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I.-0BJLTIVO
El objetivo de este trabajo es el de saber el e-
fecto nue presenta el 2,4-D sobre el contenido y metabolis

mo de la fraccidén de ARN polisomal en coledptilo de trigo.

Se ha revortado oue dicho efecto es el de incre-
mentar el contenido de ARN total cuando los experimentos -
se realizan,a concentraciones de 2,4-D 4ptimas para el cre

cimiento y en veriodos de incubacién largos.

Los trabajos reportados sobre este tema emplean
tejiidos,condiciones y tiemnos de incubacién diferentes,por
lo oue consideramos necesario realizar estudios bdsicos --
sobre el efecto del 2,4-D durante las brimeras etapas de -
de incubacién y de esta manera,saber oue tivos de ARN's —-

son estimulados por é:te.

Basdndose en trabajos reportados sobre este tema
se vensd oue también en este tejido se obtendria un aumen-
to de la cantidad de ARN polisomal por efecto del 2,4-D, -
En un experimento preliminar realizado en 5 hrs. de incubg
cién,se obtuvo ARN polisomal marcado en todas sus especies
por lo tanto,para los subsiguientes experimentos se decidid
usar un tiempo de incubacién mds corto a fin de localizar
acuella fraccién del ARN polisomal cue se marca preferente-
mente en las primeras horas, por accidén de la auxina.

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

sobre la fraccidn de ARNm se utilizaran como precursores -

marcados Adenina y Uridina,
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IT.-INTRODUCCION,

A) LA CELULA VEGETAL.- La estructura celular se conoce
desde hace mids de tres siglos,los primeros en su conocimien
to Robert Hooke en 1665,Matthius Jacob Schleiden y Theodor
Schwann en 1838 formularon lo cue conocemos en la actualidal

como teorfia celular.

En el reino animal y en el vegetal la estructura celu--
lar es bdsicamente la misma.En la fig.l se muestra un esque
ma de las principales estructuras aue integran una célula -

vegetal.

PARED CELULAR:una de las diferencias entre una célula -
vegetal y una animal es la presencia en la primera de una -

pared rigida y porosa aue rodea y encierra al protoplasto.

Usualmente la pared celular estd estructurada por tres

niveles diferentes:

Lamela media aue actda como matriz intercelular y man--
tiene unidas a las células.Estd compuesta principalmente -
por sustancias pépticas como el dcido péotico,calcio,ligni-

na y suberina.

Pared primaria es la primera cue se forma en una célula
en desarrollo y mientras la célula estd alin en proceso de -
crecimiento y elongacidén.Quimicamente estd compuesta de ce-
lulosa y varios polisacdridos no celuldsicos llamados hemi-
celulosas,sustanciaé pépticas y pecuefias cantidades de pro-

teinas v 1linidos.las porporciones de los diferentes azica--

res son constentes y caracter{sticas para una especie vege-

tal dada.BEs capaz de variar en grosor de acuerdo al estado
= 4 o=



metabdlico de la célula.

Pared secundaria se forma dentro de la pared primaria
cuando la célula se ha elongado al médximo.Precuentemente es
més rigida y mds gruesa que la pared primaria pero no todas

las células la tienen.

La parte oue cueda dentro de la pared celular se le —
llama protovnlasto,consiste del protoplasma y en la mayoria

de las células vegetales,de una vacuola.

Una parte del protoplasma es el nicleo,dentro del ci-
tovlasma se encuentran diferentes estructuras como son:ret{
culo endonldsminco,dictiosomas,ribosomas,esferosomas,lisoso

mas,pldstidos,mitocondrias,microcuerpos y microtdbulos.

Los dictiosomas son activos en la elaboracién,secre--

cién v almacenamiento de varios productos metabdlicos,

La presencia de los lisosomas no se ha confirmado co-
mo una carscteristica universal de la célula vegetal,Estos
oreanelos se encuentren ampliamente distribuidos en las cé -
lulas animales y se han descubierto en las vegetales unos —
cuernos similares aue contienen muchas clases de enzimaes hi
droliticas diferentes tales como desoxiribonucleasas,ribong

nucleasas,fosfatasas,proteasas,etc.

La mayoria de las células vegetales contienen pldsti-
dos,los cuzles se han clasificado,en base a su color en —--

tres grunos principales:

Pldstidos verdes o clorovnlastos,vldstidos amarillos o

cromoplastos v plédstidos incoloros o leuconlastos.



Las células jdévenes aue se dividen r#pidamente,contie
nen pldstidos pe~uefios aue son precursores de los cromovlas

tos,cloroplastos y leucoplastos.

£l nicleo es una estructura de aproximadamente 5 mi--
cras de didmetro envuelto en una membrana nuclear y rodeado
por el citoplasma.Contiene el nucleolo y es el sitio en doE
de se sintetizan los ribosomas.El nicleo contiene ademds la

informacién genética de la célula.

Una célula vegetal comnletamente desarrollada contie—
ne una vacuola separada del citovlasma por una membrana lla
mada tonovlasto.®En las células jévenes las vacuolas existen
en forma de penuefias unidades dispersas.En el proceso de —-
crecimiento,las vacuolas aumentan de volumen,se fusionan y
forman una sola estructura aue puede ocupar hasta el 95% ==

del volumen celular.

La vacuola contiene diferentes sustancias que pueden -
ser:sales inorgdnicas,antocianinas rojas y azules,dcidos or

gdnicos,aminodcidos,gresas,aceites, taninos,proteinas,etc.

Los componentes vacuolares frecuentemente representan
alimentos de reserva.Recientemente se ha demostrado aue con

tienen proteinas enzimdticamente activas.

in la Tabla I se muestra un cuadro simplificado de 1l

comnonentes de una célula vegetal.



Esauema general de una célula vegetal.

A) Pared celular.
B) Protoplasto:

l.-Partes protopldsmicas:

a) Citoplasma:

(1)
(2)
(3)
(4)
(5)
(6)
(7)
(8)

¥embrana citopldsmica ( plasmalema
Membrana vacuolar ( tonoplasto )
Reticulo endopldsmico

Aparato de Golgi ( dictiosomas )
Ribosomas

Lisosomas

Microcuerpos o peroxisomas
Hialoplasma

b) Mitocondria.

c) Pldstidos:

(1)
(2)
(3)
(4)

Proplédstidos
Cloroplastos
Leucoplastos
Cromoplastos

d) Ndcleo:

(1)
(2)
(3)

2.-Partes

Membrana nuclear
Cromatina
Nucleolo

no protopldsmicas:

a) Vacuolas

b) Sustancias ergdsticas:

(1)
(2)
(3)
(4)

(5)

Cristales

Taninos

Grasas y aceites
Granos de almidén

Cuerpos nroteicos
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(e) \
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fig.l.,0é1lula vegetal, a)pared orimaria,b)lamela medig
¢)rlasmslema,d)reticulo endonlésmico,e)cloronlastos,f)tong
nlsto,s)uitocondria,h)vacuola,i)dictiosoma, j)hialovnlasma,
k)Ribosoma,l)membrana nuclear,m)cromatina,n)nucleolo,fi)ni-

cleo,o0)microtibulos,p)granos de almidén,q)esferoplasto.



B) GERWMINACION, BFECTO D& LA LUZ.

La germinacién de una semilla y el crecimiento subse -
cuente de la pléntula depende de las reservas alimenticias
nrue se encuentran en los sitios de almacenamiento (endosper
mo y cotiledones).la utilizacién de estas reservas depende a
su vez de mecanismos nue porduzcan una transformacién ade--
cuada de los productos de reserva a una forma,oue pueda ser
utilizada y transportada a las regiones de crecimiento de -

la vldntula.

Lgta movilizacién se debe en parte y principalmente a
la accién en los tejidos de almacenamiento de enzimas hidro

liticas como las amilasas,proteasas,nucleasas y lipasas.

Los estudios realizados sobre germinacidén en ciertas -
semillas como como la cebada y el arroz,indican que la ind@
cién de la formacidén de ciertas enzimas durante la germina-
cién estd controlada por hormonas.®l ejemplo mds estudiado
es el de la sintesis de la amilasa y de otras hidrolasas --

inducidaes por el 4cido giberélico durante la germinacidén de

cereales.

Wstas enzimas son sintetizadas por una capa especial
de células llamada el tejido de aleurona que se encuentra -
en los tejidos de las pramineas.El tejido de aleurona de la
cebada es un tejido nue consiste de tres capas de células -
homogeneas que no se dividen.Estas células responden al d—-
cido giberélico,el cual se forma en el embrién durante las
primeras etapas de la germinacién,con una serie de camnbios

bioruimicos v morfoldégicos siendo el mds wredominante el au
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mento de 1la actividad de la alfa amilasa y el de proteasas.

Este aumento,se ha encontrado,cue es debido a la sin-
tesis QE_EEYE de esas enzimas y la mayoria se secretan al -
endosvermo desnués de su sintesis.(4,5,5)

En las semillas de trigo,el endospermo parece jugar -
un papel muy importante en la induccién de las enzimas hidg
1iticas en el tejido de aleurona.En esta semilla el dcido -
giberélico no induce la sintesis de alfa amilasa en el tej{
do de aleurona separado del endospermo,2l menos aue se su-
ministre una citoouinina antes de aplicar el 4cido giberél{
co.Esto se debe nuizds,a oue en el endosvermo se forman ci-
tonuininas cue actdan sobre el tejido de aleurona sensibil{

zando a las células para reaccionar con el dcido giberélico

nue llega del embrién (7).

EFECTO DE LA LUZ

En muchas semillas,tomendo como ejemplo el de la semi-

1la de la lechuga,la germinacién es inducida por la luz.

Bsta respuesta es mds sensible a la luz roja mientras
nue la luz rojo lejano,avlicada despues de un tratamiento -
con luz blanca o roja invierte el efecto e impide la germi-
nacién.Generalmente,las semillas neouefias resuieren de luz
para su geraninacién.Seguramente su valor consiste en imnpe--
dir oue la semilla germine cuando estd demasiado enterrada
para poder llegar a ser una pldntula nue se pueda desarro--
llar.la accidn inhibitoria de 1a luz rojo lejano en la ger-

minacidén se las semillas puede tener una utilidad de adapt%

¢ién para las plantas.
= 10 =



Cuando las semillas cue reruieren luz son iluminadas
con 1la luz solar nue ha pasado a través de hojas verdes,se
inhibe su germinacién pornue el componente rojo de la luz
solar ha sido eliminado al ser absorvido por la clorofila

nasando solamente el comnonente rojo lejano.

El proceso de germinacidédn involucra ciertos tipos de
comportamiento muy interesantes controlados por la luz aue
ayudan a resolver los problemas aue tiene el brote joven -

para salir a la superficie del suelo.

La respuesta de ahilamiento (los entrenudos se alar--
gan m4s de lo normal)controlada por el fitocromo sirve pa-
ra asegurar nue los brotes de las semillas cue germinan a
cierta distancia del suelo,se alarguen con rapidez y aue la
expansién de las hojas solo se efectie cuando ya hayan sali

do a la luz.

Bl coleéptilo en forma de bala encierra a las hojas
jévenes y al meristemo apical del brote,sirve como un escu_
do y un taladro para abrir el camino hacia la superficie y
pernitir la expansién de las hojas las cuales son demasiado
delicadas para forzar directamente su salida a través del -
suelo.Si la semilla germina bien bajo la superficie del sue
lo,porimero se alarga el tallo oue estd debajo del coledpti-

lo,empujéndolo hacia arriba junto con el brote cue encierrs

El crecimiento del tallo es tan sensible a la luz oue
la luz tenue oue penetra a cierta distancia de la superfi--
cie detiene el alargamiento del tallo cuando el coledptilo
no ha llegado todavia a la superficie,Sin embargo,esta luz
estimula la elongacién del coledptilo el cual perfora la --
distancia nue falta.Al llegar a la superficie deja de cre--

cer v emnerge la nrimera hoja cue se desenrrolla por la ac--

=11 -
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cidn de la luz y controlada por el fitocromo.(fig.2)

En el tallo se forman raices adventicias justamente -
ror abajo del nivel del dpice del brote y de esta manera,es.
tas resnuestss a la luz fijan la posicidn de los sistemas -
de la raiz y “vice de la planta en forma adecuada con rela-

cidén al suelo.

La luz roja se ha usado en experimentos con hormonas
vecetales para inhibir el desarrollo del mesocotilo o para
llevar a cabo ciertas menipulaciones al trabajar con hormo-

nas tales como las auxinas.

En cuanto al efecto de la luz roja sobre el coledpti-
lo de trigo,las evidencias sugieren que el efecto depende -
de la parte de coledptilo nue se tome para la prueba (8,9,

10,11).

C) HORMONAS VEGETALES

Bl desarrollo de las plantas no se lleva a cabo en u-
na forma desorganizada o al azar sino por el contrario,exig
te una regulacién precisa del crecimiento y la diferenciac{
én.E1 control normnal del desarrollo de una planta se lleva -
a cabo por medio de penuefias cantidades de sustancias espe-

cificas usualmente llamadas "hormonas vegetales",

Las hormonas,tanto animales como vegetales,son sinte-
tizadas en tejidos particulares y trasvostzdas en cantidades

muy penueflas a otras regiones del organismo en donde llevan

a cabo cambios bioruimicos,fisioléeicos v morfoldeicos.
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En las vplantas,las hormonas del crecimiento son impor
tantes en la coordinacién e intesracibdn del desarrollo de -
diferentes partes de la planta.Sirven como mensajeros auimi
cos o sefiales oue pasan de una célula a otra sirviendo como

nedio de comunicacién.

Las hormonas del crecimiento juegan un papel muy impor
tante en el control interno del desarrollo,interaccionando -
con procesos metabdlicos clave tales como la sintesis de dci

dos nucleicos y proteinas.

Los efectos del medio ambiente externo sobre el desarro
1lo estén mediados,aparentemente,por alteraciones en la con-

centracién de hormonas y su distribucién dentro de la planta.

Las hormonas no solo necesitan estar presentes para que
se lleve a cabo el desarrollo sino ocue deben existir en la --
cantidad,lugar y tiempo adecuadcs.Esto significa cue la velo-
cidad de sintesis de 1a hormona estd controlada as{ como su -
translocacién y aue su concentracidén esta regulada por meca--
nismos de inactivacién.

Los estudios en la nuimica y fisiologia de las hormonas
vegetales proponen ocue en las plantas superiores existen cin-
co tipos de hormonas del crecimiento,estas son: auxinas,gibe-
relinas,citoquininas,dcido abscisico y etileno.Las tres primi

ras favorecen el crecimiento mientras aue las dos Ultimes lo

inhiben.

TLas interacciones de estas hormonas pueden presentar un

efecto totalmente diferente al observado al probar cada una de

ellas vor senarado,

= 1 =
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Como se menciond anteriormente la primera auxina ideg
tificada fué el dcido indol acético y a partir de esta fe—-
cha se descubrieron otras sustancias relacionadas que tenim
actividad.Actualmente se conocen muchas sustancias de estrug
ra molecular diferente,como el grupo de los fenoxidcidos,aue
tienen un efecto fisioldgico similar.Bn la fis.4 se ilustran
algnnos derivados indélicos encontrados en plantas los cuals

presentan actividad de auxinas.

b) Biosintesis del écidg indol acético (ATA)

Las evidencias sugieren nue el triptofano es el precur
sor del ATA ( 14 ).Al observar cultivos de EEEEEEEE_EEEEBE -
se descubrié nue formaban AIA cuando se agregaba triptofano
al medio vy en exverimentos ig_zizg se demostrd la conversidn
de triptofano marcado con cl4 g 4cido indol acético-Cl4 .Este
hecho no fué muy aceptado por la contaminacidén del cultivo

con diferentes microorganismos.

Black v Hamilton,trabajando con coledptilos estériles
de avena v con plantas de chicharo demostraron aue en estos-

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

N¥ightman (16),utilizando trintofano marcazdo,brotes de
jitomate y extractos de tejidos,demostrd nue las enzimas na-
ra la conversién del triptofano a AIA se encontraban en los
extractos.la conversién la llevan a cabo por medio de la ru-
ta metabdlica del indol-viruvato y por el de la triptamina,

fig.5 Ambos caminos metabdlicos funcionan in vivo,siendo el

del indolpiruvato el mds importante.(17)

Sheldrade vy Northcote muestran oue las hojas jovenes -

= 15 =



son los sitios més activos en la sintesis del ATA a partir
del triptofano.Sin embareo,las hojas ya maduras taibién -

rueden sintetizarlo (18).

c) Oxidzcién del ATA

El 4cido indol acético se oxida in vivo en una serie

de compuestos,siendo el mds impcrtante,el metilén oxindol.

La oxidacidén estd catalizada por varias isoenzimas -
de la peroxidasa y aparentemente,por las oxidasas del AIA-

rue no presentan actividad de peroxidasa (19).

CHzciN
7 CH.COOH |
2
N
o H
Ac.Indol-3-acético Indol-3-acetonitrile
(AIA)
0 CH,CHO
CHZC COOH = | 2
e
N 4l
H H
Indol-3-pirdvico Indol-3-acetaldehido
(14414)

FigurQ;A Compuestos indélicos naturales encontrados en plan

tas.

Gstze rescciones de oxidacién tienen interes desde el

punto de vista de control de 1a actividad bioldeica del AIA

va sea deatruvendo 1la forrma activa o produciéndola (21,22).
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La idea de nue la oxidasa del dcido indol acético es
imnortante in vivo para controlar la concentracidén del AIA,

vermite la posibilidad de encontrar inhibidores y tales in-

hibidores se han reportado (23).

d) Respuestas fisioldgicas de los tejidos vegetales a

las auxinas.

El efecto cldsico de las auxinas es el de promover la
elongacidn celular.Cuales~ruiera cue sean los sitios de ac--
cién primarios muchos de los efectos observados son proba--
blemente secundarios a la elongacién,

Paraz mantener la elongacidén celular es necesario oue
la célula mantenga toda su macuinaria mecesaria para llevaz
la a cabo es decir,mecanismos de resviracién,sintesis de ==

proteinas,sintesis de dcidos nucleicos,etc.

Las auxinas naturales (AIA) se producen en los brotes
y son transvortadas a las regiones basales por un sistema -

de transvorte volar.

La 2lteracidén del transporte lateral estd relacionada

con el geotropismo y el fototropismo.

Utras de los efectos de las auxinas son:inhibicién de
la elonéacién de las raices,induccién de la formacidén de ra
{ces,diferenciacién celular,resvuestas trdépicas,sintesis de
etileno,etc.,control de la abscisién de las hojas, dominan-
cis apical,promocidén de la divisién celular y del crecimieg

to de callos también favorecen el desarrollo del ovario a

fruto,etc.
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e) Auxinas sintéticas

Lxisten a la fecha numerosos compuestos auimicos arti
ficiales nue presentan diferentes efectos dependiendo de la
concentracién a la cual se utilizen.A este tipo de compuestos
pertenece el 2,4-D (2,4-diclorofennxiacético) ocue presenta -
dos efectos totalmente diferentes:uno de herbicida y otro de

auxina.

QCH,COOH
CI-

. 24D .
Ci
Generalmente,para saber si un compuesto determinado,-

presenta actividad de auxina,se utilizan los bioensayos ya -

mencionados nara las auxinas naturales.

Se usan otras respuestas de las vplantas como son: for-
macién de raices,de flores,abscisién de las hojas o estimula-

cién de la divisién celular,

%1 metabolismo de estas auxinas sintéticas (2,4-D) no
estd completamente estudiado,el mecanismo mds aceptado es el

de la oxidacién de la cadena lateral via Beta-oxidacién como

se muestra en la fig.6

Les auxinas sintéticas (También llamad:rs auxinas-herbi-
cidas) pueden actuar sobre las plantas a diferentes niveles
como con: divisién celular,elougacidén,diferenciacién y germi

nacién. %1 efecto de estos comnuestos sobre la divisidén celu-
lar es una de las princiveles caracterfsticas.
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TRIPTOFANO o

L'rivto
Triizgminasa Trintofano
descarboxilasa

T |

INDOLPIRUVICO TRIPTAMINA

AlA

Indolvpiruvato
descarboxilasa

‘

TRIPTOFOL +——— [INDOLACETALDEHIDO
Triptofol
deshidrogenasa

| NDOLALDEHIDO

Indolacetaldehido
deshidrogenass

INDOLACETICO

F]gurq 5 Ruta biosintética probable para la sintesis de
AIA en brotes de jitomate (20)

OCH COOH LOGH
C' © ©OH QCOOH
2,4-0 /
Metabolismo
respiratorio
Figura:6

Metabolismo del 2,4-D en las plantas (24)
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Es probable nue el efecto téxico nrincinal denenda de
1la alteracién de 1a divisién celular,este efecto,difiere de

tejido 2 tejido.

#1 efecto en la raliz es diferente ya nue las auxinas
naturales (AIA),a concentraciones en las cuales se favorece
15 elongacibén del brote,inhiben la elongacién de la raiz pe
ro si se usan soluciones mucho mds dilufidas 1la elongacién -
de lag r=ices también se altera.los herbicidas,sin embargo,

a cuslouier concentracidn inhiben su elongacién.

Otro efecto producido por el 2,4-D y otros herbicidas
son el encurvamiento de tallos y hojas lo cual se conoce co
mo resnuestas epindsticas y frecuentemente son causadas nor

un crecimiento muy acelerado de las células.

En relacién a las respuestas fototrdévicas,se ha encon
trado nue el 2,4-D presenta inhibicién en las pruebas de --
curvatura.

Lg diferenciacién celular, nue reoresenta el dltimo -

paso del crecimiento, se ve afectada nor estos compuestos.

sgte efecto se ve restringido a células en desarrollo
L=s auxinas inhiben marcadamente la germinacién debido, pro-
bablemente al efecto de inhibicién de la raiz.A semejanza

de las auxinas naturales,los herbicidas-auxina inhiben la

germinacidén de la senilla (24).

2.-GIBERELINAS:

Lags hornonas veget:les 1lamadas eciberelinas son un -
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ecrupo de compuestos nue presentan propiedades tales como la
de promover el crecimiento.BEn determinados efectos son sinmi

lares a las auxinas pero en otros son totalmente diferentes

Las giberelinas estdn cuimicamente muy relacionadas, -
se encuentran en todas las especies de gimnosvermas estudia

das,en algas,angiospermas y teridifitas.

El descubrimiento de estas hormonas se inicid en 1926
cuando #furosawa,un patéloco de plantas descubre cue la en--—
fermedad del arroz conocida como "Bakanae" es oproducida por

un hongo llamado Gibberella fujikurgi.

Investigadores japonenes,Yabuta y Sumuki principalmeg
te,descubrieron nue cuzndo el hong? es cultivado en un medio
de cultivo adecuado,secretaba una sustancia cnue cuando se =-.
adicionaba a una planta de arroz inducia 1la misma respuesta
nue el hongo.En 1939 se aislé la sustancia en forma crista-

lina v fué llamada giberelina A.

En 1954 se aisld y purificé una sustancia del mismo
hongo a la ocue nuimicos ingleses denominaron dcido giberéli-

CO.

A partir de esta fecha se hicieron numerosos estudios
sobre este tipo de sustancias y tanto por las propiedades -
nue nresentaban como por sen encontradas en plantas sanas -
no infectadas se les consideré como otro tivno de hormonas -
vecetales.

Actualmente se conocen mds de 45 giberelinas diferen-

tes y se les designa,nara su nomeclatura con letras y subig

dices,nor ejemplo:eiberelina Al , giberelina A2 ' etc,

L .



a) Metabolismo

Las giberelinas enddgenas se sintetizan,avarentemente,
en las mismas regiones de la planta en donde se sintetizan -
las auxinas,pero no necesariamente al mismo tiempo ni a la
misma velocidad.Los dpices de las raices,embriones en desa-
rrollo y hojas jovenes son el sitio de sintesis de las gibe-

relinas.

b) Biosintesis

Las primeras etapas-en la sintesis de las giberelinas
son las mismas nue la de los compuestos clasificados como -
terpenoides.las giberelinas estdn muy relacionadas con los -

diterpenos (20 4tomos de carbono).

Los estudios en la biosintesis de las giberelinas se lle
varon a cabo en plantas superiores,principalmente en el pepi

no (Echinocystis macrocarpa).

Birch (25) demostré aue el acetato y el mevalonato se
incornoraban al 4cido giberélico,lo cual sugiere aue las gi-
berelinas se derivan de un diterpenoide tricfclico el cual
es producto de la ruta del mevalonato.El primer producto ci-
clico es el kaureno cuyo precursor aciclico es el geranilpi-

rofoafato y tiene como intermediario el copalilpirofosfato.

1a oxidacién del kaureno d4 origen al dcido kaurenoi-

co oue es hidrolizado después en 1la posicidn 7B.

in 1a mayorfa de 10s tejidos estudiados,una cantidad -
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significativa de las egiberelinAas se convierten en derivados
solubles en agua llamados giberelinas conjugadas, la mayoria
son derivados glucosilados.Recientemente se ha renortado u-
na unidén nentidica del AG en el tejido de sleurona de la ce-

bada,

OH

H
CHg COOH

Giberelina A3 (4cido giberélico)

d) Respuestas fisioldégicas

Las giberelinas son capaces de inducir el crecimiento
normal en ciertas variedades enanas de chicharo y en algu-

nas mutantes enanas de maiz,

Aumentan el crecimiento por elongacién en slgunas vlan
tas incluyendo el arroz,lechuga,pepino,trigo,etc.

La aplicacién de 4cido giberélico (AG) a plantas de -
dfa largo,estimulan la formacién de flores bajo condiciones
de luz no inductivas (27).

Se ha postulado oue la estimulacién de la floracidén en
estas plantas es probablemente debida al efecto del AG en el

creciniento por elongacién.



Ademds del crecimiento por elongacién el AG es capaz -
de regular otros factores morfoldgicos en ciertas plantas -

por ejempnlo,la aplicacidén del AG a formas maduras de liledera

helix inducen la reversién morfoldégica a la forma juvenil -

de crecimiento (28).

E1l efecto del AG o de las giberelinas,cue se ha estu--
diado mds extensamente,es el de la induccidén de la formacién
y secrecidén de hidrolasas en granos de cereales y especial--—

mente en cebada.

MEVALONATO

|

| ATP

l ac. kaurenoico

Pirofosfato de
geranil-geranilo

éi berelinas

Pirofosfato

de —— kaureno
copalilo

Ruta biosintética de las giberelinas,
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3.- CITOOUININAS

Se descubrieron como sustancias esenciales para el man
teniniento de la divisidn celular en cultivo de tejidos vege
tales,interaccionan con las auxinas determinando el patrén -
de diferenciacién en un callo (tejido vegetzl no diferencia-
do) (29,30).

Estdn involucradas en procesos fisiolbégicos tales como
el de la dominancia apical y el de enve jecimiento.

En contraste con las otras hormonas, las citonuininas
son cuimicamente bdsicas.las citoouininas enddgenas probable

mente son derivadas de la base nitrogenada,adenina,

La primera citocuinina natural aislada e identificada
fué la zeatina cuyo nombre oufmico es : 6-(4-hidroxi-3-me-

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

5e piensa oue las citonuininas naturales no existen en
forma libre dentro de las células,ya oue existe evidencia de
Aue estdn normalmente unidas a una vpentosa (ribosa).Algunas =

veces el ribdsido estd unido a un fosfato inorednico forman-

do un ribonucledtido. NH"CHZ"@
NH-—CHz—p II
N Ty
'\ll\ > LN N
~

N H H
Juinetina Benziladenina
6-(furfurilamnino )ourina 6-benzilaminonurina
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CH,OH

CH,OH -
Pl NHCHZCH"C\C
NH CH2CH=C I H3
l “CH3. =
= N‘\~ ’ o T:Zﬁq |
17 | :
< 0"-P -0 -HC O
N N [} 2
H 0
OH OH
Zeatina - Ribosil-zeatin-fosfato

a) Metabolismo

No se ha estudiado amnliamente el camino biosintético
ni el de inactivacién de las citoouininas naturales,pero se -
viensa nue los primeros pasos en su sintesis,en plantas supe

riores sean los mismos nue para las purinas.

4) INHIBIDORES DEL CRECIMIENTO :

a) Acido abscisico:

Existe desacuerdo en considerar al dcido abscisico y al
etileno,como hormonas,vero la mayoria de los investigadores -
en este camno las consideran como tales,debido a nue interag
cionan con las sustancias promotoras del crecimiento como --

las auxinas,eiberelinas y citonuininas.,

71 descubrimiento del dcido abscisico fué consecuencia
de los estudios realizados sobre la fisiologia de la abscisie

én v la latencia de las vemas,durante los =a¥os 50°s,pero no -

fué hasta el afio de 1067 nue se le did el nombre de dcido abs

cisico,(35). 56



Se encuentra en muchos géneros de plantas,es un compues
to nue presenta isomerismo dvtico y geométrico.Fl 4dcido absci
sico se encuentra siempre,en forma natural,en la forma (+),e-

xiste evidencia de nue la forma "trans" no es activa.

E1l 4cido abscisico (ABA) es un terpenhide derivado del -
mevalonato (36).Puede formarse como producto de degradacién -
de 1a fotoxidacién de la Xantofilas,como la violaxantina,uno

de los vrincipales carotenoides de leas vplantas.(37)

En la fig.7 se muestra el escuema de le biosintesis del

ABA y en lz figura 8,su metabolismo.

Ac., 2- cis - abscisico.

El ABA es un inhibidor efectivo de la germinacidn de de-
terminadas semillas (38,39),acelera la cafda del fruto,(40),
su nivel aumenta cuando la planta estd sujeta a deficiencia =
de agua,vpuede invertir el efecto del AG en la sintesis de ami
lasas y proteasas,interviene en los nrocesos de envejecimien-

to de 1la planta,etc.(41,42,43,44,45,)

B) ETILENO

Por su naturaleza fisica,existen muchos problemas para

1lesar a conocer el movimiento v control de esta sustancia =
dentro de la célula vegetal.5in embargo,a las concentraciones
tan bajas a las nue se encuentra,ectd en la fase acuosa del -
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Abscisil-B-D- glucopiranosido

Ac. ABSCISICO ke difidrofaseio

6-hidroximetil - ABA _ Ac. faseico

CH 20H
C~ it
) O" COOH

HoCo

Figura 8 Metabolismo del dcido ahscisico.(46,47)
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citoplasma y pared celulares.lLa concentracién de etileno -
necesaria para nroducir un efecto fisioldgico es del orden

de 0.06 ug/1 .

MEVALONATO

/ST

P.
CAROTENOIDES irofosfato de
farnesila (?)

> /

XANTOXINA
TS Ac. ABSCISICO

Figura : 7 Biesintesis del #cido abscisico,(48,49,50,51).

En 1l2s vplantas superiores,se considers como precursor
del etileno a la metionina.

Adicionando metionina marcada con cl4 en varias nosi-
ciones,a rebanadas de manzana,se demostrd (52,53) que el Cl
se convertia a CO2 y Bk C2 a varios metabolitos,c3 y 04 foI
maban etileno y el metilo y el asufre aparecian en la ciste{

na.bn la fig.9 se muestra el esnuema de la biosintesis.

De los primeros efectos del etileno estudiasdos, fué el

de la maduracién del fruto.<ste efecto es utilizado en la ig

dustria de los citricos,en donde se cosechan log limonag,nd«
ranjas y uvas,cuando todavia no estdn maduros,madurdndose =

nosteriormente en cdmaras aue contienen etileno,
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1 etileno acelera la hidrdélisis del almidén a azica--
cares asi como la hidrélisis de pectina.También acelera el -
cambio de color de la suverficie del fruto (pericarvio).As{
mismo tiene efecto en la regulacidén de la abscisién,epinas—-
tia,exnansién lateral de las células,hinertrofia,latencia,ez

pansién de la hoja,induccién de la floracidn y expresidn del

sexo (54).

CH S CH CH CH (NH ) COOH

metlonnna
w+ Luz

CHj S-CH-ZCH -2CO-COOH CH§S" CHiCHz-CHO
ac metil-mercapto- metional
-2-oxo-butirico P

"0
\\\\§* qu* QVEYl

CHy:CH, elileno

HCOOH * CH\;S—S-—CH3

ac. formico melildisulfuro

Figumxg Posibles rutas metabdlicas del etileno, (3)
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D) MODO DE ACCION DE LAS AUXINAS

El efecto de las auxinas mds estudiado,en plantas supe-
riores,es el de elongacién celular en coledptilos y tallos -
de gramineas,es por esto,crue al referirnos al mecanismo de -

accidén haremos referencia a este efecto.

5e han seguido tres caminos principales para llegar a -
conocer el mecanismo de accién de las auxinas asi como de o-
tras hormonas vegetales:

El primero,es el estudio de los numerosos andlogos mo-
leculares de las hormonas.Esto se ha hecho con el objeto de
encontrar las caracteristicas aue debe reunir una molécula -
para presentar actividad.Tales estudios de relacidén estruc-
tura-actividad,nos permitirédn conocer el tipo de moléculas -
en las células con las cuasles reacciona la hormona y vor me-
dio de esto conocer el mecenismo por medio del cual intervis

ne la hormona en la manuinaria celular.

El segundo camino,es el de examinar los cambios fisi--
cos en las células asociados con el crecimiento y relacio--
naer estos efectos con los de las hormonas.Una parte de la cé
lula vegetsl nrue ha recibido atencidn especial es la pared
celular,la razén de esto,es nue para explicar el aumento en
volimen de la célula,se necesita aue ocurran ciertos cambios

en la pared que permitan oue la célula se estire,

Ya nue las hormonas tienen cambios profundos sobre el

metabolismo celular,el tercer camino,fué diriegido hacia los

cambios bionufmicos provocados por estas,
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lin efecto narticular es el de distinguir entre causa y
efecto.la oran multiplicidad de reacciones metabdlicas indu-
cidas o modificadas por las hormonas y la rapnidez con la cud
aparecen,ha provocado nue la mayoria de los investigadores -
en este campo traten de encontrar la "resccidén maestra" entre
la hormona y el receptor,por la cual se desencadenan todas -
las demds reacciones y nue traen como consecuencia el fendme-
no observado.

La atencidén se ha dirieido hacia la nosible interaccién
entre las hormonas y los 4cidos nucleicos y por consiguiente
sintesis de vrotefnas.Esto esté justificado ya cue el creci--
mient6 v 1la diferenciacién,devnenden de la produccidén secuen-

cial y ordenada de las proteinas.

E) EFECTO DE LAS AUXINAS SOBRE EL METABOLISHMO DEL ARN

la primera observacién de cue las auxinas tenfan rela--
cién con el metabolismo de los dcidos nucleicos fué hecha por
Skoog en 1954,(55) trabajando con cultivos de tejido de tabaco.
Bajas concentraciones de auxina favorecian la divisién celular
mientras nue altas concentraciones causaban la exvansién celu-
lar v un aumento de ARN.Concentraciones mds altas blooueaban
el crecimiento y la acumulacién de dcidos nucleicos.

Skoorz suririé aue las auxinas regulaban la relacidn de
4cidos nucleicos en 1la célula y ~ue esto determinaba el vnatrén

de crecimiento,es deecir,divisién o exv~nsién celular.

A partir de estudios se ha acumulado evidencia de nue -
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las hormonas altersn 1los niveles de 4cidos nucleicos en una

amnlia variedad de 4rganos y teijidos,(56,57).

K1 ?2,4-D en concentraciones mayores de las éptimas pa-
ra el crecimiento,es altemente téxico.A estas concentraciones
causa una acumulacién de 4cidos nucleicos y oroteinas en las
nlantas tratadas,vparticularmente en las recgiones en donde el

2,4-D causa el crecimiento no coordinado de las células,(58)

5e han encontrado resvuestas similares,en diferentes -
hornonas.Se ha observado rue el AG aumenta el contenido de -
ADN y ARN en la papaj;las auxinas,citoruininas y giberelinas
inhiben el proceso de envejecimiento en una gran variedad de
ho jas desprendidas y,al mismo tiempo,previenen la disminu---

cién de #cidos nucleicos y proteinas,(59,60,61,62).

El problema aue no se ha resuelto es el de saber si es
tos efectos son modulaciones generales del metabolismo de --
los 4Zcidos nucleicos o si son especificos para determinado

proceso celular.

Se ha puesto mucha atencidn a los estudios del metabo-
lismo de los Acidos nucleicos en presencia de hormonas vor -
ejenplo: a)en la elongacién del coleéptilo,tallo e hipocoti-
lo,b)crecimiento y multiplicacién en cultivo de tejidos,c)eg
veijecimiento de hojas desvrendidas y d) sintesis de hidrola-

sas en células de aleurona aisladas.

Aoui se mencionan las evidencias cue existen acerca -
del efecto de las auxinas sobre el metabolismo del ARN em---

pleando coleéotilos,seementos de tallo o hinocotilos.

a) Efectos sobre transcripcién (sintesisg de ARNJ




Se ha encontrado en muchas ocasiones, (63-069) que el -
crecimiento inducido por las a2uxinas se blonuea vor inhibi-
dores de la sintesis de ARN y proteinas.Al mismo tiempo,las

auxinas,incrementan la sintesis de ARN v proteinas (70-72).

Utilizando precursores marcados,se ha visto cue las
auxinas,a las concentraciones a las nue estimulan el creci-
miento,promueven la incornoraciédn de estos precursores al
ARN del hinocotilo de soya,(74):coledpntilo de trigo,(75):e-
vicotilo de chicharo,(76):coledptilo de centeno,(77,78),eta

Estos efectos se previenen con las anti-auxinas por e
jemplo el 4cido trans-cindmico,(79).E1l ARN que se ve aumen-
tado consiste principalmente de ARN polisomal lo aue trae -
como resultado,un aumento de la cantidad de polisomas (80-83).
S5e ha observado también un aumento en la cantidad de ARNm -
(84-88) y ARNt (89).

E1 ARN adicional se encuentra primero en el nucleolo -
y posteriormente en el citoplasma,(81,90,91).Key ¥y colaborg
dores han tratado de caracterizar cue fraccién del ARN se -
renuiere para la accién de la auxina.Para este efecto,utili
zaron S5-fluoruracilo,el cual reduce la formacién de todas -
1las esnecies de ARN menos en ARN con una relacién de bases

gemeiante al del ADN y por consiguiente ARNm,(92-95).

Se observé nue el 5-fluoruracilo inhibfa la sintesis
de ARN vero no el crecimiento,nor lo tanto,se pensé oue el
ARNm era el nue se renueria nara la accién de la auxina.

El 2,4-D aumenta la sintesis de un ARN en el hinocoti

lo de sova,nrue se caracteriza nor tener una secuencia rica-

en A'TP (Y6-G8).
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3in embargo,hay desacuerdo en cusanto a la velocidad -

de accidn de las auxinas y la sintesis de 4cidos nucleicos.

Los camnbios en el contenido de ARN toman horas en ha-
cerse aparentes (99).Sin embargo,la aceleracidén del creci--
miento nuede detectarse en unos minutos (100-102).Esto su--
oiere nue la accidn de la auxina,es una accidn fisica inme-
diata (en las nropiedades de la pared celular).Existen re-
nortes en donde se sefala nue la incorporacidén de TUracilo -
marcado,en el AxXN,puede detectarse dentro de los 10 minutos

siguientes de su aplicacién,en presencia de la auxina,(103)

b) Auxinas y ARN polimerasa

Existe un efecto de la auxina sobre la sintesis de -

ARN a nivel nuclear.lLa cromatina aislada de tejido tratado

de ARN,oue la cromatina aislada de un tejido no tratado, -
(104).Este efecto parece cue es nor un aumento en la canti_
dad de ARN polimerasa y no vor un aumento de la afinidad --

de la enzima por el ADN,

Se ha observado nue la cromatina aislada,al ponerla -
en contacto con la auxina,no presenta un efecto diferente,
mientras oye si se le agrega un factor proteico,cuya estruc
tura se desconoce, junto con la auxina,s{ se ve aumentada la
sintesis de ARN,(105).Al usar concentraciones saturantes de
enzima,se observa el mismo efecto y se concluyé oue era de-

bido a un aunento de afinidad por el ADN, (105).

“xperimentos en donde utilizan membranas citonlasmdti
cas,han demostrado,nue las membranas tienen 1la canacidad de
increnentar la actividad de la ARN volimerasa de cromatina

= 35



de soya con o sin 2,4-D (1006,107).Cuando las membranas no -
tratadas con la auxina,fueron centrifuczdasy eliminadas de

la suspencién ,se perdid ls capacidad de incrementar la ac-
tividad de la ARN polimerasa de la solucién.Si las Mambra——
nas se trataban con 2,4-D,el sobrenadante retenfa la habili
dad para estimular la actividad de la enzima.Se sugirié que
la membrana contenia una proteina rue era liberada por el -

2,4-D aumentando la actividad de la AXN polimerasa, (108).

La unién del 2,4-D a proteinas se ha reportado (109) -
y usando cromatosrafia de afinidad se ha aislado una frac--
cidén proteica la cual se une al 2,4-D y estimula la sinte--
sis de ARN en ausencia de 2,4-D.lLa sintesis de ARN estimulg
da por el 2,4-D es sensible a alfa-amanitina,la cual actda
selectivamente sobre diferentes tinos de ARN nolimerasa,paz

ticularmente la AxN polimerasa aue transcribe ARNm,(110).

¢) Unidn de las auxinas a la cromatina

Se han renortado numerosos trabhajos los cuales indican
nue las auxinas se unen a la cromatina (111-114) y a las his
tonas (115-116),alterando ls afinidad mutua de las dos cade-
nas del ADN (117,118) o la unidén de las histonas al ADN (111,

119),estas dltimas sugerencias han sido discutidas,(120,121).

d) Auxinas y ribonucleasa

1 tretamiento de teijidos con auxinas ha demostrado

nue presentan una reduccidn en la csntidad de ribonucleasa,
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(121,122,

E1 AQN obtenido de tejidos tratados con AIA es mds re
sistente a la ribonucle=sa,(123).La aplicacidén de ribonuclea
Sas a los tejidos disminuye el crecimiento inducido por el -

AIA,(121,13).

Es posible nue las auxinas,ademds de causar un incre -
mento en la :{ntesis de ARN también causan una disminucién
del catabolismo del ARN y =e ha sugerido,cue el aumento en-—
el contenido de ARN total sea debido 2 oue disminuve el ca-
tabolismo del ARN y por consiguiente conparado con el con--
trol el ARN total seria mayor en el tejido tratado con la -

hormona.

e) Auxinas vy enzimas

Indevnendientemente de nue las auxines actien a nivel -
de transcriocién o de traduccidén,debe esnerarse un cambio -

en el contenido de enzimas de los tejidos.

La elongacién celular involucra cambios en la pared =
celular,vor lo tanto,las enzimas oue han sido mds estudia--
das son anuellas nue intervienen en el metabolismo de los -
carbohidratos.Las enzimas y estructura de la pared celular
no se conocen ampliamente,nor lo tanto,son pocas las reaccg
nes enzindticas oue se han estudiado.Se han encontrado cam-
bios en los vatrones de proteinas en tejidos tratados con -
auxinas, (124 ):aumento en 1la cantidad de celulasa (124-128)

v hemicelulosa (84,129,130).

Un estudio en los niveleg de ciertas glucanasas y en-
zimas péoticas,bajo la influencia del AIA (72),mostré nue -

todas 1las enzimas de nolisacdridos,excepto amil=sa,aumentan

- 37 -



bajo 1a influencia del ATA.

Un oH bajo (de 3 2 4) causa 1la eloneacién de tejidos
sensibles a las auxinas.Esta elongacidén empieza desnués de
pocos minutos del cambio de pH y no se elimina nor inhibi-

dores metabdlicos o falta de oxigeno,(132,133).

Se propone ahora nue el efecto primario de la auxina -

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

Lsto resultaria de un bombeo de protones,lo cue en--
cuentra apoyo en los renortes de una disminucién del oH de
pendiente de la auxina en secciones de coledéptilo de cente

no,(137,138).

Se piensa nue el pH bajo active enzimas ya presentes
en la pared celular y causen la elongacién celular,por e-
jemnlo,activacidén de glucosil-transferasas, (139).Es posi-
ble nue el misno pH bajo cause la hidrolisis de los enla-
ces entre los polisacdridos de la pared,perono hay nada ds

mostrado.
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ITI.-MATERIALES Y METODOS:

A) MATERIALES:

a) Reactivos:

-5acarosa (merck)

-Hidroximetil amino metano (Merck)

-Cloruro de potasio (merck)

-Cloruro de magnesio (merck)

-Duodecil sulfato de sodio (merck)

-Cloruro de sodio (merck)

-Acido etilendiaminotetracético (merck)

-Fosfato de sodio dibdsico(«erck)

O 00 9 o N & w N
.

-Posfato didcido de potasio (merck)

10.-Kercaptoetanol (merck)

11.-Persulfato de amonio (Merck)

12.-N,N,N,;N, tetrametilenetilendiamina (Eastman)
13.-N,N’- metiléndiacrilamida (merck)

14 .-Acilamida (merck)

15.-Fenol (merck)

16.-Acido acético (merck)

17.-Etanol absoluto (merck)
18.-2,5-difeniloxazol (Amersham/Searle)
19.-Eter et{lico,Técnica nufmica,S.A.
20.,-Metanol (merck)

21.-Dioxano (merck)

22.-Naftaleno (Merck)

23.-Azul de bromo fenol (Merck)

24,-Acido ribonucleico de levadura (Calbiochem)

?5.-Acido ribonucleico de transferencia de E.coli (Cal-

bichem)
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26.-Ribonucleasa ?y (Miles)

27.-Ribonucleasa pancredtica bovina (Calbichem)
28.-Acido diclorofenoxiacético (Nerck)
29.-Uridina-Cl4 | 50uC/ml1,540 mC/mMol (Amersham)
30.-Adenina-H3 , 1 mC/ml (New England Nuclear)
31.-Yridina-H3 , 5mC/10 ml , 8C/miol (Schwarz/Mann )
32.-Peréxido de hidrégeno al 30%

33.-Hidréxido de Sodio (Merck)

34,-Acido clorhidrico.

35,-Hidréxido de Potasio (ierck)

36.-Hipoclorito de Sodio

37.-Azul de orto-Toluidina.

b) Material especial

l.-Agrolita

2.-Semillas de Trigo (Triticum aestivum,var.Pétamo) propor-

cionado por PRCNASE.
3.-Hielo seco.
4.-Czjas de pldstico de 40x30x15 cm
5.-Homogeneizador Potter de 100 ml
b.-Cédmara para electroforesis en tubo.

7.-Viales de vidrio de 2.2 cm de difdmetro (Packard)

c) Aparatos

1.-Espectrofotémetro (Zeiss,PMQII-46275)
o.,-kapectrofotdmetro (Pye Unicam SP 1800)

3.-Densitémetro (ISCO) modelo 490
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4.-Centrifuga Beckman Yodelo J-21

5.-Centrifuga MSE modelo LR-6
6.-Ultracentrifuga preparativa Beckman fodelo L
7.-Fuente de pnoder para electroforesis (ISCO)

8.-Contador de centelleo,Packard.

d) Preparacién de Reactivos:

1.-Soluciédn amortiguadora (Buffer "A") "A"

Sacarosa 0.4 M

KC1 0,020 M
MzCl2 0.005 M
Tris-HC1 0.200 M

Mercantoetanol 0.005 M

Ajustar oH a 8.5 con HC1
2.-Solucién Tris-KC1:

Tris-HC1 10 mM

KC1 15 mM

Ajustar pH a 8.5

3.-Solucién Tris-DSS:

frig - HC1 10 mM
DSS 1%
Ajustar oH a 8.5
4.-Solucién amortiguadora de Fosfatos (Buffer fosfatos):

KH2p04 0.005 M
Ajustar pH a 6.0 con KOH 0,1 M

s



5.-50lucidén amortisuadora de Fosfatos-Sacarosa,pH 6.0

KH2P04 0,005 M
Sacarosa 1.0%

Ajustar pH a 6.0 con KOH 0.1M
6.-50lucidén patrén de 2,4-D , 0.01lM

Pesar 0,22104 g de 2,4-D y disolver en 10 ml de KOH
0.1 M.Calentar hasta disolucidn y aforar a 100 ml cenmn

agua desionizada.
7.-fenol saturado con Pris 0.1 M pH 8.5

Se redestila el fenol,se pesan 85 g y se le agregan -
15 ml de agua destilada,se disuelve y se le agregan

100 ml de Tris 0.1 M pH 8.5 se agita durante 48 horas
en frasco dmbar.Je separan las dos fases y se elimina

la fase acuosa.ve alcanza un pH de 6.8

8.-Medio de incubacién:

Sacarosa 1%

.00
KH2P04 0.005 M
2,4-D 1x10™ M

Adenina -H3 o] Uridina-C14 .Las cantidades se especifi-

can en cada uno de los experimentos.

9,-Solucién amortiguadora I (Buffer I) para electroforesis

en geles de acrilamida al 2.5%

0 mM
NaH2P04 | 3
Tris-HC1 36 m¥
EDTA (2Na) 1 m¥

Ajustar pH a 7.8 con Hel
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10.-Solucidn amortiguadora II (Buffer II ) para electrofo-

resis en geles de poliacrilamida al 12%,(141)

EDTA (2Na) 1 mM
Na2HP04 30 mM
DSS 0.2 %
Tris-HC1 36 mM pH 7.8

11.-Solucién amortiguadora III (Buffer III) para la hidré-
lisis enzimdtica del ARN, (141)

NaCl : 30 mM
EDTA 2 mM
Tris- HC1 20 mM pH 7.5

12.-Ribonucleasa Pancredtica "A"

La ribonucleasa pancreitica bovina se disuelve en NaCl
0.15 M de manera ocue cueden 3050 U/ml.El pH se lleva a
5 con HC1l 1 N.Se guarda a -20°C

13.-Ribonucleasa Tl
Se dielven las 100,000 U en 10 ml de NaCl 0.15 M,se qua
da a -20°C

14.-Prevaracién de la solucidén de Bray:(142)
Naftaleno 60 g

PPO 4 g
POPOP 0.2 g
Btilen glicol 20 ml
Fetanol 100 ml

Dioxano cbp 1000 ml
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B) METODOS

a) Preparacidn e incubacidén del tejido:

l.-Las semillas se seleccionan vpor asvecto y tamafio,Se es-
terilizan con una solucién de Hipoclorito de sodio al 1%
durante 10 minutos,aplicando vacie y agitando.Se lavan
verfectamente con agua corriente.

“2+-7e siembran las semillas,l5 g/caja,en cajas de pldstico
nue contengan agrolita humedecida con aproximédamente
250 ml de agua por litro de agrolita.

3.-5e incuban bajo luz roja durante 38 horas y 48 en la os-
curidad a 25°C

4.-A1 término de la incubacién se seleccionan las pléntulas
de acuerdo a su tamafio.Se utilizan todas anuellas cuya -
longitud alcance aproximddamente 2.5 cm.

5.-Para obtener los coledptilos,se cortan segmentos de 0.9
cm como se indica en el escuema,la hoja interna se eli--
mina cuidando de no maltratar al tejido.Bstas operacio-
nes se llevan a cabo bajo luz roja.Durante la preparacién
del tejido,se mantiene en solucién amortiguadora de Fosfg
tos-Sacarosa 1% (fig.10)

6.-La incubacién del tejido en el medio apropiado se lleva -
a cabo en la oscuridad,a 25°C y aereacidén contante.la con
centracién Sptima del tejido es de 4 segmentos/ml de me--

dio de incubacidén.Antes de incubar se le aplica vacio du-

rante 1 min.




Para encontrar la concentracién Sotima de 2,4-D se 1lle
vé a cabo un bioenzayo (elongacidén del coléovtilo) se la si-

guiente manera:

1.-Se incubaron de 9 a 11 secciones de tejido,obtenido come
se menciona previamente en matraces de bola de 10 ml nue
contenfan 4 ml de medio (Buffer fosfato 0.005 M , oH 6.0
Sacarosa al 1% y 2,4-D en un rango de concentraciones de
lxlo"3 a lxlo_8 M),incubando al mismo tiempo un control
sin 2,4-D

2.-5e les aplica vacié durante 1 min.,se incuban a 25°C en -
la oscuridad durante 20 horas y con aereacidén constante.

3.-A1 término de la incubacibén,se miden y se saca la longi-

tud promedio para cada concentracidn,

b) Obtencién de polisomas de coledptilo de trigo.

Para la obtencién de los polisomas,se utilizé el método

de Davies y Night,modificado (140).

1.-Se prevaran 400 secciones de tejido.

2.-5e ponen 200 secciones en matraz de bola con 50 ml de me-
dio de incubacién.

3.-E1 tiempo de incubacién es de 2 § 5 horas,en la oscuridad
a 25°C en las condiciones ya mencionadas.

4.-A1 iniciar la incubacién y al terminarla,se toman alicuo-
de 0,005 y 0,010 ml respectivamente,para determinar ra---
dioactividad.

5.-A1 término de la incubacién se lava el tejido con buffer

fosfatos (KH2PO4 0,005 M pH 6.0) para eliminar radioacti-

vidad externa.
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Figurq ' 10 Prevaracién e incubacidén del teiido,

Je siembran las semillas de trieco,ys ecterilizadas en hi-
noclorito al 1%,en aecrolita humedecida.ve incuban durante
26 horas bajo luz roja y 48 horas en la oscuridad a 25°C,
Je seleccionan las nl#ntulss de lonecitud de 2 a 2,5 cm,<e
cortan secmentos de 0,¢ cm v se les eytrae 12 hoije interna
cuidendo de no M»1ltratar el teiido.5e incub2n en las con-

dicionsc sl aynapinento con asitacidn,aereacién vy a 25°C,
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COLEOPTILOS
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nan 1.25 vols. de éter y se agita durante 5 min,ve elimina
la fase orefnica y se renite el tratamiento.

5.-E1 resto de éter se elimina con vacfo.A la fase acuosa ob-
tenida,se le ajusta concentracién de sales con NaCl 2.2 M
pars tener una concentracién final de 0,22 M de NaCl (Se
adiciona un vol.)

6.-8e precipita el ARN polisomal adicionando 2 voliUmenes de -
Etanol helado.Se deja reposar en el congelador toda la no-
che.

7.-Para el andlisis de éste ARN,se centrifuga el precipitado
en etanol,se elimina el alcohol con corriente de aire y -
se resusvende el ARN en 0.3 ml de buffer I 6 en agua des-

ionizada.

e) Determinacién de radioactividad:

Para determinar radioactividad se utilizé la solucién de
Bray ( 142).las muestras usadas no fueron mayores de 0.5 ml
se utilizaron 5 ml de solucidén/vial.

Para la determinacién de radioactividad en geles se hace -
lo siguiente:El gel se corta en fracciones de 0.3 cm y se
colocan en viales,se les adiciona 0.5 ml de agua oxigenada -
al 30%,se dejan durante 12 horas a una temperatura de 75°C -
nara la disolucién del gel.Se agregan 5 ml de la solucidn de
Bray y se determina radioactividad en un contador de cente-

1leo Packard.(149)

f) veteriinacién espectrofotométrica del ARN
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Para determinar la pureza y la cantidad de ARN nolisg
mal obtenido,se determiné el espectro de absorcién en un --
ranco de absorbencia de 200 a 300 nm,en un esnectrofotdmetro
Pye Unicam.Del ARN obtenido como se menciona previamente se
tomé una alfcuota de aproximadamente 0,010 ml y se llevd a
1 ml con agua destilada.Se determiné su espectro de absor-
cién y se sacaron las absorbencias a 230,260 y 280 nm.

Considersando nue 1 unidad de densidad 6ptica medida en
una celda de 1 cm de naso y a 260 nm,corresvonde a 50 ug de
ARN vor mililitro,se calculd la cantidad total de ARN obte-
nido.Las relaciones de absorbencia se muestran en la tabla

III,parz los ARN de los diferentes experimentos.

z) Radioactividad especifica del ARN:

Pars determinar la radioactividad especifica del ARN,
se tomé una alfcuota de 0.1 ml de la susvencién usada para
determinar el espectro de absorcién,se le determiné radioac-
tividad como se menciona previamente y,tomando en cuenta la

cantidad de ARN de la alfcuota se calculd la radoactividad -

especifica.

h) Andlisis electroforético del ARN

Para observar el patrén de distribucién del ARN marca-
do,as{ como su integridad,se analizé el ARN en electrofore--
sis en geles de poliacrilamida al 2.5% (145).

1.-Se utilizan tubos de 0,6 cm de difmetro interno y 10 cm -

de loneitud verfectamente limnios.

2.-La vreparacidn del gel se hace de la sisuiente manera:
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a) Mara 25 ml,se pesan:
Acrilamida 0.625 ¢
Bis-acrilamida 0.03125 ¢
"ersulfato de amo-
nio. 0.050 ¢
Temed 0.0125 ml
b) Para preparar la solucidn:
Yezclar en el orden indicado.
1) 15 ml de buffer I para electroforesis.
2) agregar acrilamida
3) agregar bis-acrilamida
4) acregar temed y agitar
5) agregar persulfato y agitar
6) Agregzar 10 ml de buffer I,mezclar perfectamente,

El tiempo de gelificacién es de 10 min.

Para llenar los tubos se procede de la siguiente mane-

Se cierran por un extremo con parafilm,se colocan per-
fectamente verticales.Con una piveta pasteur se adiciona la
solucién anterior cuidando de nue no se hagan burbujas.Para
nruitar el menisco, se pone una gota de agua en la suverficie
de la solucién (deben verse dos fases bien definidas).

Una vez nue la solucién ha polimerizado se elimina el
afgua con un vapel absorbente.

Se colocan los tubos en la cAmara de elsctroforesis y
pone el bhurfer I en ambas cdmaras.bua muestra se coloca con
una nineta narteur o una jeringa,previamente se le ajusta -
12 concentr=cién de sacarosa para tenerla al 204%.

51 nolo vwositivo se conecta en 1a vnarte inferior ya -
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rue el ARN al nH del buffer (7.8) tiene carga negativa.

Les muestras se corren durante 20 min., a 1 mA/gel y --
durante 2:30 hrs. a 5 mA/gel.Como estdndar externo de corri_
miento se usa azul de bromo fenol, (ABF).

Terminado el tiempo de corrimiento,se sacan los tubos.
5i se colocaron los geles en tubos de cuarzo se puede hacer -
el registro 4ptico,en caso contrario,se sacan los geles de -
los tubos con una jeringa,inyectando agua vor las varedes - -
del tubo,cuidando de no maltratar el cel,

Para determinar los patrones de distribucién se tifien-
los geles con una solucidén de azul de orto-toluidina al 1% -
en 4cido acético al 20%,durante 15 min.El exceso de coloran-
te se elimina lavando con 4cido acético al 1%.

Para destefiir los geles se ponen en solucién de 4cido -
acético al 1% durante 15 horas,con agitacién y cambios de la
solucién de 4cido.

El patrén de distribucién de radioactividad se lleva a

cabo como se menciona en el punto (e).

i) Hidrélisis enzimdtica del ARN

Con el fin de caracterizar las secuencias ricas en poli
A,del ARN polisomal,se traté una alicuota (100-200ug de ARN)
del ARN,con una mezcla de ribonucleasas,vancredtica y Tl para
hidrolizar el ARN excepto los seegmentos ricos en poli A,los
cuales son resistentes a la hidrélisis vor estas enzimas.

Se sicuid la técnica de Gorski y Morrison (141) modifi-
cada:

S5e resuspenden aproximadamente 200 ug de ARN en 0.1 ml

de buffer III,se agrecan 1 U de cada enzima por cada 25 ug de
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ARN,Se incuba durante 30 min. a 37°C y se para la reaccidén

nor congelacidn.

i) Electroforesis del hidrolisado de ARN

Para la electroforesis del hicrolizado del ARN se sigue

la siguiente técnica (141):

a) Preparacién de los geles de poliacrilamida al 12% ’
DSS al 0.2%.

1)Para 25 ml de solucién pesar:

Acrilamida 3 g
Bis-acrilamida 0.15 g
Persulfato de amonio 0.017 g
Temed 0.0125 ml

2)Para prevarar la solucién:

Se ponen 15 ml de buffer II (ver materiales) y se
adiciona la acrilamida,bis-acrilamida,temed y el vpersulfato de
amonio,agitar perfectamente.Se adicionan los 10 ml de buffer
restantes.tEl tiempo de polimerizacién es de 30 min. aproxima-
damente.

Para la orevaracién de los geles se usan tubos de
0.6 cm de didmnetro y 15 cm de lonsgitud,lavados perfectamente.

Los tubos se llenan como se menciona previamente -
hasta uns altura de 10 cm.

La muestra de ARN hidrolizado,se ajusta a una con-

centracién de sacarosa del 20%.~e coloca en un gel una alicuo

ta de aBF como eatdndar de corrimiento externo,una muestra de
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ARN de transferencia de FE.coli y una muestra de ARN total de

levadura,hidrolizado en la misma forma y condiciones,

Las muestras se corren a 1 mA/gel durante 20 min. y a -

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

Al termino del corrimiento, se sacan los tubos,se saca
el gel y se tifien con una solucién Je azul de orto-toluidina
al 1% en 4cido acético al 20% durante 5 min.Se elimina el ex-
ceso de colorante con 4cido acético al 1% y se destifien duran-
te 72 horas en solucidén de 4cido acético al 1%,con agitacién y
cambios de la solucién del 4cido.El orocedimiento de tincidén
so0lo se lleva a cabo para las muestras de ARNt de E.coli y -
vara el ARN hidrolizado de levadura.

Los geles gue tienen las muestras de los ARN polisomales
hidrolizados no se tifien,se cortan en secciones de 0.3 cm y -

se les determina radioactividad como se menciona en el punto -

(e).
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IV.-RESULTADOS,DISCUSION Y CONCLUSIONES:

A) RESULTADOS:

El primer paso en el desarrollo fué encontrar la con-
centracién déptima de 2,4-D en la cual,la respuesta de e-
longacién celular en el coledéptilo de trigo,es la médxima.

Para esto se 1levdé a cabo un bioensayo cuyos resulta-
dos se muestran en la tabla I,el tipo de curva obtenido =
se muestra en la gréfica 1.

La concentracién éptima ~ue se encontré fué la de 16 M.
La elongacién obtenida a esta concentracién de 2,4-D reore
senté,en relacién al control,més del 40%.

Para todos los experimentos efectuados se utilizé es-

ta concentracién,

b) Incorporacién del precursor mercado al ARN

Para determinar si el precursor marcado se incornoraba
al ARN polisomal se hizo un experimento preliminar utilizan

do Uridina-H3.

Se utilizaron 183 secciones de tejido como se menciona

en métodos y se incubaron en 50 ml de medio de incubacidén

(XH,P0, 0.005 M ,Sacarosa 1%,2,4=D lxlo'sM y 7.5 uC/ml de -

Uridina-H". 55



Datos obtenidos del bioen:;ayvo nara

PuBLA 1

encontrar concentriacidén dptima

de r,d—D

ioncentracién de 2,4-D ( ioles/litro)

-3

el

voledntilos 10 10 107 10 10 10 0
Longitud 1.56 1.96 2.07 1.60 1.3% 1.29 1.4?2
(cm)
Peso 12,91  16.50 16,85 15.20 11.98 19.8¢ 12,01
(me)
Ln/Lb x 100 109 137 144 126 y6 90 100
2z 9 37 a4 26 -4 -10 0

inlOO—lO()

Se incubaron de Y-11 secciones de tejido tratado comno se indica
en ~étodos.Je orobd un rango de concentraciones de 2,4-D de --
M , E1 tiemno de incubzcién fué de 20 hores,

a ?5°C,en la oscuridad y con aereacidn constante.Ln corresnon-
Ae al lareco oromedio de 1las secciones a las diferentes concen-
traciones usadrs v Lb al de las secciones incubadas en ausencia

1x10=3 5 1x10-8

de 2,4-D,
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1 tiempno de incubacidn fué de 5 horas en les condicio---
mencionadas nreviamente.Al final de la incubacién se obtuvis
ron los polisomas y el ARN polisomal como se indica en méto-
dos.tomando las alicuotas necesarias para la determinacién -

de la poza de U—H3.

Se tomé una alicuota del ARN polisomal (0.010 ml) la cual
se 1llevé a 1 ml con agua destilada y se le determiné su es-
pectro de absorcidn de 200 a 300 nm.Utilizando las absorben-
cias a 230,260 y 230 nm se determinaron sus relaciones de --
absorbencia de 260/230 y de 260/280 para determinar su pure-
za,

Se le determind la radioactividad esvecifica como se men-
ciona en métodos.En la Tabla II se muestran los datos de ra-
dioactividad obtenidos durante el proceso de obtencién del -

ARN,su cantidad y su radioactividad esvecifica,

E1l ARN se analizé electroforéticamente en geles de polia-
crilamida al 2.5% vara determinar su patrén de distribucidn

dptico y de radioactividad.

La electroforesis se llevé a cabo como se menciona en mé-
todos,utilizando tubos de cuarzo de 0.6 cm de didmetro para
poder hacer el registro dptico a 254 nm y posteriormente de-
terminar radioactividad en los geles, (erdfica 2).

Gomo puede verse en esta grifica,la incorporacién de mar-

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

tra analizada.

Con los datos obtenidos en este experimento,se pensé en -

modificar el tiempmo de incubacién a 2 horas para noder detes

minar,si era posible,nué especie del ARN polisomal ge M4rCa-
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ba preferentemente a tiemnos cortos de incubacidn.

Para comvarar el efecto en 12 cantidad de marca incorno
vorada con y sin 2,4-D utilizando diferentes bases,se hicie--

ron los siguientes exnerimentos:

Exverimento 2

c)Obtencién de ARN volisomal de tejido incubado en pre-

sencia y en ausencia de 2,4-D utilizando Adenina—H3.

Se incubaron 215 coledptilos en 50 ml de medio de incu-

bacidén oue contenfa: KH,, 70, 0.005 M,sacarosa 1%,2,4-D 1x10°

v 16 uC/ml de medio de incubacién de Adenina-HB.Se incubaron

m

al mismo tiempo,215 secciones de tejido en 50 ml de medio de
incubacién pero sin 2,4-D.Se incubaron como se menciona pre-

viamente.

Al término de la incubacidén se procedié a obtener los
polisomas y el ARN polisomal.Los resultados de radioctividad
se muestran en la Tabla IV,

S5e tomé una alicuota de 0.010 ml de la solucidén de ARN
polisomal v se les determiné su esnectro en un rango de 200 a
300 nm.S5e sacaron sus absorbencias a 230,260 y 280 nm,. Las re-

laciones se muestran en la tabla III.

Ue 1a alicuota anterior llevada a 1 ml con agua,se tomé

0.1 ml v se le determiné radioactividad,para calcular radioas

tividad esnecifica.

Dora deterninar su natrén de distribucidn de radioacti-
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Grdfica:2 Distribucién electroforética de ARN polisomal
en gel de voliacrilamida al 2.5% marcado con
U-H3 e incubado en bresencia de 2,4-D.
La electroforesis se 1llevd 2 cabo en un cel de 8.5 cm de
longitud de didmetro 0.0 cm.Se colocaron como muestra 73
ur de ARN polisomal obtenido de coledntilos de trigo in-
cubados en nresencia de 2,4-D y 7.5uC/ml de medio de incu
bacién de Uridina tritiada.Se utilizaron celdas de cuarzo
nara hacer el reegistro 4otico del gel a 254 nm.El tiemno
de corrimiento fué de 2:30 hrs.la determinacidn del vatrén
de distribucibdn de radioactividad se 1levé a cabo como se
indica en métodos.lLa flecha indica 1a direccién de corri-

miento.
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(SfdfiCq: 3 tsspectro de absorcién del ARN polisomal.

%1 AdN nolisomal se obtuvo de coledontilos de trieso incu-
bados en nresenciu de =43 (7.5uC/ ml de medio de incuba
cién),5, 11 de medio de incubacién,durante 5 horas a 253C
(ver mé&todon=), e hizo es el esnectro en un rango de con=-
tracidn de 700 s 300 nm .lLas relaciones de absorbancia -
obtenin=s fueron 2.2 v 1,9 nare D0200/70230 v D026H/D0O240
recnectivemente,
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TABLA II

Datos de incornoracién de U—H3 al tejido y

al A3N polisomal narm el mxp. 1

Radioactividad inicial 8,040,000 com
total en el medio de

incubacién.
Radioactividad total 3,945,000 com

final en el medio de
incubacién,

dadioactividad nue 4,095,000 cpm
entré al tejido.

n~dioactividad en el 248,040 com
sobren~dante de 100,000x(
(noza de U-H3 )

ARN polisomal total. 880 ug (17.6 U DO)
Radioactividad Total 90,000 cpm
Radioactividad Esnecifice 103 com/ug de ARN

del ARN polisomal.

2e incubaron 183 coledptilos obtenidos como se menciona en
métodos y se incubaron en 50 71l de medio de incubacidén aque
contenfa KHpPO4 0.005 M , Sacrosa 1% , 2,4-D 1xl0™5 M y -

7.5 uC/ml de medio de incubacidn de Uridina tritiada.El -

tiemno de incubacién fué de 5 horas,a 25°C,en la oscuridad
v con aerenacién constante.La determinacidédn de radioactivi-
dad en 1las diferentes muestras se hizo en un contador de -
centelleo Paclard con una eficiencia parz el tritio de 384%.
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vidad y su integridad se hizo el analisis electroforético en
geles de poliacrilamida al 2.5% como se menciona en métodos.
Se usaron 65 y 80 ugz de ARN de cada muestra,control y nro--

blema,resnectivamente, (Grdficas 4 y 5 ),

Experimento 3

d) Obtencibén de ARN nolisomal de tejido incuba-

do con y sin 2,4-D en presencia de A-H3.

Con el objeto de saber si los resultados eran -
reproducibles,se 1llevé a cabo otro experimento,utilizando las
mismas condiciones ocue el exnerimento 2 con las siguientes va
riaciones:se utilizaron 210 secciones de tejido y el medio de
incubacién contenia KH2P04 0.005 M pH 6.0 , Sacarosa 1%,2,4-D
lxlo_SM y Adenina tritiada 14 uC/ml de medio de incubacién -
empleado (50 ml).,Todo el procedimiento se siguié como en el
exnerimento 2.Los resultados se muestran en la Tabla TII,IV

y en las grdficas 4 y 6.

Exverimento 4

e) Obtencidn_de ARN polisomal de_tejido_incuba-

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

tilizando como precursor marcado,Uridina-Cl4.
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TABLA IIIX

Determinaciones esvectrofotométricas
de las diferentes muestras de ARN

polisomal.

Exo. |Condiciones | DO DO DO 29250 D0260
230 260 280 10230 10280

+ 2,4-D | 0.60 1.30 0.67 2.16  1.94

2 - 2,4-D | 0.46 1.03 0.51 2.20 2,00
+ 2,4-D | 0.48 1,02 0,52 2,12 1.95

’ - 2,4-D | 0.34 0.76 0.39 2,07 1.96
+ 2,4-D |0.27 0.62 0.32 2,31 1.96

) - 2,4-D |0.21 0.44 -.22 2,13 2.00

Los resultados anteriores corresnonden a las muestras de
ARY nolisnmal obtenidas de los #xperimentos 2,3 y 4 mencio-
dos anteriormente.Jel AiN nolisomal nrecinitado en Etanol,
se disolvié como se indica en métodos en buffer I en una ne-
nuefia cantidad (0.1 a 0.3 ml) de anui se tomé una alicuota
pe~uena 1= cu=l se llevé a 1 ml v se ceternind su esnectro
en un eanectrofotémetro Pve {inicam 1800 en un raneo de 200 a
300 nm.9e deterninaron las lectur=s de absorbancia a 230,
200 v 20 nars sacar la< rel-ciones,las cuales coinciden con
1o va renortado (147).
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Se incubaron 213 coledptilos en 50 ml de medio de in-
cubacidén ocue contenia:KH2P04 0.005M pH 6.0,sacarosa 1%,2,4~
D 1x10™°M y 0.3 uC/ml de Uridina-c'4.

La incubacién se 1llevé a cabo como en los experimentos
anteriores,se extrajo el ARN polisomal y durante el procedi-
miento de extraccidén se tomaron las alicuotas respectivas, -

Tabla IV,

Se determind el espectro de absorbencia del ARN,se de-
terminaron las absorbencias a 230,260 y 280 nm para sacar -
las relaciones,Tabla III.

La radioactividad especifica se saca como se menciona
previamente.Se analizé en geles de poliacrilamida al 2.5% y
se determind el patrén de distribucidbén de radioactividad, -

egrdficas 4 y 7.

f) Hidrdélisis de los diferentes ARN’s obtenidos,

usando una mezcla de ribonucleasas.

Para determinar si la diferencia en incorvoracién
de marca al utilizar Adenina tritiada o Uridina—014,se debia
a un efecto del 2,4-D sobre la elongacidén de la fraccién del
poli A del ARNm,se hidrolizaron las diferentes muestras de -
ARN’s.Como la fraccién de poli A del ARNm es resistente a la
accién enzimdtica de las ribonucleasas A y Tl,se vensé en a-
nalizar nosteriormente,flos residuos obtenidos de esta hidré-
lisis.

Le hidrélisis del ARN nolisomal de los diferentes
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TABLA |V
DATOS DE INCORPORACION DE RADIQACTIVIDAD
EXP. 2 EXP. 3 EXP. 4
324D |-24D $24-D | ~240 | $24-D | -24-0
RADIOACTIVIDAD INICIAL TQTAL 60,2 82,000 56.531,600 84270000 65,510,000 9,440,000 10,130,000
EN EL MED!O DE INCUBACION
RADFARCTIVIBAD FijAL BN €L 37694000  33.231000 22990000 16170 000 6.795 0O 5,415,000
MEDIO DE INCUBACION(cPM)
RADIOACTIVIDAD QUE ENTRO AL 22588 .000 23,300,600 1,280 000 49,340,000 262'5,000 4715000
TEJIDO (cpm)
RADIOACTIVIDAD EN EL SOBRE- 7.856.000 3,183,300 3270,000 2570560 S350 153,305
N ADANTE DE 100 000 x g
7 723 765
ARN TOTAL (ug) ars 72 2 6 795 734
cpm totales en ARN 1,104,266 484,357 283.612 135 405 100.930 KR s
polisomal
1392 627 392 177 140 76

RADIOACTIVIDAD ESPECIFICA
ARN




exverimentos se 1llevd a cabo de la siguiente manera:

Para una cantidad de los ARN’s obtenidos en el experi-
mento 3,se utilizaron 1 U de cada enzima/25 ug de ARN,el ARN
se resuspendié previamente en buffer III,se incubaron 30 min.
a 37°C.Al término de la incubacidn se analizaron los residuos
de la hidrdlisis en geles de voliacrilamida al 12%,DSS al 0.2
nor ciento,como se indica en métodos.los resultados se mueg—-
tran en la grdfica 8.

De los resultados obtenidos anteriormente,se decidid au
mentar el tiempo y las condiciones de la hidrélisis ya que en
el control de ARN total de levadura usado,no se obtuvo una hi
drélisis completa.

En las pgrdficas &-14 se muestran los resultados obteni-
dos vara las diferentes muestras de de ARN npolisomal emplea-

das,as{ como las condiciones de las hidrélisis.

B) DISCUSION:

De los datos obtenidos para el bioensayo del 2,4-D ,(Tg
bla I y grdfica 1) se puede observar nue la concentracién 6v-
tima de esta auxina a la cual se obtiene el mdximo efecto de

elongacidn es de lxlo-sM.

Analizando los resultados obtenidos en el exnerimento -
preliminar de 5 hrs. de incubacién (gréfica 2,Tabla II) se -
observa nue en estas condiciones se obtiene ARN polisomal --

marcado en todas sus esnecies.Los resultados del patrén de -
distribucién del AHN de este experimento,en geles de noliacr}}
amida,nos indican nue hay una degsradacién ligera adn cuando -~
todo el nroceso de extraccién se 1llevé a cabo a temneraturas
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cercanas a 4°C.Este fenémeno es debido a nue en estos teji-
dos hay una eran cantidad de ribonucleasas ( ) 1o cual ha-
ce diffcil el andlisis.En cuanto a la pureza del ARN obteni-
do,se puede ver de la grdfica (3),nue este material tiene un
grado de pureza aceotable,tomando en cuenta las relaciones -

de DO,/ 00530 ¥ D0,50/D0sg4-

La evidencia de ~ue trabaja con la fraccidn polisomal
no se presenta en este trabajo vero se realizé en el mismo
laboratorio (Tesis de Maestria en ciencias de JLDV).Es decir,
se realizd un andlisis de la distribucién de polisomas en gra
diente de sacarosa y por determinacidén de la absorbencia a -
260,se pudo concluir oue la fraccién con la rue se estaba -
traba jando correspondéa a una mezcla de polisomas de difereg
te longitud.

Los datos de distribucién de radioactividad en electro-
foresis indican lo siguiente: la presencia de 2,4-D acelera
la incorporacién de la marca en todas las esnecies de ARN,
(erdficas 5,6 y 7).As{ mismo,la grifica 6 nos sugiere oue oue
con 2,4-D hay mayor cantidad de marca en las fracciones mds -
cortas de ARN.Es necesario,sin embargo,considerar para la in-
terpretacién de los datos,nue en los tres casos hay degrada-
cién del ARN y vor lo tanto con estos resultados no se puede
llecar a una conclusién en cuanto a la distribucién de la -
marca en las especies del ARN.

En base a los diferentes vorcientos de incorvnoracidn oE
tenidos con adenina y uridina (222 y 184% resvectivamente) de

la tebla IV,se pensé ocue habfa un aumento vreferencial de las

especies de 1a fraccién de ARNm,rico en poli A.Esta posibili-
dad es también anoyada nor 1los datos obtenidos nor JLD,nuien
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condiciones mds drédsticas,pero no se llegd a una hidrélisis
total.

La grdfica 10 nos indica nue la diferencia en radioac-
tividad esvecifica se debe a un aumento en el nimero de espe
cies de ARNm.Los fragmentos residuales tienen un nuimero apro
ximado de 75 nucledtidos.

Al analizar los datos obtenidos en la Tabla V, se pue-
de observar ocue a medida nue la hidrélisis es mayor,la dife-
rencia entre el control y el problema,marcados con adenina,se
acentia mientras aue los marcados con uridina mantienen la -
misma relacién en cuanto a recuperacién,Esto nos indica que
la diferencia en incorporacién de marca se debe a oue en pre
sencia de 2,4-D se incrementa el nimero de especies de ARNm
v al hidrolizar la muestra de ARN polisomal total,la difereg
cia entre el control y el problema se vé aumentada debido a
nue en el problema hay mayor nimero de fragmentos ricos en -
poli A.En el caso de ARN marcado con uridina,no se observa -
una diferencia puesto cue la marca se encuentra en fragmentos
que s8{ son hidrolizados.En este caso el porciento de recupe-
racién es de 26% y posiblemente sea limitacién del método el

no llegar a un 100% de hidrélisis.
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\mtrones de distribucién de ARN total polisomal en
seles de voliicrilamida al 2.5% .-1 tiemno de co-
rrinientn f & de ¢:30 hrs.nar= & v b v de 3:00 hrs.
nara c,d,e,f v #.0e tifieron como se indica en néto-
deterninéd radioactivi-

Grdfica: 4

dos v nosteriornente se cort: ron v se lee
dad.a )« (N marc:~n con #H3 en rresencir 6 2,4=D ,POug,b)AN mar-
cndo con AH?Y on cusencis de ?2,4-D, b65uer,c) N marcedo con AH- en
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GfCllficq 5 Patrén de distribucién de radioactividad de lo=
ARN ‘s nolisomales obtenidos en el exverimento 4.

«1 ARN polisomal fué anmlizado electroforéticamente como se =
menciona en la fGrdfica 5 y desnués se terminé su pstrén de rs-~
dioactividad en el mismo,5e pudieron 80 ug del ARN polisomal
obtenido de tejido tratado con 2,4-D y 65 ue de ARN obtenido
de teiido sin tritar.,la determinacién de 1a radio=ctividad =n
el mel se llevé a caho como se menciona en nétodos.

( ) axN naremio con AH3 en nregencia de Q,A-D v L---J ARN
nmarcado con AH' en ausenciz de ?2,4-D.los datos en 1a sréfica
estdn ya correridos de tal manera rue se tenra isual cantidad
de "iN/gel.
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no. de fraccion

G rufficq: 6 Patrén de distribucidn de redioactividad de
los ARN’s pnolisomsles obtenidos en el exve-
rimento 3.
£l ARN nolisomal fué analizado electroforéticamente como en
la eréfices 5 y posteriormente fué determinado su patrén de
distribucién de radioactividad en estos mismos geles,como se
indica en métodos.,ve utilizsron 64 ug de ARN polisomal obteni-
do de tejido incubedo con 2,4-D v AH3 y 60 ug de AdN noliso-
mal de tejido no tratado con 2,4-D pero en presencia de IVER
( ) AKN nolisomal obtenido de tejido incubado con 2,4-D
y (=-=-) AR} nolisomal obtenido de teiido no incubado con
?,4-1).70s datos estdn yz correcidos vers igualar cantidades
de <N nnlisomal.la flecha indice la direccidn de corriniento

5

del a s
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Gl’dfiCd :7 Patrdn de distribucién de radioactividad de
los ARN4 obtenidos en el experimento 4,

%1 mismo gel de la erdfica 4 se utilizé vara determinar el
natrédn de distribucidn de radioactividad como se indica en
métodos.

3e utilizaron 50 ug de ARN vnolisomal obtenido de coledoti-
los tretados con 2,4-D y 54 ug de RVA pnolisomal obtenido
de tejido no tretado,ambos en nresencia de U-cl4,(

)
4% obtenido de teiido tratado con 2,4-D Y (w=is) ARY OD=

tenido de teiido no tratado.Los datos de 1la grdfics estdn
v4 correcidos,.
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Grafica : 8 Electroforesis en eeles de noliecril-
amida al 1°% de los ARN’s del evneri-

mento 3,tratados con una mezcla de ribonucleasas (1 U de
cada snmima nor cada 2% ug de 4®N) durante 30 min., a ‘7°C,
je utilizaron 5 ur del ARN obtenido de teiido tr=tado con
2,4-D (—=) v 127 us de teiido no tr-tado (.-.-)La préfica
estd corre~ids nsre tener 12 mieme contidad de A4YN/cel,
I~ Aetarainacién de radio=ctividad se 1levd = cabo como rce

mancin- en métacoc,
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Gl’dfl'CO : 9 Hlectroforesis en geles de poliacrilami-

da al 12% del ARN del exnerimento 3 tra-

tado con una mezcla de ribonucleasas ipfual a l2 us~da en la
erifica 8,51 tiemno de incubacién fué de 1 hr, a 37°C,se u-

saron 200 ug de cads A3N.(

)ARN obtenido de teiido trata
do con 2,4-D,(-.-.=)ARN obtenido de tejido no tratado.La --

flecha indica la direccién de corrimiento.
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Grdfica: 10 Electroforesis en seles de poliacrilamids

de los 4R¥’s del exnerimento 2,tratados -

con una mezcla de ribonuclessas (1 U de cada enzima/25ug
de 12M) dur=ante 1:30 hre.2 37°C.Se usaron 200us de cada

muestra “a ARN, (——)ARN ohtenido Ae teiido tratedo con -
2yb=y1=,=, )4 obtenido de teiido no tr=tado.Ls flecha

vertic=2]l indica la movilidad del 4RNt usado como referen-—

ci=,
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Grdfica:1] Alectroforesis de los ARN’s del exveri-

mento 4 triatados con una merzcle de enzi

mas (Ia misnn -ue nara la erdfice 10) durante un tiemmo
de 1:30 hre, a 7°, v en butfer nH 7,5

se usaron 190 ug de cada AdN.(=——)a it ohtenido de teiido

tpetadn can 4-D v (=.=,)AR" ohteridn dm teiido no tra-

tado,
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Gr(]'fl.CCl +12 Patrén de distribucidén de radioactivided
del andlisis electroforético de una mues-
tra de ARN’s tratados con una mezcla de

ribonucleasas ( 2 U de cada enzima vor cada 2% ue de ARN) du-
rante 2:30 horas a 37°C y en buffer oH 7.5.Se nusieron zproxi
mddamente las mismuas cantidades de ambos A#N’s,(200ug de c/u)
( ) ARN volisomal obtenido en el exverimnento 2,de coledp-
tilos de trigo incubsados en nresenciz de 2,4-D y A—H3,(—-— )
AIN nolisomal ohtenido en el mismo exnerimento nero de tejiido
no tratado con 2,4-D.
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Gl'dfl'cq 13 Parrdn de distribucidn ne AdN nolisonal tra
tado dur nte 3 horse con una mezcls de ribo
niucle:sag (31U de cada enzima/?5ue de Lth)eul AN se calentd
arevi-:mante a 90°C durante 3 min., v <e snfrid rénidemente,
e incuharon 100 ug de cada ARN.I» elmactroforesis se 1levé
a caho en celes de 10 cm de lonritud v 7.6 cm de didmetro.
21 tiemno de corrimniento fué de 29 min., = 1mA/rel v de 5:20
hre., 2 5 MmA/ocel, e usé como astindar de corrimiento uns --
musatra de ARNt de H.coli. (——)3iRM obtenido de teiido tra-
tado con 2,4=D y (.=-.=.)ARN ohtenido de teirdn no tratado.,
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Grdfica : 14 Patrén de distribucién de radioactivi-
dad Ae ARN polisomAal,tratado con una

mezcle de rihonucleasss (misma nue 13) durante 2 hores,Se
cnlentd nreviamente el ARN a ¢0°C duresnte 2 min, y se en-
frid ré4-idanente.Le incubacidn se hizo = 37°C,Se usaron -
150 ug de ARN de cada nuestra,(——)ARN ohtenido de teiido
tratado enn 2,4-0) v (,=.=)ARN ohtenido de teiido no trate-
do.

QUIMI,



TABLA V

9/,
grdfica [tratamiento | ug RNA |cpm totales. [cpm recup, +
8 + Aux 955 | 37436 31 843 85
- Aux | 127.5 22,567 18938 85
+ Aux 200 | 278400 140 085 | 50

10
- Aux 200 | 125 400 62 225 | 49
+ Aux 150 21000 6026 28
1 - Aux | 150 | 11400 3409 | 28
+ Aux 200 | 278400 17 000 | 4

12
- Aux 200 | 125 400 44 513 | 36
+ Aux 150 | 208 800 92 000 L
I - Aux 150 75 050 24000 | 32
+ Aux 100 14 000 3420 24

14
- Aux 100 7600 2 041 26

fahla de recunsr=cién de redioactividad en lo eeles,se saca-

ro- los
~ua tenf

oral

norcien'ne

| Myt

hidroliez

Ar v 12

Aeternin=du

de Y‘FCUYV‘T")C""I’I an hece 2 1o recfio=ctividad

%1 cortar el




C) CONCLUSIONES:

De los datos presentados se puede concluir lo si-
guiente:
El 2,4-D incrementa la incorporacién de marca en

la fraccidn polisomal del ARN (Tabla IV).

Analizando los datos de la Tabla IV se puede decir

cue la poza no es el factor determinante.

De la tabla IV se observa cue el contenido de ARN
polisomal no cambia;para explicar el incremento en incorpg
racién de marca,el aumento debe de ser en una fraccién gue
no contribuya en gran parte a la cantidad de ARN polisomal
total,esta fraccién es el ARNm y estaria de acuerdo con la
diferencia de incorvoracién de marca obtenida cuando se u-

sa Uridina o cuando se usa Adenina como marcador.

El incremento de incorporacidén de marca en el ARN
mensajero se debe al aumento del nimero de especies del -
ARNm ricas en poli A y no a la elongacidén de los fragmen-
tos de poli A de cada molécula de ARNm sintetizada (grdfi-

cas 8-14.

- 80 -



VI.-BIBLIOGRAFIA:

.
2.

3.

4.

5.

6.

-Jensen,V.A. "The Plant Cell" Ed. WMacmillan,7a.edicidén 1973

-Salisbury,F.B. "vascular Plants,form and function" Ed.Mac-
1lillan.?a.edcién 1973

-Phillips,I.D.J.,1971 "Introduction to the Biochemistry and
Physiology of plant growth substances".Ed.Ma Graw Hill Book
Co.

-dilner,P,and Varner,J.E.,1967 Proc.Nat.Acad.Sci.(USA) §§ .
1520

-Ahsford,A,E. and Jacobsen,J.V. 1974 Planta }29,81

-Zwar,J,H. and Jacobsen,J.V. 1972 Plant Physiol. 52 , 100

T.-lismo aue 3

10;

13-

14.

15,
16
17.
18.

19.

20.
21
22,

.-lawson,V.R. et.al. Plant Physiol. 1975.55,1062

-Muir,R.™. and Chang,K.C. Plant Physiol.1974 2£,286.

-Ray,P.M, "La planta viviente" Ed.Holt,Rinehart and Wiston,
Inc. 1963

-Audus,L.J. In " Plant growth substances"Vol I Chemisiry anl
physiology.Ed.Leonard Hill,1972

-Schneider,E.A. and Whigtman,1974,Annu.Rev.Plant Physiol._§
487

-Black,P.S. and R.H. Hamilton 1971, Plant Physiol. 5§,603

-Wight,F. 1973,Biochem.Soc.Symp. §§,247

-Mismo cue 16 y 28

-Sheldrake,R.A. and D.H. Northcote,1968.Nature 217,195

-Scheneider,E.A. and Wightman.1974,Annu.Rev,Plant Physiol
32,487
-Vightqan,P. 1973 Biochem.Soc.Symp. 3&,247
-Tuli,V, and H.5. Moyed,1909. J.Mol.Biol. 244,4916
-Basu,P.5. and V.Tuli. 1972 Plant Physiol. 50,499
-.81 -



23.-Sotiner,T et.al. 1970.Physiol.Plan.23,775

24.,-Audus,L.J.1964."In Tha physiology and Biochemistry of
herbicides"w~d,Academic Press,N.Y.
25.-Birch,A.J.et.al. 1958.Proc.chom.Soc.lgg
26,.-Nadeau,R.and Ranpaport,L.1974,tht.Physiol.gi,BOQ
27.-Lang,A.1965,"In Hanbook of Plant Physiology” Ed.W.Ruh-
1and,}§,l380
28.-Plogler,C.E.And Dahmus,M.E.,1974.Plant Phisol.54,88
29.-Skoog,P.F.and M.Strong and C.o. Miller.,1965,Science,
148,532,
30.-Miller,C.0.et, al. 1955 J.Amer.Chem.Soc.77,1392
31.-Hall,R.H.,1973 Annu.Rev.Plant.Physiol. 24,415
32.-Kende,H.1971, Imnternational Review of Cytology,é} 301
33.-Skoog,F.1970. Anne,Rev.Plant,Physiol. 21,359
34.-Letham,D.5. et.al. 1964.Proc.Chem.Soc.,pag.230.
35.-Addicott,F.F.et,at. 1968.Science,159,1493

36.-Noddle,R.C.and Robinson,D.R. 1969 Biochem.J. 112,547

37.~-Taylor,H.F. and T.A. Smith. 1967, Nature.g}§;1513

38.-Ihle,J.N. and Dure,L. III.1970.Biochem.Biophys. Res.Comm.
38,995

39,-Chen,D. and Osborne,E.J. 1970 Nature gg§,1157

40.-Davies,L.A. and Addicott,F.T. 1972 Plant.Physiol. 52,644

41.-Wriesht,S.T.C. and Hiron,R.W. 1969. Nature 325,719

42.-/rigt,5.T7.C. 1969.Planta.86,10

43,-Milborrow,B.V. and Noodle,P.C. 1970 Biochem.J. 1}2,727

44,-Cummins, V.R. Kende,H.,and Raschke,K.1971 Planta 29,347

45,-Raschke,X.1975.Annu.Rev, Plant.Physiol. 29,309
46.-Taylor,H.F. and Smith,T.A. 1907 Planta 19;,263
47.-Firn,R.D. and Friend,J. 1972 Nature,215 1513

48.-"ilborrow,B.V. 1974a. Annu.Rev.Plant.Phyiol. 25 259
- 82 -



49.-Milborrow,B.V. 1970 J. ixv.30%. 21,17

50.-"ilborrow,B.V. 1969 Chem.Comm. pag. 966

51.-Tinelli,E.T.,Sondheimer,®, ,and #alton,D.C. 1973 Tetra-
hedron Let. pag. 139

52.-Leeberman,M,et.al,Plant Physiol. 3},370. 1966

53.=-Burg,3.P., and Clagett,C.0. 1907 Biochem.Biophys.Res.
Commu, , 21,125

54.-Mapson,L.W. 1970 Endeavour 39,29

55.-5koog, F.1954. Sustances involved in normal growth diffe-
rentiation of plants. Brookhaven Symn.Biol. 6(BNL 258),1

56.-Giles,K,W. and Meyers,A. (1966) Phytochemistry 5,193

57.-Nitsan,J.and Lang,A.,1966 Plant Physiol.lancaster 51,965

58.-Hanson,J.B. and Slife,F.W. 1969 Residue Rev. 25,56

59.-Cherry,J.H. 1967a.Symp.Soc.Exv.Biol. 21,24

6k.-¥ollgiehn,R.1967 Symp.Soc.Exp.Biol. 21,179

60.8imon, E.W., 1967 Symp.Soc.Exn.Biol. 21,215

62.-Woolhouse,H.W. 19067 Symp.Soc.Exp.Biol. 21,21

63.-Key,Jd.L.1964 Plant,Physiol. }g, 365

64.-Key,L.and J.Ingle,1968 Biochemistry and Physiol pf Plant
growth sustances.Bd.F.Wghtman and G.Setterfield.Runge Press

Otawa.
65.-Nooden,L.D. and K.V. Thimann, 1963 Proc.Nat.Acad.Scie.(USA)

50,194
66.-Nooden,L.D. and K.V. Thimann. 1965 Plant Physiol. 40,193
67.-( " " ) 1966 Plant Physiol 41,157

69.-Nooden,L.D. 1968 Plant.Physiol. 43,140
70.-Key,J.L. and J.B.Hanson,1961, PlantPhysiol. 29,145
71.-Tester,C.F. and Dure,J.S. 1967,Biochem. 6,2532

70.-fan,P.F, and G.,A, Maclachlan, 19672 Plamt Mysiol. 35,1114
73.-Datko,A.T.and J.C.Maclachlan., 1968 Plant.Physiol. 43,735

74.-Key,J.L. and Shannon,1964,Plant.Physiol. 39,360

75.-+ruelsen,T.A, and Galston,A.W. 1966 Physiologia P1.19,167
- 83 - T



76.-Davies,D.D.,Patterson,B.D. and Trewavas,A.J. 1969, Plant
growth regulators,monograoh no.31 Soc.ChemInd,pn208

77.-Missod,R. et.al. 1971 Biochem.Biophys.Acta.g§£,423

78.-Masuda,Y. and Kamisaka.1969 Plant and Cell Physiol. 10,79

79.-Masuda,Y.and Tanimoto,E.1967.Plant and “ell Physiol. §,458

80.-Key,J.L.and J.C.Shannon,1964.Plant Physiol.ég,360

8l.-Davies,E. and Maclachlan,G.A. 1968.Archs.Biochem.Biophys.
128,595

82.—Trewavas,A.1968a.Arch.Biochem.Biophys.}g§,324

83.-frewavas,A.1968b.Phytochem.z,673

84 .-Masuda,Y.1968a.Biochemistry and physiology of plant growth
sustances,2d.Whitmann and G.Setterfield.Runge Press,Otawa.

85.-Tanimoto,E. and Y. Masuda.1969.Plant and .ell Physiol.lg,
485

86.-Masuda,Y.Tanimoto,A. And Wada,S. 1967 Physiol.Plant.20,713

87.-4asuda,Y. and Tanimoto,E.1967.Plant and Cell Physiol. §,459

88.-Miassod,R.et.al.1971 Biochem.Biophys.Acta. 224,423

89.-Esnault,R.1968.Bull.Soc.Chim,Biol. (Paris)50,1887

90.-Key,J.L, 1966.Plant Physiol. 51,1257

91.-Nismo oue 82

92,-Key,J.L. 1966.Plant.Physiol. 5},1?57

94,-Mismo acue 64

93.-Key,J.I and J.Ingle,1964 Proc.Nat.Aca.Sei,(USA) 22,1382

95.-Key,J.L. et.al. 1967. Annu.N.Y,Acad.Sci. 144,49

96.-Mismo nueT7l

97.-Key,J.L.et.al.,1967.Annu.N.YV,Acad.Sci.144,49

98.-Nismo ~ue 64

99.-Key,J.L. 1964.Plant Physiol. 39,305

100,-Ray, P.", and Ruesink,A.7. 1962.Devl.Riol.,4,377

101.-Nissl,D.And '.H. %enk.1969,Planta 89,323
102,-Burtrom,H.5. et.al. 1970 Physiol.Pl.23,1223

103.~%asuda, Y.and Kemisska,3.1964 Plant.Cell Fhysiol.10,79
Z'8a - —=



104.-0‘B3rien,T.S,B.C,Jarvis,J.H. Cherry and J.B.Hanson.l1968
Biochem.Biophys,acta. 192,35

105.-+%atthyse,A.and C.Phillips,1969.Proc.Nat.Acad.Sci.(USA)
68,897

106.-Hardin,J.W. et.al. 1972.Proc.Nat.Acad.3ci.(USA) 92,3146

107.-Hardin,J.%W.and J.H.Cherry,1972.Biochem.Biphycs.tes.Commu.,
48,299

108.-Mismo aue 106

109.-Yamada,Y.and T.Yasuda,m.Koge.197l.Azr.Biol.Chem.32,99

110.-Mismo aue 106 )

111.-Fellenberg,G.1969a.Planta 84,195

112.-Pellenberg,G.1969b. Planta 84,324

113.—Fe11enberg,G.Planta,g§,359,1970

115.-Yasuda,T.and Y.Yamada,1970.Biochem.Biophcs.Res.Commu. 40,
649

114.-Guifoyle,T.C.et.al.1974.Plant Physiol.53,no0.1

116.-Yasuda,T.and Y.Yamada.1971 FERS Letters.18,115

117.-Davies,P.J.1973.Bot.Rev. 32,139

118.-Bamberger,E.5.1971. Phytochem. 10,957

119.-Grieshaber-3chenber, P,andG.Fellenberg,1972 Pflanzenphysiol.
66,106

120.-¥amisaka,5.and Y.Masuda.1971.Plent Cell Physiol. 12,201

121.-Spiker,5.and R.Chalkley,1972.Planta }92,362

122.-Filet,P.E. and R.Braun.1970 Physiol.Pl1.23,245

123.-5endafia, P.E.and A.W. Glaston 1965.Seience 150,69

124.-Patterson,B.D. and A.J. Trewavas,l1967 Plant Physiol.ﬂE,lOSl
125.-Fan,D.F. and G.A. Maclachlan.1906,Can.J.Bot. 44,1025
126.-Fan,D.F. and G.A. Maclachlan.Plant Physiol.42,1114 (1967a)
127,-(" i " ) 1967b Can,J.Bot, 32,1837

128.-Waclachlan,5.A., et.21.1968.Biochemistry and Physiology of
nlant erowth sustances,td.T.wightmann and G.,Sutterfield.

- 85 -



129,-Tanimoto, <.and V.Wasuda,1968,Physiol.Pl.g},BZO

130,-“asuda,Y.2nd R.Ysmamoto,1970,Proc.Nat.Acad.Sci. (USA)
63,879.

131.-Ray, P.".1973.Plant Physiol. 21,609

132.-Evans,V.L,et.A1,1971Plant Physiol. 52,335

133.-#ayle,D.L,and R.Cleland,1970.Plant Physiol.ﬂé,ZSO

134.-Hangel,A, et.al,1971. Planta, 100,47

138.-Ray1e,D.L.1973.Planta,}lﬂ,63

135.-Rayle,D.L.and R.Cleland,1972,Planta,104,282

136,.-Kenneth,D.et.al. 1974 Plant Physiol.53

137.-Cleland,R. 1973,Proc.Nat.Acad.Sci.(USA) 29,3092

139.-Johnson,D.et.al.1974 Plant Physiol.§§,224

140,-Devies,E.et.al.1972.Plant Physiol.§9,581

141.-Gorski,J.,orrison,R.et.al.J.mol.Biol. 86,363,1974

142.-Bray,G.A.1960.Anal¥tical Biochemistry, 1,279

143.-Kurland,C.G. 1960.J.Mol.Biol., 2,83

144 .-Brawerman,G.Mendecki,J. and Se yong Lee.1972.Biochem.ll,637

145.-5chultz,G.A.,Chen,D.,Katchalski,E.1972.J.Mol.Biol. 66,379

146.-Castafieda,M.and Santiago,R.Basic Life Sciences I,Gene expre
sion and its regulation,Alexander Hollander,Ed.pag.267.
1973

147.-Dingman,W.,and Sporn,M. Biochim.Biephysica acta,§3,164.1973

149,-Gordon,H.A.Electrophoresis of porteins in polyacrylamide

and starch gels,American Elsevier Publishing Co.(New York)

1969

- 86 -



	Portada
	Contenido
	I. Objetivo
	II. Introducción
	III. Materiales y Métodos
	IV. Resultados, Discusión y Conclusiones
	VI. Bibliografía

