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RESUMEN

En el prraesente trabajo se pfesenta un estudio sobre el

mecanismo de accidn de las auxinas, usando comno modelo la

desdiferenciacién celular de ejes embrionarios de maiz en los que

las auxinas inducen la formacis$n de callos.

Al estudiar el efecto de la auxina sintestica MCPP (acido.

oroFfonottiorentAnSan)y ~ nSyrsY maloc o, p

este sistema responde a las auxinas de manera similar a lo descrito

por otros autores en otros tejidos: alterando los patrones de

rroteinas sintetizadas en el citoplasma. EJ) MCPP Presentd tambien
un efecto postranscripcional, consistente en el estimulo de la
fosferilacisn de protefinas celulares. Se encontrd que este efecto

es sdlamente cuantitativo, vya gque incrementa la fosforilacion de

las proteinas normalmente fosforiladas en el

tejido Vcontrol, sin
cambiar sensil;lemente el patrdn general de fosfoprotei nas. En 1la
fraccidn ribosomal se encontrd que las auxinas estimulan
fuérteruente la fo'_sforilacic"n A de las pProtei nas ribosomales

({aproximadamente 70%). Este efecto no es generél Ppara todas las

proteinas ribosomales, ya gque séSlo unas cuantas se encontraron

marcadas. El estudlo cingtico de la fosforilacisn de las piroteinas

ribosomales por la accisn de las auxinas parcecce indicar qQue

aceleran el recambilo de las proteinas fosforiladas y/o un Proceso

de intercambio activo de las proteinas fosforiladas en &l ribosoma

con sus homdlogas desfosforiladas. Por otra parte, se encontrsd que

la auxina sintética parece tener un efecto cualitativamente

diferente del de la auxina nativa en la fosforilacion de las

proteinas ribosomales. E1 efecto funcional de 1la fosforilacisn de

los riboscmes oo preo Ao manificete &n un cicztoema do tradeccoliso T



vitro. Se encontrsd que los ribosomas control tienen diferente Km

para el mensajero sintético poli-U, que los ribosomas de tejidos
tratados con auxinas.
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I .INTRODUCCION
Las auxinas son un grupo de reguladoresA del crecimiento
vegetal que tienen diversos efectos en el crecimiento y desarroiiawm
de las rlantas tales como elongacisn, morfogénesis, divisidén

celular, diferenciacién celular, etc. La auxina natural es el aAcido

indol-3—-ac&stico (ATA)Y (1) .

A nivel molecular varios grupos de

investigadores han
cncontrods, on Qistinvteos oictomeo Qe las Aavxines a2lteran Jo=s
patrones de las protefinas sintetizadas y se ha observado que ay

algunas (denominadas reguladas por auxinas) gue se estimulan, en

tanto que otras se inhiben en Presencia de dicho fitorregulador

(2,3). .
El desarrollo de sistemas de traduccidn in vitro rara ARN

nmensajeros, asi como el anadlisis de las proteinas traducidas por

medio de electroforesis bidimensional v la tecnologia del ADN

recombinante, han permitido establecer gue la accidén de las auxinas

a tiempos cortos se relaciona con los Procesos transcripcional ¥

pPostranscripcional. Recientemente han aparecido dos revisiones

criticas de la bibliografia acerca de la regulacién de la expresisn

genética por auxinas que han hecho resurgir la hipotesis de la

expresidn gendtica propuesta en la década de los 60°'s (4.5).

En el presente trabajo se ha usado como sistema bioldégico de

estudio a los ejes embrionarios de maiz en germinacién. Los tejidos

de los ejes embrionarios de maiz tienen un metabolismo basal may

baio. v al colocarse en un nedio con humedad v temperatura

adecuadas, inician una serie de procesos bioquimicos qQue dan origen

al desarrollo de la pliantula. La aplicacisn exdgena de auxina a

este sistema da por resultado una serie de cambios moleculares que

conducen ifinaluwente a la formacidin & un callo, en Jugar de la



plantula (6).

Estudios previos en nuestro laboratorio mostraron que este

sistema posee protei nas de auxinas, en el
sobrenadante postribosomal. Entre estas pProteinas se esperaria
encontrar al receptor auxinico. La KD que s& encontrd para la unidén

de esta fraccidén proteica al (**C]-2,4-D fue de 1 x 10°°

™, valor
que estid en el rango reportado para otros receétores de

auxinas
7.8 . Animicmo oo oncontrEd ause fad nivel moloeoultor c=to cictexma
responde a las auxinas de manera similar a la descrita porxr otros

autores, es decir, alterando los patrones de proteinas sintetizadas
en el citoplasma.

Con base en lo anterior surgié la pregunta é A través de cual

mecanismo pueden las auxinas regular tantos procesos fisioldgicos y

producir tantos cambios en las pProtefnas sintetizadas como

respuesta a su estimulo?.

En organismos animales, muchas hormonas ejercen su accidén

mediante la fosforilacidn-desfosforilacisn de protefinas funcionales
(9,10).

En plantas se ha sugerido gue los fitorreguladores

rueden
actuar de manera similar y existen reportes previos de que algunas
proteinas se fosforilan en respuesta a la accidén de las auxinas

{(11). Como una primera aproximacidon se pensd en la posibilidad de
que la alteracidén de los patrones de Proteinas sintetizadas en
Presencia de auxinas se debiera a cambios en la fosforilacién de

ellas, lo que llevaria a un cambio en su carga y

consecuentemente

en su movilidad electrofor<etica. Para probar esta posibilidad se
incubaron ejes embrionarios de mal =z con [aZP]-ortofosfato en
ausencia y presencia de MCPP (auxina sintetica, analoga del 2,4-D),

Y se separd la fraccidén de proteinas del sobrenadante postribosomal

de la fraccisn ribocomal. pO% X and Lisis de las

protefi nas dcl

alta afinidad por ‘el



sobrenadante postribosomal mediante cromatografia de filtracidn en

gel y electroforesis, reveld que el efecto del ° MCPP en esta

fraccién de ejes  de maiz es principalmente cuantitativo v de

ninguna manera podria explicar todas las alteraciones observadas en

los patrones de protefinas sintetizadas. Es de llamar la atencion

gque al analizar la fraccidn ribosomal en estos experimentos sea

encontrdé que el MCPP estimulaba en mayor Proporcién la

FfosforsIrniian da dizshs fracoisn
Con base en los resultados arriba mencionados s propone &l

modelo de accidén de las auxinas en ejes embrionarios de maiz que a

continuacién se describe-(Fig. A) .
Hipétesis de trabajo.

Las auxinas interactGan a traves de un receptor con la

cromatina de las celulas de los tejidos embrionarios de las

Ssemillas de maiz=, induciendo la transcripcisn de algunos ARN

mensajeros. Entre dichos mensajeros se encuentran los de algunas

proteinas ribosomales y/o €l de alguna (s) cinasa (s) de proteinas

ribosomales. En consecuencia, se obtendrian ribosomas fosforilados.

los cuales provocarian las siguientes consecuencias:

a) Modificacidén de la eficiencia v/o selectividad de los

ribosomas en la tiraduccidn de los ARN mensajeros.

b) Produccién de alteraciones en los patrones de proteinas

sintetizadas.

c) Se desencadenaria un mecanismo en cascada, debido a Jos

cambios funcionales causados por la modulacidn de las proteinas

{enzimas, receptores, etc.) (Fig. A).

Objetivos: .
La hipstesis, al igual que el modelo, son muy amplios %
permiten ul STan ndmero dco aproximaciocnes cxperinentalc:s. Sin
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Figura A. Modelo del mecanismo de accisén de auxinas.



embargo, en este estudio nos concretamos a abordar algunos

objetivos dentro de dicho modelo:

1) Analizar el efecto de las auxinas en la fosforilacién .de

Protei nas durante la germinacién de maiz.

2) Analizar las proteinas ribosomales fosforiladas normalmente

durante la germinacidén de maiz.

3) Analizar las proteinas ribosomales fosforiladas por efecto
A zuvxrirss (notuvral} o eintAarias) Avrento 1o ogerminzcicon de ez,

4) Estudiar si la fosforilacidén de las proteinas ribosomales
(ribosomas fosforilados) esta asociada a cambios en la eficiencia

de traduccidn de =estos ribosomas de un mensajero sintético.

5) Estudiar si 1aAfosforilacion de las Proteinas ribosomales

(ribosomas fosforilados) esta asociada con un’ cambio en la

fidelidad de traduccidén de estos ribosomas.

Disefo Experimental.

Se trabajd con malz (Zea mays L..) variedad Chalqueiio cosecha

1986 obtenido en PRONASE. Se usaron ejes embrionarios disectados de

semillas de maiz, sin incubar e incubados durante 24 h en medio

Murashige y Skoog (MS) con y sin auxinas. Las auxinas estudiadas
fueron: el acido Z—-[2-metil-4—cloroferoxilpropidnico (MCPP), auxina

sintética amadlogo del 2X2,4-D, cuyo efecto se comparardée con el del

Acido indol-3-acético (AIA) que es la auxina natural.

Para deté€rminar si las auxinas incrementan la fosforilacién de

pProteinas, los ejes embrionarios de maiz se imbibieron en medio ™MS

basal (control) o medio MS con auxina (MCPP o ATIA) en presencia de

[gzP]—ortofosfato. Se separs la fraccidn ribosomal de la fraccion

Ppostribosomal de cada tratamiento y se midids la incorporacisén de

a3z P -
P en las protefnas de ambas fracciones.

Para anali=zar lacs proteinas | ribosomales fosforiladas s



purificaron y se obtuvo el patrdn electroforéetico

Mediante fluorografias se localizaron las protsinas

cada uno de los tratamientos anteriores.

-Para determinar la eficiencia de los ribosomas

la cinética de traduccidén en uvun sistema de sintesis

xribosomas de cada uno de los tratamientos anteriores y se

bidimensional.

fosforiladas en

se aislaron los
estudid

de proteinas in

witro, usando como ARN mensajero un mensaje sintético, el poli-U.

h

Iz Tidelilda

L

frecuencia de error de dichos ribosomas, mediante la

co 1o tredueccicn

bl o midis 1o

incorporacién

errdnea de fAC]—leucina en un sistema de sintesis de proteinas in

witre, usando como ARN ménsajero el mensaje sintético peli-U.
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LI . ANTECEDENTES .
IXT.1.Fitorreguladores.

IX.1.1.Pefinicidn y clasificacidn.

A pesar de su complejidad, una c£lula viva funciona con orden

v eficiencia. Esta capacidad para coordinar un gran namero de

actividades se basa en un elaborado sistema de comunicacidn que

rermite la supervivencia de la celula en un medio ambiente

Qindmico. En un organisme pluricelular la comunicacidn es asn nas

compleja, ya gue cada c&lula ademas de coordinar sus propias

actividades debe actuar concertadamente con las cé&lulas vecinas

durante el crecimiento y desarrollo del organismo, asi como en las

respuestas-a estimulos. del medio ambiente (122)

En  las plantas superiores, las c<lulas son capaces de

interactuar de diversas formas. Existen interacciones fisicas

mediadas por la presidén de turgencia o por sefiales el<sctricas. Sin

embargo, las interacciones mas conocidas son las mediadas por

mensajeros quimicos. Entre los comnpuestos intercambiados se ha

distinguido un grupo de moléculas organicas, activas en pequelias

cantidades y gue coordinan el crecimiento v desarrollo de las

plantas. Dichos compuestos se denominaron inicialmente hormonas

vegetales o fitohormonas (13).

\
t

-
&

Loz cstudiovs que llcovaron al conicopto ao fitohormonas v

qQque culminaron en el aislamiento de la primera fitohormona de una

o
planta superior en 1926 se remontan al siglo XVIIT. En la

lJiteratura de este campo estos compuestos se han definido en

téerminos de su actividad bioldédgica: asi, una hormona vegetal es

aquella sustancia organica distinta a un nutrimento (sustancia que

aporta carbono, energia o elementos minerales esenciales), activa

en pequeiias concentraciones (a menudo menores a i wub), que se forma



N

en ciertos tejidos y gque se transporta a otras partes de la planta.
En general, las hormonas vegetales son activas en'el tejido que se
sintetizan y a distancia, en donde producen respuestas bioquimic"a_s_um -
yv/0o morfoldgicas especi ficas (13). En muchos casos wvarias hormonas
distintas comparten una respuesta comin. Debido a las diferencias
anteriores con las hormonas animales, en affios recientes s ha
preferido usar el térﬁino reguladores del crecimiento vegetal o
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estos coﬁpuestos.

Se conocen cinco grupos de fitorreguladores que controlan el
crecimiento y desarrollo de las plantas: auxinas, giberelinas,
citocininas’, etileno y.acido abscisico: Esta _clasificacién esta_
basada en la naturaleza quimica, asi como en los efectos
fisioldgicos con los cuales se asociaron originalmente estos
compuestos (13).

La auxina natural es el Adcido indol-=2-acético (AIA), aungue se
conoce un gran numero de compuestos sinteticos gue tambi<n poseen

actividad auxinica, por ejemplo: derivados del acido indol-acético,

-

cidos fenoxiacsticos, Acidos arilaceticos, adcidos

arilcarboxi licos, Acidos naftoxiac<ticos, Aacidos picolinicos,

N

cidos cinamicos, etc. (1) (Figura B) .

II.1.2 Efectos de las auxinas.

La aplicacidén exdgena de fitorreguladores a los tejidos
vegefales es uno de los metodos mAs comunes en la investigacidn de
15 accién de estas sustancias. Esta estrategia esta basada en la
idea de gque se puede reemplazar la auxina endogena por auxina
exégena. de la cual se pueden controlar sus niveles v medir el
efecto éroducido (14) .

Un proslcouwa que se presenta en <3 estudio de los efectous de
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"los fitoreguladores es que no existe una

separacisén
entre la(s) celula(s) productora(s)

definitiva

Yy la(s) c£lula(s) "blanco*.

Otra dificultad es qQue.cada c$lula contiene representantes de todos

los fitorreguladores conocidos v estos

compuestos interactduan
consigo ¥y con el regulador exdgeno, de manera distinta dependiendo
de sus niveles y del estadijio fisjolsgico en que se encuentre. A
pesar de estas dificultades, la aplicacidén exdgena de
Fitorreguladeres = tejlides wvezetles 2 unz herramiernts roderccoca on
la investigacidn de la accidn de estos compuestos Y su utilizacidén

ha permitido avances notables.

Las auxinas tienen efectos muy diversos cuando =se aplican a
Plantas intactés, Srganos aislados y cflulas vegetales en cultivo
(15) . Entre los efectos fisioldgicos de las auxinas, estos
compuestos regulan: la elongacién del tallo, el crecimiento. de 1la
raiz, la abscisién de hojas y frutos, el crecimiento de frutos,

el
crecimiento de yvyemas laterales ,etc. (1), A nivel celular la
aplicacidon de auxinas exdsgenas es capaz de inducir elongacidsn
ceiular (1.14.16,17.18). la idivisién' (1,14,16,17,19) v la
diferenciacidén celular (1,14,16,20,21,22). Con base en lo anterior
se sugiere gue el acido indol-3-acético (la auxina natural), regula

normalmente procesos del crecimiento y desarrollo de las Prlantas,
que incluyen la elongacisn, la division v la diferenciacién
celular.

En general los efectos de las auxinas se dividen en dos
categorias principales en funcidén del tiempo de respuesta: las
respuestas rapidas a auxina,

como la elongacidén celular (que «s una

de las mas rapidas qQue se conocen), con un periodo latente de 10-2S
minutos (23) v las respuestas de largo-plazo, tales como la
divisiin celular ¥y la diferenciacid:: celular con periodos loteontes



de horas, e incluso dias (24).

IX.2 Mecanismo vy modo de accicdn de las auxinas.

Para determinar como actdan los fitorreguladores en 155
células vegetales, cspecialmente cuando hay tal diversidad de
respuestas, es esencial distinguir entre el mecanismo de accidn
primario, que se refiere a la(s) reaccidéni(es) inicial(es)
disparadora(s) de las.respuestas observadas y @l modo de accisn que
c=ta melociosnadce con I oonio do Docoos Quo conducon o lax
respuestas fisioldgicas (13).

Al estudiar el mecanismo de accidn de los fitorreguladores
surgen varias preguntas gue es necesario resolver como son:

—dCuidl’ ess la natufaleza del (de loé) comnponente(s) celular(es)
que percibe(n) al fitorregulador? .

—éCual es ia contribucidn del estado fisioldgico de las
c2lulas blanco en la respuesta al fitorregulador?

fLés diversas respuestas observadas al aplicar el
fitorregulador é Revelan uno o varios mecanismos de accién?.

Respecto a esta dltima pregunta, existe una .corriente que
propone gue aunque es dificil formular un solo mecanismo de accisd$n

aplicable a todas las situaciones, es posible gque una sola reaccidn

"maestrat fuera responsable de disparar las distintas acciones que

producirsi an las distintas respuestas, dependiendo del estado
genético Yy metabdlico de 1l1la c&lula “*blanco®(14) . Otra corriente
sugiére que las distintas respucestas dependen de diversas
interacciones primarias del fitorregulador con las c<lulas

(distintos mecanismos de accidn) (14) .
Tratando de dar respuesta a las preguntas anteriores y con el
fin de conocer el mecanismo de accidn de las auxinas, se han

seguido diciintas aproximacionos expurimentales ontro Ia= gu sSe
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i
encuentrans:

—El aislamiento y caracterizacidén de los receptores de auxinas

en los tejidos de respuesta.

—El estudio del efecto de las auxinas en la regulacidén

de la
expresion genética en los tejidos de respuesta.

—-ELl estudio de la cinstica de las respuestas al
fitorregulador.

Lz rarpideozs 4c Mo respuscohto Ao calulear= 2 avwines ha

hecho gue 1la mayérla de los estudios sobre su mecanismo de accidn
se enfoquen a este efecto, mientras qQue otras respuestas tales como
la divisisn o diferenciacién celular han recibido mucha menor
atencidn. ’

Para explicar las bases moleculares de la elongacisén celular

inducida por auxinas se han propuesto dos hipotesis aparentemente

incompatibles, que generaron grandes controversias y que dirigieron

la investigacidén en este campo por un periodo muy pProlongado
(25,26) .

~La hipotesis de la expresisn gen£tica, propuesta Por Rey v
colaboradores, sostenia gque las auxXinas actdan en alguan punto de la

transcripcién y/o traduccién regulando la sintesis de polip<eptidos

necesarios en el proceso del crecimiento (27). Esta hipSdtesis fue
ampliamente aceptada en la decada de los 60°'s ya que se& reportafon
diversas evidencias que la apoyaban. ' Entre estas evidencias se
encuentran los estudios de elongacidon celular en qQue la remocisn de
la auxina enddgena detenia la elongacisn vy la adicidn de auxina
exsgena la restituia. Sin embargo, si junto con la auxina exsgena

se adicionabha un inhibidor de la transcripcicsn o de. la

traduccisn,
como por ejemplo la actinomicina D o 1la cicloheximida, la auxina
era incapaz Jde inducir la clongacis:: (28,29). Otras evidencios que
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apoyan esta hipdtesis son la mayor incorporacidén de precursores
radiactivos en el RNA y 1las pProteif nas en tejidos tratados con

auxinas (30,31,32,33,34).

‘fn'19ég Evans y Ray reportaron resulfados que rebatian la
hipstesis de la expresidn . genética. Estos investigadores
presentaron una técnica gque les permitia medir minuto a minuto l1a
elongacidn de coleoptilos en respuesta a las auxinas. Los
rasnltrsrd~e indicaoban v perindos de adantacisn A= orroxirmndomento
10-15 minutos antes de que la respuesta fuera medible. Estos
autéres argumentaban que é&ste era un periodo sumamente coxrto para
permitir la regulacisn con base en 1la expresisdén genztica (26%.
. For otra parte, las técnicas disponibles en ese tiempo no
rermiti an detectar Eambios en las

especi ficos en respuesta a las auxinas,

protei nas o losRNA mensajeros

a tiempos que fueran Jo
suficientecmente cortos para inducir la elongacicn cetular. Ademas,
existian mdltiples criticas respecto a la interprctacidn de los
resultados de lo=s experimentos con inhibidores de la transcripcisn
v de la traduccisn. Esto sobre la base de que

posibilidad de que la inhibicidn

quedaba la

de la celongacidsn inducida por
auxinas, causada por estos compuestos, sSse debiera a otros eventos

no relacionados directamente con la accidn auxinica.

—~Hipdtesis del “crecimiento acido. Esta hipdtesis fue

propuesta en los inicios de la década de los 70’ s por Hager v

Cleland (26,35) ,quienes sostenian que la elongacidn celular en
respuesta a las auxinas se iniciaba por la secrecisn de Prrotones

inducida por 2llas. Entre las evidencias gue apoyan esta hipdstesis

tenemos: a) la induccecidn de la elongacidn celular por auxinas en el

tejido '""blanco' puede ser sustit_uida por protones exdgenos (36), b)
el uso de amnrtiguadores con pH rRayor a 6 on < medio wxternc
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inhibe la elongacidén celular inducida por auxinas, c) en algunos
sistemas (chicharo, maiz, avena), se ha podido demostrar que las
auxinas inducen la acidificacildn del medio extracelular (23.3§3i

Esta hipdtesis hizo que los experimentos se enfocaran a estudios

del efecto do las auxinas en la membrana y la pared celular. Sin

embargo, hasta la fecha no se ha logrado caracterizar una ATPasa de

protones regulada por auxinas, ni se conocen exactamente los

mecaonicmes moloouvlarces ouc oo (945 It ol acidificarce [=2 ] moedic

extracelular se induzca la elongacidn de la celula.
Posteriormente Vanderhoef (25,26) integrs ambas hipstesis en
una sola .que pudiera explicar la cin=tica bifasica en el

crecimiento que a menudo se obtiene. Esta hipdtesis sugiere qQue la

elongacidn celular inducida por las auxinas involucra dos fases:

una respuasta rapida gue resulta simplemente de la secrecidn de

Protones y una fase posterior (necesaria para un crecimiento

sostenido) que esta mediada por da regulacisn de la expresisn

gengtica.

En lo=s dGltimos siete affos Ta regulacidén de la expresion

genédtica por las auxinas ha cobrado nuevo auge, debido sobre todo a
la disponibilidad de las nuevas técnicas de biologia molecular gue
han permitido demositrar la participacidn de las auxinas en este
Proceso (4,5).

II.2.1 Regulacidn de la sintesis de proteinas por las auxinas.

La busqgueda de cambios especificos en las protelinas

sintetizadas en un tejido en respuesta a las auxinas se ha

enfrentado a la carencia de técnicas analiticas sensibles

que
permitan resolver mezclas complejas de proteinas (4,5) . A
continuacién se revisaran los resultados  obtenidos en diversos

tajidos -



—Tejidos en elongacion.

Entre los primeros intentos por demostrar "que las auxinas

alteran el patrén de proteinas sintetizadas se encuentra el trabaijo

de Patterson y Trewavas (33), en secciones etioladas de epicotilous
de chicharo. En este trabajo las secciones de epicotilo control

se&
3 - : <
marcaron con [CHl-aminoicidos,

en tanto que las secciones tratadas

con auxinas se marcaron

con [1‘Cl—aminoécidos- Los productos
marcados so . extraljeron. se mezclaron. se fraccionaron en una
columna de Sephadex G-100 y se determind la relacién.“C/SH en las
fracciones de la columna. A pesar de las limitaciones en la
resolucidén de la técnica, el cambio en la relacidn **c/’u a través
de las fracciones de la columna sugiri® que las auxinas alteraban

el patrdn global de sintesis de proteinas en un periodo de 2 horas

prosteriores a su aplicacién a secciones de epicotilos de chicharo.

Bates y Cleland (38) usaron una t<enica de doble marcaje
similar a la de Patferson v Trewavas para analizar el efecto del

tratamiento con auxinas (AJA) en coleoptilos de avena, solo Que en

este caso. las proteinas se resolvieron por electroforesis en gcles

de poliacrilamida de baja densidad y los geles secos se cortaron en

rebanadas. En los resultados no se pudieron detectar diferencias en

la relacidén 1‘c/9H- Sin embargo sea considera que 12 resolucin
alcanzada al separar el gel en rebanadas es muy pobre v pudiera

suceder que exista mas de un polip#ptido Ppor fraccidén, lo cual

enmascara o disminuye la deteccidn de cualguier cambio especi fico.

Zurfliluh y Guilfoyle (2,39) analizaron el efecto de 2,4—D en

secciones de hipocotilos de soya en elongacidén. En sus experimentos
se marcan los hipocotilos con £°®*S]l-metionina y separaron los
productos marcados por electroenfogue en la primera dimensidén y por
electroforesis en sgeles con sSpS en la segunda dimensidén. Esta
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metodologia les permitidé aumentar la resolucisdsn de las Protei nas.

Los resultados indican que l1a mayoria de l1la marca (aproximadamente

707%) se& incorpora en las proteinas sihtetizadas en los extremos de

los hipocotilos (1 mm de las secciones de 1.2 cm), lo cual puede

enmascarar los cambios inducidos por auxinas. Si se remueven los

extremos antes de analizar las protef nas, se encuentra que las

auxinas producen cambios en las protei nas sintetizadas, los mas

AQraciaticen = obscervan cn dos polipsptides Qe 200 vy 40

(r]

nQ

de peso molecular.

Schuster v Davies (3) analizaron = los polipéptidos de

epicotilos de chicharo tratados y sin tratar con auxinas mediante

electroforesis en geles de poliacrilamida y tincidén con plata. LoSs

resultados muestran algunos cambios en los Patrones de protef nas

despues de 15 horas de tratamiento.

A pesar del aumento en la resolucidn que da la electroforesis

- bidimensional, sigue siendo dificil detectar cambios en las

protefi nas sintetizadas en respuesta a auxinas, debido a que con el

marcaje radiactivo se necesitan dar tratamientos largos (minimo de

una hora)para gue se alcance la radiactividad especifica suficiente

que pueda ser detectada. Por esta razsdén no se pueden detectar

respuesitas rapidas (de 10 a 20 minutos de tratamiento con auxinas)

gue corresponderian a la fase inicial de la elongacidn. Ademas al

érabajar con tejidos aislados gran parte de la marca se Ppucde

incorporar en proteinas que se sintetizan en respuesta a la herida
v no a las auxinas, lo cual enmascara los resultados.

—Tejido maduro. -

Zurfluh y Guilfoyle (2,39) analizaron tambisn el efecto de

auxinas en la sintesis de proteinas de secciones de hipocotilos que

no elongan. Los resultados indican cambios misS dramaticcs b4
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distintos en estas secciones que en las que elongan. Algunas
protefnas se estimulan en tanto que otras se reprimen.

—~Explantes de tub<rculos.

Melanson y Trewavas (11) estudiaron explantes de alcachofa que
reguieren de auxinas en el medio de cultivo para la induccidn de 1la

sintesis de DNA y la divisidén celular. Al analizar las protei nas

as . - - -
marcadas con [ Sl-metionina de nucleos encontraron que las auxinas

Snducen o zsoumulocsisan 22 olzunss =rctoinzco noc cualeo
horas despues de su aplicacidn. A las is horas se observan
alteraciones en 20 proteinas y de las 18 a las 21 horas se inducen

40 proteinas. Entre las proteinas mas prominentes se encuentra una

de 110 000 daltones. En el citoplasma ca=si no se detectaron

cambios. Estos resultados sugieren que las alteraciones producidas

en las proteinas nucleares pueden estar involucradas en la sintesis

de DNA y la divisién celular.

IT.2.2 Regulacidn de los niveles de RNA mensajeros por auxinas

II.2.2.1 Estudios en sistemas de sintesis de rroteif nas in

witro.

Como ya se indicd anteriormente, existen diversos problemas

que impiden hacer experimentos de marcaje itn vive para analizar las

respuestas rapidas a auxinas (entre i0 y 20 minutos), por lo que se

han intentado otras aproximaciones al estudio de las respuestas

primarias de las auxinas. Entre éstas se encuentra la traduccidén in-
vwitro de los RNA mensajeros de tejidos tratados con auxinas. La

limitante de este sistema es la fidelidad con que se obtengan los

productos de traduccisn T vitro comparados con los gue se

P
sintetizan in vive. La cantidad de radiactividad incorporada en un

producto de traduccidn in wvitro muestra generalmente una fuerte

correlacisn cocn la abundancia de esce RNA mensajerc particular {(4).
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~Secciones de tejidos en elongacidn.
Los estudios de traduceidén in ‘vwvitro se han efectuado
generalmente con RNA poli—A+ v loé productos formados se han
analizado mediante electroforesis en geles de poliacrilamida.

En hipocotilos etiolados de soya se encontrd que el 2,4—-D

incrementa en un lapso de 1 a 3 horas de tratamiento los niveles de

los RNA mensajeros de 10 productos de traduccidén (peso molecular de

25 4 350 kdalitonesl . L1 cuclizoar o sc

gue
pProduce las mismas alteraciones. En tiempos menores de incubacidn

(15 minutos) las auxinas sélo modifican uno de los Ppéeptidos

mencionados anteriormente (39.40) .

En secciones de epicotilos de chicharo Theologis v Ray

encontraron que el AIA modifica varios productos de traduccidn in

vitro en el rango de 20 & 40 kdaltones, al menos tres de los cusles

se alteran despues de 20 minutos de tratamiento. A tiempos mayores

de tratamiento aumentan los productos de traduccidn

modificados
(41 ,42)
En secciones de coleoptilos de maiz se han detectado cambios
despues de 10 minutos de la aplicacidén de auxinés (43).
En general, los polipéptidos nodificados en respuesta ' a
auxinas

tienen un peso molecular entre 20 y 40 kdaltones . No se

sabe si no se han detectado polipéptidos mayores porque no se
modifiguen o porgque se traducen con menor eficiencia en un sistema -
itn vitro. La cingtica de las

alteraciones observadas por este

méetodo es lo suficientemente rapida para participar en la respuesta

primaria, sin embargo, para poder asegurarlo se requieren mas

-,

como evidencia

evidencias. Por otra parte Theologis y Ray discuten

en contra de que estas alteraciones participan en la respuesta, el
hecho de&e que la abundancia de los productos modificados es muy waja
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(41 ,42) .
—Secciones deé tejidos qQue no elongan.

. Zurfluh y Guilfoyle han encontrado que los productos de

traducciédn modificados por la accidén de auvxinas en secciones que no

elongan, difieren a los detectados en secciones en elongacicn, en

tanto qgque otros son comunes lo cual sugiere un sitio de accisn

comtin en ambos sistemas (44).

Debido a que el tratamiento con concentraciores ~ltas A

auxinas puede inducir la sintesis de etileno (45, 46) ., se ha

sugerido gque algunas de las alteraciones podi an atribuirse a un

efecto secundario de éste. Para determinar si el @ etileno

participaba en la respuesta, Zurfluh v Guilfoyle analizaron Jos

productos de traduccidén de teijidos tratados con un pPrecursor de

etileno, encontrando gque efectivamente algunos productos eran los

mismos que se inducen por la aplicacion de 2,4—-D (44).

Sin embargo,
existen otros productos de traduccisn que responden especi ficamente

a 2,4-D (40).
Tanmbien en hipocotilos de soya, Baulcombe &t «l! han analizado

los productos de traducciédn inducidos por 2Z,4-D pero a tiempos mas

largos, por lo que es dificil definir si alguno de estos cambios

corresponde a los encontrados por Zurfluh v Guilfoyle a tiempos

cortos (30,47).

"En células de cultivo de tejidos de soya vy chicharo Bevan y

Northcote también han detectado modificaciones en los productos de

traduccisn.de RNA mensajeros, de c<¢lulas en las que se eliminaron

las auxinas d=l1l medio de cultivo ¥ se estudis el efecto de la

readicion de este fitorregulador. Los péptidos modificados tienen

un peso molecular gque va de 15 a 65 kdaltones y estos autores los

relacionan con la respuesta de divisisn celular observada en estas
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células despues de 24-36 horas de la readicidén (48).

If.2.2.2 Clonacidn de los RNA mensajeros regulados Ppor

auxinas.

Otra aproximacisn al estudio de la regulacidn de los RNA

mensajeros por accidén de las auxinas ha sido 1la obtencidén de DNA

complementarios a los mensajeros regulados usando la tecnoclogfa del

DNA recombinante (4).

ctZntoos STupcs dc Invemt oo hen wtili=ado ocsto
metodologia para caracterizar los RNA mensajeros sensibles a la
accidén de las auxinas (49-51). Los resultados se resumen en la

tabla 1 e indican la existencia de RNA mensajeros inducidos b4

reprimidos por auxinas a tiempos muy cortos (4.,5).

Algunos de estos RNA mensajeros sensibles a “auxinas se han
traducido in vitro y se ha obserwvado

que las proteinas producidas

corresponden a las reportadas previamente por otras téecnicas con

pesos moleculares entre 25 y 35S kba (5S).

Entre las caracteristicas de estos RNA mensajeros se

encuentran que los mensajeros inducidos representan

0.01L Z vy

del 0.001 al
los reprimidos representan del 0.2 al 1 % del RNA poli—A’
total en los tejidos intactos.

Los primeros se inducen rapidamente

(10 a 30 minutos) incrementandose de 2 a 50 veces, mientras qque los

tltimos Adisminuyen de 9 a 66 veces despuss- - de 4

h de tratamiento
. (50).

La regulacién de los niveles de RNA mensajeros por auxinas no

puedé atribuirse a una respuesta a herida ya que la aplicacidén de

2,4-D a tejidos intactos produce el mismo efecto (50). Al comparar

las clonas de cDNAs descritas por Wwalker & Key (49) con las
descritas pror Hagen et al (50) no se encontrsd homologia: sin
embargo, no se sabe si son o no homélogas con las descritas por

Theologis ¢t al en chicharo (51).
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Caracteristicas de los RNA mensajeros regulados por auxinas.

Tabla 1

‘19

Veces de

charo +/-—
auxinas.

Clona Tejido Tamafio Tamafio Fuente Nivel de Tiempo
cDNA (Ref) del cDNA del RNA del RNA expresién aumento o minimo
inserto {nucled—- poli-A. en tejido disminu-— de res-
(Kb) tidos) intacto nucién con puesta
(% RRNA auxinas
pPoli-A
) total)
P 3 Hipoco-— 0.43 1000 Hipocoti-— 1.0 66 ¥ 4 h
P 9 tilos de 0.33 350 los de soya 0.9 o 4. "
P 12 soya (47) O_.42 750 Intactos /- c.2 20 b
i : auxina. .
TpJCW 1 °* 0.74 1100 Explantes de 0.01 5 T(6 h) 30 mir
pPICW 2 - 0.72 1000 hipocotilos «cO0.01 8 T(6 h) 15 mir
. (49) de soya +/-—
auxinas.
PGH 1 o 1_.20 1700 Hipocotilos <0.01 2 T(4 h) 30 mir
- pGH 2 b 0.20 1000 de soya in-— <0.01 7 T . 40 i
PGH 3 b 1.30 2400 tactos +/- 0.001 30 T B 30 b
PGH 4 o 0.30 1100 auxinas. 0.01 3 * °* 30 i
{(S0) ’
PIAA4/S Epicoti-— 0.70 950 Explantes 0.01 50 T(2 h) 10-1S
los de chi de epicoti-— ’ ’ min
PIAA 6 charo — o0.72 850 los de chi-— 0.01 s0 T . b

Tomado de Guilfoyle,T (5)-
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Respecto a la correlacisén existente entre los

auxina enddSgena v la regulacisn de los niveles de los RNA

niveles de

vya que mientras gue los
mensajeros reprimidos por auxinas encontrados por

mensajeros no hay resultados concluyentes,

Baulcombe v Key

(52) muestran una correlacién positiva con los niveles de auxinas
(mayor concentracidén de auxina mayor represién) otros mensajes

muestran correlacidén negativa (49).

lL.a porticipacisn de 1= reculacisn do los niveles (o1 RNA
mensajeros Ppor auxinas en 1la respuesta pPrimaria a estos
fitorreguladores se ha juzgado siguiendo criterios tales como la
rapidez=z qe.la respuesta,

la especificidad de la respuesta, etc.

Los estudios de la cinégtica de acumulacidén o disminucidén de

los niveles de los RNA mensajeros regulados por auxinas indican que

dicha regulacién se observa desde los 10-15 minutos e incluso S

minutos posteriores al tratamiento (53). Estas respuestas son mas

rapidas gue la induccidn por giberelinas de alfa-amilasa en células

de aleurona y comparables a las respuestas mas rapidas de induccidn

de RNA mensajeros en animales (54,55,56).

Los resultados de regulacidén en los niveles de RNA mensajeros
por auxinas pueden deberse a una regulacidsn transcripcional, a
regulacidén en el procesamiento post-—transcripcional o bien a una

estabilizacidén v/0 degradacidn selectivas de algunos RNA
mensajeros. Para poder discernir entre estas opciones es necesario
desarrollar un sistema de transcripcicn ir vitro de genes
végefales (S). :

‘ Respecto a la especificidad de la respuesta,. esta ha sido

claramente demostrada en los sistemas de epicotilos de chicharo v

de hipocotilos de soya (51,53,57)_.La incubacid&én  de estos tejidos
con auxinacs sintéticas induce la missz respuesta que la auxina
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natural AIA, en tanto gue la aplicacidn de analogos inactivos no

pProduce ninguna respuesta.

La identificacidén -de los polipéptidos codificados por los

RNA
mensajeros regulados porxr

auxinas e:s de gran importancia para
comprender el mecanismo de accién de estos fitorreguladores. Sin
embargo, no hay un méetodo directo que relacione los productos de
traduccién in wvitro o sus RNA mensajeros con la naturaleza v
funcisdn ac czos peclipeptides, rmor lo que cc reqguiercn:
aproximaciones indirectas a este problema como son: secuenciar los

RNA mensajeros regulados por auxinas y sus productos de traduccisén
Yy comparar estas secuencias con las de otras Protei nas qQque

se
encuentran en bancos de datos,

encontrar la localizacién subcelular

de los polipéeptidos con el uso de anticuerpos mércados, etc. (5).

Respecto a Jos RNA mensajeros regulados por auxinas a tiempos
cortos (aproximadamente 10 minutos), se considera que participan en

la respuesta de elongacidén (una respuesta rapida) y adan no se ha
logrado identificar ninguno de sus productos de traduccidén (S5). En

cuanto a los RNA mensajeros regulados por auxinas a tiempos
mayores, los cuales se considera que participan en respuestas mas
lentas como son la divisidén y diferenciacisén celular,

se ha logrado

identificar a algunos de los polip<ptidos para los que codifican.

Verma et al (S8) han reportado que las auxinas regulan los niveles
del RNA mensajero de la

celulasa ' despues de 12 horas de -

tratamiento; sin embargo., el aumento en la actividad de celulasa se
detecta hasta las

veinticuatro horas de tratamiento.. Este

desfasamiento sugiere que ademas de la regulacidn en los naiveles
del mensaje (regulacidn transcripcional)., debe existir otro control
post—transcripcional o traduccional en esta proteina. Los grupos de

Guilfoyle y de Miassod (59,60,61) Lan reportado la regulaci<n por
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auxinas de las RNA polimerasas I v IX v sugieren que dicha

regulacién es a nivel transcripcional. Por otra parte Gantt y Key

(62.63) han encontrado que las auxinas regulan de manera coordinada

los niveles de los RNA mensajeros de diversas proteinas ribosomales
(S16,S32,L6,L7,L.13,etc. ).

Los resultados anteriores no desechan la accidén de auxinas

a
nivel de la  RNA

polimerasa, que pudiera transcribir

P PR
pPresoTon

G

Ialmente ciartcs zonas dcel DNAL

—Perspectivas de estudio.

Los resultados recientes de la regulacidn de los niveles de

RNA mensajeros por auxXinas han abierto nuevas perspectivas para

comprensién: del mecanismo de accidén de estos compuestos. Entre las

investigaciones a realizar se pueden mencionar: a) identificar

RNA mensajeros.regulados Ppor auxinas, asi como los productos que
codifican, b) encontrar la localizacidn subcelular de 1oé
polipéptidos codificados, c) caracterizar los genes de los RNA
mensajeros regulados, d) determinar si los eenes regulados por
auxinas en distintos tejidos son homclogos entre si L3 no, e)
determinar el tiempo de vida media de los RNA mensajeros regulados
por auxinas, f) desa?rolla: un sistema de transcripciocon in vitro,
etc. (4,5).

II.2.3 . Receptores de auxinas.

Se ha propuesto que las auxinas al igual que otros
fitorreguladores, ejercen su accidén fisioldgica mediante la

interaccidén con receptores especificos, los cuales al ser activados
por el fitorregulador desencadenan una serie de eventos que llevan

a la respuesia observada (64).
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Las principales aproximaciones metodoldgicas en el estudio de
receptores auxinicos provienen de campos afines. tales como los de

recéptores_de hormonass animales, neurotransmisores, etc. Dichos
estudios incluyen experimentos de unién in vitro y reqgquieren que el

posible receptor se una

a la auxina (ligando), con una

especificidad, velocidad v afinidad congruentes con las

caracteristicas de la désis-respuesta de dicha auxina (64,65,66).

A centinuacian =e¢ decscriben lgunos de los pPrincipales
resultados en el campo de los receptores de auxinas, para ello se
hara una divisién de los sitios de unidén de auxinas encontrados
(posibles receptores), dé acuerdo a su localizacién celular en:

membranales y no membranales.

—Sitios de unién membranales.

Venis b4 Batt (67) han encontrado que las membranas de
coleoptilos de maiz poseen dos sitios de unién a la auxina acido

naftaleéen acético. Uno de ellos denominado sitio I presentd una K

D
de 1.5 x 10°° M con 24 pmoles/g de tejido de sitios de unidén, en

tanto que el sitio II presentd una K de 16.1 x 1007 ™M con 110
pmoles/g de tejido. E1 sitio II a pesar de tener menor afinidad por
la auxina tiene mayof especificidad. El sitio ITI se ha localizado
en plasmalema od aparato de Golgi,

en tanto que el sitio I se

localiza en una fraccidén mas ligera.

En estudios posteriores del grupo de venis (68.69.70) sobre
Jos sitios I y IXI, encontrdé pesos moleculares de 50 000 v 54 000
Junto con baundas de 25 000 y 27 000 daltones (por ‘lo que se sugiere

la existencia de dimeros).

El grupo de Hertel et al reportd (7) gque las membranas de

coleoptilos de maiz poseen un solo tipo de sitios de unidén, con una
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K_ del orden de S a 7 x 10 ' M.

Por otra parte Ray ha localizado el sitio dé unidén a Acido

naftalén acético principalmente en el reticulo endopléémico de

membranas de coleoptilos de maiz.

—
La existencia de multiples sitios de unién en las celulas qQue

responden a auxinas se ha explicado como la movilidad que presentan

estos sitios en la cé&lula.

Lz reolevenciz ficioclasgics do cstos citico de unidn sa ha

probado mediante la comparacisdn de la especificidad de unidén a una

serie de analogos y la respuesta fisioldgica de los mismos (7). La

especificidad se incrementd en presencia de un factor del citosol

denominado *"factor del sobrenadante', el cual se caracterizds e

identificsd posteriormente como una mezcla de " benzoxazolinonas

metiladas (71).

Morre¢ y Cherry han aportado evidencias de la localizacidn de

los sitios de unisén a auxinas en la membrana Pplasmatica de

hipocotilos de soya (72).

Posteriormente Dohrman, Hertel y Kowalik (73) han comprobado

que el principal sitio de unié$n a acido naftalén acetico {ANA) se

localiza en el reticulo endoplasmico {(sitio X). aunque también

distinguieron un segundo sitio de unisén (sitio II) en el

tonoplasto.

Jacobs y Hertel han localizado un tercer sitio de unisén a

auxinas en maiz el cual se encuentra en la

(74) .

membrana Pplasmatica

Cross h'4 colaboradores (75) han aislado de la fraccion

membranal de maiz una proteina con las caracteristicas del sitio 1,

ésta protefina esta constituida por una sola subunidad v tiene un

Ppeso molecular de aproxizmzadamente 80 000 daltones.La | de ecta
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proteina para ANA fue de 4.6 x 10" °M con 30 pmoles de sitios de

unisn /g de peso fresco.

El grupo de Libbenga y colaboradores (76.77,78) ha logréhb—
aislar de callos de tabaco un receptor unido a membranas v otro

soluble, ¢ste dltimo tiene una KD=1 x 10 M para ATIA, en tanto qQue

el membranal did una K = 3.5 x 10 ° M para ANA.

Trewavas (79) ha encontrado un

alcachof

sitioc de unisn a auxinas en
e posea la caracteriatrioca de ser induaeinhle nor estos
fitorreguladores.

Recientemente Walton & Ray (80) han tratado de correlacionar

los cambios en la sensibilidad a auxinas, observados durante el

desarrollo o en respueéta a cambios eﬁ el medio ambiente, con
cambios en la concentracién de los sitios de unidén. Estos autores
han éncontrado una correlacidn entre la disminucidén de los sitios
de unién a auxina en reticulo eﬁdoplasmico v la disminucidn en la

elongaéi@n de segmentos de mesocotilos de rlantulas etioladas de

maiz al ser iluminadas con luz roja.

Por otra parte Narayanan h'4 Poowvaiah (81 ,82) han detectado
sitios de unidén menmbranales a auxinas en fresa v repino,
encontrando una KD= 1-2 x 107° nm para ANA, asimismo encontraron que

ic unién del receptoxr a esta auxina pPresenta cooperatividad
positiva a bajas concentraciones de la auxina (1 x 10°°-5 x 10 "M).

' -Sitios de unién no membranales.

Los sitios de unién de este tipo son aguellos que no estan

unidos firmemente a membranas, consecuentemente se encontraran en

el sobrenadante despuss de centrifugar a altas velocidades.

Matthysse h'4 Phillips

observaron (83) que las auxinas
interactuan con la cromatina Iinduciendo la sintesis de RMA en
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Presencia de un factor aislado del nucleoplasma de teijidos tratados

con auxinas.

Posteriormente Mondal et al (84) reportaron la existencia de

una proteina acepteora de ATA en nucleos de endospermo de coco. EL

complejo auxina-—-proteina indujo la sintesis de RNA in vitro.

En 1971 Venis (85) aisld mediante cromatografia de afinidad
una fraccién proteica del citoplasma de chicharo y mai=z= gque activa

1a smintesin de RNA eon uon sistema heterdsloso.

El grupo de Libbenga y colaboradores (77.78) ha reportado la

presencia de un receptor soluble a auxinas en explantes y cultivos
de tabaco. El peso molecular es de aproximadamente 200 000 daltones

-y la KD para ATA es de 1 x 10—S> ™M; sin émbargo, al fosforilarse

esta proteina cambia sus caracteristicas de afinidad a auxinas. Al

rarecer esta proteina se fosforila n wivo v participa en la

estimulacién de la transcripci®on en presencia de auxinas (86).

ITI.3 Segundos mensajeros en plantas .’

Todos los organismos vivientes requieren de mecanismos de

regulacisdn para funcionar con orden y eficiencia. Esta capacidad

para coordinar diversas actividades se basa en un elaborado sistema

de comunicacién que permite la supervivencia del organismo en un

nedio ambiente dindmico.

En animales se han estudiado ampliamente las bases bioguimicas
de los sistemas de traduccidén de sefiales extracelulares v se han -

identificado varios mensajeros intracelulares (segundos mensajeros)

como el AMP ciclico, Caz+. ihositol trifosfato, etc.

Por analogfia se han hecho diversos estudios para investigar la
existencia de estos segundos mensajeros en plantas. A continuacidén
se dan los resultados obtenidos en este campo.



IJXI.3.1 AMP ciclico en plantas.

La existencia de AMP ciclico en tejidos de piantas superiores

se publicd desde hace aproximadamente Quince i o,

atos . Sin embargo,

estos primeros reportes no tuvieron una amplia aceptacion v han

sido criticados debido a que se basaban en evidencias indirectas

derivadas de los efectos fisioldgicos gue ocasionaba la adicidsn

de
AMP ciclico exdgeno o bien en identificaciones cromatograficas
dudosas (87). Ast Pol lard {ag) ha demostrade aue al agrega2r
v‘cl—adenina a semillas de cebada en germinacidén se obtenfa un

posible AMP cfclico marcado, que results inseparable del AMP

ciclico comercial en diez sistemas cromatograficos. Este posible

AMP ciclico producia al hidrolizarse una mezcla de isdmeros 22° y 5

del AMP. Salomon y Mascarenhas (89,90) han efectuado experimentos

similares en tejido de coleoptilo de avena. La asignacidén del AMP

ciclico mediante sistemas cromatograficos v electroforeticos ha

sido criticada debido a que dichas técnicas no permiten distinguir

entre isdmeros tales como €l 2°-37 AMP ciclico v el 3*-5" AMP
ciclico.

La identificacién de AMP ciclico por mé&todos enzimaticos ha

sido tambien criticada, ya que la especificidad hacia el sustrato

de lzcs enzimas usadocs no siempre es absocluta.

Brown y Newton (o1) han reportado . la aplicacisn de otro

procedimiento "para identificar AMP ciclico en teijidos de frijol.

Dicho procedimiento involucra la combinacién de técnicas
cromatogriéficas y electrofor<éticas iy es capaz de separar todos los
nuclesdtidos conocidos de adenina, incluyendo los isdSmeros 2*-3" v

3*'-5" del AMP ciclico.

Poéteriormente se ha logrado confirmar la identificacidn de



AMP ciclico en plantas aplicando la técnica de espectrometria de

masas (92).

IX¥.3.1.2_Enzimas del metabolismo del AMP ciclico.

-—Fosfodiesterasa de AMP-ciclico.
Aun antes de que aparecieran los pPrimeros reportes de la

existencia de AMP ciclico en plantas, se publicd un trabajo en el

que se describia la presencia de actividad de fosfodiesterasa de
nuclestidus ciclicos en plantas. Entre las plancas analizadass se
encuentran chi charo, papa, frijol, soya, alcachofa, cebada,

Zzanahoria y tabaco (87).

—Adenilato ciclasa.
La existencia de  adenilato ciclasa en tejidos de prPlantas

superiores fue reportada inicialmente en 1970 (88). Esta actividad

- - - - . 14
se deduijo por la incorporacién de adenina marcada con C en una

fracci®sn que co-cromatografiaba con AMP ciclico exsgeno en celulas

de aleurona de cebada . Pronto se reportaron demostraciones

similares en otros tejidos y otras plantas, localiziandose la enzima

en membrana plasmatica y reticulo endoplasmico (87).

IX.3.1.3.Protefinas reguladas por AMP ciclico.

A pesar de la intensa bdsqueda de proteifnas vegetales

reguladas por AMP ciclico, los resultados han sido infructuosos.

Aunque se han reportado cinasas en rlantas superiores, hasta la

fecha no se han descubierto cinasas

(87).

dependientes. de AMP ciclico
Tampoco hay resultados concluyentes que demuestren regulacidn

en los niveles de AMP cificlico en respuesta a estimulos

extracelulares. Al respecto Janistyn encontrd que el AIA incrementa

la sintesis de AMP ciclico en 110 —140 “% (87) . Por otra rarte

Giannattasio =t «l1 encontraron en tubéfrculos de alcachofa gque 1a
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actiéidad de la adenilato ciclasa se incrementa en 300

presencia de acido giberélico (93) . Sin embargo, no hay otros
reportes que confirmen. estos resultados y estudien cambios en los
niveles de AMP ciclico en respuesta a otros estimulos lo que ha

llevado a pensar qQue deben existir otras mol<éculas que funcionen

como segundos mensajeros en plantas.

II.3.2.Calcio—-Calmodulina en plantas.

L. importancia del cAalcio en el’ crecimiento v ‘desarrovllo
vegetal se ha conocido durante muchos aftios ; sin embargo, sSlo
recientemente se han acumulado evidencias qﬁe sugieren que el
calcio actuia como un segundo mensajero en la transduccién de

sefiales extracélulares en plantas (10),

Existen reportes que indican que varios procesos fisioldgicos

v diversas actividades enzimaticas se encuentran bajo el control

del calcio. Mas aun, algunas respuestas fisiologicas a estimulos

como la lu=, la gravedad o

los fitorreguiadores pueden ser

inducidas manipuléndo los niveles celulares de calcio (94,95).

Para que €l calcio funcione como mensajero intracelular es
requisito que la concentracién de calcio libre en el citoplasma
estée regulado, con un

nivel basal bajo que se incremente en

respuecsta a los estirulos. Adcemis

P

se& requierc que exista un
mecanismo para detectar los cambios en la concentraci¢én de calcio y

traducirlos en una respuesta fisioldgica.
el calcio puede actuar directamente o a travées de la calmodulina.

IXI.3.2.1 _Existencia y localizacidén de calmodulina en plantas.

En 1978 Anderson v Cormier (96) reportaron las prineras
evidencias de la presencia

de calmodulina en plantas. A partir de
esta fecha se ha detectado calmodulina en las distintas rlantas

Al respecto se sabe que -
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estudiadas (97,98,99).La calmodulina se ha localizado en distintos
compartimientos subcelulares como el citoplasma, la mitocondria, el
cloroplasto, el nﬁcleo.. membranas, etc. - La calmodulina de” "
vegetales ha mostrado propiedades biclogicas h Y4 fisicoqQuimicas

similares a las de otros organismos (100,101,102,103).

II.3.2.2.Regulacidn de los niveles intracelulares de calcio en

plantas.

En animales se ha medido la concentracicn de calcio libre en

el citoplasma y se ha encontrado que es de 1 x 1077 M, varios

sSrdenes de magnitud menor a la concentracidén de calcio total que es
oo . 24 .
de un rango milimolar. El resto de los ijiones Ca se encuentra

compartamentalizado en mitocondria, reticulo endoplasmico, etc o
bien asociado a la membrana plasmatica y proteinas (104).

"En algas se hé determninado la concentracién de calcio libre en
el citoplasma y se encontré que era de alrededor de 1 x 1077 1 Y se
incremenpaba en respuesta a un estimulo _e;éctrico (104) .
Recientenente el Erupo de Trewavas ha logrado determinar los
niveles intracelulares de calcio en protoplastoé de plantas

superiores, encontrando que normalmente estin en el rango de 1.7
b4 16-7-M (105). Existen evidencias de gque la concentracién de Ca 2+
1libre en él citoplacma es resultado de su écumulacién en la
mitocondria y de su expulsidn activa a . traves de la membrana
Plasmatica (106). Gross y Marm¢ han demostrado la existencia de una
ATPasa (Caz+—Mgz+) que transporta calcio en una fraccisdn microsomal
ehriquecida en membrana plasmatica de maiz v avena (106,107).
Posteriormente este mismo srupo de trabajo demostrd gque este
mecanismo de transporte esta regulado por el complejo

ca®*—calmodulina (1L08). Este sistema saca iones calcio de la
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célula. E1 sistema de transporte de cal<io mitocondrial asta

regulado por fitocromo. La luz roja disminuye la incorporacisén de

calcio a la mitocondria aumentando su concentracidn citoplasmica,

en tanto que la Ju= roja lejana restaura l1a velocidad de

incorporacién a los niveles encontrados en la oscuridad {(109) _ Si

se analizan las actividades de transporte de calcio en funcidén de

las concentraciones citoplasmicas de calcio se puede observar que

el sistema de transporte microsomal funcionaA a concentraciones

menores de calcio mientras que el transporte mitocondrial actua a

concentraciones mayores de este ién (110). Ademas se ha encontrado

que el sistema de transporte microsomal es capaz de fesponder a

distintos estimulos externos, como seria de esperarse para que el

calcio funcione como modulador (111). La calmodulina activa este

transporte, la luz roja lejana lo inhibe, la auxina natural lo

estimula, una citocinina natural lo inhibe en algunos casos h'4 en

otros lo estimula {(110). De los resultados anteriores es

interesante hacer notar que los nismos iones calcio regulan la

actividad de su transporte en la membrana plasmatica asegurando que

el incremento en su concentracidén y por consiguiente los efectos

que produce sean transitorios.

II.3.2.3.Procesos v enzimas derendientes de ca>*-calmedulina

en plantas.

Ademas del control que ejerce €l complejo Ca2+—calmodulina en

24 - =
el transporte de Ca se han descubierto otras enzimas que son

reguladas por este mecanismo.

En 1965 se reportaron cambios en la -concentracidén de NADP

inducidos por la lu=. El aunento en NADP correspondia a una

disminucion del NAD v la enzima encargada de efectuar esta
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transformacién es la NAD cinasa. Inicialmente se pensd qQue la Ju=

se requeria para la sintesis de ATP, sin embargo, la adicisn de ATP
exsgeno a la mezcla de reaccién en 1la oscuridad no auments la
formacién de NADP (110) . Posteriormente se encontréd Que el control

de la luz en la actiwvidad de l1a NAD cinasa esta mediado por la

regulacidén que ejerce la luz en los niveles de Ca.z+ intracelular.

En 1977 se encontrdé qQue la NAD cinasa de chf{charo Pposeia un

activador aue posteriormente fue

(113) .

identificado como calmodulina

En 1983 Muto efectud estudios cinégticos de la NAD cinasa v

encontrd gue tiene un pH $ptimo de alrededor de 8, la concentracidn

de ca®™* requerida para alcanzar la mitad de la saturacidn es de 70

yM; Estos parametros caen dentro de los fisioldgicos ya que se sabe

gue los cloroplastos (principal sitio de localizacidn de la enzima)

< 2+ - - P - =
incorporan Ca v qQue el estroma en iluminacidn se alcaliniza.

Otro sistema - qgue se sabe que esta regulado porx
ca®*t-calmodulina es el de la ‘quinato NAD-oxidoreductasa, qué

transforma el guinato en dehidroguinato. Se cree qQque esta enzima

participa en una via conectada con la del Aacido shiguimico.

Incialmente se encontrd

que esta enzima se regula por
fosforilacidn—desfosforilacidn y posteriormente se demostrd que la

fosforilacidén se llevaba a cabo Por una cinasa dependiente de
ca®*’'—calmodulina (113,114).

Existen varios reportes respecto al

rapel del sistema
ca®t—-calmodulina en la accidén de los fitorreguladores. Obata et al

(11S5) han estudiado el efecto de antagonistas de la calmodulina en
la secrecidén de o—amilasa

inducida por Acido giberslico,

encontrandose que estos antagonistas inhiben la respuesta. Por su

parte Elliot ha estudiado la influencia de varios antagonistas en



dos respuestas a citocininas: la sintesis de betacianina ¥ el

cultivo de callos de soya. Los resultados indican que loss

antagonistas inhiben  las respuestas reguladas por citocininas

(116). En estudios similares se encontrd tambi<é¢n que estos

antagonistas inhiben la respuesta de elongacidn de coleoptilos de

trigo inducida por auxinas y la sintesis de a-amilasa inducida por

acido giber<¢lico (117). Olah et. «lt (118) han encontrado que la

citocinins bencilaminopurina induvce el acoplamiento entre la ATPas»

de ca®™ ¥y la calmodulina en raices de trigo.

Actualmente se cree que el principél mecanismo por el que el
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sistema Ca —calmodulina regula Procesos bioquimicos

intracelulares, en respuesta a estimulos externos, es la

fosforilacisn de proteinas por cinasas dependientes de dicho

sistema (10). En la seccidén II. 4 se revisaran los conocimientos que

se tienen al respecto. .

XIX.3.3.Inositol trifosfato.

En affos recientes se establecid en c£lulas animales que el

recambic de fosfolipidos de inositol participa en la transduccisén

de sefales extracelulares. Las hormonas, los neurotransmisores v

otros estimulos inducen la hidrdélisis del fosfatidilinositol

4 . S—-bifosfato gue da por resultado la produccisn de diacilglicerol

(DAG) y de inositol 1,4 ,5-trifosfato (IPa), que participan en la

transduccisén de sefiales (119).

Diversas investigaciones han indicado que el IPB actua como

segundo mensajero mobilizando calcio del reticulo endopliasmico y el

DAG activa a la proteina -cinasa C. E1l aumento en el calcio

citoplasmico inducido por IP3 ruede entonces activar enzimas v

cinasas dependientes de ca®*™* vy de ca®*—calmodulina (10).
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IXY.3.3.% _.Reccambio de fosfolipidos de inositol en plantas.

Los fisidlogos vegetales han investigado la - existencia de
mecanismos similares en la transduccidn de seffales en Plantas. Al
respeéto se han encontrado muchos de los componentes del sistema de

recambio de fosfolipidos de inositol. Se ha demostrado la

existencia de polifosfoinositidos en células vegetales

en cultivo
(PIP ¥y PIPZ) (120) . Por otra parte Heim vy Wagner (121) han
encontrado gue los niveles de PIP} varifian durante el ciclo de

crecimiento de cé€lulas vegetales en cultivo por lo gue sugieren

el recambio de PIPz puede jugar un papel en la regulacién de 1la
proliferacié$n celular. También hay evidencias de la

Presencia de
fosfolipasa C (la enzima que hidroliza PIP2 a IP3 v DAG) , de

fosfoinositido cinasa (qgque forma PIP y PIF;) v de proteina cinasa C

en plantas (10;122,123)- Ademis se ha observado que la auxina 2,4-D

aumenta la degradacidén de IPS_ mientras

que sua analogo inactivo

2,3-D no tiene ningdn efecto (10). Otro estimulo externo que se ha

comprobado qQque incrementa el recambio de fosfolipidos de inositol
en plantas es l1a lu= (124).

XY.3.3.2_.Regulacién de los niveles intracelulares de ca®"* por

IPs en plantas.
Anteriormente (seccidn IX.3.2. )se menciond qgque Jas auxinas
inducen la liberacién de Céz*‘de membranas microsomales vegetales.

En estudios recientes se ha demostrado que el IP3 induce la

liberacién de calcio microsomal en plantas (125,126).

IT.4_Fosforilacidn de proteinas en plantas.

La fosfcerilacién—-desfosforilacién de proteinas es reconocido
como un mecanismo regulatorio importante por el cual se alteran las
actividades de enzimas regulatorias clave h'4 mol<culas receptoras
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dentro de la c<lula en respuesta a un gran nuamero de estimulos

externos (9).

En los ultimos afNos se ha reportado la existencia de

cinasas
en diferentes fuentes vegetales estudiadas, con diferente
localizacidn subcelular. Asi por ejemplo, hay reportes de cinasas

en soya, germen de trigo, chicharo, maiz, etc., localizandose en
citoplasma, nucleo, 'membranas, cloroplasto, _ﬁitocondria. etc.
(127,128,129 _ 330,131) .

Hasta la fecha los unicos compuestos efectores reportados que

regulan la actividad de las proteinas cinasas vegetales son ca®?* v
Caz+—ca1mOQUlina. Juz, fosfolipidos ¥y poliaminas (10, 123, 130,

131, 132, 133, 134, 135).

A pesar de que existen reportes de protéinas fosfatasas
vegetales no hay evidencias de Que sean o no dependientes de Ca2+

(10) .

Entre las protefinas fosforiladas en plantas se han reportado
algunas proteinas ribosomales (136, 137, 138), factores‘ de
iniciacidén (136), proteinas nucleares (histonas yv no histonas)
{139, 11), proteinas membranales (133, 135), protesf nas de
clofoplastos ¥ de mitocondrias (10), etc.. Asimismo se ha reportado

que las actividades de algunas enzZimas vegetales tales como la

quinato:NAD+oxidoreductasa (113, 114), la piruvato deshidrogenasa,

l1a fosfoenolpiruvato carboxilasa (10) v el fitocromo (140) se

regulan por fosforilacién-desfosforilacisn.

4 Recientemente se han acumulado evidencias de que la accidén de
los fitorreguladores esta asociada ccn cambios en el estado de la
fosforilacién de las proteinas (10). Asi el grupo de Poovaiah et at

han repbrtado cambios en la fosforilacidn de Pprotei nas inducidas
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por auxinas en coleoptilos de avena (134)‘ h'4 en epicotilos de
chdcharo (10). En chicharo las auxinas inducen una disminucidén en
1a "foéfbfilacién de ciertos polipéptidoé especi ficos v un
increﬁento‘en la fosforilacién de otro grupo de polipeptidos. Mas

ain, en presencia de inhibidores.de calmodulina la fosforilacidén de
.esos péptidos se ve afectada por lo que se sugiere que en los
efectos de auxinas participan proteinas cinasas dependientes de
calmodulina. Debido a gue tambisn existen reportes previos de que
las auxinas inducen el eflujo de calcio (141) se Propone que las
auxinas cambian los niveles de calcio en el citosol, alterando assi
las actividades de protef{nas cinasas y/o fosfatasas y resu;tando en
la‘modificacién del.estado de fosforilacidén observado en Proteinas
especi ficas. (10).

Por otra ﬁarte se ha encontrado que algunas de las pProtefi nas
ribosomales cambian su estado de fosforilacidn en respuesta a

estimulos extracelulares tales como €l shock de calor y l1la adiciéh

de fitorreguladores exdgenos (citocininas y Acido abscisico) (137,

138). .



ITI.MATERIALES Y METODROS
III.1 Materiales.

IIT.1.1 Reactivos. :

Todos log reactives utilizados’ fuer’uh wde grade  reactiva

armlitico  de  las  compakias: “I_’é-:rxii:a ' euirn:.r-:x, Merck. Sigma v
Fhiarmacia

IXIX. 1.2 Equipo

Campatia de Flujo lami r'nar-v 1 eé’n'vvéeamch . H 1 t.a’-:l'-'l;i. . . Pobers i Sret o
Ma=thirom Ltd mod=lo =2 300, 'al..th-:n_rzlavé Wi s-:c}:nsil;’x steraclavse 2S.
Frlacas de calentamisnto v agita-:iér‘- L Rornina P3R5 . Ve s ezt l =
modslc K S -iE . cerbrL fuéa Beckmar J2-=21. Hltracentri fugaa
Internacicral IEC, micrafuaa Beckmnar ez 1 o R, CAME & e
Sraecimiento de tempera tur'a controlada Hriffive. sestufa e VEzi
Frecisidn, =quipcs para electroforssis aem tuabo TSO0 e 1o 150 A

equipo para electroforesis an @la p =t u] mocds 1o =

L=2-%
podar ISCO modelo 490, espaectrofobdmetra Pys LUNICAM SFE&-SS0 UV/VIS,

2y
a2
-
o
3
H
]
o

ralitica Mettlar HS, balatiza Chyo JRP-2000 W, liofilizascdoera
Laboornocs 3, wudultracorngaslaodor Bico Freszer Formna Scismtific.

IIXT. 1.3 Matestrizl bicldaico.

Ern 2]l presentse trabasio sa usaron senillazs o mais (Zea mays
L. var ledad Chal gusfc SosSsEcha 1926, moaE - adas & Prodiuctora

Nacicarmal de Semillas México (FPRONASE) .

ITIX.Z2 Méebtodos.

IXX.2.1 Prefparacidrn odel aterial Dicldailca.
Er 21 presermts trabasio s dsarorn sjes snbrericrnaricos dissctados

marmizxlmnents de laz semillas d

it

maiz v dezimfectados=s o esterilizado

4]

2y la superficise comno sae irvdica a comtirigaciSm.

Lo asjes embricornarics Ss2cciaomnsdos Se SoloeXabtn 2 LIr& caia ez
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Fetri astéril, s& cubren con etanal-al 70 %Xy se agitae - durante 15
SEQUNAOS .. g'lirhiria.;el =tarnol v Se @ juagan oo agua

desicormizada

=stéril.varigs veces. Se. cubren o

S Una solucidn de Ripoclorito  de
calcio &1 'S % v ‘se agitars Aurante 10 miredtos. Se =lirmima 1l

solusidrm s de hipoclorite [~ 1= caloio Ty UBe Ceniuaazn a1 2JeguE

desicmizada estéril varias vecaes, =22 SSCUrPFsn Y Se co losaEr C=1a1 el
medico de irmcubacidrn correspondisnte., Todos los PasScos atibericores S

efectuar 2 la camnpans e Fludio laminsr.

ITTI.2.2 Freparacidn de los medios de incubacidh.

Eri la incubzscidn de los ajises esnbricrarios de mai= = S & oM

las salaez el red i = 1 Murastiias v Strocea (142) (Takbkla 1) .
adiciormada de lo= reactiveoes irndicados 2 la Tabla 2.

Fara la P

1]

Faracidmn. del medic  as impartante afadir la

U]

scoliicicres o el

o

rahen indicados e la tabla 1 = aproxlimadainamt.s
200 ml de apaua dezicrizada vy t:a:-n agitaczidn constante Fara avitar 1a
Frecipitacidn de sales. El medics control st a conpLEsto [T los

reactivos indicados anteriormente. En el caso del nedico Ccor aumings

(ATA S MCOPF. S ma/l de medio). éstas se di

SElver POl SeRparaedo Pl ]
wury poco de KOH v =e adicionan al (1= b R =1 fFrrmal it Petin Y 1a
sacaraosa (30 a/1 de medic, cocrosmtracidr firal mi) . (=] oAV R
aJuste del pH & S.2 (Para evitar qgue precipite =1 Fe). Fimalmerte

afora & wu litro. E1 &g [9=4
Fara =liminae
ER=1NE-1 il ors. E1l seder

[iL=0u B ] LrE parrilla oo

= ml del medic furccido

1= Trasco=E =2 CaFparn ot papael &luninio v =

& 15 1k de pres1S6n durarmts 15

Zomarnatas.,
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l.Conmposicidn del medic
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= d= Murashige v Skoog: (MS) .
Soluciéh Corsentiracidsm o Vaiumen'da‘la iCancehtracién
corncertrada (2/1) Vsolucién el g Tt g g Timal
tradasl de medic. >
‘ ¢ral/1) .
PoCa Sl EH_D 44,0000 10 2.993 = 1072

EB: NH_ N 16.S000 - 100 Z.061 = 1072
KN 13,0000 1.87% » 1072

c: KI 0. 0S30 10 S.o0n s 107
=3 N 0. 00ZS 1.051 s 1077

DP: KH PO 17.0000 10 CESO w1072
H_EX 0.6200 1.00% = 107

a2 B8
Na_ Mol 2H_0 n. 0250 1.03% = 107°
2 - =2 .

E: MaSo, 7H D 27.0000 in 1.501 = 1072
MreS0 A0 1.7000 7623 s 10>
S0 SH D 0. 0025 1.001 = 1077
ERS0 . 7H_O 0.S&00 b1 PR W i

- 2

F: Feso, 7H 0 S.S700 = 1.002 2 107

Na EDTA 7.4500 1,103 5 10°*




Tabla 2Z.Reactives adicionados al medio de Muraskiice
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g
a
Q
4

Salucidn

concentrads

Valumer de la

Corcentras i s

solucidn conceti— Firmal
trada/1l ds m=dia ()
k (tnl/ 1)

H: glicina 0.z2a00 in0 0, gzen
mico—-irmsitol 10.000 0. SS00
Acido nicoti- D, S0 . 0400
rico.

Slorkidrato 0.100 O. D02
de piridosisl
clartiidrato Q.10 0. Qe

e hiamima
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IIT. 2.3 Inoubacidrm de los ejes enbriocarios de maiz.

Los - ejes  embriconerios  de

mai= e oo lacar =1 ] el (11w B A=)

[==1 o respc-ndien#e i (C'?‘?'!Frf?_i v_-:a i auxir“nas) y se incubar an la canara

de crecimisnto de ternperfaﬁara aritro i‘ardart ‘& 28%C e la ascuridad
durants 24 horas. ‘ o -

ITT. 2.4 Dbt ancidm el cobiranadarite

Fosribboscamal .

Eri la abtencidrn de C del sobrenadarte posribosonal

ta por Sarncha=z ez Jimérsxz

sz siguid la teécriica desceri ¥ Aol lanr

(1432). Los sjies snbricnarics de maiz

(aproxdinadamnent= IN0 [GE=D] =
imcubar en nedic MS oo o Sic MOPE (5 ma 17Y  durantse 24 b as &
25°C e oscwridad. En las daltimas tres oras (21 = =) L= l==
amadid un puls=c  de (F2F) —ortafosfato A7 mEea w17, Amnzrshiamn
Irntaertaticoral) . Tranmsceurerido =1 pericado dez AL s 1 S los R =1

2mbtrionarios Se lavarn core 20 ml del bt fer de moligsnda (Teiz—-HC1L S0
mM, pH=7.6&6, KCl S0 mM, M-;u::l2 13 mM, B-mercaEtostarcol Sk, FMsSFE i
mM) Con =1 Lo ¥ = 13 =1 dnd o la radiactividad

o L}
Fostericrmnermte los ejes S Corras lats Leducl ] il Sasrs 15 =i o, i=1—=3
Fulverizath v 2 homnoasrelzan cor 2 nl

el Eoaf fer arter i, El

axtracto =& filtra a través de ouatra

Ly

1% Qoo a e s b= Z0 mirutos. E1l =

cambr i fuga huesvamernts a 200 000 g durante & obhoras

obtenidn =2 2l esosbrenadantes posribosomal .

IXIX.=2.5 SeEaracidrm L £ las proteinas Ffozforiladas =1 =1
sobramadarnts posribosamnal medlarnte cromatoarafis de Ffiltrazidm S

ozl .
S FErREEaT & (1=} ool amners de . = 25 =4 (1 I~ 1= Saephiadas H-100

egquilibrada oo 21 bBuffer (Tris=-—-HC1 S0 oM pH=7

S0 M. Mozl
2



13 mM, B-maercaptoetsecl
a la colunns alradedor
FosSr iboscn

sobraradarte
Zors 30 ml o d=l buffer

IIX.2.5 Qbtermcidn
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S mM. PMSF 1 mp) .- Fostericormante se aplican

o 20 W3 (I0N000. 5 ceEm) proteinas  del
‘ la col umma

al.La=s 'pr;
4°C v =

[=1=31% craeticulocite de cormego.

1
del lisado - de

Er la prepratrausior reticulocibo de SO 3 p=2=
£iguid 1la técrica descrita por Jacksorn v Hurmt (144) . Se brabaid com
ur conejo Nueve ZDelandas beEmbra de bres messs de adad v .S =1 [=1-
paga. El coreio =a sometid & un asqauena Fara haoerlo amemico, Pl {3 D]
2 irdics & contirdacidr. E2 L& 1 =1 ESOLbEmna 1 bri=o [%] -}
irnyeccidy subcutarnea &l comedic corm 3.5 ml deE ouna 2o0llicidn acuoss de

ferilhiidracina al 1.25
mismna dozis v =1 dia 3
sarngra al cornElic por P
QuE S

=ocluzi

qasa
=olectar por cerntrifuas

10 mirmutos. El sabraetiad

Fipasts

[=T=2%

salima amortiguadsa

75 m, D-3lu = omid.

cotdiciorms atmberiores.

=l dltime lavado =2 afia
== mide =1 vaoludmesrs o=l
la altima centrifugacid
22 afiader 1.5 voldamnmsrs=ss

% (p/vd). El dis 2 del

2.5 ml.

s2 arplicarorn

Mcisr cardiacsa,

ol dndoss
trecibe an una solucid acuosa de ERTA =1 10X
Sh/S ml dé SatrIre) o = tri=lio. o= FRSOS
& 2-4°C. la zarmgtre se filtra & Lravée= [ =4
Para alimitiar Fesiducs. Las cElulas S
Cidr e huboE de polilcasrboreto & 2O OO0 g B
aritoz S desaecha [=D=} aEpiracidn v Lt E
ulas == resuspearndsm e 40 ml LT3 =iz luci Sy
& Freparada (NeoZl 001324 M. K21 5 i, Mv;ll::lz

HEFES 10 mM pH=7.2) v

la

0l

Loz lavados s replten bres veoss mas vy =1
e o valumers coteoezidoe de =oliucidn salirna Y
lar por difersncia =1l vadlwmners botal. Ertt
T Se= remideveE &1 maxino la =0lucidn =alina v

[E=C=T] al wvolumert c=lulat) e [=E=1R}-1
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desionizadda Tria. Las células = mezclar perfectanernts v ol lisado
== centrilfuas & 15 000 @ For 20 mindtos. El lisado cenbte i fugsedo S

filtra a traveés de wuna mallas d= riy Lo (=1 &n rn Fara =liminar

=l lizad

]

ritrdasEnc

mas rapido

L =70%,

It

o e o o

~Creatina-cinasa. Se prepar ] coreent e ada da 5

ma/ml e agsuazalicercl SO0 % V/V v se almacer M alicuctas & =0,

~Creatina-fosfato. Se prepara una solucidén acucsa 0.3 M v s
-2

M. Esta solucidmn corbierez KC1 2 M, Mngz 10 oM v s

almacstna e alicuctas a rd =

—Me==cla e amincacidos “Frioa=s". La =olucidn
ditictretitoel 1 mM, L-leucims v L-valirmna 2 ml v 2 M de=l st =1
lio=s aminoacicdos, Sxcspto =] amirsdc idoe e (=) =a Ly {1 D] Mmatrca
(Terilalanina e e2ste caso). La = lus i S S disuslve —alaenharedo
ligeram=zrnte en una parrilla ool a@itacidmhm, =S neutraliza corn KOH &

pH=7.8 v == almacena = allicuctas & 0.

“Hz=mina. Esta soluzidn comtiarez bPamins 1 oM oar

S5 M ov/ve Para praegscar 10 ml de la solucidn s FEsar [=O=1 141~ =1
Fezmins. =< dizuslve & 0.5 ml de NaOH 1 N =2 sdicicea; .5 ml ez

Tri=-HZ1 1 M pH=7.5 seauidos ml o= etilérn glicol. E1 =H Sz

ajusta & & oo HZ1 1 Ny =e almasera en alicustazs a -70%

-ATF. E=zta solucidn cormtisnae ATE S0 mM.
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Méet.oder .
Ett &l procedimisnto que se indica L SSEPRAnUESIi N S8 WEEsEon
tubos  Eppendorf Ly plntas micropipetas eztériles v las

adiciones se,vhi'r-:'i
For . cads =0 el de Pz ima

tconcentracidh

m. Mgl:lz .S=27 M) [=¥=3

mM) .
irmal e =1 lisado mm ez
v 0. 04 mM =1 los ammimcdcidos) =21 agita

suavensnte pPara haocer la homnogdrea.

ITII.z.= Lisado == reticylocita (== e depesredl 2rmibe ==

ribosomas SHOI=NOS .

FPata eliminiasr los ribosomnas EdSasrio s L=[=T0 § lisado =1

reticulocite de comeldco v o bEacerlo depermdisnte de riboscomnas sxSmeEtos,

S= cerbrifuad =1 lisado & 2SO0 GO0 g duarants 2 kBoras. Al tSrmiom = 1=
1la centrifugacidn =2 colectd =1 zobrermsgdante v 1 Fracstilla
ribosomal =e desechd.
IIT 2.9 Tratamisnto el lizsedo de reticalocito ode SO 3 e (=gl
s leasa microcoisal .
Rezactivos.
—Nuclesasa micrococasl (Bosbiriog=r) . S (= at=1=F-0 8 -1 (BT Szl i Sy
&Kowoess quese cokmterga 1S 000 gnidades /el vy oss almacosna en alfcuctas

a -—-z0%5m,
EETA. Esta soclucidn comtisre acido =hilém-alicool biz(Z-amiro
til-ater) —N.N” ~tetraacétice (EETA) 100 oM pH=7.D3 L= DR = (=1 ol T=2-Y =

rubralizandz: =1 Acido libre oo BEOH.



- —~ERNA. Esta solucidn comtisns LRNA tiro V de asrmen b= 1= triao

(Siama. R7S7&6) 10 ma/ml

Mét. oo .

CaEndeasns del lisada o

1l

spandiente  de  RNA  mensaieeo

0
]
<
it
-4
i
3
#
]
<

adicictiar &

usatrse = =l

III.2.10

Los ribosomaz funciornales d= maiz S

S aislarce: de F=Dand I1Y s D} Pratu} o
=1 rné&t.ochio ez Fekl itz v Wiz i dreste 140 [l o] las= Siauistitaes

modificasiornzs: lo= ejees snbricnarios de maiz imnbdibidoz doaraste peg 3

hoor-as S ot lar =1a] ritrSasmo 1L quida, =1 Pl veEr 1 Zar v =41
hiorogernael e oo 4 voldnerss =1 Bt e [=1=1 @t asci S (ml a™
comzisternts 2rm: Trig-HZ1 200 M (pH=2.5) . sacarocsa 200 m. Mgl =

i tra & htravées o ST

m. EZY &0 M oy DTT S5 mM. El1 extracto =2 Fil
capas de gaEa v

process v o los subssecusntes e

s=obhrernadante o=l paso anterior

cemtrifuaa de rmevo corr las cordicion

otterids =e coloca sabre 2 oml de wan

= liztidn de =asatrosza 1.6 ™ ¢
Tris-HCY1 <42 mh

13 mM v KA1

250 000 g duramte 2 obeorss v omnedix. mluida 1& et il fuigac il dm =
elimima =1 sobrahadarts v 21 colckhdn o muchn Cuidadoe. La pastillas
ribo=amal A= = JidaaaE (X1 V= A =1 (=T o -2 = 1= FEEaEeeEr s 1 S
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(Hapss -KOH =0 miv (pH=7.6), Mg (AcCl) o mM,.“ KA _D 125 raiv v
pB-maercaptostatrol & mh)

-1 recuspe_hdH .:-.n ._;l:l ;_al v:i-= dl«_ho buuffar cor

ayuda de ma pipeta F'dst.:ur c:l= Furita -.F-rr'acla.

e los ribcsotas resuspend1dos

ey obdeerezr 2l rendinien

Fara detaermirnse
alicucsta de T ul ode

e saous desionilzada =n

aZlicucta de S ul de bt faer ml de= sgua. Se 1z
1

VEED rmm vy la lactura

chiternida == multiplica »(dl lu-_.:.éh e la alfcotha [ -

ribcsomnas) . El resultado obhtenidc es ==1 r‘-—nd1m1r—~r|tn de ribosomas e
.. & 26D rn/ml. Ezte resultade se multiplica por =1 voelumnen

de ribosomnas aobhbenidos (0.05

ml e nusEstro caso) FEEEa bt a2l

refndinisnto total de ribosonas.
IXT.2.12 Tratamisntos dz loz ribosomas funciotnasles de mad s

= Ledom] a3

rucleasa microcoesl .

“hNucl=assa micraococal. Se prepara una solucidsn SO ES dilulos
121 de nucleasa Microoocal Ao comteras 15010 wurPiidades/ml v Sz
almacema 2 alicuctas a -z20%0

-EGTA. Se PreEpara A& s lubziSr acuUoeE dilulda 110 Qe

cortterraa 10 oM de EETA.

Meét.oda.
For cada S0 gl de ribcsomas de maiz rezuseendidos 2 adicionan
S ol de rmcleassa micrococal. =

== mezcla v s imcubs a 20%0 duramte S

mirtos. La

digestidn s datisrez aars=aanas 1O 4l de EGTA 100 mM.
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IITI.2.13 Sistemna de simtesis de proteinas in vitro.

—Solucidn de perdxido Hidréaeno. Esta solucidm contiernse 5 %

v/v o ode H Qo &l 30 X oen NaudH 1 V. = Erapara antes de usarse.

—Solucidn de TCA con case‘;{.r}aé. Ezta solusidm coritiaens 2 %X B/V
de hidrolizadce de casefna en 25 % PV de= acids triclorcacéetico

’
(TCAY) v s praepara anbes de dusars

il

—Sclucidn da TCA al 2 Z. Es=t

b
4]

Cclucidn conmtisrne = - /v [=1=3

acido tricloroacético.

~Liquido de cerntellen. Ests SOl i S ot e & o

it}
i

]
[

diferil oxazol (PRPO), 0.05 g de (1-94-kis-2-F ferdd loxazolil) berecerns
(FPOFOFR) por liteos de dioxano.

MSt oo .

Se =iguid la técrmica descrita por Jacksor v Hurt (1-44) . Lo
tubo=s Eppatvdorf corr loz sistemas de sintesis de protefitnas tn vl tro

{(vezr tak

-

as arnexas) se incdbarn el wun bafo de bemeeraturas cormstanta

a R0°C. Em loz tiempos indicados (0-60 minutos) == toma; alicuctas
ez 10 pl. Las alicuoctas =2 colocar <t tubos de arncsayos foreados ok

paFr=1l ode slumimnic. que comtiernsmn 005 ml de la solucidm de [=1=1 oS W D

gz MidrSdasnc. Al Lerminar de '&.-:-mar la= alicuctas. o= tubms =11
oo lozar et 21l baflo de taemnpetrabura corEtarite & a7 cuararnte 10
mirmgto=z. Fosteriormentse se sladen 2 oml de la solucidn s 11 TiZA Pat=d g]
cassina o cada tubo., = aglitan vy o=s o TS EE =14 il o @t 4a

mirutos. El cormtbemnido ode los tubose se filtra & travées == Filtros

Whatmar GF/0 oo vacia. Los tubos =e shjuaaagan

veomaes oo 3 ml de
soxlipzidrn de TDA al & XMy Con esha =olucidm = 1lavar los filtro=s.
Firalmaernts loz filtros se colocan sobre hulse espuans.

=2 =T Eaw Lowou] g |

wuha lampara v =2 cusentarn Sm visl

i

= oo liguidoe de cemtel e



ITI.2.14 Determinacidon de lax Kn paras pocli-U [=1=1 i

maiz tratasdos v il bratasr con auxina.

RNA mensajerce Sxdgaris. Esta solucidm cort iares 1 mas/ml ez

poli-U como mansajer o SRt .

L-Femilalanina- ("*CUH] . S= usd la fenilalanina i Farmensmte
marcada cot “*C de New Emglanad Nuclear NEC 284 E.
Meéet.odo.

S =iguid el méetado deszscritoa por Jacksor v Humt (14%3) . El

lisado de reticulocitoa d= ':c:n-=-_).:- -:I-=per1d1~—.-ﬂto—- e ribosomxs vy oo RNA

i tul:u:vs Erpatdor £ estérilas.

efooctuar (=L los tubos =1
reactivos que =& Lirndican =13
ardc & W vorbes & w1l oz i daed

maedia. cuidarde auws mo s2 forne espuna vy cemtrifugaeods o vz loos i dadct

mascima = UnEa mnicrofugs. La reaccidorn de sintesis e erotaefmas =2
artarza oo =1 amniroacide radiactive = irrmnedistamnmarnte despiids ez
adicigrnarla == toma la slicucta de tiempo cero de incubacidrm v las
tuboE s colocarn e =1 bafo de tenpesratuaras constante & =%, La=
alicuctazs == tratarmnm como s itdica en =1 meéto e z=irmtaesis =13
proteimas. E1 volumsnn bobtal del ziztemna de =imbtesiz == = =1 =2 1.
Las CTbTEn T aT l areEs firmales =1 =1 =R ] e sirntesis = | las

sigadisntes: kbemninas 2.0111 ob: creatina cinasa 7.7

[ A I o el R e S (1 Mglj‘.lz Qe RES Mz creatina fosfato 7.3 iz amirncéacidos
frico=., lew v val O.042 mM, =1 resto 00022 mM: ribozomnas 0.7 Dod. =

260 rims; fermilalamins O.4056 rmmole=ss poli-l Z2-100 3.0



—bDetaerminacidry de la l-:.'m Fpatra Poli-U corn los ribosomas obe

=jes
smbrriomariocs de maiz comnbtrol (MS) .
Lizadao Poli-td  Ribosomas. MS H o (oY -fenilalanina
(pal Cpl)d Cpr3) ,(;..41‘) : D'U'ésonm {pal) Cpl ) (o les)
26 2 =2 4 0.7 = = 0. 40
=6 3 4 0.7 (=3 =2 0. 40s
peT & 4 0.7 <+ = 0.406
ey = = 4 .7 [u} = O.406
~Det=rminscidrn de 1a Km Fara oli-tt cot los ribosonas o = E-1-
zmbricmarios de meiz tratados con auxina (AIAY .
Li=ado o ld -l Riboszomas AIA Hzt:l (“t::]—Fer.i lal amnims
(pel)d (el Cpea) Cpal) D.I:l.ZGOnm Cpel ) (el (trirnol =s)
pe 73 = = 2. = 0.7 e = 0406
e 79 -3 -3 2.8 a.7 7.2 2 D.406
& & & 2.8 0.7 S.2 = 0. dOE
XE = = 2.8 0.7 .2 = 0. 406
36 10 10 2.3 0.7 1.2 = 0. 406




u

Determninacidn. da la K‘rn para Foli-U corm los ribosona

n
o
\d
I
L

i)
0

embricsnarios de maiz bratados o auxina (MOEP) .

Lisado .~ pali-il Ribosomas MCPE  H_O (40 -Ferilalanina
T ,’(P‘l):v  - (;4_1) {3 . ; »,(;41) »D-c.'bzdor\m (pel) (212 (rimzcles)
a6 = 2 206 0.7 T4 = 2. a0e ’
26 4 & z.6 0.7 7.4 = 0. 408
36 & & 2.6 0.7 = z U. 406
36 ) ) =8 n.7 3.4 0. 408
=& 10 10 2.6 0.7 1.4 n. 406

IIT.2.15 Deternimacidrn de la HKn para riboscomnas

tratados v sin tratar

(=274 SURIFIES . [ e li—-1) Loy {1 1) S S & ] ko
SO .
Loe reactivos v méetodos som los va dezcritas = ] 1 [A=Dudud 2]

Fal13B: 28la gz las carntidades usadxs saon 1

=t la=

tablas aue sa dath a combtirnvdacidsm. E1 valuners

de 54 al. Las concentrac

aciornes finales =m =1
las siauiesrntes: heEmnins 0,107 rnivlz craatina
zoalipzi1Sn KM, ECL 70 mi, M-gl':.lz .35 ralvs D o= TR A

T frio=, leu v val Q.04 mM. =1 rest

T
i1}
=
1]
P
-
Y
-
il

fritia 0. 408 pFmnolaes: ribocscomnas 0.1




51

=Determinacidrn de la Km para ritbasomas de ejes enbrichsricos d=

maizx contral (MS)..

Lisado . poli-u Ritosomas MS - - H O (**o)-Farmilalanina
Cpal'y o) Cpel) (32 Cpal) D'U'z.sbnm‘ Cpel) ("‘1), o les)
a6 6 & ¥ n.is .0 -2 0.406
36 & & P 0.30 &.0 - 0.406
@6 & 5 2"  o.sn z.0 - .406
36 & & Z.1  1.70 - z 0.406
26 2 & @1 2.50 &.9 = 0.406

ED
Stock diluido de riboasomnas resuspendidos.
~D srminacidn de la Km para ribosomazs de ejes emnbricnarios de

=t
mal=z btratados corn auxina (ATA) .

Lisado Poli-id Ribosonas AIA i (*cy-Fernilalanina
(prel) (pel) ez Crel) D'U'zsonm Cpel .(;41) (runs les)
=6 & & 2" 0.1S S0 = O0.406
=6 & & 4" T S.0 = 0. 406
=13 & & n.E0 =.0 = n.406
T4 3 & S.z 1.70 = = 0. 406

Stock diluido de ribosomas resusesndidos.
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,,c':leyla Kl'_n EEara ribosomas de =jes enbricrarios [ ]

14

sima (MCPP) .

0.1 = z 0.406

& n.30 & z 0. 406

& 0.0 z 2 0.406

& 2.1 1.70 7.5 ] 0. I06

26 & & 3.1 =z.s50 &.o = 0.4ns

#* : N :
Stock diluida de ribosconas: resuspendidos.
ITI.2.16 Determinacidn.

2l arror en la  traduccidn  de  peli-il

= U Sistena Meberdlago . tn vitro wusards ribosomas de naiz bratados

v sirm bratar con auxind.

Reactivose:

L-femilalahirna [1‘0 (Y. Se usd la ferilalamina wumiformnensnte
marcada con T4 de New Englacd N

= lear E (=0 P g ) ml .

493 miZi/ramel 2. 0002022 sl /ml) .

L=1lauacins {“l_‘. (1. S usd la leucita 1A L For et marcsoda
carn Y de New Emalacd Nuclese NEC 279 (2S00 pfi/2.5  ml. it
i el o 0. 00 3I0A? mrasl /ml) .

EspaErnitia. - S22 prepara una soluacidrn conosmtrada e RO IRL&
€13 mhM) v & partir de ézta =2 twamcesn las diluciores sdecuadas Fatra
Auz &2l aelicar 4l =S 1= tbcs =15 shrte=zis =1 rrotelrnas =1

al-arcen las comncentracionses finales raegusr il

juy
o

= (0. 0.1, .z & e 4
mM) .
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IV.RESULTADOS

Los resultados se agruparon en los siguientes trabajos:

I) Psrez,L.,

Aguilar,R. & Sanchez de Jiménez,E. (1987)

Effect
of exogenous auxin on maize tissues. Alteration of protein
synthesis and phosphorylation. Physiol. Plantarum 69 517-S22.

II) Pére=,L. & Sanchez de Jimenez. E. Auxin induction of

ribosomé; protein phosphorylation. Sometido para su publicacisn en

Dot Dhu

Estos articulos se encuentran anexos.

Los asvectos mas sobresalientes de estos trabajos se resumen a

continuacién.Se describen ademas otros resultados obtenidos no

incluidos en estos manuscritos.

IY En estudios pnrevios sa establecid aue 21 MCPP,

EX3 %1 Dunins

sintética analoga del 2,4-D, era mas eficiante que <este en la

induccidén y mantenimiento de callos de embriones de maiz (6,22). En

el presente trabajo se estudids el efecto del MCPP en la sintesis v
fosforilacidn de proteinas posribosomales de ejes embrionarios de
maiz en las primeras 24 horas de imbibicisn. Los resultados
obtenidos indican gque aunque aparentemente las auxinas no alteran
ia velocidad de germinacidn (Fig. 1), ni los pesos sSeco y fresco ' a

tiempos cortos (menores a 30 horas de incubacidn Tab. 1), a nivel

mblecular el MCPP estimula la velocidad de sintesis de protefnas b'4

altefa fuertemente el patréin de proteinas sintetizadas, a Juzgar
pér el anpalisis mediante elcctroforesis bidimensional (Fig. 2).
Existen algunas proteinas que se inducen especificamente por la
auxina en tanto gque hay otras qQue se inhiben (Fig. 2). Respecto al
efecto ide las auxinas en la fosforilacién de las protefnas

posribosomalies se encontré que las auxinas estimulan este proceso.
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A). analizar las protefinas fosforiladas mediante cromatografia de
filtracisn en el (Fig. 3) y electroforesis (Fig. 4) se encontrsd
que el efecto de las auxinas es principalmente cuantitativo v no
cualitativo, va aue en Jlass fluorografias =2 observan marcadsas, en

términos generales, las mismas protefinas que en el control.

IIi.En este trabajo se procedid a estudiar el efecto de las
auxinas 2,4-D, MCPP y la auxina natural AXA en la fosforilaci<¢én -de
la fraccisén ribosomal. Los resultados . indican que las auxinas
estinulan en mayor proporcis$n la fosforilacién de las proteinas de
esta fraccién, en relacisén con la fosforilacidén de la fraccidn

posribosomal analizada en el trabajo anterior (Tab. 2 y 3) Asimismo

al analizar, mediante electroforesis bidimensional (Fig. S) |, las
pivtelinas ribosolkmslies Tfosforiladas s oLsErVS Guaes las auRinas

estudiadas no producian.el mismo efecto (Fig. 6A.B v Cc) v que
también hablia un cambio en el patrdn de proteinas ribosomales
fosforiladas en funcidén del tiempo en que se didé el pulso de Zp

—ortofosfato y/0 la duracidén del mismo (Fig. 6A y D).

Para estudiar el efecto de la fosforilaci<$n de los ribosomas
_de maiz inducida por auxinas en la funcidn de traduccidn, se
procedisé a montar el sistema de sintesis de proteinas in vitreo con
lisado de reticulocito de conejo. Para'ellb se -siguié la técnica
descrita por Jackson & Hunt para preparar €l lisado de reticulocito
de conejo ¥y hacerlo dependiente de Riva mensajero exdsgeno (144) . En
la figura 7 se muestra la inéorporacién de **Cc fenilalanina en- el
lisado original con su propio mensajero (+); se puede observar que

la incorporacisn no es muy alta debide a que se ussS fenilalanina
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como aminoadcido marcado. Al tratar el lisado con nucleasa para
hacerlo dependiente de RNA mensajero exsgeno, se disminuye
Practicamente a cero la incorporacisén de aminoééido v al adicionar
el mensajero sintético poli—-U al sistema, se& -’;bserva un Aaurmento
considerable en la incorporaci<én de fenilalanina aun por encima del
lisado original. Estos resultados indican que el lisado de
reticulocito de conejo aislado esta funcional y eé dependiente de
RNA mensajero exsgeno (en este caso poli-—Uu) alL tratarlo con
nucleasa micrococal.

A continuacisn se tratd el lisado como se describe en
materiales y métodos y se montd el sistema heterdlogo de sintesis
de proteinas in witre (lisado de reticulocito de conejo con
ribosomas de maiz aislados de tejido control y de. tejido tratado

KN

I hoocmas funclonales e | malz =2 | aislascno e

u
ki

con auxinas) . Lo
acuerdo a la técnicé descrita por Fehling & Weidner (1L45) . Los
resultadcs se muestran en las figuras 8,9 y 10 vy nos indican que
los ribosomas de marz aislados de tejido tratado con auxinas, no se
comportan de igual manera que los .ribosomas aislados de tejido
control en el sistema heterdlogo ¥y tienen distinta susceptibilidad
a la nucleasa micrococal

Para estudiar m&s a fondo y cuaptificar de alguna manera las
diferencias en el coﬁportamiento de los ribosomas, se procedis a
optigizar el sistema de sintesis de proteinas hetersdlogo in vt tro
con poli—ﬂ como mensajero exdgeno para los tres.tipos de ribosomas
estudiados- Los resultados se muestran en la figura 13 para los
ribosomas MS y los valores de Km obtenidos para los ribosomas
estudiados se encuentran en la tabla 4. Estos resultados indican

que los tres tipos de ribosomas (MS= aislados de teijiido control,



MCPP= aislados de tejido tratado con MCPP y AIlA=aislados de tejido
tratado con AIA) se saturan con cantidades similares de poli-U.

A continuacisn se estudi® la dependencia del sistema,

rensajero cintetice poli-U en

con RNA

concentracicnes saturantes, de 1la
concentracisén de ribosomas probando los tres tipos estudiados. Los
resultados se muestran en forma de doble recsiproca regraficados en

la figura 12, en la que se obsexrvan valores significativamente

distintos en la Km del roli-u hacia los ribosomas del tejido

controi en relaciésn a los ribosomas del tejido tratado con AIlIa v
con MCPP (Tab. 5). Estas diferencias en los valores de Km

estos ribosomas porxr el

sugieren
diferencias en la afinidad de mensaje
sint&tico poli-~U.

Por otra parte se montd la técnica para medir el error que

Produci an &sStos 1'ibosouas <In ila lactura ael wensaje sintetico
Poli-U. Para ello se hicieron experimentos simultaneos en los que

se ponia en uno fenilalanina marcada con **c (codsn UUU), en tanto

que en el otro experimento se ponia leucina marcada con e
uucy ,

C (codsn

a los sistemas de sintesis de proteinas 'n vitro. Se sabe que

la espermina disminuye el error en la traduccidén (147 ,148) . Por
ello se prohd también el efecto de esta poliamina en el sistema.

Fstos exverimentos se renitieron con Jo=s tres tinos de ribosomas

{MS, MCPP v AIA) _ Los resultados preliminares indican que en

ausencia de espermina los ribosomas de tejido tratado con auxina

(MCPP y ATA) muestran mas error que los ribosomass aislados de
tejido control (KHS). Al adicionar espermina a estos sistemnas el
error disminuye (espermina en concentraciones 0.1 y 0.2 mM) ; sin

embargo, al aumentar adn mas la concentracidén de espermina el error

se incrementa nuevaemente (0.4 mM de espermina) (Tab. 6).
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Figura 1.

Efecto de las auxinas en la germinacisn de maiz.
Las semillas de maiz fueron germinadas en la

oscuridad a 25°c entre
dos capas de algodsdn humedecidas con agua desionizada esteril (o) o
con una solucisn de MCPP (S mg/l) (o). Los

valores son las mnedias
de cuatro experimentos con cincuenta semillas cada uno +/—-DE.



TABLA 1

Determinacidén del peso fresco y peso
e e ?

malzs durante la germinacidsn.

seco de eijes embrionarios de

Tiempo

Peso fresco (g) Peso seco (g)

(h) Control MCPP Control MCPP

14 0.347%0.005 0.345%0.018 0.176%0.003 0.190%0.010
18 o.378%0.001 0.365%0.012 0.171%0.002 0.173%0.007
24 o0.421%0.006 0.426%0.022 o.157%0._005 o.164%0.016
28 o.520%0.032 o.5z0%0.027 0.177%0.017 0.177%0.00s
32 0.530%0.046 o.s670%0.0s6 0.162%0_001 o.182%¥0.012
38 o.970%0.073 1.270%0.093

o.219%0.001

o.2s54%0_00s

Los valores son las medias de cuatro experimentos independientes

con cincuenta semillas cada uno -D.E. La concentracién de MCPP fue
de S mg/. " : - . .
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Figura 2. Fluorografias de las proteinas sintetizadas por los ejes
embrionarios de maiz durante la germinacisn.
Los ejes embrionarios de maiz (500 mg)

se imbibieron sin (A) o
(B) MCPP (S mg/1l).

con

En el periodo de las 18-24 h de imbibiq}én se
les disds un pulso de una mezcla de aminoacidos marcados con C. Se
2islaron =z procteinas del

sobrencdante posribosomal h o s
analizaron por electroforesis en dos Aimensiones y fluorografias.




62

cpm

- scoc

~ 250C

4.5 e.0 16.5 24.5 32.5 420

Volumen de elucisn (ml) H

Figura '3 .Separacién de 1las proteinas fosforiladas en el
sobrenadante posribosomal mediante cromatografia de filtracisn en
gel .

Las proteinas del sobrenadante posribosomal (aproximadamente 30 000
cpm) se aplicaron a una columna de filtraci$n en gel (Sephadex
G—100 de 0.9 x 25 cm. Se colectaron fracciones de 1 ml (@) A

(o) cpm. 280 nm
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Figura 4 . Fluorografias de las fosfoprotesinas del sobrenadante
posribosomal.
Los ejes embrionarios de maiz (500 mg) se imbibieron sin (A) o
{%QZHCPP (S ng/l). Da las 22 a2 laos 24 h =o les aAis

B)l ~-fosfato. Las proteinas del sobrenadante posribosomal se
analizaron por electroforesis en dos dimensiones y fluorografias.

con
un pulso de
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° - TABLA 2

Dictribucisn de lz incorpoacisn do 22p en los fracciones scluble
¥ ribosomal
- ) ' . 82 —a
Fraccidn Incorporacisn de P (cpm mg )
Soluble 530 146

Ribosomal . 43 250

Se incubd un £, de ejes embrionarios de maiz en medio MS en
Presencia de P —-ortofosfato. Cada firaccid$n protefca se precipitd
con TCA al 10 7Z, se resuspendis v se conts en un contador de
centelleo.
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‘TABLA 3

- a2 - - -
Incorporacidén de P en distintas fracciones protefcas

Proteinas Incorporacisn de **p (cpm mg™")

purificadas Control +MCPP (S mg 1~ %) +AIA (S mg 17 %)
Hismtonas nucleares 10 607 6 724 10 556
Praotef nas ribocomales 24 713 64 800 59 R37

Se incubs 1 g de ejes emnbrionarios en medio MS con o sin auxinas en
pPresencia de P —-ortofosfato. Cada fraccidn proteica se precipitd

con TCA al 10 ZA se resuspendid v se contsd en un contador de
centelleo. -
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Figura S Patrén bidimensional de protefinas ribosomales de maiz. Las
proteinas ribosoconrales se aislaron como se indica en la seccidn de
materiales y métodos y se separaron de acuerdo a la técnica de

Madiar (i2). Se avlicaron 100 MHE de proteinas. En la orimerxra
dinmensisén (sistema a&cido) la migracisén fue hacia el catodo a 150 v
(voltaje constante) por 5 h {(con menos de 1 mA/gel) . La segunda

dimensisn fue en presencia de SDS .
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Figura 6. Fluorografia de las proteilnas

I ribosomales marcadas ' con
TTP. La slectroforesis en dos dimensiones se llevéd a cabo siguiendo
.el procedimiento de Madjar {sistema acido en la primera
dime£§ién/sistema con SDS en la segunda dimensién).

con

El pulso fue de
P entre las 21 v 24 h (A, C D) o de 0.5 h enrntre l2g 22 =
24 h (B) _ (A)=control pulso largo,
(C)=+AIA, (D)=+MCPP.

b Eota
2= = ety

(BY=control puleans corto,
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Incorporacion (r.pm/lﬂ}ll 30 :nind bd'U’l
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Tiemgo Imin) .
¢ + -NUC -PQLI-U = +NUC -POLI-U

Figura 7 . Incorporacisn de *4c-fenilalanina en el sistema hom$logo
de sintesis de proteinas in vitro.

El lisado de reticulocito de conejo se aisld de acuerdo con el
?‘étodo de Jackson v Hunt (144) . (a) Incorporacisn de

C—fenilalanina en el lisado con €l RNA mensajero
{(b) Incorporacisn de C—fenilalanina

endsgeno

en el lisado tratado con

nucleasa (150 U de nucleasa micrococal/ml de lisado) (O ). (c)
Incorporacis$n de C—fenilalanina en el lisado tratado con nucleasa
v adicionado con poli—U como mensajero exsgeno (2 pge de
+1l de sistema de sintesis de proteinas) (g ).

(+).

poli-u/20
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Figura g . Incorporacisén de’ 1‘c—feni],a1anina en el sistema heterdlogo
de sintesis de proteinas in vitre con ribosomas de maiz control!

El lisado de reticulocito de conejo se centrifugsd a alta velocidad
(250 000 g por 2 horas), para eliminar los ribosomas enddsgenos. jou N
sobrenadante posribosomal del lisado se trats con nucleasa para
climinar los RNA nmenszjeros enddSgenos. Paralclamente sea aislaron
ribomomas funcionnles de ejes embrionarios de maiz incubados en
medio MS (control =Ribosomas MS), de acuerdo a la tecnica descrita
por Fehling y Weidner (145). (a) Incorporacidén de C-fenitalanina
en el lisado adicionado con ribosomas MS (si_p tratar con nucleasa)
Y con poli-U (+). (b) Incorporacidén de C-fenilalanina an el
lisado adicionado con_ ribosomas MS (tratados con nucleasa)

( < ).
(c) Incorporacien de **c-fenilalanina en el lisado adicionado con
ribosomas MS (tratados con nucleasa) y con poli-—-uU como mensajero
exsgeno (o).
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RIBOSOMAS MCPP

P
EN
Q
1

lacorporecion lcpm/10 P 30 miatd0?)
”
A
S
|

- . R . T A S L - B i
o - 20 o ‘40 . 60
M L. s - ’ . Tiempo (min) : -
(D) +NUC +POLI-U {4+ -NUC +POLI-U . (o) +NUC -POLI-U

rigura © . Incorporacidn az "‘c--fenila.}anina a&n ol sislteuaa
heterdlogo de sintesis de proteinas in vitreo con ribosomas de mai=z
con MCPP.

ElL lisado de reticulocito de conejo se centrifugsds a alta velocidad
(200 000 g por dos heoras), para eliminar los ribosomas endosgenos .
El sobrenadante posribosomal del lisado se tratd con nucleasa para
eliminar los RNA mensajeros endogenos. Paralelamente se aislaron
ribosomas funcionales de ejes embrionarios de maiz= incubados en

medio MS + MCPP (Ribosoimnas MCPP), de acuerdo a la t<£cnica descrita

por Fehling y Weidner (14S). (a) Incorporacidén de **c—fenilalanina
en el lisado adicionado con ribosomas [yled o S (sin tratar con
nucleasa) y con poli-U (+). (b) Incorporacidn de *4c-fenilalanina
en el lisado adicionacdo con ribosomas MCPP (tratados con nucleasa)
(<), (c) Incorporacisn de C—-fenilalanina en el lisado adicionado
con ribosomas mMCPEPP (tratados con nucleasa) v con poli—uU como

nsslsajerc exsgeno (O .



RIBOSOMAS AIA

Incorporacion kepm/10 r.l 3D miakdD ’) .
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Figuro 10

con AIA.

- Incorporacidn de

heter¢logo de sintesis de proteinas

¥ " Y Ag

20 40
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(+) -NUC +POLI-U

T
60

Co) “nuc -pouu

14 - .
C-foenilalanina

&1 el

E1l1 lisado de reticulocito de conejo se centrifugs a alta

(200 000 g por 2 horas),
sobrenadante posribosomal del lisado se
elimninar los RNA mensajieros enddSgenos.

tra

ribosomas funcionales de ejes embrionarios

medio MS + AXIA (Ribosomas AIA),

de acuerdo a

por Fehling y Weidner (145). (a) Incorporaci
en el lisado adicionado con ribosomas AIA (sin tratar con nucleasa)

¥ con poli-uU (+)
(c) Incorporacidn de

exsgeno (O ;.

. (b) Incorporacisn de
lisado adicionado con_ ribosomas AfLA

td ‘con
Paralelamente se

de ma
la
sn de

*c-fenilalanina en el lisado
ribosomas AlA (iraitados con nucleasa) y con

sistleana

in witro con ribosomas de maiz

velocidad

para eliminar los ribosomas end<dgenos. El
nuclteasa para

aislaron

iz incubados en

t<$cnica

descrita

C—fenilalanina

(tratados con nucleasa) ( < ).

C—-fenilalanina en el
adicionado con
como mensajero

poli—-v
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Figura 11 | peterminaci$n de la Km para poli-U.
El lisado de reticulocito de conejo dependiente de

ribosomas y’
mensajero exdgenos se adiciond con ribosomas MS b4 con distintas
cantidades de poli—-U (0.0 a 12.0 ug) para determinar el valor de la

Km de estos ribosomas hacia el poli-U como mensajero exdgeno.
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TABLA 4

Determinacisn de la Km pafa poli—U de ribosomas de maiz tratados v
sin tratar con auxinas.

Fuente de ribosomas Km (g de poli-u)
Tejido control (MS) 4.4 +/— O.3
Tejido + MCPP (5 mg/l) 4.8 +/— 0.4
Teijjido + ALA (S5 mpz/1) i ’ S.1 +/~ 0.4

El lisado de reticulocito de conejo dependiente de ribosomas v
mensajsero exdSgenos se adicions con ribosomas de maiz de tres
fuentes distintas ‘(ribosomas control, ribosomas mcpe v ribosomas

ATA). Los 1lLres sistemas anteriores se adicionaron con distintas
cantidades de poli-U (0.0 a 12.0 pxg) para determinar el valor de la
Km de estos ribosomas hacia el poli—-U como mensajero exsgeno. Los

valores de las Km obtenidos a partir de las regraficas se indican
en la tabla.
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‘Figura 12 . Determinacién del valor de Km para los ribosomas de maiz

tratados y sin tratar con auxinas, con poli—-u como mensajero
exdEeno .

El lisado de reticulocito de conejo dependiente de ribosomas v
mensajero exdgenos se adicions con poli-uU en una cantidad
saturante. Posteriormente se afmadieron cantidades variables (0.16 a
2.5 D.O. a 260 nm) de los ribosomas de maiz del tejido estudiado
para determinar la Km del mensajero poli-uU hacia cada uno de los
tipos de ribosomas estudiados. Se presentan las regraficas de los
valores obtenidos.@a (control), @ (MCPPFP), & (ALA) .



TABLA S

beterminacién del wvalor de Km para los ribosomas de maiz tratados y
sin tratar con auxinas, con poli—-U como mensajero exdsgeno.

Fuente de ribosomas

RKm (Rb D.O. 260 nm)

Tejidd control

0.049 +/- 0.019

. Tejido + MCPP (5 mg/l) 0.197 +/— 0G.052

Teajido + AL (S5 ng/Ll2 - 0.176 +/— O_.047

El lisadc de reticulocito de conejo dependiente de ribosomas

mensajero exscgenos se

saturante. Posteriormente se afladieron cantidades variables

¥
adicions con poli-U en una cantidad
(0.16 a

2.50 D.O. a 260 nm) de los ribosomas de maiz del tejido estudiado

para determinar la Km del mensajero poli-U hacia cada uno de
tipos de vribosomas estudiados. Los valores de las Km

partir de las regraficas

obtenidos
de la figura 12 se indican en la tabla.

los=

a



e e e e e i Bt v e A L e s el

TARLA S

Determinacién de la frecuencia de error en la traduccidén de poli—-U
en un sistema heterslogo de sintesis de proteinas iIn witro usando
ribosomas de maiz tratados ¥y sin tratar con auxinas.

Fuente de ribosomas @ Concentracisén de espermina (mM)
0.0 o.1 o.2 0.4
Tejido control 6.4 1.2 3.8 13.2
Tejido + MCPP (Smg/l1) ) 11.5, 2.5 o.o 15.3
Tejido + AXA (S mg/l) 15.4 b .4 7.1 8.3

El lisado de reticulocito de conejo dependiente de ribosomas v
mensajero exdgenos se adiciond con distintas concentraciones de
espermina. Para cada una de estas concentraciones se preparan dos
sistemas de sintesis de protesi nas con los distintos tipos de
glbogomas estudiados. En uno de estos sistemas se usa
1‘C fenilalanina con poli—-U, en tanto que en el oiro sistema se usa
C—locucina Cun <3 a3 Soil s Iuizeaiada ja . L.a frecuencia de arior S
determina midiendo las 1ncorpora01ones en cada sistema y sacando la
?lgULente relaclén; cpm’ de**c-1leucina incorporadas/ cpm de
C—leucina + cpm C—-fenilalanina incorporadas x 100.
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Tiledt of an exogenous auxin on.magize tiés:és’.
protecin synthesis ld phosphor} latlon B

L. ¢

ez, R. Aguilar and K. S.ml:hcz-dc-.lm

auxin on maize tissu Alh.r.umn of Protein sy pthesis and Phosphur\l.u . = Phys.
iol. Planturum l\'~)' S17-522.

A synthetic auxin 2-

-methyl-—3-chloro)phe noxypropionic acid (MCPP). .nhn.u-. of
. . 3-D, alters maize (Zea prayvs L. H-30) germination while inducing collus formation,
. ) : : The cffect of this suxin on protein synthesis and phosphors Letion of the embryonic

. . tissues was explored. Total eyteplasmic proteins were analysed for #C or “B incorpor-

. - ation into trichloroacetic adid precipituble mutcrial. MCPP signiticantly stimulined

N D protein synthesis as well as protein phosphonyliation, The protein syntliesis pattern
was highfy aliered in the presence of MOPP asa vaod by two-dimensionat goel elee-

trophoresis. vaes by Sephadex G-100 chronuatography and by tswo-dimensional
gel clectrophoresiss of phosphorylated proteins indicate that the LI!’.::.( of MCPP un
protein phospherylation was only quantitative.

Additional key words — Auxin-sensitive proteins, embryonic axis, phosphoproteins,

. . . Zoua mays. .
-7 L. I¥rez. R. Aguilar amd E. Sanchéz-de-Jinicnes (reprig r;‘qum ")4'["". de
. . - Bivquimica Vegeral, DEPg. Faculud de Quinuea, U.N.AM. V2
R . ., . & £ México. .
: ’ ) LT : - ' . ' : -
' . . S a ‘fo ‘N o penetic c-established " as
lnlroducl-on k bly following n penetic pre-established program based

o onlong-lived (stored) and newly svnthesized mRNAs

Synthcetic auxins have been “ldt.l\' uscd to |nducc c.\l|u< - (Brooker ct al. 1978, nchez de Jiménez and Aguilar
formation from different plant cereul tissucs (Yiamada 1934, Suzuki und Minamikawa 1985). The pauttern of
1977) The mechanismy behind such a dedifférentiation - proteins synthesized du 2 this fprocess has been well
is not known. howcver. . . documented by us (Ap 1w and Sinchez de Jimdéner

Several rescurch groups have rcpnrud an increase of 1984, Stinchez de Jiménez and Aguilar 1983, Baiza cial.
protein as well as of RNA synthesis in auxin-treated tis- - 1U86), Based on the above infornution we are inter-
sucs (Dominguez ¢t al, 1977, Jacobsen and Higgins ested in using this systemas i model for examining the
1978, Thu.nlu;_is and Ray 19582). These results suzgest molecular buasis tor aw participation in celt deditter-
that the primary xin aetion micht be ut the tre cnlimin_n.
scrlplmn.ll fevel (H.u.c and Giiiltoyie TUsS). Ixtely. -
increase of protein phosphorylastion in auxin-treated ar-
tichoke tissues has also been reported (Melanson and id: MOCPP, 3'("'““—""*"""-h‘l‘""’l‘h NUNVPrO-
Trowa 1952). . ) K . pis Iulnrn b \l\l l\lur.ts_hnp. and 'skunl_ (1962) medium: TCAL

Application of exagenous 2.3-1 (Green ot al. 1974) ' ‘_ faeetie ac 3
orits analpgue MCOPP (Sinchez de Jiménez et al. 1981) -
to &grmm.uuu_ maize cmbryos cuuses cell 'J;thful‘gnll‘ d -

an nwthuds

tion and cullus production instead of normat plantiet de- -
velopment. Protein synthesis is one of the catliest pro-  cSceds ol xlu. Lyl

Abbrey -muu:n - 2.3-D. 2. d-dichlorophenoxyacetic e TAA,

\!.:(u'x'-'

ccsses to be detected duting seed imbibition, ﬁrc.\un\-‘ temperate > work., l_lnhr_\'nl;ic
Rceceived 7 Julyr 19862 revised 6 October, 19%6 Loar : - R
AN Physiol. Plontarun @, Jux? - ) R B .. 817




axes were manually cut off from the sceds, surface- °. . Y T e T - v
sterilized using 70% ethiinot (30 ») followed by 5% Ca 100 - .
(C10), for 10 min. and rinscd twice with sterile water R )
before the experiments. Stenle axes were incubated on . ™ g sof . . )
e - mincral salts of A\ls‘ mulium ‘lgcunlinl. o Mur whi = - p )
= eo} - .
EH . E
3 mine. 87.6 mAf sucrose and 7.5 R
. = < ao) -
- oper P of medium, pH 5SS in 2> 10 em luhcx. 170r callus =
induction 5 to 10 mg 1 ' of either TAAL 2.3-D or MCPP - -
were added 1. the medium and incubation was carricd © 20 - B
out in darkoess at 253°C (Ssinchez d.. Jimdénez and Al- .t
. N . L
bores 1979). - . o 20 30 40 S0
.. N TME, n
Geraniaen curses . *
e . ° Fig. 1 Effect of auxin on seed germi aize sceds w
Butches of SO seeds were surface sterilized as above, im- . Erus o by

' ¢ A 1 ed in the dark at 25°C betw yers of cotton
bibed with double-distilicd water or MCPP (0.1 to 10 wool moistenaed with cither double distilied water (3 or S mg

mg 1Y) on cotton and incubated at 25°C in darkness for 1! of MCPP 1), Valug s of foar independent ex-
different periods of time. from 14 10 48 h. At cach  PEFiments with 30 seeds cu ’ . —
statgd time. germinated seceds (i.¢. radicle protruded) . . .
were counted and embryonic axes from all the sceds of
this group were sectioned and weighed {(fresh weight). o “.Il‘rL“ (1975) (two dimensions). except that 7-15%,
~ The axes were dried at 60°C under vacuum until cOn-  SDS-polyacrylamide plates were used in the sccond
stant weight (dry weight) . . dimension, Fluorographs of the gels were obtained by .
- . . . . the method of Boaner and Laskey (1974).
'l’r_oh:in labelling <with radiot pes and radioaciive e s . ) . . X -
measurcimncnts ) . Fractionation of phosphorytated proteins (P-protelns .
‘Maize embryonic axes (300 mg) were incubated on MS Three mg of post-ribosomal proteins labelled with [P
medium with or withou: MCPP (5 mg 17') for 24 h at phosphate were applied 1o 2 (LOX 245 em Scephadex
- - 25°C in durkness. A pulse of cither 1,11 MBq of {*C}- G-100 (Pharmacin) cotumn equilibrated with-butfer A
: " amino acid mixture (3.7 MBq ml-'. New England Nu- (50 M KCl 10 mAf MeCl.o 5 mu 2emereaptoctiuinol.
. clear) or 11.1 MBq of [¥Pl-phosphate (37 Mg ml-', S0 MM ITis-HCL pH 7.6). Proteins were cluted with 20
Amcrsham International) was added during the

; t3h ml of the sume butfer at 4°C. One ml (ractions were col-

H (21-24 h) of the incubation period. After this time. lected. analyzed at 280 nm and counted as indicated .
i post-ribosomal proteins were isolated from the embryo- above. J E]
N nic ixes as previously reported (Sinchez de Jiménez . . -

| and Aguilar 1984). [“Cl-Amino acid and {“Pj-phos- Results . - :

H phate  uptake  were measured in total homogenate Results ’

(A7800 £ 36580 cpm mg ! and 157000 & 15700 cpm
mg™' of tissue, rcspcclivcly). Proteins were precipitated
with trichloroacetic acid (TCA: fin
10% . w/v). washed with 5

Induction of maize callus tissue wasTachieved with cither
IAA, 2.4-D orits analogue MCPP (ranging from 5 to 10

1l concentration me 1 D With TAA L however. callus induction was very
(W/VY TCA and ethanol, re-

poar and in many cases the provess reverted, resulting

suspendued in water and neutralized with 5 Af KO, In- il normal plantlets afier 3-4 weeks of incubation, MCPP

i corporation of ["L‘l-.\minm ACKIS OF | ) f-phosphate was vave the largest 2 e Jiménes Ciowi. 19805

.o determined in duplicate in 100 ud aliguots of the samples in a shorter time (3-5 -.lu\x). Caullus induction by MOPP
i by using a liquid scintillation spéetrometer (Packard Tri win

Carl truments 3

whicved even if the embryos swere exposed 1o this
S). following  Br mathod auxin for o period short as 0 I within the permination
oteiny were analysed by two-dimensional period (0 to 24 ) The effeet of NMOPP on the rate of
amide gel clectcophoresis apd fluorography. seod permination was analysced. Figure t shows that 70

o

sured by the method of 10 808G of seeds of both the control and one of the
'} Lowry ctal, (1951). - - MOPP ueatments (3 mgl ') had germinated by 3731 L, N
. . . TOMCOPY did not_have o sighifieant effect on the rate of” N
. serining
l'ul)ncr\lunlh:c el electrophaoresis ° L

Lion at any concentration tested (L l=10 my i Y,
dats not shown). ‘The fresh and drey weights of the ases
Palyacrylamide gel clectrophoresis was carried out ac-  were recorded at the end of each experimental period.

carding to Lacimii (1970) (once dimension, slab gels) or As observed in Tab. 1, bBoth fresh and dry weights in-
. 518 -

Physiul. Plantatum 64, 19n7

' . -
P
i



SVOIR

PRy

s e e ESTA - TESIS NG BEBE——
S e  SAUR BE LA s{SLIGTECA

Tab, 1. Fresh and dry weiphts of maize cmhr)nm-. axes. Values are means of four independent experiments with 50 sceds cuch

*

sp. The concentration of MCP1? was 5 mg 1700
Ti;nc R . ’ FW () S -t : DW (g)
(&) T - .

- Contral . NCPP : ) Control MCPP
14 ’ 0.317X0.005 0.345£0.018 0.17620.003 QA0 0 010
8 - * 0. 378+1) (X)l 0.36520.012 M : 0.17120.002
24 3 . Q.42620.022 . 0.15720.005 6 .
28 0.52020.027 01772017 0. l77*'(| ()(H
32 . 0.530x0.04 - 670X0,056 0.1622:0.001 0.1
38 0.970£0.073 1.270£0.093 0.21920.001 . 0.254* Q. u(li

Fig. 2. Fluorographs of
protein synthesizea ln nnize
cmbryonic

cwere imbibed without (A)
cor with (13) NCprp It
1'"). A pulse of {*C relled
. amino acid misture
. given between 18-24 h,
Post-ribaso i
were isolate
by twa-dimensional gel
clectrophoresis and
fluorography.
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I
U of past-ribosor pllu\]‘hnp(DICIni.
e embryonic (500 myg) were imbibed without (A) or
v (B) MCPP me 1°'). A pulsc of [¥P]-phosphate was
given between 22-24 b, Post-ribosomal proteins were alysed
by two-dimensionul gel clectrophoresis and fluorography.

~

creased significantly by MCPP treatment only at longer
incubation periods (32 1o 38 h: (£ = 0.01),

To analysc the biochemical action of MCPP on germi-
nation, embryonic axes were incubated in MS medium
under sterile conditions, and o 3 h pulse of [“*Cl-amino
acid mixture in the abscence or presence of 5§ mg 177 of
MCPI was applicd. The post-ribosomal proteins were
isolated from these tissucs and the 2C inceorpeoration
into these proteins was determined. MCPP treatment
caused u J1% increase in the amount of labelled amino
acids incorporated into prot . Proteins were further
analysed by two-dimensional gel clectrophoresis and
fluorography. The protecin pattern obtained with MCPP?
(Fig. 2B) differed clearly from the control (Fig. 2A). re-
vealing both quantitative and qualitative changes. It is
interesting to note that the levels of some proteins de-
creased drastically (spots 1-6) in the presence of MCPPP

520

. 2B), whereas, other proteins (spots 7—10) in-
Creased.

The effect of MCPP on protein phosphoryiation was
also wested. Maize embryonic axes were incubated for 3
h (21 to 24 h period) with [¥Pl-phosphate in the medium
with and without MCPP. The post-ribosomal proteins
were again isolated and the ¥P incorporation into TCA-
precipituble material was determined. An increase of
49-6Z P incorporation was detected in the

To G total Vi
presence of the synthetic auxin.

The phosphoproteins were further analysed by Se-
phadex G-100 liltration chromatograpy and two-dimen-
sional gel clectrophoresis. ‘Tivo main pcaks of proteins
were obtained on the Scphadex column, both for the
control and after MCPP treatment: once larger within
the void colume containing the bulk of the proteins and

_a second smaller one with proteins of laseers molecular

weight. The phosphoproteins cluted as one major peak
“within the second protein peak., although a small but re-
producible amount of phosphoproteins was also de-
tected within the peak of higher molecular weight pro-
teins. This distribution was found on both conirol and
MCPP saniples (data not shown).

Two-dimensional gel electrophore and fluorogra-
phy of all these proteins showed (Fig. 3) a restricted
group of similariy labelled proteins. bott in the cusc of
control and MCPP-treimed samples. ™ - uf the major
spots however., scemed to correspond o - -ocific auxin-

. modulated proteins.shown in Fig. 2. A major spot was

located at a low M, (ca 22 kDa). which was the spot in-
creasing most noticcably by MCPP treatment. Thus the
stimulation of. protein phosphorylation by MCPP on
germinaung maize embryos secems to be only quantita-
fivel site e same phosphoproteins present in the tis-
sue during normal germination also increase upon syn-
thetic auxin treatment.

Discussion

The molecular mechanism of auxin action is not known.
Recently, rescurch has been focussed on analysing bio-
chemi events behind cach specific physiological ef-
fect caused by auxin: cell wall restoration (Meyer et al.
1984a). cell clongation (Theologis and Ray 1982,
ker et al. 1985). and cell division (diclunson and
Trewavas 1982, Meyer et al. 1984b). In all systems
studicd a common featurc is that auxin regulates protein
andsor protein phosphorylation. In the present
o foaltienn weie oboarved, MOCPP di
significantly affect the rate of sced goerm i
However, the induction of cell dedifferentiation to form
callus tissue also involved, as early events, alterations
boih in protcin synthesis and phosphorylation (Figs 2
wnd 3).

The stimulation of protein synthesis by MCPP might
correspond te the increase of specific mRNA specics.
Recently, this was demonstrated in othersystems regu-
lated by auxins (Miassod and Got 1984, Hagen and

Physiol. Plantarum 69, [987
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Guilfoyle 1985, Watker et al. 1985, Theologis 1986). In
support of this suggestion is abo the fact that this stimul-
ation occurs during the 21-24 h peciod of maize germi-
nation. when newly synthesized mRNAs contribute sig-

nlly to ~uppnn pruu. in synthesis (Sinchez de

’Hu. l'.luuro:_'r.lphxu B .xly“s of the proteins synthe-
rod, shows strong qualitative mod tions causced by
the auxin compared to the control (germiniting em-
bryos). Specific proteins appear during the auxin treat-
ment (Fig. 2: spots 6-8). These proteins seem 1o ce-
spond to MCPP stimuli similarly to the auxin-controited
prolun& olfserved in soybean hypocotyl (Walker et al.
1985) "or in tobacco prnlupl.l.\l.\ (Moeyver et al. 1US3a).
“They fall in the low molecular weight range of 15 to 33
kDa (Fig. 2). similar to those previously reported by
other authors (Wialker et al. 1953). It hos boca shawn
that the ype of proteins synthesized under auxin influ-
ence is independent of the auxin used. natural or syn-
thetic (Zurfluh and Guiltoyle 1U82).

Some authors have found that prolonged exposure of
target plant tissues to exogenous auxin might cause ad-
aptation of the tissuc to the presence of the auxin
(Gougler and Evans 1981). The adaptation scems to oc-
cur also in thé present case. since the dedifferentiated

cells induced are able to grow and divide for many gen-.

erations in 2 culture medium in the prosence of the
auxin (Sinchez de Jiménez ot al. 1981).

- The above data could be explained if auxin action is
related to dn increase of protein kinase or a decrease of

phosphatase activities, rather than 1o an overabl increase

of the specific targel protcing serving as ainise sab-
strates. In cither cuse the higher rute of proicin phos-
phorylation could be seen as a consequence of auxin
modulation on protein synthesi

Since many metabolic p._xlh\\ ays are regulated by pro-
tein phosphorylation, it may be proposed that the pri-
mury step of auxin action (probubl
tional level: Guilfoyle 1986, Theologis 1986) is ampli-
ficd by 2 cascude systém mediated by phosphoproicins
that could account for the multiple physiological re-
sponscs induced by huxins (Moore 1950).

at the transcrip-
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ABSTRACT

Auxin effect on protein Prhosphorylation of
sermainating maize tissues has been investigated -
Natural IAA or synthetic MCPP auxin was applied to
-aize axes and [szP]—ortophosphate incorporation into
soluble, nuclear and ribosomal proteins was recorded.

High stimulation on t®*Pl-protein incorporation was
found in ribosomal proteins when auxins were rresent.
Purified ribosomal proteins were analysed by two
dimensional gel electrophoresis. The kinetics of the
t®?Pl-label into ribosomal proteins was followed at
different pulse lenghts and analysed by two-dimensional
el electrophoresis and fluorography - Specific
[szP]—riboso-al protein patterns were found in IAA or

MCPFP treated tissues.
INTRODUCTION

Protein phosphorylation and de—-phosphorylation is
recoénized as an important mechanism by which the. cell
activity is regulated in response to a wide variety of
external stimuli (5,18,26).

Auxins participate in many physiological processes.
At the molecular level it is known that it alters the
Ppattern of synthesized Proteins in many different
tissues, i_e.éoybean (30), maize emnbryos (17>,
artichoke tuber (13).However the mechanism of auxin

action is at present not known . There is evidence that



auxin action is

associatqd with changes in the
rhosphorylation status of proteins. Melanson and
Trewavas (13) found qgualitative alterations in

Phosphorylated nuclear proteins due to auxin treatment.

Recent studies have shown auxin induced changes in
protein phosphorylation in ocat coleoptiles (29), maize
embryos (17) and soybean hypocotyls (28). This process
has been shown to be protein specific and seems to bé

associated with cAMP independent kinases (20,21.28,29).

Phosphorylation of ribosomal pProteins has been
shown to participate in the formation of . mRNA-RDb

complex and to influence the speed of mRNA
(6,27).

translation

Based on the above data, one mechanism that could

explain the multiple auxin effects at the molecular

level, might be the regulation of the translational
machinery by ribosomal protein rhosphorylation. The

present report is intended to test this possibility.

MATERIALS AND METHODS

Plant material. Seeds of maize (Zea may s L.

var -Chalquefio) were used as the source of bioclogical
material for the work. Embryonic axes were manually cut

off from the seeds, surface sterilized using 70 x

ethanol (30 s) followed by 5% ca(ClO)2 for 10 minutes,



and rinsed twice with sterile water ' before the
experiments.

Incubation conditions. Sterile axes were incubated
on mineral salts of MS medium according to Murashiée
and Skoog (14) additioned as previocusly reported (22) .

* of either IAA (28.5 M) or

For auxin treatment S mg 1~
MCPP (23 .3 M) were added to the medium and incubation
was carried out in darkness at 25°C for 24h.

Reagents. Chemicals including IAA were obtained
from Sigma Co., [BZP]—ortophosphate from Amersham.

MCPP (2—methyl—-4-chlorophenoxipropionic acid) is a
synthetic auxin, analogue of 2,4-D. It was synthesized
in the laboratory by Dr . Marta Albores as reported

(23) _.MCPP has been shown to have stronger auxin effect

than JYAA on several biocassays (7) and supports maize

callus growth better than 2,4-D (24) . Due to this
characteristic, MCPP action was tested in these
experiments.

Protein labeling with [SZP]—ortophosphate.Maize

embryonic axes (700-900 mg) were incubated on MS medium
without or with auxin (IAA or MCPP). A Prulse of 11 .1
MBqg of [92P]—ortophosphate (37 MBqg nl_‘. Amersham
International) was added during either the last 3h (21
to 24) or 30 min. (23.5 to 24) of the incubation
period. After this time, post—-ribosomal proteins were
isolated from the embryonic axes as previously reported

(22) . Ribosomal proteins were purified as stated below.

Histone purification was carried out from isolated



nuclei purified through a sucrose cushion (1.7 M) and

from that point, Gigot’'s methodology was followed (8).

Protein fractions were precipitated with

trichloroacetic acid (TCA: final concentration 10 % .

w/v), washed with =3 % w/v TCA and 95 % ethanol,

resuspended in water and neutralized with S M KOH

Incorporation of [azP]—phosphate was determined in

duplicate in 100 1 aliquots of the samples by using é
liquid scintillation spectrometer {Packard Tri Carb

Instruments 3255), following Bray’'s method (3).

Ribosomal protein purification. After the

incubation period,the tissues were washed with 25 ml of

grinding buffer containing: 20 mM Tris-HCl (pH=7.8) .,5SmM

chlz. 20 mM KC1, 1 mM PMSF , 1imM NaF, 0.5 %
2—-mercaptoethanol, 1 % Triton X-100, 0.25 M sucrose.
Samples were frozen with liguid nitrogen and

homogenized in grinding buffer (5 ml g-i) with purified

sand in a mortar and pestle, precooled at o°c. The

homogenate was filtered through a layer of cheesecloth

and after succesive steps of centrifugation at 3 000

and 27 000 g for 10 min

g

. 5 ml of the supernatant was

layered onto 2.5 ml of a cushion of grinding buffer

containing 0.5 M sucrose plus 0.5 M KCl. Ribosomes were

sedimented at 250 000 g for 3.5 h according to Scharf

and Nover (25). The ribosomal pellet was resuspended in
resuspension buffer (grinding buffer minus sucrose and
Triton ). The ribosomal protein extraction followed the

procedure of Ramjoue and Gordon with minor modification



(19). To the resuspended ribosomes, 0.1 volumes of 1 | .}

Mg(oAc)z was added. Two volumes of glacial acetic acid

were added over a period of 1 min and stirring was

‘continued on ice for. 60 min. The mixture was

centrifuged at 10 000 g for 10 min to pellet the RNA
. precipitate. The RNA pellet was washed with 0.5 volumes

of the original 67 ® acetic acid mixture , stirred on

ice for 10 min and centrifuged again for 10 min at 10

000 8- The ribosomal proteins of the combined
supernatant fluids were dialized against 0.5 | o | acetic
acid and lyophilized. The lyophilized pellets were

stored at —-20°C. Proteins were measured by Lowry's

method (11).

Polyacrylamide gel electrophoresis. Polyacrylamide

gel elec—trophoresis of ribosomal proteins was carried

out according to Madiar et al (12) ;first dimension

electrophoresis in acidic system and second dimension

in the presence of SDS. Fluorographs of the gels were

obtained by the method of Bonner and Laskey (2) .

RESULTS

Incorporation of 12%p3 into different cell

fractions was measured after axes were incubated with

[*’Pl-ortophosphate. Table 1 shows the (R =h
distribution found between soluble and ribosomal

fractions. Significant amounts of [szP]—proteins were

detected suggesting that protein phosphorylation is a



wide spread rhenomenon in these tissues. This
rhenomenon is not a general‘feature for all proteins,
however, since only a few specific proteins were found
to be labeled (17). Among them histones (Table 2) and a
few of the ribosomal proteins (see below) were
identified.

Auxin treatment on axes tissues shoued' stimulation
of the [32P]—incorporation into specific protein.
Either IAA or MCPP caused a substantial increment in
the percentage of [SZP]—incorporation in the purified
Rb—proteins(Table 2) . The purity of the ribosomal
protein preparation was tested by two dimensional el
electrophoreéis.rhe characteristic pattern of
Rb-protein could be observed when eels were stained
with Coomassie blue (Fig.1).The pattern obtained was
very similar to the one reported for wheat Rb—proteins

(9)

The kinetics of [SZP] incorporation into Rb

proteins was investigated, [32P]—ortophosphate rulses
of different lenghts were given to the tissues at the
end of the incubation period (0.5 or 3 hours pulse
between 21 and 24 hours) . Two dimensional gel
electrophoresis and fluorographic analysis of these

proteins are shown in Figure 2A and B. Three malin spots

[(1.2,.3) were consistently localized in the same
position for fhe two patterns_A series of small spots
were seen only on the half hour pattern (Fig. 2B) and

they were not present at all on the 3 h-pattern (Fig._



2A). This, in turn, showed another main spot [4],
absent on the 0.5 h pattern: These patterns reproduced
very accurately.

These data seems to indicate a rapid turn-over of
®°2p on some of the phosphorylated pProteins and/or an
active exchange process between the [szP]—proteinS
within the ribosome and their -de—phosphorylated
homologues from a pool of Rb proteins of the cytoplasm.

Analysis of the effect of both natural and
synthetic auxins was carried out. Purified Rb—proteins
from a 3 h-—-pulse experiment were analysed by
two—-dimensional gel electrophoresis and fluorography.
The natural auxin gave a [SZP]—protein Ppattern (Fig.
2C) didentical to the one observed in the tissues not
exposed to exogenous auxin (control, Fig. 2A) ., except
for a small spot at the bottom of the film ([S] on the
control pattern.

The MCPP pattern, on the other hand, showed
important differences. The main spots 1, 2 and 3 were
on the same position as on the IAA pattern, but spot %4
was not present at all; instead two other new spots

were detected : 6 and 7 (Fig. 2D).

DISCUSSION

It has been well documented that phosphorylation of

ribosomal proteins is an important event in regulating



the translation process in animal tissues. Particularly
~some Rb proteins: S6 and Sli are known to depend on
phosphorylation for binding the mRNA and so0 controlling
the speed of protein translation (15.27).

In plants, very little is yet known about the role
of protein prhosphorylation on this Process. In wheat
germ, rhosphorylation of two ribosomal associated
proteins has shown to inhibit protein synthesis, while

their de-phosphorylation restores the translational

activity (4). Recently, a protein kinase from

barley
germ has been identified whose level holds an inverse
relationship with the protein synthesis rate during
germination, and specifically inhibits protein

synthesis when added to an in vitroe translational
system (20).

Heat shock proteins in plant tissues have been
reported to be associated to Rb-protein phosphorylation
(25). The switch in the synthezising Protein pattern
observed by this stress, might have a similarity to the
protein pattern switch observed by the effect of auxins
on different tissues (17,30). This might be so since it
has been suggested that cell responses to various types
of stresses might share a common molecular mechanismn
(1).

The present results (Fig. 2) seem to suggest that
auxins might regulate the protein translational

machinery by rPhosphorylation of the Rb proteins.



Further work, however,

is required to understand fully

the physiological meanning of this phenomenon.

A note of warning should be stressed in

regard to
the dif ferences

in pPhosphorylation

patterns found
between IAA (natural) vs.

MCPpP (synthetic) auxin. At

the physiological level, natural and synthetic

auxins
cause similar effects: ji.e. biocassays like curvature
test, coleoptile elongation, gravitropisms, root grouth
inhibition (16) . At the molecular level, however,

differences like those indicated above @might explain

the great variety of target tissues responses found for

the different auxins,

which at present do not have a

clear explanation.

Acknowledgments: We thank M._en C. Raul Aguilar

Caballero for his helpful technical assistance.



LITERATURE CITED

1.—-Ananthan,J., A L. Goldbereg,..

R Voellmy 1986
Abnormal proteins serve as

eukaryotic stress

signals
and trigger the activation of heat schock Egenes.
Science 232:522-524

2.-Bonner W M,R A Laskey 1974 A film detection

method for tritium-labelled proteins and nucleic acids

in polyacrylamide gels. Eur J Biochem 46:83-93

3.-Bray G A 1972 A simple efficient liguid
scintillator for counting agqueous solutions in a liquid

scintillation counter. Anal Biochem 1:229-23S

4.-Brouwning K S, T F J Yan, S J Lauer, L A Aquino,
M Tao, J M Ravel 1985 Phosphorylation of wheat germ
initiation factors and ribosomal Proteins. Plant

Physiol 77:370-373

5.~Cohen P 1985 The role of protein phosphorylation

in the hormonal control of enzyme activity. Eur J

Biochem 151 :429-448

6. -Duncan R,E H Mc Conkey 1982 Preferential
utilization of phosphorylated 40-S ribosomal subunits
during jinitiation complex formation. Eur J Biochem
123 :535—-538

7.—Faucett,C W, J Osborne, R L Wain, D Walter 1953

Side-chain structure in relation to growth regulating

activity in the aryloxyalkyl carboxylic acids. Ann Appl
Biol 40: 231-243

8. -Langenbuch J, G Philipps, C Gigot 1983



Fractionation and characterization of histones from

-

barley. Plant Mol Biol 2:207-220

9. —-Legocki A.B_, Cc.J. Madrzak, D Przybyl, M
Sikorski, U Szibiak 1980 Fuﬁctional characterization of
some ribosomal proteins from wheat germ. In C J Leaver,
ed, Genome Organization and Expression in Plants,
Plenum Press, New York, pp 195-201

10.-Libbenga K R, H J van Telgen, A M Mennes, P C G
van der Linde.E J van der 2Zaal 1986 Characterization
and function analysis of a high—-affinity cytoplasmic
auxin—-binding protein UCLA Symposium 1986

11.-Lowry O H, N J Rosebrough, A L. Farr, R J
Randall 1951 Protein measurements with the Folin-phenol
reagent. J Biol Chem 193:265-275

12.Madjar J J, S Michel, A J Cozzone, J—-F Reboud
1979 A method to identify individual proteins in four
different two-dimensional gel electrophoresis systems -
Application to ELEscherichi coli ribosomal proteins. Anal
Biochem 92:174-182

13.-Melanson D, A J Trewavas 1982 Changes in Fissue
protein pattern in relation to auxin induction of DNA
synthesis. Plant and Cell Environ 5:53-64

14.-Murashige T. F Skoog 1962 A revised medium for

rapid growth and bio assays with tobacco

tissue
culture.Physiol Plantarum 15: 473-497

15.—Nielsen P J, G Thomas, J L Maller 1982

Increased phosphorylation of ribosomal Protein S6

during meiotic maturation of Xenopus oocytes. Proc Natl



Acad Sci USA 79:2937-2941

16.—-Nissen P 1985 Dose ;esponses of auxins. Physiol
Plant 65:357-374

17.-Perez L., R Aguilar, E Sanchez de Jimenez 1987
Effect of an exogenous auxin on maize tissues.
Alteration of protein synthesis and phosphorylation.
Physiol. Plantarum 69:517-522

18.-Poovaiah B W, A S N Reddy, J J Mc Fadden 1987
Calcium messenger system: Role of protein
rhosphorylation and inositol bisphospholipids. Physiol
Plant 69:569-573

19.—Ramjoue H P, J Gordon 1977 Evolutionary
microdivergence of chicken and rat liver ribosomal
proteins. J Biol Chem 252:9065-9070

20.~-Reddy S, A Raina, S Gunnery, A Datta 1987
Regulation of protein synthesis in Plant embryo by
protein phosphorylation. Plant Physiol 83:988-993

21 .-Saluja D, A Bansal, R C Sachar 1987 Regulation
of protein kinase through de novo enzyme synthesis in
germinating embryos of wheat: enzyme purification and
its autophosphorylation. Plant Science 50:37-48

22.-SAnchez de Jiménez E, R Aguilar 1984 Protein
syntheésis patterns. Relevance of old and new messenger
RNA in germinating maize embryos. Plant Physiol
75:231-234

23 . -Sanchez de Jim¢nez E, M Albores 1979 Auxinass
sintéticas en la induccidn de callos de maiz (Zea mays

L..) Agrociencia 37:151-160



24-Sanchez de Jim¢énez E, M Albores, V Loyola-Vargas
1981 Effect of 2,4—D—analogﬁes on the induction and
maintenance of callus in maize tissue culture. Ann ApPPL
Biol 98:347-353

25-Scharf K-D, L Nover 1982 Heat shock-induced
alterations of ribosomal pProtein phosphorylation in
Plant cell cultures. Cell 30: 427-437

26-Sibley D R, J L Benovic, M G Caron, R J
Lefkowitz 1987 Regulation of transmembrane signaling by
receptor phosphorylation. Cell 48:913-922

27-Traugh J,1981 Regulation of protein synthesis by
rhosphorylation In J Litwack ed,Biochemical Action of
Hormones ,Vol 8. Academic Press, New York pp 167-208

28—-Varnold R, D J Morreée 1985 Phosphorylation of
membrane-—located Pproteins of soybean hypocotyl:
inhibition by calcium in the pPresence of
2,4—dichlorophenoxyacetic acid. Bot Gaz 146:315-319

29Veluthambi K, B W Poovaiah 1986 In vitro and in
vivo protein rhosphorylation in Avena sativa L.
coleoptiles. Effect of Ca-calmodulin antagonists and
auxins Plant Physiol 81:836-841 -

30-Zurfluh L L, T J Guilfoyle 1980 Auxin-induced
changes in the patterns of protein synthesis in soybean

hypocotyl. Proc Natl Acad Sci USA 77:357-361



TABLE 1

DISTRIBUTION OF ®Z p_INCORPORATION INTO SOLUBLE AND

RIBOSOMAL FRACTIONS

One g of maize embryonic axes were incubated on MS

-edju- in the presence of [32P]—ortophosphate. Each

protein fraction was precipitated -with_ TCA 10%,

resuspended and counted.

Fraction (®**Pl-incorporation (cpm mg ')
Soluble 530 146
Ribosomal

43 250




TABLE 2

[BZP]—INCORPORATION INTO SEVERAL PROTEIN FRACTIONS

One g of maize emabryonic axes were incubated on MS
medium with or without auxin in the rresence of
szP—ortophosphate_ Each protein fraction was
precipitated with TCA 102 resuspended and counted.

Purified ®2p _incorporation (cpm mg )
proteins control +MCPP (5 mg 1 %) +IAA (5 mg 17 %)
Nuclei histones 10 607 6 724 10 556

Ribosomal proteins 34 713 64 809 .. 59 337




Figure 1._—~Two—-dimensional paétern of maize ribosomal
Proteins.Ribosomal proteins were isolated as indicated in methods
and separated according to Madjar’'s procedure (12). One hundred ug
ribosomal proteins were applied. First—dimension acidic system,

migration is carried towards the cathode at 150 v {constant

voltage) for S5 h (current less than 1 mA/gel). Second-dimension in

the pPresence of sSDS, 12.5R(w/Vv) acrylamide, 0 .25% methylen
bisacrylamide.
Figure 2.-Fluorogram of ribosomal [SZP]—labeled proteins.Two

dimensional gel electrophoresis was carried out following Madjar's

rrocedure (acid-SpDS). Three hours [szP]—ortophosphate pulse was

given between 21 to 21 h (A,C,D) or 30 min pulse was given between
23.5 to 24 h (B).(A)=control long pulse, (B)=control

short Pulse,
(CY=+IAA, (D)=+MCPP.
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V.DISCUSION
Los resultados de la literatura respecto al mecanismo de

accién de las auxinas en distintos modelos (efectos en la prared
celular. elongacién celular y divisisn celular) y los provenientes
de este trabajo (desdiferenciaciosn celular) indican que a nivel
molecular estas respuestas tienen caracteristicas comunes, Como sON
el control de la sintesis del RNA y las proteinas, asi como de la
fosforilacién de proteinas (41,577,149, 155).

El grupo de Guilfoyle encontrs en soya que el efecto de las
auxinas en la regulacisn de l1a sintesis de proteinas es
independiente de la auxina usada, natural o sintética (43) . Sin
embargo, su estrategia experimsental no permite una resolucisn
suficiente de todas las proteinas presentes para asegurar qQque no
existen cambios menores en e€sos patrones.

La aplicacién de auxina exdgena en eijes e-brioﬁarios de maiz
induce una alteracién tanto en el patrén de protefinas sintetizadas
como en su estado de fosforilacién (articulo I, figuras 2 y 4). Sin
embargo, 1a auxina natural (AIA) v la sintéetica (MCPP) tienen un
efecto diferencial en la fosforilacisn de las proteinas de la
fraccicn ribosomal (articulo II, figuras 6B y 6C). )

Las diferencias en el patrén de fosforilacién de estas
Pprotei nas puede interpretarse como cambios de - proteinas
fosforilables o bien como una sobrefosforilacién de 1las mismas
proteinas, lo que ocasionaria un corrimiento en su movilidad
electrofor<etica (Figura 6B, con MCPP). Estas diferencias a nivel
molecular podrian correlacionarse con las distintas eficiencias de
estos compuestos en la induccidén de 1la formacién de callos. Al
respecto se sabe por estudios previos que el MCPP es mas eficiente

que el AIA en la inducci®én y mantenimiento de callos de maiz,
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ademas se ha observado gque el efecto de AIA es reversible en tanto
que el de auxinas sintéticas no lo es (6,21 ,22,154) . Una posible
explicai¢n a estas diferencias pudiera ser la mayor velocidad de
degradacisn del AIA respecto a las auxinas sintéeticas qQue
implicaria una accién mas prolongada de éstas en los tejidos; sin
embargo. la aplicacién de AIA en concentraciones mayores o en forma
continua; en lugar de pulso, no iguala el efecto fisiolségico del
MCPP (datos no presentados) . Ootra explicaci%n seria gque estas
auxinasg tuvieran distintas afinidades por el receptor, resultados
pPrevios apoyan esta posibilidad (156) .

v En los ultimos afios se ha reportado que las auxinas pueden
controlar los niveles de diversos RNA mensajeros espect ficos v
algunos autores proponen gue las alteraciones encontradas en 1los
patrones de proteinas sintetizadas bajo efecto de auxinas, se deben
a estos cambios (4.5). Sin embargo, esta alternativa pareceria poco
probable., ya que el patrsdn de proteinas sintetizadas en preséncia
de auxinas presenta maltiples cambios (mas de treinta) en el
sistema de maiz (articulo II, figura 6), en tanto que el numero de
RNA mensajeros modulados por auxinas es de un <srden de -agnitud--és
pPequefio. Mas aun a la fecha solo se han analizado unas cuantas
clonas (4,5,157) correspondientes a unos cuantos RNA mensajeros por
lo gue no se puede establecer una correlacisn completa entre la
regulacién en los niveles de transcritos vy los niveles de
Proteinas. Por lo tanto la informacidn con gque se cuenta a la fecha
permite sugerir que la acci$n de las auxinas se ejerce tanto a
nivel transcripcional como traduccional.

En este trabajo se presentan evidencias que sugieren que el
control de las auxinas en la regulacién de la sintesis de proteinas

podria ejercerse a traves de la fosforilacién de 1la maguinaria de
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sintesis, ya que las auxinas inducen un incremento considerable en
la fosforilaci®n de las proteinas.ribosomales (articulo Il Tabla 3).
En reportes previos de la literatura se indica que en plantas las
protei nas ribosomales se fosforilan en respuesta a distintos
estimulos externos, tales como €l shock de calor (137) v la
aplicacién ex®gena de citocinina y acido abscisico (138). Mas aun,
tambien se ha correlacionado la fosforilaci<$n de la proteina S6 con
un aumento en los8 niveles de polisomas y un aumento en la velocidad
de sintesis de proteinas (138). asi como que el estado de
fosforilacién de otros elementos de 1l1la maquinaria de traduccisn
(136,153,158) modulan la eficiencia de la misma.(138).

En tejidos animales existe mayor informacién respecto a que la
fosforilaci¢n/defosforilacisn de la maquinaria de sintesis de
proteinas modula la velocidad de traduccisn (151,152).

Es importante resaltar qQue el incremento en la fosforilacisn
de 1las pProtei nas ribosomales encontrado en este trabajo por
aplicacisn de auxinas pudiera deberse a un aumento en la(s)
proteina(s) cinasa(s) encargada(s) de dicha fosforilacisn y/o0o a que
aumenten los sustratos respectivos (proteinas ribosomales). Que
éstas son explicaciones plausibles se comprueba por el hecho de que
el grupo de Key (62,63) ha identificado entre los RNA mensajeros
que se regulan por auxinas los de diversas pProteinas ribosomales.
Mas aun se ha reportado la presencia de cinasas sintetizadas de
noveo durante la germinacidsn de trigo (158).

La relevancia que podria tener el estado de fosforilacisn de
las proteinas ribosomales en 1l1la eficiencia y fidelidad de la
maquinaria de traducci¢$n podria inferirse de las diferencias en los
valores de Km encontrados para los ribosomas tratados con auxinas

en relacié$n a los de tejido control (figura 12 .tabla 5). Estos
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resultados sugieren cambios en }a' estructura del complejo de

sintesis de proteinas, los que reflejan una selectividad

diferencial de los ribosomas hacia los RNA mensajeros endsSgenos

Presentes en los tejidos y/o cambios en la velocidad de lectura de

dichos mensajes. Para comprobar esta sugerencia se  requiere hacer

estudios acerca de la afinidad y fidelidad de traduccisn de estos

ribosomas por los RNA mensajeros endsgenos.
Por otra parte los resultados de la frecuencia de error en

la

lectura del mensajero sintético poli-U por ribosomas en diferente

estado de fosforilacién (tabla ¢ ) apoyvan tambié¢én este argumento,

ya que se encontrd que los ribosomas provenientes de tejidos
tratados con auxinas muestran una frecuencia de error mayor a la de

los ribosomas del tejido control. La relevancia fisioldgica de esta

regulacién requiere de estudios posteriores , yvya que los resultados

aqui presentados sobre este aspecto son todavia preliminares.
Los resultados del presente trabajo apoyan la idea de que un

aspecto importante de la acci$n de auxinas es la fosforilacisn de

proteinas, como mecanismo de regulacién de diversos procesos. Si el

proceso estudiado Be regula tanto a nivel transcripcional

(incremento en una o varias cinasas de proteinas ribosomales y/0

incremento en las proteinas ribosomales susceptibles de
fosforilacisn) como traduccional (como resultado de 1l1la modulacién
por el estado de fosforilaci$n de 1los ribosomas), seria facil

explicar las multiplee alteraciones observadas en los patrones de

proteinas sintetizadas y a su vez la multiplicidad de efectos

fisioldgicos observados en los diversos tejidos "blanco’ de

auxinas. Con base en lo anterior se propone gque las auxinas podrian

funcionar como un sistema de acci$n en cascada.
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