en presencia de ligando "frie"(52,53,

55). El pavdmelwvo gue se emplea coma un fndice de la afinidad del

ligando por la proteina es la constante de disoclacidén K £l mé-

hE

todo mdS usado para. determinar la KD y el nimero de sitics . de

union cs ¢l desarrollado por Scatchard, en ¢l que se grafica la

relacidn de la concentracidn de ligando unido sobre concentracidn
de ligando libre en el cj¢ dc las ordenadas como Funcidn de la con
centracidn de ligando unido en ¢l eje de las abeisas. La pendien-

te de la recla oblenida nos da el valor de -1/K el nlmero de

)I
h D
sitios de unidn se obticne del inLercepto cn las abeisas. $ila
griafica de Scatchard no resulta lincal sino cdncava se propone la
existencla de varios sitios de unidn. En la practice no se consi--

dera vcelevante fisiologlicamente una Kd mayor de 20 wicr

Asimisme estos estudios roequicren diseriaineg ol iooniion de ipas
! ] 1



O )

Lol e L

una breve revisién de los c¢studios

po. de los receptores de auxinas. Para ello

efectuados.en el cam
se hard una divisidén de los sitics de unién (posibles reccpto-
res), de-acuerdo a su localizacidn celular en: membranales N

no membranales. ' o .

6.1.- Sitios de unidn membranales,

Venis y Batt (56) encontraron en 197% que las mcmbranas d
coleoptilos de mafz posefan dos sitios de unidén al dcido nafta
lenacético {ANA), Uno dec ellos llamado sitio I, que prescntd

una K, de 1.5 x 10771 con 24 picemoles de sltios de unldn/g de

D

cC

- . . - L __,-’
Cejido; en tanto que el sitio Il presento unu KD de 16,1 x 107

M, con 110 picomoics/g de tcjido, Scgln indican estudlos de es
pecificidad, el sitic TI a pesar de Lener wnenor afinidad por
la auxina, ticnc mayor cspccificidad-y por tanto se esperaria
que tuvicra mayor relevancia fisiclégica. La scparacidn en gra
diente de sacarosa Indicd que cl sitio II sc localizas cn una

banda pesada (probablemente plasmalema y aparcto de Golgi), en

A . : . .
tanto que ¢l sitlo I se encontrd en una banda ads licera {56).

. En estudios posteriores, cntre 1977 v 19232 (57,55,59), Ve
nis efeelud el anfiisis olostpoforftico de Yov copns o5 gy

uniéh o auxina (sitins 1y 11) solenitizadas o noohesny y oon.

Lo

7’ - sl 3 i -
contro dos bandas predominantes o~ 56 000 4 S0 080 i ren

3



y.'27.000 daltongs_de;pgso{mblecular. En basc

Edgiéréque~se.'trata'dC‘protcinas diméricas.

Hef{él‘ Ray y Dohrmanﬂreporto en 1977 (60)
colcoptllou domaiy poselan una sola cla-

t-os*dg_union; “coh una'KD del orden de 5-7 x

ue ‘insensible a altas‘ oncentraclioncs de sa-
R S T 2+ 2+

; les,monovalentes, sin cnbargo se Jnhtbe\con Ca y Mg . La
unlon fue sen51ble a calor y proteasas, {inactivandosc reversi-

\blementc por agentes reductores.

i

Ein 1977 Ray localizé, mediante ccnﬁrifugacién en gradien-
te de hcnsidad y enzimas marcadoras, al sitio de unidn a ANA
en membranas de coleoptilos de mafz cncontrindolo cn el reticu
lo cnd;plﬁsmico rugose principalmente. Asimismo localizd los
sitios de unidén al acido Kaftilftaldmico, un inhibidor del tmns
porte de auxinas y observd que se encuenlran en una Traccidn
membranal distinta, que muy probablemente corresponde a la mem
‘brana plasmdlica (54). La. relcvancia fisioldgica de estos si -
tios de unién se ha probado mediante la comparacidn de la espe
ciTicidad de unidén a una seric de anélogos (60) y la respuesta
fisiclégica de los mismos. La cspecificidad sec midié como la
capacidad que tieren cstos andlogos para compebir con ANA por
los sitios de union y se observd que ,se incrementd en presen-
cia de un Tactor del citosol denominado "factor del sobrenadan
te". Aunque se encontreron algunas discrepancias en algunos
dcidos fenoxialquilcarboxilices y en la unidn de algunos Teno-

les, cn general los datos de cspecificidad de unidn correlacio
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nan con-la respuesta de-clongacian

sto

obrenadante se-aisld y caracterizé poste -

riormente (6l); ddentificindose como una mezcla de benzoxazolj

f‘nonqs?_>ajlad§s.thbidb a que cstos compuestos tienen una dis-
Aribueidn limitada encentrindose sélo cn algunas gramfneas, no
~s¢ les puede atribuir.un-.papcl regulatorio gencral cn la fisic

logfa de auxinas.

“m
e

Movrré y Cherry (62) han aportado evidencias de que los

* « £ > . . .
tios de unitn a auxinas ¢n hipocctilns de soya s localizan en
la membrana plasm&tica, mediante el marcaje del plasmalema con

112)

y la separacidén de las membranas en gradicntes de densidad
“de sacavosa.
En un cstudio muy cuidadoso de Dohrman, Hertel y Kowalik
(63) en ¢l que separan las distintas fracciones subeclulares,
mediante un grndicntc de densidad de sacarosa, se cncontrd con
la ayuda de enzimas marcadoras que las auxinas se unfan a dis-
tintas fraccioncs membranales. Cstos cstudics comproharon Guc

. . . . a7 taw FrT
¢l prircipal citic de union saturable para WiV {sitie 1), ze

localizona en el reticule crdoplismioa. Sin crbaran, 50U

‘a9



g0

w'n el Lonoplasto..[ste ;cgundo

Qniéh,e _plasmalema al’ que. dcnomlnaron sitio 1II de mafz (64).

Conqldelando la cv1dcncxa que propone que las auxinas
_gjptcenvsu efccto en la elongacién celular,promovicndo la cox-
cfccién_dc protones del interior de la célula a la pared celu-
lar;-Cro$s'ylcolaborad0res (65) decidicron comprobar la hipdte
sis de que la excrecidn de protones ihducida por auxinas cra
debida a la activacién de una ATPasa que bombea protones y que
los sitios de unién a auxinas en maiz poscian dicha actividad
de ATPasa., Con este fin s¢ solubilizarcn los microsomas que po
sefan los sitics de unidn a auxinas (de colcoptilos dec mafz)
con Trltﬁn X-100. Se encontrd que bajo 1;5 cendiciones experi-
mentales usadas 1-1.5 mg dc Tritén X-100/mg de protefna de mem
brana), se lograba la solubilizacidn complcta de los sitios de
unidu a auxina en tapto que aproximadamente 70 % de¢ la activi-
dad de ATPasa de ng+ y aproximadamcﬁtc 85 % de la ATPasa de
K* permancefan inselubles (66). Esta distribucidn diferencial
sc interpreté como que los sitios de unidén a auxina no poscen
actividad de ATPasa. Otras posibilidades para la expulsidn de
protoncs Lnducida por auxina es quec La-ATPasa no interactle di.
rectamente con la auxina o bien, quc cste inveluerado otre me-

canisne Lal como una cadena do Lranoperle e ol Srones,



Ensun

la prptdf

MA. E1 andlisis de la protefna 50

a‘constituida por una sela subunidad

ggqpbeimadamcntc 80 000 daltones (en pre

dor ‘de proteasas , ya que en ausencia de és

"otras proteinas de menor peso molecular, lo

idﬂ;éa quE la:protcina del sitio de unidn sufre degrada -

'Vciéﬂ). Al parecﬁr la protefna solubilizada pesce un grupo sul--
fhidrilo cn su sitio activo. La constante de disociacin para
AHA Tue de 4.6 x 10781 con 30 picoma1os de sitios de unién/ g
de tejido fresco. También sc encontrd que dicha protceina se
vi0 afectada por un fTactor del sobrenadante (6S). V

Debido a que Cross y Brigs no lograron detcetar aclividad

de ATP&SG en la protefna microsomal solubilizada, sc deeidid
examinar los efectos de algunys inhibidores del Lransporie de
clectrones en la unidn de AMA. Los resultades aunque no con -
cluyentes sugiercn que NaH3 inhibe fTuertemente on Lanto que ef
KCN y ¢l CO no.

El grupo de Libbenga y colaberadorcs (62,70 y 72}, han lo

grado aiclisy de callos deo tabaco vn reeeplor veida o aimbranas
! . P 2 .y o
v otro -suluble, ambos -denaturaleze proteica. Ul celuble prooan




das dc dlchas hOJﬂS. Estos resultados hicie

; . . . 7 .
ren que los autore »suglrjeran que los sitios de union a auxi-

nas se locallzan enla mcmbrana plasmitica y que se destruyen
durahtclel a;slqmlento de los protoplastos. Dchido a que no se
logrﬁ.Ia sépéracién satisfactoria de las membranas cn gradientes
de sacarosa, no se pudo cstableccer con cértcza la localizacidn
de.los‘sitius. Desputs de cultivar los protoplastos de 3-4 dias
.y_coinéidiendo con las primcras divisiones celulares sc detecta
rbn nucvamente los sitivs de unidn o AMA. La constante de diso-
ciacidn para dichos sitios fue de 2 x 10™ % y ¢l ndmero de si -
tios aumenld durante cl ecultivo incrementindosc en forma pronun
ciada durante la Tasc cxponcnecial y permancciendo constante du-
.

rante 1a fase estacionaria. Esto ha hecho que se sugiera que és

te cs un bucn modelo para ¢l estudio -de la sintesis de rccepto--

res asi como de su translocacidn o incorporacibn a membranas(73).

. " .
Hurphy ha veevaluado la union de fraccioncs membranales a
auxinas en mafz, mediante curvas ajustadas por computadoras y -
concluye yue existe una sola elase principal de proicinas que

unain G AN, auaque no ose descarta la existenecda de mﬂltjplc5 s

Lios que dificvan en especificidad (74). .




‘tos de mesocotllos de plantulas de malz ctioladas al ser {lumi

93

hor,estc

graron aislar mediante
membranales de
L

mailz.,

kh med: \distintos eluatos did

J

ores .de auxinas membranales se ba-

sin embargo no sc ha logrado
-

avanzar mas . por ese: Cﬂman. Récientemente Walton y Ray (77)

Than trntado de COPPleLanaP los cambios en la sensibilidad a

"fltorrcguladorcg 1nducidos por cl desarrello o por el medio am

blcnte con cambhios en la concentracidn de los sitios de unidn.
Esta aproximacién sc usa en cl campe de hormonas animales, la

- . [] 4 4
respuesla medida fue la disminucion en la elongacion de segmen

. . 4 .
nadas con luz roja. Se cncontro que esle cambio cerrelaciona
. . e s . . « 2 .
con la disminucidn e¢n el nuemro de sitios de union a auxina lo
calizados en el reticulo endopldsmico de membrana de mesocolilo
Otros intentos en este sentido son los realizados por fara
yanan y Poovaiah (78,79) en fresa y pepino. Fn estos cstudios
se¢ detectaron receoptores membranales para auxinss con una KD
del orden de 10-20 micromolar a un pH de 3.75%. S¢ observd que
. .2 ’ .7 . . .
existe una buena corrclacion entre la union <2 viirno de auxinas

y el biocnsayo de erecimicnto del frutoe. Asimi-zon es muy intcre

i
!
i




ntraciones de,lig'lofﬁﬁ’a'S'x

;ipoison’ aquclles que no estin
Consecuentemente se enconptrardn
e.centrifugar a altas velocidades.

‘Mqtthysscﬂ ip;fgbservaron, en 1969 (36), que las au

rxinas na,interaCCionan-directamente con la crowmatina en la in-

ducclon de la 51nt651s dcl ARM, sino que rcquicrcn de un factor

alSludO del nucleop]asma de tejidos Lratadod con 2,4-D, En un

intento por caracterizar cste factor se encontid que era labil
al calor, quc tenfa un pcso molccu]ar de entre 20 000 y 200 000,
en basc a lo que se sugirid que se trataba dec una protefna cn

’ . . 4 .
sus formas monomcrica y multimerica. lLos autores han propuesto

un modelo scgdn el cual 1a auxina se une a la proteina y el -

-complejo interacciona con la cromatina.

Hondal, Handal y Biswas (38) cncontraron, on nlclceos dc
endosperimo de coco,una proteina aceptora de A¥A la cual en -
unidn de este fitorregulador se un{a'a preparaaciones de ADN 54
viino, favorecicendo la sintesis dec ARN distinto al sintetizado
cn ausencia del complejo.

En 1971 Venis aisld mediante cromatograffa de afinidad,
con 2,4—D-lisina como ligaﬁdo, una fraceidn protefca de cito-
plasma de chlchuro y maiz que aclivaba la sintosis de ARN en un

sistema hcoterogénen {40).



ra dc'larcromatina de e¢stas células (cIRP)

¥’lo cn’ cl quc ld

’”t’s.

 9) aislhron?un'rechtor para AIA del nucleo

el cual tenfa un peso mole
-5

permo de ‘coco (nIRP);

cular de 94 000 y una KD de 1.3 x 107 . Dicha protcina es ca-

ipar de unLr CATA y 2,4-D pero no ¢l andlogo cstructural inactivo

: ¢
éCldO-an}OlCO. Asimismo cste qrupo_alslu otra protecina recepto
i1a cual presenta ma
En'base 'a lo anterior se proponc un mode

ybr afihidad bbf AIA;

rotcina cIR’

funciona om0 aceplora del comple

jo AlA~nThP,par 'regular la Lrnnuc11p010n.

y

El gr bbcngu ¥ colaboradores (70,72) ha delectado

u‘o dc LQ

¥ pUPLfJCHdO parCLalmcnte un TCCCpLOI soluble de explantes de

tabacoy. de cultivos in vitao de cste tejido., El pesoe molecular

csrdé 75 000 o 300 000 en diveirso experimentos , la KD es de

. ' -8, ‘
aproximadamente 1 x 10 7 . 5¢ ha propucsto gue esla proteina

N 4 v .’
esta invelucrada c¢n la regulacion de transcripeion comoe parte
de la respuesta general a hevida. ' .

Wardrop y Polya (81) deseribleron ¢l aislamiento y purifi--

sonbeony s ind oo toas oy



h;chqrq~y‘SOYa, como la cenzima Ribulosa

RBPC).~L;5 Kppara AIA tienen valores de

ﬂﬁ;x‘lb'g M para chicharo y soya regpcctivameg
te. Ptuébasidé e5pccifi6idad (83) demuestran que andlogos acti
VoS dézplazan al AIA. Al parccer la actividad de unidn a auxi-
>na puede perderse de manera reversiblc ¢ irrcversible sin afec
tar la'éctividad de RBPC. El heccho ‘de que a RBPC sca una protci
na nuy ﬁbundantc en cloroﬁlasto hace pensar que no ticne un pa-
‘pel figiclégico directo en el mecanismo de accidn .de auxinas,
aunque los autores proponcn que pudicra cstar involucrada en el
almacenamiento y transporte de estce fitdrrcgulador.

Por otra partc Hurphy (84} ha detectade compuestos del ci-
tosol de malz cor capacidad para unir AlA. Aproximadamcnte 70 %
de la actividad de unidn estd dada por una proteina de peso ‘mo
lccular . de 38 700 con una KD de 3.@ X 10'6 ity 160 picomoles de
sitics / g dc peso fresco. Esta Traccion mostrd ser heterogénea
en cromatografia de hidroxiapatita y DEAE-Scphacel. Los estu -
dios de especificidad de unidn corrclacionan con los cfectos de

3 « 7 ' : . .
estimulacion del crecimiento para las auxinas probadas.

‘/4)




MATERIALES Y WETODOS

" MATERIALES

1.- Reactivos, =

reactivos fueron de Sigma Chemical Company
dcido 2,4-diclorofenoxiacético,

c-coomassie R-250, L-aminodci -

.

de: potasio, cloranfenicel, sacarvesa, dcido tri

~ ctanoly cloruro

‘cloroacético, acrilamida (grado electroforésis), bis-acrilami-

ilzN;Ni-mctiléndincrilamida), dodecil sulfato de sodio, per -

““sulfato de amonio, glicina, azal de bromofenol, 1,f4-dioxano,
“PPO-(2,5-difenil oxazol), agar-agar, inositol, voduro de pota
sio, clorhidrato de L~ lisina, citrato dec sodio, »cactivo dcl

fenol segin Folin Ciocalteu.

De Pharmacia Fine Chemicals (Uppsala Succlia) sc obtuvie-
fon: Sephadex G-10, az(l de dextrian, Sephuarose 483, Scpharosc-
CL-4B, estindares de proteinas para detcerminacipon de peso mo-
lecular.en geles de poliacrilamida (rango de bajo peso molecu-
lar de 14 400 a 94 000 daltdnos de peso molecular),

noo L . . v i
De d.7. Baker de México fueron: nafltaleno, dimetilsulféxi

N - . - ’ . - -
do, hidréxido de potasie, sal digddica dn EDTA,

RY



nilbkazolil))bcnccno).

N S o
T e o SN . .
De Quimica IVC de Méxi do clorhidrico, dcido

; B .
acético glacial.

i T L b
De Eastman Organic Chemica suvo': -azida de sodio.

! o
a De Quimica IMdustrial Car

btuvo: bicarbonato de sodio.
De LKB se obtuvieron las anfolinas pH 3.5-10.
De Eastman Kodak se obtuvieron: peliculas X-Omat § con in-
terfoliado alternade XS-5, revelador y fijader para peliculas de

rayos X.

f¥*mw;”;T£1'mntcrial radiactive se-obtuve de The Radiochemical Con-
tre Amersham England: mezcla de aminodcidos th de alta radiacti
vidad especifica (100 microcurios/ ml), acido 2,4~diclurofcnoxi-
acético (2~14C, 56 milicurios/ mmol, 50 microcurieos) disuclto en
“toluecno; antes de usarse sc cvapord cl tolueno de la solucidn de
2,4-D, cslo sc logrd .con una corriente de nitrdgeno y calentando

a GOOC, después de lo cual se rcsuspcndié cn agua desionizada a

pH = 8.

. De Whatman sc obtuvo: papel filtro y papel Tiltro DL-81 (in .

. o 7 .
tercambiador antdnico).



‘Durante el:présén on las:siguicntes

centrifgggs M5Ede: bajaJVCLOCidéd,fmodélo LR-6; cen

Los puntos de fu eterminaron en un aparato de Fi -

scher, Los cspectros. de absorcién en el IR se¢ deberminaron en

un espcctrofégomefté'béfkin~Eimer modelo 337, Los ecspectros de
resonancia hagnétioéfnhcicarvsb determinaron en un espectrémetro
Varian A-60,

Los reactivos se pesaron en una halanza analftica Mcttler.
El tejiddrse homogenizd en un homogéhizader Polytron Kinematica
ZGHBH (Luéerna Suiza). Para ajustar el ph de las sslucionecs amor
_tigﬁddorﬁs_ée empled el potenciémctro Sargent-¥elch Scientific
,Fthahy modelo PBL,

| Las incubaciones a temperatura y agitacidn constantes sc

cfgpﬁuapon,qn un baiio de agitacién a temperatura constante de
Lab Line Instruments, Inc.

El cspectrofotdmetro usado fue un Carl Zeiss modelo PHQ II.

El colector de fraceiones para las columnas de cromatogra-
fia fuec de LKB Ultrorac 7000.

La radiactividad sc¢ euantificd en el espectidmetro de cen-
telleo liquido de Packard Tri Carlb Instruments Company 3255.

Para ldis elccbroforésis se usé cl cquipo.en placa vertical
modelo 220 y cl scéddnv de geles wmodelo 274, ambos de Bio Rad lL.a

<
boratorics. Lo Tuente de poder cmpleada Tue ona I5CO modele 490,

99
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3.=-S0luciones.

En la preparacidn de-las..s6luciones se empled agua destila
da y desibni7ada.r:¢

learon semillas de

de Chaplngo,-cbsechas de

979:y 1960 donacifn del Dr. Joaquin

naron dcl‘endosperno ,anLafﬁydda de un bisturf.
NETODOS.
|

1.- Sintesié‘dcl'écido 2-bromopropidnico(85).

i

AL Acido propiénico (2.68 x 1071 moles, 19.86 g, 20 ml)co-

locado en un matraz bola de una boca de 100 ml, cquipado con un

: . ) ,
refrigerante en cuya parte supcrior sc coneclo una manguera a

una trampa con solucidén de WaOM al 5 %; sc le agregd el bromo

L(2;95*x”lO'lmurcs;“47.14‘g,'lS;l“ml) ¢ exececo de 10°%, Se le

affiadid lentamente y con agitacidn el triclorure de fésforo (0.8

mi). La mevcla de recaccién se calentd. cn bafio de agua {a una tem

peratura ecntre 65 y 7OOC), con agitacidn duranlte cuatro horas.
La temperatura del bafio s¢ aumentd a_SOUC aproximadamenltce y se
continud la reaccidn hasta desaparicidn, de) color del bromo (al
rcdedor de 3 horas mis). La mezela de reaceidn se destilé a pre

sién reducida en un cquipo gquickfit empleando una trampa de HaOH

. 2 ¢ + .
Jpara atrapar el dcido bromhidrico desprendido,

Rendimiento: 30,7 g, 7% %,

50



.- ducto-se

terior:

| LRV n

caccidn,

B
~Punto de ebill

¢ Hgaproximadamente,

c

|

| ,
HO g) se afiadié @ una

(d;O?jmblcs,

7_mqics; 10.8 g) sc qgrcgé a2 la mezcla an
tefiujo durante velnticuatro foras. £l pro -

e . . -
0.y 'scextrajo con solucion de Dicarbonato de

sodio al?5 %, La-fasc acuosa, contenicndo ¢l procucto, se nou -

tralizé (aparece turbidez) y sec extrajo nucvamentc con acetato

“de etilo. El disolvente se cvapord y el producto se recristali-

e s

zd de acctonia-hexano.

1235

795,

1

Rendimiento: 3.5 g, 58.3 %,
Caraclerizacidn del producto de la reaccidn.
Punto de fusién: 92-93°C.

Ly, —on 2950 (m); ~C=0 1715 (f); -C=0

I.R. ¥ wmax. (cm™
(m); €=C 1500 (m-f); 1,2,% trisustitucién cn el anille
880 (d).

Rt H. é—(ppm): -CH3 1.65 (d 3H); “Ar-CH

3 2.0 (s 31, -C-H’

4,75 (s LHY; Ar-B 6.5-7.2 (m 3H).
3.~ §i_££§i§“gp}_}jgandomfLﬁfdiclgﬁgFﬁno§jﬁtfkamida-£.-L»
JJAisina (2,4-D-lisina) {67). : : .

Fl compleic lisina-cobre (0,017 molas, & a) orenaprend ©ono



,enfrlo en

Laprox 1mddamcnte 10 ¢, se

'uc;‘nzdc,NaOH conccntrada

Ala regé el cloruro del dcido 2,4~

'VD (0 0375 molcs, 9 g -‘éxCesoudéréﬁfdxiﬁédamcntc 10 %), prepara

cionar.'

;do segin la tecnlca'dcscrita (87), en pequeflas porciones, con

agitaéién vigorosa y controlando el pH y la temperatura (ticmpo

‘de adicidén 30-60 minutos). La agitacidn sc continudé durante 1-1.%

horas hasta no observar formacidn de mas precipitado. El preci-
pitado se filtrd, lavindose con agua frla hasta que no se disol-

Vié ‘mas - rcact:vo (complejo llSlna cobre de color a/ul) sin reac

El compJCJo 2 4-D-lisina-cobre se suspendid cn una solucidn

'de ‘el 2 N, se calentd a 60° C y sc le pasd una corriente de H2

para romper ¢l complejo de cobre. La mezcla se filtrd y el fil-

“trado se evapord a scguedad en ¢l rotavapor, recristalizdndose

de ctanol - acctona,
Rendimiento: 4.9 ¢ , 40 %.
Caracterizacidn del producto de la rcaccidn.
Punto de fusidn: 241-243°C,

I.R. V max. (cm"l): ~HH 3380 {(m); -COOH, -MH, aproximada-

2
mente 2910 (m-f)j ~CUOOH L1745 (m~F); "%"””“ 1660 (F); ~CH 1440
' 0

(m-T); 1,2,4 trisustilucién en el anillo 845, 800 (m).

R.HH, 5 (ppm): Ar-H 6.9-6.6 (m 3H); -0-CH_ -C- 4,2 (s 21);

| T
“HH., N,

HH-CHL- (CHL Y- 2008 o 210 SOH SCH-0000 308 (0 1Y CHL - CHeCaol



1;557 (o zu), _A,li(fy'l:f "')'” -1 '27"'(m' '4H') '

3—Sinte51a de ld columna dc cromatoqrafLa dc af]n:dad.

‘Eluacoplaml

1to. del llgdndo ?,4-D 1151na a:la s\farosa se:

'cfcctuo medlante.ddzumctodoq.

Metodo I,

Sc adapto la téenics arikh y Cuatreca
sas (88), como sigud:

Se pesaron 3 g e efarosa: acvlvada con bromuro de cianbge-

no, los cuales se lavaron en un embudo de vidrio porose con 1 1i
tro dc HCl 1 X 10 H y postcrlormcntc con 1 litro de agua, con ¢l
;ObJCtO de el;mlnar los estabilizadores dextran y lactosa. E1 pa-
IAQE£c;déu$¢fafosa as! tratado s¢ resuspendc en agua, aproximada-
{”méﬁté'l.é 1itﬁos, se le anadid 10 ml de bicarbonato de sodio 0.2
ﬂ;bH-é,S y se ajustd el pH entre 9.5.y 10. La suspensidn de Seila
osa sc agregd a la solucidn del ligande y se dejd agitando con
.barra magnética a la minima velocidad posible durante 20 horas a
4°C, La Sefarosa acoplada se filtrd cn un embudo de vidrio poro-
50 y se lavd con las siguientes soluciones, agitando cuidadosa -
mente con una espatula cn cada lavado y evitando que se¢ empaque-
te.
a) -Acetato de-sodio 0.1 M pH 4 con cloruro de sodio 0.5 H
(250 ml).
b} Urea 2 M con cloruro de sodio 8.5 ! (250 ml).
c) Eicarbonuté de sodio 0.1 # pH 10 con clorurc de sodio 0.5
(250 ml).

, R .
La Sefaresa acoplada se lavo con 2 Litros de soun doslonic-



yer -

cuales -sei.

a) Ae

o c)hgua

El-ﬁqdﬂéﬁe;de,Seféppsa»sé_;ésﬁéﬁendig en 250 ml de peryoda
“to de sodio O;bllM y éeiagitérduréntg 2‘h.a temperatura ambiente
el.gel‘OXidadé sc lavé coh agua en un embudoyde vidrio poroso .

" Por otra parte se prepararon 250 ml de buffer de boratos 0.1 H
pH.9 a los cuales se agreqgd el iigando 2,4-D-1isina hasta satu-

racién {(aproximadamenle 455 mg). A la mezcla anterior sc le afa

-dié el gel oxidado y se agité a temperatura ambiente durante 40
minutos, Postecriormente sc agregaron 10 mg de borohidruro de so
Qio y sé continud la agitaciédn por 20 minutes mis. La scfarosa
acoplada se Tiltrd cn un embudo de vidrio porose y se¢ lavd con
las siguicntes solucionces: ’

a) Acido acético 0.1 M (17250 ml),

h) Bicarbonato de sodio 1 % p/v (L2%0 ml).
. ¢) Agua desionizada (1250 ml).

)

Ll paquete de Setavosa acaopladn obtenida e o} paco anteriow

i



dc”ligando acoplado a la Se

La detcrmlnaCLOn de la canL dad

farosa se reallzo por es) ‘c'rosc pla dLrecta en la regidn del ul

‘ravioleta, usandO‘el coef1c1cnte'dc extincidn molar del ligando

2,4-D-1isina A‘la lpngitUd de onda de mixima absorbeneia, obteni

do en un trabajd?p}elimlndf (87) (& =143 1/mol cm,)& max=281
nmj .

6.~ Determinacidén de la curva de decailmionto del ligando aco

plado a la Sefarosa.

La cantidad de ligando acoplado en el tiempo ccro (después

de la rcaccidn de acoplamlento), se tomd cemo ¢l 100 %, La Scfa-
. - " .

rosa se guardd cn el refrigerador cn azida de sodio al 0.02 % .

A los 11, 27, 36, 45 y 54 dias se sacd la suspensidn de Sefarosa,
r - . -
so lave exhaustivamente en un embudo de vidrio porose con agua
. . . .
desionizada, se dejd empaquetar la Sefarosa y se resuspendid en
el mismo volumen inicial. Sc lLomaron alicuolas dc la suspensidn
para medir su absorhencia y asf mediante el coeficiente de extin
' . : . .
clion molar del complejo 2,4-D-lisina aplicando la ley de Beer de
. . - < -
terminar la cantidad de¢ ligando que permanccla unido a la Sefaro

0~ « 7 .
sa en Tuncion del tiempo,

° 7.~ Pv[‘rmlnA JON de Jn Laporliltlrad de Ja columna de crn-

_&5



se colocaron en una cé-

‘o S .
5°C(dependiendo de la ¢poca

de.co.‘Leoﬁ*C‘J;l-‘ovi de aproximadamente 3.5 cm de longitud)., EL te-

jido sc_&éhgéio a ~70%C. Los coleoptilos sc homogenizaron con un
volumen igual ‘de buffer (tris-HCl 0.02 H y/B mercapltoetanol 0.0L
M pH 7.6) en un mortero preenfriado. EL homogenade se¢ filtrd a
través de seis capas de papel filtro de filtracién ripida y el
filtrado se centrifugd a 30 000 ¢ durante diez minutos. La pas-
tilla sc desechd, cn tanto qué el sobrenadante sc puso en conlag
to con la Sofarosa'acoplndﬁ al ligando (por el métodblijvdurant;
30 minutos y sc monté la columna. La columna se lavd con buffer
de homogenizacidén hasta que la absorbencia a 2680 nm disminuvd a
ccfo. Lﬁs ﬁrotcinas retenidas se cluyevon con MaCl 1 H,.so desa-
laron mediante su paso a través de una columna de Sephadex G-10
y posteriormente se aplicaron a una nuecva columna de afinidad
(de iguales caracteristicas que la anterior), de la cual se elu-
yeron con un gradicnte de 2,4-D de 0-50 all. Como control de La
gspecificidad de la columna sc emplcé'alhﬁminn de sucro hovino

.

. . (4 . .
en canbidad eanrivalente o Las proteinss eobonidas -0 b celoagn

5¢



oleoptilos de maiz. Lavalbimina se

‘caracteristicas

ediante un gradien

 ;La§‘pr6téiﬁ§g/élﬁidab'ﬁéliabtéﬁiﬁmnés de” cromatografia de
,afiﬁQUéd"sc ‘cuantificaron por el mcLodo de az{(1 de coomassic
descrito por Bradford (90), que consiste en lo sigulcnte:

Se pesaron 100 mg del colorante az(l de coomassie G-250, sc
disolvieron en 50 ml de etdnél'al 95 %. A csta disolueidn se agre
garon 100 ml.de dcido fosférico al 85 % (p/v), sc agité hasta de
Saparicién]dq'losigrumbs del colorante, se llevd a un volumen fi
nal‘de*l'litrdly,gelfilifé.en papel de poro cerrado. La solucidn
protcica(contenlcndo cntrc 10 .y 100 chrogrqmos de proteina en
un volumcn dc hasLu 0.1 m]) se pilpeted cn un tubo de ensayo y cl

. . I'd

volumen final decl tybodsg_gquté a 0.1 ml con el buffer tris-HC1
0,02 Myﬁ mercaptoetancl 0.01 M, pH 7.6. Posteriovmente se adicio
naron 5 ml del colorantc, el contenido del tubo se agitd en un
Vortex por 9% segundos a velocidad maxima y sc leyd la absorbencia
a 595 nm después dedos minutos y antes de una hnra, Como blanco
se empled 0.1 wl del buffcr al que sc adicionaron 5 ml del colo-
rante. Para obtener la curva patrdn se empled alblmina de sucro
bovino de 0-100 micfoqramns; se graficd la abserbencia a 595 nm
en las ordenadas contra Ja cantidad de protcina en las abcisas
?(qu( Ky,

Lo comianas vaarn eclaas deonlion

Lo debido o Ta Learienela



595 nm

1,004

¥

0.50r

A

Ll
50 100 )\g albumina

FIGURA & CURVA PATRON PARA LA DETERMINACIOM DE PROTELNAS POR EL METODO DE
AZUL DE COOMASSIE DESCRITO POR BRADFORD (90). ‘

Cada punto c¢s promedio de cinco detetrminaciones.

85



59

del compleJo prolCJna coloranLc de unlrbc al- cuarzo ; en caso de

usarsc;oclda ,dC‘cuarzo,csLas debcn lavarse Inmediatamente des-

a) Se prepararon lOO ml dc una solu010n de carbonato de so-

dio al 2 “en’ NaOH 0.1 N (solucidn a),
b) Se mezelaron vollmenes lguales (solucidn b) de :

i) Sulfato de cobre al L %.

ii) Tartrato de sodio y potasio al 2 %.
Nota: Estas solucioncs deheniimezelarse inmediatamente antes H
de usarsc ya que pueden precipitar.
¢) Se prepard el reactivo I que consiste en mezelar 50 ml
de la solucién a y 1 ml dc la salucién b,
~
d) Se prepard la FOJUCLOH IT que consiste en mezelar partcg

iguales del reactivo de Folin Clocalteu y agua o biln el buffer

indicadou.

Para la detcerminacidn de proteinas sc pusicron 0.5 ml de la

2 7 . 3
solucion problema en un tubo de ensayo (esta selucion provienc
de la muecstra problema, la cual se preeipilto con ATA 2l 5 % de

p s
.o ! . . ) . - N . - « £

concentracion final; el precipitado se separo por contrifugacion
y se resuspendid en agua, ajustando el pH entre 7 v 8§, A lLa solu
cidn problema sc afadicren 5 ml del reactivo T wscagitaron ¢n oun
Vortex a velocidad maxima por 5 segundos. Posteriormente se dejé

repos. s o onescha Goraniy J0 minern v ar sanaiores Coml e



reactivg“{l;%éehgité*y;Sg;dejé»transcqrrip treinta?minutos mis,

mbrionarios de maiz sc estimé adaptando la

“ribosomal ‘de ejes

técniéafdescfitaﬂpor Murphy (84), como sigue: sc colocaron 1.5

L dcl sobrcnadantc 08 1bosomal de cjes cmbrionarios de malz

 ,(0 15 mg dc protelna) en tubog de ensayo. Al sobrenadante se le

ddlClOﬂO 2 4 D Jq

C,_gc probaron ocho concentraciones que ihan de
‘flOfa 500 ni; a la.mezcla anterior sc' agregd buffer tris-HCl 50 i
pH 7.6 hasta llegar a un volumne final de 2 ml, se agitd y se de
j6 equilibrar durante ‘diez minutos, dcgbués de lo cual sc saturs
bcon (“H4)2504 a uﬁa Coﬁécntfncién final dé 75 %.1ranscu;ridos'l;
minutos se Tiltrd la solucidn sobre membranas de Millipore (de
2.5 em de didmelro y 0,45 micrémelros de poro) con vaelo. L tubo
quc conteﬁia la solucidn se enjuagd con una solucidn de (HH4)250Q
saturado y cl contenido sc adiciond sdbrc ¢l filiro anteriorilas
membranas se dejaron sccar y sc tronsfirieron a un vial de cente-
1lco al que se adicicnaron 10 ml de liquido de Bray para determi-
nar su radiactividad,

El 2,4-D unido inespecificamentc sc determind emplcando 2, 4-D

N . 7 vy . g . B - P R
Sl marcs oo oang evaeenlracion S0 voeos sanerlor on o conerimonton

60
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FIGURA %7 . CURVA PATRON .PARA.LA DETERMIMACION DE PROTEIMNAS POR EL METODO DE

LOWRY (91), . '

12

Cada punto ¢s promedio de tres determinaciones,



o,

(receptor,solublc’? 4-0

'oc sembraron 60 'semillas de mafiz en frascos entre algodén

'(20 semlllaolfrasco) Se adi010no el buffer de imbibicidn(tris-

HCl 50 mH, KCl 50 mM, MgCl 10 mM, -mercapltoctanol 5 mH, saca-
.lrosa 0.25 H pH 7. 6 1 mL/semilla), se taparon los frascos con
papcl alumln10.750 charon imbibicendo durante 24 horas a 25°C.
’TranscurridokCSte periodo s5¢ sepcionaron los ejes embrionarios
deﬁlas sgﬁillag. Loﬁihasos subsecuentes sc rcalizaron a 4%¢ a me
nos-qUe‘sé indiqué otra cosa. Los ejes embrionarios se congela -
ron a -70°C por treinta minutos, posteriormente sc homogenizaron
con 2 ml del buffer d¢ imbibicién en ux mortero preenfriado. El
homogenado se Tillrd a Lraviés de seis capas de papel Filtro y el
filtrado se centrifugd a 199 500 ¢ por 80 minutos. lLa ﬁastilla
resultante sc descchd y el sobrenadante se pasd a través de una
éolumna de Sephadex G-25 con ¢l Tin de eliminar la auxina endd-
gena y las benzoxazolinonas que sc ha reportado que son cl"factor
del sobrenadante” de ma{z que afecta la unidn de auxinas a su re
cepltor (6l). Las fracciones protcicas eluidas de la columna con
el buffer de imbihicidén se unieron y sc usaron parva la determina
cidn del tiempo de vida‘mcdia del complejo rcceptor - 2,45-D 'QC,

’ . - . . . -
adaptendo La teenica deserita poer Kellh, Brown v Srivastava (92},

¢2



fnidacion o
nadamente 1 ml del homogenado

14

dhﬁhdto con 2,4-D C (56

M, se dejo
,cqﬁil‘brd

;hefiﬁd

ciénide las muestras se les adiciond un exceso de quinientas ve-
cces de 254=D frio, con el fin de ecliminar la unidn incspecifica

fy”él contfol se le adiciond un volumen equivalente del buffer; a

“partiride este momento se empezd a contar cl ticapo. Sc tomaron

aii§ub£a$ de las dos Tracciones anteriorcs a intervalos de tiem-
:pbrdﬁrahté un lapso de aproximadamente cuarcnta minutos. Las ali
Cudtas contenian de 100 a 130 microgramos dec protcina. Se toma-

ron dos discos de papel filtro DEAL-celulosa (dilmetro de 2,5 om

vy
L)

_Whatman DE 81), sc humedecicron pox capilaridad cn el buffer de
imbibicidn y sc insertaron en un fTiltro Millipore. Los filtros se
lavavon con 20 ml del buffer con vacio, posterisrvments se Lliberd
el vacfo y se aplicaron las alfcuotas conteniendo la auxina mar-
cada unida a sus proteinas de alta finidud. Desputs de exactamen
te un minuto de contacto con el papel filtro, se lavaron los dis
cos con 50 ml del buffer (ticmpo aproximado de lavado 2 minubos).
Se dejaron secar con vacio por cinco scgundo; y despubs a la in-
tempericy se colocaron en los viales de centellco con I ml de me

tanol y 10 ml del 1fquido de centellen pava cuantificar la ra -

diaerividad, Lo radiacvividad unids en aoerae g Tetnin (i

(3



6‘(/.

ﬂde-radiactividad:( bgntrQ1) y-la disminucidn

-muestras en prescncila del ligando

graficé el -por nicial en funcién del tiempo,

11.- -Cuantificacién de la radiactividad.

La cuantificacidn de'la radiactividad se efectud adicienan
do a las memhranas, los discus de papel filtro o bién a las alf
"cuotas de la muestra’radiactiva 10 mililitros del liquido de

« 7

Bray  (93) cuya doMp05101on es la siguiente:

Naftaleno 60.0 g
‘ PPO A.O g
popOP ' 0.2
Metanol : 100.0 ml
Etilén glicol 20,0 ml

Se adicionaron 500 ml de 1l,4-dioxano, sc¢ agité hasta diso-
lieidn de los componentes y se¢ aford a un litre con l,4-divxano.

Los viales sec contaron en un contador de centellco liquido en el

14

canal de C. Los resultados sc dan cn cpm (la cficiencia de con

teo e¢s de 82 %),

12.- Proteinas postribosomalces de ejes embrionarios de maliz

retenidas en la columna de afinidad,

Se aislaron 500 mg de c¢jes embrionarios doe semillas de malz,
se pusleron a imbibir en un matraz Irlenmeyer cntre dos discos
de papel filtro humcdecidos con 1 ml del buffer de imbibicidn

Uris-HOL S0 mi, KOV 50 i, HaCl, 10 mH;/g -meveantoctanol 5 mil,

- . P e B ‘ . . ’ »
sacarvosa al 2 % pH 7.6), que tenla ademas mezoela de aminoaclidos

"



en-concentracidn-30 micromolar .y 10 microgramos/ml. de cloranfeni

_4d'259C $9f1c$ dié un pulso de

50 :microcurios) por 6 ho-

avaron les cmbrioncs

precn ado con 5 ml de buffer de

e filtré a traves de seis capas dc pa

fbéi'ﬂ;}fiLtrééiahifépldé; s¢ bénfrifugé a 15 000 g por 30 minu -
tos..La'ﬁastillq s¢ desechd, el sobrenadante se rccenlrifugd a
200 000 g durante 75 minutos, la pastilla sc¢ descchd en tantoe
que bl sobrenadante poslribosomal se puso en contacto con la se
farosa acoplada al ligando (aproximadamente 0,18 mg de ligando).
Se.monté la columna de afiniQad y se lavbé hasta que la absorben-
cia a 280 nm Llegd a cero. Las proteinas rctenidas se eluyeron
con 30 ml del gradiente de auxina correspondicnte (HCPP, 2,4-D,
AIA y AMA), Las fracciones que contenian los picos de proteinas

“radiactivas 5¢ precipitaron con ATA al 10 &, sc¢ centrifugaron a
3 500 rpm . La pastilla resultante se resuspendid en aproximada-
mente 0.5 ml de agua y sc lc ajustd cl pil entre 7 y 8 después de

,

lo cual se someticron a electroforesis en una v des dimensioncs.

13.- Efccto del HCPP en las proteinas sintelizadas en las

. s e ez
primeras horas de imbibicidn,

Sc aislaron 600 wg de cjes cmbrivnarios de semillas de maiz,
s¢ dividicren en dos fracciones de 300 myg cada una,
Una de las fracciones de 300 myg de cjes enhbrionarios se colo

2 . . .
co on un mabraz frlcanever de 25 pl cendree dos 2 icons de nanel 31

A

g ‘ 0
6, .s¢ congelaron a -70°C



décidés:30‘ M y cloran

nopapel aluminio y

Vo 0.
Un - bafio de agua a 25°C

olocd tambidn en un matraz Erlen-

\
s similares a fa de la fracecidn an-
ademds 5 mg/l:de HCPP. Transcurridas las

: 14
mezcla de amlnoacldos marcados con C (0.3

onrse ‘continué durante 6 horas mis a
h con 5 ml ‘dc buffer de imbibicidn y sc

congelaron’a;—70wC Po¢ erlormcntc los ejes CmbrlondrlOa se ho-

mogenlfdron en un: mortero preenfrlado con 1 ml.de buffer de im-
bibicion/100 mg de e;cs{,El homogcnado se Tiltrd a través de seis

capas de papel de Tiltracidn rdpida en un embudo Buchper y secen

“Erifugdia 19 0007g durante 30 minutos. La pdastiila se descchd y

‘el sobrenadante se centrifugd a 200 000 g por setenta y cinco mi

nutos. El sobrenadante postribosomal  de ambas Tracclones se div

P

didé cn’ dos lotes, uno se usbé como coptrol y el olro se ﬁuso on

centacto con la columna de afinidad (0.053 mg de iigando acopla-
dos a Sefarosa/ 150 mg de ¢jes embrionarios). La Scfarosa sc la-
vé con 0.5 ml del buffer de imbibicién y las protcﬁnhs retenidas

, . | :
despucs del lavado sc eluyeron mediante lavedos con concentracio

nes crecientes de 2,4-0: un lavado con 0.5 ml de 2,4-D 15 nkjtres

Tavados suecesivos con 0.5 nl cada uno de 7,0-D 30 wil v oun Tavado

con 0.5 ml de 2,4-0 50 mil, Las protcinas postribosumales del con

¢e
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trol, asi como las-pi

'afiniddqi?éé1pf

10'%,J"T

suspendl

.omaron alfcuotas de las pro-

{ como: a fluorografia,

"c51s en gelca de pOl]aJrllamldd con B85S en

‘una dlmendlon con qradlcnte de 7~15 % de acrilamida.

‘Par? el anallsia por electroforesis en una dlmcnqxon de las

pvot31na§ se emplearon 1as siguientes soluciones:

i

‘Solucidn de acrilamidalsisacrilamida en proporcion de 30:0.8
plv. . -
Tris-HCL 0.75 M con DSS 0.2 % pH 8. 8.
Tris-HC1 0,25 H con DSS 0.2 % pH 6.8,
CTEHED 10 8 v/v.
Persulfalo de amonio 12.5 % (se¢ recomienda que este reaclivo
sc prepare cada vez que Se va a usar).
0

L ge)l scparador en gradicnte-de.7-15 % sc prepard como se
. ¢ t a -de . prej

indica a continuacidn:

Solucién 7 %  Solucidn 15 %
Acril/Bis . 2.6 ml 5.5 ml
Tris-HC1 0.75% ¢ + DSS Z%Ip%IE.B 5.5 ml 5.5 ml
Agua desionizada "2.9 ml e
TEHED 10 % 7 - 0.1 ml 0.1 ml
Porsciy o do apaain 17,0 4 . R ] G,1 ml

Antes o afadiv ol TEHED v el persulfato de amonio s¢ deae-

ron a-electroforesis en una y dos

e?



rean las solucionesiy se colocan en los compartimcntos de un for

Rl IS N
solucion mas concentrada cn la salida.5Se

mador .de

l;pepsulfato de amonio a cada compartimen-
yLuciones, se permite que los vasos se comuni

Tormacién del gradiente. FL menisco formado

Volumen

Acril/Bis | | 1.66 ml
Tris-HC1 0.25M + DSS 2% pH 6.8 5.00 ml
~Agua desionizada ) 3.30 ml
TEMED 10 % A 0.10 ml
Persulfato de amonio 12.5 % O;lO ml

EL buffer de clctrodos estd comhucsto por tris-HClL 92,09 ¢ ,
glicina 43.2 g y D55 1.5 g, pH 8.3 en un volumen fTinal de 1.5 1i
Lros. Las muestras dc.proteinas contenidas en aproximadamente ...
0.1 ml sc mezclaron con el buffer de la muestra (tris 0.01 M,gli
‘cerol 10 % v/v, DSS 0.1 % p/v,/6 -mercaptoctanol 1 % v/v, azal
de bromofenol 0.0125 %p/v). l.a mezcla sc agitd v se hirvid duran
te 1 minuto después QC 1o cual sc aplicd a la placa de clectraofo
resis. La corrida sc efcctud aplicando una corricnte constante
de 17 mA a temperatura constante con bafio de agua corriento..Al
Tinalizar la corrida (el colorante marcador aproximadamente 1 cm
arriba del extremo Inferjior del gel), se sacaron los geles y sc

n

o~ . . 4 s . - -~ e .
titeron con lo siquiente solucion: azal de coomassie R-250 0.05 %

i

plyv o cen Goton aediico 7%y webanel ol 30 L, duconie una heras

d3



pouLerLor enle qc_lavaron con una_uolu01on de acmdo aLClLbD al

7%y metanol_al 30,

con51stc en lo slguicntc: las
su punto isoceléctrico por clec

4
nvla prlmcra dlmcn ion-y dc acuerdo a su peso molecu

“Para.el elcctroenfoque en tubo sc emplearon las siguicntes

’sbiuéidncs:
Buffer A constituido por:
Urea 9.5 W
Anfolinas pH 3-10 al 2 % (p/v}.
/6 -mercaptoctanol al 5 % {(p/v).
Honidet P-40 al 2 % (p/v). -
Snlucidn B constituida por:
Acrilamida 28.38 % (p/v).
Bis-$crilamida 1.62 % (p/v).
Solucién C: Es la solucidn del 4nodo, HyP0, 0.01 H.
Solucidn D: Es la solucidn del cdtodo, HaOH 0.02 H.
Solucion [ constituida por:
Urca & H

Anfolinas pH 3-10 ol 1 %,

“




e:guéraéh'congeladas. Los tubos de vi

|

or mezcla crémica antes de usarse,se

mera. dimensidn tenian' 3 mm de difmetro y 13

1y se secaron.
',(Z”tubos ) del gel de clectroenfoque se

iguientes soluciones seglin se indica a continua -

LUréa 0 2asg
.SolUcléﬁ 3 : 0.665 ml
Monidet P-40 1.000 ml.

“Anﬁuiinﬂ§“pH"ﬁ:LQ"h,,0-250_m1_

La mczcla anterior sc agitd hasta que sc disolvid la urea y
s¢ afiadiecron 20 micrulitros de persu}Fato de amonio al 10 %, se
deacred la solucidén y se afiadicron 20 micrelitroes de TEMED al 10 %
:Con esta mezela se llenaron los tubos, secllados en su parte infe-
rior con parafilm, sc dejdé libre aproximadamente 1 com del gel al

extremo del tubo. El meniscu Tormado se rompid afadiendo 10 micro
litros de agua on la superficic del ael. Una vez gue Ja mezela ha
gelificado se quitd el paralfilm v los tubos sc colocaron en el

-aparato de clectroforesis. Con la selucidn € sc 1lend ol recipien

te del Groda, so oguito ¢l rgua de g osapecilooe o b e eolo




IO{mi”roiitros del bu- .

esto de los tubos se

;ill;pgshuéQLQe‘1§jpfbéé;fiﬂa se quitd la solucidn de la clmara
SUperiqu‘tééfddo), éVifahdo el contacto con la superficie del
gel. Se quitd el buffer A y la solucién £ y se lavd la parte supe
rior del gel tres veces con 20 microlitros de agua cada vez, Se
aplicd la muestra en un volumen dec 20 microlitros del buffer A

y se afiadieron las siguientes soluciones en capas: 10 microlitrous
de solucién E, solucidon del catodo hasta llenar los tubos., £l re-
cibicntc del citodo se llend con el resto de la solucién D, Se

’,

conectaron los clechrodos y se inici¢ la corrida de los_gclcs a -
400 v duranté 18 horas. '

Al terminar la corrida se sacaron los geles de los tubos con
la ayuda de una jeringa con agua y se¢ colocaron en parafilm para
facilitar su manipulacién., Si se desea almacenar los geles se pue
de hacerlo en el buffer F a -20°C después de dejarlos cquilibrar
por 20 minutos,.

Para la scgunda dimensién sc colecd el gel en tubo (electro
enfoque) sobre un gel cn placa preparado ssgﬁﬂ se indica en la
scceibn 14, La parte de aplicacién de la muestra en primera dimen

.7 - . . S
sidn (parte quperior ddel toba) oo colasd on T TR AN S IS

N



-a placa, = T

~los geles a un tr.
ceso’ se realiza.con.

‘gel.

6.~ Deteceibn de protefnas L

por fluondgrafié{

qu géie§_dc pdliécfil

DMSO,'ggcupéfﬁhdo

Posteriormente

- El gclrseéo s¢ ponc-en contacto con una peticula, se prote-

cgesdesla-luz. .y se guarda.durante dos. a tres semanas cn el refri-

0 ; .
gerador a -=70°C. Transcurrido este lticmpo sc saca.la pelicula,
) . n
se¢ coloca en solucion reveladora por un lapso de Lres minutos
dcspués de lo cual se enjuaga con agua y se¢ transfiere a un re-
. s s 7 Py . i .

cipiente con solucion Tijadora por lLres minutes mas; s¢ enjuaga
nuevamente con agua y - sc puede proceder al andlisis de las man-

14
chas de proteinas marcadas con C.

72




Debido a lazim
de cromatografia d
"sintesis 'y caracterizacidn de los intermediarios y de los ligan_

dos que sc emplearian‘en’la columna de cromatograffa de afinidad

en este trabéjé.

lLLas reacciones eFecfuadas‘en la obtencidn del ligando se es
guematizan en la fig. 10j el 5c;d6 é,u-diclorofenoxiacético se
hace reaccionar con cloruro dec tionileo para formar el cloruro del
cido, este (ltimo a su vez reacciona con el complejo lisina-co-
bre en el cual los grupos alfa amino se encuentran comﬁlejando ai
cobre, cn tanto que loé»epsilon amiﬁo se encuentran libres. El
complejo 2,4-D-lisina-cgbre obtenido en la reacciln ant?riorAse
descompone al pasarle una corriente de Acido sulfhi{drico en medio
dcido produciendo el ligando 2,4-D-lisina y como subproducto sul-
Furo de cobre. La funcidn del aminédcido lisina es servir como
brazo espaciador entre la auxina sintética 2,4-D y la matriz de
La columna de afinidad. .El producto se purificd mediante recris-
talizacidn de etanol-acetona con un rendimiento de 35 % y se ca-
racterizo por punto de fusidn y espectroscopia de I.R. y R.H.N,
tal como sc¢ reportd antcriorﬁcnte—(87). ‘

El acoplapiento se llevd a cabo poniendo a reacecionar el 1i
gando con la Scfarosa activada con bromuroAdc ciandégeno. La meto
dologfa scguida en estos pasos se dcscribiéianteriormcnte. Las

reacciones propuestas cn el acoplamicnto se esquematizan en la

i

23
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“ftig. 1l.7

. iherf

: ligando dan

¢farosa con bromuro de cianb-

ién de ‘dos productos: un carbamato

yiunsimidocarbonat .reacciona posteriormente con el

ugar a.tres productos de la reaccidén de acopla -
mlcnto. un derlvado dé 1sourea que segln algunos autorcs es el
producto prlnclpal( ), un imidocarbonato M sustituido y un car-
bamato.k‘sustituido. El rendimiento de acoplamiento para la 2,4-
D-lisina fue de aproximadamente 20 mg de ligando/ ml de Sefarosa
(tabla I). Este resultado es aproximadamente cuarenta veces mayor
al rendimicnto reportado anteriormente por Venis (40).

El decaimicnto de la columna se siguid por un ~periodo de
cincuenta y cuatro dias, midiéndose la cantidad de ligando que
permanccia acoplado después de almacénar la Sefarosa cn una solu
cidén acuosa de azida de sédio al 0.02 % a 7°C. Los resultados
de la tabla II demuestran que la columna de afinidad es estable
durante los pfimeros veintisiete dfas después de sintetizada y
al final de ecste periode dccaé rapidaménte.

. Debido a lo anterior se decidid buscar una reaccidn de aco-
plamiento que diera una unidn mis estable entre el ligando y el
soporte y sc ‘eligié la técnica de activacidn por oxidacidén con
peryodato dec sodio (89). Las rcaccioncs propuestas se esquemati-
zan en la fig. 12. En esta técnica la Sefarosa se activa con per
yodato de scdio y el aldehido resultante (VI) se hace reaccionar
con él ligando formando la base de Schiff (VII) y la carbinolami
na (VIII} correspondientes. Posteriormente se aZiciona borohidry

ro de sodio bara efectuar la reduccidén y obtener la amina (IX).
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FIGURA 11 - ACTIVACION DE LA BATRIZ Y ACOPLAMIEHTO COM EL
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f ' TABLA X

DE LA COLUMNA DE.ANTHIDAG
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Los resultados 1ndxcan quc cl rendlmlcnto obtcnldo por este mé-
todo es mucho menor (aproxlmadamente siete veces) al obtenido
por el método de bromuro de cianégeno (tabla I}. Esto concuecrda

con lo reportado en la literatura (89) de que los rendimientos

" obtenidos por este método son bajos para el caso de qu se usc Se

farosa como soporte, Sin embargo, se encontrd también que contra
lo esperado, la columna decaia muy rdpidamente perdiéndose todo

el ligando acoplado a los siete dias de realizada .la sintesis.

Csto puede deberse a que las carbinolaminas (VIII) no se reduje-
ron en las condicicncs experimentales usadas (96).

En base a lo anterior se decidié usar la columpa de afinidad
obtenida por el método de bromuro de ciandgeno dentro de los vein
te dias posteriores a su sintesis.

Para-probar la especificidad de esta columna se hizo pasar a
través de ella el sobrcnadante posrlbOSOnal de coleoptilos de mafz
prcparados segun sc indica en la seccidén de materiales y métodos.
Se emplearon coleoptilos de maiz ya que sabe que éste es un teji--
do blanco en la respuesta de. elongacidn a auxina y se ha rcporta-
do que ahi existe una protcina afin pocsible receptor de auxinas
(84). |

En la fig. 13 se muestra el patrén de las proteinas de maiz

retenidas en la columna de afinidad, elufdas con un gradiente de

2,4-D de 0-50 mH, comparada con el patrdén obtenido en condiciones

similarcs para la alblmina dc suero bovino. Sec puede observar que
la fraccidn de protefnas de coleoptilos que sesrctienen en la co-

lumna de crbmatografia dec afinidad cs heterogénea; sin embargo ,

)




ESPECIFICIDAD DE LA’ COLUMNA LE. AFINIDAD
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FIGURA 13 ESPECIFICIDAD OE LA COLUKHA

En esta figura se muestra cl patrén de elucidn de protefinas

W2 de teaceidn

DE AFTHIDAD

del sobrenadante posvibosemal do coleophilos de mafz clufdas

con un gradicnte de 2,4-D de 0-50 mll comparads cen =l pabrdn

b

obtenido en condiciones similares cn otra columna de alinid

dad para la albfnmina de suero bovino, FlL patrdén de eclbopli-

lo se represenla por circulos cerrados y ¢l de alblmina por

.2 : -
triancatos abiaorios.



la fraccidn principal requicre de concentraciones elevadas de

2,4-D para ser cluida. (48 ‘muy por encima de la concentracién

reduerida.para labélﬂcién'de la albdmina unida inespccificamente,
para la que se necésitan‘aproximadamente 12 mM de 2,4-D. Se pensd
que la albdmina de suero bovino, una proteina no vegetal que se
une inespecificamente a auxinas podfa ser un buen control de la
capacidad que tenfa la columna para separar proteinas con diferen
te afinidad a la auxina, ya que existe en la literatura un estﬁ -
dio de Hurphy (97), segln el cual la albumina podria tomarse como
un posible receptor auxinico si emplean Los criterios de unidn in
vitrno y determinacién de KD para dicha asignacidn. Por tanto los
resultados obtenidos indican que efectivamente la columna es ca-
paz de discriminar entre proteinas retenidas con distinta afini-
dad.

En.un inténto por caracterizar cl receptor de auxinas del spo
brenadante postribosomal de ejes embrionarios de maiz, bajo los
parametros usuales, se efcctuaron diversos experimentos para de-
terminar la KD. Para esto se siguieron los métodos descritos en
la seccidn de materiales y métodos. En experimentos preliminares
sé obtuvieron los resultados .que se muestran en la fig. 14 y que
indican un valor de K, del orden de 5 x 10”8y , un valor que es
del mismo orden dc magnitud que los valores reportades en la lite
ratura. Esta KD se obtuvo a partir de los valores de la zona II
de la curva de Scatchard. En la figura se observa que tienc una
naturaleza bifdsica a bajas concentraciones de 2,4-D (menores de

20 nM de Z,QQD unido,,zonas I vy 11), 1la pendicnte positiva de la

g2
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FIGURA 14 GRAFICA DEDSCATCHAHD PARA DETERMINAR LA K5 DEL COMPLEJO RECEPTOR SOLUBLE-2,4-D Lée

Se tomd una alicuota del sobrenadante posribosomal de ejes embrionarios de malz y se le adi-

14

ciond 2,4-D C en concentraciones de 10-500 nM, se dej6 cquilibrar por 10 minutos, después

de lo cual se saturd con (HHQ)ZSOQa una concentracién final de 75 %. Las protefnas precipita

: [4
das se filtraron en membranas, las cuales una vez secas sc colocaron en un vial con liquido

de Bray para determinar la radlactividad unida. Cada punto es resultado de una determinacidn

€8
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zona-I-se“ha interpretado como ‘indi ‘de-una cooperatividad

positiva en la unidn del 2,4<Dal receptor, esta interprectacidn

'se basa en resultados similares con otras hormonas (78,79,99) .

Sin embargo, este experimento no pudo ser reproducide en Inten-
tos posteriores ya que se obtuvieron resultados muy dispersos

por lo que se decidié probar otros métodos para detcrminar la KD’

no obstante los resultados fueron negativos. Debido a lo anterior

se tratd de determinar el tiempo de vida media del complejo re -

ceptor-2,4-D 14C sin marca., El tiempo de vida media es un parémg

. tro no reportado en la literatura y que estd determinado por la

velocidad de disociacidén de dicho complejo. Los resultados se
muestran en la fig. 15 e indican que el tiempo de vida media es
de 4.6 minutos.

Una vez efectuada la prueba de especificidad de la columna,
se decidié estudiar las protefnas Qel sobrenadante postribosomal
de’ejcs embrionarios de mafz que eran retenidas en la columna de
afinidad. Se eligid este drgano ya qué es uno de los que mejor
respondc a auxinas en el proceso de desdiferenciacién para la
formacidén de callos y se esperarfa encgntrar en el uﬁ receptor
au;inico si es que las auxinas participan directamente en este
proceso, Para ello se puéicron'a imbibir los ejes embrionarios
de mafz en un buffer con mezcla de aminodcidos marcados con 14C.
Se aislé el sobrenadante postribosomal, el cual se paséd a través

de columnas de afinidad. Las proteinas retenidas se eluyercn con

" gradientes de 0-50 mil de los sigulentes compucstos con actividad

auxfnica: AIA (la auxina natural) y los andlogos sintéticos 2,4-D

8y
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Se tomd una muestra del sobrenadante posvibosomal de ejes cmbrio
narios de malz y se le adiciond 2,4~ Dl4C en una concentracién de
aproximadamente 2 x 10 6M, se deJq equilibrar por aproximadamente
2 horas y se dividid en dos fracciones,a una de las cuales se¢ le

afadié 2,4-D sin marca quinientas veces mis concentrado y a‘la
otra se le dejo como control (ticmpo cero),A los intervalos de -
tiempo indicados se tomaron alficuctas de ambas fracciones;se pa-

saron por discos de papel Tiltro DEBl se dejaron en contacto un

minuto,se sccaron y se determiné la radiactividad unida.la radiac

o

tividad del control se tomd como 100 %.Los puntos represcntados
[3 . r - . .
por rombos,circulos y triangulos son de cxperimentos distintos.
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) como para'los analogos sintctlcos, encontrandose princi palmenLc

86

tet1zado para cste prop051Lo] lLos re
es embrlonarlos de malz, cfec+1vamcn—

spe01f1ca a auxinas. Los patrones

;as flguras 16~ 19 Coma se puede obscr

dos plcod, uno de baJa afinidad llamado pico I y otro de mayor
aflnldad denominado pico II.

$in embargo, la concentracién de cada andlogo requerida pa-
ra eluir cada pico fue diferente segln se indica en la tabla IIT.
Como puede obserQarse el pico I pre;enta mayor afinidad pof el

AIA que por las auxinas sintéticas; sin embargo, éstas no mues -

"tran grandes diferencias entre si para la elucidn de este pico.

Estos resultados nos sugieren que en esta fraccién se encuentran
proteinas involucradas difectamente en el metabolismo de AIA. En
el pico II sc observan mayores diferencias respecto a las concen
tracione; requéridqs para las distintas auxinas.pfobadas. Laspro
tefnas de esta fraccibén requicren de menor concentracidn de MCPP
qﬁc de la auxina natural para ser elufidas (tabla III), en tanto
gue para los otros analogos 2,4-D. y ANA se requieren concdntraoig
nes respectivamente mayores. Este orden de elucidén estd directa-
mente correlacionado con la capacidad que tienen estos compuestos
para inducir y mantcner callos de maiz (4,5) y pudiera ser un in-
dicador de la diferente afinidad de estas ppoteinas por diches
andlogos.

. . h ]
Las protcinas retenidas en 1a columna de afinidad se sometic
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FIGURA 16 FATRON dE ELUCION‘DE LAS PROTETIHAS POSRIBOSOMALES DE
£JES EMBRIONARIOS DE MAIZ RECTENIDAS EN LA COLUMHA DE AFINIDAD Y
ELUIDAS CON 2,4-D.

Los cjes cmbrionarios de mafz se pusieron a imbibir en presencia
de mezcla de aminohcidos e después de lo cual se obtuvo el so-
brenadante posribosomal.el cual se puso en contacto con la colum
rna de afinidad. Las protcinas retenidas en la columna se eluyeron
con un gradiente de 0-50 mM de 2,4-D. Las fracciones que conte -
nian los picos de protcinas se prccipltéron con ATA, se resuspen

dicron y se sometieron a andlisis cn electroforesis.

~ NOde fraccidn
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"FICURA 18 PATROH DE ELUCTOH DE LAS PROTLTHAS POSRIDOSOMALES DE
EJES CHBRIOHARIOS DE MALZ RUTELHLDAS EN LA COLUMHA DE AFIHIDAD Y
FLUIDAS COH AlA,

Los cjes embrionarios de malz se pusieron a Imbibir en presencia
de mezcla de aminodclidos luC, dcspués de lo cual sc obhtuvo el so
brenadantce posribosomal el cual se puso en conktacto con la colum
na de atinidad. Las prntcinas retenidas en la columna sc cluye -
ron con un gradiente de 0-50"mi de AHA. Las fracciones quc conte
nian los picos de-proteinas sc precipilaren éon ATA, se resuspen

Y . e : . v
Jdieron y se somcticron a andlisis on eleetroforesis.
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'FICURA 19 PATROM DE ELUCION DE LAS PRGTEIHAS POSRTBOSOMALES DE
EJES EHBRIOHARTIOS DL MATZ RETENIDAS EIF LA COLUMNA DE AFIHIDAD Y
ELUIDAS COM ATA,

Los ejes cmbrionarios de maiz se pusicron a imbibir en prescncia
. ) 14
de mezela de aminodcidos ~C después de lo cual se¢ obtuvoe el so-
brenadanle posribosomal cl cual se puso en conlacto con la colum
na de afinidad. Las protelnas retenidas se cluyeren con un gradien
te de 0-50 mi de ATA. Las fracciones que contenfan los picos dec -
P . . - N .
protcinas s preeipitaron con ATA, sc resuspendicron y se sometic

¢ . . .
ron a analisis cin cleelroforesis,
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’ _TABLA ;111

CONCENTRAClONLS DE AUXINASxREOUEPIDAS PARA ELUIR LAS PROTEIMAS
'DEL SOBREWADANTE POSRTBOSOMAL DE EJES ENBRIOHARTOS DE MAIZ RETE-
(NIDAS EN LA COLUMNA DE. AFINIDAD. SR

ELUYENTES
AIA- 2, 4D HCPP AUA

PICO I 34,3 M 39.0 mit . 38.5 mii 38,5 mi

CPICO LT 46.5ml 48.0 mM W55 il 50,0 mi

Las concentraciones de las distintas auxinas requeridas para cluir
las proteinas de los picos T y 11 de los cjes embrionarios de maiz

se indican cn esta tabla (figuras 16-19},

e
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'ﬁradiénteidd_7 5% DSS ;ipétogfafias .

Los résultqd@éjseanesprénaéw;‘H‘QESQQCMa§4 e id§ figuras-20 y
21‘y gorreéponﬂen'éLloslﬁfdasiaé*glacigwiédh*2,4-0 y HCPP respec
tivamente. Como puede observarse én estdE phtrones asi como cn
las fluorografias correspondientes, las fracciones anqlizadaé
son hetegsgéncas. Basandosc en protefinas estindar de peso mole-
cular conocido, ver seccidén de materiales y métodos, sc -hizo la
asignacidn del peso molecular de las bandas. proteicas de los pi
cos de elucidn., Se puede observar que entre las protcfnas mas
abundantes retenidas en las columnas de afinidad se encuentran
unas de 93 000, 89 000, 84 000, 63 000,'50 000, 38 900 y 24 000
daltones de peso molecular. Es-necesafio sefialar que de las prd—
4téinas antes mencionadas la mayoria son comunes a los dos picos
.de eluciép, sin embargé, las de 84 000, 63 000, 50 000 y la de
24 000 daltones.dc peso molecular son cafacteristiéas del .pico
de mayor afinidad (II). Seria.de espera;se que entré las protei
nas de mayor afinidad (pico II) sec encontrara el receptor de au
xinas as{ como las protefnas involucradas en el metabolismo de
estos compuestos sintéticos. La céracterizacién de cada una de
estas protcinas requiere de estudios adicionales,

Como ya se menciond anﬁeriormentc, en estudios previos se
ha demostrado que el MCPP asi como otras auxinas sintéticas pro-
ducen un fenémeno de desdiferenciacién cn tejidos de malz en el
que a bartir de un tejidd organizaao proQucen céllos. El eje em-

brionario dc mafz es uno de los drganos que forman callos mis .
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FIGURA 20 PLCRFIL ELECTROFOhETICO DE LOS PICOS I Y II DE LA COLUM

HA DE AFINIDAD ELUIDOS COH 2,4-D.

tas fracciones de la columna de afinidad que contenian los picos
I vy I1I se precipitaron con ATA, se resuspendieron y se analizaron
medianie electroforesis en geles de poliacrilamida en gradiente
de 7-15 %. El csquema sefiala el patrdén de tincidn de dichas pro-
teinas con az(l de Coomassic, asi como el patrén de proteinas es
tindar de peso molecular conocido (Ho se anexan las fotografias
debido a que la cantidad de proteina fue tan pequeila que no fue

I3

posible obtencrlas}, . o -
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FiGUﬂA 21 PERFIL ELECTROFCRETICO DE LOS PICOS I Y IX DE LA COLUM

NA DE AFINIDAD CLUIDOS CON MCPP.

Las fracciones de la columna de afinidad que contenian los picos
Iy II se precip}taron con ATA, se resuspendieruvn y se analizaron
mediante elecctroforesis en geles de poliacrilamida en gradiente
de 7-15 %. El esqumema seciiala el patrdn de tincién de dichas pro-
tefnas con az(l de Coomassie, as{ como el patrdén dec proteinas es
tandar de peso molecular conocido(Ho se ancxan las fotografias

debido a que la proteina no fue suficicente para obtenerlas)..

R TS



més eficicntemente (4,5).

El mecanismo de'accién‘molecular del MCPP en este proceso
de desdiforenciacidn sé‘espcraria que tuviera una estrecha rela-
cidn con cl efecto de auxinas sobre la transcripcidn y/o procesa

miento de lLas moléculas transcritas, lo que se reflejaria en el

patrén de protefnas sintetizadas. Seria de esperarse que en este

proceso participaran alguna(s) de la(s) proteina(s) de alta afi-

nidad por auxinas entre las que podria encontrarse el receptor.
Por esto, se estudié el efecto del MCPP en la incorporacidn de

%¢ en 1as protefnas sintetizadas duran

.aminodcidos marcados con

te las primecras horas de la germinacidn en ejes embrionarios de
£ , . N ’ .

maiz, Se encontro que esta auxina sintetica provoca un aumento

. . : . 14
en la incorporacién de aminodcidos marcados con:

C en las pro-
teinas del sobrenadante postribosomal sin alterar las pozas de
aminodcidos (tabla IV),

Buscando si esta diferencia en incorboracién se debfa a que
aumentaba en general la cantidad de prote{nas sintetizadas o bien
si se debia a una alteracidn de ciertas proteinas especificas de
entre el total, se hizo el andlisis elcctroforétiqo bidimensional
de qichas proteinas, que se sintetizaron en presencia de MCPP y
se compararon con las proﬁeinag sintetizadas cn cse mismd perio-
do én ausencia de la auxina. Los recsultados se muestran en las
figuras 22 y 23 y corresponden a las fluﬁrografias de- las pro -
téinas control y de las proteinas sintetizadas en presencia de
5 mg/l de MCPP respectivamente. Comp s¢ puede observar, el MHCPP

produce cambies cuantitativos de algunas proteinas especi{ficas,



TABLA- IV

TNCORPORACION DE AMIHOACIDOS *C EN LAS PROTEIHAS SINTETTZADAS

B DURANTE LAS PRIMERAS HORAS DE IMBIBICION EN EJES EMBRIONARILOS

DE MALZ .
Tratamiento - cpm/'mg'dc proteina
Contrel =~ - . S 11585
“+ 5 mg/1 de MCPP S 214 181

Mota: Con ¢l fi{n de observar si la difercnecia en incorporacidn
. sc debia a‘quc la poza de aminodeidos sc hubicra alterado por

ei tratamicnto con MCPP, sc¢ midicron éstas y resulbaron simila
res por lo que la diferencla en incorporacién si es siyniflica-

o

tiva, aumentando un 41 %.

,Wgc,“.



FIGURA 22 FLUOROGRAFIA DE LAS PROTETHAS DEL SOBREHADANTE POSRIBO

SOHAL D EJES, BRlOHARIOS DE MAIZ SIMTLTIZADAS EN PRESEMCIA DE

HCPP

R e A ¢ . . s
JLOS_CJCS embrivnparios de semillas de maiz sc pusicron a imbibir
durante 24 horas en presencia de 5 mg/t de HOPP.De las [8-pg po-

ras Lse bes d'i.x’":llrl"[\'lll'"s() conaciela de sinoaeldon | ColL sonre i

dauLc pnd1|bnoumul se.analizd por cleetroforesis en dos dimensio

nevry og'onLuvo ia lluoroqzn.:u covrespoandionto;

27



FIGURA 23 FLUOROGRAFIA DE LAS PROTEINAS DEL SOBRENADANTE PCSRIBO-
SOMAL DL FIES EMBRIONARICS DE HATZ (CONTROLY,

Los cjes ‘embrionarios de semillas de malz sc pusicron a imbibir
durante 24 horas.De las 18-24 horvas se les did un pulsoc de amino
Acidos ']'[}C. £} sobrenadanle posribosomal se analizd mediantc clec
Lroforcsis en dos dimensiones y se ohtuvo la fluorugrafin corres-

“pondiente,



eﬁ}céﬁ%fﬁéiéfé{fééjbEOe
isminucicn 'de }q{makrrcal:cfz_f:'vinjéflb'tuso,:‘Vs:é‘."ha;evnc'on -
éilg:inéd}po;ﬁciéﬁ‘éntr;_dos ﬁfétcinas; es-
‘tosyﬁaﬁbiOS‘gq iﬁd;één;en iés fiuorografiaskmediantc flechas ro-
jas.fEiLHCPPVprdduceﬁtambién cambios cualitativos del patrén clec
)
‘troforético ya que se puede observar aparicién de algunas pro-
tcinasAy la dqsgparicién de otras en relacién al cpngrol; estos
cambios se indican en las fluorografias por flechas azules.

En base a los resultados antefiores y tratando de saber mas
.acerca de las proteinas del sobrenadantc postribosomal alteradas
por esta auxina sintética se decidié estudiar la afinidad de¢ es-

'

tas protefnas por el ligando de la columna de cromatografia de
afinidad. Para ello se reprodujeron los experimentos anteriores
y el sobrenadante postribosomal con las protecinas marcadas se pa
sé.por‘la columna de afinidad. En la figura 24 se muestra el ané
lisis electroforético bidimensional de‘lqs protefnas que no se
retuvieron en la columna de afinidad y en la fig. 25 se muestra
la fluorografia correspondiente al andlisis electroforético en
una dimensidn de las proteinas retenidas en la columna de afini-
dad y elufdas de la miﬁma,mcdigﬁtc lavados sucesivos con concen-
traciones crecientes de 2,4-D .(15, 30 y 50 mM). El andlisic de
dichos resultados indica que algunas de las proteinas alteradas
por el tratamiento con MCPP tienen alta afinidad por las auxinas
'sintéticas y correspondec a las analizadas prcviamcnto en la co -

lumna de afinidad, tal como se indica cn las- figuras 22-24 por

las flechas verdes,



"FIGURA 24 lLUOROGPAllA DE LAS PROTEINAS DEL COHTROL

QUE HO SE
REFUVlLROH LH LA?COLUHNA DE AFTHTDAD,

Los 0305 cmbrlonarlo —dd’sdmillas de malz se pusieron o 1mb1hlr
durante 24 hordd. Pe las 18-24 horas sc les le un. puldo dc ami.
ﬂOﬂGldOu']qc. El sobrenadante posribosomal

uha columna de -afinidad.
analizaron

sc. pasbd a traves de

Las protclnas que no. sc rcLuvLernn se
mediante electroforesis en dos dimensiones 'y se ob-
. tuvo su fiuorografia.
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FIGURA 25 FLUOROGRAFIA DEL ANALISIS ELECTROFORETICO EN UMA DI_
MEMSION DE LAS PROTEINAS RETEMIDAS LN LA COLUMHA DU AFINIDAD,

Los ejes cembrionarios de semillas de mafz se pusicron a LImhibir

“durdnte 24 horas.De las 18-24 horas sc les did un pulso con mez

Tho oy . .
C.ELl sobrenadante posribosomal

cla dé_aminoécidos marcados con
sc pasé a-través de una columna de afinidad con ?,4-D-lisina co-
mo ligando. Las proteinas rcﬁfnidas sc cluyeron de la colidmna
mcdiantc.lavados.succsivos,con concentracioncs c¢reeientes de -

2.4-D (15,-30-y 50 mW).Las protefnas de los Lavades se precipis-

Caton Corn ATAY so vesaspeniiicren v se anallizercon v e

resis e gradicntes de peliacvilamida 7-15 % y se oblbuve su fluo

i 1
rografiae.



DISCUSION

Como ya se menciond anteriormente la mayorfa de los inves-
H

tigadores que han realizade estudios tendientes a establecer el

mecanismo de accidén de auxinas lo han hecho en tejidos que res-

ponden con elongacién a estos fitorreguladores (6, 52, 53). Asi-

,mismo sc¢ ha propucsto que las auxinas al igual que olros fitorre

gdladorcs ejercen su accidn fisiolégica mediante la interaccidn
inicizal con reccptorés celulares especificos. La aproximacidn me
todolégica mis usada incluye estudios de unidn in witae y requie
re que el posible receptor prescnte caracteristicas de especifi-
cidad de unidn y afinidad consistentes con la actividad de la au
xina probada £nlu£uo (52,53}, Sin cmbqrgo existen un gran n(me-
ro dg limitacioneé metodoldgicas tales como la estabilidad del
posible receptor contra la accidn dc protcasas, su ecstabilidad
y actividad a distintos pH's y temperaturas, su baja afinidad
por el_ligando, cte; por.lo que por lo general las KD's para c¢s-
t&s fitorreguladores son mayores que para las hbrmonas ;nimalcs.
Esto ha hecho que los grupos de investigadores involucrados cn
este problema no hayan avanzado en la elaboraciédn de un modelo
para explicar el mecanismo de accibén de las auxinas.

La relevancia dc% presente trabajo es que ofrcce otra mane-
ra de abordar el estudio del mecanismo de accidn auxfnica, abricn
do un gran ndmcro de posibilidades susceptibles de ser probadas

en el laboratorio. Esta nucva aproximacidén sc basa cn ¢l andlisis

_Jo2.
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ccion de auxinas. Este organo responde

U o : o ;
cion- celular;: cstamanera este organo nos ofrecc un muy buen

modelo.dereﬁfudi‘ n eLLdue la respuesta predominante es la re-

gulacidn de la expre51on genetlca por auxinas.

La prlmera aproxima01on al problema siguid los lincamientos
clésicos de identxflcar al ‘posible receptor de auxinas en base
a sus caracteristicas de unidn a auxinas in wiiao. En experimen

tos preliminarcs se obtuvo una KD con un valor aproximado de 5x
-6

10 "M, Este orden de afinidad es similar al determinado en cstu-
dios anteriores de rcceptores auxinicos (52,53). Asimismo la grd

fica de Scatchard sugicre que a bajas concentraciones de auxinas

la protein;'receptora experimenta una-coopcratividad positiva en

su unidén a la auxina. Sin embargo esta grafica no se pudo repro-

ducir cﬁ experimentos posteriores debido a que los resultados
presentaron una gran dispersién por la baja radiactividad cspe-

cffica del 2,4-D disponible. Una explicacién de este hecho resi

de en que el valor del tiombo de vida media del complejé recep- e
tor-2,4-D th determinado por su velocidad de disociacién fig.

15 es muy pequeiio, Cste parémetrb no esta reportado en la lite-

ratura y nos indica que pafa disminuir la unién inespecifica por

lavados (la unidn ines pccxflca contribuye a la variabilidad dc

los resultados), se requicre que el .ticmpo en que el complejo sec



‘determinaciénsd

'enéqeﬁffc:banfCOHdicibn051de:no:equflib ié*hpr}ébase,ls % del

e a-medi: alevitar que se picrda mas

L ;’quo las condi
del -

para

ifla‘KD;‘ESté resultado indica que el tiempo pa- -

ra trabajar en condiciones de no equilibrio en la determinacién

“de. 1la KD deberfa ser de 41 segundos'y las facilidades técnicas

dispcnibles hacen muy diffcil trabajar bajo estas. condiciones.

_Como se puede observar esta manera de abordar el problema presen

ta muchas limitaciones y no permite avanzar mis alld de lo que

se ha logrado a la fecha.

Otra aproximacion en el estudio del mecanismo de accidn de
las auxinas que pudiera dar mejores reéuLtados es el anélisis4de
las protefnas alteradas por dichos fitorreguladores,

En estudios efectuados anteriormente en nuestro laboratorio,
en los que se trataba de optimizar el medio para inducir callos
de-mafz, empleando las auxinas sintdticas 2,4-D y MCPP a distin-
tas concentraciones {2, 6, 10 y 20 mg/l), se encontrd qdé los em
briones eran la mejor fuente y que el MCPP es mas eficiente que

el 2,4-D en todas las concentraciones probadas, siendo la concen

“tracidn dptima para el MCPP de 6 mg/l. A concentraciones mayores

y menores de esta ausina sintética la respuesta disminuye (&),

En basc a lo antcrior en estc trabajo sec estudid el efectlo



.

a.induccidén en los estudios anterio

"fes.”ElftiémpoAeh qﬁé'Sé b$£udi6.lé respuesta fue de las 18-24

7

horas de_imbibic10n. Se-eligid esté lapso de tiempo ya que en
experimentos anteriores efectuados en nuestro laboratorio se ha
bia encontrado que la traﬁscripéién de ARNm de novo es importan
te a partir de este periodo (9%). Si se propone que las auxinas
regulan la transcripcién y/o traduccidon, éste seria un periodo
adecuado. Por otra parte también en experimentos cfecctuados an-
teriormente se observd que al aplicar pu;sos de MCPP a embriones
de mafz a distintos pericdos de tiempo, depletindolos después de

la auxina, la induccidn de calles se volvia irreversible en cs-

“te periodo(loo, De esta manera este lapso de tiempo en que se

estudia el efecto del MCPP nos permite observar los cfectos big
(g * * . PPy - . .
quimicos primarios antes dc que se manifiesten los cambios fisio
l6gicos, para los cuales es necesario dejar transcurrir més tiem
po.
Los resultados obtenidos Indican que el HMCPP aumenta la in

. . . . : 14
corporacidn de aminodcidos marcades can

L4
C en las proteinas rc
cién sintetizadas (tabla IV). Para explicar estc incremento cn
la incorporacién de aminoficidos existen varias posibillidades:

que haya aumentado la sintesis total de las mismas protefnas pa

fa las que habia los ARNm correspondicntes, o bien que haya ha-

/05



a traducc;on de ciertos ARN . existen -

ev1dcn01as4e " 'liﬁé;atura que apoyan esta pos‘biliddd(
Otra pos*bllldad seria que se estimulec la Lranscr1pc1on selectl
o va-de 01ertos ARNm, de lo cual también existen cicrtas eviden-
cids (3%35Jyy ) §in eémbargo resulta diffcil AC explicar todos
los cambios observados en los patrones electroforéticos por es-
tos mecanismos y queda adn la posibilidad de que la auxina pro-
voque ademds la modificacidn post traduccional dc cicrtas pro -
tcinas modificando su carga y por tanto su localizacidén en los
geles de electroforésis , lo que explicarfa que unas manchas dg
saparecieran y'otras aparecicran en el‘fluorograma bidimensio -
nal. Al respecto resultados preliminarcé en nuestro laboratorio
sugiefen que el MCPP influye en La fosforilacién de algunas de
las protefnas sintetizadas durante las primcras horas de la ger
minapiéh en maliz (#00). En este sentido sc podria plantear un
mecanismo de accidn en cascada en el quec alguno de los ARNm Mo ~
dificado por la auxina codifique para aiguna cinasa que fosfori
larig otras proteinas desatando asi una serie de cambios sucesli
vos ( ).

Con el fin de sabef un poco mas accrca de™tas proteinas

sintetizadas en ejes QNbPlOﬂurlOS de mafz durante las primcras
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que

por

+ este ligahd§ y~dei§s mancygwqge&égafréfeﬁfﬂéiéﬁ‘la,columna. Las
proteinas refchiéqs en_lafqgluhna de afipidad.se eluyeron con gra
dientes de auxiﬁa d§ 0 - 50 mid (comd eluyentes se emplcaron la au
xina natural AIA y las auxinaé sintéticas AMA, 2,4-D y HCPP). Se
obser;s que eﬁtfe las proteinas retenidas se¢ encontraban algunas

de las que se habfan visto alteradas por el MCPP (figuras 27-29).

i,
T
N
¥

La fraccidn de protcinas retenidas cen mayor afinidad a la colum
4 —

na, es decir aquellas que requiercn de mayor concentracidn de au
xina para cluirse, resulté ser hcterogéneca, Lo anterior puede ex
plicarse si se considera que dentro de esta fraccidn pqdrian en-
contrarse tanto el posiblc receptor auxinico como las proteinas
inyolucradas en el metabolismo de las auxinas. Por otra parte re
sulta huy interesante quc la cantidad de algunas de cstas protci
nas estén reguladas por esta auxina. As{ pudiera ser que la auxi
na estimule la sintesis de dichas protcfnas o bien que inhiba =u
degradacidn porque las estabilice al unirsc con ellas o bien cue
modifique su compartamentalizacidn. Por etra parte cl orden de
afinidad, determinado coﬁo 1a'conccﬁtraci6n de auxina neccsaria
para eluir las protefnas retenidas en la columna de afinidad, co
rrelaciona con la actividad dc estos compuecstos c¢n la inducpién
y mantenimiento de callos de maliz, lo cual apoya el papel dc cs
"tas protefnas en la induccidn de callos de maiz,

En base a los resultados obtenidos ¢n el presente trabajo



0%

canismo de ac01on aux1nico Por’una partc cs ‘necesario cstable -

cer el o los niveles de regulaclon,dc la expresidn genética en
el modelo estudiado. Por ctra parte se debe intentar identificar
las protefinas retenidas con-mayor‘afinidad en la columna. Si co-
mo ya.sc menciond sc propone que entre estas protefnas se encucn
tra cl receptor agi como las proteihas involucradas‘en el mectabo
lismo de las auxinas deberfan separarse y caracterizarse midien-
do las actividades cnzimiticas respectivas, ya rcportadas en la
literatura. De esta manera se podria ir discriminando éntre los

¢ ) . ¢ .
posibles candidatos a receptor auxinico.



..Conclusione

 155¢1gﬁQ6hﬁf6 Eﬁ;él sobrenadantc posribosomal de cjes em -
brionarios de maiz ﬁna fraccién protefca con alta afinidad por
la éuxina sintética 2,4-D,que did 'en estudios preliminares un va
lor aproximadc de KD-de 5 x 10_6 My que tiene una velocidad de
disociacidn muy ripida. Ademis sc sugierc de acuerdo a los estu-
dios preliminarcs de KD {(grafica dec Scatchard),que la Ffaccién

. .

proteica interacciona con el 2,4-D l['LC mediante una cooperativi-

dad positiva.

2)EL MCPP produce un incremcnto en la incorporacién de mar
ca en las proteinas sintetizadas 8urantc las primeras horas de
la germinac¢idén, E1 incremento se debe tanto a alteraciones cuan-
titativas como cualitqtivas de las protefnas sintetizadas. Entre
las protefnas alteradas se encuentran algunas que ticnen alta
afinidad por las auxinas. Se sugiere que entre ellas se encuen-
tra el receptlor auxinico, as{ como las protcinas involucradas

en ¢l metabolismo de auxinas.
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