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RESUMEN

Los ribosomas de ejes embrionarios de maiz, fuercon utilizados
para demostrar si existe actividad de proteina cinasa en los
ribesomas, realizar una purificacién parcial de dicha actividad y
conocer algunas de sus carateristicas. Asimismo, determinar si
también existe actividad de proteina fosfatasa en los ribosomas.
Se encontré que los ribosomas de ejes embrionarios de maiz se
autofosforilan. Esta autofosforilacién es realizada por la
actividad endégena de protefina cinasa de los ribosomas, la cual es
debida probablemente a una(s) proteina(s) ribosomal(es), por lo
que fué posible separarla de los mismos, bajo determinadas
condiciones salinas.

La actividad endégena de proteina cinasa fué capaz de
fosforj.lar in wvitro tanto a sustratos exdgenos (caseina e
histonas) como endégenos (proteinas ribosomales) sin embargo,
cuando la actividad se purificd parcialmente del ribosoma, mostré
una mayor preferencia por usar come sustratos a los ribosomas gque
a la casefina o a las proteinas ribosomales libres. Asimismo, se
encontrd gque esta actividad parece ser estimulada por magnasio y
que potasioc no tiene efecto. Se probd el efecto de otros cationes
como calcio, zinc o la combinacién de calcioc y calmodulina y de
policationes como espermidina y espermina. Sin embargo, debido a
las dificultades gue se tuvieron para obtener upa preparacién mis
pura de la enzima, hasta el momento no es posible concluir como
afectan estas moléculas la actividad de la proteina cinasa.

Finalmente, los resultados también sugieren que existe
actividad de proteina fosfatasa en los ribosomas de ejes
embrionarios de malz, la cual es inhibida por ortovanadato y zinc.



INTRODUCCION

Las proteinas cinasas y las proteinas fosefatasas son enzimas
que catalizan la fosforilacién y desfosforilacién de proteinas.
Esta modificacién quimica gque cambia 1la estructura y la
funcionalidad de las proteinas es inducida com® una respuesta
celular a cambios hormonales, factores de crecimiento y a
condiciones de estres (56,95).

Entre las mbltiples proteinas que son sustratos de estas
enzimas se encuentran algunas de las proteinas ribosomales, las
cuales se fosforilan in vivo e in vitro tanto en cé&lulas animales
(126} come en vegetales (12,39,84,107). La fosforilacién in vitro
puede ser realizada por una variedad amplia de proteinas cinasas
dependientes de cAMP, por la proteina cinasa €, 1la cinasa II
activada por proteasas y la fosfotransferasa de la histona H4
(48,66,124). En vista de lo anterior, se ha tratado de purificar e
identificar a proteinas cinasas ya sea asociadas a los ribosomas o
del citosol, que fosforilen con una mayor especificidad a las
proteinas ribosomales. Asimismo, tanto en cé&lulas animales como
en vegetales, se ha sugerido la existencia de una actividad
endSgena de los ribosomas, que permanece en los mismos, an cuande
han sido lavados con fuerzas iénicas altas ( por ejemplo: con KCl
de 0.5 a 1.0M ). Sin embargo, no se conoce el origen y la funcién
de esta actividad (3,12,51).

Entre las proteinas ribosomales gque mejor sSe conoce gue se
fosforilan, estan las proteinas &cidas ( L7/L12 ) y la 86

(68,79,124) ., En relacidn con esta Gltima, ya se han purificado del



citosol de cé&lulas 373 y de huevos "de Xenopus a proteinas cinasas
que muestran en un ensayoc in vitro una mayor especificidad por S6.
En ambos tipos celulares,' los sitios de S6 que se fosforilan in
Yitfo ( con la enzima purificada ) son los mismos que se
fosforilan in vivo, lo cual ha llévado a sugerir gque se trata de

la misma enzima (32,48).

En relacidon con plantas, los escasos estudios han mostrado
que la fosforilacién in vitro de las protefnas ribosomales de
chicharo, dec Lemna minor y de los cotiledones de soya puede ser
realizada por proteinas cinasas gue se encuentran asociadas a los
ribosomas (39,48) y las de germen de trigo por proteinas cinasas
del citoplasma que pueden provenir del mismo origen o bien por
enzimas heterélogas provenientes de levadura y de cerebro de rata

(12,109).

Por otra parte, se sabe gque algunas fitchormeonas como las
auxinas y las citocininas estimulan la fosforilacién in vivede las
protefnas ribosomales de los ejes embricnarios de maiz y de
cotiledones de calabacita (83,127). Sin embargo, no se conoce a
las enzimas gue realizan dicha fosforilacién por lo gque para el

presente estudio se planted la siguiente hipétesis de trabajo.



HIPOTESIS DE TRABAJO

Algunas de las proteinas ribosomales de ejes embrionarios de
mafz se fosforilan por medio de una(s) proteina (s) cinasa(s)
especifica presente en los mismos ribosomas. Esta proteina cinasa
es a su vez una proteina estructural del ribosoma. El proceso es
de recambic rapido por lo que debe existir adem&s una proteina

fosfatasa capaz de revertir dicha fosforilacidn.

OBJETIVOS

Para demostrar la hipttesis antes expuesta se plantearon los

siguientes objetivos:

1) Demostrar la existencia de actividad de proteina cinasa en

las proteinas de los ribosomas de ejes embrionarios de maiz.

2) Realizar una purificacién parcial de la proteina cinasa de
ribosomas para conocer algunas de sus caracteristicas

(requerimientos y especificidad de sustratos ).

3) Demostrar si existe actividad de proteina fosfatasa en

ribosomas de ejes embrionarios de maiz.



ANTECEDENTES

1. caracteristicas generales de ‘las reacciones de fosforilacién y

desfosforilacién de proteinas.

La fosforilacién 'y desfosforilacién de proteinas son
reacciones gue generan modificaciones covalentes reversibles en
las proteinas y gque medifican su estructura y funcidn . Estas
reacciones qgue se muestran en las ecuaciones 1 y 2 involucran des
tipos de enzimas denominadas protefnas cinasas (E.C.2.7.1.37)} y

proteinas fosfatasas (E.C.3.1.3.16) (56,95).

Proteina
cinasa
Proteina + NTP < ————_" proteina-P + NDP (1)
Proteina
fosfatasa

Proteina~P + Hy0 e——— Proteina + Pi (2)

En donde por lo general NTP es el nucledttido ATP, pero se han
reportado proteinas cinasas gque usan GTP (116,120), o bien que
pueden usar ambos nuclebdtidos como donadores de grupos y-fosfato
terminal dando un patrén de fosforilacién diferente cuando usan
ATP o GTP (120). Los residuos de aminodcidos de las proteinas a
los cuales se transfiere este grupoc r-fosfato son generalmente

serina, treonina y tirosina, sin embargo existen algunos reportes



en gue los aceptores pueden ser los residues de histidina o de
lisina (56).

El desplazamiento de las ecuaciones 1 y 2 genera cambios en
las concentraciones de las formas fosforiladas y desfosforiladas
de las protelnas sustrate. Esto depende del control que se ejerce
sobre la reaccién catalizada por la proteina cinasa, o por la
proteina fosfatasa o bien por una regulacién simultinea de ambas
reacciones. Este control estd dado por los cambios en las
concentraciones de las moléculas efectoras y de sustratos

protéicos presentes en el medio celular (54,56).
2. Significado biol6gico de la fosforilaci6tn de las proteinas.

Las proteinas cinasas y las protefnas fosfatasas son de
importancia funcional como intermediarias en los mecanismos de
transduccién de sefiales en los que una sefial extracelular puede
integrarse celularmente para dar una respuesta celular. Las
sefiales extracelulares pueden ser estimulatorias o inhibitorias y
estan dadas por hormecnas y factores de crecimiento que tienen un
sitio de reconocimiento en la membrana celular {receptor). La
unidén hormona-receptor desencadena la liberacién de segundos
mensajeros como son: calcio (Ca+2), diacilglicerol, {DAG) ,
inositoltrifosfato (IP3), adenosin monofosfato ciclico (cAMP), que
son moléculas efectoras de diversas proteinas cinasas Yy/o
proteinas fosfatasas. La activacién de estas enzimas da como

resultado la fosforilacién de diversas proteinas regulatorias o de



enzimas especificas, cuyocs cambios ' en su estructura Yy
funcionalidad produce una determinada respuesta celular (18,54,75)

(Fig.1) .

Como se ha mencionade anteriormente, las proteinas cinasas y
lag proteinas fosfatasas pueden usar como sustratos a protefnas
que son enzimas o proteinas sin actividad enzimdtica, pero que
estan relacionadas con funciones celulares especificas.

Muchas de las enzimas regulatorias claves del metabolismo
celular son reguladas por fosforilacién y desfosforilacién, por lo
que hasta 1982 en células animales ya se habian reportado a méas de
40 enzimas gue sufren esta modificacién guimica, y en plantas (en
el periodo comprendido de 1977 a 1990) ya se habian reportado al
menos 7 enzimas gque pueden ser reguladas por fosforilacién y
desfosforilacién (55).

Actualmente, se conoce gue un mnismo grupo de proteinas
cinasas o de proteinas fosfatasas pueden activar o inactivar
enzimas de vias diferentes del metabolismo. Por ejemplo, el grupo
de proteinas cinasas dependientes de cAMP pueden fosforilar
activando o inactivando algunas enzimas de vias metabdlicas de la
glucblisis, gluconeogénesis y la sintesis de &cidos grasos de
células de mamiferos (Tabla # 1) (18,54). Asimismo, la proteina
fosfatasa tipo 2A es activa sobre enzimas gue regulan la
glucblisis, gluconeogénesis, sintesis de é&cidos grasos y el
rompimientoe de amincicidos aromiticos en el higado de mamiferos

(Fig.2 )} (18,54). Con todo esto se nuestra el espectro amplio de



SERAL SERAL
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' 13
Dominic de ] :
] 24+ .
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Proteina clnasa A Ca“= « = Proteina cinasa C
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Fig.1 Representaclién esquemdtica de los sistemas de cascadas

( Tomado de: Moolbroek y Wang, 1988 }.



ENZINA

Fosforilasa cinasa

Triglicerido lipasa
Colesterol ester
hidrolasa

Frucrosa 2,6-
bifosfatasa
Fenilalanina hidrolasa

Tirosina hidrolasa
Blucégeno sintasa
Acetil~CoA carboxilasa

6~Fosfofructo-2-cinasa
L-Piruvato-cinasa

TESIDD PRINCIPAL

Masculo, higado

Adipocitos
Corteza adrenal,
cuerpo luteo
H{gado

H{ gado

Cerebro, me‘dul a adrenal
rlﬁs:ulé. higado

Higado, gl&ndula mamaria,
adipocitos

Higado

H{ gado

VIA METABOLICA

Glucogénolisis

LipSlisis
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aromiticos

Sintesis de catecolaminas
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Blucélisis

ACTIVIDAD ( A )

INHIBIDA

TABLA # 1. ALGUNAS ENZIMAS QUE SON SUSTRATOS FISIOLOGICOS PARA LAS PROTEINAS
CINASAS DEPENDIENTES DE cAMP EN CELULAS DE MAMIFEROS (TOMADO DE:

COHEN, 1985)

€1)
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funciones que pueden regular las proteinas cinasas y las proteinas
fosfatasas y que un mismo efector (por ejemplo, el cAMP) pueade
desencadenar la activacién o inactivacién de diversas vias
metabSlicas. Estas a su vez pueden estar relacionadas directa o
indirectamente, pero no obstante en la cé&lula se di una
integracién y regulacidén fina de las sefales extracelulares.

Por otra parte, la fosforilacién y la desfosforilacién de
proteinas puede ser una forma de regulacién de eventos celulares
importantes como es el ciclo celular y la sintesis de proteinas.

En el ciclo celular, se ha identificado que el producto del
gen cdc2 de la levadura Schizosaccharomyces pombe es una proteina
cinasa de 34 Kd de peso molecular (p 34) que es requerida para la
transicién de la fase G, a la nitosis. Esta p 34 es inactivada por
fosforilacién y con la unidén de otra proteina llamada cielina
forma un complejo inactivo.llamado factor promotor de la madurez
(MPF) . La activacién de la p 34 requiere de una desfosforilacién
para fosforilar a la ciclina y formar un complejo MPF activo que
promueva la transicién de la fase G2 a la de mitosis. No obstante,
aungque no se han identificado con certeza a las proteinas cinasas
y‘a las protefinas fosfatasas, ni a los residuos gque realmente
tienen relacién con la inactivacién de la p 34, es notorio que el
ciclo celular involucra toda una cascada compleja de fosforilacibn
y desfosforilacién de proteinas (72,125).

La posibilidad de un contrel traducional por procesos de esta
indole estd dada por el hecho de que varios componentes de la

sintesis de proteinas pueden fosforilarse y desfosforilarse. Este



es un ejemplo, en que esta modificacidén quimica puede ocurrir en
proteinas sin actividad enzimatica pero que pueden tener actividad
regulatoria. Entre los elementos de la sintesis de proteinas que
se fosforilan estan algunos factores de iniciacién, de
elongacidn, aminoacil- tARN sintetasas y las proteinas ribosomales
dcidas y la S6 (Tabla # 2) (46,68).

Una de las reacciones mejor caracterizadas en la que ocurre
esta modificacién es la del factor de iniciacién eIF-2«¢, cuya
fosforilacién se correlaciona con una inhibicién de la sintesis de
protefinas en un sistema in vitro. Las dos proteinas cinasas que la
fosforilan: el inhibidor regulado por el grupo heme (HRI) y el
inhibidor activado por ARN de doble cadena (DAI) son muy
especificas, mientras que la fosfatasa tipo 2A que la desfosforila
tiene una especificidad muy amplia (45,46). La fosforilacién del
factor eIF-2B se correlaciona con una sintesis de proteinas alta;
sin embargo no se ha identificado a las enzimas que modifican su
actividad (46).

En cuanto a los factores de elongacién, eEF-2 es activado
por fosforilacién por una cinasa especirica, la proteina cinasa
IITI dependiente de calcio-calmodulina (43). Ademds, se ha
demostrado que ocho amincacil -tRNA sintetasas son fosfoprotefinas;
sin embargo no se ha identificado cuales el papel funcional de
esta modificacién quimica (46).

. Por otra parte, se conoce que los ribosomas son estructuras
formadas por ARN y protefnas lo gue los hace que sean particulas

funcionalmente muy cooperativas; esto implica que el modular 1la
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TABLA # 2. COMPONENTES PROTEICOS DE LA SINTESIS DE PROTEINAS, Las
proteinas y las subunidades subrayadas son fosfoproteinas. RS:
Aminoacil- tRNA sintetasa; RF: Factor de llberaclén.( Tomado de:

Hershey, 198¢ J.



actividad de sus componentes representarfia un puntoc clave en los
mecanismos de control gque regulan la sintesis de proteinas. Por
tal razén, la fosforilacién de las proteinas ribosomales seria
otro elemento de los mecanismos que podrian regular la actividad
de los ribosomas.

La proteina ribosomal S6 de la subunidad 405 est& localizada
en el dominio de unidn del mARN. La fosforilacién de esta proteina
es inducida por agentes mitogénicos (factor de erecimiento
epidérmico, insulina, suero fetal) y un aumento en su
fosforilaci6n correlaciona con una activacién de la sintesis de
proteinas (45,124). Entre las enzimas que fosforilan a S6 in vitro
estin las proteinas cinasas dependientes de cAMP, la cinasa II
activada por proteasas, la proteina cinasa C y la fosgotranst‘erasa
de la histona H4 (33,66,123). Sin embargo alin no se ha descartado
la posibilidad de gue estas enzimas fosforilen a S6 in vivo.
También se ha encontrado en las cé&lulas 3T3 y en huevos de Xenopus
a cinasas con caracteristicas diferentes a 1las enzimas que
fosforilan a S6 in vitro, pero que muestran una gran especificidad
por S6 (32,48). En especial 1la cinasa de S6 de las cé&lulas 3T3,
parece estar regulada por un proceso de fosforilacién y
desfosforilaci6én (33). En cuanto a la desfosforilacién de 86 se
sabe que in vitro puede ser realizada por proteinas fosfatasas
tipo 2A y tipo 1 (46) y en huevos de Xenopus ya se han encontrado
a dos proteinas fosfatasas, una de ellas probablemente del tipo 1
y otra no identificada que es muy especifica para la proteina S6

(2).



En relacién con las prbteinas acidas, estas se encuentran en
la subunidad grande del ribosoma tanto de procariontes como de
eucariontes y se ha mostrado que pueden tener un papel importante
en la hidrolisis de GTP dependiente del factor IF-2 y en 1la
interaccién de los factores de elongacién EF-Tu y EF-G con el
ribosoma (59,68). 1’-‘:1 contenide de estas proteinas 4cidas en
ribosomas de levadura es afectado por el estado metabblico de 1las
células. Es decir, en la etapa de crecimiento exponencial,en donde
hay una sintesis activa de proteinas, hay una cantidad mayor de
protefnas &dcidas en 1los ribosomas activos que las dque se
encuantran en la fase estacionaria, en donde 1la sintesis de
protefnas se lleva a cabo a una velocidad muy baja (100). Este
intercambjo de proteinpas &cidas del citoplasma y del rikosoma es
probablemente mediade por su fosforilacién, vya gue se ha
encontrado que esta modificacidn aumenta su afinidad por los
ribosomas {(122). Recientemente, se ha confirmado gque el
reemplazamiento de uno de los ocho residuos de serina
fosforilables por mutagénesis dirigida en la protefna ribosomal
&cida YP28 (L45) de Saccharomyces cerevisiae, previene su
fosforilacién in vive, y en consecuencia, su interaccién con el
ribosoma, su acumulo en el citoplasma y una reduccién en la

velocidad de crecimiento de las células (79).

Estos eventos muestran la relevancia de la fosforilacién de
las proteinas, lo cual se refleja ademds en la tenaz investigacién

que se realiza en busca de su implicacién en la actividad de



proteinas gque pueden ser receptores o bien gue forman parte de los
canales iénicos (para revisiones wver: 14,15,60,61). En forma
semejante a los ejemplos que se han mencionado, se muestra a 1la
fosforilacién como un mecanismo fino de la regulacién de 1la

actividad celular.

3. Protelnas cinasas en plantas

Aproximadamente en 1956 se reconocid a la enzima fosforilasa
de higado, como la primera enzima del metabolismo del glucégeno en
la que su actividad estaba regulada por un mecanismo de
fosforilacidn y desfosforilacidn (55). A partir de &sta fecha, en
sistemas animales se da cada vez con mds frecuencia el aislamiento
y purificacién de proteinas cinasas importantes en sistemas
animales, no solo para la fosforilacién de enzimas del metabolismo
del glucSgeno, sino también para otras vias del metabolismo
celular, por lo que Krebs (1983) propuso un sistema de
clasificacién de proteinas cinasas. Con base a los avances en las
técnicas de la biologfa molecular y en las de secuenciacién de
proteinas, este sistema de clasificacién ha sido perfeccionado por

Hanks y col (1988).

El sistema de clasificacidn establecido por Krebs (1983)
considera el residuo del aminocdcido gque se fosforila en la
proteina sustrato y el agente regulador o efector que activa o
inactiva a la protefna cinasa. De acuerdo al residuo que es

fosforilado por la proteina cinasa, éstas se clasifican en dos



clases ¢ las que fosforilan en serina y trecnina y las que
fosforilan exclusivamente en tirosina. Cada una de estas clases se
subdivide de acuerdo al agente regulador de la enzima, por 1lo gue
la clase de proteinas cinasas de serina y treonina comprende a las
proteinas cinasas dependientes de :
a) cAMP
b) cGMP
¢) Diacilglicercl, calcio y fosfolipidos
d) ARN de doble cadena
e) Acetil - CoA, NADH, piruvato, ADP
f) Poliaminas
g) Inhibidas por hemina
h) No se conoce el agente regulador
En cuanto a la clase de proteinas cinasas de tirosina se
subdivide en :
a) Receptor del factor de crecimiento
b) Receptor de insulina
¢) Receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas

d)} No sa conoce su agente regulador

Hanks y col (1988) adem&s de tomar en cuenta los dos
criterios usados por Krebs (1983), consideran la similitud que
hay en 1la estructura primaria del dominio catalitico y 1la
homolegia funcional. Para realizar el alineamiento de las
secuencias de aminodcidos del dominio catalitico usaron secuencias
de protefnas cinasas tanto de vertebrados como de invertebrados,

con lo que se construyé un &rbol filogenético, el cual indicd que



existia una relacién entre las secuencias del dominio catalitico y
algunas de las propiedades bioguimicas de las enzimas, poer
ejemplo: dominios cataliticos de proteinas cinasas con formas
semejantes de regulacién o de especificidad de sustrato, tienden a
tener una estructura primaria semejante y formar grupos
relacionados dentro del 4&rbol filigenético. Considerando lo
anterior Hanks y col (1988) propusieron gque la familia de
proteinas cinasas que fosforilan en serina y treonina se subdivide
el las subfamilias de proteinas cinasas:

a

~

Dependientes de nucléotidos cliclicos ( CAMP y cGMP )

b) Dependientes de calcio y de fosfolipidos

¢) Dependientes de calcio y calmodulina

d) SNF1 (relacionadas con la gemacién y la fisidén de levaduras)
e) CDC28, cdc2 ( relacionadas con el ciclo celular )

£) Caseinas cinasas

g) Proto-oncogenes Raf - Mos

hj STE?

i) otras proteinas cinasas de serina y treonina.

La familia de proteinas cinasas de tirosina comprende las
subfamilias de proteinas no receptoras y receptoras:

a) Subfamilia Src

-~

b) Subfamilia Abl
c) Receptor del factor de crecimiento epidérmice
d) Receptor de insulina

e

—

Receptor del factor derivado de plaquetas

£) Otras proteinas cinasas de tirosina semejantes a los receptores

~
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Funcional y bioquimicamente el caracterizar a una proteina
cinasa en particular, ha dado indicios para conocer el posible
mecanismo de respuesta que pueden utilizar las células eucariontes
ante un determinado estimulo. Este es el caso de las proteinas
cinasas caracterizadas en sistemas animales y que estin dentro de
los sistemas de clasificacidn tanto de Krebs como de Hanks y col,
por lo que no es extrafio encontrar que dentro del campo de la
bioguimica vegetal,ha habido la tendencia de buscar y caracterizar
a proteinas cinasas en plantas gue respondan a agentes reguladores
semejantes a los encontrados en sistemas animales. Sin embargo,
aunque diversos autores han realizado revisiones en relacién con
los avances logrados para las proteinas cinasas en plantas, aGn no
se ha propuesto un sistema de ciasificacién para las mismas. Mas
afin, algunos autores opinan que no es posible establecer una
analogia tan fuerte con los modelos establecidos en sistemas
animales, ya que las plantas, a diferencia de los animales, son
organismos con limitantes de movilidad que estdn en mayor
interaccién con un ambiente gue cambia constantemente; en Gltima
instancia podria haber algin eguivalente en plantas gque pudiera

corresponder a lo establecido en sistemas animales (8,91).

Considerando lo anterior y debido probablemente a la escasa
e imprecisa informacién que se dispone de las proteinas cinasas en
plantas, en la actualidad, aGn no se tiene un sistema de
clasificacién y no se correlacionan con exactitud con los sistemas

propuestos por Hanks y col y por Krebs. Sin embargo, en esta
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revisién se realizé una recopilacién y un anidlisis de 1la
informacién m&s relevante que se tiene en la literatura acerca de
proteinas cinasas de plantas y que se resume en las Tablas 3 y 4.
En la Tabla 3 se puede apreciar que se ha encontrade actividad de
proteina cinasa en una gran variedad de tejidos vegetales, como
son embriones de trigo y de cebada (87,88,101,102), hojas de
remolacha (52,89), hipocotilos de soya (41,64), talloes de chicharo
{117}, y de rafces de chicharo y de mafz (17,57), asimismo de
organelos como niclec (31,63,113), mitocondria (23), clorcplasto
(106), ribosoma (51,117), amiloplasto (121) y de 1la membrana
plasmatica (5,6,7,47). En la tabla 4A se puede apreciar, gque de
acuerdo al residuo fosforilable, se han encontrado proteinas
cinasas en embriones de trigo (101), en pléntuias de mafiz
(26,27,80}, en células en cultivo en suspensién de soya (44,92) y
en células de raiz de cebada (104) que fosforilan serxinas y
treoninas, mientras que las protefnas cinasas encontradas en
amiloplastos de Acer pseudoplatanus (121), en nGcleos de chicharo,
de punaliella salina (98) y de germen de trigo (12,128) fosforilan
exclusivamente serinas. En la mayor parte de los casos que se
reportan en la tabla 4A, no se determind el residuo que se
fosforila.

Para el caso de las proteinas cinasas en plantas que
fosforilan en tirosina, sé6lo existen evidencias de fosfotirosina
en plantulas de chicharec {115) y recientemente se han encontrado
evidencias de una clase nueva de receptores transmembranales en

rajces de maiz y de Brassica oleracea. En ambos sistemas, se han
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identificado clonas de ADN que codifican para proteinas cinasas
especificas para la fosforilacién de serinas y éreoninas, pero que
estructuralmente estan relacionadas con la familia de receptores
de tirosin cinasas, como es el caso del receptor del factor de
crecimiento epidérmico, el cual presenta un dominio catalitico
citoplismico, unido a un dominio transmembranal y a un dominic
extracelular. El dominio extracelular tanto de la proteina cinasa
de maliz como la de Brassica oleracea, presenta homologia alta con
una glicoproteina invelucrada con el sistema de reconocimiento
entre el polen y el estigma (112,123). Todo lo anterior, indica
que debido a la escasa informacién en relacién al residuec que
fosforilan las proteinas cinasas encontradas en plantas, no es
posible hacer una clasificacién como la propuesta para el caso de
sistemas animales. Sin embargo, en la tabla 3 se muestra gque de
acuerdo al agente regulador se pueden distinguir varios grupos de
proteinas cinasas en plantas:

a) Independientes de cAMP

b) Dependientes de calcio

c) Depgndientes de calcioc y fosfolipidos

a

Dependientes de calcio y calmodulina
e) Dependientes de calcio, fosfolipidos y ésteres de forbol
£) Dependientes de ARN de doble cadena

Un mecanismo de transduccién de sefiales semejante al de
animales mediado por los niveles de cAMP, se ha tratado de
encontrar en sistemas vegetales. Sin embargo, aunque desde 1978

hasta 1987 se ha intentado aislar a proteinas cinasas dependientes
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de nuclesdtidos ciclicos, el esfuerzo ha sido en vano y los autores
han concluido por denominar a este grupo de enzimas como proteinas
cinasas independientes de cAMP (Tabla # 3). En algunos de astos
casos se prob&d el efecto de otros agentes reguladores diferentes
al chAMP; por ejemplo la proteina cinasa purificada de germen de
trigo por Yan y Tao (1982) no es activada por calcio, y las
poliaminas a concentraciones mayores de SmM inhibieron 1la
actividad de la enzima. En embriones de cebada se encontré gque la
protefna cinasa purificada de este sistema fue inhibida tanto por
calcio como por poliaminas (102). Asimismo, en la mayor parte de
los casos no se ha probadc el efecto de otro agente regulador, por
lo que no se puede descartar la posibilidad de que se trate de
protefinas cinasas que sean reguladas por otro efector diferente al

CAMP .

otro de los mecanismos de transduccién de sefiales que se
conoce en sistemas animales, es en el gue una sefial hormonal (por
ejemplo la angiotensina y agentes adrenérgicos) generan la
estimulacién del ciclo del fosfatidilinositol. El1 rompimiento del
fosfatidilinositol por la fosfolipasa ¢, genera inositol
trifosfato ( ipy) ¥ diacilglicerol ( DG ) que actidan como segundos
mensajeros. El IP; genera la movilizacién de calcio, que activa
directamente a las proteinas cinasas dependientes de calcio o
bien, al unirse a proteinas como la calmodulina activa a 1las
proteinas cinasas dependientes del complejo calcio-calmodulina. EL

DG por su parte activa a la proteina cinasa C, que al fosforilar
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diversos sustratos induce una respuesta celular (Fig.1l). Muchos de
los compeonentes de esta via de transduccién de seflales han sido
encontrados en plantas tales como: el incremente del calcio
intracelular inducido por estimulos ambientales (gravedad,luz)
(91,36) y por hormenas vegetales (auxinas Yy &cido abscisico)
(37,38), la presencia de calmodulina (73), de fosfolipasa c (29),
dcidos grases y é&steres de forbol (1), de fosfoinositidos y su
movilizacién inducida por auxinas (10,34) por lo que los
bioquimicos vegetales han tratado de encontrar proteinas cinasas
reguladas por calcio, calcio y calmodulina, o bien con
caracteristicas semejantes a la proteina cinasa C. Esta enzima de
80 Kd es activada por calcio, DG, &dcidos grasos insaturados (por
ejemplo: oleico y araquidénico) y por ésteres de forbol, pero es
inhibida por metabolitos derivados de los esfingolipidos de
membrana (como la esfingosina y los liscesfingolipidos) y por
antagonistas de la calmodulina (4). En la tabla # 3 se puede
apreciar, que se han purificado y caracterizado a proteinas
cinasas dependientes de calcio de varios origenes vegetales como
son 1a§ células en suspensién de soya y de Dunaliella salina
(40,44,92), hojas de remolacha (53,89), de alfalfa (9) y de
chicharo (63,98). En especial, la actividad de protefna cinasa
dependiente de calecio que se encontrd asociada a la cromatina de
chicharo parece estar involucrada en el sistema de transducciotn de
sefiales gue estan relacionadas con la 1luz (98). Asimismo, la
HT-ATPasa de la membrana plasmatica de raices de cebada, parece

estar regulada por un mecanismo de fosforilacién mediade por
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proteinas cinasas estimuladas por:calcio (104).

Por otra parte, la fosforilacién de proteinas de la membrana
plasmidtica de coleoptilos de maiz (118), de tonoplasto de Acer
pseudoplatanus (114) y de las vesiculas microsomales de las ralces
de mafz (130} es dependiente de un mecanismo que involucra calcio
y calmodulina. Sin embargo, sélamente se han purificado y
caracterizado a protefinas cinasas dependientes de calcio Yy
calmodulina de chicharc y de germen de trigo (5,86,87). En todos
los casos hasta el momento encontrados en plantas, no se conoce
con exactitud a les sustratos in vivo de estas enzimas, ni su
papel preciso en los mecanismos de transduccién de sefiales,
sGlamente existe un caso en gque una proteina cinasa dependiente de
calecio y calmodulina modula la actividad de una enzima: la quinato
NAD oxidorreductasa (94). %

Lla proteina cinasa C es una enzima que tiene importancia en
leos mecanismos relacionados con la regulacién del crecimiento y la
diferenciacién celular en sistemas animales (75), por lo cual ha
gido de inter&s investigar si existe una enzima con propiedades
semejantes en plantas. Al respecto, se aislaron dos proteinas
cinasas en trigqo gque son activadas por ésteres de forbol y
fosfolipidos (fosfatidilserina), pero que no tuvieron el peso
molecular caracteristico de la proteina cinasa C, ni las estimulé
el DG (82). En calabacita también se purificé parcialmente a una
proteina cinasa gque es activada por calcio y fosfolipidos (103) y

dos proteinas cinasas dependientes de calcio de embriones de trigo
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fueron semejantes -en cuanto & peso., m lecular, la: inhibicién por

antagonistas de calmodulina y la ‘actlvacién por 4cidos  grasos

insaturados como. la proteina cinas i in_ embargo - no - son

activadas por fosfolipidos. (52 53)1 Fina}menté;vla proteina cinasa

purificada del citosol de Amaranthus.. 1~ fue dependiente de

fosfolipidos y calcio y da’ reacci‘ da con anticuerpos contra

el Area regulatoria de la proteina cinasa c de cerebro de bovino.
Sin embargo, no se demostrd 1la ac;xvac10n especiflca por ésteres

de forbol que muestra la proteina cinasa C (30).

Todo estp sugiere, que en plantas pudieran existir preteinas
cinasas con propiedades semejantes, pero no una enzima idéntica a
la proteina cinasa C y por tanto apoya la hipdtesis de que los
mecanismos de transduccidén de sefiales no son idénticos en sistemas
animales y vegetales. En vista de lo anterior, el grupo de Scherer
(1989) ha propuesto a los 1lisofosfolipidos como segundos
mensajeros en plantas. Estos lisofosfolipidos y Acidos grasos son
generados a partir de fosfolipidos por la accién de la fosfolipasa
A2 que se encuentra en la pembrana plasmdatica. Scherer (1989)
demostré la activacién de esta enzima inducida por auxinas y la
existencia de wuna proteina cinasa asociada a la membrana
plasmatica de hipocotilos de c¢alabacita gue es activada por
calcio, lisofosfatidilcolina y 1lisofosfatidiletanolamina y que
parece regular la actividad de la HY-aTPasa (74,104). Este es uno
de los escasos ejemplos en la literatura, en el que un estimulo
hormonal {auxinas) en plantas da la posible generacién de segundos

mensajeros gue activan a proteinas cinasas que podrian regular la
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actividad dé proteinas ‘especificas.

Lé\s__ ﬁbliaminas: putrescina, - espermidina y espermina son
p_blj.éationes que - influyen en. una gran variedad de procesos
fisiolégicos como son la senescencia, 1la divisién celular, la
adaptacidn al estrés y. la respuesta hormonal (111), sin emrbargo,
aungue no . se conoce su mecanismo de accién, algunos autores han
propuesto gue pueden actuar como mensajeros celulares dentro de un
mecanisme que incluye la fosforilacién de proteinas (8). Al
respecto, se demostré gque la fosforilacién de las proteinas
nucleares de chicharo y de las proteinas de membrana de
coleoptilos de maiz fué estimulada por espermina (24,119). No
cbstante, en la tabla # 4 se muestra gue la actividad de las
proteinas cinasas que han sido purificadas de hipocotilos de soya
y de embriones de cebada son inhibidas por poliaminas (64,102).

Por otra parte, la activacisén de proteinas cinasas
dependientes de ARN de doble cadena (ds ARN), parece tener un
significado bioldgico en las interaccicnes huesped-hospedero. Por
ejemplo, existen evidencias de una proteina cinasa de 68 Kd de
peso molecular, gue se autofosforila y se activa en una forma
dependiente de ds ARN axdgeno o ante la infeccién por el virus del
mosaico del tabaco en varios tejidos vegetales. Esta proteina
cinasa cruza con anticuerpos contra una proteina del mnismo peso
molecular de células de mamiferos {(21), en la que se ha demostrado
que es una proteina cinasa que puede usar como sustrato al factor

de iniciacién 2 de células de eucariontes. La fosforilacién de
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SISTEMA ORGANELO REFERENCIA - -

<AMP-INDEPENDLENTES

Germen de trigo . Yan 'y Tao, 1982
Germen de trigo ) Rychlik, 1980
Embriones de trigo Saluja, 1987
Plantulas de maiz Dobrowolska, 1983
Cultivo de células de tabaco Nicleo Erdmann, 1982
Plantulas de soya . Nicleo Murray, 1978
Plantulas de ma$z, chicharo, .

soya, trigo. Mitocondria Danko, 1985
Hipocotilos de soya : Lin, 1980

Embriones de cebada Sathyanarayana, 1987

Tallos de chicharo y Lemna

minor Ribosomas Keates, 1974

DEPENDIENTES DE CALCIO

Hojas de remolacha Membrana

plasmitica Polya, 1987

Chicharo Nicleo Roux, 1990
Dunallella sallna Guo, 1950
Células de cultivo en sus-
.penslén de soya Harmon, 1987
Raices de maiz Tonoplaste y
' Membrana

plasmadtica, Ladror, 1989

Embricnes y germen de trigo Polya, 1985

DEPENDIENTES DE CALCIO Y FOSFOLIPIDOS

Hipocotilos de calabaclita Schafer, 1985
TABLA # 3. PROTEINAS CINASAS EN PLANTAS
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SISTEMA ORGANELO REFERENCIA

DEPENDIENTES DE CALCIQ,
FOSFOLIPIDOS Y ESTERES DE FORBOL

Cultive de células de trigo Olah, 1986

DEPENDIENTES DE CALCIO
Y CALMODULINA

Chicharo Hembrana

plasmitica Blowers, 1985
Nodulos de soya Nicleo Suzuki, 1989
Acer pseudoplatanus Tonoplaste Teullers, 1985

DEPENDIENTES DE ARN de doble
cadena

Tabaco-TMV Roth, 1990

DEPENDIENTES DE POLIAMINAS T

Chicharo Nacleo Datta, 1986
Coleoptilos de maiz Membrana
plasmética., Veluthambi, 1984

TABLA # 3. PROTEINAS CINASAS EN PLANTAS ( CONTINUACION )
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este -factor 'se’ relaciona con ‘una- inhibicién de la sintesis de

proteina {46).

En las tabla 4 a, b y ¢ se muestran algunas caracterfisticas
cinéticas y fisicogquimicas de las proteinas cinasas gque se han
purificado y caracterizado en plantas. En la tabla 4a, se puede
apreciar que existe una variedad amplia de proteinas gue se han
usado como sustrato, entre las mas comunes estén la caseina, las
histonas, la fosvitina y el suero de albtGmina de bovino, sin
embargo la afinidad por una u otra varia de una enzima a otra y
hasta el momente no se ha demostrado gque alguna de estas
proteinas sea el sustrato que es usado in vivo por las proteinas
cinasas. En la misma tabla, también se muestra gue el peso
molecular varia de un rango de 20 a 100 Kd. En la tabla 4b se
puede apreciar que el pH Optimo varia entre 6.5 a 10. En la misma
tabla también se muestra gque en la mayor parte de los casos el
donador del grupo r¥~fosfato es el ATP, con una Km que varia en un
rango de 1 a 200 pM. Existen algunos casos en los gue se demostré,
gue la proteina cinasa ademds de usar ATP también puede usar GTP
aungue con una mencr afinidad; por ejemple la proteina cinasa
purificada por Harmon (1%987) de células de cultivo en suspensién
de soya, puede usar ATP con una Km de 8 uM y GTP con una Km de 77
uM.‘Finalmente, en la tabla 4c¢ se puede apreciar que se probd el
efecto de cationes divalentes como el calcio, mercurio, cadmio,
cobre, zinc asi como el de diversas sales como son cloruro de

potasio ( K€l ), cloruro de seodio (NaCl), fosfato monoédcido de

31



REFERENCIA

Yan y Tao,1982

Rychllk, 1980
Saluja, 1987

Dobrowolska, 1983

Erdmann, 1982

Murray, 1978

Danko, 1985

Lin, 1980
Kanckatsu, 1991

Sathyanarayana,
1987

Polya, 1987
Roux, 1990
Guo, 1990
Harmon, 1987
Polya, 1985

Blowers, 1985

Abreviaturas: C,

trigo; Ser,

--PRb _(38,14.8 y 12 Kd)

caselina;
PRb, proteina ribosomal; F,
elF-2, 3, factores de inlclaclén 2 y 3;
serina;

SUSTRATOS AMINOACIDO QUE,
FOSFORILA
C, F, sustrato-T, Ser en

sustrato-T
elfF-2, elF-3

C, F, ribosomas

N.D
C, F, H III, BSA, Ser y Tre
sulfato de protamina de C
c: S en Ser
TS en Ser y

Tre
C,F,H IIL N.D
C, F, proteinas de la N.D
cromatina no histénicas
F, C, HIl y H1IIS ¥ N.D
proteinas mitocondrlales
H1 N.D
H 1(HKI,HKI1), HITI(HKIIT} N.D
C, F, H 111, protamina, N.D
endégeno { 52 Kd )
BSA, C, H III. N.D
HI, HIIIS, C N.D
H 1, péptido de mielina Ser
H IIIS, CLM. Ser
H 1,C,F Ser y Tre

de C
H, proteinas de la
membrana plasmitica Ser

H, histonas;
fosvitina;

BSA,
CLM,

Tre, treonina; N.D, no determinado.

PESO
MOLECULAR
(Kd )
36 a 38

20

100

S=37 y 135
TS=55

NI=23
-NIT=85

55

N.D

S2
23,47,28
95

53 y 51
90

a0

52.2
K1=90
K2=86

18

suero de albuimlna de bovino;
cadena ligera de la miosina;
sustrato -T, proteina de germen de

TABLA # 4A. PROPIEDADES CINETICAS Y FISICOQUIMICAS DE PROTEINAS
CINASAS EN PLANTAS. SUSTRATOS, AMINOACIDO QUE ES
FOSFORILADO Y PESO MOLECULAR.
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REFERENCIA pH - T 'CONSTANTE'CINE‘fICAS
Optimo .. A Kmo e it Vmax
: : CATP OTROS

- (pmél/nin/ng) (umol/min/mg)

Yan y Tao; 1982 *.7.-8.5 <G, 430)g/ml C,1.4 X°10
Rychlik, 1980 0.215
Saluja, 1987 g0 1.8
Dobrowolska, T.4 20 C,270pg/ml
1983
Erdmann, 1982 NI=8.5 NI=19.3 C,24uM
NII=8.0 NII=14.3 C,30uM
Murray, 1978 7.8 7.9 ’ C,2. Amg/ml
Danko, 1985 7.0 200.0
Lin, 1980 9-10.0 0.4 H1,0.4uM
Sathyanarayana,
1987 12.5
i’olya, 1987 7-9.2 PI=37 H ILIS,1.0mg/ml
PII=20 H IIIS,0.7mg/ml
Harmon, 1987 7-9.0 8.0 77.0 H II1S,0.13mg/ml 1.7 H IIIS,0.93
CLM, 0. 32mg/ml GTP,0.5

Polya, 1985 6~7,0 16.0 C,1.3mg/ml

Abreviaturas: revlsar tabla 4A

TABLA # 4s. PROPIEDADES CINETICAS Y FISICOQUIMICAS DE PROTEINAS
CINASAS EN PLANTAS. pH OPTIMO Y CONSTANTES CINETICAS.
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EFECTO' DE
CATIONES

REFERENCIA

I Murray, 1978

Mg>Mn
“'Danko, 1985 . Ca
Lin, 1980 Ca,Zn, Mg>Mn>Fe
Hg
Sathyanarayana Ca,
1987 an
Harmon, 1987 Mg
Polya, 1985 Co,Hg, Mg+Ca
Cd, Cu,
Zn,la.

Abreviaturas: E,

2n, 2Zinc; Mg, magnesio; Mn,
Cd, cadmio; La, Lantano;
espermidina; Spm, espermina.

Estimulan; I,

Fe,

SALES QUE EFECTO DE OTRAS
INHIBEN MOLECULAS
NaCl, KCl Poliaminag, ADP, GTP, GDP
inhiben
K,HPO "
(NH4 } 2S('.) 4
NaCl, NH,C)
(NHA)ZSOQ. Kcl
Calcio-calmodulina
inhiben
(NHQ)ZSOA' Put<Spd<Spm inhiben
NaCl
Heparina y poliaminas
inhiben
KCi Protamina y polilisina
inhiben
(NH4 )2504. KCl, Antagonlstas de calmo-

KZHP04.NaCl. dulina y poliaminas
Inhiben, polilisina y

poliornltina estimulan

Inhiben; Ca, calclo; Hg, mercurio;
manganeso; Cu, cobre; Co, cobalto;
hierro; Put, putrescina; Spd,

TABLA # 4c. PROPIEDADES CINETICAS Y FISICOQUIMICAS DE PROTEINAS
CINASAS EN PLANTAS. EFECTO DE CATIONES, SALES Y OTRAS

MOLECULAS.
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potasio ( KZHP04) y de sulfato de amonio (NH 504 y se encontré

4)2
que en general tienen un efecto inhibitorio en la actividad Qe
proteina cinasa. Asimismo, también puede apreciarse en la misma
tabla, que poliaminas y moléculas como el GDP, ADP pueden inhibir
la actividad y que moléculas bAsicas como la polilisina y 1la

poliornitina en algunos casos estimulan y en otros inhiben 1la

actividad.

4. Proteinas fosfatasas en plantas,

Las proteinas fosfatasas de serinas y treoninas gue se han
purificado y caracterizado en sistemas animales, exhiben una
especificidad muy amplia por sustratos, por lo que Cohen (1989)
propuso una clasificacion de estas enzimas basdndose en el efecto
que tienen diversos activadores o inhibidores, sobre la actividad
de las proteinas fosfatasas. La preferencia gue muestran 1las
proteinas fosfatasas por desfosforilar la subunidad @ o g de la
fosforilasa cinasa permite distinguir dos tipos de enzimas, las
del tipo 1 (PP1) gque desfosforilan preferentemente a la subunidad
« Yy las del tipo 2 (PP 2) que desfosforilan preferentemente a la
subunidad 8. Mientras gque las del tipo 1 son inhibidas por
concentraciones nanocmolares de los inhibidores I y II de
mamiferos, las del tipo 2 no son afectadas. Las PPl no requiere de
cationes divalentes para activarse, mientras que las PP2 se pueden
dividir en tres grupos, las PP2A que no requieren de cationes

divalentes, las PP2B gue requieren de calcio y calmodulina y las
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PP2C que son dependientes de magnesio. Otra caracteristica muy
distintiva gque ha servido a Cohen para establecer una
clasificacién de las proteinaas fosfatasas, es la sensibilidad que
presentan estas enzimas ante el &dcido okadaico y por los péptidos
ciclicos llamados microcistinas. El &cido okadaico es un &cido
graso poliéter producido por dinoflagelados y es causante de
diaxreas y promotor de tumores en mamiferos (20). Las PPl y las
PP2A son inhibidas por &acido okadaico a concentraciones de 15 nM y
de 1 nM respectivamente mientras gque las PP2B son wmuy poco
sensibles y las PP2C no lo son. Por su parte, las microcistinas
son hepatotoxinas producidas por cianobacterias de los géneros
Microcistis, Oscillatoria y Anabaena y son causantes de la muerte
de peces y aves. Las PP1 y las PP2A son inhibidas especificamente
por las microcistinas a las mismas concentraciones utilizadas de
&cido ckadaico (70).

Existen otros criterios usados por Cohen para la
clasificacidén de las proteinas fosfatasas y que se muestran en la
tabla # 5. Seqin Cohen estos criterios se pueden usar tanto para
sistemas animales como vegetales y a partir de 1989 ha mostrado
evidencias de la existencia de proteinas fosfatasas tipo 1 y tipo
2A en un sistema vegetal (Brassica napus) (69). Asimismo ya se han
aislado dos clonas de ADN de Brassica napus, que codifican para
las subunidades cataliticas de PPla y de PP2Ax de mamiferos. Esto
ha llevade a sugerir gque hay un alto grado de conservacién en la
subunidad catalitica de las proteinas fosfatasas (71). En forma

semejante Smith y Walker (1991), han aislado una clona de ADN de
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maiz (Z2mPPl) que codifica para una proteina cuya secuencia muestra
un 80% de similitud con la subunidad catalitica de las prote.lnas
fosfatasas tipo 1 de conejo y de levadura. Esta 2mPPl1 codificé
para una proteina fosfatasa del tipo 1 activa, que desfozforila a
la fosforilasa o« de conejo y gue es fuertemente inhibida por &cido
okadaico y por el inhibider 2 de mamiferos. Estas proteinas
fosfatasas son especificas para serinas y treoninas, mientras que
en plantulas de trigo se purificé a una proteina fosfatasa
especifica para fosfotirosina (16). En la tabla # 6 se muestra el
peso molecular, los sustratos gque son desfosforilados y los
inhibidores que afectan a ,la actividad de estas enzimas. Sin
embargo en la mayor parte de los casos no se han probado los
criterios propuestos por Cohen para clasificar a las proteinas
fosfatasas encontradas en estos sistemas. Como se puede ‘observar
afin es muy escasa la informacién qgue se dispone en relacién a las
proteinas fosfatasas en plantas. Sin embargo, ya se han reportado
que enzimas vegetales como la sacarosa fosfato sintasa, 1la
fosfoenol piruvato carboxilasa y la quinato deshidrogenasa pueden

ser sustratos de unha proteina fosfatasa tipo 2A (13,108).

5. La fosforilacidn de las proteinas ribosomales "

La fosforilacidn de las proteinas ribosomales ocurre tanto en
células animales (126} como en vegetales (i1,12,83,107,127) ¥
puede ser realizada in vivo ( incubande a las células con
32P-ortofosfato ) o in vitro ( incubando ribosomas o sus

subunidades con [32P] ¥ - ATP y proteina cinasa ). No obstante,
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MHETODO

. Preferencia por la subunidad a o § de la

fosforilasa cinasa

N

. Inhibicién por inhibidores 1 y 2 de mamiferos

3. Requerlimiento absoluto por catlones

[l

Estimulactén por calmodulina

v

Inhibicién por trifluoperazina

*

Inhibicién por acido okadalco

N

Actividad de fosforilasa fosfatasa

Actividad para la histona Hl fosforilada

por proteina cinasa €

»

Actividad para raseina fosforilada por

proteina cinasa A

3

.Efecto de proteinas bisicas en la

actlvidad de fosforilasa fosfatasa

.Efecto de heparina en la actividad

de fosforilasa fosfatasa.

9

.Efecto de p-nitrofenilfosfato en la

actividad de fosforilasa fosfatasa.

o

.Unlon a Heparin-Sefarosa a NaCl 0.1M

PP1

No

No

No

s1

Alta

Muy baja

Huy baja

Inhibicién

Inhibicién

Activacién

Retenida

PP-2A PP:28 pp-2ec

« a. «
No No No'
o siea®) t o Tsiug?)
No. st Ne

No st No
st Sildébi1)’ “No
Alta; o Muy bajd . HMuy baja
Huy alta :

Alta

Activacién

Yo hay efecto

TABLA # 5 METODOS PARA DISTINGUIR ENTRE PROTEINAS FOSFATASAS
( TOMADO DE : COHEN, 1985 )



REFERENCIA SISTEMA

Cohen (1989) Brassica napus

Polya (1988) Embriones de trigo

Lin (1980) Hipocotilos de soya

Cheng y Tao Plantulas de trigo
(1989}

Smith y Walker Maiz
(1991)

TABLA # 6 PROTEINAS FOSFATASAS EN PLANTAS

SUSTRATOS

Subunidades a y B de

la fosforilasa

P-H1, P-Caseina

P-H1, P-Caseina,
Fosvitina

Sintéticos (ricos en
tirosina)

Subunidad « de la

fosforilasa

(xd)

PP1 (197)
PP2 (35)

30

35

INHIBIDORES

Ac.okadaico, 1nhibidores
1 y 2 de mamiferos

2inc, mercurlo, vanadato, NaF,
ATP,mollbdato y pirofosfato.

2Zinc,cobalto, NaF, pirofosfato
ATP, pollaminas.

Molibdato, ortovanadato, zine,

mercurlo.

Ac.okadaico, inhibldor 2 de

mamiferos



tanto en c¢élulas animales como en vegetales, los patrones de
fosforilaciéon de protefnas gue se observan in vivo e in vitro son
diferentes ya que se ha encontrado gue el namero de proteinas ¥y la
cantidad de fosfato incorporade a las proteinas ribosomales in
vitro es mayor que el encontrado in vivo. Por ejemplo, cuando las
células de la glandula pituitaria anterior de bovino son marcadas
in vivo se observa que preferentemente se fosforila una componente
proteico, mientras gue in vitro se encontré la fosforilacién de
por lo menos seis protelnas (3). Resultades semejantes fueron
obtenidos para la fosforilacién in vivo e in vitro de las
preteinas ribosomales de higado de rata (28). En chicharo y Lemna
minor la fosforilacién in wvive mostré que un 80 % de 1la
radiocactividad se une a una sola banda proteica, mientras que in
vitro se reparte en por lo menos ocho componentes del ribosoma
(117).

Lo anterior sugiere, gque la(s) proteina(s) cinasa (s) in
vitro pueden mostrar una menor especificidad para sustratos que la
que tienen in vivo , o bien que durante el aislamiento de los
riboson!as para realizar la fosforilacién in vitro ocurre un cambio
conformacional de los mismos, lo que hace gue se expongan otros
sitios a los cuales no tenia acceso la enzima in vivo. Esto puede
estar relacionado con las concentraciones de potasio y magnesio
del sistema de aislamiento, ya que son cationes importantes para
mantener la estructura del ribosoma (62,80). En cuanto a las
enzimas que catalizan la fosforilacién in vitro de las proteinas

ribosomales, se conoce que en células animales es realizada por
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proteina cinasas dependientes de. ¢AMP, por la 'proteina cinasa
activada por ' proteasas, la proteina cina.sa C .y por 1la
fosfotransferasa de la histona H4 (66,124). En un intento por
purificar a las enzimas gque catalizan la fosforilacién de las
proteinas ribosomales,éstas han sido aisladas tanto del citosol
como asociadas a los ribosomas, en este ultimo caso la actividad
de proteina cinasa puede ser separada dé los ribosomas cuando
éstos se tratan con amortiguadores con fuerzas idnicas altas, por
ejemplo con KCl1 0.5 a 1.0 M (3,51). No obstante, en muchos de los
cases a pesar de este tratamiento se ha encontrado que permanece
hasta en un 50 % de la actividad unida al ribosoma, lo que ha
llevado ha sugerir que existe una actividad endégena de proteina
cinasa en el ribosoma (3, 51). Esta actividad endégena en
ribosomas de dermen de trigo llega a desaparecer cuando los
ribosomas se tratan a 70°C por 10 min (12).

En cuanto a la especificidad de las proteinas cinasas que
fosforilan a las proteinas ribosomales, se conoce que las
proteinas cinasas gue se han purificado de las células de 3T3 y de
huevos de Xenopus, muestran una gran especificidad por la proteina
ribosomal S6 (32,48). Asimismo, una proteina cinasa aislada de los
ribosomas de cotiledones de soya ( CKII ), mostré una mayor
preferencia por las proteinas ribosomales gque por otros sustratos
(39). Sin embargo, otra proteina cinasa ( CKI ) aislada de este
mismo sistema mostrd, una mayor preferencia por la caseina gue por
las proteinas ribosomales (39), En forma semejante, la actividad

que se encontrd asociada a los ribosomas de chicharo y de Lemna
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.minor fosforila ademds de las proteinas ribosomales, a 1la
fosvitina, a las histonas y como en el caso anterior el sustrato
preferido es la casefna (51). Otros ejempleos de proteinas cinasas
que fosforilan a las proteinas ribosomales pero que tambi&n han
mostrado una especificidad muy amplia, se han encontrado asociadas
a los ribosomas de reticulocitos de conejo y de testiculos de
trucha (49,117) . Los casos mids extremos, se han mostrado cuando
proteinas cinasas de levadura son capaces de fosforilar a las
proteinas ribosomales obtenidas de germen de trigo (109).
Independientemente, de gque si la fosforilacién de 1las
proteinas ribosomales se realice in vivo o in vitro, se ha
demostrado que los residuos que se fosforilan son los de serina y
de treonina. Para el casc de la fosforilacién in vitro no hay
preferencia si se realiza por proteinas cinasas aisladas del
citosol o asociadas a los ribosomas (49,120). Finalmente, las
proteinas ribosomales que mejor se ha identificado como sujetos de
fosforilacién son las proteinas 4acidas ( L7/L12 ) y 1la 86

(68,124).
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MATERIALES Y METODOS

_1.- Materiales

1.1 Material kiolégico

Semillas de maflz (Zea mays L) variedad Chalquefic fueren
incubadas por 24 horas en charolas con algodén humedecido con agua
a 25 %1% y en la obscuridad. Al término de este periodo se
disectaron manualmente y se obtuvieron los ejes embrionarios que
se almacenarcn a - 70° C hasta ser utilizados para la obtencidn de

ribosomas.
1.2 Reactivos

Los siguientes reactivos fueron obtenidos de Sigma Chemical
Company:
—{ Tri ( hidroximetil ) aminometano ) (Tris)
-{ N - 2 ~hidroxietilpiperazina-N-acido etanosulfénico } (Hepes)
~{ Fluoruro de fenil, metil,sulfonilo )} (PMSF}
-Triton X 100
-B-glicerofosfato
-Sacarosa gradeo II
-Fluoruro de sodio ( NaF )
~Adenosin trifosfato { ATP }
-Acrilamida
~Urea

-Azul de bromofenol
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-Estuche de wmarcadores de ‘peso molecular para cromatografla V'
para electroforesis en gel desnaturalizante.

~Ortovanadato de sodio

-Espermidina y espermina

-DEAE - celulosa ( malla fina y mediana )

~Caseina desfosforilada de leche de bovino

-Mezcla de histonas tipo II - § de timo de ternera

=Calmodulina de espinaca y de corazédn de bovino

Los siguientes reactivos fueron obtenidos de Merck de México:
=Acido etilenobis ( oxietilenonitrilo ) tetraacético ( EGTA )
-g-mercaptoetanocl
-p-nitrofenilfosfato
~Dodecil sulfato de sodio ({ SDS )
=2,5-difeniloxazol ( PPO )

-[2,2 -p -fenilen bis (5-feniloxasol)) ( POPOP )
-N,N,N ,N -Tetrametiletilenodiamina ( TEMED )}

-Persulfato de sodio

~Membranas Centricon 10 d& Amicon Company

-Sefacril 5-200 de Pharmacia

-Papel de fosfocelulosa P 81 de Whatman

-Peliculas para radiografia clinica Cronex de Accesolab
-Juego de intensificadores de DUPONT

~Solucién reveladora y fijadora de Kodak

~[7-32p] ATP de New Nuclear England

Todos los demds reactivos fueron de grado analitico.
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1.3 Equipo

~Centrifuga Beckman J2-21, rotor JA-20

-Ultracentrifuga Beckman L7-65, rotor 75 Ti

-Ultracentrifuga Beckman TL-100, rotor TLA 100.2

-Equipo para elctroforesis en placa (- modelo SES00) de Hoefer
Scientific Instruments

~Secador de geles ( modelo 224 ) de BIO RAD

-Colector de fracciones ( modelo 2112 )} de LKB

-L&inpara de luz ultravioleta ( 2138 UVICORD S ) de LKB

~Graficador de Pharmacia Fine Chemicals

~Bomba peristaltica de BUCHLER Instruments
2. Métodos
2.1 Extraccién de ribosomas

El método de extraccién de ribosomas gue se utilizé fué el
descrité por Scharf y Nover (1982) con algunas modificaciones para
tejidos zmbrionarios de maiz ( Fig.3 )

Todo €1 material de cristaleria fué esterilizado a 15 libras
por 10 min y las soluciones fueron preparadas y utilizadas bajo

condiciones de esterilidad.

Los ejes embrionarios de maiz (3.5g) fueron pulverizados en

un mortero con nitrégeno liquido y el polvo fué transferido a un
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tubo de centrifuga ( corex -de 25 ml’) en donde se agregaron 10 ml
de amortiguador de thraccién ( Tris-HCl 20 mM ph 7.8, chlz 5 mM,
KCl 20 mM, PMSF 1 mM, NaF 1 mM, B-mercaptoetanocl 0.5%, Triton X100
1%, sacarosa 0.25 M, B-~glicerofosfato 80 mM ), se agité 10 seg en
un vortex y se centrifugdé a 7000g por 5 min. El sobrenadante se
filtré al vacio a través de una capa de papel Miracloth, el
filtrado se centrifugé a 29 000 g por 20 min. Cinco ml del
sobrenadante se colocaron en 3 ml de un co_lchén de sacarosa
(sacarosa 0.5 M, KCl 0.5 M en amortiguador de extraccién sin
sacarosa y KCl ) y se centrifugd a 250 000 g por 3.5 h y a 4° c.
Al término de este periodo, el sobrenadante fué decantado
(sobrenadante posrribosomal) Y la pastilla ribosomal fué
almacenada a -70° C hasta ser resuspendida en un amortiguador de

Hepes-KOH 20 mM, pH 7.6,

2.2 Electroforesis en primera dimensién.

2.2.1 Obtencién de proteinas y preparacidén de la muestra para

andlisis en electroforesis.

El método que se utilizé para la obtenciédn de las proteinas
ribosomales fué el descrito por Ramjoué y Gordon ( 1977 ).

Para obtener los patrones clectroforéticos y de fosforilacién
in vitro de las proteinas ribosomales, a la mezcla de reaccién de
actividad de proteina cinasa se le agregaron 0.1 volGmenes de
acetato de magnesio 1 M y 2 volumenes de dcide acético glacial, al

finalizar los periodos de incubacién gue se indican y se mantuvé
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GERMINACION DE SEMILLAS
(24 h, 26+1 C,0SCURIDAD)

DISECCION
A
EJES EMBRIONARIOS
HOMOGENEIZACION
CENTRIFUGAGION
(70009 X &min 4 C)

l l

SOBRENADANTE RESIDUO

CENTRIFUGACION
(29 000 g x 10 min}

I l

RESIDUO SOBRENADANTE

CENTRIFUGACION

{250 000 g x 3.6 h
sacarosa 0.5 M,KCI 0.5 M)

SOBRENADANTE
POSRRIBOSOMAL RIBOSOMAS

Fig.3 METODO DE EXTRACCION DE RIBOSOMAS
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por 45 min en agitacién continua a 49¢. se centrifugé a 2000 rpm
por 2 min en una microfuga y el sobrenadante obtenido se decanté y
se guarddé en hielo. El precipitado se lavé con 0.5 veolGmenes de
4cido acético al 67% y nuevamente se mantuvo en agitacidn
constante por 10 min y a 4%, se centrifugé y el sobrenadante que
se obtuvo se junté con el sobrenadante del primer tratamiento. A
estos sobrenadantes se les agregd 10 volGmenes de acetona
previamente enfriada a -20% Yy se incubdé por un periodo minimo de
2 horas a esta temperatura. Al término de este periodo se
centrifugd a 7000g por 10 min y a 4°C, el sobrenadante se decanté
y las proteinas precipitadas se resuspendieron y se lavaron
nuevamente con acetona a -20°C hasta eliminar los residuos de
dcido acético. Finalmente la pastilla de proteinas ribosomales que
se obtuvo se secd a temperatura ambiente o 30 seg al vacio para
eliminar el exceso de acetona. En estas condiciones la pastilla de
proteinas ribosomales puede ser almacenada a -20°c hasta ser
resuspendida en S0ul de _amortiguador de muestra para
electroforesis ( Tris~HC1 75 mM pH 6.8, urea B8M, SDS 2.4%,
qlicerql 12%, f-mercaptoetanocl 6% ). Una vez resuspendida 1la
muestra se calentd por 2 min en bafio Maria y se aplico a la placa

del gel.
2.2.2 Preparacién de geles

El sistema de electroforesis en geles de acrilamida con SDS

que se utilizd fué el propuesto por Laemmli ( 1970 ).
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Gel separador: 12.8 ml de solucién I { acrilamida 30%,
bisacrilamida 0.8 % ) fueron mezcladas con 11.2 ml de solucién II
( Tris~HCl ©0.75M pH 8.8, SDS 0.2% ) y 11.2 pl de TEMED, se
desgasificaron por 2 min y se agregaron BOul de persulfato de
sodio al 20 %. La mezcla fué utilizada para formar 10 cm de gel
separador de poliacrilamida con SDS al 16%.

Gel condensador: 1.16 ml de solucién I fueron mezclados con 3.5 ml
de solucién III (Tris—-HCl 0.25M pH 6.8, SDS 0.2% ), 2.3 ml de agua
y 71l de TEMED. La mezcla se desgasificd por 2 min y seagregd 21ul
de persulfato de sodio al 20% y fué utilizadas para formar 1 cm de

gel condensador.

2.2.3 Condiciones de corrida

Las camaras superior e inferior fueron llenadas con el mismo
amortiguador de corrida (Tris-HCl 0.025 M pH 8.3, glicina 0.192 M,
SDS 0.1%) y los geles fueron corridos a 80 voltios por 11 horas.
El voltaje se mantuvo constante y las placas fueron enfriadas con

un sistema de agua corriente.
2.2.4 Tincién y secado de geles

Al finalizar la corrida, los geles fueron fijados y tefiides
en una solucidn de 4dcido acético al 7%, metancl al S0% y de azul
de Coomassie al 0.2%. Después de 30 min de tincién, los geles

fueron destefiidos con una sclucidén de &cido acético al 7% y de
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metanol al 30% por 24 horas a temperatura ambiente o bien por 3
horas a 40°C en agitacidn. continua.

Después de destefir los geles, estos fueron colocados en 2
capas de papel filtro y una capa de papel 3 MM y cubiertos con una
capa de papel Egapac y dos de papel filtro. Los geles fueron

secados al vacio por 1.5 horas en un secador de geles ( BID RAD ).

2.2.5 Autorradiografia

El gel seco fué expuesto de 1 a 7 dias (dependiendc de 1las
cpnm incorporadas) a una placa fotogréafica Yy entre dos
intensificadores y fué almacenada a -70°C, Posteriormente la placa
fotogr&fica fué revelada y fijada sumergiéndola 3.5 min bajo
condiciones de oscuridad, en una solucidén reveladora y 3.5 min en

una solucién fijadora de Kodak.

2.3 Fraccionamiento de ribosomas por el tratamiento con
concentraciones altas de sales.

Los ribosomas (370 D.O ) fueron resuspendidos en 4 ml de

280nm
amortiguador de resuspensién (Hepes-KOH 20 mM pH 7.6), al
resuspendido se le agregd 4 ml de KCl 2M y se dejé agitando teda
la noche a 4°c.Al término de este periodo se centrifugd a 250 000g
por 20min y a 4% {centrifuga Beckman TL-100), el sobrenadante gue

se obtuvo (Sbl) se decantd y se guardé a -70% hasta ser

concentrado. La pastilla se resuspendid nuevamente en 2 ml de
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amortiguador de resuspensién de ribosomas, se le agregd 2 ml de
KCl 3M (para dar una concentracién fina)l de KCL 1.5 M) y se
mantuvo en agitacién continua toda la noche y a 4°9C. Después de
este periodo se centrifugé nuevamente a 250 000g por 20 min y a
4°c, el sobrenadante (Sb2) se guardd a -70% hasta ser
goncentrado. La pastilla se volvié a resuspender en 2 ml de
amortiguador de resuspensién, se le agregd 2 ml de LiCl B8M y se
incubé toda la noche a 4°C. Al término de este periocdo se
centrifugsé a 10 000 rpm por 30 min y a 4°¢ y el sobrenadante (Sb3)
fué guardado a -70%C hasta ser concentrado.

Los sobrenadantes Sbl, Sbh2, Sb3 fueéon lavados del exceso de
sales con amortiguador de resuspensién de ribosomas y concentrados
hasta un volumen de 50 pl por ultrafiltracién con membranas de
Amicon 10.

Los concentrados de cada uno de los sobrenadantes fueron

almacenados a -70°C hasta ser utilizados ( Fig. 4 ).
2.4 Cromatografia en Sefacril $-200
2.4.1 Preparacidn de la columna.

Una columna de 1.4 cm por 60 cm empacada con Sefacril S$-200
que fué lavada y equilibrada con Hepes-KOH 20 mM pH 7.6, fué
utilizada para obtener el patrén de elucidn de protelnas de, peso
molecular conocido y la elucién del socbrenadante obtenido al

tratar a los ribosomas con KCl 1.5 M.
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ACTIVIDAD DE PROTEINA CINASA
ACTIVIDAD DE FOSFATASA

Fig.4 TRATAMIENTO SALINO DE LOS RIBOSOMAS
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2.4.2 Patrén de elucién de marcadores de-peso molecular.

El patrén de elucién y la curva de calibracién de marcadores
de peso molecular fué realizada “con: upa mezcla (lmg/ml) de
proteinas de peso molecular conocido: ribonucleasa A (13.7 Kd),
quimotripsinégeno (25.0 Kd), ovoalbGmina (43.0 Kd) y suero de
albGmina de bovino (67.0 Kd) gue fueron eluidas con Hepes-KOH 20mM
pH 7.6 a una velocidad de flujo de 10 ml/h. E1 patrén de eluciédn
de cada una de las proteinas fué monitoreado con una lampara de

luz ultravioleta y registrado en un graficador (Fig.S5).

2.4.3 Elucion de la muestra

Los ejes embrionarios de maiz (70g) fueron utilizados para
obtener ribosomas que fueron resuspendidos en 10 ml de Hepes-KOH
20 mM pH 7.6 y se les agregé 10 ml de KCl 3.0 M {(para dar una
concentracién de KCl 1.5 M). Esta resuspensién se dejé agitando
toda la noche a 4%c. Después de este perlodo se centrifugé a
250 000g por 20 min, el sobrenadante se decantd, se lavéd del
exceso de sales y se concentrd hasta 1 ml por ultrafiltracién por
membranas de Amicon 10. Este concentrado fué eluidoe en la columna
de Sefacril S-200 con Hepes-KOM 20 mM pH 7.6 a 4°C y a una
velocidad de flujo de 10ml/h en fracciones de 2 ml.

El patrén de elucién fué monitoreado por una lémpara de luz

ultravioleta y espectrofotométricamente a 280 nm. Finalmente, las
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Fig 5. Elucién en Sefacril S-200 de marcadores de peso molecular {P.M):
suero de albimina de bovino (BSA, 67 Kd), ovoalbumina {Ov, 43.2 Kd),
quiniotripsina (Q, 25 Kd) y ribonucleasa A (Rb A, 13.7 Kd). a) Patrén
de eluclén. b) Curva patrén en base al logaritmo del peso melecular

de los estandares.
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fracciones fueron concentradas por ultrafiltracién por membranas
de Amicon 10. Los concentrados (50 pl) fueron almacenados a -70% ¢
hasta ser utilizados para medir la actividad de proteina cinasa o

bien para obtener el patrén de electroforesis en geles con SDS.
2.5 Cromatografia en DEAE-celulosa.
2.5.1 Lavado y activacién de la resina.

Cinco gramos de DEAE-celulosa se colocarcn en 75 ml de HCl
0.5 M, se agitd6 suavemente durante 45. min y se lavdé con agua
desionizada hasta llevarla a un pH de 4.0. La resina se
resuspendid en 75 ml de KOH 0.5 M, se agitd nuevamente durante 45
min a temperatura ambiente y se lavé con agua desionizada hasta
llevarla a un pH de 8. Nuevamente la resina se resuspendi® en 80
ml de KC1l 0.05 N, se llevé a un pH de 7.2 con HCl 0,05 N y se
agitd suavemente por una hora. Se rectificd el pH y se siguié
agitando por dos horas. Finalmente se decanté y se eliminaron las

particulas finas.
2.5.2 Elucién de la muestra.

La DEAE-celulosa lavada y activada fué utilizada para empacar
una columna de 1.5 cm por 13 cm. Una vez empacada la columna fué

equilibrada con Hepes-KOH pH 7.6. Bajo estas condiciones, la

fraccién 3 obtenida del Sefacril 5-200 fué& eluida con amortiguador
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de equilibrio y ‘con dos gradientes de XC1, uno de 0 a 0.5 M y otro
,de,oh.s a 1.0 M. La velocidad de flujo fué de 18.7 ml/h. El1 patrén
de elucién fué monitoreado por espectrofotometria a 280 nm. Cada
una de las fracciones fué dializada contra Hepes-KOH 20 mM pH 7.6

y concentrada hasta un volumen de 0.5 ml.
2.6 Ensayo de actividad de proteina cinasa

El método que se utilizé para medir la actividad de proteina
cinasa fué el descrito por Roskoski (1983) con algunas
modificaciones en la mezcla de reaccién y en el nimero de lavados
con &acido fosférico.

La mezcla de reaccidn contenia en un volumen final de S50 ul:
Hepes-KOH 255 mM pH 7.6, f-mercaptoetancl 0.65 mM, Mg{CHICOOQ)2
0.925 mM, ATP 0.8 mM, ribosomas (0.050 D.Ozom}, 0.20 uC de
[1—32P] ATP y H20 para completar un volumen de 50 ul.

Para el célculo de las concentraciones del wmagnesio, ATP y
del complejo ATP-Mg se utilizd el programa elaborado por Rodriguez
Sotres y Mufioz-Clarés (1990). Con este programa se establecitd gue
bajo 1las condiciones de ensayo, las concentraciones libres de
magnesio y ATP fueron 0.190 mM y 0.050 mM respectivamente y del
complejo ATP-Mg de 0.735 mM. Asimismo, este programa fue utilizade
para calcular las concentraciones libres de calcio u otras de
magnesio y de ATP~-Mg que se indican en las tablas y figuras de
resultados.

Cuande se probd el efecto de poliaminas (espermidina y/o
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espemina), cationes “(ortovanadato, =zinc)  y calmodulina, estos
fuercn afiadidos en las concentraciones gque se indican en el
mc;mento de preparar la mezcla de reaccidn, asl como para la
fosforilacién de sustratos exdgenos como la caseina ( émg/ml }, la
mezcla de histonas { 2 mg/ml ) u otros sustratos.

Toda la mezcla de reaccidon sin la fuente de enzima y el ATP
fué mezclada en un vortex por 10 seg, se centrifugdé por 30 seg en
una microfuga y se le agregd la fuente de enzima. La reaccidn fué
iniciada adicionando a la mezcla el [ 7—3213 1 ATP y se incubd a
27° en los tiempos gue se indican. Al finalizar la incubacién la
reaccién fué terminada pipeteando alicuotas de 16 pl sobre bandas
de papel de fosfocelulosa (Whatman P 81) de 1 por 2 cm y que
fueron sumergidas en &cidoc fosférico 75 mM (10 ml por muestra)
cada una de las bandas fué agitada suavemente (con un agitador
magnétice) por 2 min, el Acido fosférico se decanté y se
adicionaron nuevamente 10 ml de A&cido fosférico, se agité
nuevamente por 2 min y se procedié a lavar las bandas de
fosfocelulosa dos veces mis con este procedimiento.

Después de lavar las bandas de papel de fosfocelulosa con
dcido fosforico, estas se secaron durante 3 horas a temperatura
ambiente o bien durante 30 min con una lampara de 150 Watts. La
radioactividad fué medida con liguido de centelleo ( 4g de PPO,
0.05g de POPOP en 1 litro de tolueno ) en un contador de centelleo
liquido Packard.

Los blancos tuvieron el mismo tratamiento que las muestras

pero a la mezcla de reaccién no se le agregd la fuente de enzima.
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2.7 Ensayo de actividad de fosfatasa.

El método que se utilizé para medir la actividad de fosfatasa
fué el propuesté por Cheng y Tao ( 1989 ).

La mezcla de reaccién contenia en un volimen final de 1 ml:
Hepes-KOH 50 mM pH 7.5, p-nitrofenilfosfato 0.B mM, fuente de

enzima ( 0.300 D‘OZBOmn y oy Hzo hasta completar 1 ml.

Cuando se probd el efecto de 1los inhibidores: NaF,
B-glicerofosfato, ortovanadatoe de sodio, chlz, molibdato de
amonio, estos fueron incluidos en la mezcla de reacclén para
obtener las concentraciones finales que se indiecan.

La mezcla de reaccién sin la fuente de enzima fué agitada por
10 seg en un vortex. La reaccidén se inicié coéon la adicién de la
fuente de enzima y se incu'bé a 30°C. Al término de cada tiempo se
leyd 1la liberacidtn de pe-nitrofenilo espectrofotometricamente a
410 nm.

Los blancos tuvieron el mnismo tratamiento que las muestras

excepto que la mezcla de reaccidén no contenfia la fuente de enzima.
2.8 Ensayo de actividad de proteina fosfatasa.

Los ribosomas (0.8 D.O fueron fosforilados, para lo

EBOnm)
cual fueron incubados por 30 min en una mezcla de ensayo de
actividad de proteina cinasa. Después de este perliodo de
incubacién, la reaccién se termind afiadiendo a la mezcla de

reaccién 1 volumen de ATP (B0 mM) frio. Se agitd por 30 seg en un
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vortex y se centrifugé a 250 000g por 20 min ( Ultracentrifuga
Beckman TL-100 ). El sobrenadante se decanté y la pastilla de
ribosomas fosforilados fue resuspendida en Hepes~KOH 50 mM pH 7.5
Yy se incub6é a 30° a los tiempos que se indican ( 0, 10, 30 y 60
min ). Al finalizar cada uno de los tiempos de incubacién, 1la
reaccién se termind agregando 0.1 volimenes de acetato de magnesio
1M y 2 volumenes de A&cido acético glacial y se siguid el
procedimiento para 1la obtencién de proteinas ribosomales, las
cuales se analizaron por electroforesis en geles con SDS y la
autorradiocgrafia correspondiente. La desaparicién de wmarca
radiocactiva en las bandas de proteina para cada uno de los tiempos
de incubacién en relacién al tiempo cero, indicéd la existgncia de

actividad de proteina fosfatasa en el sistema.
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RESULTADOS

En este estudio se utilizaron ejes embrionarios de semillas
de malz ( variedad Chalgquefic ) germinadas por 24 horas. De é&ste
tejido embrionarioc se obtuvieron los ribosomas para demostrar la
existencia de actividad de proteina cinasa, purifiecarla
parcialmente y conocer algunas de sus caracteristicas. Por otra
parte, también se determind si existia actividad de proteina

fosfatasa de la misma fraccidén ribosomal.

1. Localizacidn de actividad de proteina cinasa en ribosomas.

Este estudio tuvo como primer objetive demostrar la
existencia de actividad de protefna cinasa en ribosomas de ejes
embrionarios de maiz. Para esto se midié la actividad de la enzima
en tres fracciones diferentes del eje embrionario: extracto crudo,
sobrenadante posrribosomal y fraccidn ribosomal. Los resultados
indicaron que existia actividad de proteina cinasa en las tres
fracciones probadas (Tabla # 7).

Realizando un ensayo de actividad de proteina cinasa (en
ausencia de sustratos exdgenos) en ribosomas lavados con KCl 0.5 M
se obtuvé la cinética y el patrdn de fosforilacién de las
proteinas ribosomales. A un tiempo de 3 min, se encontré la
fosforilacién en al menos diez bandas de proteina ribosomal de
cs0 molecular aproximado de 52.5, 42.6, 38.0, 34.5, 26.3, 22.4,

20,0, 16.6, 13.8, y 12.6 Kd (Fig. 6a,b).
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FRACCION CELULAR ACTIVIDAD DE PROTEINA CINASA

SUSTRATO CPM
EXTRACTO CRUDO HISTONAS 20 000
SOBRENADANTE POSRRIBOSOMAL CASEINA 105 000
RIBOSOMAS CASEINA 98 000

TABLA # 7.LOCALIZACION DE LA ACTIVIDAD DE PROTEINA GCINASA EN

DIFERENTES FRACCIONES DE EJES EMBRIONARIOS
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A

6 Autofosforilaclén de ribosomas de eles embrionarios de maiz lavados
con KC1 0.5 M. a) Cinétlca de fosforilacién. b} Autorradiografia que
muestra el patrén de fosforilacién de las proteinas rlbosomales de
peso molecular ( Xd ): A) S2.5; B) 42.6; C) 38.0; D) 34.5; E) 26.3;
F) 22.4; G) 20.0; H) 16.6; I) 13.8; J} 12.6. Los carriles contenian:
1) 12.0, 2) 6.0, 3) 3.0 y 4) 5.0 D.Ozsonn de proteina ribosomal.

Fig.



Estos resultados demostraron que existe actividad end6gena de
proteina cinasa en ribosomas de ejes embrionarios de maiz, la cual

es capaz de utilizar como sustratos a las proteinas riboscmales.

2. Requerimientoes para la fosforilacién de 1las proteinas

ribosomales.

La actividad 6ptima de diversas proteina cinasas reportadas
en la literatura ocurre en presencia de diversos efectores como
pueden ser poliaminas, calcio, calmodulina, ete.

En este trabajo como un dato preliminar, se encontrd que la
actividad de proteina cinasa encontrada en ribosomas mostrd una
mayor actividad hasta los dos minutos en presencia de calcioc (0.5
mM) Yy calmodulina de corazdn de bovino (7 Unidades), o bjien en
presencia de las poliaminas espermidina (0.04 mM) y espermina (0.4
mM) , pero tambié&n con ambos tratamientos, la actividad disminuyé a

los tres minutos si se compara con el control (Fig. 7).

Estos resultados mostraron efectos contradictorios sin
embargo, aungue nc son concluyentes, sugieren la necesidad de
obtener una preparacién mAs pura de la enzima, lo cual permitiria
definir como afectan estos efectores la actividad de la proteina

cinasa.
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No obstante, para conocer si algin cambio en la estructura
del ribosoma afecta la actividad de proteina cinasa y para definir
si dicha actividad es dependiente de la concentracién de calcio,
calmodulina y magnesio, se obtuvieron ribosomas en presencia de un
agente quelante de cationes como es el EGTA (1 mM).

Los resultados mostraron que en ausencia de caleio,
calmodulina y bajo las condiciones de ensayo de ATP-Mg (0.735 mM)
Yy de magnesio 1libkre (0,190 mM), existidé actividad de proteina
cinasa. El1 calcio (9.8 uM), la calmodulina de corazdn (50
Unidades) o una combinacién de calcio y calmodulina no afectaron
esta actividad. Sin embargo, magnesio libre (20.125 mM, condicién
en la que se mantiene constante la concentracién ATP~Mg), aumentéd
hasta en un 380% la actividad de proteina cinasa. La combinacién
de calcio (9.8 uM) y/o calmodulina (50 Unidades) con magnesio, no
aumentaron la actividad que se obtuvo en presencia de magnesio
libre solo en el ensayo (Fig.8). Para confirmar el efecto dado por
magnesio, se probaron otras concentraciones de magnesio libre y
otras combinaciones de magnesio con calcio o de magnesio con
calmodulina. Los resultados confirmaron gue 20.125 mM libre es la
concentracién oéptima de magnesio. Variandeo 1la concentracidn de
calcio libre en un rango de 9.6 a 240 pM y manteniendo la
concentracién de magnesio libre a 10.125 mM, se encontrd que a
estas concentraciones el calcio no tuvo efectc en la actividad de
la proteina cinasa si se compara con el efecto gue dié el magnesio
a una concentracién de 10.125 mM. Asimisme, se encontré que

calmodulina de corazdén de bovino en un rango de 13 a 100 unidades
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F1g.8 Actividad de proteina clnasa de ribosomas obtenidos con EGTA en
presencla de: caicio llbre 9.8 M (CJ':!)_ calmodulina 50 U (CaM),
magneslo libre 20.125 aM (Mg'zl © una comblnacién de los mlsmos., El
control (C) se realizé bajo las condiclopes de ATP-Mg descritas en
materiales y metodos, Las concentraciones dee calelo y magneslo 1lbre
fueran calculadas <ome se indlca en materiales y matodos
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vﬁrfﬁn',efecto
importante en la. actividad  de la enizima - : las condiciones
probadas (Fig. 9); ‘. ':‘ : ‘ . :

Analizando el pat;énr4§e“fosf6ri;£Ci6n ae lés proteinas
ribosomales de los ribosomas obﬁeniaos EénrﬁGTA, se encontraron
tanto cambios cuantitativos ( o de 1la cantidad de fosféro
radioactivo incorporado a las mismas proteinas que se fosforilan)
como cualitativos (o del nGmero de proteinas fosforiladas),
dependiendo de la concentracién de magnesioc que se utilizéd. Con
magnesio 20.125 mM, hubSé un aumento cuantitativo en las proteinas
de 52.5, 42.6, 38.0, 34.5, 22.4, 20.0, 16.6, 13.8 y 12.6 Kd, las
cuales se fosforilaron menos en presencia de la combinacién de
magnesio 10.125 mM con calcio (9.8 pM) o cen calmedulina de
corazén (50 U). cualitativamente, con magnesio 20.125 mM se
fosforilaron dos proteinas mas, de 35.2 y 26.3 Kd gque no se
fosforilaron con magnesio 10.125 mM en combinacidén con calcio y

calmodulina (Fig.10).

Estos resultados indicaron que calcio y calmodulina no
tuvierén efecto en la actividad de proteina cinasa de los
ribosomas obtenidos en presencia de EGTA. Por el contrario, la
actividad de 1la enzima fue dependiente de 1la concentracién de

magnesio en el sistema.
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Flg. 10 Patrén de fosforllaclén de las proteinas rib les de rib
obtenidos con EGTA en presencia de magnesio 20.1253 mM (1), o de la
combinacién de magnesio libre 10.125 mM con calcio libre 9.8 pM (2)
o de magnesio 10 mM con calmedullna de corazén de bovino 50 U (3).



3. Fraccionamiento .de los "ribosomas por el tratamiento con

concentraciones altas de sales.

En vista de que los re;ultédos ‘anteriores, mostraron que
existlﬁ actividad de proteina cinasa en los ribosomas de los ejes
embrionarios de maliz, se procedié a separar esta actividad
tratando a los ribosomas con concentraciones altas de sales: KCl
1.0M, KC1 1.5M y LiCl 4M. Los sobrenadantes obtenidos: Sbl, Sb2 y
Sb3 respectivamente (para detalles ver Fig.4 de materiales y
métodos ) fueron utilizados para realizar un ensayo de actividad
de proteina c¢inasa en ausencia ¥ en presencia de sustratos
ex6genos (caseina e histonas). A los 6 min de incubacién, 1la
reaccién se detuvo y se realizé las electroforesis y las
autorradiografias respectivas. La placa correspondiente al ébl en
ausencia de sutratos exégenos, mostrd la fosforilacién de una
proteina de aproximadamente 17.2 Kd de peso molecular que
permanece en el Sbhl (Fig.11 ENDO), nientras gue en los 5b2 y Sb3
no se encontré la fosforilacién de esta proteipa, a pesar de que
se encontré también una banda de proteina de este peso molecular
en el patrén electroforético tanto del Sh2 como del Sb3.

La actividad obtenida en el Sbl fue capaz de fosforilar
sustratos exégenos ( puestos en el ensayo ) como la caseina y una
mezcla de histonas. De la caseina se fosforilaron dos proteinas de
aproximadamente 26.0 y 31.0 Kd y de la mezcla de histonas también
se fosforilaron dos proteinas una de 17.0 y otra de 13.0 Kd. Estas

mismas proteinas gue se fosforilan de la caseina y de la mezcla de
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histonas por la actividad del Sbl, tambié&n fueron fosforiladas por
la actividad que se obtuvdé en el Sb2 y el Sb3 (en esté tltimo caso
solamente se utilizé la mezcla de histonas }. No obstante, a pesar
de igualar las condiciones de ensayo para los tres casos, la
fosforilacién de los sustratos exégenos fue mayor cuando se usd
como fuente de enzima al Sbl que cuando se utilizé al Sb2 o al
Sb3. De aqui se concluyé que un tratamiento de los ribosomas con
KCl1 1.5M seria suficiente para obtener la mayor parte de 1la

actividad de proteina cinasa del ribosoma (Fig.11}.

Estos resultados mostraron que la actividad de proteina
cinasa de ribosoma§ obtenida con el tratamiento con
concentraciones altas de sales, fue capaz de fosforilar sustratos
enddgenos y exdgenos (caseina e histona). Dicha actividad

permanecid atin tratando el corazbén ribosomal con Licl 4M.

4. Requerimientos de la actividad de proteina cinasa de 1la
fraccién obtenida con el tratamiente de los ribosomas con KCl1

1.5 M.

El tratamiento de los ribosomas con KCl 1.5M permitidé obtener
una fraccién con actividad de proteina cinasa. Esta actividad atn
a los 6 min, presentd una cinética lineal de fosforilacién de
sustratos endégenos (que permanecen en la fraccién) (Fig. 12).
Este tiempo fue el gque se considerd para medir la velocidad de

incorporacién a sustratos exégenos (caseina) y ver el efecto de

7%



Fig.

—-Gh2 —

11 Patrén de faosforllacién de sustratos endégenos (ENDO) y  exdgenos:
histona (H) y caseina{(C} por la actividad de proteina cinasa de la
fraccion obtenida con el tratamiento de los ribosomas con KCl 1.0 M

(Sb 1), KC1 1.5 M (Sb 2) y LiCl 4M (Sb 3).
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F1g.12 Cinética de fosforilacién de sustratos endégenos de la fracecidn

obtenida tratando a los ribosomas con KCl 1.5 M por la actlvidad de

proteina clpasa obtenida en }a misma fraccién.
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poliaminas y de algunos cationes.

Al medir la velocidad de {ncorporacién a diferentes
concentraciones de caseina (3 a 25 uM usando 25.7 Kd como peso
molecular promedio de la caseina), los resultados mostraron una
curva de tipo Michaelis-Menten, en la que a 20 uM ya se mostrd una
saturacién {Fig. 13a). Al realizar un gréafico de
Woolf-Augustinsson-Hofstee Se obtuvd una Km aparemte de 4.49 uM

con una Vmax aparente de 0.408 pmol/ml/min {Fig.13b).

Por otra parte, se determindé el efecto de las poliaminas:
espermidina y espermina, de calmodulina y de diversos cationes en
la fosforilacién de sustratos endSgenos (Que permanecen en la
fraceién), por la actividad de proteina cinasa obtenida en 1la
misma fraccién. Para el case de las poliaminas, los resultados
mostraron gue a las concentraciones probadas, tanto la espermidina
como la espermina no tuvieron un efecto considerable (Tabla # 8).

En cuanto a cationes, el calcioc (20 uM libre} y una
combinacién de calcio (10 uM) con calmodulina de espinaca ( S0
Unidades ), inhibieron la actividad en un 40 y 25 %
respectivamente. Cabe destacar que bajo las condiciones de ensayo
y para el caso del calcio, este cation tiende a formar complejos
con el ATP. Por otra parte, el cloruro de zinc (chlz) a una
concentracién de 120 uM también la inhibié en un 47% (Tabla # 9).
Mientras que ortovanadato de sodio (200 uM) y potasic a las
concentraciones probadas (0.625 a 2.5 mM) no afectaron la
actividad de 1la proteina cinasa obtenida en esta fraccién (Tabla #

9 y fig.14). Finalmente, magnesio (270 uM libre) bajo las
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Flg. 13 Fosforilaclon de caseina por la actividad de proteina cinasa de la
fraccién obtenida con el tratamlento de los ribosomas con KCl 1.5 M.
a) Clnétlca de fosforilacién a diferentes concentraciones de caseina
y bajo las condlicliones de ensayo descritas en materiales y nétodos.

b) Grafice de Woolf-Augustinsson-Hofstee.
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TRATAMIENTO %

CONTROL 100
Spd (pM)

25 114

50 1083

100 108

150 81
Spm (pM)

25 93

50 93

100 84

150 110

TABLA # 8. EFECTO DE LAS POLIAMINAS ESPERMIDINA (Spd) ¥
ESPERMINA (Spm) EN LA ACTIVIDAD DE PROTEINA CINASA

DE LA FRACCION OBTENIDA TRATANDO A LOS RIBOSOMAS
CON KGI 1.6 M.
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TRATAMIENTO %
Control 100
Galclo libre (20 pM) 59
Calcio (10 yM) + CaM (50 U) 75
Ortovanadato de
sodio (200 pM) 94
Cloruro de Zinc {120 pM) 53

TABLA # 9. EFECTO DE CALCIO, CALMODULINA DE
ESPINACA (CaM), ORTOVANADATO DE SODIO,
Y GLORURO DE ZINC EN LA ACTIVIDAD DE
PROTEINA CINASA DE LA FRACCION OBTE-
NIDA TRATANDO A LOS RIBOSOMAS CON KCI
1.6 M. EL CONTROL SE REALIZO BAJO LAS

CONDICIONES DE ENSAYO DESCRITAS EN

MATERIALES Y METODOS
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Fig.14 Efecto de la concentraclén de potasio y de magnesio 1libre en la

actividad de proteina clnasa de la fracclén obtenlda tratando a los
ribosomas con KC1 1.5 M. Las condiciones de ATP-Mg y magneslo libre
para el control y con potasio soh las deseritas en materiales y
métodos, mlientras que para magnesio son las que se indican en 1la
figura.



condiciones de ensayo utilizadas la aumenté en un 280 % (Fig.14).
Todos estes resultados indicaron gue la actividad de protelina
cinasa de la fraccién obtenida tratando a los ribosomas con KC1l
1.5 M, parece ser dependiente de la concentracién de magnesio,
mientras que el potasio y las poliaminas no parecen afectar esta
actividad. oOtros cationes como calcio, zinc pueden inhibir 1la

actividad.

5. Purificacién parcial de la actividad de proteina cinasa de la

fraccién obtenida tratando a los ribosomas con KC1 1.5 M.
5.1 Elucién por Sefacril S$-200.

La fraccidn obtenida con KCl 1.5M fue utilizada para realizar
una cromatografia de filtracidén en gel (Sefacril S-200). El1 patrén
de elucidén de dicha fraccidén mostré dos zonas con la mixima
cantidad de proteina (Fig.15: F, Y F,) ¥ cinco zonas nmas que
mostraron una cantidad menor de proteina, medida por absorbancia a

280 nm (Fig.15: F F, a F7).

1t "4

El patrén electroforético en geles con SDS de estas
fraccienes, mostré la resolucién en las fracciones Fy Fy ¥ Fy de
por lo menos 13,19 y 17 bandas de proteina respectivamente que se
repartieron en todo el rango del marcador de peso molecular ( 66 a
20 K4 ), mientras que en la fraccién F4_7 que en este caso
comprendié las fracciones 4 a la 7, solamente se definieron tres

bandas de proteina (baje las mismas condiciones electroforéticas)
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Fig. 15 Eluclén por Sefacril S-200 del sobrenadante obtenido
tratando a los ribesomas con KCl 1.5 M. Cada una de las fracclones
(Fr a Fr) fue utilizada como fuente de enzima para pedir la

actividad de proteina cinasa, usando como sustrate casefna { % ).

INCORPORAD AS W -

crm



de aproximadamente 67, 64 y 17.1 Kd (Fig.16).

Para determinar cual de las fracciones ( Fl a F7 ) tenia la
actividad de proteina cinasa se realizd un ensayo en cada una de
las fracciones, usando como sustrato exégeno a la caseina. Se
realiz6 la electroforesis y la autorradiografia correspondiente,
la cual mostré que en las fracciones.1 a la 3 se fosforilé una
protefna presente en dichas fracciones (Fig.17 ENDO)} de
aproximadamente 17.1 Kd de pese molecultar. En estas mismas
fracciones, también se encontré la fosforilacién de dos protefnas
de la caseina de aproximadamente 26.0 y de 31.0 Kd de peso
molecular (Fig.17). Estas mismas bandas fosforiladas de la casefina

también fueron encontradas para el caso de las fracciones F, a la

q
F, (Fig.17)

La actividad de proteina cinasa que se mostré por
autorradiografia del ensayo y que se realizé a cada una de las
fracciones, correlacioné con la medicién de la actividad usando el
método convencional de Roskoski (Fig.15). Usando este método para
medir la actividad se encontré gue la fraccién 2 ademis de que
mostr6 un pico de cantidad midxima de proteina, mostrd un maximo de
actividad, por 1lo cual fue utilizado para conocer algunas
caracteristicas de la actividad obtenida en esta fraccién y
realizar algunas pruebas de purificacidén por cromatografia de

intercambio cationico (DEAE-celulosa)
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Fig. 16 El sobrenadante obtenlde tratando a los ribosomas con KCl
1.5 M, fue sometlde a una cromatografia con Sefacrll S-200 y
se obtuvo el patrén electroforético en geles con 5DS, de las
proteinas eluidas en ‘cada una-de las fracclones (Fi, Fa2, F3

y Fa-7). -



Fig.

Lh

17 Fosforllacién de caseina (C) y de sustrato endbgeno {endo) obtenido

en cada una de las fracclones {(F1 a F7) eluidas del Sefacril S-200
por la actlvidad de proteina cinasa obtenida en las mismas
fracciones. a) Tincién con azul de coomassie de los geles con SDS de
caseina (C) y de las proteinas obtenidas de los ensayos realizados,
usande como fuente de enzima a cada una de las fracciones y a la

caseina como sustrato. b) Autorradiografia correspondiente.



5.2 Eluciédn por DEAE-celulosa.

En vista de gque la fraccién 2 (Fz) gque se obtuvo con 1la
elucién del Sefacril S-200, mostrdé un pico de cantidad maxima de
proteina y de actividad, fue utilizada para realizar una elucién
por DEAE-celulosa usando un gradiente ée KCl en dos fases (de 0 a
0.5M y de 0.5 a 1.0M). En tales condiciones se obtuvo la
resolucién de esta fraccién de por lo menos 15 picos de proteina
(Fig.18). El ensayo de actividad de cada una de estas fracciones
usando como sustrato a la caseina, mostrd una actividad maxima de
proteina cinasa que eluy& antes de iniciar el gradiente de 0 a
0.SM de KCl y otra actividad de proteina cinasa que eluyé a una
concentracidn de 0.55 a 0.65M de KCl (Fig.18: picos A y B).

La recuperacisén de esta columna fue del 15%. Bajo estas
condiciones de recuperacién, el patréon electroforéatico con SDS de
las fracciones 1 a 3 (F,_,) en las que se encentrd actividad de
proteina cinasa y que se obtuvo antes de iniciar el gradiente de
KCl (Pico A) mostrd la presencia de cuatro bandas proteicas de
66.0, 64.0, 30.8 y 17.2 Kd de peso molecular. Mientras que las
fracciones 12 a 14 que mostrd también actividaad y que eluyd de
0.55 a 0.65M de KCl {Pico B) sclamente se resolvieron dos bandas

proteicas de 66.0 y 64.0 Kd de peso molecular (Fig.19).
Los resultados obtenidos tanto con la elucién por filtracién
en gel ( Sefacril S-200 ) como por cromatografia de intercambio

cationico ( DEAE-celulosa ) indicaron resoluciones s
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Fig. 19 Tincién con azul de coomassie de los geles con SDS, de las
pr;otelnas eluidas en las fracclones obtenidas con
DEAE-celulosa que mostraron actividad de proteina clnasa
son en A: antes de inijciar el gradiente de KCl y en B:

eluida con 0.55-0.65M de KC1.



recupéracionas muy bajas, por lo que se usé la fraccién 2 del
Sefacril S-200 para los siguientes estudios. Sin embargo, en el
futuro se deberd de realizar algunas modificaciones en 1la
purificacién de la actividad de la proteina cinasa gue se encontré
en la fraccién obtenida tratando a los ribosomas con KCl 1.5M, a
£in de incrementar los rendimientos.

6. .caracteristicas de la actividad de proteina cinasa eluida de

columna de sefacril $-200.

Los resultados gue se obtuvieron con la elucién del Sefacril
S-200 indicaron que la fraccién 2 ( Fy ) mostraba un mdximo de
actividad asi{ como de proteina, por lo gque fue utilizada para
determinar algunas caracteristicas de la actividad que eluyé en
esta fraccién.

Usando como sustrato exdgeno a la caseina, se encontrd gue
cationes como el zinc ( 200 uM ) y el calcio ( S0 M ) inhibieron
en un 15 y en 28% respectivamente la actividad gue se obtuvo en
dicha fracci6n. El magnesio (27 uM libre) y la poliamina espermina
(1 mM) no afectaron 1la actividad de la enzima eluida en la
fraccién 2 (Tabla # 10).

Por otra parte, la combinacién de calcio y de calmodulina de
dos origenes diferentes ya sea de espinaca o de maiz, inhibieron
en un 25 ¥y en un 35 % respectivamente la actividad de proteina

cinasa obtenida en esta fraccidén (- Tabla # 10 ).
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ACTIVIDAD

TRATAMIENTO %
e CONTROL 100
“CLORURO DE ZINC (200 pM) 85
' AGETATO DE MAGNESIO (27 pM) 112.8
| ESPERMINA (100 pM) 104.4
CLORURO DE CALCIO (50 pM) 72.4
CALCIO (50 pM) +
CaM de espinaca (50 U) 75.4
CALCIO (50 pM) +
CaM de mafz (50 U) 65.4

TABLA #10. EFECTO DE DIVERSOS CATIONES, ESPERMINA Y

CALMODULINA, EN LA ACTIVIDAD DE PROTEINA CINASA
OBTENIDA EN LA FRACCION 3 ELUIDA DEL SEFACRIL

§-200. LA ACTIVIDAD SE MIDIO USANDO COMO
SUSTRATO CASEINA (24 yM) Y EN LAS CONDICIONES DE

ATP-Mg QUE SE INDICAN EN MATERIALES Y METODOS.
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Para determinar 1la especificidad por sustrato gue tiene 1la
actividad de proteina cinasa obtenida en esta fraccién, se realizé
un ensayo usando distintos sustratos: la caseina, proteinas
ribosomales extraidas por el método de Ramjoué y Gordon (1977) y
tratadas a 70° por 30 min y ribosomas tratados a 70°% u 80°%¢ por
30min. Este tratamiento con calor permite destruir la actividad de
proteina cinasa endbégena, con lo que es posible obtener una
fraccién de proteinas ribosomales o de ribosomas como fuente de
sustrato.

Con el tratamiento a 70°C aon permanecié cierta actividad
endégena de los ribosomas, por lo que se restd a la actividad
endégena de los ribosomas no tratados con calor, la actividad
remanente después del tratamiento del control. 8in embargo, el
tratamiento a 80°C permitid destruir en su totalidad esta
actividad endégena ribosomal. Para cada uno de los casos, la
cantidad de proteina usada come sustrato fue igualada midiendo 1la
proteina por el método colorimétrico de Bradford (1976). En tales
condiciones, les resultados mostraron gque usando ribosomas
tratados a 70°C o a 80°C como sustrato, se produce un aumento de
un 93 y un 75 % respectivamente, en la velocidad de incorporacién
en relacién con la velocidad gque se obtuvo cuando el sustrato fue
la caseina ( considerada como control y tomada como eguivalente al
100 % de la actividad ). Cuando se utilizé como sustrato a las
proteinas ribosomales tratadas a 70°c, se encontrs un 30% menos de
la actividad gue se tuvo cuando el sustrato fue la caseina (Tabla

F 11).
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SUSTRATO AGTIVIDAD{%)

CASEINA 100
RIBOSOMAS a 70°C X 3aomin 192.7
RIBOSOMAS a 80°C X 30mlin 176.0

PROTEINAS RIBOSOMALES
a 70°C X 30min 70.3

= TABLA 11. ACTIVIDAD DE PROTEINA GCINASA DE LA FRACCION
- 3 ELUIDA DEL SEFACRIL S-200 USANDO COMO

SUSTRATOS: CASEINA (24 pM) Y A LA MISMA

CONCENTRAC|ON RIBOSOMAS TRATADOS A 70°C u
80°C X 30min Y A PROTEINAS RIBOSOMALES

TRATADAS A 70°C X 30min.
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7. Actividad de fosfatasa.

En vista de que se conoce que las reacciones de fosforilacién
y defosforilacién son de recambio rapido, y que son catalizadas
por proteinas cinasas y por proteinas fosfatasas respectivamente y
en vista de que se encontrd actividad de proteina cinasa en
ribosomas,otro de los objetivos de este trabajo fue determinar si
también existia actividad de proteina fosfatasa en los ribosomas.
come un primer acercamiento para determinar si existe esta
actividad en los ribosomas, se midié dicha actividad usando en el
ensayo un inhibidor de fosfatasas de amplio espectro:
B-glicerofosfato (80mM). La cinética en ausencia y en presencia
del inhibidor no mostrd diferencias importantes. En ambos casos,
la actividad aumenté hasta los 3 wmin de incubacién, se mantuvé
constante y posteriormente volvid a aumentar la incorporacién.
Esto sugiere que si existe actividad de proteina fosfatasa en
ribosomas, parece no ser afectada por g-glicerofosfato (Fig. 20).

Por lo anterior y como otra alternativa a fin de probar si
realmente existia actividad de fosfatasa en los ribosomas y si
&sta actividad también era separada de los mismos en los
sobrenadantes obtenidos (Sbl, S$b2 y Sb3) por el tratamiento de los
ribosomas con concentraciones altas de sales, se midié 1la
actividad de fosfatasa usando como fuente de enzima a cada uno de
los sobrenadantes y como sustrato al p-nitrofenilfosfato, y en
segundo lugar se determind si existia actividad de proteina

fosfatasa en el ribosoma. La cinética utilizando a los tres
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Fig. 20 Efecto del’ inhibidor iicerofosfato (<} en.la actividad
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sobrenadantes como fuente de enzima indicé gue hablia una mayor
actividad de fosfatasa en el sobrenadante gue se cbtuvo con el
tratamiento de KCl 1.0M (Sbl) que en el Sb2 o en el Sb3 (Fig.21).

Esta actividad de fosfatasa quese obtuvo en el Sbl no fue
afectada por la presencia de calcio ( 10 uM ) y de calmodulina de
espinaca ( 50 Unidades )} en el sistema (Fig.22), por lo que se
puede sugerir que esta actividad bajo las condiciones probadas
parece no ser dependiente de calcio y calmodulina

Para conocer algunas de las caracteristicas de esta actividaa .
de fosfatasa, se determind el efecto de diferentes inhibidores en
la actividad de dicha enzima obtenida en el Sbl y en &1 Sb2. Para
el caso del Sbl, se encontrd que fluoruro de sodio (NaF) a una
concentracién de 10 mM y molibdato de amonio (20 uM)}, no tuvieron
efecto, mientras que en el Sh2 inhibieron en un 36 y 33 %
respectivamente a estas concentraciones. pB-glicerofosfato (320
mM) no tuvo efecto en la actividad obtenida en el Shl, mientras
que ortovanadato de sodio (200 uM) inhibid hasta en un 74 % la
actividad obtenida en ambos sobrenadantes. Finalmente clorure de
zinec (chlz) a una concentracidén de 120 uM inhibié la actividad de
fosfatasa en el Sbl y en el Sb2 hasta en un 86 y 73 %

respectivamente (Tabla # 12).

Los resultados anteriores indicaron que existe actividad de
fosfatasa en los sobrenadantes obtenidos tratando a los ribosomas
con K¢l 1.0 y 1.5 M. La mayor actividad se obtuve

preferencialmente en el Sbl y é&sta actividad es’ inhibida por
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Flé. 21 Actividad de fosfatasa en los sobrenadantes obtenldos tratande a los

ribosomas con KC1 1.0 H (Sb 1), KC1 1.5 M (Sb 2) y LiIC1 4aM {Sb 3).
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Fig. 22 Actividad de fosfatasa en el sobrenadante cbtenldo- tratando a los

ribosomas con KCl 1.0 M (Sb 1) en presencia de calclo (10 uM) y de
calmodulina de espinaca (50 U).
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INHIBIDOR CONCENTRACION % DE INHIBICION
sb1 Sb2

NaF 10 mM 0 36
MOLIBDATO 10 pM 0 33
B-GLICEROLFOSFATO 320 mM 0 N.D.
ORTOVANADATO 50 uM 16 N.D.
200 pM 74 74

ZnCl, 30 pM 25 N.D.
120 uM 86 73

TABLA # 12. ACTIVIDAD DE FOSFATASA EN LOS SOBRENADANTES OBTENIDOS CON EL
TRATAMIENTO DE LOS RIBOSOMAS CON KCI 1.0M{Sb1) Y KCI 1.6M{Sb2) EN
PRESENCIA DE DIFERENTES INHIBIDORES



zZncl, (120 My v

B~g1;cerofosfato;f

r(260‘~ﬂM):” Mientras que

“'no - afectaron ' esta

actividad.

8. Actividad de protefna fosfatasa.

Tomando en cuenta gue se encontrd actividad de fosfatasa
principalmente en los extractos Sbl y Sb2 (Fig.21) de los
ribosomas, se guizo saber si se trataba de una proteina fosfatasa.
Para tal efecto, se realizé un ensayo de proteina fosfatasa usando
como sustrato a los ribosomas fosforilados por la actividad de
proteina cinasa endbgena de los mismos. Los ribosomas foesforilados
de esta forma, posteriormente fueron incubados durante 0, 15, 30 y
60 minutos en un ensayo de actividad de proteina fosfatasa. La
autorradiografia correspondiente de cada uno de los tiempos de
incubacién indicé que la actividad de fosfatasa medida con
p-nitrofenilfosfato, parecerfia corresponder a una actividad de
protefina fosfatasa en los ribosomas, ya gue la cantidad de fosfato
incorporado a los 15 min y sobretodo a los 60 min de incubacién en
la proteina ribosomal de 17.8 Kd de peso molecular disminuys, con
respectoc a la cantidad incorporada a la misma banda proteica en el
tiempo cero de incubacién ( es decir antes de agregar ATP no
radioactivo a una concentracién 200 veces mayor a la utilizada en
el ensayo de protein cinasa ) (Fig.23) A los 30 min de incubaci6n
se observé una disminucién en la cantidad de la marca incorporada

en todas las bandas de proteina, sin embargo este hallazgo
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correlacionsd con una: menor-.cantidad e proteina-aplicada-en:la

electroforesis en geles con’ SDS

de - incubacién. . que.
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Fig. .23 Actividad de proteina fosfatasa en rib Los rib s fueron
fosforilados por la actividad enddgena de proteina cinasa, lavados con
ATP frio e incubados 0, 15, 30 y 60 min en una mezcla de ensayo de
proteina fosfatasa. Se obtuvo el patréon electroforético de las
proteinas ribosomales y después de 4 dias de exposiclén se obtuvo la

autorradiografia correspondiente.



Fig. 24 Tincidén con azul de coomassie de los geles con SDS de las proteinas
ribosomales obtenidas de los ribosomas fosforllados e incubados en la

mezcla de ensayo para proteina fosfatasa.



DISCUSION

En el presente trabajo se reporta la actividad de proteina
cinasa en ribosomas de ejes exbrionarios de mafz. Esta actividad
se pudo medir en ribosomas lavados con altas concentraciones de
sales de potasio, lo cual se sabe elimina del ribosoma los
factores de iniciacién y elongacidn de la sintesis de protefnas y
las enzimas cono la Met-tRNA hidrolasa y algunas proteinas cinasas
citopldasmicas (3,22,39,51,76). La actividad de proteina cinasa se
observé iIn vitro usando como sustrato caseina purificada (Tabla #
7). Asimismo, el andlisis del patrén de fosforilacién de 1los

1329-7] - ATP confirmé la

ribosomas, incubados uUnicarmente con
existencia de actividad de protefina cinasa en los ribosomas, la
cual, ademis de usar como sustrato a la caseina, puede fosforilar
también a las protefnas ribosomales (Fig. 6a, b). En este caso se
dice que hay autofosforilacién en el sentido de que no se agregd
ninguna proteina cinasa al sistema y se supone gue solo estdn
presentes las proteinas estructurales del ribosoma {12,107). Sin
embargo, con los resultados que se tienen hasta el momento no se
puede saber si la enzima realmente se fosforila a si misma. Una
actividad de esta naturaleza ha sido también encontrada en los
ribosomas de 1la glandula pituitaria anterior de bovino, de
reticulocitos de conejo, de chicharo y de Lemna minor. En cada uno
de estos casos esta actividad pernanece en los ribosomas afin
cuando han sido tratados con KCl de 0.5 a 0.7M o bien con cloruro

de amonic de 0.3 a 1.2 (2,51,116). Esta actividad enddgena
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solamente es destruida en germen de trigo cuando los ribosomas se

trataron a 70°c por 10 min (12).

No es facil afirmar que una proteina ribosomal ademéds de ser
proteina estructural tenga una funcién enzimitica, ya gque en
general se considera que las proteinas ribosomales son idnicamente
soporte de la estructura ribosomal (62,81). Por otra parte, la
identificacién de las proteinas que constituyen realmente al
ribosoma no estd basada en criterios precisos. Algunos autores han
sugerido gue una preoteina rikosomal, es aquella gue forma parte de
los ribosomas activos después de que estos hag sido lavados bajo
condiciones salinas rigurosas {con KCl 0.5 a 1.0 M), mientras que
tratamientos con concentraciones altas de sales (Licl 1.0 a 4.0 M)
destruyen la integridad del ribosoma y permite la separacién de
las proteinas ribosomales libres del ARN (25,83,107). Considerando
estos criterios, los ribosomas obtenideos con KCl 0.5 M fueron
tratados con lavados subsecuentes de fuerzas iénicas mayores de
KCl, con las que se ha supuesto se separa a las proteinas
estructurales del ribosoma (25) ( Fig. 4 ). El tratamiento de los
ribosomas con KCl 1.0 M y con un segundo tratamiento subsecuente
de KCl 1.5 M permitid separar la mayor parte de la actividad de
proteina cinasa del ribosoma, pero ain se logrd obtener actividad
remanente con un tercer tratamiento del corazén ribosomal con LiCl
aM (Fig. 11) cCon todo esto se puede decir que la actividad
endSgena de proteina cinasa fué debida a una proteina firmemente
unida al ribosoma, la gue podria tratarse de una proteina

estructural. Los resultados obtenidos no permiten saber sin
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embarge, si esta actividad es debida a una sola o a varias
enzimas. Sin embargo, debido a que la actividad no 'se libera
totalmente del ribosoma, sino que se distribuye en fracciones de
diferente fuerza idnica, esto pudiera indicar que se trata de méas

de una enzima.

Para conocer si existe una o mas proteina cinasa(s) en los
ribosomas asi como sus caracteristicas cinéticas se requiere de un
mayor grado de purificacién de la enzima. En este estudio se
probaron algunos pasos de purificacién. De las siete fracciones
obtenidas con Sefacril S-200 que mostraron actividad de proteina
cinasa al menos dos de ellas tuvieron niveles importantes de esta
actividad le gque apoyaria la posible existencia de mds de una
proteina cinasa (Fig. 15). sir; embargo, el patrén electroforético
en geles con SDS de las fracciones mostrd que en cada una de ellas
se eluyeron proteinas en un rango amplio de peso molecular (Fig.
16), lo gue sugiere una resolucidén baja de la columna. Esto puede
deberse al procedimiento de elucidén usado, o bien al tratamiento
de la muestra, ya gue las proteinas ribosomales por sus
caracteristicas especiales, como son su poca solubilidad en
soluciones amortiguadoras ordinarias y su extrema basicidad,
tienden a agruparse, lo que hace dificil su purificacién (126). La
primera de estas posibilidades gqueda descartada ya que se obtuvo
una curva adecuada de calibracién de pesos moleculares con el
mismo procedimiento y en las mismas condiciones de elucién de 1la

muestra (Fig. 5). Por tanto es posible gue se requiera de algtn
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tratamiento adiciocnal de la muestra  que permita una  mejor

resolucidn de las proteinas ribosomales.

Por otra parte el patrén de elucién en DEAE-celulosa y 1la
medicién de la actividad de proteina cinasa en cada una de las
fracciones, mostrd la resolucién de dos picos con actividad
enzimdtica, una antes de comenzar el gradiente de KCl y otra a una
concentracidén de KCl de 0.55 a 0.65M (Fig. 18). Estos resultados
apoyan la interpretacién de que en los ribosomas pudiera haber dos
proteina cinasas o dos formas de agregacién de la misma cinasa. No
fué posible realiéar una mejor identificacidén de ambas actividades

debido a la recuperacidn tun baja que se obtuvo.

El mecanismo molecular por el cual una proteina estructural
con actividad de proteina cinasa pueda fosforilar a otras
proteinas ribosomales implicarfa que los sitios de fosforilacién y
el sitio activo de la enzima debieran estar en el ribosoma en una
conformacién tal gue permitiera la méxima interaccién de ambas
moléculas. Esto es factible si se considera que los ribosomas por
su funcionalidad son estructuras gue muestran un grado alto de
flexibilidad (59). Ademas, las propias proteinas cinasas, por ser
ellas mismas proteinas, se pueden autofosforilar, inclusive
intramolecularmente, como ocurre con la proteina cinasa purificada
de la menbrana plasmatica de chicharo (6). Mas adn, el patrén de
autofosforilacién in vitro de los ribosomas, mostrdé por lo menos

diez bandas de proteinas fosforiladas (Fig. 6b). En general, el
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nimero de  proteinas ribosomales gue se fosforilan varia de un
sistema a otro y en este caso no puede ser tan exacto ya. que
aunque se obtuve una buena resolucién en geles unidimensionales,
existen proteinas ribosomales de las dos subunidades que tienen
pesos moleculares muy semejantes con lo que muy probablemente en
este tipo de geles cada unpa de estas bandas esta formada por m&s
de una proteina, lo que no permite hacer una identificacién
definitiva. En tal caso serfia conveniente tener una mejor
resolucién, alternativamente se deberéa realizar un gel
bidimensional y para obtener una mejor informacién de su
localizacién en el ribosoma se debera realizar la fosforilacién in
vitro en las subunidades ribosomales aisladas, con lo que también
se podria tener informaci6n de donde se localiza la actividad de
proteina cinasa. No obstante, Browning (1989) en un sistema
semejante de geles unidimensionales y de fosforilacién in vitro de
ribosomas de germen de trigo, demostrd la fosforilacién de tres
proteinas ribosomales localizadas en la subunidad 60S. Dos de
&stas proteinas de 12.6 y de 38.1 Kd de pesa molecular coinciden
con el peso molecular de dos de las proteinas ribosomales gue se
fosforilaron en los ribosomas utilizados en este estudio. Esto
permite sugerir que pueden tratarse de proteinas de la subunidad
60S. Asimismo, por otros estudios realizados en nuestro
laboratorio se ha confirmado gue las proteinas de 13.8, 16.6 y de
38.0 Kd gque se fosforilan in vivo en estos ribosomas son
denominadas las proteinas acidas (Briones E, comunicacién

personal) .
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En otros estudios en el laboratorio se ha obtenido el patrén
de fosforilacién in vivo de los ribosomas de wmaiz (84). Comparando
este patrén de fosforilacién con el obtenido in vitro en este
trabajo se puede decir que las proteinas de 52.5, 42.6, 38.0,
26.3, 22.4, 16.6 y 13.8 que se fosforilarcn in vitro pudieran ser
las wmismas que se fosforilaron in vivo, mientras que ambos
patrones difieren en que: 1} las proteinas de 34.6 y 12,6 que se
fosforilaron in vitro no son fosforiladas in vivo, 2) la proteina
de 30.9 (probablemente S6) que es fosforilada in vivo y cuya
fosforilacién parece estar regulada por el desarrollo
(germinacidén) no es fosforilada ip vitro y 3) que in vitro no se
muestra preferencia por la fosforilacién de algunas de 1las
proteinas, mientras gue in vivo la fosforilacidn de las proteinas
de 30.9, 13.8 y 16.6 parece estar regulada por el desarrollo.
Estas diferencias podrian deberse a un cambio conformacional en
les ribosomas en el momento de la extraccidén que podria hacer més
accesibles otros sitios gque no son fosforilables in vive, o bien
bajo las condiciones de ensayo in vitro la actividad de proteina
cinasa podria mostrar un especificidad menor por algunos sustratos
que la que muestra in vivo (3,28). Adem&s debe considerarse que
otras proteinas cinasas estédn presentes en el citoplasma de los
ejes de mafz en germinacién (Gamboa A, comunicacién personal) las
cuales podrian también contribuir a la fosforilacién de las

proteinas ribosomales.
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Los resultados de estudios cinéticos realizados con la
fraccitn de KCl 1.5 M (Sb 2} did una Km aparente para caseina
(Fig.13), menor que la encontrada para la proteina cinasa de
germen de trigo (128,129). Sin embargo, cuando se probd en una
preparaci6n mas pura (obtenida después de Sefacril S-200) la
especificidad de la proteina cinasa con diferentes sustratos:
caseina, ribosomas tratades a 70° u 80°% por 30 min (a fin de
destruir la actividad de proteina cinasa enddgena en el sustrato),
6 proteinas ribosomales libres (obtenidas por el método de Ramjoué
¥ Gordon y tratadas a 70% por 30 min), se observd preferencia por
fosforilar a los ribosomas integrados, ya que en este caso se tuvo
una velocidad de incorporacién de 32P superior a la obtenida con
la caseina o las proteinas ribosomales 1libres (Tabla # 11).
Resultados semejantes se han obtenidoc para la proteina cinasa de
soya (39). Esta preferencia de la proteina cinasa por los
ribosomas podrfa indicar gue hay una disposicidn estructural de
las proteinas en el ribosoma la cual es reconocida por la proteina

cinasa.

Cuando se probd el efecto de la concentracién de magnesio en
la actividad de proteina cinasa de ribosomas obtenidos en
presencia de EGTA (Fig.9}, se observé tanto un aumento

considerable en la incorporacién de 32

P, en las mismas proteinas
que se fosforilan como del nGmero de proteinas fosforiladas
(Fig.10). Dado que la estructura ribosomal es alterada por 1la

presencia del agente quelante aplicado, el cual causa la
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separacién de las subunidades con‘ié que'ée puede llegar a la
liberacién de algunas protelinas kﬁz,éo),;se puede sugerir que la
estimulacién observada se deba a lasfﬁiqﬁientes causas: a) que las
prbteinas—sustraca pudieran adnpﬁér hna:cbnformacién en presencia
de EGTA en la que se tuviera accesibilidad muy 1limitada a los
sitios fosforilables, o bien b) gque el magnesio ademés de ser
requerido para formar el complejo ATP-Mg se necesite para la
actividad enzimdtica o para la activacién de la proteina cinasa y
que esto le permita realizar la actividad de fosforilacién con
mayor eficiencia. Esto dltimo se sugiere porgue bajo las
condiciones en las que se widid el efecto del magnesio, la
concentracién del complejo ATP-lig se mantuvé constante, por lo que
el magnesio que permanece libre en el sistema es el que ejerce el
efecto estimulatorio (Fig.9). Asimismo, cuando la actividad de
proteina cinasa se obtuvd en forma semipurificada y usando caseina
como sustrato (Fig.14), también se observd un aumento considerable
de la actividad en presencia del cation. Aungue en este caso, dado
a gue el ensayo se realizd bajo concentraciones no constantes de
ATP~-Myg, por lo ¢que ne se puede descartar la posibilidad de que el
efecto estimulatorio del magnesio sea debido a una mayor formacién
del complejo ATP-Mg, tampoco se puede descartar la posibilidad de
que el incremento considerable en la actividad sea debide a un
efecto estimulatorio del magnesio scbre la enzima misma. Todos
estos resultados apoyan la idea de que probablemente el efecto del
cation, es sobre la enzima misma y no sobre la estructura del

ribosoma.
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Se han encontrado diversos reguladores o cofactores para la
actividad de las proteinas cinasas en plantas (Tabla # 3). Entre
ellos est&n el calcio, la calmodulina y las poliaminas que han
mostrado tener un efecto estimulatorio en la fosforilacién de las
proteinas de la membrana plasmdtica de chicharo y de coleoptiloes
de maiz, de tonoplasto de Acer pseudoplatanus, de las vesiculas
microsomales de las raices de maiz y de las proteinas nucleares de
chichare (6,24,114,119,130). Por otra parte, también se ha
encontrado que el calcio y las poliaminas inhiben la actividad de
las proteinas cinasas purificadas de germen de trigo, de embriocnes
de cebada y de hipocotilos de soya (64,99,101). En este trabajo,
cuando se usdé el extracto crudo de ribosomas se encontraron ambos
efectos {tanto estimulatorio comc inhibitorio) en la actividad de
proteina cinasa por poliaminas y por el complejo
calcio-calmodulina dependiendo del tiempo de incubacién (Fig.7).
Mientras gque cuande la actividad de proteina cinasa se separd de
los ribosomas en la fraccién Sb 2, las poliaminas no tuvieron un
efecto considerable y el calcio solo o con calmodulina inhibieron
la actividad. Asimismo, en preparaciones mAs purificadas (Sb 2
pasado por Sefacril §-200) se observé solo inhibicitn de 1la
actividad de proteina cinasa por el calcic, calcio y calmodulina,
independiente del origen de la calmodulina que se utilizé (Tablas
9 y 10). Este efecto inhibitorio del calcic puede ser dado en
parte a que interfiere en la formacidén del complejo ATP-Mg, ya que

bajo las condiciones de ensayo que se utilizaron tiende a formar
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complejos con el ATP. No obstante, como se puede ohservar todos
estos resultados c¢on estos efectores son aparentemente
contradictorios y no concluyentes, sin embargo cabe recordar que
han sido obtenidos con preparaciones no muy puras de enzima, por
lo cual se sugiere que para conecer con certeza come afectan la
actividad de proteina cinasa se deberd obtener una preparacién
purificada de la enzima, ya que en las condiciones en las gue se
midi6é la actividad de proteina cinasa probablemente puedan existir
otros factores que intervengan en la medicion de dicha actividad.
Uno de ellos podria ser la presencia de proteinas fosfatasas gque
en un momento dado pudieran contarrestar el efecto produecide por
la actividad de proteina cinasa. Esto se sugiere por que se
encontré en este trabajo actividad de proteina fosfatasa en los
ribosomas, como lo muestran los resultados del ensayo de proteina
fosfatasa en ribosomas revelado por la autoradiografia respectiva
{Fig.23). Aunque este experimento fué preliminar ya ha sido
posteriormente confirmado en nuestro laboratorio (Aguilar R,
comunicacién personal). En vista de que la actividad de tirosina
protein; fosfatasa de p &ntulas de trigo puede utilizar como
sustrate al p-nitrofenilfosfato (16), dadas las dificultades de
utilizar wun sustrato protéico fosforilado, se utilizé al
p-nitrofenilfosfato para medir la actividad de dicha enzima
{indicada como fosfatasa) en las fracciones Sbhl y Sb2. ‘En este
caso se pudieron distinguir dos comportamientos un tanto
diferentes: ambas fracciones (Sbl y Sb2) muestran inhibicién de la

actividad por ortovanadato y zinc; sin embargeo, la del Sbl no es
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inhibida por fluoruro y molibdato mientras que la del Sb2 si lo
es, a la misma concentracién de inhibidores (Tabla 12). Al
respecto, el efecto de zinc y fluoruro ha sido descrite para la
" inhibicién de las proteinas fosfatasas de embriones de trigo, de
hipocotilos de soya y de plantulas de trigo (16,65,90) y el efecto
de molibdate y vanadato para la inhibicién de 1las proteinas
fosfatasas de embriones y de plantulas de trigo (16,90). Adem@s en
forma semejante a las proteina fosfatasas de seya y de pléntulas
de trigo (16,65), la actividad del Sbl no fué afectada por calcio.
En este Gltimo caso no se conoce si el calcio afecte la actividad
del Sb2 porgue no se realizé el ensayo respectivo. No obstante,
todos los resultados indican que existe proteina fosfatasa en los
ribosomas de ejes embrionarios de maiz por lo que es importante
diferenciar de que tipo de proteina fosfatasa se trata en base a
los criterios establecidos en la 1literatura en cuanto a
especificidad de sustratos y al efecte de otros inhibidores comeo
son los inhibidores I y II de mamiferos, el &cido okadaico y las

microcistinas (19).
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CONCLUSIONES

El presente trabajo muestra gque existe actividad endSgena de
proteina cinasa en ribosomas de ejes embrionarios de mafz. Esta
actividad enddgena es debida probablemente a una(s) proteina(s}
estructural{es) del ribosoma, la cual fué posible separarla de los

mismos bajo condiciones salinas.

La proteina cinasa endégena de ribosomas fu&é capaz de
fosforilar in wvitro tanto a sustratos exogenos {caseina e
histonas} come  sustratos endégenos (proteipas ribosomales:
autofosforilaciédn), sin embargo cuando la actividad se purifiecé
parcialmente mostré preferencia por usar como sustratos a los
ribosomas integrados en vez de la casefna o a las proteinas

ribosomales libres.

Entre las proteinas ribosomales que son fosforiladas in vitro
por la actividad endégena de proteina cinasa estdn las de 52.5,
42.6, 38.0, 34.5, 26.3, 22.4, 20.0, 16.6, 13.8 y 12.6 Kd de peso
molecular. Solamente se puede sugerir que las proteinas de 16.6 y
13.8 Kd pudieran tratarse de las protelnas &cidas egquivalentes a

las L7 y L12 de E. coli.
Los resultados indican gue es muy probable gque exjista una

proteina fosfatasa en los ribosomas de ejes embrionarios de malz.

Esta actividad es inhibida por ortovanadato y zinc.
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Finalmente, hasta el momento no es posible definir el
significado funcicnal de la actividad de proteina cinasa y de
proteina fosfatasa encontradas en ribosomas de ejes embrionarios
de maiz. Sin embargo, podria postularse gue tal vez sean

relevantes en el proceso de traducciotn.
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SUGERENCIAS PARA TRABAJOS FUTURGS

Para conocer si la actividad de proteina cinasa de ribosomas
es debida a una o m&s protefnas ribosomales asi como sus
caracteristicas cinéticas, se deberd de obtener una preparacidn de
la enzima con un grado mayor de purifi)cacién, para lo cual se
sugiere realizar tratamientos adicionales a la muestra o en el
procedimiente de elucidn, gue permitan una mejor resolucién de las

proteinas ribosomales.

Por otra parte, para definir el tipo de proteina fosfatasa
presente en los ribosomas se sugiere medir dicha actividad usando
sustratos mas adecuados {proteinas fosforiladas) asi como
inhibidores mAs especificos de la actividad de proteinas

fosfatasas.
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