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INTRODUCCIOM 

El estudio de la difeycnciaclón celular. cons.ti tuye uno de 

los campo.s •·más'aÚá§tl~o·s/cf~;. ¡~~ve·~~~gic1ón·· ... des'de>:e;pUnto de 

vista bitiquímico, s1<ii1'd11~¿{~ig'hif.Í.c~dodel tériolno difercn -

ci a ci. ó n ce! ul á r es "difÍcii .J¡ :~éffkÍr,; .hquf se usará 1 a d ef i ni -

ción de Stoddart y Venís q~ief1es b~nsideran a la diferenciación 

celular como aquella serie de~cambi~s ~olcculares que sufren 

las células de organismos e.ucariotes al pasar de un estado mul-

tipot.eneial a aquel punto en que·,asúmcn la estructura típica 

del tejido finaJ. (1). 

Al ahordar el estudio de este proceso nos enfrentamos con 

d.isl.i.ntos problcmils, ad por ejcmpJo. si estamos int.ercsados en 

estudiar cJ proceso de d.ifcrcneiaciÓ~ del tejido mcristemáLlco 

de un;1 planta cncontrdremos que es muy,..d.if{d.l c'stableecr cua -

les cé.lu.l~s co11Llnl1an d.lv.idiéndo0c y por t:,:i11to ri1cintjcncn .~u rtd·-

turalcza meristem.]ticil y aqu1;llas que cont.i 11(1.:in ·~rccicndo y cve.~'. 

tualmentc !;e diferencian.En tanto qu(' otro prolJJ c•n1<1 es cJ de que 

~s casi ih1posi bl '' cli.:;U llDll.lr entre cé:luL1s que se están di furcn 

ciando par<1 form;ir 1..cji.dos di st:in Lo c. (1). 

l\li:¡unas de estas di rJ.cul t:aclcs pueden ser supcr;1d;1s a tra -

vés clcl uso de los cul Uvus dr• tcj:i clos vcuct.:ilcs. 

técnicas nH~<l:i<1nle l;rs c11.1lcs ~.n .loq1·a munlcrrer e.l crccirnic11t.o 

esL;1 mdn1.:rt.1 t1 pü1'L.i.1: dt· c(~.Lulds !> 1.,¡¡¡¡\ti1,.;at> y nicdld11Li.: Ja r11lín.i¡Jll·· 



'· 
laciÓn del med.lo nutr.ltivo es posible la indueéiÓ1i de callos, Un 

callo es: una agrupación éle células similares, con un grado de 
¡:.-.:.:.-~.---·.'_:::-.. -..:.::~-···::~;':··:::· ~. ·: _:_ 

organización menor al teji.do que les d:Í.Ó orig•en (proceso de des 
__ .J.··,·.,.,- ... ::·_·>.·-.·:·;/ __ :··.:·:·:>·:·--.·' , ¡ 

dHcrenciaciÓn)C'y.:to~ipotenciales, ya que 'a partir de estas cé-

lulas s~I pu'ecieX:1:egenerar plantas (proceso! de rcdi fcrenciaciÓn) 

(1,2).Ejtmplos·~~ .cultivos en los que se hla logrado la rcd.ifc -i .··· 1 

renciaeión· son, entre otros, el de zanahor'ia, t<1baco, tomate , 
! : 1 

etc. (3)t Existen múltiples factores que i\1fluycn en la redife-

renciaci6n tales como: la eomposj ción del r'1edio empleado, con -
i 

centraei.Ón de fitorreguladores, eondicione¡s ambientales, la es-

' 
peeie, el tej.i.clo empleado, su estadio fisiológico y la edad del 

callo (1,2,3). 

El medio nutritivo e11 el cual se desarrolL1n los callos es 

ta constituido por compuestos que sirven como fuente de C y N 

al tejido, viLami11as, su.les minet·ales y fitorre;¡uli1dores como 

son las auxinas y J as ci tocininas. [n la acLualiddd se ha lle -

g¡¡do a la concJ.usi.Ón de que la relación auxina/citocini.na es ele 

gran imporLa11ci<1 para J11cluc.i.r y n1antc:ner el est;ido dcsdi.fei-en -

ciado de las c:élul;is en cu] tivo, ya q11c estos f.ilori-eguladores 

participan en los procesos de división y clifercncL1ciÓn celular. 

Debido a Jo anterior líl elección de] Upo y co11ccnt.raci.Ón de ·rI_ 

torrcgulJclor emplcddo se convierte en un paso dctcrmlnilntc en 

el establecimiento del cultivo (1,3). 

L<1 técnica de cultivo de tejidos vegeta.le!; ha siclo ampli~ 

mente desarrolladc1 y se han hecho .inf.inicl;id ele publ.i.c.ieio11es en 

• plílnlils dlco.tilc:d,'ineas; sin cmbaq¡o, los esLudlos en monoeoti.lr! 

a 



En ¡1%9 Yamada concluyó, al probai··u~a serie de medios sin 
1 j 

téti .. cos lp·a·r.a el crecimiento de células del:erealcs, que niveles 

altos d~ auxinas favorecen cultivo de 1elulas monocotiledÓ -

neas. EJtre: .. las ·~uxii1as más efectivas p¡n·¡ estos cultivos se e.!:_ 

contraJn ~ los compUestos sintéticos: ác~do 2, lf-diclorofenoxi~ 
1 . ' .. ·. ·. ! 

acético !(2; 4'.'"D) y ácidó riaftalcnacétlco (/\
1
"1/\), ya que para obte 

1 . . . 

ncr el. m'.ismo efecto se requirieron concendrac.iones menores que 
1 ' 1 

de la auxina natural ácido indolacético (~IA), lo que haría su-
¡ 1 

poner que la mayor parte del /\IA incorporado a la célula se me-

taboliza rapidamcntc. Al parecer son li:is uuxinas y no las cito­

cininas las que son absolutament& esenciales para la i~duceión 

de e?llos de arroz, tri90 y maíz (3, lf). 

En trabajos efectuados anteriormente en nuestro laboratorfu 

se ha tratado de optimizar el medio de cultivo para mafz, un e! 

r9al do gran Jmportaneia en la alimentación de nuestro país.Con 

este objetivo y si!biendo que el 2, 4-D es una de 1 as auxin;:is 
, 

mas 

eficientes en los sit:ernas de eul tivo de tejidos, se decidió pr~ 

bar una serle de análogos del 2,4-D, es decir fcnoxi5cldos t~l~ 

como el ácido :'-mctU-4-cJorofenoxi.prnpiÓnJeo (IKl'P) y el ácido 

2,4-cliclorofenox.ipropi11nico (DCPP) (Fiy.1 ). lo~; resul t;¡dos lndjc 

can que ilmhos unáloqos son más cfici c11Í:es que el ?, 4-D en .la i-1.1. 

duce.iÓn y m<1ntc11imJenl.o ele col.los de maf7. y r¡u" 110 se 1·eq11.lcrc 

c.iioeinino[,. Asjmismo, se cnr,onLr<'i 11ue .cd. emuriÓ11 rk mctf1 es lo 

fuente más udecuada pi!ril lu inducc.iÓ11 do C:<lllo'.: con un rc11d.i.m.kn-

) 



ACIDO INDOL-3-ACETICO 
( 1\I1\) 

Cl 

\CfDO 2,4-DlCLOROFENOXIACETICO 
(2,4-D) 

COOH 
. -----------· oo---------- ... c Hz_~_~º-~-- ------· -­
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~ #' 

ACIDO NAFTALENACETICO 
( i\NA) 

CH 3 
1 

O - CH - COOH 

-C;f-H3 
Cl 

ACIDO 2-NETIL-4-CLOROFENOXIPROPIONICO 
(MCPP) 

FIGURA l ESTRUCTURA QUINICA DE ALGUNAS AUXINAS SINTETICAS 
Y DE LA AUXINA NATURAL (Ali\). 



La inducción y mantenimiento de callos de embrión de maíz 

por deryado's de~--~~i~,o<fcno:i~cético púedéirit~rprctárse de . .la 

siguient'e mancra:':1as aüxinas son capaces ,ele: modificar la expr~ 
[; \J .. ·< ; < /\ .• · ... ·.·.··. .·.·.... ., .. · ... · .. j .. · ...• 

sión. gcn'.éttca··i:Jel ·tejida' y éonsécuentenibritle sú estadio final de 

dÍfercn~S;ad,ón ·' .... • ••.•·. . ·. . ··· 1 

La reoría de diferenciación celular n15s aceptada sostiene 

que los ~istintos tipos celulares difiere1 entre s{ básicamente 

.en las. r¡otef.nas que contienen y por tanto¡ que l¡¡ diferenc.foclÓn 

se efectúa a través de los mecanismos que controlirn la .produc -
i 1 

ción de ios distintos tipos de proteínas q~c contiene tjna ~élu-

la durilntc toda su vida (3), 

Hip~tesls de trabajo. 

Las' auxinas intervienen en el proceso de dl fcreneiaciÓn ce 

Jular de las plantas, controlando la sf11tcsis ele protefnas a ni 

vcl transcripc.io11al y/o pust-Lr<111scripcional. Se propone que P!!_ 

ra llevar a cabo su acción, la~; auxin<1s i11tcraccionan con unu 

·molécuJ,1 receptora móvil que al scr aclivada puede: tra11sportar-· 

se al núcleo desencadenando los efectos b.ioquf.mico!;. que lleven 

a la respuesta fisioJÓ¡¡lca observada. (Fig. 2). 

Si el modelo anterior e5 c.i.crto se esperada enconl:rar un 

receptor aux.f11ico libre en el cilosol de las céluL1s bLinco,que 

les permita ser sensibles al filorregulador en la respuesta ob-

servudil. Por o'tril parte seria de espcr;1rse como rc:;uJ lado finill 

de .l.<t ucciÓn au:dn.Lca 1rna ¡¡] Lcr.ición en el patrÓ11 de prul:efnds 

slnLctiZ<HL:is en prcsenci<t ele: este fi t·o1Tequlodol' c11 dichils cél u 

5 
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A pesar de que eFr\lo-deio propuesto sU.gicre ürj yran riÚmero 

de aproximac:i~r~·~~ expri~;lme~tal~s, .... para compr'obár sU vali.ilez, en 

el presente trab<ljo se abo¡;darán unicamcnte los siguientes objE_ 

ti vos: 

Objetivos.¡-

!)Localizar e identificar e~ receptor aux{nico en el sobre 

nadante postrlbosomal de ejes embrionarios de maíz. 

2)Analiz¡¡r el efecto ·del MCPP, un¡¡ auxina sintética, en Ja 

síntesis de proteínas durante las primcrils horas de germinación, 

sablcndo que en r.rcsenci11· de estos fitorrcgulaclores se altera 

el proceso de dl ferc11ciaciÓn normal (g<:!rminac.iÓn), para dar l.u-

gar a la formación de callos. 

Dlscno Experimental. 

El. material biológico que se empleará serán semillas de 

mafz H-30 cosechas 1979 y 1980 de Chapi n(lo, México. 

Para abor11<1r los· objetivos propue~l:os se trabajarii con ejes 

embrionarios y embriones de las semillas de mafz debido a que 

son los Órqanos a partir de los cuales se obtienen callos con mu 

yor rendimiento (4). Asimismo se l•mplea1·il la auxina sintética 

MCPP por ser muy eficiente en la inducclÓn y mantenimiento de ca 

llos de mah (q., 5) (fig. 3). 

Se medirii ]¡¡ velocicl~d de síntesis de proteínas en ejes cm-

. ' l lf t brionarios de mafz, utilizando aminoacldos C. La proteLnas sln 

tctizadas en ausencia y presenci~ de MCPP se identificar5n me -

cliuntc clectrofnr6sis en dos dimensiones en geles de poliacrll~-

7 



8 

¡' 

tl 

FJ(;UHA 3 ESQU[llr\ DL Uil1\ SEllJLLI\ DE J.IAIZ 



En la búsqueda del receptor de las auxinas se Usará un sis 

tema de afinidad selectivo sintetizado. para. es.te· propÓ'si to. Lns 

proteínas del sob1;enadante postribosornal se pasarán a trav~s de 

la columna de afinidad que contcnd~á 2,4_.D:lislna como ligando. 

l. ,.. 
f 

:\ 

:¡ 

\ 
¡ 

1 
; \ 
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/\l~TECEDEMTES 

1. - FlTORREGÜéflookE:s'. 

El ~C:sarroÜ~:dc>Üna! planta es un prpccso controlado cstri~ 
'. c. " ,::-i_~:·.;_. '. 

tamcntc;Uha ¡¡Í'~nta?posee ·upa .unidad cstructuruÍ. y funcion;:il con-

gruente. cpn ~;Jsc~~~<Íctcdsticas básicas, derivadas en gt·an parte 

.de su incapacidhd.· de movimiento. Este hecho ha cond.i.clonado que 

las plantas hayan desarrollado mecanismos muy eficientes de acla~ 

taci6n al medio ambiente. 

En la r~gulaci6n del proceso de desarrollo vcgct;:il intervi~ 

nen una serie de compuestos qufmicos a ·1os que se h;:i denominado: 

hormonas vegetales, reguladores del crecio1icnto vegetal o fito -

rrcgul adores. 

Estos compuestos pueden definirse como aquellas sustancias 

orgiln.i.cils, di!!tl11tas a los nutrientes, que son acti.v<is en caneen 

-G t r a el o ne s m f. ni m a s ( de 1 o r de n el e 1 O 1·1 o meno s ) , q u e !>e si n te t1 -

zan en una parte de la planta y que ¡¡encralricnl:e se translocan a 

otro sitio en donde producen las resp11esl:a!> lii.oqu.fmicac. que lle.: 

van a cabo el efecto observado (6), 

Sin embargo se ha oli!>ervado que: existen difen,nr.ias básicas 

entre esto!> compuestos y 1 as hot·monas a11Jm;1.I es ya que est;:is Úl ti_ 

mas tienen efectos espccfficos y iH:t(1a11 en 11i-9<1nos l.J or1co parti.-

culare::., T.11 cspcci ficid<1d 110 es t.ir1 es LrlcL;1 en .1 o!; Leji.clus ve-

getillc:~; y muchas de las respuestas dr, J ilS pi ,,111.o1::. " l':-.tu:; com -

~ ·, 1 '.. u ;;',' 1 ._, 

/O 
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En base a lo anterior en el presente trabajo se utilizará 

prcferentC~en:t.é"Ü.·1:~1i~i;,¿ fitorrcgulador o reguludor del creci-
. . I~ ... ·..••.... •.. . ..· . . .. J . 

mi.en):o ..... •·.~egeta~·.pa.ra d~~ign¡¡r acstos •.•. compuestos, 

fci~· sni~o0 .. l'.ºl.1g'.•il. ,c'o; .•. '.9ss.if::~lJ,~~(~i l}f~5! ¡U~t~~': .. :g/i 'b\e' gr···~e'l;~ :nna· es~:, : ¡¡: : : :u:;:: t:: 

. ~úX::inas,citC>cir\lnas,.. k ctil eno y ácido 
, .. ¡, .. · .. · . . .. , <. ' 1 

absc1s1.~C? .• ,.: .. -.,,_ J:::-.· ,.~, .. -~. r:f::X{. 

A· cFti~U,ifj6n.{e;},escdbiún brévemcf te al (lllllilS de las fun 

ciones más. cáracterf~:ticas ·cte estos compuehos. L<1s estructurus ..• ¡; .. ·· ';,• ........ .,. .. . .. 
química~ jde alguílo~··:¡;.itoneguludorcs se esquematizan en la Fi9. 4 

Auxlnas.·=··Prómueven la elongaci6n ceJ ular, inhiben la foema 
l . . 

ci6 n de ·~~m~s 'iat'efafes ( dómi nanci a api cul) y el e rcc l mi en to de 

lu rah. Intér~ierieJ·eri la diferenciación de células traquclda -

les y en la fCJ~r~~~{?~{:cle callos. Estimulan 1 a división ccluL:ir. 

Intervienen cnt1:e .. otros en el metabo.l ismo de carhohidratos, 5ci-

do·s nucldcos .sfntcsis de p 1·0 td n.:is. 

Ci.berelinas,- Estimulan en general l;:i gcrmi11<.1c.i.Ón y el ere-

cimiento del tallo, yemas lateral es y raíz (normalizan lils rlan-

las enanas).!\ nivel molecular eslimul¿¡n J;¡ sÍntcsJs de novo de 

algunas hidrolasas (por ejemplo prot:casas, al ra <Jmi1<1sa, cte.) e 

intervienen en el mcl;abol ismo de ácidos 1111clcf.cos. 

Ci tocJ11in<1s. - Intervienen en la rcs.i ste11eii1 <11 calor y al 

frío y c11 el crccim.ic11to de raJz y tullo. Estirnul <111 la división 

cclul ar. I1dii ben la degradación del ¡\DI! y cstin1uL1n l;i síntesis 

~lcl ¡\flfl. 

/~ 
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Acido ¡\bsÜsic~;.l Irihlbo l_a:-j:~1·'~1i~acJón;, el crecimiento de 

tallos Y: yemas.}atc:r1i'~/, E~t.i.'fil'~f~\~,-ii~s~Isión. Inhibe la sfntc 

sis de proJe,í,~~~J~~~~/~}¿¡g;~,: :9,~g~~f,~,~,;y,;~'é!d?ib.6 algunas actividades 

, ~mfh'~ción,, l.a floración y la madura 

proteínas y de ARN. 

En '¡fd~·t8óA6retaremos al estudio de las auxinas 
': '~.'.;\::,;,~·'!: :;'<'' • ·o·'r' :ó''ij:' 

Y ~lguflo~[:·.~~if.i'.S~~~~'fJiC:~()s a .nivel molecular, por lo que a conti -

nuaci611>5éci~~6'4i•bi'tá con más detalle algunos conocimientos que 

se 'tienc'/'~6cl"ca de estos fi torre9uladores. 

2.~ ~UXINAS SIHTETICAS. 

Despu&s del descubrimiento de que Dl AJA es el principal 

compuesto responsable de la actividad auxfnlca,los Investigado -

res. en este campo empezaron a examinar una serie de compuesLos 

con estructurJ química similar para determinar si posefan Lambién 

prop.i edades rc¡¡ul Jdoras del crcdmienLo vcr¡ctal .LJ naturaleza quf_ 

mica de los compuustos con actividad auxfnica rcsult6 ser muy v~ 

riada. Dentro rJe cst·os compuestos se pueden mencionar dcdvadol 

del ácido indol;icéti.co, ,'íc:i.dos adlacét.icos (poi: ejemplo el itci-

do fcni1acéUco, el 11afLalcr1acétieo, cte.), ácidor. üdlearboxLl.i 

cos (como el i1cido henzoJr:o y sus clcrivac/os), ácidos fenoxiacét.!_ 

co::; 5cidos ndftoxlac(:ticos, ilc.ido.s picolÍ11icos, ác.i.dos cinámicos, 

cte. (FJg. 4) (G, 7, 8). 

Gran parte de ·esta5 auxlnaz slntéti c<LS, por ejemplo los el~ 

rofcnox.i..'ír:.i.dos, se usan actualmente como ltr,rh.i.cldi!'- sclcet.ivos 

I~ 
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3, - METABOLISMO DE ·AUXI/11\S,: 

' . 
Pucs:to -que 01--control :-én Ta 60Í1Centración del AIA en una 

pla~ta s{dapo1~u~~-r:g~\5:1M,·e:;re,las.jeloci~ades de biosf.n-

tesis y d,e degradae1on del _AIA, es necesario revisar brevemente 
1 • 
l - . " - -

estos procesos (10), · 

3.1.L Biosf.ntesis deÍ AIA. ·. 
1 . 

La hipótesis m6s-accptada (6,7) sugie~e que el AIA es sintc 
l > • • 1 

'úzado .a ;partir del triptofano mediante dos/ pos.i.bles vías(Fig. 5) 

En una de: ellas el triptofano sufre una re,,cc.iÓn de transarnina -

eiÓn prod~cicndo &cido 3-indolpirGvico, el cual se descarboxila 
; 

para dar indolacetaldehido y 6stc se oxida a 5eido indol-3-ae6ti 

co. Otra posibilidad que se hº¡¡ encontrado es que el triptofano 

se descarbo xil e di rcc tamente il tr.i.p tilm.i.na y és tu se oxide ¡¡ 3-i n 

dol aceti:JJ de hi do que fin¡ilmente producirá el Üci r/o indol.-3-;c6ti-

co, Se ha propuesto que una o ambas vías pueden estar funcionan-

do.dependiendo de la plantil y en alciunos casos del Lejido,Tamb_iÓn 

se· ha cncontr¡¡do en ciertos pL111tas algunos compuestos como el i_I! 

doletanol en pepino o el inrloli1cctoni l.rUo en algunas crudfer¡¡s 

que pueden transformilrse en .indoJaeutaldehido y AJA rc~.peetlvamc_I! 

te ( G), 

3.2.- Cilt<lholi5mo de auxin<ls. 

3, 2.1 .- Oxi rlaciÓn dnl /\lA. 

Desde hace t.iempo se cfpmostró que d 1\]¡\ puede oxidilrse en-

zimaticamentc en plant.1s (G, 7), Los proclttclos de 1<1 <1ccJÓn rlc la 

•AJ.A ox1dusa son mct.ilén-oxiflCloJ y el .indol<Jcctulclehiclo (Fi.g. 6), 

l 
¡. 
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l /2 º2 
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FIGUHA 5 Vli\S DE BIOSH!TESIS DE LI\ 1\UXH!A (i\!1\),(6) 

EllZlll1\S: (1 )THJPTOFl\11 THAllSMltlli\Si\ , (2) HIDOLPIHU\11\TO DESCNWOXILt\S,\, 

(J) IllDOLACETALDUllllO DESHJllHOGEli,\S1\ , (lf) lílIPTOFAllO D[SCMlDOXJL\SA , 

,. (5) AlllllO OXID1\S1\ , (6) IllDOLETt\llOl_ OXJíli\S1\ , (7)lllTHILi\S1\ 
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monofenólcs e .ii1hi.bi.da por oi:t:o difcnoles, estos resú.ltados y el 

hecho de;_que. en planta.s .se :encuentren· compuestos f.cnólicos en 
,~ .. · .. Y,·; .. ,· 

abundancÜ\ha.liiv~db;'a·;¡lÍgcrir'quo' estos' compuestos pueden fun­

cionar. ¿;1<¡;¿'~-~r~¿J~ancfci• .l~ ~e~~L:Li.ccióh ·de aúxinas (6). 

3._2. 2·_:·_:~_ ·-.. c:·i111j~~~:r~ü~- ·~~.: x1t\T-( .. - ._,·~. 

El térllli~6·;~Jxfnél'ÜírÚJ~~~'.?o ·c-oi-i}Ggad~",se refiere al compue_:;_ 
; ~ ,. ; •. • ·: '. ', • '•.e . ' • ' ' '. . : ' - ~ " 

to en el que 1a''aúxina•·se.éncÚénti·a uriida covalcntemcnte a una 

molécula sustituycntc./t6Í~~-Xn;'fúe el primero en sugerir que pa_E. 

te del AIA de las planta-~s~ enco.ntraba "unldo" y posteriormente 

Overbeek. encontró que .sólo .. aproximadamente 5 % del AJA se cncucn 

tra e-n forma libre o disponible, en tanto que Ja mayoría se en-

cuentra unido (l.J.) (Fig; 7). 

La "au:>dna unida" pod.fa separarse en dos fracciones: una in 

sol ublc en agua y' la otra. soluble en. agua y se pod(¡¡ l.ibcrilr el 

i\Ii\ ror hJclrÓlisis (10,.l.l). Se ha sugerido que l as"auxinas conj~ 

nadas" pueden considerarse como formar.,...rJc a.lmacenumiento o rlcto­

xlf icaclÓn (11). Hamjlton·ha aisl<1do y c<iractcdzacro lus"auxiil<Js 

conjugadas" de ejes de rnafz, encontrando que se trata cie ésteres 

ulucosfd.i.cos ucl 1\11\ (se h<1n Iucnti ficaclo entre otros, dcr.ivados 

de glucos;1, arab.i.11osa, mlo-i11osi.tol, cte.), Poster.i.ormcnte se 

hun i dcnt:i f.i. cado de 1.·.i vados s i.m.i .l u res en otra::; pJ i111 tas (l l), Ti1rn-

b.ién se flan rcpoJ:l·¡¡do deri.vados de amino~cidos (asp.Írl:ico y ¡¡l u-

tárni.co) en un11 ¡¡ran mayoría de l:ejldos, al parccc1· estos dcr.i va-

dos se form.111 pd11cipa.lmcnte ,iJ. .1plicilr ;\.l¡\ l'>:Óc¡eno (corno produ..:; 

tos de ele to xi. ficuclÓn). 
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llCUH1\ 7 ¡-o¡¡¡¡,'\5 Lil3iff Y UIHDA DE t\UXJil:\S(G). 



De hecho __ se ha cincohtrado que par¡¡ .plántulas - de m¡¡fz de 4 

días, la -fue_nte dLAIA del endÓsper~o-~~n-16s 6onj~gados del AIA 
·,'·,·.:. 

.; y no los pf·ecu1·so1:es i~mediatcís triptbfilflo(y tripl:amina (10). 

). 2~3.~-~ .-Cd~j~~·a~-.Í.ón de auxinas'i!iint~ü.C:'~s; 
Andreáe ¡'. GoÓ~ (lJ.·) ~xt61~dÍ~{.J,l.c.io~ ~-súidlos del metabolis­

mo del AIA a las aÚxinas si-~té,t~das:•~e:¿Jdritificaron conjugados 

del 2, 4-'D con el asp~r;tip_~>• H~Ji'~y ';(ii.) encontró en ch{chilro que 

el mctabol.ito pri~elpril d~l :z,,~'..D, e1:a un gl ucÓsiclo hid1:oxilaclo 

en el anillo~ En .;iven'a_ ~¡; icÚÚ1tÚicÓ eJ éster ele glucosa. Estos 

derl.vados también se han identffJcado en·cultivos de soya (12). 

También se han encontrado derivados aminoacllados y conjugados 

del 2,lf-D con JJ.gnina en cultivos de soy_a y trigo (12,13). 

4. - THAllJPOHTE DE AUXJllAS. 

El transporte de auxin<1s juega un papel regulatorio impar 

tilntri durante el crccim:icnto y desarrollo ele las plilntas. Las 

evidencias sugieren que es un factor que controla procesos ta­

.. les como la cJ.oÍ1~¡ilción cclula1;, Jos tropismos, la e.Ji fcrenc:Jil -

ción vascular, etc .• 

Desde que en 1928 Wcnt descubrió el transporte polar e.Je 

las auxinas, dos prcquntas h;:in intri<Jac.lo· a Jos f.i.siÓ.logos vegc:-

tales: Cómo se lo~¡r<i la polari.d<1d del 1:runspol'tc de auxlnas? y 

Cuál es su signifJcado? 

De acuerdo a L1 concepci~n clásica del transporte de auxl--

nast 6sta5 se mucvc.n en el clt.osol y SC! nccrciitn .cr1 el extremo 

i~fcrior de c:ílda c6lula mec.Jlunlc un acarrcudor en un prorcso de-



,,, 

., 

pendiente .e.le e11ergÍa •. ApoyaiLcsta:proposiciÓn .las si.gui.entes evi 

ciencias: 'a)~flr.i.~01-reguláctor se niuc~eJracia abajó de la planta 

con una x~1~cidhd de .10~20 mm/Ir (riú.~~.Ki.g!y .. raJces); b) el movi­

miento ~oÍar.es al menos en,parte,ind~·p.endiente de la orienta -
- ~·--~º'c.C,_,·.o"o: ·-,· _,; 

c.ión del't'ejicJ~ ly .del g1:hC!f~~~~·td .. 6%6·dge~t;aciÓn y e) es rap.ida-

mente revyl'SÚle y fue1;t~~-~~;.t·~f.'i'(¿t~f~cia'·por las condiciones meta 
-;-~'.\:·.:;,"! ~:-:?,,.;:;<:·.-r' 1.(' 

hÓli.9a¡;, En este ITI~delp'_'j'~j~:g~:R:[~\;~S~ ~J acarreador depende di -

rectamente de la enerd(i':~:;;fab6ilca. para efectuar el transporte 

activo (14). 

ílcoientcmentc ílubery,· Sheldrake y ílaven han su~1crido una 

teoría alterna para el transporte de auxinas, la difusión quimio~ 

mótica polar (14·, 15). Según esta teoría las células son más per-

meables a las moléculJs de auxina sin disociar que a las molécu-

las disociadas y pueden acumular auxlnas cuando el pH del cito -

sol es mayor que el. de Ja parerl, La poliiridud se '1.1 cunzu si la 
,, 

rclac.lón de pcrme¡¡JJ.ili'ri¡¡d cfol <111.i.Ón eon r<!spccto ;1 ] il aux.i.na sin 

disociar es l.i.c1cramcntc mayor en c.1 extremo inferior rlc la cé.lu-

.la. Se ha sugerido que en c5tc procc·so podrLi c~•tar involucrado 

un acarreador. A di fere11ciu de la l:cor.f;¡ convc11ciona.l que sugie-

re que liay u11 L1·<1n!;porle <1cUvo, csl.a teorfa proponn que el tran2 

porte de uuxi.ri.15 es termod.in;1rni.c;1mrontc favorable y que la encr -

gfa mclab611ca se emplea para mJnLcncr el gradiente quimiosm6tl-

coy lu permeahilldad polar. 

Las evidencias expc•rime11t.rl (''.' <1poyar1 cJ hecho de que el. t\I1\ 

'penetra más f<1c.L.lme11l:c <.1 la célula en 5u forma no disociada )' rplr· 

.w 



\ 

l~ incorporación de auxiria se incrementa al disminuir el pH del 

medio.Esta nueva -teoría da cxpJ.icacionés sencillas a fenómenos 

que' no-se podian explicar facilmente p'or-la teoría del transpo_!: 
.. :,. •/· 

te acti.vó;-:entre_ ellos la inhibición del• transporte por compuc~ 

tosqú~ j_f1;1{~;-~~{)spe,cÍficámcn_tc el eflujo e influjo del Ait\, por 

eJempld ld---¡\-~~:Yc5aidb- riaftilftalámlc~) ·.y ·e1 ATIB (5cido triiodo­

benzo{co }_:(~6,'] 7). 
·-· ·.---~ 

5.-,; Ef:tbos DE LAS AUXINAS. 

Li1ápliC:aciÓn exógena de fi torreguladores a los tejidos es 

uno de losm&todos más comúnes en la investigación del modo de 

acción de dichas sustancias. El razonamiento se basa en la idea 

de idemplazar la auxina endógena por la cxÓgcna, de la cual se 

puede controlar su nivel y medir el efecto producido (J ). 

En el caso de los reguladores del crecimiento vegetal se 

presenta el problema de que no existe una separación definitiva 

entre la c{,J.ula productora y la c:éJ u.la blanc:o, m:is aún pueden 

exislir disti_11tos !;i tios de producción dd rcgul.iuor. Otra di rI-

cultad de los tejidos VC\JCtales es que cada célu.lir co11Licnc re-

prcscntantcs de todos los fitorre9uJarJorcs conocidos y estos eo!11_ 

puestos intcraccjonan ele manera rl.i sti n_ta con el regulador exÓgc-

no depcncUcndo de su~. niveles y del cstMHo risiulÓ9Jc:o. ¡\pesar 

ele estas dificul tadcs, la <1plicaciÓn exÓ~¡cnci ele fi.torre~¡uladorP.s 

a tejidos vegetal es es una lict-r.im.i <:ntil poderos;1 en la in ves ti.~¡il-

ción en este campo (l). 

Se cree que pt'obahJ cmente tocios los -procesos de: una pl unta 

se e ne 11e11 t r a n a f e et ¡¡-el o s p o r 1 o ~; r (' n u J <1 do re·. ~. el el e· r" r· i 111 i. e, n Lo , ~. i n 

:z 1 



embargo .á cont.inuaciÓn se -nicricio¡1ií1-áll tan sólo los efectos más 

caracterÍsticos de -las aUxinas~ cn~lo.s cual.es se. basa eL presente 

"to':: J_ t" o'""''. '" ·,, ~¡,;· •• ,iJ', 1, " .. 
Las! c~lulas ,Ve~~t~{~;. ~~dncuentran +mi ta das por la pared 

::::: ·::! :::,::,:::~::'.:1rr Ji: ::0:~;~~::~0::: ,::::·:: :: ·, ::.::. 
no empczló a llamar.la á{:en~tó~}.~.'..·~º-~ invertigadores desde los 

primero si ex pe rimen tos·. dé',Da1~1Vin' y~ 'po sterio1rme nt e se intensificó 
1. . .•... ·.· .•...••.. ··.•. ,. < .. . 1 

al encon;ti:ar \Vent qué las auxirias son las sustancias responsa -
! ·-.......... ··<·· ,. ·-· 

bles ele '.1a e!Ongabióri i:elula ·. 9ri coleoptilos de avena. De hecho 
- 1 - ,· ·--. -;- --•, 

se ha co;nsiderado· .que la res-pucstu de elon¡¡ación celular induci-

da poLéJUXlnas es. la acción más caracterf sti.ca de estos fi torre­

guladores y mu~hos de sus bioensayos se basan en estíl respuesta 

(6,7,18), 

La pared celular consiste de Uílit red de microfibdllas de 

e~lulosa que esLán entrecruzadas por otros pollsacáridos,Alher 

shc.im ha realizado estudio:; de la composición de lo p.ircd cclu -

lar en s.ic1Ímoro, cncontrundo que c~.t:á compuesta principalmente 

por arob.i.nanos, ardbinogi11 actanos, celulO!h1, arabinl)~¡i.dos, rarnn~-

g¡¡lacturon.:inos, xi.logluc.rno:; y prot:rdnas. 1\.lbcr:;hc.irn h.:i claboi:it-

do un modcl o porc1 la expansión ccLuli11• inducida por ;1uxinas, en 

el q1w se propone que para que la pared celular se clonguc e:; n.<.:_ 

ecs;:ir.io que las fibrill as de celulosa ~can c;ipacc:; de desl.i 1;irse 

• entre s{ y que después de hacerlo se formen nuevamente los cnl.re 

e r IJ ;_ ;-:. t!l i en l_ 1_) s en 1 r (' l. ;is m i !J nt il s ( 6 ) .. 



De acuet•do a lo.iirtteri.or, para que exista olongaciÓn celu -

lar es ne~~sar.i.~.cfÜe;pÜmei·o haya relajámiento de la pared celu­

lar (6): Hlp?·~btii~~~~·~t·~~l~ r('lfajaciónpu-écie deberse a cambios 

en lii sfntesi~:,~i"I;'..'..11:ar~d:fe1~1·ª1''º'ª tin.l'ºmp5.miento de ciertos 

enlaces er\tre'los ~oiisa~il1;iétos corfstitu~C:lntcs de la misma me -

di ante ci ~r t~ shid1·ol a sil~;·(.]_', 6). '· · 

Para explica( la elong~ci6n celular causada por auxinas se 

han propuesto dos hipótesis que hasta hace· poco tiempo se consi-

deraban incompatibles. La primera de ellas surgió en la d6cada 

de los 60 y se conoce como hipótesis de la expresión gen6tica.~ 

fue propuesta por l(ey y. colabor<1dorcs. (18). Esta hipótesis sugc-

rfa que las auxinas actGan en alyGn paso de la lranscrlpclÓn y/o 

traducción, se basaba en exrerimc11tos en los que se medía ·el es­

dmulo e11 la el.011gaciÓ11 de seumcntos de colcopLilos ele avena,cpi_ 

cotilos de chícharo e h.ipocutilos de soya prorl11cida por la ücll -

ciÓn ele auxlna cxÓgcna. En estos cxperimcritos se observó que en 

presencia ele 'inlLi.IJi.dDres de .1 ú trd·nsc:ri.pciÚ11 y/u Lrad11i.:cic'in, l<i -

les como la ilcti.nomic.in<1 Do la c.iclohcximi.cla, Li aux.ina c:XÓCJc~na 

cri.l jncap.1z ele csl:.imuldr la velocidad de clonc¡ac1Ó11, rcsullado 

que ;:ipoyali,; cst<1 lri pó Lesis. 1\ lo l aq¡o de la cJf..r:ada de los años 

l9GO-l970 se rc:port.:iron un gran número de experimentos de este 

tipo, aunque.' .lil in LerprctaciÓn ele éstos es di f[cll ya que sl.em -

prC' queda li1 po:;i.li.i.lidad dr. que la inhib.iclÓn del crc:clm.iento se 

el e: h i.1 a e· v P n I'. o !i no r td i\C~ .ton a do s d .i. re e l: el me n t: e e u n J. a u e e i. Ú n a u x .f n j 

e .1 • E 11 l 9 r; 9 e ~; l a h i p Ó t e s .1 s fu e p u e s t il en ¡, 11 t r c. d i eh o de iJ i el o ,; lo s 

{:.,.:¡1r:~1·.i1·11·11!1'·•; ('.Í(."~:l,(1·1(Jn:~ por Fv;1n~, v nr1~' (1 t.;), (·'·1·1i:, n11to1·c·~ !"'re-



senta1·on una téci1icá que les 'P(')l".~ia~ seguir mlnutó .a minuto el 
- - -. ·-~ ,_; - - --.---· ,,,,,, .. 

creeimi ento:h··s()Ic;()pti.i'? ~,,t,i,~$Lr.esultacl6s:•.Lndi ea1;0 n .. un pe río do 

: : ';: J:f~i:f J~!~f ~~!~t~~~~~t!:!i~iiJ~::; :,;:: 0:: ':::::: p :¡ 1:: g "-

me n t~~¿,/,;{~~~~h.cte-, la hipótesis de. la. expresión genética fue 

qcle cle~~¡:lbcJh de adaptación observado era: muy corto ¡íara permi­

tir:•algun~' modi ficadÓn ci1 la: síntesis de· protdnas. En su época 

este :ai·g,úmcnto fue:lo suficiente(!lentc persuasivo para hacer que 

esta'.hipótesis' se dcsechára.,:La· carencia. de una hipótesis fue e~ 

bierta· porcClÓland Y· l~ágcr; quienes llegaron ¡¡ una proposición 

bastantcdenciÚa¡ segÚn··:1a 0 cuál'111 ac.idi.ficut:.iÓ11 de L.1 pu red csi. 

lulai:p~dÍa'medi?r la·abpi~n:au~{nicai Esta hipótesis conocida 
. -" '., - .. __ - .: ':-~ 

como .. hipÓtcsls del· crecimiento áci.db (19), propone, al menos pa-

ra· la respuesta a· corto plazo, el s:i9u lente me cu ni smo: 1 a auxi.na 

llq1a a .su 

,,, 
sitio i·cc_eptcii:-. en la cé.l ul a y al .i.nterucci.ona.r con él, 

produce la expulsión do: protones a la pared celular provocando la 

dismJ.1\uciÓn del pH, lo que causa .l <i activ;:ición de a.l gunas cnzi mus 

.r¡uc tic11?n pH ÓpUmo ilciclo. Las enzinl<lS acl:i.vadas son a su vez -

capaces de rornpct· cn.lilees ele .los poi i.saciÍridos constituyentes de 

la pa1:ocl y prod11c:ir un¿¡ rcdajilc:iÓn ria la mis11i;1. FxisLcn dos L.ip()s 

de evidencias que apoyan <,st;.1 hirótc:si s: a)l¡¡ i 11ducción de la 

elon~¡;1ción ccl ular por .111,:i 11•1s c11 tc,ii do bl aneo puede ser sus ti-

tuida por proto11c.r, cxÓqc·nos (J 5,i'O), d uso tic ;11no1·ti~1uudores 



.l.ular en tejidos blanco· a' auxinils. La demostración de esto,s fe-
.. - . 

nómenos no l1~_~Údo' ii6~1pie 'r6ti1;ji~Bido :~.que.ia. cütlc~la de 
-.. ~2·,_(.~i_L(ó:. __ -r 

los .tej ici; s j·~ 1J;cséntri·• Ú~nt ·ba.rr:cir.'a 'aü pe1;meabÜi.cía d, a .• •P ro tones 
.::··~<<<e:'' •'•'.<,:"' -,,,._. ·~;,_-;.: . 'i'"'·'S • 

y amo.rt.Íg\ia_cio fq~·~;/p·ciíJ'.(~é,t: :;f~s1·~riú1)'gf·,\c)'~';~x'~ci¡:_i'.¡\1ento s .. ~·e ali--
.. ·:::·.·-~·:. -.: ;:r!:·~;:;{·(;<:-(~~::~~';:_--.~<:._:/~-~· ·:'-... ~:~~:'·__ \. ' 

zados l:déi'ciAf~li\ci'rít~>'sci;,s,i .. , .... , r~c:tu.a_d}i':.en segmentos sin cuticu1a. 

Po ro ti:~ pá~·i~::ji¿"~{'..¿~'füd~;~;~~:··~jj';f~f~{:~o~ irii cial es indicaban que, 
;_·,_· ,"~.:-;'-, -. 

contrariamente á lo ~;;pci·J:~~°'·i··ia-inducciÓn de excreción de pro-

tonés úa posterior al~ r.~cl~~?ctón de la elongación, sin embar­

go estos rcsul tados son P()~C>'.Lcoufiables ya que la detección de 

el eletrodo en una cantiic1áinsuf.i.cient:c para ser mcditlo::;. Jacob y 

Ray (21), realizaron cxpérimcntos má!; preci:;os en lo:; que se m,i 

di.Ó, mediante un mieroeleetrodo, C!l efecto d<'. Lis uuxi.11as en el 

pH del espacio de la pared y su cor'.claeiún con la clo11g<JciÓn en 

segmentos de tullo de chícharo y eolenptilos de mufz. Los rcsul­

tudos ind.ican que las. auxinas 1;roducc1¡.. una dism.i nuciÓ11 en el pH 

<i<~ la pared en ,1111!Jo:; l;cjiclo:;; en Jo:; col<éopt:llus· ele m;1[z dcsput!S 

de un .l.;:ip:;o de doce minutos,llcfjilJHlo a di.smi111d r u11<1 uii.ldad ele 

pH en Lre.inta minutos; lii rcspue:;ta t:n chícharo se olJ:;crvÚ eles -

puós de 15-18 minutos tlcl tratamiento con auxinas, dis111inuycndo 

0.9 uni.d;1dcs de pH en cuarc!ntil min11loa. Por otra p<1rtn lil clon9_.:!_ 

ción csli111ulada por . ' uux1nils api1rece c11 ma.1.z después de un per.f -

cxfo adupl.aUvo de JS minuto:,, en L;1ril.o que· en el1.fcharo se observó 

d·c s puó s de ?.],.. ? L¡ r.1 i. 11 u lo::; de L1 il p J i (o <Ho .i Ó n de ;¡u x l n il s. Los es tu-

dios dt! 1.1 cinÍ·t.ic,1 de l'XCreciÓn de protones .i11d11eid.1 por auxi -

cnl1·r1pl-ilns r!(• ,l\'Pfld, i.11di.r:.~11 q11c 
, 
e[; l:a se 

í 

1 

·1 



J.nicia después de ·un pedodo de adaptación de 14minutos, alca~ 

zando -e pli óptlino'.d~-_5y~,;-.~~~~~-ima-da¿c~-l;~ 20.:.30 minutos(22). En 

el caso d~ i~;--;f~.s~p-~~~?.~¡~f;,~D:r· t~~Ína fÚngi e~ que in duce también 
. ,- ~ . - - , ' :\::.: ... ;:,:_,-~···'.:~-::'~:.:':._ · .. _'.' ~ 

:: ~:j~~it~~~~~~f ~~t~~ir;~ ·:::: :: :::: ::: : : : :: V:::::::::::::'. 
lular en 3-5 minutos, detlehe la excreción de protones en menos 

de un minuto, por ·10 que el pH del espacio de la p:1red se incremen 

ta lentamente • Estos rcsul ta dos apoyan l u hipií tesis del creci -

m1ento aciclo, según la cual la auxina produce una excreción de 

protones que precede a la respuesta de eJongaci Ón coJ ulur. A pe­

sar de cstus evidencias aún no se conoce el mecanismo molecular 

de la aclcllficaciÓn de la pared inducida por auxinas. 

En J 975 Vanderhocf (18)- encontró, al estudiur la cinétJca 

de elon9ac1Ón inducida por uuxinas, en expL1ntcs de tejido, que 

se encont:raiJan dos rniixirnos ele vcloc.ielacl ele clo11gación a el.istln-

tos J;i.empos •. El in(·rcrnento en la clonr¡cic.i.Ón se dr,l.ccl:¡¡ clc,sru[,s 

de 12.4 minutos, alcanz~nclosc un m5xirno dcspu&s de 29.J minutos, 

con una veloc.idad de 0.57 mm/h ; estu pd.mcra fase de eJon¡¡aciÓn 

se debe a Ja reJ ajad Ón de li! pared ccl ul ar. Si Crnicamente hulii.e 

ra rcJajJdÓn ceJ ular la eJongaciÓn scrL1 trans.i.lorla con una du 

rudÓn de al.rededor de 78 rnl.nutos, sJ.n cmbilrgo, las auxinas ind~ 

cen tamuién Ja formaclón de coh1rucsl:os requerJdus rara un ered­

m.i.cnto sostenido y son ésL~s los que i11l:erv.ie1wn en Ja sc,gunda 

fase del crecimiento empezando-a Jp~rcdcr alrededor ele ]os 35 mi 

nulo!; y i11 ec.1n1.á1~do;Se un csLddo cslílc:i.011ari.o u J ns 104 min1Jtos 



con una 

de crecimiento en rcspues­

a) las eitoc..!:_ 

inhiben la segunda rGs­

n inducida por protones 

que la velocidad de ere 

estado estacionarlo; 

temporalmente las dos 

res Vanderhoef ha hecho una 

a expresión gen6tica y de la hi 

ha llegado a la concl.us.iÓ11 de 

los dptos disponibles pueden ex­

.la? auxinils regulan l.irnLo Ja relaja -

durante la prlmera dl<lpil de la elonga­

ción, .como la producción de materiales requeridos pur<1 milntenr:r 

la eJ.onnaciÓn, en la ser¡LllHla etapa. 

·De esta manera los ;1r\¡ume11Los en co11trc1 de Ja hi.pÓLes.i.s dr: 

.la expresión r¡ené:Uca son v.J.lidos Í1ni.c;1Hie11Lc en la primera etapa, 

en tanto que .1 il sc9u1ala f;ise rc~;u] La fucrl.crncnt:c i1J/iibicli1 por a5: 

tinom.icina D. i\rlcmiis .los r~xpcrimcntos· de 7111·f.l uh y Cui.l.foy.l.c(;>3) 

en los que se obscrv.111 r.<1mhios cuill i l:al:ivos en .los ¡E1Lroncs de 

prote.fnas sli;tcLlzadas ..:n prl'scnci.a de: a11x.i.11as en scqr.1enLos de 

hlpocot.i..1.os de soya apoyan. esl.d ldpÓtrsi.~. Otra e\1 .i.denc.t.:.i que 

ha e e re en n :;i de: r d r .1 a 1 i.i ¡ nÍ l. es .L s de 1 il u x p n' :; i f, n q e 11 é l. i e <.1 es L1 el e 

. , q u e :; e han p o di do de te e l ;11· e a rn IJ .i <> ~, e n 1 il ex p r es i Ó 11 q en [, l:i e il de 

C1J1~,"Jl'Í0\( 1 S •:'il l.r1p·~;1l~.i dv 10-1 r; mi¡111~.11_·; (; ·-..) 

:(.7 



las protefn.as·inducida:s -por el ¿,/ioek de calor en Drosophila me-
... - - -- -

lanogaster.{.la);" 

Rb6j:e~i~:~c;1tE H~ks<l~ y.Trelvavas (24) h~' ieconsiderado l.a ªE. .·.· i ; .·i . <· ... ::.:: ,;;•: ;';'' ,.,, :·.'' ::<<<~ O)·. : .· . 
ción de.auxin;rs cci~o,p1;.oníotci1;ascaracferÍ'sticas de la elongación 

~~i~1 :J,· 1 ;l1~Ú~ .ft.Vu1).:J;c)61~n~'él~tG~ .. c6;l ;nayo.r e~ i ci en,ci u y rap :!_ 

d~~·- ~;11 ~s·t~ ~~n{men~, -~iK_;;~~argó al paTccr la fusicoccina y la 

~~~i~~ ~~;l~c~~·l.a·e~ú'd~ió~. d~ protones ror mccari.i.mos distintos, 

~~-~;-~t: ~~1e'].a~kr{~¿~.~- activa directamehte la ATPasa que inter.: 
, r •. ·t·_~/.j:·r-'~·,_··/t:-.;-\-:-~:-·- ,.¡.;-.::-~,,..:·t:···: ~·: · ,, ; -.. ·· · \ · :. 

~~~~f~l~:<t'.,~:I·'. ;~· ff :.~~~~gul~-d~~ lo hace 11e mane_ra indirecta.' es 

~;,~}i-'F ~;~~~~.ª:~iona directamente con lj1 ATPasa (25).' .~.os expe­

rimehtos de la influencia de ciclohex.imida en la elongación cel~ 
r_i ~.·:c~r:;.-~.¡_:- .-.. ., ·- ... .'. J 

lar inducida por auxina o fusicocc.ina en segmentos de chf charo, 
1 ,,r i 1.:I :< '·' ..... : . 
ind~.ca1) que los n~ve.lcs de .ciclohexirn.lda que inhiben comp.! ctamc~ 
1 11 ~; j e(::; : l ~· . . .. .l 1 ', : \ • ' ; r 

~~ ;~ s~ntc~~s de prote~nas ~-uprlmcn los efectos del 1\IA en la 

elongación celu.1 ar. En el. caso de la fus.icoccina se encontró que 
. ¡ ,-.: 

la clcl.ohc:x.imida .i.nh.i IJiÓ sÓJ o parci.almcntc (70 ~;) el crec.i.mi.cnto 
r 

y la cxcrnc.iÓn de protones, sugiriendo que la toxina 110 depende 

~- ·-·:¿1.ri:'CcCú.mri11L-6-dc .. íri .. s.f11Lcs.is de .. novo de p-roteinas en lant:o que el 

AIA si Jo hace ( 26). 

5. 2. - Efecto de las auxi nas en el metaboJ J.5mo de carbol>i dra 

tos. 

El primer paso en el crcc.i.mi c11to de una célula vegetal resi 

de como ya se ha mcncion¡¡do en la rel-<1jaciún de la pared de la 

célula, dcsrués de .lo cuJl la elongau.i.Ón se crectC1a bajo .1.a in -

fluencia de; la turgenci ¡1, 1\ pesar de r1ue no se conoce; exaetamen 

te el rroceso de la relajación existen diversos estudio~' c;11 los (' . 



que se: ha OIJserVildO que'"J¡¡~ ílUXlnns influyen en él -metab.o]ismo 

de los :,cai:bol.idi·at6i de í'~>iia,rc~.}¡);T,',;~i:·~i~n1plo, .se ha observa 

:: :: : !: : ::::~?l1i~~1~j:~{:~~~:i::j':~r;,::;r:.:· :: : ) : , l :::: :: 

-! : -'< ;; ~~i~<;;·;~;:~:}.;:".·;~:.;fi:!~'.~ú-;t;: ,· _, -: . . 1 

" h• qb""·'''°'·""'''·'"'""".O<' óo:d 'T moloool" do homlo"1o 

':~ :¡i:l~~~tlt!t~':~f ::::~:::' :: : ~ '.::: 1:::::: '.:: ::~ :: :: : : ; : ::·~'. 
nea es_Jr1.ca:•'-_en:,·arab1nosa, x1losa y glucosu, en tanto que en unJ 

i:> ¡: '>.:_·éft'::>·· --
dicot-ili~'.clº~-11ª'··~~~--~nquentra una gran propo'rción de gillactosJ (29), 
- - - - 1··--,- .. -----·: ---
Se ·ha o,lfsérvádo qlie uno de los cambios más importantes c.cusados 

por· au)inas en la pared de _col.co¡itil n5 de dV(~l!a f's la di sminucJÓn 
¡ 

cs¡iecf.fi.ca de_)'.! J,3: 1,4 glt•can0s. Además de un pcquciio incrcnwn-

to en las cantid;iclcs de ai:;1bi11o::;a y xJlo~;;¡ que p11edc11 con::;t.itui.r 

glucuronoarJhinoxilanos (29), 

Por otra p.:irLc se ha cncontradn que l ilS auxinas rcgul an l il 

acti.vidad de. di.vcr$.lS cnz..imas lnvo.J ucradilr. en 111 sfnLc·~:.i::; y el<' -

q r a da e i. Ó n de c <1 r h o 1 ti d r ato :; de l a p ;¡ r e el , en l re [. s t <1 s ::; e p u c de n 

mencionar~ 1,3 CJl11ci1r1'1:;<1.s, dcxl .. rana:;a::;, la::; l,J y J,!'.;8 9.luc5n 

sintctas;1s, pcctJnC'sterJna:; y ce] ulasc1 (l, :rn, 31 ). 

En alq11nos c;1sos como el de la cd11L1sil cx.i.~.tcn c:vidcncl<;s 

q u e ::; u g i e: re n q u e J .:i s .:i u;: i. 11 u s I n d u e (: n )- ;_1 ::; L n l e; :• i :; tL e n ovo rJ e; J.1 

enzima (32). 

Par ;1 es t: a IJ J. e e~· r e J papel que Ju e 9 a n es t ;1:; en z i m ii ~. 1· e g u .l iJ d t1 s 

por auxinas en la rcJ.¡¡j¡1c:i(Í11 de Ja-pared es 11cc0silri" cf¡,.-;Lu..11· 

un c;~,luc!in de su requliJC.Í.r.~n po-t· esl.o!') f.i.to.i·rcq11t.:1cft,i',,::, ¡111r.:i v1:r 

!:Jj_ fJl'C:<·ccir:¡¡ U 110 n J d utonq<:lcitu~_ C1.•J Ul~lL' ,i !¡<JUi.: i_ cJ,..! j.'til .!\j_'" i l\d:"",. 



5.3.- Lbs auxinas y la dlferendlaciÓn celular • 
. , .. ··'---' 

El p~peL. de: las. auxinas cómo un factor regula torio en .la di 
' . .i,~,-<.:. 

fcrenciaci<Sri·'ccilular 'no se dcsc'ubr.iÓ. sino hasta después del esti\-

ble~¡mientci·d~l• ~f~bfo. de estos fitoiregÜladores en el crecimien 

to de pl&ntjlas Y; r_é~.cner~cJón de-1~ raíz.Una razón de esto fue 
,., ·: 

el que .se pensuba en iasi•¡;lf~rri~·~,Ú~i~amente como reguladores del 
.- ~ - . .- ·: , ,· . :. . ' ., :; . 

erecimlento y sólo .después.de•observar su multiplicid«d de efec-

tos se percataron de sú aCción en la dHcreneiaci.Ón. 

En 1952 Jacobs hizo ~incapié en la p~opiedad de las auxinas 

de moverse en la planta con polaridad basipet~lica y encontró 

que cuando se co~tan hilera~ de xilcma en un Lallo jÓven o en 

una hoja, las célul.:is traqueidalcs regeneran con una polaridad 

estrictamente basipct,lica. En experimentos posteriores se ha 

confirmado la hipótesis de que las aux.ln;is so11·un L1ct:or UmU:an 

te en la diferenciilción durante l¡¡ rqgencración del haz vílscular 

(33). 

Por otra parte se hu mencionudo anl-'t,t•iormunte que li1s uuxi-

nus están ·olrectumcnte involucrada:.; en la .inducción )' rnantcni -

miento de cultivos ele tejidos vq¡ctulo~; y que el h.<la11cc aud.n<1/ 

citocinina es uno dt! los f.:ictol'es que intervi.c11cn ·en .li! rcdifcrc~ 

elación de .estos tej.i dos dut'<1ntc Ju regencrJciÓn de la pl.'íntula 

{1- 5). 

Los efectos producidos por l.1s i\llxlni\s i nvol ucr<111 cambios 

en las prol•c!Ínas si.ntct.i:u1d,1s. Deb.i.do a que Lis prot·.<:[11.-1.~ :;on el 

rcsul tado fi11ul de unil serie de eventos en que p<1rtlc:.i.pan la 

t~·anscri.pción, tri1ducci.Ón y modi f i c,1<·lonP~• po~.; ! i-,ci'.;u.-·.·i r1;1;. l ~· 
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como eventos colaterales, se ha dado uran atención a la partlcl-

paci.Ón: de las--.auxinas ·en dichos -rrocesos. J35). A pcsor de que 

existe! un gr~n n'úrnero de reportes de• eam¡'-~fos :en ácidos nucl deos 

inducidos ~op auxina_s (34;<;5/,_~no'. sé< ha podido integrarlos , h<1s­

ta la lecha, en• un~ hi~ofésÚ·¡úgi:~)'. tjue}xplfquc el me cu ni smo de 

acción\dc estos fitorr~gul}~J;i~f ek el e¡ ntrol de estos eventos. 

A cont:¡.nuación se préserüarán; <Ílgunos dci\ los resulta dos obteni -

i 
dos cn 1 este campo. . · 1 

E? 1953 Silberger & Skoog encontrarfn que el AIA aumentaba 

la división celular y el contenido de ADH en cultivos de m6dula 

de tab~có (35). en epi cotilos. de lenteja se encontró una corre.la 

ciÓn er;tre .la el.ongac.i.Ón cclulilr inducida por aux:Lnas y 1.1 sf.nt:~. 

sis de ADN, si.n emburrio, en colcoptilos de mafz y en alcachof;:: 

no se encontró di.ch<1 correlación y.1 que la rd.onguciÓn fue i.nscn-

s.iblc al i.nhi.bidor de: la s1nter.is del 1\Dll. Dl!bido a Jos rcsul ta-

dos contradictorios no exfstc una opini6n ~1e11cr<1li7.ilclv ¿¡] reo.pe.~ 

Existen vilrias cvJclencias de que el Lratarniento ele ciertos 

tcjLclos con auxinils proclucL1 1rn j nQrcmc11t:o c11 la t1·anscri.pci.Ón 

( 31¡ , 3-5 ) , L il u l ter il e i Ó n p ro el u e i. 1l a p o r 1 <1 s ;1 u xi r 1 as puede· el e Li e r s '' il 

que afecta lil dlsponihiliclad de molde, lii Jclivlclad ele las roli-

me r u s a s , l d .i n .i e i t1 e .i. Ó 11 , l a te r 111 i n de i <>) 1 , e t e • Lo s es tu d l o s un l o s 

que se hu tratado de C''.>talill!ccr cJ mcc,ini:;mo por el que las auxl 

n<1s rcgul • .111 L1 trunseripciÓn hun rc1·clé:do do:; tipos e.Je mo.!Jculas 

pos.i.blcr;wnt·.c, i.nvol ucr¿¡das: lo;; J'cceptorcs y las moJ(,culas lilt!d.i.<1-

cio1'iJ~:., v!i1 r1~.; (¡] l:.i.r<1t1.~i :'iC: Cit1·,1ctcri1..:111 porquL: !"d.: 1 ihcl't1n u 1lc~l...Lv.:1n 

pu 1 • 1 J ~ i1 u.\ .i n ._! !j u un q u e: d l p Ll r L' e e r JI o r e q u .L L' r 1.. 1 ¡ l; · .~ j .i p J' r: .' .. 11~1 r -:~ i. f! 
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dd fi:tofrégúladcir pará si.t~aqtivi.d¡¡d~bioÜgicá postqrior. 
';~~,. ;,· -; ,-< , ' - 'o'~ " 

··· M~th}'ssey;P.h'ii.1!¡)~"·t~:ibaj·aXd~·~on·e:~11:lv~s de tejidos de 

~:::::f t}f ¡1t1~~¡,,iJ'f lt~~f ~t!'~;::::: ::::::::::::::: 
ei1 núcLos ~.i.l1'~cto~:~omo:~n cro~élti.·~~ ai.slada(36). Los autores 

1 . . ·. . ·. \ 
sugier~n que se incrementa la disponibilidad del molde.El grupo 

1 1 
de Lib~enga y colaboradores no encontró tumento en la sfntesis 

de /\RN,por auxi.nas en cultivo de tabaco (37). Mondul y colabora-
! 

dores 38) aislaron del nuclcoplasmil de coco un factor protcíco 

que en presencia de Al/\ se combina con el ADN paril aumentar la 

transc1'.ipción y se sugería .que el ARll reclén sintetizado diferí.a 

cualitativamente del sintetizado en ausencia de la auxina. Roy ~ 

Biswas (39) aislaron, mediante cromat~yraff.a de afin.i.dacl, una 

proteína no histÓnica que se unía con alta afinidad al complejo 

/\IA-rcceptor citoplasm5tico. 

[n· ouunl.o··.:cJ.<ls mol éoulús mediadci.·as, ést<1s se han ai.sl.:alo 

de pl~ntul.us de chÍchuro y maíz (l¡O),así como de hipocotilos de 

soy¡¡ (41). En estos tralJJjos se emp1cÓ cromíll:o~1rufÍ.1 de afini.ducl 

con 2; 4-D-llsina como l..iCJil!ldo, p<iril el aislamiento rle estos media 

clores. Estas molé·culus aumentan líl tr<1nscl"i.pc.i.cÍn, Cherry (1•2) e!.!. 

contró que .unil molécuL1 r.1cdiadora ele J.ilpoeoL.i.l.o:; ele soya u1.in1cnta 

ba la activielad de la 1\Hll po.l.i.merasa I1. 

Los nÚcJ.co.s ai sJ a dos de hi pocoLi.l.oc. ele: c.oy;1 tr<1Liclos con· a~. 

xinils (43), mosl:ruron 11lvclcs de transcripción m5s i.1.l tos que los 

cnntroJ C:!> .. Dicl10;, P.1nibios csl.i:th;'.n tt~.oei.-i(!i.1:i co11 f·.1ntid.ide:~:> r,1;1~·0-

res de 1\Hll y prote{nus, as{ como con un 1111cl colo <10 m;iynr t:1m2iío, 
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con una acti.vidud de ARN poUmerasa I incrementada 25 ~~ y 2. 5 VE_ .. 
ces en el caso de la· J\RJ.1.polimerilsa II. Previamente se habfa en-

- .. . - . ·' 

contrado~u·é er {,4~·0 auméntába lá actividad ·de 1\BJ.1 polir.icrasa, 

i.ncreinentab~ ~i" ~old~ ); alteraba el. patrón de J\IH-1 sintetizado (if4). 

Rec.lentement~ la técnica de tradi.lcciÓ.n en sistemas li brcs ele 

células ha .permitido estudiar la influencia de las aux.i.na!; en c.l. 

nivel de ciertos ácHlos r.ibonuclefcos, En d.ichos ostudios \'crna 

(L¡5) encontró que el: tratamiento de. epicotilos ele ~hfcharo con 

2¡4~D produjo i.ln ~umcnto .de diez· ~eces en el nivel de ARN de ce .. . . m 

lul~sa,· qUc.:pi·cc'~dfa de.12-24 h al 1:1crt'lmento en el ni.vc.I. de cc-

lulasa; poi' lo que se concluye que el rri.vcl del. i\íHlm no es el Ún.i. 

co ·factor que regula la s.fntcs.i.s ele ceJ,ulasa s.i.no que hay un con-

trol secundario sobre .la traducci.Ón, S.i.n embarqo, no se ::;abe si. 

el· incremento se debe a un aumento en la sfntes.i.s de proteína, a 

una modificación en su procesamiento y/o en su csLafJilldud, 

Bcvan (1¡6) encontró en cél.111;1s de cul t.i vos de fr.i jo.! y '•ºYª 

que lil rcs.i crnbri! producfil un i.11cremento en ci.ürl".us i\illl
111

• Al•JUllOS 

de estos cambios se debían a .la rcsi.eml11·<1 y otro,; eran dcpcnd.i c.1..>. 

tes de a11x.i.nas, En frijol se observó un dllmento en p!'o tcln<.1s de. 

l 5 000, L¡.O 000 y 80 000 de peso molcc11"lar; en so~·il se a.l tcr~1ron 

pro tefna!; de 35 000, 4 5 000 y 65 000 de peso rno.l.c.ocu.L1r. 

En es L u d .i. os s ! in .il. ;i n: ,; e 11 ta J .l o !, de eh fe lt d ro ( !.1 7) , 5 e e 1u: o 11 t r Ú 

que el i\Ii\ produce un lncrcrnnnto ()n c1pro.·~ i_m.:H.li1rni:11 l:r: c.i neo ;\Bll 
m .. 

distintos, alguno~; ~;e i.ncrC'mt~ntilb<l11 ~i.vni.íi.c<ti..í\';;m¡,ntc dcspues de 

vci.ntc: minutos d()] tratJm.ic:nto con 1\J;\, otros dc:.Duf:s di: t:rc.int<J 
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Zu'rf.luh y Cuilf~yl6_ (48,49). estudiaron. el efecto de auxinas 

en lasJro~c.~n~~;,s~'.f.>e~f\ªd1,s:,?·h¡pocot1¡1os :de soya, rara ello 

aislarop los· ARN i sin.tctiiados en presenc,ia de auxinas y los tr~ 
1 ' m ~ • • ' · • · · l 

:: : ':::tzi:"~t!U~j~~1~1~;: ~¡;~!~tt::;, :r, :r::, :: :: : , , :: : : : :-: 
duetos ~10 fr~dÜc.ción in: vit11.p. El tratami¡nto con l\IA produjo 

exactam~nte las mismas alteraciones lo qu~ apoya la proposición 
! 

de que ~as auxinas sint&ticas ejercen su 1ceión mediante el mis-

mo mecaQismo que la auxlna natural. Por otra parte se encontró 
. 1 1 

que las 1proteínas sintcti7adas por las secciones clongantes de 

hipoeotÜos ele soy~ difcrL1n cualitati.vamcnte ele las sintetizadas 
: 

en las secciones basales. 

Respecto a los efectos no transcrlpciunalcs de auxinas ya se 

mencionó anteriormente que las auxinas pur.cccn .:iumcntar la trac~c 

ciÓn dei l\RN ele cclulosu en cpicoUlos de chich.:iro (32). TambjÓ1 m 

hay cvidcnci.:is de que el AIA incrementa la sintasa de ctilcno(50, 

. 51). 

Por otra parte se ha encontrado que las auxlnas promueven la 

fbrmaclÓ~ de polisomas en cpicotflos de chícharo, asf como en hi-

pocoU.los ele soy¡¡ (1). 

6. - MECMlISllO DE i\CClOll DE AUX lllt.S. 

Se ha propuesto que las auxina·s, ,:i.I .. ir¡ual que ot:ros f.i.Lorr~ 

guladorcs, ejercen su ;1cc.i.Ón fi~;ioJ.6,¡ica mcdiu11tc la .i.11tcr<1cc:lÓn 

o rcco11ocirnienl:o .i.nlc.ial de rcccpl.or<'s .r·:;p0c{fI•.·o:;,Jos cualc~; 

al ser ocupados o ;ictivados por el fitorrc~¡•1.1.<1dor dc·scncackniln 

unJ scrjc dr. eventos b.ioqu.Írn.i.co~ y biof.f::_;.i_r-.d~; r¡' l l 1·'.',!r1 .i J .-i •· 

respuesta o~5ervdda (52). 



.La uctlvidad oj"OTcí.glca' de los fito1:rcgulado1;es~ está dctcrmi 

.nada poi'slJs ¡)r~plcd~des cs.~ructurales y a ~~·n~1clo cstcreoespcc1-. 

f i ca s ...• DcÚú_o.ü qLlc. cs. ~Wneraiínc11t·~ ~Ó~ptJé!o qucl u.s pro tcf.na:: 

son cupaccs de reconocer eslas clii'~'i.·ei16hi~ estructural e:: tan sCi-
,. • • •• > • • • ·-·'~-~ ~· 

tilos entre moléculas pec¡ueñas, ;Se::s~p~nc que los f.itorrcgulado-

res a seincjari;:a de las -~~;marias• ani~a~~s, poseen receptores pro­

tcfcos. A pesar del gr~;:; nh~eié}:·de inves.tigacJoncs reulizaclils en 

este campo no se tiene .a l.a ·fecha la J11formuc.iÓn suficiente que 

permita caracterizar completamente dichos rcccp to res y proponer 

_un mecanismo de acci<Ín para las auxinas(52,53). 

Las principales aproximaciones metodológica~ en el estudio 

de receptores aux{riieos provlenai de canipos afÍnc:s, t-alcs como 

los de receptores de hormonas anlmulcs,_ neurotransmisores, cte. 

(9). Dichos estudios incluyen experJ.mcnto~' de un.iÓ11 in 1JU.11.o y 

requieren que el ¡iosJ.ble receptor se unu a L1 au:d.nil (llga1,Hlo), 

eo~_una espceificida~, velocidad y aflnldad consl::;ten~cs con las 

caractcrÍsLi.cas de la dos.is-rcspuc::;t-.<i de dicha ilt1xi.11i1(52,53,54) • 

. Las prucb;1s de uwi.Óli in 11i:l11.r, co11:;.i ::;ten e11 dej.:ir cqulllbi·,1r 

el ligando con marca ra<li<:icti.va (c11 nuc'..tro ca~.o .li1 auxi.nil), con 

lu prcparaciCÍn en que se supone se c'ncucntra ul rc'ccp l.or. E.l en-

s¡¡yo se elche liaccT en condJcI011cs tc1J.c:; ·que tJnto el liuando co-

mo el receptor scc111 c~;tables. Una vc1 alcJnzildv el. cqu.UJbrio se 

determinJn .las co11cc11l.racionc's ele: li.9<11Hlü l..i.brcc· l' urd.do ¡¡ p1:c1tci 

na. Este ensayo requ.icrc Li.1mb.Lé:n que la auxl11<1 tcn\¡,1 unu ¡¡J. til ra 

uJ.act.i \ .Ldad cspccJ f.i.ciJ, que cst.Ó muy puril )' quo no ~.ufra trans -

fo rmu ci.onc.'> r¡11.f 111.i ca s d11r;rn te· el procc·:;o (1); c11 <: s le sen ti do de-

be Lenr;r~·}0 t:!.;pcc.idl .cu.jrJ¡1dl) r·on el 1\1 \ ·:,-i :1111· ,.,. ' '"' ! ! ~ 
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enzima. 1\IA-okTcia!ia se frai1sforrnila.3-inc1;f1eírnxi.ndol y este produc_ 

'¡ _- - •• ·-',_ . -~;.··<':. _, __ .. ___ ;,_.· --<·.:_ __ , :' _-·: - . ----.-- .. ,: - :-;'. .. ·.-- ·- : ' - ·-- .. ·-. -

to forilta_,aciuc_to_s·:~c,0_val:ehtcsc.con-"1os_:grupos 51-J libres: de prote5. -

; :~ :::f ::::~;:1; '::~~~:~:::~!:~~Hi~t!:I~:~.:,·::::: :: : : ::, : : :: : : fu 

. 1 <f. 1 . d. d. -1···.- ' d; l.. . d d 
~ncspc91 1oos se iace mi ien o a ra 1ac~1v1 a que permanece 

unida ~ la preparación en presencia de u~ gran exceso de ligando 
. i 1 

·sin mat'ca radiactiva ("frío'.') y el razon.-¡micnto es que el ligando 

'"frio" ;competirá con efectividad por los \sitios con al ta ¡¡finidad 
i 

pero n~ por los sitios con baja afinidad (aquellos en los que la 

unión iotal del ligando aumenta iinealmentc con el incremento en 

la con~cntraci6n del ligando), por lo que la radiactividad unida 

-a dichos sitios no disminuye cr1 presencia de ligando "frÍo''(52,53, 

55), El par<lmct1·0 que se emplea como un Índice de la ¡¡fin.i.dad del 

1igando por la proteína es lu const:anl:e de disociaclc)n 1<
0

• [l mé­

- t~_clo __ mús usudo pa1:u cletcrm.i11ar L1 l<IJ y el n(1rncro clc: si ti.es de 

·unión es el dcsurrollaclo por Scatchard, en el que :;e grafica L1 

relación ele la eonccnt1-;1ciÓn ci"c 11,¡.Jndo unido sobre co11ecnl:r<1cJÓn 

de ligilndo libre en el eje' de lu:; or<lenadii~· como función de .1.:1 con 

cent1«1ciÓn dre l_i_,JillHlo unido en cI eje de Lis JhcisJ~;. L.1 pcr1cHen· 

te ele la recl:a obLenldu nos da el val~r du -1/~D y el 11C1mcro de 

sltios de unJ611 ::e obtiene del J11LL·rcepl:(I en las <1bciscis. SJ Ja 

gráfica de Sea lchurd no rcsul tu l i.neal sino cónc.:iv,\ :;._, propone 1.:1 

ex is ten e j_ a de v ¡¡ r i os si ti os de un i Ó n. En 1 a p !'(¡et .i e .i no se e o n !· _i_ - -

dceu rc.dcvuntc fJs.lolo<1icumcntr IJJ~,-, \i m<1yo1· cJr· 20 ~::ici··.1~.;•_c[.•r· ('.'). 

i.(1 J.' \Í·• •J '¡ ;·,i::, 



pr~teína~ tales como las lnvolUcrada~ en el transportC; y meta­

bolismo c.Í~ 'a-ü~.i.~~t;i1a~'~úalcs~·Ú~clrán características de unlÓ1 
- - --, ------'°-. __ .,_,"~',o:_~-;~ . ._ -·-.- ••. ·: __ .. =:;' 

simqa.res'.~:,{~~-;dcii· ~~si~·P~~{; Pará podCr efectuar tal distin -

cióri '$Ó ... ;:~tjJk~i'?2g,·~wr1·cálf7.ilr"- e~'.sayos funcion;il.cs del posible 

recep tor<C.5i/s3;.tt~ , ~// ·- -.. 

'A co~tinúac:i..ó~, se hab~ una breve revisión cie los cstudios 

efectuados iri el campo de los receptores de auxirias. Para ello 

se har& una divlsiÓn de los sitios de unión (posibles recepto­

res}, de acuerdo a su localización celular en: 111cmbra11ales y 

no mcmbranales. 

6.1.- Sitios de unión membranalcs. 

Venis y ciatt (56) encontraron en 1975 que las membranas de 

coleoptllos da mafz poscÍiln dos_ sitios de unión al ácido nafta 

lcnac,ético (AMA). Uno ele ellos llamado siUo T, que pt·cscnl:Ó 

una K0 de 1.5 x lü- 7M con 24 picaraolcs de sitios tic unlón/g de 

tejido; en LanLo que el si t.L o U pres en t Ó un~· 1\ D ti e .1 G, J 

1-1, e o n 11 O pi e o r.10 .l es/ 9 el e te j _¡_ d n , 5 e: g C1 n _¡_ n d .L e .ir1 -es l u ti l o s u e e s 

pecifici.cl.1cl, el ~;.itio JI a pe~;ar ele Lcncr menor ¡¡f'.\nir:,Jrl por 

la auxir1d, tiene m;1yor cspccJfic.l ciad- y por Léinto se l'~;pc1:iirL1 

que l u v .i. e r u mu y u r re le v d ne .i CJ f is i o l Ó 1J .i. e J • L ¿¡ .s c:p il t~ .1 e i. (~ n en g l'.0_ 

diente de Silcilro~;íl indicó que ol sj_t_io. JI se Joc:Llliz;; cr, una 

banda pcSiHla (probableme11Le ÍJJ,1s111;¡j c·ma y ilpill',!LO ele G,1] 9.i), en 

tanto que el si t:.io J se "nr:antró en una b;1-11d<i c,1:is 1 i<; <'r;1 ( 56). 

En es t.: u d .i. o s 1 H) 0 te; r i o r l~ s, en L 1: e .l 9 7 7 y l <Ji =1 ( 1j 7 , ', :~ ~ l) 9 ) , \'e 

,:', cf. 

un1Ól1 él aux.in:J (si tir.~; .1. y 11) ~_;t,f 11\,i 1 i.;·;iclr1::. d,• r1r;r; 11 1· ·' '. y ,·.i,, 
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1 

banda~ de 25 000 y 27 000 daltones de peso molecular. En base 
1 

a lo ánterfor se sugÚire que se. trata de proteínas diméricas. 
1 _ e • 

¡1 gru~q' d·e Heri:ei, Ray y_ Dohrman rep_or~Ó en 1977 (60) 

que las membranas de coleoptilos de maíz poseían una sola clíl-

::-idtó :: ',¡~~'~' ~ ::•: ~::" ::::: • 'o:: t :: 'i:: o:::,::::: o: e,:-:,: 
1-e_:; md,nov,alentes, sin cr.1bargo se inhibe \con ca 2+ y Mg 2 + La 

unión \iue sensible a calor y proteasas, linactivándosc reversi-
1. 

blenie~tc por agentes reductores. -
- ¡ 

E1n 1977 llay localizó, mcdiánLe cen~rifugaciÓ11 en gr¡¡dien-
' 

te de ~cnsid~d y enzim~s marcadoras, al sitio de unión a ANA 

en membranas de coleoptilos de maíz encontrándolo en el rct{c~ 
1 

lo cndopl5smico rugoso principalmente. Asimismo localizó los 

sitios de unión al ácido llaftilftill5mico, un inhibidor del trnns 

porte ele auxinas y observó que se encueJ1Lran en una fracei.Ón 

membru11¡tJ_ distinta, que r.iuy probablemente corresponde a la me~ 

_-bran.1 pla:;má U ca_( 54). La relcvaneiil fj s;_olÓgl ca de estos si -

U.os de unión se ha prnbudo mcd.i.111te la comparación de la csp-9_ 

ci ficidad de unión il una serie de an5J.ogos (60) y la rcspucstil 

fisi¿JÓglca de los mismos. Li! espcelflcldad se midió como la 

cupac.i.dad que Liencn esLos an5logos para competir co11 M/1\ por 

los si tíos de u11iÓn y se observó que ,se incrementó en presen-

e.i.u de un factor del cltosol denominado "factor del sobren;.it1,1n 

te". Aunque se encont:rdrDn illgun.:is tlJ.screpilncias en ¡¡lguno~; 

ilc.idos fenoxi.:ilquilcilrliox.{licos y en la uniÓ11 dc al9unos fc110-

38 



nan con la respuesta de elongación celular a auxina. En base a 

lo anterior .se· sugi.crc:quc cst.os sÍ·tiOS cJCl lil\iÓri jHJerfen Se!' re 

cep to res de auxfoi1s i.ri. ~u.10;· Ra)'' ¡Jr.q¡J~'•rc·yO: n\oCJEllo de acción 

auxfr.ica · se§y'~:.~ÍfcJ;~{Í~,'0~~ó'.n.'.'d.e.iÍ;'~ü~foF~\ su sitio. recep­

tor en .r~tf.6.~lo2.~Q.4:0%~~~m.i~9/(f)i,t.~·~··¡;~i'Cff:Ffh'sp~rte de pro tones 

:,::ó;:.f r~t{~~~ittlti~~~iii~f.i~i~;i,,;:::::: ::~::: ··::::" 
nas (c~t1}:).'p}'y 0zo:·~¡~u't'65); 

E1 f>,¡;¿'t6r\'ct'CI sC>~rcritidantc se aisló y caructer.izó roste -

rlormó'nt'e .{6,'l) ,·identificándose como una mezeJ a de benzoxazol.i. 

nonas •mctlladas •. Debido a que estos compuestos tienen una dis-

tribueión limitada encontrándose sólo en alguni1'.; grumfncas, nri 

se les puede atribuir un pupcl rcgulator:i.o 9er11:ral eir Li f.Lsi.ú 

logía de auxinas. 

Marré y Cherry (62) hcin aport;ad1;, evidcrre.ic;s c!e que los s.1 

't.i os de un.i Ón il .Juxi.nas en lüpoco t:.i.!os ele r.oy:i ~r: 1 ocal i.7,111 en 

la membrana plasm5tica, mediante el mareaje dr.1 plilsm<rlcma con 

I l 25 y l.,, ~c¡J,'l.'"c.'1.c'i11 ele l n 1 1 J • 1 1 1 · 1 1 , ~ " .. . a s me i J r a 1 a s en g r <H .u• n : es e e e e 11 ~; JC a t 

En un estudio muy cuidadoso de l)uhrmc111, ilcrtel y l\01·;i!lik 

(63) en el riuc separan las d.i.sU11l:<1!; fraccione:; subcclula1·cs, 

mcd.lantc un gracJ.i.e11te de clcn!;:i rlad ele !'ilc.1ro s;1, si~ r:nc:on tró con 

1 a a y u da de en 7 l m .1 s mu re iHI o r a s q u e 1 ;:1 5 ~1 u~~ J. n ~1 :::, .se un.( a 11 ll d l s -

Linta!> frucc.lo11cJ membranalcJ. [5Lo:..; csl11tlic·~· comprobaron r1uc: 

c:l pr.i.r.clrul c.i.Ur; de un:iÓ11 :;;1L111:ablc [lilr.i \:!.\ (:;ili.<, 11, c;c 

3'l 



distinguir también un segundo tipo de unión cspebÍfica a auxi-

na ( sitib TI)/é¡"Üc''sb'. l:ócáliz6 en ·el ; to nopl as to. Este seg un do 
·--;---~: ;-.-:--: ,- .-;;~';.~ o::O:_·.:_~ -¡-7 ----... - ~----

tró~.cló;'J'i'~~:g·_t.ffü'i'ci~d~ál~i.J:él'r, al obtenido para el sitici I en 
~, ~-----\: -~::-·--," 

p r~sé n1

G'I:~:_--·~,~,~f~:::-:r:-~:.c·~q·~-~-"-(1 e1_· ~so· b reffad ante. 

P'ci?iu>part~ Jaco~s. y Hertcl ha!1 localhado otro sitio de 

unión en plasmalema al· que.denominaron sitio lII de maíz (64). 

Considerando" la evidencia que propone que las auxinas 

eje~ccn su efecto en la elongación celular,promovlcndo la ex-

crcción de protones del interior de la célula a la pared celu­

lar, Cross y colaboradores (65) decidieron comprobar la h.i.pót.c;. 

sis de que la excreción de protones inducida por auxlnas era 

debida a la activación de una ATPasa"que bombea protones y que 

los sitios de unión a auxlníls en maíz poseían dicha actividad 

de ATPas;:,, Con esle ff11 s<'. solubili.zaron .los microsornas q110 p~ 

scL1n los sities de unión i.1 ;:iuxi.n;1s (ele coleopt..Llos de m<1.lz) 

con Tritón ~-100. Se cncorrtró que l1<1Jo li:s condi.ci.rnres expcr.l.-

mentales us¡¡das 1-1.5 mcJ de Tr.i.t:0n X-JOO/mu de p_rot.cf1¡¡1 de me!'.I. 

brana), se lograba la solubiiizaci.Ón complct.1 de los s.i.t.ios rlc 

unió11 il ¡¡uxina en tilnto que apro;;imad;rrncntc 70 ~,; de la c1ctiv.i.-· 

dad de ATPasa de ~gz+ y ilproximadJmente 85 % de la ATPasa de 

I<+ pcrm<111ecf.111 .i nsr,J.ubles (66). Esl:<1 distribuciÓ1, difcrenei.al 

se interpretó como que los s.it:los ele u11iÓ11 a aux.ina no poseen 

acU.vid<HI de ATP..isa. Otr;1~ pos.i.bi ll d;1dcs P.ara la expulsión de 

p ro \:o ne s .i. n d u e i ti c1 ¡;o r a ux .i. n;; es q u e .l ;1 · ;\ T P a s <1 110 i 11 Le r ;1 e t Cr e el i. 

rcctam1:ntc con J;1 .auxin;; o bien, que csl:r: ir"r-.l11cr<1do otro me-

c.i11i~~1¡1" ldl cn:nu u11.1 eddc11.i de l.1·.:r .... : 1,1):l t,' 1.j• ·--~, ·.1·1.111·:;, 



En un e~tudl() 6os.té~for'de,:iis1;e:grllpó (G7) se caracterizó 
"--<: ~,.-:: -~- - -- -·· --·~-::~;-~'·;'; '--:i""-;"-'' .-. 

la protefnir de ~n{611' a:,;aux:i.ni'sóltlbÚizadil de micro somas de ºº 
>;"·.~'.;~i~.j¡ .~e~<."·.'~;:~·~_:/\.<~+·,, .. ·. -· 

'cinti·ó 'q~e' esta proteína ten.fa l;:,s prE_ 
~"'i;':"',":-~-:: ··~; .;; : ,<'»f,::_ -: 

l cop t:.ilo de 

p ~e el adef .~~"~~~,~~%~1~; 
t:Lculo :'enelópl':-·· 

. . . -·· :_, ·.- -~;>r~"~.::+ 

éste en el re 

riatrón de es-

pccific:i.élrid fue simllar al encontrado pa-

¡.a el ift.ii la proteína solubJlinida 

: : ::::;~:~·~~i~J#,~t;l~~f v:,~:: .. :: t :: :,: , :: : :. : • , :. : :, : :: :: : , :~, 
con ·Gnp·c~Ó,~Q,f:ó,C:Jíi~'~·~'déaproúmadamcn te 80 000 daltoncs (en pr~ 

.Scncia dé ük'Inh.i.bTdoi: de proteasas , ya que en ausencia de és 

te se encontraron otras protclnas de meno'~ peso molecular, lo 

cual- Índica que la prote.fna del siti0 d¡: unión sufre dcgruda -

ción). Al pureccr la protcf.na sol ubi.1 i zad~1 posee un grupo sul---

fhidrilo en su sltlo activo. La constílnte de dlsoclucl6n para 

Al~A fue de lf.6 x Jo:- 81-1 corÍ 30 rilcomoics de si.t.ios de unJ6n/ g 

de tej.ido f re seo, T Úmbi én se encon t:ró que d.lc!JJ pro tcJ na se 

vl6 afectadíl por un factor del sobrenadJnte (r.S). 

Debido a que Cross y Brlgs no logrJron dct:ccl.Jr JctlvidJd 

de ATPasJ en la protefna 111i.crosomal solubUL:<Hla, se dr:cldiÓ 

ex a rn 1 n ;¡ i- l o s e fe e to s de al g u 11 o s i n l 1 ¡' IJ l el o r es rl e 1 t r .-1 11 s p o r 1: e ti e: 

electrones en la u11J611 de MlA. Los i·e:;u.I Lado:; aunque no con -

eluyent:cs sugieren que N<J11
3 

inhibe f"ucrl:e1;ic11Lc en La11to que cJ 

KCI~ y el CO no. 

El grupo ele Llbbcnga y coli11Jori1rlore:; (r.S1 ,70 y 7?_), J,.-111 ln_ 

1.I· i71hi',-¡r¡;1 "· 

'11 



tó una K0 de l .x io· .8M par_ü !\!1• en tanto que. el rncmbr.anal 

una 1< 0 de 3.5 x {p3~Eial~i;E1{~:_V~s :c9~dfcidncs ÓptJ.m~s de 

diÓ 

. . - -·. ,, . ·<¡>,,"•" 

unión fuei~ff;}[iH ~-¡f¿jj!s;.y\temperatura entre 24. y· Joºc para el 

sol u b ~ ~ , -i:i-~~?i;:~;~~~~~~~~;¿,~¡~i;f ~'.~;~;~·1~!'.~t§A ::~8 de. 5 'y 3 6 ° e p ar a el 

membran;{,;;¡:;Q_'~e~-~H-9fJls;::¡)qst~floi.;cs en> se observó qLc no se 

puede. _d~fe~-~-fiJ;h~·i§W1-'~'~~d~i,f'i6~' a, ANA en protopli1stos recién 

aÚla dos de )1()Jh~'.~-~}.~
0

~6·~-co,en -1;~ n to que sf se dct e eta bü en 

fracciones r~{;i{6J{~-d~: d/d~ehas hojas.· Estos resulta dos hic.ie 
J ...... 

ron que los aut~;~·~- sÜgid.eran que los si ti os de unión a auxi-

nns se localizán en la m?mbrnna plasmática y que se destruyen 

durffntc el aisli:.miento de los protoplastos. Debido u que no se 

logró la separüc!Ón satisfactoria de las membranas en gradientes 

de sacarosa, no se pudo establecer .::on certeza la loealizuc..:iÓn 

de los sitios. o·cspués de CIÜ tiVi.ll' los protoplasl:os de 3-lf dL1s 

.y coincidiendo con las prir.in·as di.visiones ccluli1res se rlctcct.?._ 

ro11 nuevamente los si tfcis de uniÓr1 ;1 ,Ml1\. La constante de diso­

ciación p,Jra d.icltos s.i.Llos fue de .~ x 10-Gll y d 11Úmcro de 5j ·· 

t.iCJs éiumcnLÓ durante el cultivo i.ncrcrncnLilndosc en ío):ma pro11u!~ 

eiüda durante L1 fose cxpor1cnc.L1l y permancci.cnclo eonsLantc du-

rante la fase esLaclon.:1riil. Esl:o h<1 hecho que se sugic1·a que é:;._ 

te es un buen modelo para el csLud.io de L1 sfnLc~.is de recepto--

res as1 como de ~.u tra11sloc.1c.i.Ón e i11eürporació11 il mcml>r<111as(73). 

Murphy ha i·ecvaluado la unlÓ11 de fracciones mcmbr<tnalcs a 

aux.inas en maJz, medL1ntc curvas íljustarlas por co111puL<Hloras y -

eoncluye que cx.i.stc uno solo clase pr.i.nclpal de prot.cínus qt1(: 

l io:. r¡11r:· rlifi('r;111 en espcciflci.ll<1d (74). 

; 

¡. 
' 
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Recientemente fr.cwavils .(":15) encontró,,quc el· tubérculo de ' .· ·.-.. ·,. .---- ., ·-"' ·.;,• - . . . . ,.; ... ,.,. 

·:,;. 
\. _ \ .. ·.;· · .. --.~--·:···<:,-'.'··:~.;-'·~·-::·/-~//_- ·-.:-:·_'··,-.-··-·-.-~<.'."· -;c .. :·.·:-:--.-·»·-:·>;· .. ··.-.::<:. __ ,.·: .. ;--/ ... ' _ .. : 

1 ar), i posee· una":pr'ote.rna;',de .. uni_on á; a·:uxina.:;inducida por es te 

:~ :":j:;:~~~~'.~E '~\~!;:::dlílllf ~tt~:'.;~;'.;~ ::;~::::, 
:::::t:·::!f ~~J~t . 7 

P.:;:At·IA con \\distintos el u u tos ~:ó 
1 .· . . 7, , ' ,.·.·.·,: . 7 

valore¡s.de i~5'x,10- M y 1.2 xlO'." M •• / 

' Lrs •• C!s.tlJ.vO;:d~e. rc2iptores de aux1rs memuranales se bu­

san cnl ~os e.rftor,ios.·~e~,·afinidad, sin embargo no se hu .lo~11·<tclo 

avanz.ar más por ese camino. Recientemente lfolton y Hay (77) 

1 
han trhtado de coi-relacionar los c<1mbi.os en l il scns:i.b.i.lldad a 

1 

fltorrbguladorcs inducidos por el desarrollo o por el medio am 

bientc con cambio::; en la conccntraci.Ór1 de los sitios de unión. 

Esta aproxlmac.i.Ón ::;e usa en el campo de liurmon.:is ;rnimulc::;, la 

rcspuestu medida fue la disminución en l J clonéi<1ciÓ11 de segme.r.: 

·tos ele mcsoc.atllos de rlánl:ulns de m<1f7 ctiol.c.d;1~, iil ser llumi 

n;:iclas con luz roj.:i. Se cncont1:Ó que c:sLe e.:imlJJ<, cori.'elacion<1 

con líl d.lsm.i.n11ci.Ón en el. nliPmro de slt:ios de 111dÓr1 íl ílUxina lo 

ealiz;:icfos on el ret.f.culo cnclopJ.5sm.Lco de rncrnlJJ:iin<: de, mcsocot.i . .l.o. 

Otros intento:; en este sentido son .1 os rc<11.i z.Jclos por IL1r~ 

y;:in¡;1~ y l'oovai<1lt (78, 79) c:n fresi1 y pepi.110. E.n 1:stos estudio::; 

del ordc11 ele 10-?.0 nd cromo] ar <l un pH de 3. 7'.i. ;;,~ oiJservfi que 

existe un.i bue110 corrc:laci.Ó11 entre .1 iJ unión ú1 vi{"º de i!U):.inas 

y el lüo1.'J1">ii)'O de crccjrni en to del f'ru·l(•. 1\s.il'.; c,y, 0:; muy .ir1lcrc 

¡, 

' 
r: 



sante que al pa_reccr la unión ffél i:eceptor a Al·lA- pl'l".scnta 
··---·.-.-

ratividad positiva\éi biljas.eolÍC~ntrac:idnes de f X. l0- 8M a 
·,·¿.::,\,.,1t.'·· '-·!/ 

l0- 7M. ; ' . /( .!/ 
.-,-.<- -~--: ;, 

. -- - . -,·. -.. :,- : __ :~ ~).,'~._~~ _,_ 1¿.:,;~;~jtb: 

6, 2; .:.. sfúos".ciE!',;'.Gni. e&bF~nal es. 

5 X 

"" 1do~0 ;, :::~;~~~?¿¡~~~i~::t ;, ::::":: :,:: ::: 1:: : :: o::'::;'." 
en el sobren,~d~~n:'dJ;,~~~f~iZ1·~~ ccntrifµgar a al tas velocidaúcs. 

Mat~l1y~~c·;Y;~BhJ.Ips observaron, en J.969 (36), que las au 

xinas no intera.cci.on~n -directamente con la cromatina en la in-

ducción del~. s{rit~sis del ARN, sino que requieren de un factor 

aislado del nucleoplasma de tejidos tratados c0n 2,4-D. En un 

intento por caracterizar este factor se cncont~6 que era l6bil 

al calor; que téiiL:i un peso molecular de entre 20 000 y ZOO 000, 

en base a lo que se sugirió que se trataba de una proteína en 

sus formas monorn6rlca y multim6riea. Los autores han propuesto 

un modelo según el euaJ L1 ,Juxina se une· íl la rrotofna y el -

complejo inter.1ccion.1 con la crom.1Lina. 

l-londal, i-1<1ndül y BiswJs (31i) encontruron, en núcleos de 

endosrcrmo de eoeo,una protcfna Jccptora de AIA la cual en 

unión de este fltorrcgulador se unfa a prcpara~loncs de ADN in 

viLflo, favoreciendo Ja síntesis de 1\HH disti.nt·c> al sintctizaúo 

en ausencia del complejo. 

En 1971 Vcnls aisl6 rnodiinLc cromatoyraff a de afinidad, 

con 2, 4-D-lisiria Gomo lig<indo, una fracción ¡Hotefc¡1 ele clto-

plasm<1 ele chfch<1ro y m<1fz que acLiv<1ba 'la sf.nt•:s.i s de 1\HN en un 

sistema hctcioy4nco (40). 

'l'I 



Chéi~i:Y° y c~0Till)o1•et-dor es- 0 alshi 1~0 n~d ecmemb ralHI _pla srná.t ic a de 
- t --.- -- . -- ,-;~,~:., ;--~-~---~~~;;,-~~----)~-'~~~~~~~-~:,~--: ___ ,-:-~:~·-:_ -·-·- - . -- _-- -- -- -.-: --_ 

hipocotilos de .. sqya, un_ faqt(J,r,, rro~e:L~º que -se l.i.beraba de 1 a 

:::l~'::~::J~i~iií~~~i~illt~~i,i:!'~t'.~~~~:~::'.::;::, 
¡1111 ( :)11a ~ricoii.t~'aCf ro-te}na_no:membranal que une au 

:: ::t)~~~:¡¡~~:~~!~f~f '.f !~!~!!'!!~:::;:::::~::::::: :~~: '" 
.1 . 

Plasm'a dé'•eiúlospermo de coco (nIRP), el cual tenía un peso mole 
1 . . 

cular; de 94_000 y una 1<
0 

de 1.3 x 10-\1. Dicha protcfna es ca-

l 
pa;: de uni_r- AIA y 2, 4-D r"ero no el análogo C!>tructur<J.l inact.ivo 

ácido benzoico. Asimismo este grupo aisl6 otra proteína rccCP~2 

ra ·de '1a cromatina de estas células (clílP), la cu;d presenta ma 

yor ufinidad por Ali\, En' base a lo anterior se propone un modE. 

lo en el que la protd.nil elílf' fur1ciona como <1ccpto;·;; del compl_s: 

jo J\IJ\-n.TllP para regular la tr;inscr.i.peiú11. 
\ 

El grupodc_ L.i.bbenga y eolal•or¡¡tlor,~s (70,72) ha detectado 

y purlflcacto parciillmente un receptor soluble dn nxplantcs de 

tilbacoy ele cultivos in vii,1.0 de e:;tc tcj:i.do. El pc::.0 molecular 

es de 75 000 o 300 000 e11 diverso expcr.:.mcntos, .la l(D es ele 

ü pro ;d. 111" cli:i me n te J x 1 O - 8 i-i • Se ha p ro p u e ~. to q u n es ta p ro te f na 

csl;il .i nvol ucriltla vn la requl<1c.LÓ11 de tr;_inscrlpclÓn cr.mc. parte 

ele 1 a n·~;pucsLa ocnc1:al il hc:t·i.t/;1. 

\'lardrop y l'o.ly.1 (8.l) clcscdili.c-rur1 el ui.:.;l.:i111.iento y pul'if:l--

~.· :; ~ •. l. ') ' ··I .. :! ~ i ! '. ! ¡) :' () ' ._' f i; 'l '.!_ l ;: '.~ 



bles prove~~er\,t¡)~:ae;:¿h{chúo y soya, como la enzima 11.ibulosa 

bifosfatd cai~b'~;na;a (HBPC). La.s 1< 0para AIA t.i.cncn valores de 

O. 8 x 10- 6 M y .1.3 x 10- 6 M para ch{charo y soya respcc tivame_!! 

te. Pruebas de espeeifi6idad (83) demuestran que análogos act! 

vos dezplazan al AlA. Al parecer la actividad de uni6n a auxl-

na puede perderse de manero reversible e irreversible sin afeE 

tar la actividud de ílBf'C. El hecho 'de que ¡¡ HBf'C sea una protcl 

na muy abundante en eloroplasto hace pensar que no tiene un pa-

. pel fisiclÓgico directo en el mecanismo de ilcciÓn .de auxlnas, 

aunque los autores pro¡ionen que pudier<i estar involucrada en el 

.iJlmaccnamlento y transporte de este fitorrc,1ulador. 

Por otra parte Hurphy (81f) ha detectado compuc:;tos del ci-

tosol de ma{z con capucidad pill'<l unir AilA. 1\pt'o)(lmadamcnte 70 ~; 

de la activic!ad de unión esLá dc1d.1 por unu pro tcfno de pe!".o ·m~ 

lccuLn· de 38 700 con una "o de 3.·6 x 10· 6 11 y 160 picomol.es de 

sities / g de peso fresco. Esta fracciÓ11 mo:;tr6 ser heterogénea 

en cromiltol)r<iffil ele hidro:dap;:itita y DEl\E-Scphilccl. Los cstu -

dio~; de csper>i.fLci.dad de! unión corrcl<ici.onJn con los efectos de 

estimul¡¡cl6n del crecimiento paril la5 auxiníls probadas. 



III 

' M A T E R I A L E S Y M E T O D O S 

MATERIALES 

l.- Reuctivos, 

Los sigüicnte~ reílctivós f~~r6n de Sigm¡¡ Chcmical Company 

( St •. Lo ui s Mo.): ; Se f a.rosa-B~f N, .ápi do 2, 4- dicl o ro f eno xi. <1cé,t.i co, 

azÚl de coomassÍe_G::·~.50; azGl de 6ooma;sie ll-250, L-aminoác.i. -

dos, albúmfna 'd~~·sucif.<:J.cboJino, ácido naftalcnacético, ácido in 

· d·o1-3-aóét16·0; McÍ·h.a~t' r;.i10.· 
' ' -~::~~:·::/- ·',.< ::- :" 

· Def:ier'c'k\ éSMilrp<& Dohme (l'lest Pon!: Pa) fueron: cloruro de 

sodio,,'perY:odato de sodio, etanol .ibsoiuto, tris, -mercapto-

ctanoL,::}J.'t·¡~uro ele potJsfo, eloránfenlcol, sucurosa, iÍcJdo t~:!:_ 
cloro~cético, acri.larnl da (grallo electroforésls), bi.:i-acril ami-

da• (N,l·li-mcti.léndi.acr.i.lamida), dodec.il sulfato de sodio, pcr -

sulfato de amoniQ, gli.cina, azÚl de bromofpnol, l,t:-dio.xano, 

, .. -,.=·•~.~~.º (2, 5- di f cnil o:: il zol ), . ag ar~a9.:; r, i. no :;.i tal, yoduro de pota .. _ 

sio, clorhidr<1to de L- ·lisina, citraLo ele snd.io, 1:caetlvo del 

fenal se¡¡Ún FolÍn C.i.oe<1l'teu. 

De Pharmaci.a FJ.nc Chcmical.s (Upps_ala S11cci.i1) ~.e obtuvie­

ron: Scphaclcx G-10, azi'il de dcxtr[1n, Seph<Jrose 111), Scph<1rose-

CL··4B, es L::1ndai·cs rlc prti Lc.f.nus pd i:a dctcrm.i nac.i.pon de peso mo-

lccular. en CJolc:; de pol.lacri.L1r.1.i:d,1 (ra11c10 de bajo peso rnolccu-

lur de 14 !;QO a 94 000 dal tones ele peso molecular), 

De :J.T. Daker ele t·l~'·'d.co f'ucron: n<1f'l.o.1.lc110, dio1et.i.lsulfÓ>:l 



De Té
1
cnica Qu!rnlca ·ele Méx.lc-o se-¿btúvieron: cloruro ele ma.9_ 

, ,, "· "'lbi" ~;'.j.1~~-:~,t¡~r,·100i;, ·~6 ~t.,;• · 1 

De Bio-flacl':sei,o,b,t,ú\ío :~;TEMED. (N}N;N1 ;i-r.1, ltetrametil éndiamina), 

Do A+Úh C~~ ;~0.:~;e;;?~¡~~j~~~.~i(~rfonol. 
De Amlers_ham se obtuvo: POPor·(.1~1t(2;.:(fTilo;;azolil)) benceno l. 

De Química JVC de Méxido. se oo.:tuvo :ácidlo clorhídrico, ác:iclo 
¡ 

acét:ico glacial. 
i . . . 

De Ea'stman Organic Chemical's'. se ;~btuv'a: azida de sodio. 
1 ~~ 

De Química Hlclustrial Car~o\'he·\ibtuvo: bicarfJonato de sodio. 

De LKB se obtuvi~ron las an~olinas pH 3.5-10. 

De Eastman Kodak se obtuvieron: películas X-Omat 5 con in-

terfoliado al tcrni!do XS-5, revelador y fijador para películas ele 

rayos X. 

·:---El· millerL1l 1«1diact.ivo se obtuvo de· Thc Ri!di.ocliemical Cen­

tre Amersl1am England: mezcla de amino5cidos 14c de alta racliactl 

viciad espcc.f.fica (100 m.i.cror:ur.ios/ ml)., ~cido 2,1+-diclorofcnoxi­

ilcético {2- 14c, ~ó mUicur.i.os/ mmol, '.>O microcuri.os) di.suelto en 

tolucno; antes ele usilrsc se evaporó el tolucno de la solución de 

2,4-D, es Lo se .luqrÓ .con unil corri.cnl.c d,c niLrÓ9cno y calentando 

a GOºc, clc:;pués de lo cu<1l se resuspcncli.Ó en agué! clesionizadü a 

pH 8. 

De \'lhat:man se obtuvo: pupel f.i.ltro y pilpc.l fi.ltro J)[-81 (i_r]_ 

), 

yg 



-.··, 

2.- Equipo. 

Durante Ú présiinte ttéib¡¡jo .se em,plc¡fron las siguientes 

centdfugas: CentrÍfuga MSEde~>báJa.vclocidad, modelo LR-6; ce~ . .,_· ·-·· :-· ·,-,, .··,,. .. ,, .. __ ,'" 

td fuga Damoir/ IEC · Di vl:;iór);h;ftf~J.'6>(i'EC.HM~ S II; ultra con trí fuga 
::. :· :_.·_-~--- · .. ::::"·Xt-;-/?-,~·rz·:_,·\::v_·,·:;~:. :.~;; 

Beckman modelo L, cJtraeen:t;ri:Juga\Bcekman modelo L5-75. 

Los puntos ele fúsió~}~'determinaron en un aparato de Fi -

scher. Los espectros ~e ~bs6rciÓn en el.IR se determinaron en 

un cspcctrofÓtomctr6 Pcrkin-Elmer modelo 3J7. Los· espectros de 

resonancia magn&tica nuclear se determinaron en un espectróm6tro 

Varian A-60, 

Los reactivos se pesaron en una balanza analítica Mettler. 

El tejido se homogenizÓ en un homog¿~izadcr Polytron Klnematica 

CMBH (Lucerna Suiza). Para ajusfar el pH de las ~olueloncs amor 

tiguador;:is se empleó el potenciómetro Sargcnt-'!.'e.: ch Scientific 

Com~any modelo PBL. 

Las incubaciones a temperatura y .19.LtaclÓn constilnlcs se 

.. ,.,~fe.ctuaron en \lfl b<.iño ele ilgl taci.Ón a tc1:1rcr;:itur;i constante ele 

Lab Lino Instruments,Inc. 

El cspectrofotómetro usado fue un Carl Zciss modelo PMQ II. 

El colector ele frar.c.loncs p<:ra la!; columnas de cromatogr<J-

fía fue de LKíl UltrorJc 7000. 

La riltli.Jctividilcl De cu:1nL.i.r.Lcl cr1 el espcct; Ómctro de t:en-

tellco l{quldo de Pac/;;1rcl Tri. Ci!d' Jnsl:rumenl.s Ct•inp;iny 3255. 

Püra liis elccL1·ororé:d.s .se u,_;Ó el equipo en placa vertical 

modelo 220 y el sccc1r/01· ele c;cl es n1odelo ;>(it¡, ambos de rJlo R<Jd L~ 

\ 



3. -Soluciones. 

En lp preparación de las-solu¿ioncs se ~mplcÓ agua destila 
1 

da y desi6nizada. 
\ 

4.- Material 
j '·· -· 

A loi largo delpresente' t~abajo se emP,learon semillas ele 

' i ' 1 , maiz, ze4 may4 L. varl~dad H~30. Hibrido c1scchaclo en el arca 

ele ~hupinro:· cose{~a,sz~~·.}979 y 1980 donuci\Ón del Dr. Joaquín 

Ortiz Ccrcccres .del C'entro de Genética del folcgio de PosgraduE_ 

dos de C+pingO; Los :'e}e·Q embri~narios y lo¡s embriones se seccio 

naron del; endospermo con la ·ayuda de un 'bistud. 

METobos. 
1 

1.- síntesis del ácido 2:-bromopropi.ón.ico (S)t~ .. 

Al ácido propiÓnico (2.68 x 10-l moles, 19.SG g, 20 ml)co­

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

refrigerante en cuya parte 5uperior 5C conectó una manguera a 

una trampa con solución de HuOH al 5 %; se le ag1·crJÓ el beomo 

(;~:·95·x l0- 1rotil-os;·1;7,14 g, 15.1 ml) en exec.::o de: 10 ~~. Se le 

aíiacliÓ lentamente y COii agitación el tri.cloruro de fÓ:;foro (0.8 

ml ), La me<cla de rcocción se calentó. en baño de agua (a una tc.!!1_ 

per•1Lur;J entre GS y 70°C), co11 a9i L<1c.i.Ón clur•inl:e cuatro hoeas. 

La tcmpcr;1tura del baño se il11mcntó ,1 &0°C apro.ximildilmenl:e y &e 

continuó lil reilcción hasl:o riC[•upilriciÓn, del. cnlor del bromo (o.!_ 

rededor ele 3 horils rnfis). La 111czcL1 tlt: r~.icc.itÍn ~>e; dcst.LJ,} a pr~ 

siÓn reduci.clu en un cqui.po quic!:f.i l. r·r;ip.l_c.inclo t111;, tr<1111p;1 ele H.10H 

,Pill'u utrcip.11· el f1c.ido bromlifdd.cn desprendido. 

R en ci i.m.i unto: lil. 7 c1, 

\ 
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Car.ictcrización del prodqcto dc_la reacci6n. 
( .':•C-• • •·>:··- • .' .... -~ .. ~- •"• .. :·,o;~' o~ 

Punto de ebulliCion:. 86 C¡ }.5 mm de Hg aproximadamente. 
i ".;:;. <·' .•' >{':'ye°; '•; e . ·._· •... /.. ' 

L H ·' lr 111ax;·;( ciri:':: ) : :-CO(}H 3000 (~) j :-Y"'º 1720 ( f); -CH 3 
L '..:'Y.:1·-~·-··:'. 1 .• 0'{'• ' •. >: .... ·_: 1 

1470 (m)/13~0j.(d.::ffi);;'~OJlcl420•_.(in.,.d); -CO l21f0 (d); -CBr 645(d} • 
. -.-_-.... -·•·-Y->::'.r•t.-Vl;x;::~~,- ·;; •.·._•••· _-·· -- --- ·- .. 1 · 

2. - s!iító.i'fsí• élcl}·ácido 2 ( 2~metil-4-cl0 ro f en(~ x.i. )p rop i6 n.i co 

( 86) •.. ·-- • . t'.c.;;;¡~;~;;;·'.:"-;: < •.• •. \ 

.,.·;.· '·- .• ;,-: •. '" ;·--.. ::.•_;_':/:< ... 

,,;"º;¡~~~§l~i~~t[::r ::. ':::', ·::,:; 1: :: _ ::":::":: :,::: 
2-bromopri<?pi'ori'~o.o•d(0 •. 07 moles, 10.8 g) se lgrego J la mezcla.ª!.! 

terior y·ti~,d~'jt'a: reflujo durante veinticuiltro :.orils. El pro -

dueto se. i~~fcll'fr'bó y se extrajo con solución de hic.:irbona to de 
1 .·.. . 

sodio a.1.:5 %, La fase acuosa,. conteniendo el pro(ucto, se neu -

tralizó (aparece turhi.de7.) y se extrajo nucvament.c con acetato 

de etilo. El cUsolvente se evaporó y el producto se recristali-

zó de aeeton~-hexJno. 

Rencl.i.micnt:o: 3.5 g, 58.3 %. 

··· Cárac L ei.-.lzii(!ió ri ·del r rodue to de ·1 il !'Cil e ció n" 

Punlo de fus.ión: 92-93°C. 

I.H. y' rnilx. (cm-l): -OH 29:;0 (m); -C::O l7J'j (f); -Co=O 

1235 (m); Co=C 1500 (m-f); 1, ;>, 4 trisustHución en el .:inillo 

7 9 5, 880 (el) • 

fl.1·1.11. J (ppm): -Cii 3 1.()5 (d JH); •,\r-CH 3 2. :' (s 311); -C-ll 

4.75 (s lH); 1\r-H G.4-7,2 (m 311). 

5/ 



·. . - -

se indicaai1tel.·io.rmcnfo(87),•.seédiS<llvió en agua, se enfrió en 

un baño·de hielo .ii.~n-~.t6~pdr~r~1-~ d
0

é ap1;6x.i.maclamente lOºc, se 

y se añacliÓ, ~j~·f;6cd.:d:e:dt_e~:6tii:t&ti: 

'Ala.~ezclG an~e~i~i~·~i~,i~~grcgó el cloruro del ácido 2,4-

D (0.0375 moles, 9 g , exceso de aproximadumentc 10 in, preparE_ 

do según la técnica. descrita· (87), en pequeñas porciones, con 

agitación vigorosa y controlando el pH y la temperatura (tiempo 

'de adición 30-60 minutos). La agitación se continuó durante 1-1.5 

horas hasta no observar formación de mil~ precipitado. El preci­

pitado se filtró, lavándose con agua fría hasta que no se disol­

vió más reactivo (complejo lisina--cobre de colo1· ¡¡z.Úl) sin reac 

cionar. 

El complejo 2 1 4-D-li.sina-cobre se su5pendi.Ó en un.:i solución 

de 'HCl 2 M, se calentó a 60°C y se le pasó una 'corriente de H2s 

para romper el complejo de cobre. La mczcl.~. se filtró y el fil-

... , .... fi;ado se ev.:ipiirÓ a sequedad en el rot.<1vapor, recrU;td.llzánduse 

de etanol - acetona. 

Rendimiento: 4. 9 g , 40 ?~. 

Caracterj_zilci.Ón del producto de L1 rcLtcciÓn. 

Punto de fusión: 241-?.113°C'. 

I .R. V" r.1ax. (c1n-l): -l~H USO (m); -COOH, -111-1 2 .:iprodmad;1-

(
. -C-~·lfl-

mcnte 2910 (111-f); .. cooH J.711.5 m-rJ; 11 1660 (r); -CH 11140 
o 

( m - f ) ; 1 , 2 , 1¡ t r .i. 5u '; L.i L 11 c.L ó n e ri el a n .i. l1 o 8 if 5 , SO o ( m ) • 

R.1-1.11. ~ (ppm): 1\r-fi G.9-G.6 (111 Jll); -0-Cll,-C- 4.2 (~; 21!); 
" 

; . s " · 1 · i .1 : .e H, .. e:~ .. e o 01: 
i 

llH .. , 
¡_ 
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4.-Síntesis~e~la ~olumna de ero~atoaraffa de afi~idad, 

E.l a!Jop.lamiellto deI,!igando 2,4-D-lisina a la sefarosa se 

cfcctGo mediante dos 

Método r. 

Se adaptó y Cuatre_('~ 

sas (88), como 

Se pesaron 3 g de ~~~~r¿sa ~8tivada con bromuro de cianóge-

no, los cuales se lavaron en un embudo de vidrio poroso con 1 li 

tro de HCl l x l0- 3N y pos~eriormcnte con 1 litro de agua, con el 

objeto de eliminar los estabilizadores dextr5n y lactosa. El pa-

qucte de Sefarosa as! tratado se resuspendc en agua, aproximada­

mente l. 5 litros, se le uñad.LÓ 10 ml de blcar1Jon<1to de sodio 0.2 

11 p H 9 , 5 y se aj u s t ó e 1 p H en t re 9 • 5 . y .l O • La su:; p en s .i. ó n de S eif a 

rosa se agregó a la solución del ligando y se dejó agitando con 

barra magnética a la m,Ínlma velocidad ¡msibl.c durante 20 horas il 

4°c. La Scfarosa acoplada se filtró en un embudo de vlrlrlo poro-

so y se lavó con las siguientes soluciones, agi tundo cuidarlos a -

mente con una csp.Jtula en cada .lavado y cvl tundo que se cnip.::que-

te. 

a) Acetato do sodio 0.1 f.I pH I¡ con· cloruro de sorl.lo 0.5 11 

(250 ml). 

b) Urca 2 M con cloruro de socl.io O. 5 11 (250 ml). 

e) l3icarbon;1to de :,od.io 0.1 11 pH 10 con cloruro rle sodio 0.5 

, l·l ( 2 5 O m l ) . 



za da, 

con se 

y .Ho -

ycr 

s~ rcsuspendiÓ en 250 mJ de peryod! 

to de sodio O.O! M y se agitó durante 2. h a tcmpci:atura amblcnLe 

el gel 6xidado se lavó con ~gua en un embudo de vidrio poroso • 

Por otra parte se prepararon 250 ml de buffer de boratos 0.1 M 

p!-1.9 a los cual.es se agrc~¡Ó el ligando 2,lf-D-lisi na hasta satu­

ración (aproxlmadamcnLe 455 mg). A la mezcla anterior se le aíl! 

diÓ el gel oxidado y se ílCJÍ tó a tempcrJtura ambiente duran te !JO 

minutos. PosterJorme11tc se agrcg<iron 10 mr_¡ de 1Jorol1idruro de so 

dio y se continuó la agitación por 20 minutos m5s. La sefarosíl 

acoplada se filtró en un embudo ele vidrio poroso y se lavó con 

las siguientes soluciones: 

a) Acido ae6tleo 0.1 M (1250 ml). 

b ) rJi e íl r b o n ;:i to de so di o l ~; p / v ( 1 2 ·5 O m l ) • 

c) 1\gua dcsionizada (1 ?.50 mJ.). 



se rcsuspendiÓ en 75 ml de agua dcsion.izada y se guardó en un r~ 

eipicnte con ~na cso-lüclón de a;dda de sodici al 0.02 % p/v en el 

rcfrigeradqr. 

- - -----

La determinación de la ca~~i.dad. de ligando ac.:oplado a la Se 

farosa se realÚÓ por espcctrosccipía d.i.r.ccta en la r.cgiÓn del ul 

ravioleta, usando el coefÍ.~icnt~ de extinción mo.L1r del ligando 

2,4-D-lisina a la longitud de· onda de m5xima absorllencia, olltenJ:. 

do en un trabajo prelimlna1' "ca7) (e =llfol l/mol cm, A, milx=281 

nm). 

plado a la Sefarosa. 

La cantidad ele ligando ílcoplaclo ~n el tlempo cero (dcspu~s 

ele la reacción de acoplamiento), se \.omó cerno el J 00 %. ,La Scfa­
,., 

;:osa se ~1uarJó en el reTr.i.gerador en .iz.i.d.:i de sodlo .-11 0.02 ~;, • 

/\los 11, 27, 3G, 1¡5 y 54 días se siicÓ l.:i suspens.i.Ón de Scfarosil, 

se lavó cxhílusliva111cnLc en un embudo de vi.dr.i.o po1·oso con agua 

dc.s.ton.i;1;1clu, se di:jÚ Pmpac¡uctar lo Se r<1rosa y ~;e rc:suspcndiÓ en 

el m.lsmo vol.ume11 .i nlc.i.al. Se lomaron o.l..f.cuoLils de la su~;pcns.in11 

pat'u mcd.i r su d/J~.orhenc.i.a y ¿1sJ mcd.la11\.e el cocr.i.c.i.entc de cxt.l~~ 

clÓn mol~r del complejo 2,4-D-lislnJ aplicando l~ ley de Hcer d~ 

te1·m.i11.:ir 1<1 canLJdacl de l.icpndo que pcrm;111ecJa 1111.ido <1 lil Scraro 

sa en f11nc.lÓn del L.i.cmp0. 

7.- fJc,termin.1ci.Ón de l..i cspcci.f.i.v.i.dad rJr, J~ coJ11mn;¡ clr: crn'l-

')''.: 



Las semillas .. de maf¿ se. eStedlizárori .exterlianiente durante 
- -- .-. 

diez minutos en uná sol~ción •cic-í-iipoói.0,rlto de calcio al B %. Po~_ 

ter.tormente se lavar.oii bbJn~á-r1i'ed1díifc';\qbh ~~g¿'a · coÍ:'riente. Las se 

millas se sembraron en c~J:~t~'¿-:•;rdrolf{a dé 37 X 27 cm (aproxim~ 
'•>J•:.'· ::::·:<··:. -

clamen te 75 semillas por 'caj~)\ Las' cájas se coloei."lron en una cii­

mara a una temperatui:ti'·~f1fr~ ,25 y ~sºc (dependiendo de la época 

del aiío) y se. le~ ·di6'Ü1!::p-ÜlS'~ Único de luz durante 12 horas, con 

lámparas fluoresCe,11t~s-te'.;,j5 a 80 watts, después de lo cual se 
" ·', ,~<i<:~:'.·~f::C , .. 

mantuvieron ei1 oscJi•idad. A los cuatro dfas se colectaron 160 g 

de coleoptilos (J¡<¿proximadamente 3. 5 cm de lon\;itud). El te-

jido se congeló. a -7o 0 c. Los coleoptilos se homogenlzaron con un 

volumen igual de buffer (trls-llCl 0.02 M y} mcrcaptoetanol 0.01 

M pH 7.6) en- un mortero preenfriaclo. El homogcnado se filtró a 

través de seis capas de papel filtro de fil. tracicÍ11 ri1pidi1 y el 

fillrudo se centrifugó il 30 000 g dur¡¡nte diez minutos. La pas-

tilla se desechó, en ti111to qué cJ. sobrcn'ád<1ntc se puso en conLa_c_ 

to con J¡¡ Scfaro:;a acopL1da al l.i9ando (110r el mél:odo l) durante 

30 minutos y se montó la colur.1na. La co.l umna se J <ivÓ con buffer 

de homogcnizaci.Ón h¡¡:;t¡¡ que la ubl>orbenci a a 280 nm dll>llll.nuyó ü 

cero. Las p'rote.lnas rcl:c11.idiJs se e.luyeron con M;1C'l l 11, se rlcs.:i-

laron mediante :;u paso" a través de una col umnil de Scphi1dcx G-10 

y pos.teriormenLe se <ipl1caron a unu nuevil colun111.1 de Jfinl.di!cl 

(de .igu¡¡les caractcrlst.icus que la untC'ri.or), ([¡,Ja cual se elu-

ycron con un cp·,1dlc11tc de 2, 4-D de 0-50 1.iil. Como 1·onl:rcil de J.¡¡ 

espccif.iclclud de la columna se empleó al11t1m:i.11.-1 de :;ucro bovino 

. >:,_,_;¡id .. ·, 

SC. 



ele ¡¡finidud provenientes tic coleoptilo;; de ma:f.z. La alfJÚmina se. 

pasó ¡¡ través de Otra óólumna de afinidad (de ca~acter:f.sÜcas 

igual es a Üs. aritcrior~s) de la· c~al ~se ~luycS mediante un gradie~ 

te de 2,~-·D.deo-iü,,;¡.¡ 

B~- Dctermin~ción de prote:f.nas. 
'; . 

Las pr.otefnas eluiclas de las c·olumnas de crornatogra!".b de 

afinidad, se cuantificaron por el método de azGl de coomasslc 

descrito por Bradford (90), ·que consiste en lo si~ulente: 

Se pesaron 100 mg del colorante azúl de coomussle G-250, se 

disolvieron en 50 ml de etanol al 95 %. /\ est¡¡ di.•;oJ.uc.i.Ón se ugr_!". 

garon 100 ml.dc ~ciclo fosfórico ül 85 % (p/v), se ¡¡gitó hastü de 

Süparición de los grumos del eol~rantc, se llevó a un volumen fi 

nal de J. litr~ y se fil-tró en papel de poro cenado. La solución 

protcfcü(contcnl~ndo entre 10 y 100 rnicrograrnos de proLefna en 

un volumen efe hasta 0.1 rnl) se plpeteó en un tubo efe ensayo y el 

volumen final del tubo .se _ajustó ¡¡ 0.1 ml con el buffer tri.s-HCJ 

0,02 M} rnercaptoet;.1nol 0.01 i"I, pH 7,(,, Postcr.iormc:nlc se adlcio 

n;¡ron 5 ml del colorante, el contenido del t11bo sn agitó en un 

Vortex por. 5 SC\Jllndos a veJ.oe.i.dad m.Íxirna y se leyó Ja absorbcnclii 

a 595 nm después de dos minutos y antes de una hnra. Como blanco 

se empleó O.l ml del buffer u.l. que se ad.i.c.ionaron 5 ml del colo-

rante. P.1r<1 obtener líl curv<1 patrón se empleó a.l.bt1mlna de :;ucro 

hovlno de 0-100 m.i.crorp:;Hans; se r¡ril f"i eÓ lil ;ihr,orlic·nc.i.<1 a 595 nrn 

c·n las ordcnac.liJ~; c:onLra L1 cantldud dü prote.fna en las alicls;:is 

( F .i q. f:) • 

'll,') ,, .• ;;,]J: i·c-1. r¡,,_-, ch: 
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FIGURA S CURVA PATRON PARA LA DETERMINACIOH DE PROTEINA5 POR EL METODO DE 

AZUL DE COOMASSIE DESCRITO POR ORADFOR~ (90), 

Cada punto es promedio de cinco dctctminacioncs, 
\Jl 

"' 



del complejo P,rol:cJna-Col·orante de unirse al cuarzo ; ·en caso de. 

usarse celdas de cuarzo,ésta.s deben lavarse inmerl.i.iltamentc des­

pués de Usarse con dótergente neutro. 

La~ pr~t~íllas' .~f{1:os ~ofupgenados para electro rcircsi s se de­

terminaron··P~~- el :m~~odo d~<. ~ow~y (91) que consiste en .los sigJi~n 
te: 

a) Se prepararon 100 ml de una soluei6n de carbonato de so-

' 
dio al 2 % en NaOH 0.1 N (s~luci6n a). 

b) Se mezclaron volúmenes iguales (soluci6n b) de 

i) Sulfato de cobr~ al l %, 

i.il Tartrato de sodio y poti1sio al 2 ?ú. 

Not.:i: Estas soluciones dcben,;mezcl.:irse lnmerHatamcnte antes 

de usarse ya que pueden precipitar. 

e) Se preparó el reactivo I que.consiste en mezclar 50 ml 

de la soluci6n a y l ml de la solución b. 
,, 

d) Se p rcpar6 li1 'solución I T que con sis l«' en mczd ar p.:irtes 

Iguales del reacl.lvo de Fol:l.11 Cioc;:il tcu y il\J!la o bién el buffer 

indic:ddu. 

P;:ira la determ.i.nuciÓn de proteÍnJs se p1n.i.crfln O. '.i m.l. rlc lil 

solución problcmil en un t11bo ele ellSil)'º (c~;l.<1 so.luc:if.n prov:ic11c: 

de la muestra problema, la cual se precipitó con ATA al 5 % de 

conccntrac.iÓn fü1al; el prcc.ipi Lado se sep<irÓ po 1: ccnlr.i fu0,1ci.Ón 

y se re ~u s pe n rl I Ó en <HJ 11 il , ;:i j u ~ t a n do e .l p /-/ e 11 t re 7 y S • A l a so J. u 

clÓn problem.:i :;e afiad.i.icrCJn 5 ml rk.l rcJet.i "'º T y :;i:; .-1r1.i. L;n:on en un 

j .. ~ 1 H.: -" l • i . t ( '. ·• i J d r 1 :. J ¡~ 1.1 ;. l '> • • '· ,.,, •• : 1. :· 



reactivo II~~seag~tó y sp dejó transcurrir treinta minutos 
, 

mas, 

después de 1ó c.ua.1·.se midió la a.bsorbencia ·a 750 nm. L¡¡ curva 
.·:' '.'. 

patr.ón se ooi~-~~: .Y~'a'nci6'.tii bGminél·.de ~·uero :bovino y. graf.icando 

1 a absor6·c:~~".i~~;á; ·isó'h*~;ah· {:~:s;riiciifia~ai cont.rá 1 a cantidad de 
-.,,.. 't\:· }:.,:;'.f(,~::·:::~\}':.:i -~~:;!·,·;;-~; __ .. ' 

protefna en<'ras'Jabó~s:~~;'!{fig·. ?).> .. 
'"" ""}'- . -·~ <:; ·. 

9 ;- Detc~~.i.h,~6.~q~!.'df.:,:í~~l<Ó ,dc,l •. complejo reccp to r soluble -

2, lf-D 14c... -..······.·"·.·.;;:• ,.•· 

La capacidad dé ~~f6.;'..de1 2,4-D 
11fc por el sobrcnadantc po~ 

ribosomal de. ejes;'crnibr{·~~·~rlos de maíz ~.e estimó ad<Jptanclo la 

técnica descrita por'>M~~p;y'(84), como sigue: se colocaron 1.5 
'o.,-> ·'·>·:-. ,~· ':: ' 

ml del sobrenadan.te{posi-'ibosomal de ejes cmbi·io11arlos de mu.fz 

(0 • .15 mg de prót'efna) en tubos de ensayo, i\l sohrcnadante se le 

adicionó 2, 4-D lAc, se probaron ocho conccntr<1·c.i.oncs que .i.ban ele 

10 a 500 nM; a la mezcla antcdor se· ugrcgÓ buffer tr.is-llCl 50 ml·I 

pH 7.6 hasta llegar a un volumnc final de 2 ml, se agitó y se el~. 

jÓ equilibrar durante ·d.iez minutos, dc:f;íiués de lo cual se saturó 

con (llH
4

)
2

so
4 

a una concentración f.i.n'1.l de 75 ~~. ·¡ r<111scurrldo~ 15 

minutos se filtró la solucJ6n sobre membranas da Hllllpore (de 

2.5 cm de d.i5mcLra y 0.45 micr6mcLros de roro) con vacio. El tubo 

que con ten.fa la solución se enjo<HJÓ con una sol uc:.i.Ón de (i!ll 11 ) 
2
Sl\ 

saturado y el contcnl.do se '1dic.i.onó sobre el filll'O antcr.i.or;l.Js 

membrar1as :1c dej;iron sec.n: y :;e transf.i.r.i.cron ;1 un vfJl de ccntc~ 

11 e o al q u e se il d i e .i r. 11 a ro 11 J. O m 1 de J.f. q u .i. el o d e l3 r a y p il r '' el e t e r mi·· 

nar su rudlactlvidad. 

El 2,11-D uni.dn .i.ncspccificamcnte se dclG•t:111in6 cmpleundo 2,11-D 

··, l I :1 : '. ~. ' ' ' : n ·-·. ¡ 
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Cuda punto es promedio de tres determinaciones, 



paralelos. 

Se graficó la relac,iÓn del 2¡4-D. unido/ libre en las orde­

nadas e11 funei.Ón del _2,11-Dunido en las abcisas y a part.lr de la 

redp1:oca de la¡;endiente se obtuvo la 1< 0 • 

10~~ d~~dtminación del tiempo de vida media del ~omplejo 
.. ·.·.·. ·. ··. · .•. ·. 14 

receptor soluble-2,4-D C. 

5e ~cimbraron 60 semillas de mafz en ~rascas entre algodón 

(20 semillas/frasco). Se a~icionó el buffér de lmbibiciÓn(tris-

HCl 50 mM, KCl 50 mM, MgC1 2 10 mM, -mcrcaptoctanol 5 mM, saca-

rosa 0.25 M pH 7.6; 1 ml/!¡emilla), se taparon los frascos con 

papel alumini_u. Se dejaron imbibicndo duranLe 24 horas a zsºc. 

Transcurrido este perioJo se seccionaron los ejes embrionarios 

de ias semillas. Los pasos subsecuentes se rcaliznron a 4°C a me 

nos que se indique otra cosa. Los cJcs cmbri~nar.i.os se congela -

ron a -70°C por trei.nta minutos, posteriormente se homogcnizaron 

con 2 ml del buffer de imli.i.b".i.ción en u;r mortero prcenfriado. El 

hon10(JCnado se f.i..l. LrÓ il lr<Jvés de ~.d.~; Cdjlu~i de; pupr:J. r.i.l tru y cJ. 

filtrado se ccnLrlrugÓ a 199 500 g por 80 minutos. La pastlllu 

rc!iul tan te se desechó y el sohrcnad.J.ntc se pustÍ a través de una 

columna d
0

e Scph<Hlcx G-25 con el rí11 de el.im.i.nar la aux.i.11a cnclÓ-

ge na y lus !Jenzox,1zo·l.i.11011;:1s que se ha reporl:i1clo que son el" factor 

del sol>renad;1nte" de m.-ib que afecta la unión de uuxina~; u su re 

ceptor (Gl), Lis fracciones pro te.! c<1s el u idas de l ;1 columna con 

el buffer de .im!J.i.hic.i.t>n :;e uni.cron y :;e usaron pi1r;1 l.a detcrminil 

• e:iÓn del tiempo ele vJd,1 media del complejo rcccpt0r - 2,!;.-D 



Como se indica ª' conÚ.nüacfÓn, 

Se ~om6' ~~~. ~J;Í6uot: d·~>api~oximadamente l ml del horno ge nado 
'; .... ~~~;•_'·;:c"C ;;:-\::.):;:}·>::•;:.,~· .;:: 

pasaclopor;:SepÍ;')(c(e'.;ft;~·2s;'.seiipuso •• cii cóntacto con 2,4-D 14c ()G 

::'. :::¡f j~i~~~~lif ~ig1~~ 2~'.~. :::·: _ :· h '.; :: ' 't::: '.':: ' : : o ": '.:' 

rerfouéi·;&,ú.fiia1Cí la mezc1a .en dos fracciones, una c1c o. 75 m1 
~ ·~/' ~--:~·~:··,. 

paru'las·'mlle'stras y:otra de 0.25 ml.para el control. A la frac-

.ción de:las muestras se les adiciónó un exceso de quini.cntus ve-

ces de z',4-D fdo, con el f.fn de el.i.minar lu un.iÓn .i.nespedficu 

y al cóntrol se le acllci.onó un volumen equ1vuiente del buffer; a 

pa~tii~c es~e momento se empezó a cont~r el tiempo. Se tomaron 

al!cuoias de las dos fracciones anterldrcs a intervalos ele tiem-

po durante Lll1 !.1pso ele aproxlniarliimcntc cuarc11t<1 n1.i.nutos. Las ali_ 

cu6tas conten!an ele 100 a 130 microgramos ele µrotcfna •. Se toma-

ron dos discos rlc papel filtro DEAl:-celulosa (dLfimetro de 2,5 cm 

\'lhutman DE 81)., se humcclccicron rn1: c;;1piJ.:1ridarl en el buffer de 

imbibic:lÓ11 y se insertaron en un fH tro Hill:ipore. Lo~ f.i.ltros se 

lavaron con 20 1111 del buffe1· cu11 ' v.-.ic10, pos ter.to rment,; se liberó 

el vacío y se ap.l.i.curon J.a0 al.Ícuotd~.i conlcn.i.endo 11] d11x.i.nt1 mar-· 

cada unida a su:; protc1nas de al La fin:Lr/;id, Dc;,pués de cxuctamc~ 

Le un m.inulo de contacto con el pi!pcl f.i.l l.ro, se J <1varon los cll.:!. 

cos co11 50 ml del buffer ( tiempc; ;1proxlm.Hlo rlc l av.1clo 2 mjnutos). 

Se dcjc1ron seear con vac1.o ¡)or cinco segundos y de~cpué·s ;i .La i.n-

tcmpcricy se colocaron e11 los vi.ales de cc11Lcllc·o r:on 1 ml ele me 

tanol y 10 r.11 del lfqu:i.do de ccH1t.ell.co p;1r;¡ cu;1ntcifit·;1r L1 ril -

tl.i "<~ 1. .i ,. i. d .id. r .. r r" d .l .i e t i \ i. d d d 11 H i ( i. 1 e: i . 1: i "· . ; : , i r i ¡ i · .i ~ : 



se tom6 como 100. % de radlactiv.idad ( 'control) y la d.ism.inuc.i6n 

de cuentas r~t~~ldaa endas muestras CÍl presencia del l.igando 

frfo (sin marc~)--~~'ejp·;~~iir~f cómo por. c.iento del control. Se 
:--····· .··-.. '·' '·~"'" =',.,.,-,,,, .. 

graficó el f.lo1: cI~ntó éfri ~~i6l1.1nicia1 en función del tiempo. 

11.- Cuantifl~ación- de la .radiact:iv'id<id. 

La cuantifie~~ión de l~ radiactivid<id se efectuó adicionan 

do a las membranas, los ·discos de p<ipel filtro o bién a las alí 

cuotas de la muestra radiactiva 10 mililitros del líquido de 

Bray (93) cuya composición es la siguiente: 

Naftaleno 6.0.0 g 

PPO lf, o g 

PO POP o.z g 

Metnnol 100. o ml 

Et.i.l é 11 gl .i.col 20,0 ml 

Se adicionaron 500 ml de 1,4-dioxano; se agit6 hasta diso­

rüc.i.Ón de lo:i componc11Lcs y s0 aforó a un litrc. con l ,11-cU.oxd1tO. 

Los viales se contaron en un contador de centell~o líquido en el 

canal de 11fc. Los resul taclo~; se dan en cpm (la cf.i ciencia de con 

tco es de 82 %). 

retenidas en la columna de aflnldad. 

Se aislaron 500 mg de ejes embrlonarlos dú semillas de mafz, 

se pusieron a :imb.lb.ir en un m¡it·rai' frlenrncycr c:nl:rc dos dL>cos 

de rape.l fi.J. l:ro liumcdcci.cfos con l ml del l>uffct· de i.mlJ.ilLi c.iÓn 

l:r.i.s-1-!l..1. 'ífl r11"i, l(("I· 50 rn!-1, liqCJ ·' JO rnlly6 -mr·1····;lli nr·t.:inol S mil, 

s.:1carüsa al?. 9ó pH 7.6), que lcn.L.1 adcm:1~ me/cJ,¡ de tJr1d110:1cltlos 



en concentraci6n 30 miciomolar ~ 10 microgramos/ml de clorhnfcni 

.col..Alas.1811oras'.deJmbibici6n'a 25°c se.les di6 un pulso rlc 

amin!iác~iciÜs~;.rii~1:¡;~'a¿5~~:~',fr1:tc•'(O;Sriil.,~ 50 microcurio.s) por 6 110-

:~· : ... -.. ;<·:··,,-:J';~,;'.·~;:~~\~)?~:~/':.;¡:~5'.) <:.-:'.·¿,·::>:::::»· :.-;:: ,)- :· \.:·:.· :·.-,:, 
ras nias~· .. :k•l:as<•2ttfhorás~idc>imbibicion se· lavaron los embriones 

· · · - _;7\:::_~-~·f.-;,~'·::f:~/;~,,·~- .,.~_, .. ;::,~~~'.',:_:YJ~·_.:::~_-,,·:::: .. :._< -;;"'""'°" ,...,_···," - - . · - · .-

: '·"'•/:•.,;·,;;'>; •y;c.·,/;;;t~·]):k'~'.\;'ci·Í.HcÓ1:poró,· se congelaron a -70°C 

ps·earh~0o'me
1

o: .. ¡_g/e.c..'in· ..•• n¡_;.·:.ªzla•.;.~.·.:.;rJ.t,ottni .• ' .. . . . . . 
. . . . _,un.•<;nfo'~~~t~o>~if~nft·iado con 5 ml de buffer de 

imbibiciCÍri. '[i hb~~~i;hJ:ci('). ~é filtró a través de seis cap<is de Pi:!. 

'pel de f{i~raci6n ;~~id~, s~ centrifugó J 15 000 g por 30 minu -

tos. La pastilla se desechó, el sobrenadante se rec.:enLrifu9Ó u 

200 000 g durante 75 minutos, la pastilla se de~•echÓ en tanto 

que el sobrenddante poi;Lribosomal se RUSO en contac.:to c.:on l<i se 

farosa acoplada al ligando (aproximadamente 0,18 mg de .ligando). 

Se mont6 la columna de afinidad y se lavó hasLa que la absorben-

cia a 280 nm llcg6 a cero. Las protc1nas retenidas se cluyeron 

cdn 30 ml del gradiente de auxin~ correspondiente (HCPP, 2,4-D, 

AIA y AHA), Las fracciones que cont:enf<in Jos pico:• de prote.tnus 

radiacLivils se preclpi l.<1ro11 cu11 /1l ,\ a] 10 ~;, se ccntrl fu~1aro11 u 

3 500 rpm La pasti1 la rcsuJ t011 Lc se rcsuspcndI1Í en uproxirnilcla-

mente 0.5 ml rlc agua y se le «jusl:Ó el pli cntrr:: 7 y 8 después de 

lo cuul se somct.i e ron a el ce lroforési.s r:n u11<:1 y dL':; dlrncns.Lo11c s. 

Se a.i.sliJron 600 l:HJ de ejes cmbr.iun<11·ios d<: S(·mUJ.as de 

se divldi.cron en dos f'raccionc~s c!c 300 me¡ cada 11n;1, 

' íllll .lZ, 

ll na el e 1 <1 s f rae e iones el e JO O mu de e j f' s e r.; Ji r .í o n <1 r los :•e e o 1 o 

' ,5 

l· 
' 



-¡ 

tro humedecidos en o;6 ml .de buffe-i;'éfe iínbibiéi_t)n _tri.s-HCl 50 mH 
i - --- - - ---

l<Cl 50 ~l·f'.:·M~~~~~~i~c~l\íé, -m~rcaptoetano~ ¡s-, ml:1, sacarosa ¡¡l 2 % 

pH 7. 6~; kue-conj¡eniac•adem¡is ¡;iezcla.Ae.:amino_acido_s 30 M y el ora;:: 

::,::::~~~~~f~~~~~~f $l:f JWr~!~~~,,h~?t:~:,::,:: ::::' :':,:, 
La otra ¡fl:crcc_ior,r~de_t:;=int~g>se -_coloco tambi

1
cn en un matraz Erlcn-

. mey:r . dt2~. m~-;~-~--'.~Y.n'dfº.1:óne~, si mil ares ª ras de la fracº~ Ón an-

terior solo<que-,cont.cn.ia ademas 5 mg/l.' de MCPP. Transcurridas las 
-¡ _--- : :;:J;::'~f':' h,;.: : , ! llf 

18 hora~·se a~a<lip~mezcla de aminoacidos marcados con C (0,3 
1 '< - ::·· >é ,. - -· 

ml\ 30/¡lCi-);·[-'r;,;1,i~cu'~-~ción se continuó durante 6 horas más a 

2sºc. Lo's ejes s'c 'i-dv-aré.ín con s ml de buffer de imbibición y se 
1 - . -

congela;on a ~70°C. P~steriormcntc los ejes embrionarios se ho-

mogenizaron en un mo~t~~o-~recnfriado con 1 ml de buffer de im­

bibieiÓn/100 mg de eje;. El homogenado se filtró a trav~s de se~ 

capas de papel de fil tr;iclón rilpida en un embudo lluchncr y se ce.!.!_ 

t-ri.TL19Ó a 1s·ooo-lf-du1·an1;e·3o·mi.11uto~. La p;ísli1l<J se desechó y 

~l sobrenadantc se centrifugó a 200 000 g por setenta y cinco mi 

nutos. El sobrenadante postribosomal· de ambas fr•1ccioncs :o.e cl.Lvi 

diÓ en' dos lotes, uno se usó como control y el otro se puso en 

contacto con la columnil de afinidad (0.053 mg ele llgando acopla-

dos a Scfarosa/ 150 mg de ejes embrionarios). La Sefarosa se la-

vó con 0.5 ml del buffer de imbibicl6n y las protcfnns retenidas 

después del 1 avado se cluycron mcclLrntc_ lav<Jdos e:on conccnt rac.L::i_ 

ne s e re e i e n tes de 2 , 4 - ll : un 1 a va el o e o n O • ~ m l d e 2 , L¡ •• !) l 5 m I·: ; 1: re s 

e o n O • 5 m 1 de 2 , 4- IJ 5 O 111 i-1. L a s p ro te Í n a s p o s t r i b o ,_,u 111 <1 l e:.; <i e l. e o n 

,, 



trol, as{ cornolas pÍ:o\lptientes de los lavados de iá columna de 
. i 

afinidad¡ ~e prec1piid~on~on AfA a una:eohcentiación final de 

lo %; sel cent'.~i~.~9ai·ós."]J?Y;;o'.R·i1pm<; J.a~;pa~f Ú1a ;rer.ul tantc se r~ 
suspendio en agua y se ... 'le ajusto .. _el:;.PH\entr.e 7 y 8 (volumen fi -i ··.,:.,.~--" ' ,· . ,' .. ' \ .. 
nal ele apco~imcid~~·crite~Cl::·1{rn,1f. Se tont~ron alícuotas ele las pro-

tcf nas a b'.:'t1·~.i·~::Jlf. ~. s:e .s:met.ieron a el e et\· ro fo !'es! s en una y dos 

_dimer1sio ?cs·í · as{'~:~( a fÍuorog ra f L.i. 

·· l!t~J·iiectroforesis en geles de poli.aL.ilamidil con D~S en 

una cllrneksi6n con gradiente.de 7-15 % de airilarnida. 
i 

Pará ~l an¡lisis por electroforesis en una dimensión ele las 
.1 

' ' proteinaf se emplearon las siguientes soluciones: 

Sol¿ciÓn de acrilamlda/bisacrilamida en proporción de 30:0.8 

% p/v. 

Tris-HCl o. 7 5 M con DSS 0.2 % .p H 8. 8. 

Tris-HCl 0.25 H con DSS 0.2 º' pH 6. B. "' 
TEllED 10 " I' IV. 'º 

PersulfaLo de amonio 12.5 ~ (se recomienda que este reactivo 

se prepare c.Jd,1 vez qttt' se V.J a 11sar). 

El. 9el ~;q>arador en ~¡radlcntc ele 7-15 ~~ se preparó como se 

i ndi.ca a con t.i.nuac.i.Ón: 

Solución 7 " "' Solución 15 ~¿ 

llcrJl / !3.i s 2.6 ml 5. 5 mJ. 

Tris-i!Cl O. 7S 11 1· DSS 2% pH 8. 8 5. ~ ml 5. 5 ml 

1\yu<l dcs.loni.1.:1 rl<i 2.9 tnl 

fflil:D JO ?,; 0.1 ml o .1 p¡] 

i) e i: ::.. (, í. , 1. 1 ( J ~ ( ~·_. . · !. ) ! 1 1 1 ¡ 1. 1 l ~· . '.:> . ! 1!, í ;¡11_ :i, l ni! 

,7 



rean las soluciones ·y se' colocan en los compartimentos de un for 

mador de'gradlcntes; La solución más concentrada en la salida.Se 

adiÚionan\i ff::r.126'\, el persulfato de amonio a c<1da compartimen­

to, se i:icif'é1~·~·i·1·~f:soL.íciones, se permite que los vasos se comun.i 

quen y. se°.i'Í1~6{~/Lr: formación del gradiente. El menisco formado 

en la ~i'~é:rse:;·:~()mpe con una capa 'de agua. 

El•. _gel condensador se preparó como se indica a. continuación: 

Vol umcn 

Acril/Bis l. 66 ml 

Tris-HCl O.ZSM + oss 2% pH 6.8 s.oo ml 

Agua desionizada 3.30 ml 

TEMED 10 º' "' 0.10 ml 

Persulfato de amonio 12.5 º' 0.10 ml "' 
El buffer de elctrodos est~ compuesto por trls-HCl 9.09 g , 

rilicina 43.2 g y DSS 1.5 g, pH 8.3 en ~n volumen final de 1.5 li 

tros. Lus m11estril:; rle protcÍ.nils contenidas en i1proximudilmenlc 

0.1 ml se me1:clill·on con el buffer de la muestra (tris 0.01 1-1,gli:_ 

cerol 10 ;; v/v, DSS O.J. i; p/v,J -mcrcaptoetanol l % v/v, azÚl 

de bromofenol 0,01?.5 ;~p/v)_. La mc1.cl.:i se ilgitó y ~;e hirvió durun 

te 1 mj nulo dcsp11é!' de lo cuul se <1pU.c(Í a la plilcil de e.l.ecl:rofo 

rcsis. La corricl.1 se efeeLuÓ ;1plicilndo una corriente constante 

de 17 mi\ <1 te111pcr.it:ui:;1 co11st;i11tc con baño de .:l\l"" corriente. 1\l 

finul.l1<1r la co1·rjrJ;1 (el colo1·a11tc marcador aprox.imacl.:imcnl.c 1 cm 

arrib~ d¡·l cxtrc111c1 inferior clcl gel), ~.e sacaron los u eles y se 

ti.flürOr! C011 li! ~;,j1jl!~CntC' .:~oJU(~iÓn: az(¡J. de <~OOf.~;l.~!~_i.e n-·250 Q,Q) ,J 



posterlormenl:e se lavaron con una solución de ácido acét.ico al 

7 % y metano! al JO % hasta que )as .band~s de proteína fueron vl 

si bles .• 

15:;.: É1ecGbfbresis>ei1 géfos en dos dimensiones • 
. · .. :i~.·.> '. / .. ··_··,·:.-.:._·::.~:\_:··-<-:' >< .··:·-', ' . . , t 

Para at.imeritá1,·l~'resolúcio11:en:lá separaclon de protcrnas 
i"<>·;·,..; 

se. adaptó eI an¡)Úsi.S p~r;cl-e.cj;i;Ofpresis en dos dimensiones rc-

·portado p()1. o/ Farrell (~~) >; 'due consiste en lo siguiente: las 

pro~éÍ~~~:~i··~~';eparan de acuerdb a su punto i.soeléctrico por clcc 

tr6e1~f()c¡ue en la primera dimensión y de acuerdo a su pe:;o nwlcc.l!. 

lar; por electroforesis en ·geles con DSS en 1.:1 scqunda dimcns.i.Ón. 

Para el elcctroenfoque en tubo se cmplcílron las sJgufcntes 

soluciones: 

Buffer A constituido por: 

Urea 9.5 M 

Anfolinas pH 3-10 al 2 % (p/v). 

_/>-mcrcuptoetanol al 5.% (p/v). "' 

lfoni.dct P-40 al 2 % (p/v). 

Solución B constl tui.da por: 

Acrilami.da 28. 38 % (p/v). 

Bls-acri.l;:ir.iida l. (,2 ?e; (p/v). 

Solución e: "" ·la !.iOluciÓn dc.l 5 no do, 

Soluc.i.Ón D: [:; la solución del c~todo, 

SolucJ Ó11 [ const.i.tu.i.da 1wr: 

Urca G 11 

1\ n fo l .in .-uJ p H 3-1 O .i J. l ~1~. 

H3ro,, o. 01 11. 

!I," OH O. O?. 11. 



BuffcrfconstituidÓ por 
· ... , ... ·. 

Tri~;_HCl. (fo'~ i;ÍpH::6.8 

oss! a¡·z~ % '.:'.;h: ·y; , . 
.A __ •~'~ C:~c6,?:~¡~~~;~~~1~~~·;,1l··~-· % 

GliceroL:al'':TO:: %~·: ··. · 

l ••/ •~:jJ~~i~;¡~~~~\ET g"' '.'.'" co'."í' d',. Lo,. '."be, de ,; 

.cirio usados ~~-,l~··'pr:i.me~a d:i.mens:i.on ten1an 3 mm de d:i.umctro y 13 

cm de l + i~•J$',~,{~y,,, ~ oo e ""' c oc6 + co "" " de o"' ", " 

enjuagaro·n •con:. ifgua,· ·,alcohol y se secaron,; 
! ,·,,: . ' 

· Parp'.prcp'áriir 5 ml · (7 tubos del gel ele clectrocnfoquc se 

m¿zcl aFpk {¡¡'s,;'Ú:gl!len'tes sol ucionc s seg C1n se ind.lca a continua -

ción: 

Solución B 0.665 ml 

Nonldct P-40 1.000 ml. 

Anf.oU.lhJ.S _pH . .3-1.0. , o._250 ml 

La mezcla anterior se agl lÓ husta que se cli.soldÓ lil urca y 

se aHaclfcron 20 micrulitros de pcrsulfuto de umonlo al 10 %, se 

dcacrc6 la solución y se ílíladicron 20 microlltrns de TE~ED íll 10 ~ 

·Con esta mezcla se llenaron los tubos, sclL1clos en su p.1rtc infc· 

ri.or con parafilm, se dejó libre aproxim;;rJ.11nc:nte J cm del gel al 

extremo del tubo. [1 menisco formado se rompí~ aíladicndo 10 mlcr~ 

Litros ri<~ .ir¡ua en lil superficie riel r¡cJ.. Una vei' que J.a mezcliJ ha 

gclifluudo se qu.lté> el pilr.-1film y lo~" tubo!i ~;e colocilr<Jil en t:.l 

L e del ;¡ r,¡_; o í.1 1 .<..•e t ¡ 1.1 .! t. Ú t.~ 1. ! ~;u d U e ¡ . ~ : .. , 1 ; : \, 1 i 
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e aron 

400 

resto de los tubos se 

D)¡con esta misma so­

los el cctroelos se co-

como se indica a 

minutos a 300 V y 60 minutos 

Despu&s de la prccorrida se quit6 la solución ele la cámara 

superio11 (cátodo), evitando el contacto con la superficie del 

gel. Se quit6 el buffer A y la soluci6n E y se lavó la parte sup~ 

rior del gel tres veces con 20 microl.i.'tros de a9ua cada vez. Se 

aplicó la mue5tra en un vol u111e11 de 20 -microli Lro :;· del buffer A 

y se afiadieron las siguientes soluciones en capas: 10 microlitros 

de solución E, soluci6n del cfitodo hasta llenar los tubos. El re­

cipi.cr.tc del e.]Lodo se llenó con el resto ele lil soludé111 D, Se 

conectaron los c:lcclrodos y se inic.LÓ la corrida cJe los 9el.es a -

400 V durante lR hora5, 

Al termin<1r lu corrí.da se sacaron los geles ele los tubos con 

la ayuda de u11a jc:rin\1a con ag Uil y se coloc<iron en parJ film pur-a 

f a e il i ta r su manir u la e i Ó n , Si se des e 6 a l. mil e en ar l. os fJ el es se p u.r::_ 

de hucerlo en el buffer F a -20°c despu(,s de dcjilr.los equil:i.br.:ir 

por 20 minutos. 

Para la segunda dimensión se colocó el 9cl en tubo (clcctr~ 

enfoque) sobre un gel en placa prepJracio. :;cu(111 ~e .inrli.ca en J.,1 

scccJÓn 14. La parte dr: i!pl.i caci.Ón de 1.1 111t1csl.ra <!1' pri.r.1cra dimen 

·. -. ! . : : . 1 ~ ¡ •' '.:: 
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a placa, 

por fluo~ografía. 

:: '. 

0

; :::: ::: :~":: .:'.~~;~f f:fdi'e~ ... ',•.·.-.:ª¡~b·:_•sjº;rr•f ·b;:e~:r\~:e;ilf :, :: :: :º: ::
1 

:;: : :: ; :: : 

ceso se realiza cori'·et.fi'r{ •Í- ,,, .- agua que contie11e el 

.gel. 

Posteriormente 5e Úi;1:~fhf; el gel a una soluc.ión de PPO 
- ··. ~ '.. . .... : .. : ·_··:: ::::. ~ - _. -. .· '. _: 

en DMSO al 27,5 % p/v;¡Jl!J;él,~tLtrés horas, después de lo cual se 
- - .. -- .- .,-, ---. - . : e:·:"~-:,··--" :· . -

pasan a un recipicríÚ}é()t1;)-agu~ clesionizada por dos horas más; f.!_ 
-.-; -... ~ ,~--, -,. 

nalmente el geL;se:ri'ofoCa;\()bre papel fil t:ro y se deja sccilr una 

hora en el secacJó~.,dri'.!leús-con .vado. 

Los• p a~pj<;1§iiJ:¿:n~~s se de ben e f ce tu ar en la o scu ri d il d: 

El gel seco se pone en contacto con unil pcl ÍcuL1, se pro te-

;c,-gc ... cle la-luz·~'-· so ... c¡Uil!'cfa. durante do~' il trG!; sem<111<1s Pn el rcfri­

gr,rador a -70°C. Transcurrido este l:.icmpo se sac<i.la pcl.fcula, 

se colocu en solución revc'-1 adura por 1111 1 apso tf¡, trr's minutos , 

después ele lo cua.l se enjU.1(Ju con a9ua y se trilu!;ficrc J un re-

c:ipip,ntc con soJ.11c.iÚ11 fj_jadora por t.res ndnuLos m5s; se ¡;11juau.:i 

nuevume11te con u\JUi.t y se puede proceder ul análisis de lus m<ln­

chas ele proteínas mureud<ls con 
14c. 
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IV 

R E S U L .T A D O S 

Debido a la impo_rtari,Úacque tiene el ligando en' la técnica 
.- ' .:_;,~,:<~. 

ele cromatografía d~ áfl~·j_d~d, se puso especial cui,claclo en la 

s.fntesis ·y caract~:;I'.zI~ii"~ de los intermediarios y de los liga~ 
dos que se emplear{~~ en 1 la columna ele cromatografía ele afinidad 

en este trabajo, 

Las reaccio.nes efectuadas en la obtención el.el ligando se e.!! 

qucmatizan .en la fig. 101 el 'c~do 2,4-diclorofenoxiacético se 

hace reaccionar con cloruro de tionilo para formar el cloruro del 

ácido, este Último a su vez reacciona con el complejo lisina-co-

bre en el cual los grupos alfa amino se encuentran complejando al 

cobre, en tanto que los epsilon amino se encuentran libres. El 

complejo 2,4-D-lisina-cobre obtenido en la reacción anterior .se ¡ 
• descompone al pasarle una corriente de ácido sulfhídrico ~n medio~ 

ácido riroduciendo el ligando 2, 4-D-lisina y como subproducto su!-

furo de cobre. La función del amin6ácido lisina es servir como 

brazo espaciador entre la auxina sintética 2,4-D y la matriz de 

la columna de afinidad .. El producto se purificó mediante recris-

talización ele etanol-acetona con un rendimiento de 35 % y se ca-

racterizÓ por punto de fusión y espectroscopia de I.R. y R.N.N. 

tal como se reportó an terior~ente .( 87). 

El acoplíl•iento se llevó a cabo poniendo a reaccionar el li 

gando con la Sefarosa activada con bromuro de cianógeno. La met~ 

dolog{a seguida en esto~ pasos se describió anteriormente. Las 

reacciones propuestas en el acoplamiento se esquematizan en la 
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fig'. 11'. P,~r~lé)_a"ctJyaclón--dela Sefarosa con bro¡nuro de cianó­

geno sq hti 'sut~f~icÍo i.-ilfa'r-mii6lón de dos productos: un carbama to 

inerte y ~_n}im{dpqa~bo~'ató ~ue reacciona posteriormente con el 

ligando cia-~do ;~~ga; a tres productos de la reacción de acopla -

miento: un deri~ado d~ isourea que segGn algunos autores es el 

producto principal( ), un imidocarbonato N sustituido y un car­

bamato N 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 aproximadamcn.tc cuarenta veces m.:iyor 

( al rendimiento reportado anteriormente por Vcnis (40), 

El decaimiento de la columna se siguió por un · periodo de 

cincuenta y cuatro dlas, midiéndose la cantidad de ligando que 

permanecía acoplado después de almacenar la Sefarosa en una solu 

ción acuosa de azida de sodio al 0.02 % a 7°C, Los resultados 

de la tabla II demuestran que la columna de afinidad es estable 

durante los primeros veintisiete dlas después de sintetizada y 

al final de este periodo decaé rapidamente. 

Debido a lo anterior se decidió buscar una reacción de aco-

plamicnto que diera una unión más estable entre el ligando y el 

soporte y se ·eligió la técnica de activación por oxidación con 

peryodato de sodio (89), Las reacciones propuestas se esquemati­

zan en la fig. 12. En esta técnica la Sefarosa se activa con peE 

yodato de sodio y el aldehído resultante (VI) se hace reaccionar 

con el ligando formando la base de Schiff (VII) y la carbinolam_!; 
. .... 

na (VIII) correspondientes. Posteriormente se adiciona borohidr~ 

ro de sodio para efectuar la reducción y obtener la amina (IX). 
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carbamato 

inerte 

imidocarbonato 

reactivo 

-0-C-llH----

carham~to H sustituido 
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Los resultados indica~ que el rendimiento obtenido por este mé­

todo es muGho menor (aproximadamente siete veces) al obtenido 

por el método de bromuro de cianógeno (tabla I), Esto concuerda 

con lo reportado en la literatura (89) 9e que los rendimientos 

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

farosa como soporte, Sin em~argo, se cncontr6 también que contra 

lo espc~~do, la columna decaía muy r5pidamente perdiéndose todo 

el ligando acoplado a los siete dfas de realizada la síntesis. 

[sto puede deberse a que las carbinolaminas (VIII) no se reduje­

ron en las condiciones experimentales usadas (96). 

En base a lo anterior se decidi6 usar la columpa de afinidad 

obtenida por el método de bromuro de. cian6geno dentro de los vein 

te dfas posteriores a su slntcsis. 

Para probar la especificidad de esta columna se hizo pasar a 

través de ella el sobrenadante posribosomal de coleoptilos de mafz 

preparados segGn se indica en la seeci6n de materiales y métodos. 

Se emplearon coleoptilos de m~{z ya qu~ sabe que éste es un teji-­

do blanco en la respuesta de. elongaci6n a auxina y se ha reporta­

do que ah{ existe una proteína affn posible receptor de auxinas 

( 84). 

En la fig. 13 se muestra el patr6n de las proteínas de mafz 

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

2,4-D de 0-50 mM, comparada con el patr6n obtenido en condiciones 

similares para la albúmina de suero bovino. Se puede observar que 

la fracci6n de proteínas de coleoptilos que se~retienen en la co­

lumna de cr~matografla de afinidad es h~terogénea; sin embargo , 
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ESPt:ClflCIO/,O OE LA COLUMi-lA fiE MIHl[)/>,0 
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b. if!,-'li-D) mM. 

FIGUHA 13 ESPECIFICIDAD DE LA COLUMlll\ OE .~FJllI01\IJ 

En csU1 f.i.gur.i se rnuestr;:i el pittrón de cluc.i.Ón ele protcJnJs 

f;] 

el el sobren a el¡¡ n 1; •: p o::; r .i. li,,::; o 111" J. el e e ole o p 1: i lo~. rl e m a [ z e J. 11 J d <t::; 

con un \Jl'iHJ.ienl:c el" 2,1¡-lJ ele 0-50 mil ct•mp;JL'itdi• con '.!.l. pJl:rÓn 

obtenido en condicionc!.i sindlcJtc:s en oLrd (:ul.tirnna de: dí.in.i 

J.o ~.e represcnl ;i por cL1·cu.lo~. C<'J'J'ildo::; y C!l de· aI!J{1r1.i.ri<1 por 
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la fracción ¡ÍrlncipaJ ,reqt.JJcre de concentraciones elevadas de 

2,4-D para ser Clufda. (48 mM), muy por encima de la concentración 

requerida para la eluciÓn de la albúmina unida inespcCÍficamente, 

para la que se necesitan aproximadamente 12 mM de 2,4-D. Se pensó 

que la albúmina de suero bovino, 4na proteína no vegetal que se 

une inespecíf~ca_mente a aux:i:nas podía ser un buen c~ntrol de la 

capacidad que tenía la columna para separar proteínas con diferen 

te afinidad a la auxina, ya que e~istc en la literatura un estu -

dio de Nurphy (97), según el cual la alb~mina podrla tom~rse como 

un posible receptor auxlnico si emplean los criterios de unión in 

vil4o y determinación de K0 para dicha asignación. Por tanto los 

resultados obtenidos indican que efectiv-amente la columna es ca­

paz de discriminar entre protelnas retenidas con distinta afini-

dad. 

En un intento por caracterizar el receptor de auxinas del so 

brenadante postribosomal de ejes embrionarios de maíz, bajo los 

parámetros usuales, se efectuaron diversos experimentos para de-

terminar la K0• Para esto se siguieron los m6todos descritos en 

la sección de materiales y m6todos, En experimentos preliminares 

se obtuvieron los resultados ~ue s~ muestran en la fig. 14 y que 

indican un valor de K0 del orden de 5 x l0- 6M , un valor que es 

del mismo orden de magnitud que los valores reportados en la lite 

ratura. Esta K0 se obtuvo a partir de los valores de la zona II 

de la curva de Scatchard. En la figura se observa que tiene una 

naturaleza bifásica a bajas concentraciones de 2,4-D (menores de 

20 nM de 2,4-D unido,, zonas I y II); la pendiente positiva de la 
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FIGURA 14 GRAFICA D~ SCATCHARD PARA DETERMINAR 

30 2,4 Dunido[nM/rn~ 
LA KD DEL CDMPLEJO RECEPTOR SOLUBLE-2,4-D 14c 

Se tom6 una alfcuoto del sobrenadante posribosomal de ejes embrionarios de ma!z y se le adi­

cion6 2,4-D 14c en concentraciones de 10-500 nM, se dejó equllibrar por 10 mlnutos, después 

de lo cual se satur6 con (NH 4 )2so4a una concentracl6n final de 75 %. Lns proteínas preciplt~ 

das se filtraron en membranas, las cuales una vez secns se colocaron en un vial con lfquldo 

de Dray para determinar la radiactividad unida. Cada punto es resultado de una detcrmlnaci6n 
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zona I se .ha interpretado como indicador~ de una coopcratividad 

positiva en la unión del 2,4-D al receptor, esta interpretaci6n 

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

Sin embargo, este experimento no pudo ser reproducido en inten-

tós posteriores ya que se obtuvieron resultados muy dispersos 

por lo que se decidió probar otros 'métodos para determinar la t<
0

, 

no obstante los resultados fueron negativos. Debido a lo anterior 

se trató ele determinar el tiempo de vicia media del complejo re -: 

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

~ tro no reportado en la literatura y que está determinado por la 

velocidad de disociación ele 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 decidi6 estudiar las protefnas del sobrenadante postribosomal 

de ejes embrionJrios ele mafz que eran retenidas en la columna de 

afinidad. Se eligió este 6rgano ya que e~ uno de los que mejor 

responde a auxinas en el proceso de desdiferenciaciÓn para la 

formaci6n de callos y se rsperaría encontrar en 61 un receptor 

auxínico si es que las auxinas participan directamente en este 

proceso. Para ello se pusieron a imblbir los ejes embririnarios 

de maíz en un buffer con mezcla de aminoácidos marcados con 14c. 

Se aisló el sobrenadante postribosomal, el cual se pasó a través 

de columnas de afinidad. Las proteínas retenidas se eluyeron con 

gradientes de 0-50 mM ~e los siguientes compuestos con actividad 

auxÍnlca: AIA (la auxina natural) y los an5logos sintéticos 2,4-D 
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DETERMINACION DEL Tl~MPO DE VI DA MEDIA 
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FIGURA 15 DETERMINACION DEL TIEMPO 

CEPTOn SOLUBLE 2,4-D 14c. 

• 

3 4 5 

TIEMPO (min.) 
DE VIDA MEDIA DEL COMPLEJO RE 

Se tom6 una muestra del sobrenadante posribosomal de ejes embrio 

narios de malz y se le adieion6 2,4-D 14c en una concentraci6n d~ 
apro~imadamcnte 2 x 10- 6 M, se dej6 equilibrar por aproxim~damente 
2 horas y se dividi6 en dos fracciones,a una de las cuales se le 

aRadi6 2,4-D sin marca quinientas veces m5s concentrado y aila 

otra se le dejo como control(tiempo eero),A los intervalos de 

tiempo indicados se tomaron alfcuotas de ambas fraccioncs;se pa­

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

minuto,se secaron y se dclermin6 la radiactividad unida.La radiae 

tividad del control se tom6 como 100 %.Los puntos repre~cntados 
por rombos,c1rculos y tri5ngulos son de experimentos distintos. 



~· 

ANA yMCPP (esteÚltimo sintetizado para este propósito). Los rE_ 

má1z) cfectivamcn-sul tados .rndican~quci los' ejes embrio.narios de 
• > . -~-: _- -' -' -:: :_: ·--~'.;·. ~'. ~: }~ ::~::.~·; -~-~> :,::; :_: ·:~-'\ 

te poseen/p'r.,otéinas dc':iinión especffica a auxinas. Los patrones 
·;·:: :--~; .. 

de ~lJci~ók~~~X~'.~'é;~t'f~~ en las figuras 16-19. Como se puede obsc.'..'.. 

var eipat~~ni cI~~Í~ci.Ón>fue similar tanto para la auxina nallva 

como para los áriálog~s sintéticos, encontrándose princl.palmentc 

dos picos, uno de baja afinidad llamado pico I ~ otro de mayor 

afinid~~ denominado pico II. 

Sin embargo, la concentración de cada análogo requerida pa-

ra eluir cada pico fue diferente según se .indica en la tabla III. 

! Como puede observarse el pico I presenta mayor afinidad por el 

AIA que por las auxin~s sintéticas; sin embargo, é5tas no mues -

tran grandes diferencias entre sf para.la elución de este pico. 

Estos resultados nos sugieren que en esta fracción se encuentran 

protefnas involucradas directamente en el metabolismo de AIA. En 

el pico II se obscrvah mayores diferencias respecto a las conccn 

traciones requ~ridas para las distintas auxinas p~obadas. Las pr~ 

tefnas de esta fracción requieren de menor e6neentraeión de NCPP 

que de· la auxina natural para ser el uf das (tabla III), en tanto 

que para los otros análogos 2,4-D y ANA se requie~en concentraci~ 

ncs respectivamente .mayores. Este orden de elución est5 direc~a-

mente correlacionado con la capacidad que tienen estos compuestos 

para inducir y mantener callos de mafz (4,5) y pudiera ser un in-

rlicador de la diferente afinid~d de estas protefnas por dichos 

análogos. 
... 

Las protefnas retenidas en l~ columna de afinidad se somctic 
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PATRON DE ELUCION DE LA COLUMNA DE AFINIDAD CON 2,4-D COMO ELUYENTE 

A 
595 

nm. cpm [2,4-D] mM. 

0.10 I lI 1000 50 

500 25 

;>NO . , : 
. de fracc1on : 

Fig 6 Proteína O , Radiactividad en cpm. A. 

FIGURA 16 PATRON DE ELUCION DE LAS PROTEiNAS POSRIBOSOMALES DE 

EJES EMBRIONARIOS DE NAIZ RETENIDAS E~ LA COLUMNA DE AFINIDAD Y 

ELUIDAS CON 2,4-D. 

Los ejes embrionLlrios de ma1z se pusieron a imbibir en presencia 
, 14 , ' 

de mezcla de aminoacidos C despues de lo cual se obtuvo el so-

brenadante posribosomal.el cual se puso en contacto con la colum 

na de afinidad. Las protef nas retenidas en la columna se eluyeron 

con un gradiente de 0-50 mH de 2,4-D. Las fracciones que cante -

nian los picos de protc1nas se precipitaron con ATA, se resuspe~ 

dieron y se sometieron a análisis en electroforesis. 
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FIGUH,\ 18 Pi\THOll DE ELUCTOil DE LAS PílOTCTllf\S POSHIOOSOl-11\LES DE 

EJES Ei1lllll01L\ll [OS DE tll\IZ Hl:T[lllDAS CM LA COLUMll1\ DE i\FJHlDAD Y 

EL \JID1\S C 011 1\1 I ,\. 
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Los ejes embrionarios ele malz se pusieron n lmbll1ir en presencia 
J 1+ de mezcl.1 de ar.i.inof1uldos C, clespué,s de lo cual ~;e obtuvo el so 

brcnadantc posr.Lboson1.i.I. e.1 cua.I se puso en con Lile Lo con la col um 

na de afinidad. Li!5 p1·01:c.f.nas reLcnid<1c. en Ja coJ11mn.:i se cluyc -

ron con un r¡r.1clicnl:c de 0-50"1t1l·I ele 1\111\. L.1s fracciones que contE_ 

n:lan Jos p.ir:os de pro tcS.nas se prcclpi. L<1ron ~ün 1\1 fl, se resuspe~ 
,dicr(Jn y se somct.ie1·011 J ariidls.i.~ en e.lecl:roforr:~ . .L~. 
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fICUlii\ l? P1\TIHHI DE ELUCJOJI 0[ Li\S l'llOTEilli\5 POSHTIJO!JOtli\L[S DE 

EJES El.Jllll] Oilr\HTOS DJ: M1\JZ HJ:TEllllMS Ell Lr\ COLUíJM¡\ DE 1\FJJJJD¡\I) y 

ELljJDi\5 COJI r\Ii\, 

Los e j es e 111 l ll· lo n u r 1 o !; de m a 1 z se p u !; Je ron a i m lú b .i r en p re se ne la 

de mezcla de <1m:lnof1c.irlos 
14c después de lo cual se obtuvo el so­

bren<1d<lnle posr.i.bo<.om<1l el cu;:¡J se ¡it1so en co11tac Lo con la colum 

n;¡ de ¡¡f i.nJd;id. Las pt·ot.c{nas re tcnidiis se cluycrc.n co11 un ~1rad:lc!.1_ 

te de 0-~;o mH de t\lr\, Las fracciones qu" co11l.c;i.fa11 lo!; plros de -

prote1na!; se prcrip.i Laron con i\T1\ 1 se re.sus¡H,rHJ.lcron y se: sometic 

ron a anf1l.i.!j.i.s en cJ C!Cl.roforc:!>l!.1. 



TABLA III 

COl·1CEIHHACIOl1CS DE /\uxrMAS HEQ.UrnrÓ1\S PAHA ELUIH LAS PHOTEI!li\S 

. DEL SOBHEili\DANTE POSll IBOSOMAL D(.E:JES ENÉIH I Otl1\H I OS DE llAI Z RE TE­

NIDAS EN LA C-OLUNNA DE AFINIDAD. 

ELUYE!HES 

AIA MCPP AllA 

-----·------·---------
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PICO I 34. 3 mt·I 39.0 mM 3 B. 5 ml·I 38.5 ml-I 

··-,· 
PICO II 46. 5 mil 48.0 m!-1 45. 5 mil 50. O mil 

Las concentraciollcs de lus disll.11las auxi.nas requcridus p<Jra <'lutr 

las proteínas de los picos I y 11 de los ejes cm~rinnurios de mafz 

se indicun en esta tabL:i (fi9ur;1s l.G-.1.9). 



ron a un análisis electroforético erÍ·g_eles de po1iaqrÜamida en 

g·radiente de 7~15 % donÓSS-yisc·olituvici:on su~jiuorograffas , 
--- --

Los resultados se muestran en los ~squenías de las figuras 20 y 

21 y corresponden a los picos de eluci6rr con 2,4-D y MCPP respe~ 

tivamente. Como puede observarse en esto~ patrones as{ como en 

las fluorograffas correspondientes, las fracciones analizadas 

son heterogéneas, Basándose en protefnas estándar de peso mole-

eular conocido, ver sección de materiales y mP.todos, se hizo la 

~ asignaci6n del peso molecular de las bandas. proteicas de los P! 

! CDS de eluci6n. Se puede observar que entre las proteínas más 

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 necesario seRalar que de las pro-

-tefnas antes mencionadas la mayorfa son comunes a los dos picos 

de eluci6n, sin embargo, las de 84 000, 63 000, 50 000 y la de 

24 000 daltones de peso molecular son caracterfsticas del .pico 

de mayor afinidad (lI). Sería de esperarse que entre las protei 

nas de mayor afinidad (pico 11) se encontrara el_ receptor de a~ 

xinas as{ como las proteínas involucradas en el metabolismo de 

estos compuestos sintéticos. La caracterizaci6n de cada una de 

estas protcfnas requiere de estudios adicionales. 

Como ya se mencionó anteriormente, en estudios previos se 

ha demostrado que el MCPP asf como otras auxinas sintéticas pro-

ducen un fenómeno de desdiferenciación en tejidos de mafz en el 
... 

que a partir de un tejido organizado producen callos. El eje ern-

brionario de maf z es uno de los Órganos que forman callos más 
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AZUL DE COOMASSIE 

FIGURA 20 PERíIL ELECTROFORETICO DE LOS PICOS I Y II DE LA COLUM 

llA DE AFIIHDAD ELUIDOS con 2, 4-D. 
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Las fracciones de la columna de afinidad que contenlan los picos 

I y II ~e precipitaron con ATA, se resuspendieron y· se analizaron 

mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en gradiente 

de 7-15 %. El esquema seRala el patr6n de tinei6n de dichas pro­

tefnas con azGl de Coomassie, asl como el patr6n de protelnas e~ 

tiii1dar de peso molecular conocido (llo se anexan 1 as fotograflas 

debido a que la cantidad de proteína fue tan pequeRa que no fue 

posible obtenerlas). 
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~ZUL DE COOMASSIE 

FIGUílA 21 PERFIL ELECTROFORETICO DE LOS PICOS I Y II DE LA COLUM 

NA DE AFINIDAD ELUIDOS CON MCPP. 

Las fracciones de la columna de afinidad que contenfan los picos 

I y II se precip,itaron con ATA, se resuspcndieron y se analizaron 

mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en gradiente 

de 7-15 %. El esqumema seRala el patrbn de tincibn de dichas pro-

tefnas con azGl de Coomassie, as{ como el patrbn de ~rote{nas e~ 

tilndar de peso molecular conocido(llo se Jncxan las fologra:fas 

debido a que la protefna no fue suficiente p;:ira obtenerlas) •• 



más eficientemente (4,5). 

El mecanismo de acci6n molecular del MCPP en este proceso 

de desdifcrenciaciÓn se esperaría que tuviera una estrecha rela­

ción ·con el efecto de auxinas sobre la transcripción y/o proces~ 

minnto de las mol6culas transcritas, lo que se reflejaría en el 

patr6n de proteínas sintr.tizadas. s'erfa de esperarse que en este 

proceso participaran alguna(s) de la(s) proteína(s) de alta afl-

nidad por auxinas entre las que podría encontrarse el receptor. 

Por esto, se estudió el efecto del -r.tCPP eQ la incorporaciÓ.n de 

, . 14c l ' ~ .aminoacidos marcados con en as prote1nas sintetizadas duran 
! 

te las pri~cras horas de la germinaci6n en ejes nmbrionarios de 

maíz. Se encontró que esta auxina sint6tica provoca un aumento 

en la incorporaci6n de aminoácidos marcados con 14c en las pr~ 

tcfnas del sobrenadantc postribosomal sin alterar las pozas de 

aminoácidos (tabla IV). 

Bu"scando si esta di fercncia en incorporación se debía a que 

aumentaba en general la cantidad de proteínas sintetizadas o bien 

si se debfa a una alteración de ciertas proteínas específicas de 

entre el total, se hizo el análisis elcctrofor6tico bidimensional 

de dichas proteínas, que se sintetizaron en presencia de MCPP y 

se compararon con las proteína; sintetizadas en ese mismo perlo-

do en ausencia de la auxlna. Los resultados se muestran en las 

figuras 22 y 23 y corresponden a las fluorograffas de- las pro -

teínas control y de las proteínas sintetizadas en presencia de 

5 mg/l de MCPP respectivamente. Como se puede observar, el MCPP 

produce cambios cuantitativos de algunas protcfnas específicas, 



TABLA IV 

IHCORPORACION DE ANINOAClDOS 14c EN LAS.PRDTEIHAS SINTETIZADAS 

DURANTE LAS PRIHEílAS HORAS DE INBIBICION EH EJES EMBRIONARIOS 

DE MAIZ 

Tratamiento cpm/ mg ·de proteína 

Control 151 585 

+ 5 mg/l de l-ICPP 211¡ 181 

Nota: Con el fÍn de observar si .la dJfcrene.i.u c11 lncorporaciÓ11 

se debla ¡¡ que la poza de amJno5c.iclo:; se hubiera al te1-;1do por 

el tratamiento con NCPP, se midieron 6stas y resultaron slmil~ 

res p o r 1 o q u e l a rU. f r'1' e 11 e i a en l 11 e o r p o r a e i. Ó 11 s .l es s .i '.! ni f .le a -

tiva, aumc11t,1nrlo un 41 ~.:. 
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FIGUR/\ 22 FLU.OROGRAFII\ DE L/\S PROTEillAS DEL S013REM/\DAMTE POSRISO 

SOMAL DE E:JE.S CÍ•1BHIOMARIOS DE M/\.IZ SHITCTIZ1\D1\S EM PflESEllCI/\ DE 

MCPP. 

,Los ejes ümbriunuri.os de semillas de m,1fz se pusieron a i.mbib.i r 

clurilntc 21¡. horJs en ¡HcsPnciu ele 'í rnq/l rlc 1.JC'Pl'.fl(' 1:•!.> lR-;'lf 1¡,,_ 

l'J~· -:-;e_.LC~i dit} _1.1_n ·pul::;,o_ Cl1Jt _iiH~ .. :clr.1 d:· ol!llno:H:i:_iu~, ' L .. Ll !_,oi1r1,.r1.: 

d.:i11tc po»r.i bosom<il se an.JlJ . .cÓ por cJe....:,1:oforc!;i:; un dos d i1ncn,,í.o. 

11cs y :;¡e obtuvo 1.1 _fiuorografJa corrc~;pondi1 .. '.rii l~. 
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FIGUl1A 23 FLUOROGll1\FIA DE LAS PllOTElllAS D[L SOBR[ll<\D1\llTE POSliIOO­

SOMAL DE EJES EMBRIONARIOS DE MAIZ (CONTROL). 

Los ejes embrion<Jr.ios de semillas de maíz se pus.i.c•run a irnhibir 

durante ?L¡. horas. De las 18-21+ hor.1s se les diÓ un pulso de amino 
, • .J lf 
ac 1.do5 c. [.l. sohrenadu11l.c posrlliosom.il se a11;d .i.1é, r.icdiante ele E_ 

1;rofor1:s.i s en do~; dimensiones y se obtuvo la f.l uornq i:afÍa coi·res­

pondlcr1lr:. 



~· 

- - -- - .. - --~-: ~ --, 
algunas áumenf.:in e.n. relacion ,al ccontrol, en contraste otras pro-

tefnas mostra~on d{smlnu~.iéri de la marca e incluso se ha encon -
'~--.'.-.'.><<· .. -.;:- 'i .. ·.> 

trado una .in_vér.sion de la incorporación entre dos proteínas; es-

tos cambios se indican en las fluorograffas mediante flechas r.o­

jas, .El MCPP produce también cambios cualitativoi del patrón ele~ 

troforético ya que se puede pbservar aparición de algunas pro-

tcfnas y la desaparición de otras en relación al C?ntrol; estos 

cambios se indican en las fluorograflas por flechas azules. 

En base a los resultados anteriores r tratando de saber ' mas 

f acerca de las proteínas del sobrenadantc postribosomal alteradas 

por esta auxina sintética se decidió estudl~r la afinidad de es-

tas proteínas por el ligando de la colum~a de cromatografía de 

afinidad. Para ello se reprodujeron los experimentos anteriores 

y el sobrcnadante postribosomal con las proteínas marcadas se P! 

sÓ.por la columria.cie afinidad. En la figura 24 se muestra el aná 

lisis eJectroforético bidimensional de las protclnas que no se 

retuvieron en la columna de afinidad y en la fig. 25 se muestra 

la fluorograffa correspondiente al análisis electroforético en 

una dimensión de las proteínas retenidas en la columna de afini-

dad y elu{das de la misma mediante lavados sucesivos con conccn-

tracioncs crecientes de 2, 4-D -(15, 30 y 50 mf·f). El análisis de 

dichos resultados indica que algunas de las protcf nas alteradas 

por· el tratamiento ~on MCPP tienen alta afinidad por las auxinas 

sintéticas y corresponde a las analizadas previamente en la co -

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

las flechas verdes. 



FIGUHA 21; FLUOHOGllAFI1\ DE L1\S PROTElNAS DEL COl!TllOL QUE 110 SE 

ílnuvirno11 .EH LA COLUMMA bE AFillIDAD •. 

100. 

Los ejes embrionarios de semillas de maíz se pusieron a imbibir 

durante 2~ horas. De las 18-24 horas se les di6 un pulso de ami 

no5cidos 14c. El sobrcnadantc pbsribosomal se pas6 a'trav~s de 

uha columna de afini.dad. Las prott:Ínas que no se retuvieron se 

analizaron medL1nle electroforesis vn do_s dimensiones y se ob­

tuvo su fluorogrílfla. 
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FIGURA 25 FLUOROGRAFIA DEL AHALISIS ELECTROFORETICO EH UHA DI 
MEllSIOM DE LAS PHOTEIHAS HETEIHDAS rn LA COLUMll1\ DI: 1\FilllD1\D. 
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Los ejes embrionarios de semi.ll.:1s de m;:¡fz :;e pus_i_cron a .inild.bir 

durante 24 horils.De las 18-Zlf horas se les diÓ un pulso con rncz 

1 J j ' · 1 d 11fc 1-1· t 1 · 1 · -1 e a re am .noacicos marca 00 con .. :_ !JO 11.'ClliJC dt1Le posrJ JO!jUIJli1 

se pas6 a trílv6s de unn columníl de ¡¡flnldíld co11 ?,4-D-llsina co­

mo lig<llldo. Las proteínas rct;~cnidilS se el.uycrnn de: lu colli1mna 

, mcdiuntc luvados sucesivos con conccntrucloncs crecientes de -

2 , 11.- D (J 5 , JO y 5 O m M ) , L a s pro t rd. n J s d e J o ~; l. " \'" · 1 n :; !; " p J '<: c.i p i. -

: ..:i11111 1!0J1 -.\T:\~ ~i(~ ¡·:..·:;1-1spcni!Jt:i;-u11 y !~1..! .ii:.t1 i/d1·,¡;1 i !",Jl
0

il"" 

i'C 315 en ~¡r .:Hi 1 ente!> de poJ 1. ilf~ r i.J ilm i. fid 7 ·· l 5 ~·º y :>1· (J¡, 1; 11 vo !:U fl un 

I'O(Jl'il f L1. 
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D I S C U S I O N 

Como ya se mencionó anteriormepte la mayoría de los inves-

tigadorcs que h~n realizado estudios tendientes a establecer el 

mecanismo de acción de auxinas lo han hecho en tejjdos que res­

ponden con elongación a estos fitorregulndores (6, 52, 53), As.:!:_ 

~,mismo se ha propuesto que las auxinas al igual que otros fitorre 
! 

gu.ladores ejercen su acción f isiolÓgica mediante la interacción 

inici~l con receptor~s celulares específicos. La aproximación m~ 

todolÓgica m5s usada incluye estudios de unión in vll4o y requi~ 

re que el posible receptor presente características de especifi­

cidad de unión y afinidad consistentes con la actividad de la au 

xfna probada in vivo (52,53). Sin cm6argo existen un gran nGme-

ro de limitaciones metodológicas tales como la estabilidad del 

posible receptor contra la acción de protcasas, su estabilidad 

y actividad a distintos pH's y temperaturas, su baja afinidad 

por el ligando, etc; por lo que por lo general las K0
1 s para es­

tos fitorreguladorcs son mayores que para las hormonas animales. 

Esto ha hecho que los grupos de investigadores involucrados en 

este problema no hayan avanzado en la elaboración de un modelo 

para explicar el mecanismo de acción de las auxinas. 

La relevancia de~ presente trabajo es que ofrece otra mane­

ra de abordar el estudio del mecanismo ~e acción aux[nica, abricn 

do un gran n¿m~ro de posibilidades ~usccptibles de ser probadas 

en el laboratorio. Est~ nueva aproximación se basa en el an5lisis 

Jtn. 



a nivel "mol'~¿;J.ar:dCl efecto dp estos fftofreg~ladorcs en embrio 
~<_''._,_:,:,._-~-:.....-..;'-- " ~'·'.-o-·~.:..:::~,~- . -, ,. ~· 

ncs de-maii'i-~~tari¿16'f1~,:qav~~t~Úzar c.ldentificar las protcf-

-nas inJo{G:~J~·d.;~,i~$:~j*¡fo~!r~idb{6'n dri a u xi nas. Es te orga no responde 

a la-~ 'aJ~iW~s';~~'(;;~'-~j_';;¿f-~f~~iándose (al tcrando el patrón de protcl_ 
·"1º~c-;,\,o,:·.--~~..'E. -~:\'..;~·.:~:;(?~ ;. ~ 

nas sinteúi~élá~.)\~h;rii> ~ediantc la respuesta clásica de elonga-
, - _·. _- .. -.:--0 :_::· _,_ •. ::¡--:·:'.:_,~< .·-~---- - ,' 

cion celular.< De':cst,a\manera este organo nos ofrece un muy buen 

modelo de est~di() ~f1'el: que la respuesta predominante es la re­

gulación de la expre.sión genética por auxinas. 

La primera aproximac.iÓn al problema ,siguió los lineal]lientos 
~· 

¡· clásicoR de identificar al posible receptor de auxinas en base 

a sus caractcrfsticas de unión a auxinas in vii~o. En experime~ 

tos preliminares se obtuvo una K0 con un valor aproximado de Sx 

l0- 6 N. Este orden de afinidad es similar al determinado en estu­

dios anteriores de receptores au;fnicos (52,53). Asimismo la gr! 

f~ca de Scatchatd sugiere que a bajas concentraciones de auxinas 

la proteína· receptora experimenta una coopcratividad positiva en 

su unión a la auxina. Sin embargo esta gr5fica no se pudo rcpro-

ducir en experimentos posteriores debido a que los resultados 

presentaron una gran dispersión por la baja radiactividad cspc­

cffica del 2,4-D disponible. Una explicación de este hecho rcsi 

de en que el valor del tiempo de vida media del complejo rccep­

tor-2,4-D 14c determinado por su velocidad de disociaclÓn fig. 

15 es muy pequeño. Este par5metro no esta reportado en la lite-

ratura y nos indica que para disminuir la unión incspecffica por 

lavados (la unión ine;pccf ficíl contribuye a la variabilidad de 

los rcsul tados), se requiere que el .tiempo en que el complejo se 
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encuentre bajo .. condic.ioncs de no equilibrio n.o rebase 15 % del 

valor dcl· PclllP\> de vida· media, para evit<1r que se pierda más 

-· '·. ,·;,-·. ·.:.·:c~.\;i:{.·:~,.,.~ ·':. '.."< . ! ~;-. ":'.,. ·"., ·-· 

eion.cs.~:x,~.b.[~\{~~t~N~~,~%~tt~~~~~~-~;,{(~'.Ll~crto cie.~di.nicntas v::cs del -
2,4-D s1n.marca.·iiir~spc.cto•éa··'1:a·concentrac1on de 2,4-D C, pilra 

- • -
0

~~ - ~--- ';_ :~~,-:~:~,:.~~~'.,~i;:~~:'.::~:~~~~:~·~i+;~,:f~j~~j¡~;i/?~~.'.~:;~~:~;;·::·: ?~:. -- :.:-.- '._-.·. 1 . 

eliminar la.·unió·n}ijl'e.s'pecífica) se obtiene un tiempo ele vida me 
-.·;_: ),<:',--",'"·· ·:···)• ,._,~·-' - ' • 

dia de 4.6 ~i~t·~1/~) 
1

dichas condiciones se usaron tamf;ién en la 

detcrmina~ión de l'a 1( 0• Este rcsul ta do indica que el tiempo pu­

ra trabajar en condiciones de no equilibriq en la determinación 
~· 

/ de. la 1< 0 debeda ser ele 41 segundos y lus facilidades técnicas 

dispcniblcs hacen muy diffcil trabajar bajo estas. condiciones. 

Como se puede observur esta manera de abordar el problema prcse~ 

ta muchas limitaciones y no permite avanzar m5s all5 de lo que 

se ha logrado a la fecha. 

Otra aproximación en el estudio del mecanismo de acción de 

las auxinas que pudiera dar mejores resultados es el an5lisls de 

las proteínas alteradas por dichos fitorreguladores. 

En estudios efectuados anteriormente en nuestro laboratorio, 

en los que se trataba ele optimizar el medio pura inducir callos 

clc·mufz, empleando lus auxinas sint5tieas 2,4-D y NCPP a distin­

tas eoneentracloncs (2, 6, 10 y 20 mg./l ), se encontró que los e~ 

br!ones eran la mejor fuente y que el MCPP es más cflclente que 

el 2,4-D en todas las concentrJeioncs probadas, siendo la conce~ 

tración ÓptimJ pura el MCPP de 6 mg/l. A concentraciones mayores 

y menores de esta Juxl~a sintética la respuesta disminuye (4). 

En base a lo anterior en este trabajo se estudió el efecto 



! 
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del MCPP en .las proteJ.nas ~~-~t~~~izaclas en ejes embdonarios ele 

maíz, 'por lo' quc;·•sdfag;~~g6(iÚ;ta-:aux.ina en· el medio de incuba -
- .·:'_:. ~ _'-=..._·_• ,- ~- • -"'o-·'-\-"-----"'··:: ·- -.- < 

ción. La con~cntrilcióll·il~ l·lcJlP<e~pleada fue de 5 mg/l, muy cer­

cana ~i Ópti~~ ~bte~·icfo~-rí!iri~1l1ducción en los estudios antcrio 

res. El. tiempo en que se estudió la respuesta fue de las _18-24 

horas de imbibición. Se eligió est6 lapso de tiempo ya que en 

experimentos anteriores efectuados en nuestro labora{orio se ha 

bia encontrado que la transcripción de ARNm de no~o es importafl 

te a partir de este periodo ('Hrl. Si. se pro¡rnne que las auxinas 

regulan la transcripción y/o traducción, 6stc serfa un periodo 

adecuado. Por otra parte tambi6n en cx~erimentos efectuados íln-

teriormente se observó que al aplicar pulsos de NCPP a embriones 

de mafz a distintos periodos de tiempo, depletánclolos despu6s de 

la auxina, la inducción de callos se volvía irreversible en es-

te periodo(fod. De esta manera este lapso de tiempo en que se 

estudia el efecto del MCPP nos permite observar los efectos bio 

químicos primarios antes de que se manifiesten los cambios fisi~ 

lógicos, para los cuales es necesario dejar transcurrir más ticm 

po. 

Los resultados obtenidos indican que el 1-!CPP aumenta L1 .i.11 

· ' d · ' · d · d · 14c 1 ' corporacJ.on e am1noac1 os marca os con en as proteJ.nas re 

ci6n sintetizadas (tabla IV). Para explicar este incremento en 

la incorporación de aminoácidos existen varias posibilidades: 

que haya aumentado la síntesis total de las mismas protefnas P! 

~a las que habfa los hílNm correspondientes, o bien que haya ha-
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bido un cambio en~el patrón de l~s ~~ot~{~as sint~tizadas (~a~ 

bio cua11"'td.t:1y'.~Jlt~2f_~~<l,ii>16'~fru:i::idÜI' entre amba.s. posibilida·· 

des se hÚ~.ü~·;~~~h'~t;)~{~C:{;~féí~'ético de las protcfnas sinte­

tizadas y se~;iR¿~fJ~~1~~i~~fa;1-.'f1érr 'pro duce cambios cúanti tat i vos 

as{ como cuaT_Hativ'osÚEstos cambios pueden deberse a una esti.-
, - .... ,,: :- ·:\·--:;.;:.:;;;~s:;·¡·/' -- ·. -· , 

mulaciÓh selecfiv~<~·;¡·i~ traducción de ciertos ARHm' existen 

evidencias en'.Ú1 literatura que apoyan esta posibilidad( 

Otra posibilidad serfa que se estimule la transcripción selcpt! 

;j. va de ciertos ARMm' de lo cual también existen ci.crtas cviden-

cias (3~~SJYY ); sin embargo resulta difícil de explicar todos 

los cambios observados en los patrones electroforbticos por es~ 

tos mecanismos y queda aGn la posibilid~d de que la auxina pro­

voque además la modificación post traduccional de ciertas pro -

tclnas modificando su carga y por tanto su localización en los 

geles de .clcctroforésis , lo que explicaría que unas manchas d~ 

saparccicran y otras aparecieran en el fluorograma bidlmensio -

n?l. Al respecto resultados preliminarc~ en nuestro laboratorio 

sugieren que el ~CPP influye en la fosforilaciÓn de algunas de 

las proteínas sintetizadas durante las primeras horas de la gci 

minación en malz (too). En este scritido se podría plantear un 

mecanismo de acción en cascada en el que alguno de los ARN mo-. m 

dificacto por la auxina codifique ~ara alguna cina~a que fosfori 

larla otras protelnas desatando as{ una serie de cambios sucesi 

vos ). 

Con el f{n d¿ saber un poco "más acerca dc~las protelna~ 

~intetizactas en ejes c~brionarios de ma{z durante las primeras 



horus de la gc1:minació.n, se dccidi~ prcparur collimnus de cromuto 

se esperada que ¿l,p~~ibi~' r(')eept~; tuvi~ra una alta afini.dacl por 

este ligando y de é'st.r~f~ri'riraquedara retenido .en la columna. Las 

proteínas retenidas ·en la columna de afinidad se .eluycron con gr.!! 

dientes de auxina de O - 50 mM (comd eluyentes se emplearon l~ a~ 

xina natural AIA y las auxi.nas sintéticas AMA, 2,4-D 'Y tlCPP). Se 

observó que entre las protcfnas retenidas se enconiraban ulgunas 

de las que se habfan visto alterad¡¡s por el MCPP (figuras ~7-29). 

~· / 'La fracci6n de proteÍnils retenidas CC\n mayor afinidad a la colum 

na, es decir aquellas. que requieren de mayor concentración de au 

xina para eluirse, resultó ser heterog~nca, Lo anterior puede ex 

plicarse si se considera que dentro de esta fracción podrfan en-

contrarsc tanto el posible rAccptor auxfni.co como las proteínas 

involucradas en el metabolismo de las auxinas~ Por otra parte r! 

sulta muy interesante que la cantidad de algunas de estas protc! 

nas estén reguladas por esta auxina. As{ pudiera ser que la aux! 

na Asti.rnulc la síntesis de dichas protcfnas o bien que inhiba EU 

degradación porque las estabilice al unirse con ellas o bien que 

modifique su compartamentalización, Por otra parte el orden de 

afinidad, determinado corno la .concentración de auxina necesaria 

para eluir las protefnas retenidas en la columna de afinidad, e~ 

rrelaciona con la actividad ele estos compuc~tos en la inducción 

y mantenimiento de callos de ma1z, lo cual apoya el papel de es 

tas protcfnas en la in~ueciÓn de callos de mafz. 

En base~ los resultados obtenidos en el presente trabajo 
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se perciben nuevas pos:i.bÚidaie~~ ~¡;a·.r~ ~bordar el· estud1o del me-
:--·.: 

canismo de acción auxlnico, Por. u~~ parte es necesario estable -

cer el o los niveles de regulación-de la expresión gen6tlca en 

el modelo estudiado. Por otra parte se debe intentar identificar 

las protelnas retenidas con mayor afinid~d en la columna. Si co. 

mo ya se mencionó se propone que entre estas proteínas se encuen 

tra el receptor asl como las proteínas involucradas en el metabo 

lismo de las auxinas deberían separarse y caracterizarse midien­

do las actividades enzim6ticas respectivas,. ya reportadas en la 

literatura. De esta manera se podría ir discriminando entre los 

posibles candidatos a receptor auxlnico. 

/O'i 



Con el usio nes: 

1 )Se encontfó en el sobrenadantc posribosomal de ejes cm -

brionarios de maíz una fracción proteica con alta afinidad por 

la auxina sint6tica 2,4-D,que diÓ ~n estudios preliminares un va 
. -6 

lor aproximado· de K0 de 5 x 10 M y que tiene una velocidad de 

disociación ~uy r5pida. Adem5s se sugiere de acue~do a los cstu-

dios preliminares de K0 (gr5fica de Scat~hard),quc la fracción. 

~ prote!ca interacciona con el 2,4-íl 14c mediante una cooperativi-

dad positiva. 

2)El MCPP produce un incremento en la incorporación de mor 

ca en las proteínas sintetizadas durante las primeras horas de 

la germinación~ El incremento se debe tanto a alteraciones cuan-

titativas como cualitativas de las proteínas sintetizadas. Entre 

las proteínas alteradas se encuentran algunas que tienen alta 

afinidad por las auxinas. Se sugiere que Antre ellas se encMcn-

tra el receptor auxfnico, as{ como laz proteínas involucradas 

en el metabolismo de auxinas. 
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