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RESUMEN 

Los ribosomas de ejes embrionarios de maiz, fueron utilizados 

para demostrar si existe actividad de prote1na cinasa en los 

ribosornas, realizar una purificación parcial de dicha actividad y 

conocer algunas de sus caraterlsticas. Asimismo, determinar si 

también existe actividad de proteina fosfatasa en los ribosomas. 

Se encontró que los ribosomas de ejes embrionarios de maiz se 

autofosforilan. Esta autofosforilación es realizada por la 

actividad endógena de proteína cinasa de los ribosornas, la cual es 

debida probablemente a una (s) proteína (s) ribosornal (es), por lo 

que fué posible separarla de los mismos, bajo determinadas 

condiciones salinas. 

La actividad endógena de proteína cinasa fué capaz de 
fosforilar in vitro tanto a sustratos exóg~nos (caseína e 
histonas) como endógenos (proteinas ribosomales) sin embargo, 

cuando la actividad se purificó parcialmente del ribosoma, mostró 
una mayor preferencia por usar como sustratos a los ribosomas que 

a la caseína o a las protel nas r ibosoma les libres. Asimismo, se 
encontró que esta actividad parece ser estimulada por magnesio y 

que potasio no tiene efecto. se probó el efecto de otros cationes 

como calcio, zinc o la combinación de calcio y calrnodulina y de 

policationes como espermidina y espermina. sin embargo, debido a 

las dificultades que se tuvieron para obtener una preparación más 

pura de la enzima, hasta el momento no es posible concluir como 

afectan estas moléculas la actividad de la proteína cinasa, 

Finalmente, los resultados también sugieren que existe 

actividad de proteina fosfatasa en los ribosomas de ejes 

embrionarios de maíz, la cual es inhibida por ortovanadato Y zinc. 



INTRODUCCION 

Las proteínas cinasas y las protelnas fosfatasas son enzimas 

que catalizan la fosforilación y desfosforilaci6n de proteínas. 

Esta modificación qu1mica que cambia la estructura y la 

funcionalidad de las protelnas es inducida como una respuesta 

celular a cambios hormonales, factores de crecimiento y a 

condiciones de estres (56,95). 

Entre las mllltiples protelnas que son sustratos de estas 

enzimas se encuentran algunas de las proteínas ribosomales, las 

cuales se fosforilan in vivo e in vitro tanto en células animales 

(126) como en vegetales (12,:39,84,107). La fosforilaci6n in vitro 

puede ser realizada por una variedad amplia de proteínas cinasas 

dependientes de cAMP, por la proteína cinasa e, la cinasa II 

activada por proteasas y la fosfotcansferasa 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 células animales como 

en vegetales, se ha sugerido la existencia de una actividad 

end6gena de los ribosomas, que permanece en los mismos, aün cuando 

han sido lavados con fuerzas iónicas altas ( por ejemplo: con KCl 

de o.s a 1.0M ). Sin embargo, no se conoce el origen y la funci6n 

de esta actividad (J,12,51). 

Entre las prote!nas ribosomales que mejor se conoce que se 

fosforilan, están las proteínas ácidas L7/L12 y la S6 

(68,79,124). En relación con esta última, ya se han purificado del 



citosol de células J'rJ y de huevos de Xenopus a prote1nas cinasas 

que muestran en un ensayo in vitro una mayor especificidad por 56. 

En ambos tipos celulares, los sitios de S6 que se fosforilan in 

vitro con la enzima purificada son los mismos que se 

fosforilan in vivo, lo cual ha llevado a sugerir que se trata de 

la misma enzima (32,48), 

En relación con plantas, los escasos estudios han mostrado 

que la fosforilaci6n in vitro de las prote!na.5 ribosomales de 

chicharo, de Lemna minor y de los cotiledones de soya puede ser 

realizada por proteínas cinasas que se encuentran asociadas a los 

ribosomas (39,48) y las de germen de trigo por proteínas cinasas 

del citoplasma que pueden provenir del mismo origen o bien por 

enzimas heterólogas provenientes de levadura y de cerebro de rata 

(12, 109). 

Por otra parte, se sabe que algunas fitohormonas como las 

auxinas y las citocininas estimulan la fosforilación in vivode las 

prote!n_as ribosomales de los ejes embrionarios de maiz y de 

cotiledones de calabacita (BJ, 127). Sin embargo, no se conoce a 

las enzimas que realizan dicha fosforilaci6n por lo que para el 

presente estudio se planteó la siguiente hipótesis de trabajo. 



HIPOTESIS DE TRABAJO 

Algunas de las proteínas ribosomales de ejes embrionarios de 

ma!z se fosforilan por medio de una (s) proteina (s) cinasa(s} 

especifica presente en los mismos ribosomas. Esta proteína cinasa 

es a su vez una proteína estructural del ribosoma. El proceso es 

de recambio rápido por lo que debe existir adem~s una proteína 

fosfatasa capaz de revertir dicha fosforilación. 

OBJETIVOS 

Para demostrar la hipótesis antes expuesta se plantearon los 

siguientes objetivos: 

1) Demostrar la existencia de actividad de protelna cinasa en 

las proteínas de los ribosornas de ejes embrionarios de maiz. 

2) Realizar una purificación parcial de la protelna cinasa de 

ribosomas para conocer algunas de sus caracterlsticas 

(requerimientos y especificidad de sustratos ) . 

J) Demostrar si existe actividad cte prote1na fosfatasa en 

ribosomas de ejes embrionarios de maiz. 



ANTECEDENTES 

l. Caracter1sticas generales de las reacciones de fosforilaci6n y 

desfosforilaci6n de protelnas. 

La fosforilaci6n y desfosforilaci6n de prote1nas son 

reacciones que generan modificaciones covalentes reversibles en 

las prote1nas y que modifican su estructura y función • Estas 

reacciones que se muestran en las ecuaciones 1 y 2 involucran dos 

tipos de enzimas denominadas proteínas cinasas (E. c. 2. 7. l. 37) y 

prote1nas fosfatasas (E.C.J,1.J.16) (56,95). 

Prote1na + NTP 

Prote1na 

cinasa 

Proteína 

fosfatasa 

Prote1na-P + NDP (1) 

Proteína + Pi (2) 

En donde por lo general NTP es el nucle6tido ATP, pero se han 

reportado prote1nas cinasas que usan GTP (116, 120), o bien que 

pueden usar ambos nucle6tidos como donadores de grupos ~-fosfato 

terminal dando un patr6n de fosforilación diferente cuando usan 

ATP o GTP (120). Los residuos de aminoácidos de las proteinas a 

los cuales se transfiere este grupo ')'-fosfato son generalmente 

serina, treonina y tirosina, sin embargo existen algunos reportes 



en que los aceptores pueden ser los residuos de histidina o de 

lisina (56) • 

El desplazamiento de las ecuaciones l y 2 genera cambios en 

las concentraciones de las formas fosforiladas y desfosforiladas 

de las prote1nas sustrato. Esto depende del control que se ejerce 

sobre la reacción catalizada por la prote1na cinasa, o por la 

prote1na fosfatasa o bien por una regulación simultánea de ambas 

reacciones. Este control está dado por los cambios en las 

concentraciones de las moléculas efectoras y de sustratos 

protéicos presentes en el medio celular (54,56). 

2. Significado biológico de la fosforilación de las prote1nas. 

Las prote1nas cinasas y las prote1nas fosfatasas son de 

importancia funcional como intermediarias en los mecanismos de 

transducción de sefiales en los que una señal extracelular puede 

integrarse celularmente para dar una respuesta celular. Las 

sefiales extracelulares pueden ser estimulatorias o inhibitorias y 

estan dadas por hormonas y factores de crecimiento que tienen un 

sitio de reconocimiento en la membrana celular (receptor). La 

unión hormona-receptor desencadena la liberación de segundos 

mensajeros como son: calcio (Ca+2), diacilglicerol, (DAG), 

inositoltrifosfato (IPJ), adenos!n monofosfato c1clico (cAMP), que 

son moléculas efectoras de diversas prote1nas cinasas y/o 

prote1nas fosfatasas. La activaci6n de estas enzimas da como 

resultado la fosforilación de diversas prote1nas regulatorias o de 



enzimas espec1f icas, cuyos cambios en su estructura y 

funcionalidad produce una determinada respuesta celular (18,54,75) 

(Fiq.l). 

como se ha mencionado anteriorltlente, las prote1nas cinasas y 

las prote1nas fosfatasas pu~den usar como sustratos a prote!nas 

que son enzimas o prote1nas sin actividad enzimática, pero que 

est~n relacionadas con funciones celulares especificas. 

Muchas de las enzimas regulatorias claves del metabolismo 

celular son reguladas por fosforilaci6n y desfosforilaci6n, por lo 

que hasta 1982 en células animales ya se hab1an reportado a más de 

40 enzimas que sufren esta modificación qu1mica, y en plantas {en 

el periodo comprendido de 1977 a 1990) ya se hab1an reportado al 

menos 7 enzimas que pueden ser reguladas por fosforilaci6n y 

desfosforilaci6n (55). 

Actualmente, se conoce que un mismo grupo de prote1naa 

cinasas o de prote1nas fosfatasas pueden activar o inactivar 

enzimas de vlas diferentes del metabolismo. Por ejemplo, el grupo 

de pr~telnas cinasas dependientes de cAMP pueden fosforilar 

activando o inactivando algunas enzimas de v1as metabólicas de la 

gluc6lisis, gluconeogénesis y la síntesis de ácidos grasos de 

células de mam1feros (Tabla # 1) (lB,54). Asimismo, la protelna 

fosfatasa tipo 2A es activa sobre enzimas que regulan la 

gluc6lisis, gluconeogénesis, olntesis de ácidos grasos y el 

rompimiento de aminoácidos aromáticos en el hlgado de mam1feros 

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



Dominio de 

Transducción 

Dominio de 

Traducción 

SEllAL SEllAL 
ESTIHULATORIA INHIBITORIA SEflAL 

RECEPTOR RECEPTOR íift&Itit 

& GTP 61 GTP ~ GTP 

1 + 
+ -..,.ADENILATO ~ - PIP 2 FOSFOLIPASA C 

CICLASA 

cAMP 
1 
1 

~ 

ATP 

+ Protelna clnasa A 

~ 
Protelna-P Proteína 

IPS 

E:J ~ 
• 1 

Ca2.:! - 1o Prot:1na· clnasa e 

====i 
i~ ·~'"~'º 

Dom.lnlo de 

Modulación 

Respuesta 

Celular 

Respuesta Respuesta 

Celular Celular 

Flg.1 Representación esquemática de los sistemas de cascadas 

( Tomado de: Hoolbroek y \.lang, 1988 ), 
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ENZil1A TEJIDO PRINCIPAL VIA METABOLICA ACTIVIDAD ( A 

Fosforilasa cinasa 

Tr!glicer!dc lipasa 

Col esterol ester 
hidrolasa 

Frucrosa 2 1 6-

bi fosfatasa 

MO:scul 0 1 h1 QildD 

Adipccitcs 

Corteza adrena.1 1 

cuarpo 1 ut120 

Higado 

Fenilalanina hidrolasa Higado 

Tirosina hidrolasa Cerebro, me'dula adrenal 

Glucógeno sintasa l'k'lsculo, hioado 

Acetil-CoA carboxilasa H1Qado, gl.4ndula mamaria, 

adipoci toa 

6-Fosfofructo-2-cinasa H1 gado 

L-Piruvato-cinasa Higado 

Gl UCDQ6nol i •1 a 

L1p6lis1a 

Hldrólisla dal co!Raterol 

Gl uc61 i si a/Ql ucom~og6neai • 

Rompi mi ente de aminoi.cido& 

aromi.ticcs 

Sintesis de catecol.iminas 

S1 ntesi s de Ql ucógeno 

Sintesis de 11.cido• orases 

Glucól i si s/gl uconeootnesi s 

Gluc6lisls 

INHIBIDA 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

TABLA# 1. ALGUNAS ENZIMAS QUE SON SUSTRATOS FISIOLOGICOS PARA LAS PROTEINAS 
CINASAS DEPENDIENTES DE cAMP EN CELULAS DE MAMIFEROS CTOMADO DE: 
COHEN, 1985) 

( I 



l'o11orll111,gl11cóa.no •lntalua, 

1011or11111 clnau 

Matabollamo 
del Olucógono 

Oluc~lr.f1 
O luoonaogén1111 

l'snllal1nl111 hldrolu• 

Rompimiento da 
amlnolcldoa 

... ,... 
1 srntaal• da 
acldoa grnoa 

11'1K, 1'1,IPaaa, Pl'IKIPl,IP111, \ J ATP·CUralo llan 

Plruvato cluaa \. PP·2C / Ac•U•CoA cartioxllHa 

~ / 
S(ntoal• da 

pro terna• .. ,... 
sfnt1111 de 
coleaterol 

HMQ CoA raductau 

HMO COA r1ductau Cllllll 

FIG 2. PAPEL POTENCIAL DE LAS PROTEINAS FOSFATASAS 1, ZA Y ZC EN LA 

RFliULACION DEL METABOLISMO. Abreviaturas: PP, proteina fosfatasa: PP1X., 

6-fosfofructo-1-clnasa; Fl,6PASA, fructosa 1,6 b1fosfatasa; elF2, factor de 

1n1clac16n; PF2K/F2, 6Pasa, 6-fosfofructo-Z clnasa/fructosa Z, 6 blfosfatasa; 

HMG CoA, hldroxlmet1lglutar11 coenzlma A. (Tomado de: Cohen, 1985). 



funciones que pueden regular las proteinas cinasas y las prote1nas 

fosfatasas y que un mismo efector (por ejemplo, el cAMP) puede 

desencadenar la activación o inactivaci6n de diversas v1as 

metabólicas. Estas a su vez pueden estar relacionadas directa o 

indirectamente, pero no obstante en la célula se dá una 

integración y regulación fina de las señales extracelulares. 

Por otra parte, la fosforilación y la desfosforilaci6n de 

prote1nas puede ser una forma de regulación de eventos celulares 

importantes como es el ciclo celular y la slntesis de proteínas. 

En el ciclo celular, se ha identificado que el producto del 

gen cdc2 de la levadura Schizosaccharomyces pombe es una prote1na 

cinasa de 34 Kd de peso molecular (p 34) que es requerida para la 

transición de la fase G2 a la mitosis. Esta p 34 es inactivada por 

fosforilaci6n y con la unión de otra proteina llamada ciclina 

forma un complejo inactivo llamado factor promotor de la madurez 

(MPF). La activación de la p 34 requiere de una desfosforilaci6n 

para fosforilar a la ciclina y formar un complejo MPF activo que 

promueva la transición de la fase G2 a la de mitosis. No obstante, 

aunque no se han identificado con certeza a las proteinas cinasas 

y a las proteinas fosfatasas, ni a los residuos que realmente 

tienen relación con la inactivación de la p 34, es notorio que el 

ciclo celular involucra toda una cascada compleja de f osforilaci6n 

y desfosforilaci6n de proteínas (72,125). 

La posibilidad de un control traducional por procesos de esta 

índole está dada por el hecho de que varios componentes de la 

síntesis de protelnas pueden fosforilarse y desfosforilarse. Este 
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es un ejemplo, en que esta modificación química puede ocurrir en 

proteínas sin actividad enzimática pero que pueden tener actividad 

regulatoria. Entre los elementos de la s1ntesis de prote1nas que 

se fosforilan están algunos factores de iniciaci6n, de 

elongaci6n,aminoacil- tARN sintetasas y las prote1nas ribosomales 

~cidas y la S6 (Tabla # 2) (46,68). 

Una de las reacciones mejor caracterizadas en la que ocurre 

esta modific.:aci6n es la del factor de iniciaci6n eIF-2«, cuya 

tosforilaci6n se correlaciona con una inhibición de la síntesis de 

proteinas en un sistema in vitro. Las dos prote1nas 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 desfostorila 

tiene una especificidad muy amplia (45,46). La fosforilación del 

factor eIF-28 se correlaciona con una s!ntesis de prote1nas alta¡ 

sin embargo no se ha identificado a las enzimas que modifican su 

actividad (46). 

En cuanto a los factores de elongación, eEF-2 es activado 

por fosforilación por Unil cinasa espec1Lica, la proteina cinasa 

IIr dependiente de calcio-calmodulina (43). Además, se ha 

demostrado que ocho arninoacil -tRNA sintetasas son fosfoprotelnas; 

sin embargo no se ha identificado cuales el papel funcional de 

esta modificación química (46). 

Por otra parte, se conoce que los ribosomas son estructuras 

formadas por ARN y protelnas lo que los hace que sean part1culas 

funcionalmente muy cooperativas; esto implica que el modular la 
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TABLA # 2. COMPONENTES PROTEICOS DE LA SINTESIS DE PROTEINAS. LaG 

protelnas y las subunldades subrayadas son f'osfoprotelnas. RS: 

Amlnoacll- tRNA slntetasa; RF: Factor de liberación. ( Tornado de: 

Hershey, 1989 l. 
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actividad de sus componentes representarla un punto clave en los 

mecanismos de control que regulan la s1ntesis de prote1nas. Por 

tal razón, la fosforilación de las proteínas ribosomales serla 

otro elemento de los mecanismos que podr!an regular la actividad 

de los ribosomas. 

La prote!na ribosomal 56 de la subunidad 405 está localizada 

en el dominio de unión del mARN. La fosforilaci6n de esta proteína 

es inducida por agentes mitogénicos (factor de crecimiento 

epidérmico, insulina, suero fetal) y un aumento en su 

fosforilaci6n correlaciona con una activación de la síntesis de 

protelnas (45,124). Entre las enzimas que fosforilan a 56 ln vltro 

están las prote!nas cinasas dependientes de cAMP, la cinasa II 

activada por proteasas, la proteína cinasa e y la fosfotransferasa 

de la histona H4 (33,66,123). Sin embargo aan no se ha descartado 

la posibilidad de que estas enzimas fosforilen a S6 in vivo. 

También se ha encontrado en las células 3TJ y en huevos de Xenopus 

a cinasas con características diferentes a las enzimas que 

fosforilan a S6 in viera, pero que muestran una gran especificidad 

por 56 (32,48). En especial la cinasa de 56 de las células 3T3, 

parece estar regulada por un proceso de fosforilaci6n y 

desfosforilaci6n (33). En cuanto a la desfosforilación de S6 se 

sabe que in vitro puede ser realizada por protelnas fosfatasas 

tipo 2A y tipo 1 (46) y en huevos de Xenopus ya se han encontrado 

a dos proteínas fosfatasas, una de ellas probablemente del tipo l 

y otra no identificada que es muy especifica para la prote!na S6 

(2). 
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En relación con las proteínas ácidas, estas se encuentran en 

la subunidad grande del ribosoma tanto de procariontea como de 

eucariontes y se ha mostrado que pueden tener un papel importante 

en la hidrollsis de GTP dependiente del factor IF-2 y en la 

interacción de los factores de elongación EF-Tu y EF-G con el 

ribosoma (59,68). El contenido de estas protelnas ácidas en 

ribosomas de levadura es afectado por el estado metabólico de las 

c6lulas. Es decir, en la etapa de crecimiento exponencial,en donde 

hay una síntesis activa de protelnas, hay una cantidad mayor de 

prote1nas ácidas en los ribosomas activos que las que se 

encuentran en la fase estacionaria, en donde la s1ntesis de 

proteínas se lleva a cabo a una velocidad muy baja ( 100). Este 

intercambio de proteínas ácidas del citoplasma y del ribosoma es 

probablemente mediado por su fosforilaci6n, ya que se ha 

encontrado que esta modificación aumenta su afinidad por los 

ribosomas (122). Recientemente, se ha confirmado que el 

reemplazamiento de uno de los ocho residuos de serina 

fosforilables por mutagénesis dirigida en la proteina ribosomal 

ácida . YP2/3 (L45) de Saccharomyces cerevisiae, previene su 

fosforilaci6n in v 1 vo, y en consecuencia, su interacción con el 

ribosoma, su acúmulo en el citoplasma y una reducción en la 

velocidad de crecimiento de las células (79). 

Estos eventos muestran la relevancia de la fosforilaci6n de 

las proteinas, lo cual se refleja además en la tenaz investigación 

que se realiza en busca de su implicación en la actividad de 
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proteínas que pueden ser receptores o bien que forman parte de los 

canales i6nicos (para revisiones ver: 14,15,60,61). En forma 

semejante a los ejemplos que se han mencionado, se muestra a la 

fosforilación como un mecanismo fino de la regulación de la 

actividad celular. 

3. Proteínas cinasas en plantas 

Aproximadamente en 1956 se reconoció a la enzima fosforilasa 

de higado, como la primera enzima del metabolismo del glucógeno en 

l.a que su actividad estaba regulada por un mecanismo de 

fosforilaci6n y desfosforilación (55). A partir de ésta fecha, en 

sistemas animales se da cada vez con más frecuencia el. aislamiento 

y purificación de proteínas cinasas importantes en sistemas 

animales, no solo para la fosforilación de enzimas del metabol.ismo 

del glucógeno, sino también para otras vias del metabolismo 

celular, por lo que Krebs (1983) propuso un sistema de 

clasificación de proteínas cinasas. Con base a los avances en las 

técnicas de la biología molecular y en las de secuenciaci6n de 

proteínas, este sistema de clasificación ha sido perfeccionado por 

Hanks y col (1988). 

El sistema de clasificación establecido por Krebs (1983) 

considera el residuo del aminoácido que se fosforila en la 

proteina sustrato y el agente regulador o efector que activa o 

inactiva a la proteina cinasa. De acuerdo al residuo que es 

fosforilado por la proteina cinasa, éstas se clasifican en dos 

18 



clases las que fosforilan en serina y treonina y las que 

fosforilan exclusivamente en tirosina. Cada una de estas clases se 

subdivide de acuerdo al agente regulador de la enzima, por lo que 

la clase de prote!nas cinasas de serina y treonina comprende a las 

proteinas cinasas dependientes de : 

a) cAMP 

b) cGMP 

c) Diacilglicerol, calcio y fosfol1pidos 

d) ARN de doble cadena 

o) Acetil - CoA, NAOH, piruvato, ADP 

f) Poliaminas 

q) Inhibidas por hemina 

h) No se conoce el agente regulador 

En cuanto a la clase de protelnas cinasas de tirosina se 

subdivide en : 

a) Receptor del factor de crecimiento 

b) Receptor de insulina 

e) .Receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas 

d) No se conoce su agente regulador 

Hanks y col (1988) además de tomar en cuenta los dos 

criterios usados por Krebs (1983), consideran la similitud que 

hay en la estructura primaria del dominio catalitico y la 

homologia funcional. Para realizar el alineamiento de las 

secuencias de amino&cidos del dominio catalitico usaron secuencias 

de proteinas cinasas tanto de vertebrados como de invertebrados, 

con lo que se construyó un árbol filogenético, el cual indicó que 
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existta una relación entre las secuencias del dominio catalítico y 

algunas de las propiedades bioquímicas de las enzimas, por 

ejemplo: dominios catallticos de prote1nas cinasas con formas 

semejantes de regulación o de especificidad de sustrato, tienden a 

tener una estructura 

relacionados dentro del 

anterior Hanks y col 

primaria semejante y formar grupos 

árbol filigenético. Considerando lo 

(1988) propusieron que la familia de 

proteínas cinasas que fosforilan en serina y treonina se subdivide 

el las subfamilias de prote1nas cinasas: 

a) Dependientes de nucléotidos cfclicos ( cAMP y cGMP ) 

b) Dependientes de calcio y de fosfol1pidos 

e) Dependientes de calcio y calmodulina 

d) SNFl (relacionadas con la gemación y la fisión de levaduras) 

e) CDC28, cdc2 ( relacionadas con el ciclo celular ) 

f) Caseínas cinasas 

q) Proto-oncogenes Raf - Mos 

h) STE7 

i) Otras proteínas cinasas de serina y treonina. 

La familia de prote!nas cinasas de tirosina comprende las 

subfamilias de prote!nas no receptoras y receptoras: 

a) Subfamilia Src 

b) Subfamilia Abl 

e) Receptor del factor de crecimiento epidérmico 

d) Receptor de insulina 

e) Receptor del factor derivado de plaquetas 

f) Otras prote!nas cinasas de tirosina semejantes a los receptores 
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Funcional y bioqu1rnicarnente el caracterizar a una prote1na 

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 prote1nas 

cinasas caracterizadas en sistemas animales y que están dentro de 

los sistemas de clasificación tanto de Krebs corno de Hanks y col, 

por lo que no es extraño encontrar que dentro del campo de la 

bioqu1mica vegetal,ha habido la tendencia de buscar y caracterizar 

a prote1nas cinasas en plantas que respondan a agentes reguladores 

semejantes a los encontrados en sistemas animales. Sin embargo, 

aunque diversos autores han realizado revisiones en relaci6n con 

los avances logrados para las prote1nas cinasas en plantas, aGn no 

se ha propuesto un sistema de clasificación para las mismas. Más 

aO.n, algunos autores opinan que no es posible establecer una 

analog1a 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 están en mayor 

interacción con un ambiente que cambia constantemente; en última 

instancia podrla haber algún equivalente en plantas que pudiera 

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

Considerando lo anterior y debido probablemente a la escasa 

e imprecisa información que se dispone de las proteinas cinasas en 

plantas, en la actualidad, aún no se tiene un sistema de 

clasificación 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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revisi6n se realizó una recopilación y un análisis de la 

informaci6n más relevante que se tiene en la literatura acerca de 

prote!nas cinasas de plantas y que se resume en las Tablas 3 y 4. 

En la Tabla 3 se puede apreciar que se ha encontrado actividad de 

prote1na cinasa en una gran variedad de tejidos vegetales, como 

son embriones de trigo y de cebada (87,88,101.,l.02), hojas de 

remolacha (52,89), hipocotilos de soya (41,64), tallos de ch1charo 

(l.17), y de ralees de chlcharo y de maiz (17,57), asimismo de 

organelos como núcleo (31,63,113), mitocondria (23), cloroplasto 

(106), ribosoma (51,117), amiloplasto (121) y de la membrana 

plasmática ( 5, 6, 7, 4 7) . En la tabla 4A se puede apreciar, que de 

acuerdo al residuo fosforilable, se han encontrado proteinas 

cinasas en embriones de trigo (101), en plántulas de ma1z 

(26,27,80), en células en cultivo en suspensión de soya (44,92) y 

en células de ra1z de cebada (104) que fosforilan serinas y 

treoninas, mientras que las proteínas cinasas encontradas en 

amiloplastos de Acer pseudoplatanus (121), en nücleos de ch1charo, 

de Dunaliella 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 determin6 el residuo que se 

fosforila. 

Para el caso de las proteínas cinasas en plantas que 

fosforilan en tirosina, sólo existen evidencias de fosfotirosina 

en plántulas de chícharo (115) y recientemente se han encontrado 

evidencias de una clase nueva de receptores transmembranales en 

ra1ces de ma1z y de Brassica oleracea. En ambos sistemas, se han 
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identificado clonas de ADN que codifican para prote1nas cinasas 

especificas para la fosforilación de serinas y freoninas, 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 catal1tico 

citoplásmico, unido a un dominio transmembranal y a un dominio 

extracelular, El dominio extracelular tanto de la prote1na cinasa 

de ma!z como la de Brassica oleracea, presenta homolog1a alta con 

una glicoprote1na involucrada con el sistema de reconocimiento 

entre el polen y el estigma (112,123). Todo lo anterior, indica 

que debido a la escasa información en relación al residuo que 

fosforilan las proteínas cinasas encontradas en plantas, no es 

posible hacer una clasificación como la propuesta para el caso de 

sistemas animales. Sin embargo, en la tabla J se muestra que de 

acuerdo al agente regulador se pueden distinguir varios grupos de 

prote1nas cinasas en plantas: 

a) Independientes de cAMP 

b) Dependientes de calcio 

c) Dependientes de calcio y fosf ol1pidos 

d) Dependientes de calcio y calmodulina 

e) Dependientes de calcio, fosfolipidos y ésteres de forbol 

f) Dependientes de ARN de doble cadena 

Un mecanismo de transducción de señales 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 prote1nas cinasas dependientes 
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de nucleótidos cíclicos, el esfuerzo ha sido en vano y los autores 

han concluido por denominar a este grupo de enzimas como prote!nas 

cinasas independientes de cAMP (Tabla I 3) . En algunos de estos 

casos se probó el efecto de otros agentes reguladores diferentes 

al cAMP; por ejemplo la proteína 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 la 

actividad de la enzima. En embriones de cebada se encontró que la 

proteína 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 probado el efecto de otro agente regulador, por 

lo que no se puede descartar la posibilidad de que se trate de 

proteínas cinasas que sean reguladas por otro efector diferente al 

cAMP. 

otro de los mecanismos de transducción de señales que se 

conoce en sistemas animales, es en el que una señal hormonal (por 

ejemplo la angiotensina y agentes adrenérgicos) generan la 

estimulaci6n del ciclo del fosfatidilinositol. El rompimiento del 

fosfatidilinositol por la fosfolipasa e, genera inositol 

trifosfato ( IP3) y diacilgllcerol ( DG ) que actúan como segundos 

mensajeros. El IP3 genera la movilización de calcio, que activa 

directamente a las proteínas cinasas dependientes de calcio o 

bien, al unirse a proteinas como la calmodulina activa a las 

proteínas cinasas dependientes del complejo calcio-calmodulina. El 

DG por su parte activa a la protelna cinasa e, que al fosforilar 
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diversos sustratos induce una respuesta celular (Fig.1). Muchos de 

los componentes de esta via de transducción de señales han sido 

encontrados en plantas tales como: el incremento del calcio 

intracelular inducido por estimules ambientales (gravedad,luz) 

(91,36) y por hormonas vegetales (auKinas y ácido absc1sico) 

(37,38), la presencia de calmodulina (7J), de fosfolipasa e (29), 

ácidos grasos y ~steres de forbol (1), de fosfoinositidos y su 

movilización inducida por auKinas (10,34) por lo que los 

bioqulmicos vegetales han tratado de encontrar proteínas cinasas 

reguladas por calcio, calcio y calrnodulina, o bien con 

características semejantes a la protelna cinasa c. Esta enzima de 

so Kd es activada por calcio, DG, ácidos grasos insaturados (por 

ejemplo: oleico y araquid6nico) y por ésteres de forbol, pero es 

inhibida por rnetabolitos derivados de los esfingolípidos de 

membrana (corno la esfingosína y los lisoesfingollpidos) y por 

antagonistas de la calrnodulina ( 4) . En la tabla I 3 se puede 

apreciar, que se han purificado y caracterizado a proteínas 

cinasas dependientes de calcio de varios orlgenes vegetales como 

son las células en suspensión de soya y de Dunallella salina 

(40-,44,92), hojas de remolacha (53,89), de alfalfa (9) y de 

chícharo (63,98). En especial, la actividad de protelna cinasa 

dependiente de calcio que se encontró asociada a la cromatina de 

chlcharo parece estar involucrada en el sistema de transducción de 

señales que están relacionadas con la luz (98). Asimismo, la 

H+-ATPasa de la membrana plasmática de ralees de cebada, parece 

estar regulada por un mecanismo de fosforilaci6n mediado por 
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protelnas cinasas estimuladas p6r calcio (104). 

Por otra parte, la fosforilación de prote1nas de la membrana 

plasmática de coleoptilos de malz ( 118) , de tonoplasto de Acer 

pseudoplatanus (114) y de las veslculas microsomales de las ra1ces 

de ma1z (130) es dependiente de un mecanismo que involucra calcio 

y calmodulina. Sin embargo, sólamente se han purificado y 

caracterizado a prote!nas cinasas dependientes de calcio y 

calmodulina de chlcharo y de germen de trigo (5,86,87). En todos 

los casos hasta el momento encontrados en plantas, no se conoce 

con exactitud a los sustratos in vivo de estas enzimas, ni su 

papel preciso en los mecanismos de transducción de senales, 

s6lamente existe un caso en que una proteína cinasa dependiente de 

calcio y calmodulina modula la actividad de una enzima: la quinato 

NAO oxidorreductasa (94} • 

La protelna cinasa e es una enzima que tiene importancia en 

los mecanismos relacionados con la regulación del crecimiento y la 

diferenciación celular en sistemas animales (75), por lo cual ha 

sido de interés investigar si existe una enzima con propiedades 

!:;emcjantes en plantas. Al respecto, se aislaron dos prote1nas 

cinasas en trigo que son activadas por ésteres de forbol y 

fosfolipidos (fosfatidilserina), pero que no tuvieron el peso 

molecular caracterlstico de la proteina cinasa e, ni las estimuló 

el DG (82). En calabacita también se purificó parcialmente a una 

proteina cinasa que es activada por calcio y fosfolípidos (103) y 

dos proteínas cinasas dependientes de calcio de embriones de tri90 
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fueron semejantes en cuanto a peso mo~eCular, la inhibición por 

antagonistas de calmodulina y la· activaé:i6n por ácidos grasos 

insaturados como la prote1nil cinas'á ~' sin embargo no son 

activadas por fosfol1pidos · (52, 53). Firialm"énte.,. la prote1na cinasa 

purificada del citosol de Ama~anth~s-··-'tric~)C>r, - fue dependiente de 

fosfolipidos y calcio y da- reacció_n crU:zada -con' anticuerpos contra 

el área regulatoria de la prote1na cinasa·c de cerebro de bovino. 

Sin embargo, no se demostró la activación especifica por ésteres 

de forbol que muestra la prote1na cinasa e (30). 

Todo esto sugiere, que en plantas pudieran existir prote1nas 

cinasas con propiedades semejantes, pero no una enzima idéntica a 

la protelna cinasa e y por tanto apoya la hipótesis de que los 

mecanismos de transducción de señales no son idénticos en sistemas 

animales y vegetales. En vista de lo anterior, el grupo de Scherer 

(1989) ha propuesto a los lisofosfolipidos como segundos 

mensajeros en plantas. Estos lisofosfollpidos y ácidos grasos son 

generados a partir de fosfollpidos por la acción de la fosfolipasa 

A2 que se encucntr.:i en 11). membrana plasmática. Scherer (1989) 

demostró la activación de esta enzima inducida por auxinas y la 

existencia de una protelna cinasa asociada a la membrana 

plásmatica de hipocotilos de calabacita que es activada por 

calcio, lisofosfatidilcolina y lisofosfatidiletanolamina y que 

parece regular la actividad de la H+-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 generación de segundos 

mensajeros que activan a proteínas cinasas que podrían regular la 
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actividad de proteínas 'espeCificas. 

Las poliarninas: putrescina, espermidina y espermina son 

policationes que influyen en una gran variedad de procesos 

fisiol69icos corno son la senescencia, la división celular, la 

adaptación al estrés y la respuesta hormonal (111), sin embargo, 

aunque no se conoce su mecanismo de acción, algunos autores han 

propuesto que pueden actuar como mensajeros celulares dentro de un 

mecanismo que incluye la fosforilación de proteínas (8). Al 

respecto, se demostró que la fosforilación de las prote!nas 

nucleares de chícharo y de las proteínas de membrana de 

coleoptilos de rnalz fué estimulada por espermina (24,119). No 

obstante, en la tabla # 4 se muestra que la actividad de las 

prote!nas cinasas que han sido purificadas de hipocotilos de soya 

y de embriones de cebada son inhibidas por poliarninas (64,102). 

Por otra parte, la activación de proteínas cinasas 

dependientes de ARN de doble caden~ (ds ARN), parece tener un 

significado biológico en las interaccionez huesped-hospedcro. Por 

ejemplo, existen evidencias de una protelna cinasa de 68 Kd de 

peso molecular, que se autofosforila y se activa en una forma 

dependiente de ds ARN exógeno o ante la infección por el virus del 

mosaico del tabaco en varios tejidos vegetales. Esta prote1na 

cinasa cruza con anticuerpos contra una protelna del mismo peso 

molecular de células de mamíferos {21), en la que se ha demostrado 

que es una proteína cinasa que puede usar como sustrato al factor 

de iniciación 2 de células de eucariontes. La fosforilaci6n de 
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SISTEMA 

cAMP- INDEPEND l ENTES 

Germen de trigo 

Germen de tr lgo 

Embriones de trigo 

Plántulas de malz 

Cultivo de células de tabaco 

Plántulas de soya 

Plántulas de malz, chicharo, 

soya, trigo. 

Hipocotllos de soya 

Embriones de cebada 

Tallos de chlcharo y Lemna 

mJnor 

DEPENDIENTES DE CALCIO 

Hojas de remolacha 

Chicha ro 

Dunallel la sal lna 

Células de cultivo en sus­

. pensión de soya 

Ralees de malz 

Embriones y germen de trigo 

ORGANELO REFERENCIA 

Van y Tao, 1982 

Rychlik, 1980 

Saluja, 1907 

Oobrowolska, 1983 

Núcleo Erdmann, 1982 

Núcleo Murray, 1978 

Hl tocondr la Oanko, 1985 

Lln, 1980 

Sathyanarayana, 1987 

Rlbosomas Keates, 1974 

Membrana 

plasmática Polya, 1987 

Núcleo 

Tonoplasto y 

Membrana 

Roux, 1990 

Guo, 1990 

Harmon, 1987 

plasmá.tlca. Ladrar, 1989 

Polya, 1985 

DEPENDIENTES DE CALCIO Y FDSFOLIPIDOS 

Hlpocotilos de calabaclta Schafer, 1985 

TABLA# 3. PROTEINAS CINASAS EN PLANTAS 
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SISTEMA ORGANELO 

DEPENDIENTES DE CALCIO, 

FOSFOLIP IDOS Y ESTERES DE FORBOL 

Cultivo de células de trigo 

DEPENDIENTES DE CALCIO 

Y CA!.HODULINA 

Chicha ro 

Nodulos de soya 

Acer pseudoplatanus 

DEPENDIENTES DE ARN de doble 

cadena 

Tabaco-THV 

DEPENDIENTES DE POL!AMINAS 

Chícharo 

Coleoptllos de malz 

Membrana 

plasmática 

Núcleo 

Tonoplasto 

Núcleo 

Membrana 

plasmática. 

REFERENCIA 

Olah, 1986 

Blowers, 1985 

Suzukl, 1989 

Teul lers, 1985 

Roth, 1990 

Datta, 1986 

Veluthambi, 1984 

TABLA # 3. PROTEINAS CINASAS EN PLANTAS ( CONTINUACION l 
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este ·factor se relaciona con una inhibición de la s1ntesis de 

proteína (46). 

En las tabla 4 a, b y e se muestran algunas caracter1sticas 

cinéticas y fisicoqu1micas de las protelnas cinasas que se han 

purificado y caracterizado en plantas. En la tabla 4a, se puede 

apreciar que existe una variedad amplia de proteinas que se han 

usado como sustrato, entre las más comunes están la case1na, las 

histonas, la fosvitina y el suero de albúmina. de bovino, sin 

embargo la afinidad por una u otra varia de una enzima a otra y 

hasta el momento no se ha demostrado que alguna de estas 

proteinas sea el sustrato que es usado in vivo por las prote1nas 

cinasas. En la misma tabla, también se muestra que el peso 

molecular varia de un rango de 20 a 100 Kd. En la tabla 4b se 

puede apreciar que el pH óptimo varia entre 6.5 a 10. En la misma 

tabla también se m4estra que en la mayor parte de los casos el 

donador del grupo o-fosfato es el ATP, con una Km que varia en un 

rango de 1 a 200 µM. Existen algunos casos en los que se demostró, 

que la.proteina cinasa además de usar ATP también puede usar GTP 

aunque con una menor afinidad; por ejemplo la protelna cinasa 

purificada por Harmon (1987) de células de cultivo en suspensión 

de soya, puede usar ATP con una Km de 8 ~M y GTP con una Km de 77 

' µM. Finalmente, en la tabla 4c se puede apreciar que se prob6 el 

efecto de cationes divalentes como el calcio, mercurio, cadmio, 

cobre, zinc as1 como el ele diversas sales como son cloruro de 

potasio ( KCl ) , cloruro de sodio (NaCl), fosfato monoácido de 

31 



REFERENCIA SUSTRATOS AMINOACIOO QUE. PESO 
FOSFOR!l.A MOLECULAR 

C Kd ) 
Van y Tao.1982 e, F, sustra to-T. Ser en 36 a 38 

PRb (38, 14. 8 y IZ Kd) sustrato-T 
elF-2. eIF-3 

Rychllk, 1980 e, F, rlbosomas N.D za 
Saluja, 1987 e, F, H 111, BSA, Ser y Tre 

sulfato de protamina de e 100 

Dobrowolska, 1983 e S en Ser S-37 y 135 
TS en Sor y Ts-6S 

Tre 

Erdmann 1 1982 C,F,H 111 N.O N!aZ3 
NII"'8S 

Murray, 1978 e, F, protelnas de la N.O 5S 
croma tina no h1st6n1cas 

Danko, 1985 F, e, H II y 11 lllS y N.O N.O 
proteinas mltocondrlalcs 

Lln, 1980 H 1 N.D sz 
Kanekatsu, 1991 11 1 CHKI, llKII l, HI 11 CHKII I l N.O 23,47,ZS 

Sathyanarayana, e, F, 11 Ill, protarnlna, N.O 9S 
1987 endógeno ( 52 Kd ) 

Polya, 1987 BSA, e, H !!l. N.O S3 y SI 

Roux, 1990 H !, H llIS, e N.D 90 

Guo, 1990 H !, péptldo de mielina Ser 40 

Harmon, 1987 H !IIS, L'LM. Ser sz.z 
Polya, 1985 H l,C,F Ser y Tre K1=90 

de e KZ=86 
Blowers, 1985 H, proteinas de la 

membrana plasmá.tlca Ser 18 

Abreviaturas: C, caselna; H, hlstonas; BSA, suero de albúmina de bovino; 
PRb, proteina ribosomal: F, rosvltlna; cut, cadena ligera de la mloslna; 
elF-2, 3, factores de 1n1c1ac16n 2 y 3; sustrato -T, protelna de germen de 
trigo: Ser, serlna; Tre, treonlna; N.D, no determinado. 

TABLA # 4A. PROPIEDADES CINETICAS Y FISICOQUIMICAS DE PROTEINAS 
CINASAS EN PLANTAS. SUSTRATOS, AMINOACIDO QUE ES 

FOSFORILADO Y PESO MOLECULAR. 
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REFrnENCIA pH 
Optimo 

CONSTANTES CINETICAS 
Km Vmax 

ATP GTP OTROS ATP OTROS 

(µM) (µM). (µmol/mln/mg) (µmol/mln/mg) 

'· . ' 

Van y Tao. 1982 7. -8. S 31. O,~ C, 430µg/rnl 

'. ~--· Rychllk, 1980 10.0 

Saluja. t 987 

Dobrowolska, 
1983 

8. o 1. 8 

7.4 20 C,270µg/ml 

Erdmann, 1982 NI=B.S NI=l9. 3 C,24µM 
NII=B.O NII=14.3 C,30µM 

Murray, 1978 7.8 7.9 C,2. 4mg/ml 

Danko, 1985 7.0 200.0 

Lln, 1980 9-10.0 0.4 Hl,0.4µM 

Sathyanarayana, 
1987 12.5 

Polya, 1987 7-9.2 PI=37 H IIIS,1.0mg/ml 
PII=20 H IIIS, O. 7mg/ml 

0.215 

Harmon, 1987 7-9.0 B.O 77.0 H IIIS,0.13mg/m! l. 7 
Cut, O. 32mg/ml 

Polya, 1985 6-7. o 16. o e, l. 3mg/rnl 

Abreviaturas: revisar tabla 4A 

e, t. 4 x310 

H 1115,0.93 
GTP,0.5 

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

E 

_van.Y rclo, Hg>Mn 
198Z" 

Rychllk; Ca,Zn Hg 

- 1980 Mn 

Hurray, 1978 Hg>Mn 

Danko, 1985 Ca 

Lln, 1980 ca,Zn, Mg>Hn>Fe 

Hg 

Sa thyanarayana Ca, 

1987 7.n 

Harmon, 1987 Mg 

Polya, 1985 Co,Hg, Mg+Ca 

Cd,Cu, 

Zn,La. 

SALES QUE 
INHIBEN 

NaCl,KCl 

Kz!!P04, 

(NH4lzS04 

NaCl, NH
4
Cl 

CNH
4

J
2
so

4
,KCl 

CNH4lzS04, 

NaC! 

KC! 

EFECTO DE OTRAS 
MOLEC\JLAS 

Polla.minas, ADP, GTP,GDP 
lnhlben 

Calclo-calmodullna 
inhiben 

Put<Spd<Spm inhiben 

Heparlna y pollamlnas 

inhiben 

Protaalna y poll llslna 
inhiben 

(NH
4 

J
2

so
4

, KCl, Antagonistas de calmo-

KzHP04, NaCl. dullna y pollamlnas 

inhiben, pollllslna y 

pollornltlna estimulan 

Abreviaturas: E, Estimulan: 1, Inhiben; Ca, calcio; Hg, mercurio; 
Zn, Zinc; Hg, magnesio; Hn, manganeso; Cu, cobre; Co, cobalto; 
Cd, cadmio; La, Lantano: Fe, hierro; Put, putresclna; Spd, 
cspermldlna; Spm, espermlna. 

TABLA# 4c. PROPIEDADES CINETICAS Y FISICOQUIMICAS DE PROTEINAS 

CINASAS EN PLANTAS. EFECTO CE CATIONES, SALES Y OTRAS 

MOLECULAS. 



potasio ( K2HP04 ) y de sulfato de amonio (NH4) 2so4 y se encontró 

que en general tienen un efecto inhibitorio en la actividad de 

protelna cinasa. Asimismo, también puede apreciarse en la misma 

tabla, que poliaminas y moléculas como el GDP, ADP pueden inhibir 

la actividad y que moléculas básicas como la polilisina y la 

poliornitina en algunos casos estimulan y en otros inhiben la 

actividad. 

4. Prote1nas fosfatasas en plantas. 

Las proteínas fosfatasas de serinas y treoninas que se han 

purificado y caracterizado en sistemas animáles, exhiben una 

especificidad muy amplia por sustratos, por lo que Cohen (1989) 

propuso una clasificación de estas enzimas basándose en el efecto 

que tienen diversos activadores o inhibidores, sobre la actividad 

de las protelnas fosfatasas. La preferencia que muestran las 

proteínas fosfatasas por desfosforilar la subunidad a o (3 de la 

fosforilasa cinasa permite distinguir dos tipos de enzimas, las 

del tipo 1 {PPl) que desfosforilan preferentemente a la subunidad 

a y las del tipo 2 (PP 2) que desfosforilan preferentemente a la 

subunidad ~. Mientras que las del tipo 1 son inhibidas por 

concentraciones nanomolares de los inhibidores y II de 

mamíferos, 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 que requieren de calcio y calmodulina y las 
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PP2C que son dependientes de magnesio. otra caracter1stica muy 

distintiva que ha servido a Cohen para establecer una 

clasificación de las proteinaas fosfatasas, es la sensibilidad que 

presentan estas enzimas ante el ácido okadaico y por los péptidos 

c1clicos llamados microcistínas. El ácido okadaico es un ácido 

graso poliéter producido por dinoflagelados y es causante de 

diarreas y promotor de tumores en mamlferos (20). Las PPl y las 

PP2A son inhibidas por ácido okadaico a concentraciones de 15 nM y 

de 1 nM respectivamente mientras que las PP2B son muy poco 

sensibles y las PP2C no lo son. Por su parte, la!:> microcistinas 

son hepatotoxinas producidas por cianobacterias de los géneros 

Hicrocistis 1 Oscillatoria y Anabaena y son causantes de la muerte 

de peces y aves. Las PPl y las PP2A son inhibidas espec1ficamente 

por las microcistinas a las mismas concentraciones utilizadas de 

ácido okadaico (70) . 

Existen otros criterios usados por Cohen para la 

clasificación de las proteinas fosfatasa~ y que se muestran en la 

tabla # 5. Según Cohen estos criterios se pueden usar tanto para 

sistemas animales como vegetales y a partir de 1989 ha mostrado 

evidencias de la existencia de proteínas 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 

1as subunidades catalíticas de PPla y de PP2Aa de mamíferos. Esto 

ha llevado a sugerir que hay un alto grado de conservación en la 

subunidad catalítica de las proteinas fosfatasas (71) • En forma 

semejante Smith y Walker (1991), han aislado una clona de ADN de 
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ma1z (ZmPPl) que codifica para una proteína cuya secuencia muestra 

un 80% de similitud con la subunidad catalitica de las proteinas 

fosfatasas tipo 1 de conejo y de levadura. Esta ZmPPl codificó 

para una protelna fosfatasa del tipo 1 activa, que desfosforila a 

la fosforilasa a de conejo y que es fuertemente inhibida por ácido 

okadaico y por el inhibidor 2 de mamíferos. Estas proteínas 

fosfatasas son especificas para serinas y treoninas, mientras que 

en plántulas de trigo se purificó a una protelna fosfatasa 

especifica para fosfotirosina (16) . En la tabla # 6 se muestra el 

peso molecular, los sustratos que 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 proteínas 

fosfatasas encontradas en estos sistemas. Como se puede 'observar 

aün es muy escasa la información que se dispone en relación a las 

prote1nas fosfatasas en plantas. Sin embargo, ya se han reportado 

que enzimas vegetales como la sacarosa fosfato sintasa, la 

fosfoenol piruvato carboxilasa y la quinato deshidrogenasa pueden 

ser su~tratos de una proteina fosfatasa tipo 2A (13,108). 

s. La fosforilación de las proteinas ribosomales 

La fosforilación de las proteínas ribosomales ocurre tanto en 

células animales (126) como en vegetales (11,12,83,107,127) y 

puede ser realizada in vivo incubando a las células con 

32P-ortofosfato o in vitro incubando ribosomas o sus 

subunidades con [ 32 P] o - ATP y proteína cinasa ) . No obstante, 
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:;: 

HETOOO PP! PP-ZA PP-ZB 

t. Preferencia por la subunidad a. o fJ de la 

fosforllasa clnasa 

2. Inhlblclón por lnhlbldores 1 y 2 de mamlferos 51 No No 

J. Requerimiento absoluto por cationes No No S11Ca.2~~ 
4. Estlmulaclón por calmodullna No No SI 

S. Inhlblclón por lrifluoperazlna No No 51 

6. Jnhlblclón por i\cldo okadalco Sl SI Sl(débll) 

7. Actividad de fosforllasa fosfatasa Alta Alta Huy bajel 

B. Actividad para la hlslona Hl fosforUada 

por protelna cinasa e Huy baja Huy .~lta, 

9, Actividad para caselna fosforilada por 

protelna clnasa A Huy baja Alta 

10.Efecto de proteínas básicas en la 

actividad de fosforllasa fosfatasa lnhib1c16n Actlvacl6n 

11. Efecto de heparlna en la actlvldad 

de fosfori lasa fosfatasa. Inhibición No hay efecto 

12.Efecto de p-nitrofcnllfosfato en la 

actlvldad de fosforllasa fosfatasa. Actlvac16n 

13. Unlon a Heparln-Sefarosa a llaCl O. lH Retenida 

TABLA # 5 METOOOS PARA DISTINGUIR ENTRE PROTEINAS FOSF A TASAS 

! TOMADO DE : COHEN. 1985 J 

PP-2C 

No 

'sl(Hgz+,. 

No 

No 

No 

Huy baja 



REFERENCIA SIS!EMA SIJS!RATOS PESO 
HOLECIJLAl\ INHIBllJORES 

(Xd) 

Cohen (1989) Brasslca napus Subunldades a y fJ de N. D 

la fosforllasa 
Ac. okadalco, lnhlbldores 

1 y 2 de mamlferos 

Polya (1988) Embriones de trigo P-Hl, P-Case1na PPI (197) Zinc, mercurio, vanadato, NaF, 
PPZ (35) 

ATP.mollbdato y plrofosfato. 

Lln (1980) Hipocotllos de soya P-Hl, P-Caselna, 30 

Fosvltlna 
Zinc, cabal to, Naf, plrofosfato 

ATP 1 pol lamlnas. 

Cheng y Tao Plántulas de trigo SintHlcos (ricos en 35 Molibdato, ortovanadato, zinc, 
(1989) t1roslna) 

mercurio. 

Smlth y llalker Halz Subunldad ex de la N.D 

(1991) fosforilasa 
Ac. okadalco, lnhlbldor 2 de 

mamlferos 

TABLA # 6 PROTEINAS FOSFATASAS EN PLANTAS 



tanto en células animales como en vegetales, los patrones de 

fosforilaci6n de prote!nas que se observan in vivo e in vitro son 

diferentes ya que se ha encontrado que el número de prote1nas y la 

cantidad de fosfato incorporado a las protelnas ribosomales in 

vitro es mayor que el encontrado in vivo. Por ejemplo, cuando las 

células de la glándula pituitaria anterior de bovino son marcadas 

in vivo se observa que preferentemente se fosforila una componente 

proteico, mientras que in vitro se encontró la fosforilaci6n de 

por lo menos seis protelnas (J). Resultados semejantes fueron 

obtenidos para la fosforilaci6n in vivo e in vitro de las 

proteínas ribosomales de hlgado de rata (28). En ch1charo y Lemna 

minar la fosforilaci6n in vivo mostró que un 80 de la 

radioactividad se une a una sola banda proteica, mientras que in 

vi tro se reparte en por lo menos ocho componentes del ribosorna 

(117). 

Lo anterior sugiere, que la(s) protelna(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 

riboso~as para realizar la fosforilación in vitro ocurre un cambio 

conformacional de los mismos, lo que hace que 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 fosforilación in vicro de las prote1nas 

ribosomales, se conoce que en células animales es realizada por 
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proteina cinasas dependientes de cAMP, por la prote1na cinasa 

activada por proteasas, la prote1na cinasa e y por la 

fosfotransferasa de la histona H4 (66, 124). En un intento por 

purificar a las enzimas que catalizan la fosforilaci6n de las 

prote1nas ribosomales,éstas han sido aisladas tanto del citosol 

como asociadas a los ribosomas, en este último caso la actividad 

de prote1na cinasa puede ser separada de los ribosomas cuando 

éstos se tratan con amortiguadores con fuerzas i6nicas altas, por 

ejemplo con KCl o.5 a 1.0 M (J,51). No obstante, en muchos de los 

casos 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 endógena de prote1na 

cinasa en el ribosoma (J, 51). Esta actividad endógena en 

ribosomas de germen de trigo llega a desaparecer cuando los 

ribosomas se tratan a 10°c por 10 min (12). 

En cuanto a la especificidad de las proteínas cinasas que 

fosforilan a las proteinas ribosomales, se conoce que las 

proteínas cinasas que se han purificado de las células de 3T3 y de 

huevos de Xenopus, muestran una gran especificidad por la proteína 

ribosomal S6 {32,48). Asimismo, una protelna cinasa aislada de los 

ribosomas de cotiledones de soya ( CKII ) , mostró una mayor 

preferencia por las proteinas ribosomales que por otros sustratos 

(J9). Sin embargo, otra proteína cinasa ( CKI ) aislada de este 

mismo sistema mostró, una mayor preferencia por la caseína que por 

las proteínas ribosomales (J9), En forma semejante, la actividad 

que se encontró asociada a los ribosomas de chicharo y de Lemna 
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minar fosforila además de las proteínas ribosomales, a la 

fosvltina, a las histonas y como en el caso anterior el sustrato 

preferido es la case1na (51). Otros ejemplos de prote1nas cinasas 

que fosforilan a las proteinas ribosomales pero que también han 

mostrado una especificidad muy amplia, se han encontrado asociadas 

a los ribosomas de reticulocitos de conejo y de test1culos de 

trucha (49,11.7). Los casos más extremos, se han mostrado cuando 

proteinas cinasas de levadura son capaces de fosforilar a las 

prote1nas ribosomales obtenidas de germen de trigo (109). 

Independientemente, de que si la fosforilación de las 

proteinas ribosornales 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 caso de la fosforilación in vítro no hay 

preferencia si se real iza 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 

fosforilación son las proteinas ácidas 

(68,124). 
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MATERIALES Y METODOS 

1. Materiales 

1.1 Material biológico 

Semillas de ma1z (Zea mays L) variedad Chalquefio fueron 

incubadas por 24 horas en charolas con algodón humedecido con agua 

a 25 ±1°c y en la obscuridad. Al término de este periodo se 

disectaron manualmente y se obtuvieron los ejes embrionarios que 

se almacenaron a - ?oº e hasta ser utilizados para la obtención de 

ribosomas. 

1.2 Reactivos 

Los siguientes reactivos fueron obtenidos de Sigma Chemical 

Company: 

-[ Tri hidroximetil ) aminornetano ] (Tris) 

-( N - -hidroxietilpiperazina-N-6cido etanosulf6nico ) (Hepes) 

-( Fluoruro de fenil, metil,sulfonilo ) (PMSF) 

-Triton X 100 

-~-glicerofosfato 

-sacarosa grado II 

-Fluoruro de sodio NaF ) 

-Adenosin trifosfato ( ATP 

-Acrilamida 

-Urea 

-Azul de bromof enol 
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-Estuche de marcadores de "peso molecular para cromatografía y 

para electroforesis en gel desnaturalizante. 

-ortovanadato de sodio 

-Espermidina y espermina 

-DEAE - celulosa ( malla fina y mediana ) 

-caselna desfosforilada de leche de bovino 

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

-Calmodulina de espinaca y de corazón de bovino 

Los siguientes reactivos fueron obtenidos de Merck de México: 

-Acido etilenobis oxietilenonitrilo ) tetraacético ( EGTA ) 

-~-mercaptoetanol 

-p-nitrofenilfosfato 

-Dodecil sulfato de sodio sos ) 

-2,5-difeniloxazol ( PPO ) 

-[2,2 -p -fenilen bis (5-feniloxasol)) ( POPOP 

-N,N,N ,N -Tetrametiletilenodiamina ( TEMED ) 

-Persulfato de sodio 

-Mernbránas Centricon 10 da Amicon company 

-Sefacril S-200 de Pharmacia 

-Papel de fosfocelulosa P 81 de Whatman 

-Películas para radiografla cllnica Cronex de Accesolab 

-Juego de intensificadores de DUPONT 

-Soluci6n reveladora y fijadora de Kodak 

-[7-32PJ ATP de New Nuclear England 

Todos los demás reactivos fueron de grado analltico. 

44 



l. 3 Equipo 

-centr~fuga Beckman J2-21, rotor JA-20 

-Ultracentrifuga Beckman L?-65, rotor 75 Ti 

-Ultracentrifuga Beckman TL-100, rotor TLA 100.2 

-Equipo para elctroforesis en placa ( modelo SESOO) de Hoefer 

Scientif ic Instruments 

-Secador de geles ( modelo 224 ) de BIO RAO 

-colector de fracciones ( modelo 2112 ) de LKB 

-L~mpara de luz ultravioleta ( 2138 UVICORD s ) de LKB 

-Graficador de Pharrnacia Fine Chernicals 

-Bomba peristaltica de BUCHLER Instruments 

2. Métodos 

2.1 Extracción de ribosomas 

El método de extracción de ribosomas que se utiliz6 fué el 

descrit6 por Scharf y Nover (1982) con algunas modificaciones para 

tejidos ambrionarios de maiz ( Fig.J ) 

Todo el material de cristaleria fué esterilizado a 15 li~ras 

por 10 min y las soluciones fueron preparadas y utilizadas bajo 

condiciones de esterilidad. 

Los ejes embrionarios de ma1z (3.5g) fueron pulverizados en 

un mortero con nitrógeno liquido y el polvo fué transferido a un 



tubo de centrifuga .( Corex de 25 ml ) en donde se agregaron 10 rnl 

de amortiguador de extracción Tris-HCl 20 mM ph 7.8, z.tgc1 2 5 rnM, 

KCl 20 mM, PMSF mM, NaF 1 rnM, ~-mercaptoetanol 0.5%, Triton XlOO 

1%, sacarosa 0.25 M, ~-glicerofosfato ao rnM ), se agitó 10 seg en 

un vortex y se centrifugó a 7000g por 5 min. El sobrenadante se 

filtró al vacio a través de una capa de papel Miracloth, el 

filtrado se centrifugó a 29 000 g por 20 min. Cinco ml del 

sobrenadante se colocaron en ml de un colchón de sacarosa 

(sacarosa O. 5 M, KCl o. 5 M en amortiguador de extracción sin 

sacarosa y KCl y se centrifugó a 250 000 g por 3.5 h y a 4° C. 

Al término de este periodo, el sobrenadante fué decantado 

(sobrenadan te posrribosomal) y la pastilla ribosomal fué 

almacenada a -70° e hasta ser resuspendida en un amortiguador de 

Hepes-KOH 20 mM, pH 7,6. 

2.2 Electroforesis en primera dimensión. 

2. 2 .1 Obtención de protelnas y preparación de la muestra para 

análisis en electroforesis. 

El método que se utilizó para la obt~nción de las prote!nas 

ribosomales fué el descrito por Ramjoué y Gordon ( 1977 ). 

Para obtener los patrones electroforéticos y de fosforilaci6n 

in vitro de las proteínas ribosomales, a la mezcla de reacción de 

actividad ae proteína cinasa se le agregaron o .1 volúmenes de 

acetato de magnesio 1 M y 2 volúmenes de ácido acético glacial, al 

finalizar los periodos de incubación que se indican y se mantuv6 
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GERMINACION DE SEMILLAS 
(24 h, 26•1 C,OSCURIDAD) 

1 DISECCION 

EJES EMBRIONARIOS 
HOMOQENEIZACION 

CENTRIFUQACION 

(7000g X 6mln 4 C) 

SOBRENADANTE RESIDUO 

! 
RESIDUO 

CENTRIFUQACION 

(29 000 o x 10 mln) 

SOBRENADAN TE 
POSRRIBOSOMAL 

J 
SOBRENADANTE 

CENTRIFUOACION 

(260 000 g X 3.6 h 
aacarosa 0.6 M.KCI 0.5 M) 

RIBOSOMAS 

Fig.3 METODO DE EXTRACCION DE RIBOSOMAS 
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por 45 min en agitación continua a 4ºc. se centrifugó a 2000 rpm 

por 2 min en una microfuga y el sobrenadante obtenido se decantó y 

se guardó en hielo. El precipitado se lavó con 0.5 volúmenes de 

ácido acético al 67% y nuevamente se mantuvo en agitación 

constante por 10 min y a 4ºc. Se centrifugó y el sobrenadante que 

se obtuvo se juntó con el sobrenadante del primer tratamiento. A 

estos sobrenadantes se les agregó 10 volúmenes de acetona 

previamente enfriada a -20°c y se incubó por un periodo minimo de 

horas a esta temperatura. Al término de este periodo se 

centrifugó a 7000g por 10 min y a 4ºc, el sobrenadante se decantó 

y las proteinas precipitadas se resuspendieron y se lavaron 

nuevamente con acetona a -20°c hasta eliminar los residuos de 

ácido acético. Finalmente la pastilla de proteinas ribosomales que 

se obtuvo se secó a temperatura ambiente o 30 seg al vac1o para 

eliminar el exceso de acetona. En estas condiciones la pastilla de 

proteinas ribosomales puede ser almacenada a -20°c hasta ser 

en 50µ1 de amortiguador de muestra para resuspendida 

electroforesis Tris-HCl 75 mM pH 6.B, urea BM, SOS 2.4%, 

glicera:l 12%, {3-mercaptoetanol 6% ) . Una vez resuspendida la 

muestra se calentó por 2 min en baño Maria y se aplico a la placa 

del gel. 

2.2.2 Preparación de geles 

El sistema de electroforesis en geles de acrilamida con SOS 

que se utilizó fué el propuesto por Laemmli ( 1970 ). 
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Gel separador: 12. a ml de solución acrilamida 3 0%, 

bisacrilamida o.a % ) fueron mezcladas con 11.2 ml de soluci6n II 

( Tris-HCl 0.75M pH a.a, SOS 0.2%) y 11.2 µl de TEMED, se 

desgasificaron por 2 min y se agregaron 80µ1 de persulfato de 

sodio al 20 % • La mezcla fué utilizada para formar 10 cm de gel 

separador de poliacrilamida con sos al 16%. 

Gel condensador: 1.16 ml de solución I fueron mezclados con 3.5 ml 

de solución III (Tris-HCl 0.25M pH 5.a, sos 0.2% ) , 2.3 ml de agua 

y 7µ1 de TEMED. La mezcla se desgasific6 por 2 min y seagreg6 21µ1 

de persulfato de sodio al 20% y fué utilizadas para formar 1 cm de 

gel condensador. 

2.2.J Condiciones de corrida 

Las cámaras superior e inferior fueron llenadas con el mismo 

amortiguador de corrida (Tris-HCl 0.025 M pH 8.3, glicina o.192 M, 

sos 0.1%) y los geles fueron corridos a so voltios por 11 horas. 

El voltaje se mantuvo constante y las placas fueron enfriadas con 

un sistema de agua corriente. 

2.2.4 Tinción y secado de geles 

Al finalizar la corrida, los geles fueron fijados y tef\idos 

en una solución de ácido acético al 7%, metanol al 50% y de azul 

de Coornassie al o. 2%. Después de JO min de tinción, los geles 

fueron desteñidos con una solución de ácido acético al 7% y de 
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metanol al 30% por 24 horas a temperatura ambiente o bien por J 

horas a 40°c en agitaci6n continua. 

Después de desteñir 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 vaclo por 1.5 horas en un secador de geles ( BIO RAO ). 

2.2.s Autorradiografla 

El gel seco fUé expuesto de 1 a 7 d!as (dependiendo de las 

cpm incorporadas) una placa fotográfica y entre dos 

intensificadores y fué almacenada a -7o0 c. Posteriormente la placa 

fotográfica fué revelada y fijada sumergiéndola J.5 min bajo 

condiciones de oscuridad, en una solución reveladora y 3.5 minen 

una soluci6n fijadora de Kodak. 

2. 3 Fraccionamiento de r ibosornas por el tratamiento con 

concentraciones altas de sales. 

Los ribosornas (370 o.o280nm) fueron resuspendidos en 4 ml de 

amortiguador de resuspensión (Hepes-KOH 20 mM pH 7.6), al 

resuspendido se le agregó 4 ml de KCl 2M y se dej6 agitando toda 

la noche a 4ºC.Al término de este perlado se centrifugó a 250 OOOg 

por 20min y a 4°C (centrifuga Deckman TL-100), el sobrenadante que 

se obtuvo (Sbl) se decantó y se guardó a -7o0 c hasta ser 

concentrado. La pastilla se resuspendió nuevamente en 2 ml de 

50 



amortiguador de resuspensión de ribosomas, se le agregó 2 rnl de 

KCl 3M (para dar una concentración final de KCl 1. 5 M) y se 

mantuvo en agitación continua toda la noche y a 4ºc. Después de 

este periodo se centrifugó nuevamente a 250 ooog por 20 min y a 

4ºc, el sobrenadante (Sb2) se guardó a -7oºc hasta ser 

concentrado. La pastilla se volvió a resuspender en 2 ml de 

amortiguador de resuspensión, se le agregó 2 ml de LiCl BM y se 

incubó toda la noche a 4°c. Al término de este periodo se 

centrifugó a 10 ooo rpm por JO min y a 4ºc y el sobrenadante (Sb3) 

fué guardado a -7o0 c hasta ser concentrado. 

Los sobrenadantes Sbl, Sb2, SbJ fueron lavados del exceso de 

sales con amortiguador de resuspensi6n de ribosomas y concentrados 

hasta un volumen de 50 µl por ultrafiltración con membranas de 

Amicon 10. 

Los concentrados de cada uno de los sobrenadantes fueron 

almacenados a -7o0c hasta ser utilizados ( Fig. 4 ). 

2.4 Cromatograf1a en Sefacril S-200 

2.4.1 Preparación 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 patrón de eluci6n de prote1nas de, peso 

molecular conocido y la elución del sobrenadante obtenido al 

tratar a los ribosomas con KCl 1.5 M. 
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RIBOSOMAS 

KCI 1.0 M 
CENTRIFUGACJON 
(260 OOOg X 20 mln) 

... 
PASTILLA 

t 
SOBRENADANTE 

Sb1 1 KCI 1.5 M 
,.-----..,_""') CENTRIFUGACION 
't' 'f' (260 OOOg X 20 mln) 

PASTILLA SOBRENADANTE 

Sb2 LiCI 4.0 M 

1 SOBRENADAN TE 

Sb3 

" FUENTE DE ENZIMA 

... .. ~ 

PASTILLA 

ACTIVIDAD DE PROTEINA CINASA 

ACTIVIDAD DE FOSFATASA 

Fig.4 TRATAMIENTO SALINO DE LOS RIBOSOMAS 
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2.4.2 Patrón de elucíón de marcado~es de peso molecular. 

El patrón de elución y la curva de calibración de marcadores 

de peso molecular fué realizada can una mezcla (lmg/ml) de 

proteínas de peso molecular conocido: ribonucleasa A (13. 7 Kd), 

quimotripsin6qeno (25. o Kd), ovoalbQmina (4J. o Kd) y suero de 

albümina de bovino (67.0 Kd) que fueron eluídas con Hepes-KOH 20mM 

pH 7. 6 a una velocidad de flujo de 10 ml/h. El patrón de eluci6n 

de cada una de las proteinas fué monitoreado con una lámpara de 

luz ultravioleta y registrado en un graficador (Fiq.5). 

2.4.3 Elución de la muestra 

Los ejes embrionarios de maiz (?Og) fueron utilizados para 

obtener ribosomas que fueron resuspendídos en 10 ml de Hepes-KOH 

20 mM pH 7. 6 y se les agregó 10 rnl de I<Cl 3. o M (para dar una 

concentración de KCl l. 5 M) . Esta resuspensi6n se dejó agitando 

toda la noche a 4ºc. Después de este perlado se centrifugó a 

250 OOOg por 20 min, el sobrenadante se decantó, se lavó del 

exceso de sales y se concentró hasta l rnl por ultrafiltración por 

membranas de Arnican 10. Este concentrado fué elufdo en la columna 

de Sefacril s-200 can Hepes-KOH 20 mM pH 7 .6 a 4ºc y a una 

velocidad de flujo de lOml/h en fracciones de 2 ml. 

El patrón de elución fué rnonitor(>ado por una látnpara de luz 

ultravioleta y espectrofototnétricamente a 280 nm. Finalmente, las 
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fracciones fueron concenti~adas por ultrafiltraci6n por membranas 

de Amicon 10. Los concentrados (50 µl) fueron almacenados a -70º e 

hasta ser utilizados para medir la actividad de proteina cinasa o 

bien para obtener el patrón de electroforesis en geles con sos. 

2.5 cromatografía en DEAE-celulosa. 

2.5.1 Lavado y activación de la resina. 

Cinco gramos de DEAE-celulosa se colocaron en 75 ml de HCl 

0.5 M, se agitó suavemente durante 45. mln y se lavó con agua 

desionizada hasta llevarla a un pH de 4.0. La resina se 

resuspendi6 en 75 ml de KOH o.5 M, se agitó nuevamente durante 45 

min a temperatura ambiente y se lavó con agua desionizada hasta 

llevarla a un pH de s. Nuevamente la resina se resuspendi6 en eo 

ml de KCl o.os N, se llevó a un pH de 7.2 con HCl o.os N y se 

agit6 suavemente por una hora. Se rectificó el pH y se siguió 

agitando por dos horas. Finalmente se decantó y se eliminaron las 

partículas finas. 

2.5.2 Elución 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 

fracción 3 obtenida del Sefacril s-200 fué elulda con amortiguador 
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de equilibrio y con dos gradientes de KCl, uno de o a 0.5 M y otro 

de 0.5 a 1.0 M. La velocidad de flujo fué de lB.7 ml/h. El patrón 

de eluci6n fué monitoreado por espectrofotometrla 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 proteína cinasa 

El método que se utilizó para medir la actividad de proteína 

cinasa fué el descrito por Roskoski (1983) con algunas 

modificaciones en la mezcla de reacción y en el número de lavados 

con ácido fosfórico. 

La mezcla de reacción contenia en un volumen final de 50 µl: 

Hepes-KOH 255 mM pH 7. 6, /3-mercaptoetanol o. 65 mM, Mg (CHJCOO) 2 

0.925 mM, ATP o.a mM, ribosomas (0.050 o.02aonai), 0.20 µC de 

[t-32P] ATP y H20 para completar un volumen de 50 µl. 

Para el cálculo de las concentraciones del magnesio, ATP y 

del complejo ATP-Mg se utilizó el programa elaborado por Rodríguez 

Sotres y Muñoz-clarés {1990). Con este programa se estableció que 

bajo las condiciones de ensayo, las concentraciones libres de 

magnesio y ATP fueron o. 190 mM y o. 050 mM respectivamente y del 

complejo ATP-Mg de 0.735 mM. Asimismo, este programa fue utilizado 

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. 

Cuando se probó el efecto de poliaminas (espermidina y/o 
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espemina), cationes (ortovanadato, zinc) y calmodulina, estos 

fueron añadidos en las concentraciones que se indican en el 

momento de preparar la mezcla de reacción, asi como para la 

fosforilación de sustratos exógenos como la caseína ( 6mg/ml ) , la 

mezcla de histonas ( 2 rng/ml ) u otros sustratos. 

Toda la mezcla de reacción sin la fuente de enzima y el ATP 

fué mezclada en un vortex por 10 seg, se centrifugó por JO seg en 

una microfuga y se ·le agreg6 la fuente de enzima. La reacción fué 

iniciada adicionando a la mezcla el ( 1-32 P 1 ATP y se incub6 a 

21°c en los tiempos que se indican. Al finalizar la incubación la 

reacción fué terminada pipeteando alicuotas de 16 µl sobre bandas 

de papel de fosfocelulosa (Whatman P 81) de 1 por 2 cm y que 

fueron sumergidas en ácido fosfórico 75 mM ( 10 ml por muestra) 

Cada una de las bandas fué agitada suavemente (con un agitador 

magnético) por 2 min, el ácido fosfórico se decantó y se 

adicionaron nuevamente 10 ml de ácido fosfórico, se agitó 

nuevamente por 2 min y se procedió a lavar las bandas de 

fosfocelulosa dos veces más con este procedimiento. 

D~spués de lavar las bandas de papel de fosfocelulosa con 

ácido fosfórico, estas se secaron durante J horas a temperatura 

ambiente o bien durante JO min con una lámpara de 150 Watts. La 

radioactividad fué medida con liquido de centelleo ( 4g de PPO, 

o.osg 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 reacción no se le agregó la fuente de enzima. 
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2.7 Ensayo de actividad de fosfatasa. 

El método que se utilizó para medir la actividad de fosfatasa 

fué el propuestó por Cheng y Tao ( 1989 ). 

La mezcla de reacción contenia en un volúmen final de l ml: 

Hepes-KOH 50 rnM pH 7.5, p-nitrofenilfosfato o.a mM, fuente de 

enzima ( o.300 o.o2800m y H2o hasta completar 1 ml. 

Cuando se probó el efecto de los inhibidores: NaF, 

{J-glicerofosfato, ortovanadato de sodio, molibdato de 

amonio, estos fueron incluidos en la mezcla de reacción para 

obtener las concentraciones finales que se indican. 

La mezcla de reacción sin la fuente de enzima fué agitada por 

10 seg en un vortex. La reacción se inició cOn la adición de la 

fuente de enzima y se incubó a Joºc. Al término de cada tiempo se 

ley6 la liberación de p-nitrofenilo espectrofotometricamente a 

410 nm. 

Los blancos tuvieron el mismo tratamiento que las muestras 

excepto que la mezcla de reacción no con tenla la fuente de enzima. 

2.8 Ensayo de actividad de proteina fosfatasa. 

Los ribosomas (0.8 o.o280 nm> fueron fosforilados, para lo 

cual fueron incubados por JO min en una mezcla de ensayo de 

actividad de proteína cinasa. Después de este periodo de 

incubación, la reacción se terminó añadiendo a la mezcla de 

reacción 1 volumen de ATP (BO mM) frie. Se agitó por 30 seg en un 
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vortex y se centrifugó a 250 ooog por 20 rnin Ultracentr1fuga 

Beckman TL-100 ) • El sobrenadante se decantó y la pastilla de 

ribosomas fosforilados fue resuspendida en Hepes-KOH 50 mM pH 7.5 

y se incubó a Jo0 c a los tiempos que se indican ( o, 10, JO y 60 

min ) • Al finalizar cada uno de los tiempos de incubación, la 

reacción se terminó agregando 0.1 volúmenes de acetato de magnesio 

lM y volúmenes de ácido acético glacial y se siguió el 

procedimiento para la obtención de prote1nas ribosomales, las 

cuales se analizaron por electroforesis en geles con sos y la 

autorradiograf1a correspondiente. La desaparición de marca 

radioactiva en las bandas de prote1na para cada uno de los tiempos 

de incubación en relación al tiempo cero, indicó la existencia de 

actividad de proteina fosfatasa en el sistema. 
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RESULTADOS 

En este estudio se utilizaron ejes embrionarios de semillas 

de ma1z ( variedad Chalqueño ) germinadas por 24 horas. De éste 

tejido embrionario se obtuvieron los ribosomas para demostrar la 

existencia de actividad de protelna cinasa, purificarla 

parcialmente y conocer algunas de sus caracteristicas. Por otra 

parte, también se determinó si existía actividad de proteína 

fosfatasa de la misma fracción ribosornal. 

1. Localizaci6n de actividad de protelna cinasa en ribosomas. 

Este estudio tuvo como primer objetivo demostrar la 

existencia de actividad de protelna cinasa en ribosomas de ejes 

embrionarios de malz. Para esto se midió la actividad de la enzima 

en tres fracciones diferentes del eje embrionario: extracto crudo, 

sobrenadan te posrribosomal y fracción ribosomal. Los resultados 

indicaron que existia actividad de proteina cinasa en las tres 

fracciones probadas (Tabla I 7). 

Realizando un ensayo de actividad de prote1na cinasa (en 

ausencia de sustratos exógenos) en ribosornas lavados con KCl 0.5 M 

se obtuvó la cinética y el patrón de fosforilaci6n de las 

proteinas ribosomales. A un tiempo de 3 min, se encontr6 la 

fosforilaci6n en al menos diez bandas de proteina ribosomal de 

tJcso molecular aproximado de 52.5, 42.6, 38.0, 34.5, 26.J, 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 

EXTRACTO CRUDO 

SOBRENADANTE POSRRIBOSOMAL 

RIBOSOMAS 

SUSTRATO CPM 

HISTONAS 

CASEINA 

CASE IN A 

20 000 

105 000 

98 000 

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

DIFERENTES FRACCIONES DE EJES EMBRIONARIOS 
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Flg. 6 Autofosforllaclón de r1bosomas de ejes embrionarios de maiz lavados 

con KCl o. 5 ~1. a) Cinética de fosforllaclón. b) Autorradiografia que 

muestra el patrón de fosfor1lac16n de las proteinas r1bosomales de 

peso molecular ( Kd }: A) 52.5; 8) 42.6; C) 38.0; D) 34.5; E) 26.3; 

F) 22. 4; G) 20. O; H) 16. 6; I) 13. 8¡ J) 12. 6. Los carrlles contenian: 

1) 12.0, 2) 6.0, 3) 3.0 y 4) 5.0 0.02aon111 de prote1na rlbosomal. 



Estos resultados demostraron que existe actividad end6gena de 

proteina cinasa en ribosomas de ejes embrionarios de ma1z, la cua1 

es capaz de utilizar como sustratos a las proteinas ribosomales. 

2. Requerimientos para la fosforilaci6n de las proteínas 

ribosomales. 

La actividad óptima de diversas proteina cinasas reportadas 

en la literatura ocurre en presencia de diversos efectores como 

pueden ser poliaminas, calcio, calmodulina, etc. 

En este trabajo como un dato preliminar, se encontró que 1a 

actividad de proteína cinasa encontrada en ribosomas mostr6 una 

mayor actividad hasta los dos minutos en presencia de calcio (0.5 

mM) y calmodulina de corazón de bovino (7 Unidades), o bien en 

presencia de las poliarninas esperrnidina (0.04 rnM) y espermlna (0.4 

mM) , pero también con ambos tratamientos, la actividad disminuyó a 

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

Estos resultados mostraron efectos contradictorios sin 

embargo, aunque no son concluyentes, sugieren la necesidad de 

obtener una preparación más pura de la enzima, lo cual permitiria 

definir como afectan estos efectores la actividad de la prote1na 

cinasa. 
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Flg. 7- Actlvldlld de prote1na clnasa de rlbosomas en ausencia ( E> ) y 

en presencia de pol1amlnas ( + ) o de calcio y calmodullna 

( o ). 
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No obstante, para conocer si algún cambio en la estructura 

del ribosoma afecta la actividad de proteina cinasa y para definir 

si dicha actividad es dependiente de la concentración de calcio, 

calmodulina y magnesio, se obtuvieron ribosomas en presencia de un 

agente quelante de cationes como es el EGTA {l rnM) • 

Los resultados mostraron que en ausencia de calcio, 

calmodulina y bajo las condiciones de ensayo de ATP-Mg {0.735 mM) 

y de magnesio libre (0.190 tnM), existió actividad de proteina 

cinasa. El calcio (9. a µM), la calmodulina de corazón "(50 

unidades) o una combinación de calcio y calmodulina no afectaron 

esta actividad. Sin embargo, magnesio libre (20.125 mM, condición 

en la que se mantiene constante la concentración ATP-Mg), aumentó 

hasta en un 360% la actividad de proteína cinasa. La combinación 

de calcio (9.8 µM) 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 li.bre y 

otras combinaciones de magnesio con calcio o de magnesio con 

calmodulina. Los resultados confirmaron que 20.125 mM libre es la 

concentración óptima de magnesio. Variando la concentración de 

calcio libre en un rango de 9. 6 a 240 µM y manteniendo la 

concentración de magnesio libre a 10 .125 mM, se encontró que a 

estas concentraciones el calcio no tuvo efecto en la actividad de 

la proteína cinasa si se compara con el efecto que di6 el magnesio 

a una concentración de 10.125 mM. Asimismo, se encontr6 que 

calmodulina de corazón de bovino en un rango de 13 a 100 unidades 
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Flg.S Actividad de protelna clnasa de rlbosomas obtenidos con EGTA en 

presencia de: calcio llbrc 9.S µM (C.i+.'.?). calmodullna SO U (CaM), 

magnc~lo libre 20. 125 mM {Hg •:?¡ o un;:i con1blnacl6n de los mismos. El 

control (C) se reallzó liajo la<; condlclones de ATP-Hg descritas en 

materiales Y métodos. la;; cun.:L'nlr.i..:lui:~,; JL' calcio y magnesio libre 

fueron calculadas como se lndt.:a en n1t1terlalcs y métodos 
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y con una concentración de magnesio de io:.·mM no ··,tuvo un· .efecto .· .,.- · .. '' - ·.:· 

importante en la actividad.- de ·1a·· _ ~n·z·.i~a -"bajo las condiciones 

probadas (Fig. 9). 

Analizando el patrón de fosforil8ci6n de las proteinas 

ribosomales de los ribosomas obtenidos con EGTA, se encontraron 

tanto cambios cuantitativos o de la cantidad de fosf6ro 

radioactivo incorporado a las mismas proteínas que se fosforilan) 

como cualitativos (o del número de proteínas fosforiladas), 

dependiendo de la concentración de magnesio que se utilizó. con 

magnesio 20.125 mM, hubó un aumento cuantitativo en las proteínas 

de 52.5, 42.6, Ja.o, 34.5, 22.4, 20.0, 16.6, lJ.B y 12.6 Kd, las 

cuales se fosforilaron menos en presencia de la combinación de 

magnesio 10 .125 mM con calcio (9. a µM) o con calmodulina de 

coraz6n (50 U). cualitativamente, con magnesio 20.125 mM se 

fosforilaron dos proteínas más, de 35. 2 y 26. J Kd que no se 

fosforilaron con magnesio 10.125 rnM en combinación con calcio y 

calmodulina (Fig.10). 

Estos resultados indicaron que calcio y calmodulina no 

tuvieron efecto en la actividad de proteína cinasa de los 

ribosomas obtenidos en presencia de EGTA. Por el contrario, la 

actividad de la enzima fue dependiente de la concentración de 

magnesio en el sistema. 
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Flg. 10 Patrón de fosforllac16n de las proteinas rl.bosomales de rlbosomas 

obtenidos con EGTA en presencia de magnesio 20. 125 mM { 1), o de la 

comblnaclón de magnesio libre 10. 12.5 mM con calcio libre 9.8 µM (2) 

o de magnesio 10 mM con calmodullna de corazón de bovino 50 U {3). 



3. Fraccionamiento de los ribosomas por el tratamiento con 

concentraciones altas de sales. 

En vista de que los resultados anteriores, mostraron que 

existía actividad de proteína cinasa en los ribosomas de los ejes 

embrionarios de maíz, se procedió a separar esta actividad 

tratando a los ribosomas con concentraciones altas de sales: KCl 

1.0M, KCl l.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 proteína cinasa en ausencia y en presencia de sustratos 

ex6genos (case1na e histonas}. A los 6 min de incubación, la 

reacción se detuvo y se realizó las electroforesis y las 

autorradiograf1as respectivas. La placa correspondiente al Sbl en 

ausencia de su tratos exógenos, mostró la fosforilación de una 

proteína de aproximadamente 17.2 Kd de peso molecular que 

permanece en el Sbl (Fig.11 ENDO), mientras que en los Sb2 y Sb3 

no se encontró la fosforilaci6n de esta proteína, a pesar de que 

se encontró también una banda de proteína de este peso molecular 

en el patrón electroforético tanto del Sb2 como del Sb3. 

La actividad obtenida en el Sbl fue capaz de fosforilar 

sustratos exógenos ( puestos en el ensayo ) como la caseina y una 

mezcla de histonas. De la caseina se fosforilaron dos proteínas 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 Kde Estas 

mismas proteínas que se fosforilan de la caseina y de la mezcla de 
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histonas por la actividad del Sbl, también fueron fosforiladas por 

la actividad que se obtuvó en el Sb2 y el SbJ (en esté ültimo caso 

solamente se utilizó la mezcla de histonas ). No obstante, a pesar 

de igualar las condiciones de ensayo para los tres casos, la 

fosforilación de los sustratos exógenos fue mayor cuando se usó 

como fuente de enzima al Sbl que cuando se utilizó al Sb2 o al 

SbJ. De aqu1 se concluyó que un tratamiento de los ribosornas con 

KCl 1.5M seria suficiente para obtener la mayor parte de la 

actividad de prote1na cinasa del ribosoma (Fig.11). 

Estos resultados mostraron que la actividad de prote1na 

cinasa de ribosomas obtenida con el tratamiento con 

concentraciones altas de sales, fue capaz de fosforilar sustratos 

end6genos y ex6genos (case1na e histona). Dicha actividad 

permaneció aün tratando el corazón ribosomal con LiCl 4M. 

4. Requerimientos de la actividad de prote1na cinasa de la 

fracción obtenida con el tratamiento "de los ribosornas con KCl 

1.5 M. 

El tratamiento de los ribosomas con KCl 1.5M permitió obtener 

una fracción con actividad de proteína cinasa. Esta actividad aün 

a los 6 min, presentó una cinética lineal de fosforilaci6n de 

sustratos endógenos (que permanecen en la fracción) (Fig. 12). 

Este tiempo fue el que se consideró para medir la velocidad de 

incorporación a sustratos ex6genos (caselna) y ver el efecto de 
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Flg. 11 Patrón de fosforllac16n de sustratos endógenos (ENOO) y ex6genos: 

hlstona (H) y caseina(C) por la actividad de proteina cinasa de la 

fracción obtenida con el tratamiento de los rlbosomas con KCl 1.0 H 

(Sb 1), KCl 1.5 H (Sb 2) y L!Cl 4H (Sb 3). 
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Flg.12 Cln~llca de fosfor1lac16n de sustratos endógenos de la fracc16n 

obtenida tratando a los rlbosomas con KCl t. 5 H por la actividad de 

proteina clnasa obtenida en la misma fracción. 
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poliaminas y de algunos cationes. 

Al medir la velocidad de incorporación a diferentes 

concentraciones de caseina ( J a 25 µM usando 25. 7 Kd como peso 

molecular promedio de la caselna), los resultados mostraron una 

curva de tipo Michaelis-Menten, en la que a 20 ~M ya se mostró una 

saturación (Fig. 13a). Al realizar un gráfico de 

Woolf-Augustinsson-Hofstee se obtuv6 una Km aparemte de 4.49 µ.M 

con una Vmax aparente de 0.408 pmol/ml/min (Fig.llb). 

Por otra parce, se determinó el efecto de las poliaminas: 

espermidina y espermina, de calmodulina y de diversos cationes en 

la fosforilación de sustZ.atos endógenos (que permanecen en la 

fracción), por la actividad de protelna cinasa obtenida en la 

misma fracción. Para el caso de las poliaminas, los resultados 

mostraron que a las concentraciones probadas, tanto la espermidina 

corno la espermina no tuvieron un efecto considerable (Tabla# 8). 

En cuanto a cationes, el calcio (20 µM libre) y una 

combinación de calcio (10 J.LM) con calmodulina de espinaca { SO 

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 (Zncl 2 ) a una 

concentración de 120 uM también la inhibió en un 47% (Tabla# 9). 

Mientras que ortovanadato de sodio (200 µM) y potasio a las 

concentraciones probadas (0.625 a 2.5 mM) no afectaron la 

actividad d~ la protelna cinasa obtenida en esta fracción (Tabla I 

y fig.14). Finalmente, magnesio (270 µM libre) bajo las 
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Flg. 13 Fosíorllaclón de caselna por la actividad de protelna clnasa de la 

fracción obtenida con el tratamiento de los r !bosomas con X:Cl 1. 5 H. 

a) Cinética de íosforllacl6n a diferentes concentraciones de caselna 

y bajo las condiciones de ensayo descritas en materiales y métodos. 

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

CONTROL 100 

Spd (pM) 

25 114 
50 103 

100 108 
150 81 

Spm (JJM) 

25 93 
50 93 

100 84 
150 110 

TABLA # 8. EFECTO DE LAS POLIAMINAS ESPERMIDINA (Spd) Y 

ESPERMINA (Spm) EN LA ACTIVIDAD DE PROTEINA CINASA 

DE LA FRACCION OBTENIDA TRATANDO A LOS RIBOSOMAS 

CON KCI 1.5 M. 
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TRATAMIENTO % 

Control 100 

Calcio libre (20 µM) 59 

Calcio (10 pM) + CaM (50 U) 75 

Ortovanadato de 
sodio (200 µM) 94 

Cloruro de Zinc (120 µM) 53 

TABLA # 9. EFECTO DE CALCIO, CALMODULINA DE 

ESPINACA (CaM), ORTOVANADATO DE SODIO, 

Y CLORURO 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 Electo de la concentrac16n de potasio y de magnesio libre en -la 

actividad de protelna clnasa de la iracc16n obtenida tratando a los 

ribosomas con KCl 1. S M. Las condiciones de ATP-Hg y magnesio libre 

para el control y con potasio son las descritas en materiales y 

métodos, mientras que para magnesio son las que se indican en la 

figura. 



condiciones de ensayo utilizadas la aumentó en un 280 % (Fig.14). 

Todos estos resultados indicaron que la actividad de protelna 

cinasa de la fracción obtenida tratando a los ribosornas con J<:Cl 

1.5 M, parece ser dependiente de la concentraci6_n de magnesio, 

mientras que el potasio y las poliaminas no parecen afectar esta 

actividad. Otros cationes como calcio, zinc pueden inhibir la 

actividad. 

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

fracción obtenida tratando a los ribosomas con J<:Cl 1.5 M. 

5.1 Eluci6n por Sefacril S-200. 

La fracción obtenida con KCl l.5M fue utilizada para realizar 

una cromatografla de filtración en gel (Sefacril S-200). El patrón 

de eluci6n de dicha fracción mostró dos zonas con la máxima 

cantidad de protelna (Fig.15: F2 y F
3

) y cinco zonas más que 

mostraron una cantidad menor de proteina, medida por absorbancia a 

280 nm {Fig.15: F1 , F4 a F7 ) · 

El patrón electroforético en geles con sos de estas 

fracciones, mostró la resolución en las fracciones F1 F2 y F3 de 

por lo menos 13,19 y 17 bandas de proteína respectivamente que se 

repartieron en todo el rango del marcador de peso molecular { 66 a 

20 Kd ) , mientras que en la fracción F4_7 que en este caso 

comprendió las fracciones 4 a la 7, solamente se definieron tres 

bandas de prote1na (bajo las mismas condiciones electroforéticas) 
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de aproximadamente 67, 64 y 17.1 Kd (Fig.16). 

Para determinar cual de las fracciones ( F1 a F7 ) tenla la 

actividad de protelna cinasa se realizó un ensayo en cada una de 

las fracciones, usando como sustrato ex6geno a la caselna. Se 

realizó la electroforesis y la autorradiografla correspondiente, 

la cual mostró que en las fracciones 1 a la J se fosforil6 una 

prote1na presente en dichas fracciones (Fig.17 ENOO) de 

aproximadamente 17.1 Kd de peso molecular. En estas mismas 

fracciones, también se encontró la fosforilación de dos proteínas 

de la caseína de aproximadamente 26. o y de 31. o Kd de peso 

molecular (Fig.17). Estas mismas bandas fosforiladas de la caseina 

también fueron encontradas para el caso de las fracciones F4 a la 

F
7 

(Fig.17) 

La actividad de proteina cinasa que se mostró por 

autorradiografla del ensayo y que se realizó a cada una de las 

fracciones, correlacionó con la medición de la actividad usando el 

método convencional de Roskoski (Fig.15). Usando este método para 

medir la actividad se encontró que la fracción 2 además de que 

mostró un pico de cantidad máxima de protelna, mostró un máximo de 

actividad, por lo cual fue utilizado para conocer algunas 

caracteristicas de la actividad obtenida en esta fracción y 

realizar algunas pruebas de purificación por cromatografía de 

intercambio cationico (DEAE-celulosu) 
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Fig. 16 El sobrenadante obtenldo tratando a los rlbosomas con KCl 

1. 5 M, fue sometido a una cromatografia con Sefacrll S-200 y 

se obtuvo el patrón electroforét·1co en geles con SOS, de las 

proteinas eluldas en cada una de las fracciones (Ft, F2, F3 

y F4-7L 
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Flg. 17 Fosforllac16n de caselna (C) y de sustrato endógeno {endo} obtenido 

en cada una de las fracciones {f1 a F7) eluidas del Sefacr!l S-200 

por la actividad de protelna clnasa obtenida en las mismas 

fracciones. a) Tlnción con azul de coornassle de los geles con SOS de 

caseina {C} y de las proteinas obtenidas de los ensayos realizados, 

usando como fuente de enzima a cada una de las fracciones y a la 

caseina como sustrato. b) Autorradlografia correspondiente, 
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5.2 Eluci6n por DEAE-celulosa. 

En vista de que la fracción 2 (F2 ) que se obtuyo con la 

eluci6n del Sefacril s-200, mostró un pico de cantidad mAxima de 

prote1na y de actividad, fue utilizada para realizar una eluci6n 

por DEAE-celulosa usando un gradiente de KCl en dos fases (de o a 

0.5M y de o.5 a 1.0M). En tales condiciones se obtuvo la 

resolución de esta fracción de por lo menos 15 picos de proteína 

(Fig.18). El ensayo de actividad de cada una de estas fracciones 

usando como sustrato a la case1na, mostró una actividad mAxima de 

proteína cinasa que eluyó antes de iniciar el gradiente de o a 

0.5M de KCl y otra actividad de proteína cinasa que eluy6 a una 

concentración de o.55 a 0.65M de KCl (Fig.18: picos A y B). 

La recuperación de esta columna fue del 15%. Bajo estas 

condiciones de recuperación, el patrón electroforético con SOS de 

las fracciones 1 a J (F1_3 } en las que se encontró actividad de 

proteína cinasa y que se obtuvo antes de iniciar el gradiente de 

KCl (Pico A) mostró la presencia de cuatro bandas proteicas de 

66.0, 64.0, JO.B y 17.2 Kd de peso molecular. Mientras que las 

fracciones 12 a 14 que mostró también actividad y que eluy6 de 

0.55 a 0.65M de KCl (Pico B) solamente se resolvieron dos bandas 

proteicas de 66.0 y 64.0 Kd de peso molecular (Fig.19). 

Los resultados obtenidos tanto con la eluci6n por filtración 

en gel ( sefacril s-200 ) como por cromatografia de intercambio 

cationico DEAE-celulosa indicaron resoluciones y 
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Fig. 19 Tinc16n con azul de coomassle de los geles con SDS, de las 

protelnas eluldas las fracciones obtenidas con 

DEAE-celulosa que mostraron actividad da protelna clnasa 

son en A: antes de iniciar el gradiente de KCl y en B: 

e luida con O. 55-0. 65M de KCl. 



recuperaciones muy bajas, por lo que se usó la fracción 2 del 

Sefacril S-200 para los siguientes estudios. Sin embargo, en el 

futuro se deberá de realizar algunas modificaciones en la 

purificación de la actividad de la protelna cinasa que se encontró 

en la fracción obtenida tratando a los ribosomas con KCl 1.SM, a 

fin de incrementar los rendimientos. 

6. caracter1sticas de la actividad de prote1na cinasa elu1da de la 

columna de sefacril s-200. 

Los resultados que se obtuvieron con la elución del Sefacril 

s-200 indicaron que la fracción 2 { F 2 ) mostraba un máximo de 

actividad as1 corno de proteína, por lo que fue utilizada para 

determinar algunas características de la actividad que eluy6 en 

esta fracción. 

usando como sustrato exógeno a l.J. casc1na, se encontró que 

cationes como el zinc ( 200 µM ) y el calcio ( SO µM ) inhibieron 

en un 15 y en 28% respectivamente la actividad que se obtuvo en 

dicha fracción. El magnesio (27 µM libre) y la poliarnina espermina 

(1 mM) no afectaron la actividad de la enzima elulda en la 

fracción 2 (Tabla # 10). 

Por otra parte, la combinación de calcio y de calmodulina de 

dos orígenes diferentes ya sea de espinaca o de maiz, inhibieron 

en un 25 y en un 35 % respectivamente la actividad de proteína 

cinasa obtenida en esta fracción (·Tabla 1 10 ) . 
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ACTIVIDAD 

TRATAMIENTO % 

CONTROL 100 

CLORURO DE ZINC (200 µM) 85 

ACETATO DE MAGNESIO (27 j.JM) 112.8 

ESPERMINA (100 JJM) 104.4 

CLORURO DE CALCIO (50 .JJM) 72.4 

CALCIO (50 )JM) + 

CaM de espinaca (50 U) 75.4 

CALCIO (50 j!Ml + 

CaM de ma(z (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 

S-200. LA ACTIVIDAD SE MIDIO USANDO COMO 

SUSTRATO CASEINA (24 pM) Y EN LAS CONDICIONES DE 

ATP-Mg QUE SE INDICAN EN MATERIALES Y METODOS. 
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Para determinar la especificidad por sustrato que tiene la 

actividad de prote1na cinasa obtenida en esta fracción, se realiz6 

un ensayo usando distintos sustratos: la case1na, proteínas 

ribosomales extraidas por el método de Ramjoué y Gordon (1977) y 

tratadas a 7o0 c por 30 min y ribosomas tratados a 7o0 c u eoºc por 

JOmin. Este tratamiento con calor permite destruir la actividad de 

prote1na cinasa endógena, con lo que es posible obtener una 

fracción de proteínas ribosomales o de ribosomas como fuente de 

sustrato. 

Con el tratamiento a 7oºc aún permaneció cierta actividad 

endógena de los ribosomas, por lo que se restó a la actividad 

endógena de los ribosomas no tratados con calor, la actividad 

remanente después del tratamiento del control. Sin embargo, el 

tratamiento a eo0 c permitió destruir en su totalidad esta 

actividad endógena ribosomal. Para cada uno de los casos, la 

cantidad de proteina usada como sustrato fue igualada midiendo la 

proteina por el método colorimétrico de Bradford {1976). En tales 

condiciones, lo~ resultados mostraron que usando ribosomas 

tratados a 10°c o a aoºc como sustrato, se produce un aumento de 

un 93 y un 75 % respectivamente, en la velocidad de incorporación 

en relación con la velocidad que se obtuvo cuando el sustrato fue 

la caseína ( considerada como control y tomada como equivalente al 

100 % de la actividad J. cuando se utilizó como sustrato a las 

proteínas ribosomales tratadas a 10°c, se encontró un 30% menos de 

la actividad que se tuvo cuando el sustrato fue la caseina {Tabla 

1 11). 
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SUSTRATO ACTIVIDAD(%) 

CASEINA 100 

RIBOSOMAS a 70°C X 30mln 192.7 

RIBOSOMAS a SOºC X 30mln 176.0 

PROTEINAS RIBOSOMALES 
a 70"C X 30mln 70.3 

TABLA 11. ACTIVIDAD DE PROTEINA CINASA DE LA FRACCION 

3 ELUIDA DEL SEFACRIL S-200 USANDO COMO 

SUSTRATOS: CASEINA (24 )JM) Y A LA MISMA 

CONCENTRACION RIBOSOMAS TRATADOS A 70ºC u 

ao•c X 30mln y A PROTEINAS RIBOSOMALES 

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

En vista de que se conoce que las reacciones de fosforilaci6n 

y defosforilaci6n son de recambio rápido, y que son catalizadas 

por protelnas cinasas y por proteinas fosfatasas respectivamente y 

en vista de que se encontró actividad de protelna cinasa en 

ribosomas,otro de los objetivos de este trabajo fue determinar si 

también existla actividad de proteína fosfatasa en los ribosomas. 

Como un primer acercamiento para determinar si existe esta 

actividad en los ribosomas, se midió dicha actividad usando en el 

ensayo un inhibidor de fosfatasas de amplio espectro: 

{3-glicerofosfato (BOmM). La cinética en ausencia y en presencia 

del inhibidor no mostró diferencias importantes. En ambos casos, 

la actividad aumentó hasta los J min de incubación, se mantuv6 

constante y posteriormente volvió a aumentar la incorporaci6n. 

Esto sugiere que si existe actividad de proteina fosfatasa en 

ribosomas, parece no ser afectada por ff-glicerofosfato (Fig. 20). 

Por lo anterior y como otra alternativa a fin de probar si 

realmente existia actividad de fosfatasa en los ribosornas y si 

ésta actividad también era separada de los mismos en los 

sobrenadantes obtenidos (Sbl, Sb2 y Sb3J por el tratamiento de los 

ribosomas con concentraciones altas de sales, se midió la 

actividad de fosfatasa usando corno fuente de enzima a cada uno de 

los sobrenadantes y corno sustrato al p-nitrofenilfosfato, y en 

segundo lugar se determinó si existía actividad de prote1na 

fosfatasa en el ribosoma. La cinética utilizando a los tres 
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opin lnoorportld• (X 1000) 

l-e-a1nl•blbldor +conlnhlbldor 1 

Flg. 20 Efecto del .lnh.lhldÓÍ': ·tJ-gllcerofosf~to ( + ) en la actividad 

de protelna _clnasa_de'.rlbosomas. 
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sobrenadan tes como fuente de enzima indicó que habla una mayor 

actividad de fosfatasa en el sobrenadante que se obtuvo con el 

tratamiento de Kcl l.OM (Sbl) que en el Sb2 o en el SbJ (Fig.21). 

Esta actividad de fosfatasa quese obtuvo en el Sb1 no fue 

afectada por la presencia de calcio ( 10 µM ) y de calmodulina de 

espinaca ( 50 Unidades en el sis tema ( 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 caracterfsticas de esta actividad 

de fosfatasa, se determinó el efecto de diferentes inhibidores en 

la actividad de dicha enzima obtenida en el Sbl y en el Sb2. Para 

el caso del Sbl, se encontró que fluoruro de sodio (NaF) a una 

concentración de 10 mM y molibdato de amonio (10 µM), no tuvieron 

efecto, mientras que en el Sb2 inhibieron en un 36 y 33 % 

respectivamente a estas concentraciones. 11-glicerofosfato (320 

mM) no tuvo efecto en la actividad obtenida en el Sbl, mientras 

que ortovanadato de sodio ( 200 ,_¡M) inhibió hasta en un 74 % la 

actividad obtenida en ambos sobrenadantes. Finalmente cloruro de 

zinc (Zncl 2) a una concentración de 120 µM inhibió la actividad de 

fosfatasa en el Sbl y en el Sb2 hasta en un 86 y 73 % 

respectivamente (Tabla I 12) . 

Los resultados anteriores indicaron que existe actividad de 

fosfatasa en los sobrenadantes obtenidos tratando a los ribosomas 

con KCl 1 . o y 1. 5 M. La mayor actividad se obtuvo 

preferencialmente en el Sbl y ésta actividad es inhibida por 

93 



ABSORBANCIA (410 nm) 

o.e 
l - 8b1 (KCI 1.0 M) -+- 8b2 (KCI •o M) -G- 8 (LIC ) ~ _ .. b3 14.0MI 

o.e 

0.4 

o 20 40 60 eo 100 120 140 
TIEMPO (mln) 

Flg. 21 Actl.vldad de fosfatasa en los sobrenadantes obtenidos tratando a los 

rlbosomas con KCl 1. O H (Sb 1), K.Cl 1. S H (Sb 2) y LlCl 4M (Sb 3). 
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ABSORBANCIA (410 nml 

0.6 1 - CONTROL -t- C• 10 JIM•CAM 50 U 1 

0.4 

0.2 

o 20 eo eo 100 120 140 
TIEMPO (mln) 

Flg. 22 Actividad de fosfatasa en el sobrenadante obtenido tratando a los 

rlbosomas con KCl 1. O H {Sb 1) en presencia de calcio (10 µM) y de 

calmodullna de espinaca (50 U). 
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INHIBIDOR CONCENTRACION % DE INHIBICION 

Sbl Sb2 

NaF 10 mM o 36 

MOLIBDATO 10 µM o 33 

B-GLICEROLFOSFATO 320 mM o N.O. 

ORTOVANADATO 50 ¡.iM 16 N.O. 

1 200 µM 74 74 

ZnCl 2 30 µM 25 N.O. 

120 µM 86 73 

TABLA # 12. ACTIVIDAD DE FOSFATASA EN LOS SOBRENADANTES OBTENIDOS CON EL 

TRATAMIENTO DE LOS RIBOSOMAS CON KCI 1.0M(Sb1) Y KCJ 1.5M (Sb2) EN 

PRESENCIA DE DIFERENTES INHIBIDORES 



ZnC12 ( 12 O µM) Y,, ortovah.ádat9 cte s~dic¡' (200, µM); Mientras que 

P-qlicerofosfato; 

actividad. 

ca1niOdU1ina 

s. Actividad de proteína fosfatasa. 

no afectaron esta 

Tomando en cuenta que se encontró actividad de fosfatasa 

principalmente en los extractos Sbl y Sb2 (Fig.21) de los 

ribosomas, se quizo saber si se trataba de una proteína fosfatasa. 

Para tal efecto, se realizó un ensayo de proteína fosfatasa usando 

como sustrato a los ribosomas fosforilados por la actividad de 

proteína cinasa endógena de los mismos. Los ribosomas fosforilados 

de esta forma, posteriormente fueron incubados durante o, 15, 30 y 

60 minutos en un ensayo de actividad de proteína fosfatasa. La 

autorradiograf la correspondiente de cada uno de los tiempos de 

incubación indicó que la actividad de fosfatasa medida con 

p-nitrofenilfosfato, parecerla corresponder a una actividad de 

proteína fosfatasa en los ribosomas, ya que la cantidad de fosfato 

incorporado a los 15 min y sobretodo a los 60 min de incubación en 

la protelna ribosomal de 17.8 Kd de peso molecular disminuyó, con 

respecto a la cantidad incorporada a la misma banda proteica en el 

tiempo cero de incubación ( es decir antes de agregar ATP no 

radioactivo a una concentración 200 veces mayor a la utilizada en 

el ensayo de protein cinasa ) (Fig.23) A los JO min de incubación 

se observó una disminución en la cantidad de la marca incorporada 

en todas las bandas de protelna, sin embargo este hallazgo 
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correlacion6 con ~na r.:enor ca:it!.dad d.e protelna aplicada en la 

electroforesis en geles -con SOS, r,o'~as1 en:.1a _de los ~? y .. 60 ,-m_in 

de incubación que cont:snlan iguai:;,_- ·cantidad ·'de ·, pr~teinas 

ribosomales que el t:ie1..po t;:erO .~Fig.:2~)'~· 
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Flg. 23 Actividad de protelna fosfatasa en rlbosomas. Los r1bosomas fueron 

fosforllados por la actividad endógena de protelna clnasa, lavados con 

ATP frio e incubados O, 15, 30 y 60 mln en una mezcla de ensayo de 

protelna fosfatasa. Se obtuvo el patrón electroforétlco de las 

proteinas ribosomales y después de 4 dlas de exposlc16n se obtuvo la 

autorradlograf la correspond len te. 
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Flg. 24 Tlncl6n con azul de coomassie de los geles con SOS de las protelnas 

rlbosomales obtenidas de los ribosomas fosforllados e incubados en la 

mezcla de ensayo para prolelna fosfatasa. 



DISCUSION 

En el presente trabajo se report:a la actividad de proteína 

cinasa en ribosor:ias de ejes e~brionarios de ma1z. Esta actividad 

se pudo medir en ribosor:ias lavados con altas concentraciones de 

sales de potasio, lo cual se sabe elimina del ribosoma los 

factores de iniciación y elongación de la síntesis de prote!nas y 

las enzimas corno la Met-tRNA hidrolasa y algunas protelnas cinasas 

citoplásmicas (3,22,39,51,76). La actividad de protelna cinasa se 

observó in vitro usando cor.o sustrato caselna purificada (Tabla # 

7) • Asimismo, el análisis del patrón de fosforilación de los 

ribosomas, incubados únicar.;ente con : 32 P-7J - ATP confirmó la 

existencia de actividad de protelna cinasa en los ribosomas, la 

cual, además de usar co~o sustrato a la caseína, puede fosforilar 

también a las prote!nas ribosornales (Fig. 6a, b}. En este caso se 

dice que hay autofosforilación en el sentido de que no se agregó 

ninguna protelna cinasa al sistema y se supone que solo está.n 

presentes las protelnas 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 tar.?bién encontrada en los 

ribosomas de la glándula pituitaria anterior de bovino, de 

reticulocitos de conejo, de chícharo y de Lemna minar. En cada uno 

de estos casos esta actividad per:.;anece en los ribosomas aún 

cuando han sido tratados con Kcl de o.5 a o.7M o bien con cloruro 

de amonio de o. 5 1. o:.~ (3, 51, 116}. Esta actividad endógena 

101 



solamente es destruida en germen de trigo cuando los ribosomas se 

trataron a 10°c por 10 min (12). 

No es fácil afirmar que una protelna ribosomal además de ser 

proteína estructural tenga una función enzimática, ya que en 

general se considera que las proteínas ribosomales son únicamente 

soporte de la estructura ribosomal (62, 81). Por otra parte, la 

identificación de las protelnas que constituyen realmente al 

ribosoma no está basada en criterios precisos. Algunos autores han 

sugerido que una proteína ribosomal, es aquella que forma parte de 

los ribosomas activos después de que estos han sido lavados bajo 

condiciones salinas rigurosas (con KCl o.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 separación de 

las protelnas ribosornales libres del ARN (25,BJ,107). Considerando 

estos criterios, los ribosornas obtenidos con KCl o. 5 M fueron 

tratados con lavados subsecuentes de fuerzas iónicas mayores de 

KCl, con las que se ha supuesto se separa a las proteínas 

estructurales del ribosoma {25) { Fig. 4 ). El tratamiento de los 

ribosonias con KCl 1. O M y con un segundo tratamiento subsecuente 

de KCl 1.5 M permitió separar la mayor parte de la actividad de 

proteina cinasa del ribosoma, pero aún se logró obtener actividad 

remanente con un tercer tratamiento del corazón ribosomal con LiCl 

4M {Fig. 11) Con todo esto se puede decir que la actividad 

endógena de proteina cinasa fué debida a una proteína firmemente 

unida al ribosoma, la que podría tratarse de una proteína 

estructural. Los resultados obtenidos no permiten saber sin 
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embargo, 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 iónica, esto pudiera indicar que se trata de más 

de una enzima. 

Para conocer si existe una o m&s protelna cinasa (s) en los 

ribosomas asi como sus caracterlsticas cinéticas se requiere de un 

mayor grado de purificación de la enzima. En este estudio se 

probaron algunos pasos de purificación. De las siete fracciones 

obtenidas con Sefacril s-200 que mostraron actividad de proteína 

cinasa al menos dos de ellas tuvieron niveles importantes de esta 

actividad lo que apoyarla la posible existencia de más de una 

proteina cinasa (Fig. 15). Sin embargo, el patrón electroforético 

en geles con sos de las fracciones mostró que en cada una de ellas 

se eluyeron proteinas en un rango amplio de peso molecular (Fig. 

16), lo que sugiere una resolución baja de la columna. Esto puede 

deberse al procedimiento de elución usado, o bien al tratamiento 

de la muestra, ya que las protelnas ribosomales por sus 

caracterlsticas especiales, como son su poca solubilidad en 

soluciones amortiguadoras ordinarias y su extrema basicidad, 

tienden a agruparse, lo que hace dificil su purificación (126). La 

primera de estas posibilidades queda descartada ya que se obtuvo 

una curva adecuada de calibración de pesos moleculares con el 

mismo procedimiento y en las mismas condiciones de eluci6n de la 

muestra (Fig. 5). Por tanto es posible que se requiera de algtín 
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tratamiento adicional de la muestra que permita una mejor 

resolución de las protelnas ribosomales. 

Por otra parte el patrón de elución en DEAE-celulosa y la 

medición de la actlvidad de proteína cinasa en cada una de las 

fracciones, mostró la resolución de dos picos con actividad 

enzimAtica, una antes de comenzar el gradiente de KCl y otra a una 

concentración de KCl de o.55 a 0.65M (Fig. 18). Estos resultados 

apoyan la interpretación de que en los ribosomas pudiera haber dos 

proteína cinasas o dos formas de agregación de la misma cinasa. No 

fué posible realizar una mejor identificación de ambas actividades 

debido a la recuperación tun baja que se obtuvo. 

El mecanismo molecular por el cual una protelna estructural. 

con actividad de protelna cinasa pueda fosforilar a otras 

protelnas ribosomales implicarla que los sitios de fosforilaci6n y 

el sitio activo de la enzima debieran estar en el ribosoma en una 

conformación tal que permitiera la máxima interacción de ambas 

moléculas. Esto es factible si se considera que los ribosornas por 

su funcionalidad son estructuras que muestran un grado alto de 

flexibilidad (59). Además, las propias proteínas cinasas, por ser 

ellas mismas proteínas, se pueden autofosforilar, inclusive 

intramolecularmente, como ocurre con la proteína cinasa purificada 

de la membrana plásmatica de chicharo (6). Más aún, el patr6n de 

autofosforilación in vitro de los ribosomas, mostró por lo menos 

diez bandas de prote!nas fosforiladas (Fig. 6b). En general, el 
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número de protelnas ribosomales que se fosforilan var1a de un 

sistema a otro y en este caso no puede ser tan exacto ya que 

aunque se obtuvo una buena resolución en geles unidimensionales, 

existen prote1nas rlbosomales de las dos subunidades que tienen 

pesos moleculares muy semejantes con lo que muy probablemente en 

este tipo de geles cada una de estas bandas esta formada por más 

de una prote1na, lo que no permite hacer una identificación 

definitiva. En tal caso serla conveniente tener una mejor 

resolución, alternativamente se deberá realizar un gel 

bidimensional y para obtener una mejor información de su 

localización en el ribosoma se deberá realizar la fosforilaci6n in 

vitro en las subunidades ribosomales aisladas, con lo que también 

se podrla tener información de donde se localiza la actividad de 

prote1na cinasa. No obstante, Browning (1989) en un sistema 

semejante de geles unidimensionales y de fosforilación in vitro de 

ribosornas de germen de trigo, demostró la fosforilaci6n de tres 

prote1nas ribosomales localizadas en la subunidad GOS. Dos de 

éstas prote1nas de 12.6 y de 38.1 Kd de peso molecular coinciden 

con el peso molecular de dos de las protelnas ribosomales que se 

fosforilaron en los ribosomas utilizados en este estudio. Esto 

permite sugerir que pueden tratarse de prote1nas de la subunidad 

605. Asimismo, por otros estudios realizados en nuestro 

laboratorio se ha confirmado que las prote1nas de 13.8, 16.6 y de 

38.0 Kd que se fosforilan in vivo en estos ribosomas son 

denominadas las protelnas ácidas (Briones E, comunicación 

personal) . 
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En otros estudios en el laboratorio se ha obtenido el patr6n 

de fosforilaci6n in vivo de los ribosomas de rna1z (84). Comparando 

este patrón de fosforilación con el obtenido in vitro en este 

trabajo se puede decir que las protelnas de 52.5, 42.6, 38.0, 

26.J, 22.4, 16.6 y 13.8 que se fosforilaron in vitro pudieran ser 

las mismas que se fosforilaron in vivo, mientras que ambos 

patrones difieren en que: 1) las protelnas de 34.6 y 12.6. que se 

fosforilaron in vitro no son fosforiladas in vivo, 2) la proteina 

de 30.9 (probablemente 56) que es fosforilada in vivo y cuya 

fosforilación parece estar regulada por el desarrollo 

(germinación) no es fosforilada in vi tro y 3) que in vitro no se 

muestra preferencia por la fosforilación de algunas de las 

proteinas, mientras que in vivo la fosforilación de las prote1nas 

de 30. 9, 13. 8 y 16. 6 parece estar regulada por el desarrollo. 

Estas diferencias podr lan deberse a un cambio conformacional en 

los ribosomas en el momento de la extracción que podr1a hacer mAs 

accesibles otros sitios que no son fosforilables in vivo, o bien 

bajo l~s condiciones de ensayo in vitro la actividad de prote1na 

cinasa podría mostrar un especificidad menor por algunos sustratos 

que la que muestra in vivo (3, 28). Además debe considerarse que 

otras prote1nas cinasas están presentes en el citoplasma de los 

ejes de maiz en germinación (Gampoa A, comunicación personal) las 

cuales podr1an también contribuir a la fosforilaci6n de las 

prote1nas ribosomales. 
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Los resultados de estudios cinéticos realizados con la 

fracción de KCl l. 5 M (Sb 2} dió una Km aparente para case!na 

(Fig .13) , menor que la encontrada para la prote!na cinasa de 

germen de trigo (128, 129). Sin embargo, cuando se probó en una 

preparación rná.s pura (obtenida después de Sefacril S-200) la 

especificidad de la protelna cinasa con diferentes sustratos: 

caselna, ribosomas tratados a 10° u ao 0 c por JO min (a fin de 

destruir la actividad de protelna cinasa endógena en el sustrato), 

6 protelnas ribosomales libres (obtenidas por el método de Ramjoué 

y Gordon y tratadas a ?o 0 c por 30 min), se observó preferencia por 

fosforilar a los ribosomas integrados, ya que en este caso se tuvo 

una velocidad de incorporación de 32 P superior a la obtenida con 

la caselna o las protelnas ribosomales libres (Tabla # 11). 

Resultados semejantes se han obtenido para la protelna cinasa de 

soya (39). Esta preferencia de la proteina cinasa por los 

ribosomas podrla indicar que hay una disposición estructural de 

las protelnas en el ribosoma la cual es reconocida por la protelna 

cinasa. 

cuando se probó el efecto de la concentración de magnesio en 

la actividad de protelna cinasa de ribosomas obtenidos en 

presencia de EGTA (Fig.9), se observó tanto un aumento 

considerable en la incorporación de 32P, en las mismas protelnas 

que se fosforilan como del número de protelnas fosforiladas 

(Fig.10). Dado que la estructura ribosornal es alterada por la 

presencia del agente quelante aplicado, el cual causa la 
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separación de las subunidade.s con lo que se pued~ llegar a la 

liberación de algunas protelnas (62,BO), se puede sugerir que la 

estimulaci6n observada se deba a las siguientes causas: a) que las 

proteínas-sustrato pudieran adoptar una .conformación en presencia 

de EGTA en la que se tuviera accesibilidad muy limitada a los 

sitios fosforilablcs, o bien b) que el magnesio además de ser 

requerido para formar el complejo ATP-Mg se necesite para la 

actividad enzim§tica o para la activación de la protelna cinasa y 

que esto ie permita realizar la actividad de fosforilaci6n con 

mayor eficiencia. Esto último se sugiere porque bajo las 

condiciones en las que se midió el efecto del magnesio, la 

concentración del complejo A'fP-Mg se mantuvó 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 

protelna cinasa se obtuvó en forma semipurif icada y usando caselna 

como sustrato (Fig.14), también se observó un aumento considerable 

de la actividad en presencia del cation. Aunque en este caso, dado 

a que el ensayo se realizó bajo concentraciones no constantes de 

ATP-Mg, por lo que no se puede descartar la posibilidad de que el 

efecto estimulatorio del magnesio sea debido a una mayor formaci6n 

del complejo ATP-Mg, tampoco se puede descartar la posibilidad de 

que el incremento considerable en la actividad sea debido a un 

efecto estimulatorio del magnesio sobre 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 prote1nas cinasas en plantas (Tabla I J). Entre 

ellos están el calcio, la calmodul ina y las poliaminas que han 

mostrado tener un efecto estimulatorio en la fosforilaci6n de las 

proteínas de la membrana plasmática de chícharo y de coleoptilos 

de malz, de tonoplasto de Acer pseudoplatanus, de las vesículas 

microsomales de las ralees de maíz y de las prote1nas nucleares de 

chícharo (6,24,114,119,130). Por otra parte, también se ha 

encontrado que el calcio y las poliaminas inhiben la actividad de 

las prote1nas cinasas purificadas de germen de trigo, de embriones 

de cebada y de hipocotilos de soya (64,99,101}. En este trabajo, 

cuando se usó el extracto crudo de ribosomas se encontraron ambos 

efectos (tanto est!mulatorio como inhibitorio} en la actividad de 

prote1na cinasa por poliaminas y por el 

calcio-calmodulina dependiendo del tiempo de incubación 

complejo 

(Fig.7). 

Mientras que cuando la actividad de proteína cinasa se separó de 

los ribosomas en la fracción Sb 2, las poliaminas no tuvieron un 

efecto considerable y el calcio solo o con calmodulina inhibieron 

la actividad. Asimismo, en preparaciones más purificadas (Sb 2 

pasado por Sefacril s-200} se observó solo inhibición de la 

actividad de proteína cinasa por el calcio, calcio y calmodulina, 

independiente del origen de la calmodulina que se utilizó (Tablas 

9 y 10). Este efecto inhibitorio del calcio puede ser dado en 

parte a que interfiere en la formación 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 observar todos 

estos resultados con 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 conocer con certeza como afectan la 

actividad de proteína cinasa se deberá obtener una preparación 

purificada de la enzima, ya que en las condiciones en las que se 

midió la actividad de proteína cinasa probablemente puedan existir 

otros factores que intervengan en la medición de dicha actividad. 

Uno de ellos podria ser la presenci~ de proteínas fosfatasas que 

en un momento dado pudieran contarrestar el efecto producido por 

la actividad de proteína cinasa. Esto se sugiere por que se 

encontró en este trabajo actividad de proteína fosfatasa en los 

ribosomas, como lo muestran los resultados del ensayo de proteína 

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, 

comunicación personal). En vista de que la actividad de tirosina 

protein.a fosfatasa de p ántulas de trigo puede utilizar como 

sustrato al p-nitrofenilfosfato (16), dadas las dificultades de 

utilizar un sustrato protéico fosforilado, se utilizó al 

p-nitrofenilfosfato para medir la actividad de dicha enzima 

(indicada como fosfatasa) en las fracciones Sbl y Sb2. En este 

caso se pudieron distinguir dos comportamientos un tanto 

diferentes: ambas fracciones (Sbl y Sb2) muestran inhibición de la 

actividad por ortovanadato y zinc; sin embargo, 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 concentración de inhibidores (Tabla 12). Al 

respecto, el efecto de zinc y fluoruro ha sido descrito para la 

inhibición de las protelnas fosfatasas de embriones de trigo, de 

hipocotilos de soya y de plántulas de trigo (16,65,90) y el efecto 

de molibdato y vanadato para la inhibici6n de las prote1nas 

fosfatasas de embriones y de plántulas de trigo (16,90). Además en 

forma semejante a las proteina fosfatasas de soya y de plántulas 

de trigo (16,65), la actividad del Sbl no fué afectada por calcio. 

En este último caso no se conoce si el calcio afecte la actividad 

del Sb2 porque no se realizó 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 f osf atasa se trata en base a 

los criterios establecidos en la literatura en cuanto a 

especificidad de sustratos al efecto de otros inhibidores como 

son los inhibidores I y II de rnamlferos, el ácido okadaico y las 

microcistinas (19). 
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CONCLUSIONES 

El presente trabajo muestra que existe actividad endógena de 

proteína cinasa en ribosomas de ejes embrionarios de ma1z. Esta 

actividad endógena es debida proba~lemente a una (s) prote1na (s) 

estructural{es) del ribosorna, la cual fué posible separarla de los 

mismos bajo condiciones salinas. 

La protelna cinasa endógena de ribosomas fué capaz de 

fosforilar in vitro tanto sustratos exógenos (caselna e 

histonas) como sustratos endógenos (protelnas ribosomales: 

autofosforilación), sin embargo cuando la actividad se purificó 

parcialmente mostró preferencia por usar como sustratos a los 

ribosomas integrados en vez de la caseína o a las protelnas 

ribosomales libres. 

Entre las protelnas ribosomales que son fosforiladas in vitro 

por la actividad endógena de protelna cinasa están las de 52. 5, 

42.6, 38.0, 34.5, 26.J, 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 proteinas ácidas equivalentes a 

las L7 y Ll2 de E. coli. 

Los resultados indican que es muy probable que exista una 

prote1na fosfatasa en los ribosomas de ejes embrionarios de maíz. 

Esta actividad es inhibida por ortovanadato y zinc. 
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Finalmente, hasta el momento no es posible definir el 

significado funcional de la actividad de prote1na cinasa y de 

prote1na fosfatasa encontradas en ribosomas de ejes embrionarios 

de ma1z. Sin embargo, podr1a postularse que tal vez sean 

relevantes en el proceso de traducción. 
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SUGERENCIAS PARA TRABAJOS FUTUROS 

Para conocer si la actividad de proteina cinasa de ribosomas 

es debida a una o más prote!nas ribosomales as1 corno sus 

caracteristicas cinéticas, se deberá de obtener una preparación de 

' la enzima con un grado mayor de purificación, para l? cual se 

sugiere realizar tratamientos adicionales a la muestra o en el 

procedimiento de eluci6n, que permitan una mejor resolución de las 

proteinas ribosomales. 

Por otra parte, para definir el tipo de proteína fosfatasa 

presente en los ribosomas se sugiere medir dicha actividad usando 

sustratos más adecuados (proteínas fosforiladas) asi como 

inhibidores más especificas de la actividad de prote1nas 

fosfatasas. 
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