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En el. 

mecanismo 

presente 

de acción 

RESUMEN 

trabajo 

de l.as 

se presenta un 

auxinas. usando 

estudio sobre 

como model.o 

desdiferenciación cel.ul.ar de ejes embrionarios de maíz en 

l.as auxinas inducen 1a formación de cal.1os_ 

l.os 

el. 

l.a 

que 

Al. estudiar el. efecto de l.a aux:i.na sintética MCPP (ácido 

este sistema responde a 1as auxinas de manera similar a lo descrito 

por otros autores en otros tejidos: alterando l.os patrones de 

protel. nas sintetizadas en el. citopl.asma. EJ. MCPP presentó también 

un efecto postranscripcional. consistente en el estímu1o de J.a 

fosforil.aci6n de protel.nas celul.are~- Se encontró que este efecto 

es sól.amente·cuantitativo. ya que incrementa 

:tas protej_ nas normal.mente fosf:"oril.adas en el 

cambiar sensibl.emente el. patrón general. de 

l.a fosforilación 

tejido control, 

fosfoprotel.nas. En 

de 

sin 

l.a 

fraccié>n ribosomaJ_ se encontró 

±"uerteruente la fosf orilación de 

que 

l.as 

l.as auxinas 

protel.nas 

estimul.an 

ribosomal.es 

(aproximadamente 70%). Este efecto no es 

protel.nas ribosomal.es. ya que sól.o unas 

general. 

cuantas 

para todas l.as 

se encontraron 

marcadas. El estudio cin~tico de la rosforil.ación de l.as p~·otel.nas 

ribosomal.es por la acción de l.as auxj.nas parece indicar que 

aceleran el. recambio de las protel.nas ·fosforiladas y/o un proceso 

ribosoma de intercambio activo de las protel.nas fosforiladas en el. 

con sus hom61ogas des1osfori1adas. Por otra parte. se encontró que 

la auxina sintética parece tener 

difarente dal. de la auxina nativa 

un 

en 

efecto cua1itativümente 

l.a fosi"oril.acicn de 

protei nas ribosomal.es. E1 efecto funcional de l.a fosfori1aci6n 

las 

de 

--/ 



ui tro. Se encontró que l.os 1 .. ibosomas contro1 

para e1 aensajero sintético po1i-U, que los 

tratados con auxinas. 

tienen 

rj_bosom·as 

diferente K 
"' 

de tejidos 
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I-INTRODUCCION 

Las auxinas son un grupo de regul.adores del. crecirnient·o 

vegetal. que tienen diversos efectos en el. crecimiento y desarrol.l.o 

de 1as pl.antas tales como el.ongaci6n, morfogénesis, división 

cel.ul.ar. diferenciación cel.ul.ar. etc_ La auxina natural es el ácido 

indol.-3-acético (AIA} (1) 

A nivel molecul.ar varios grupos de irivestigadores han 

e.J.te._....cn 

patrones de las proteínas sintetizadas y se ha observado que 

al.gunas (denominadas reguladas por auxinas} qLe se estimul.an. en 

tanto que otras se inhiben en 

(2,3) -

presencia de dicho fitorregulador 

El. desarrol.l.o de sistemas de traducción ui t..ro para 

mensa5eros, así como el análisis de l.as proteínas traducidas 

medio de el.ectrof oresis bidimensional. y l.a tecnología del 

J\RN 

por 

ADN 

recombinante, han permj_tido establ.ecer que la acción de l.as auxinas 

procesos transcripcional. a tiempos cortos se relaciona con los 

postranscripcional- Recientemente han aparecido dos revisiones 

críticas de la bibl.iografia acerca de la regul.ación de la expresión 

genética por auxinas que han hecho resurgir la hipótesis de la 

expresión genética propuesta en la década de los GO's (4,S). 

En el. presente trabajo se ha usado como sistema biol.ógico de 

estudio a los-ejes embrionarios de rnaiz en germinación. Los tejidos 

de l.os ejes embrionarios de maiz tienen un metabolismo basal 

ba.io. y al. co1ocarse en un medio con humedad y temperatura 

adecuadas, inician una serie de procesos bioquímicos que dan origen 

al desarrol.l.o de la pl.ántul.a. La apl.icación exógena de auxina a 

este sistema da por resu1tado una serie de cambios mo1ecul.ares que 

co11ducen. t·~n.a1wente a la formaci~n <l~ un cul.l.o. en l.ugar de 1a 
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pl.ántul..a (&)_ 

Estudios previos en nuestro l..aboratorio mostraron es_te 

sistema posee proteínas de al.ta afinidad por auxinas. en el. 

sobrenadante postribosoma1- Entre estas proteínas se esperaría 

encontrar al. receptor auxínico_ La KD que se encontré para l.a unión 

de esta fracción proteica al. lt.•c1:.....2,4-D fue de 1 x 10-6 H, val.or 

que está en el. rango reportado para otros receptores de auxinas 

ni,.rc1 ~O].C".:::l.l.!..::"'r 

responde a l.as auxinas de manera simil..ar a l.a descrita por otros 

autores, es decir, al..terando l..os patrones de proteínas sintetizadas 

en el.. citopl.asma_ 

Con base en l.o anterior surgió l..a pregunta ¿ A través de cuál. 

mecanismo pueden 1as auxinas regular tantos procesOs f isio16gicos y 

producir tantos cambios en l.as proteínas sintetizadas como 

respuesta a su estímul.o?_ 

En prganismos animales. muchas hormonas e_jercen su acción 

mediante l.a fosforil.ación-desfosforil.ación de proteínas funcional.es 

(9,10). En pl.antas se ha sugerido que l.os fitorreguladores pueden 

actuar de manera si.mil.ar y existen reportes previos de que al.gunas 

proteínas se fosforilan en respuesta a l.a acci6n de l.as auxinas 

(11)- Como una primera aproximac:l..én se pensó en l..a posibil.idad de 

que l.a al.teración de l.os patrones de proteínas sintetizadas en 

Presencia de aüxinas se debiera a cambios en l.a fosforil.ación de 

el.l..as. l.o que 1.1.evaría a un cacbio en su carga y consecuentemente 

en su movil.idad el.ectroforética_ Para probar esta posibil.idad se 

incubaron ej:es embrionarios de ma\z con [
92 PJ-ortofosfato en 

ausencia y presencia de MCPP (auxina sintética, anál.oga del. 2,4-D). 

y se separó l.a fracción de proteínas del. sobrenadante postribosomal.. 

de l.a íra-::cic.....C,,n E1 de proteinas de J. 
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sobrenadante postribosoma1 mediante cromatogra~ía de fi1tración en 

ge1 y electroforesis. 

fracción de ejes de 

reveló 

maiz es 

que e1 efecto 

principalmente 

del MCPP en 

cuantitativo 

esta 

y de 

ninguna·manera podría explicar todas las a1teraciones 

1os patrones de proteínas sintetizadas. Es de 11amar 

observadas en 

1a atención 

que al analizar 1a fracción ribosoma1 

encontró que e1 MCPP estimu1aba 

en 

en 

estos 

mayor 

Con base en 1os resu1tados arriba mencionados 

experimentos 

proporción 

se propone 

se 

1a 

el 

mode1o de acción de las auxinas en e~es embrionarios de maiz que a 

continuación se describe (Fig. A}. 

Hipótesis de trabajo_ 

Las auxinas interactúan a través de 

tejidos 

un receptor 

embrionarios 

con 

de cromatina de 1as cé1u1as de los 

semi11as de maiz. induciendo 1a 

mensajeros. Entre dichos mensajeros 

transcripción 

se encuentran 

de algunos 

1a 

las 

ARN 

1os de a1gunas 

proteínas ribosoma1es y/o e1 de a1guna (s) cinasa (s} de prote.inas 

ribosoma1es. En consecuencia. se obtendrían ribosomas fosforilados. 

1os_ cuales provocarían 1as siguientes consecuencias: 

a) Modificación de 1a eficiencia y/o selectividad de los 

ribosomas en 1a traducción de 1os ARN mensajeros. 

b) Producción de alteraciones en 

sintetizadas. 

1os 

e) Se desencadenaría un mecanismo en 

patrones 

cascada, 

cambios funcionales causados por 1a 

(enzimas, re~eptores. etc.) (Fig. A) 

Objetivos: 

modulación de 

La hipótesis. son 

de proteínas 

debido a 1os 

1as proteínas 

muy amp1ios y 

pcrwiten uu 

al igual que el mode1o, 

número de aproxi~aciones cxpc.ricental..c:>. Sin 
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Auxina + 
R=ept:_ _:_ ~,. _ _. __ -_-_:-_~-C-romatina 

RNA mensajeros ·-----Proteína cinasa __. Proteínas 
Ribosomal.es 

Otras proteínas 

l 
Ribosomas-P 

i 

Figura A. Mode1o del. mecanismo de acción de auxinas. 



embargo, en este estudio nos concretamos 

objetivos dentro de dicho ntodel.o: 

1) Anal.izar el. efecto de l..as auxinas en 

proteínas durante l.a germinación de maíz_ 

4 

a abordar algunos 

l..a fosforil.ación de 

2) Anal.izar l.as proteínas ribosomal.es fosforil.adas normalmente 

durante l..a germinación de maiz_ 

3) Anal.izar l..as proteínas ribosomal..es fosforil.adas por efecto 

4} Estudiar si l..a fosforil..ación de l..as proteinas 

(ribosomas fosforil..ados} está asociada a cambios en l..a 

ribosomal.es 

eficiencia 

de traducc:Lón de estos ribosomas de un mensa.:Jero sinté·tico-

S} Estudiar si l..a fosforilación de las proteinas ribosoma1es 

{ribosomas fosforil.ados) esta asociada con un cambio en la 

fidelidad de traducción de estos ribosomas. 

Dise~o Experimental... 

_Se j:raba_j 6 con maiz { Zea rna:ys L _ } variedad Chal.quef'>o cosecha 

l.986 obtenido en PRONASE. Se usaron e_jes embrionarios disectados de 

semil.l.as de maiz. sin incubar e incubados durante 24 h en medio 

Hurashige y Skoog {MS) con y sin auxinas. Las auxinas estudiadas 

fueron: el. acido 2-[2-metil.-4-cl.orofePaxi]propiónico (MCPP} auxina 

sintética análogo del 2.4-D. cuyo efecto ne corapararó 

ácido indol-3-acético (AIA) que es l.a auxina natural._ 

con el. del. 

Para determinar si las auxinas incrementan 1a f osf orilación de 

proteinas. l..os ejes embrionarios de maiz se imbibieron en medio MS 

basal. (control} o medio MS con auxLna (MCPP o AIA} 

[
92 P]-ortofosfato. Se separó l..a fracción ribosomal. 

postribosomal de cada tratamiento y se midió 

32
P en las prote~nas de ambas fracciones. 

l..a 

Para n.nnlizE:~ las prote!.nas r:tbosoma1es 

en 

de 

presencia de 

la fracción 

incorporación de 

fosforj_]_adnr:: se 
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s 

purificaron y se obtuvo el patrón electroforético bidimensiona:L. 

Mediante fluorografLas se localizaron las proteínas fosforiladas en 

cada· uno de los t.ratamientos anteriores. 

-Para determinar 1a eficiencia de 1os ribosomas se ais1aron :Los 

ribosomas de cada uno de los tratamientos anteriores y se estudió 

la cinética de traducción en un sistema de sLntesis de proteínas in 

vi.tro. usando como ARN mensajero un mensaje sintético. el poli-U. 

~C' ?-:!~:i6 

frecuencia de error de dichos ribosomas. mediante la incorporación 

errónea de [~4C]-1eucina en un sistema de síntesis de proteínas in 

vitro. usando como ARN mensajero el mensaje sintético poli-U. 
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J:I. AH'.l'Ec;,;0;;:1 .. '.L'ES. 

II.1.Fitorregul.adores. 

II.1.1.Definición y clasificación. 

A pesar de su complejidad. una cél.ul.a viva funciona con orden 

y eficiencia. Esta capacidad para 

actividades se basa en un elaborado 

coordinar 

sistema 

un 

de 

gran nt::1mero de 

comunicación que 

permite l.a supervivencia de l.a cél.ul.a en un medio ambiente 

~inámico. En un organiz~c p1uricc1u1~r 1u co~u~icnc~ón ez .::i.ún 

compleja. ya que cada cél.ul.a además 

actividades debe actuar concertadamente 

de 

con 

coordinar sus 

l.as cél.ul.as 

propias 

vecinas 

durante el. crecimiento y desarrol.l.o del. organismo, así como en 

respuestas a estímul.os_del. medio ambiente (12) 

En l.as plantas superiores. l.as cél.ul.as son capaces 

l.as 

de 

interactuar de diversas formas. Existen interacciones físicas 

mediadas por l.a presión de turgencia o por se~al.es eléctricas. 

embargo, las interacciones 

mensa~er~s quimicos. Entre 

más 

los 

conocidas 

compuestos 

son las mediadas 

intercambiados se 

Sin 

por 

ha 

distinguido un grupo de mo1écu1as orgánicas. activas en pequef"ias 

el. y desarrollo de l.as cantidades y que coordinan 

p1antas. Dichos compuestos se 

crecimiento 

denominaron inicial.mente hormonas 

vegetal.es o fitohormonas (13). 

que culminaron en el. aislamiento de la primera fitohormona de 

En pl.anta superior en 1926 se remüntan al. 

literatura de este campo estos compuestos 

términos de su actividad biológica: así, una 

sigl.o XVIII. 

se han 

hormona 

definido 

vegetal. 

aque11a sustancia orgánica distinta a un nutrimento (sustancia 

y 

una 

la 

en 

es 

que 

aporta carbono, energ~a o elementos minera1es esencial.es) , activa 

en pequefias concen'Lrac.i.ones (a menudo tnenore:.s a 1 µH}, que se íorma 
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en ciertos tejidos y que se transporta a otras partes de 1a planta. 

En general. las hormonas vegetales son activas en e1 tejido que se 

sintetizan y a distancia, en donde producen respuestas bioquímicas 

y/o morfológicas específicas (13)_ En muchos casos varias hormonas 

distintas comparten una respuesta común_ Debido a 1as diferencias 

anteriores con 1as hormonas anima1es. en 

del 

ai"ios recientes se ha 

preferido usar el término reguladores crecimiento vegeta1 o 

estos compuestos_ 

Se conocen cinco grupos de fitorreguladores que controlan el 

crecimiento y desarro11o de las p1antas= auxinas. gibere1:i.nas. 

citocininas~ eti1eno y ácido absci.sico. Esta c1asificación está. 

basada en la naturaleza qui.mica. así como en los e1ectos 

fisio.1_6gico.s con los cu a. l. es se asociaron ori.gj_na.J mente eRtos 

compuestos ( 13) _ 

La auxina natura1 es el ácido indo1-3-acético (AIA), aunque se 

conoce un gran número de compuestos sintéticos que también poseen 

actividad auxínica, por ejemplo= derivados del ácido indol-acético. 

ácidos fenoxiacéticos. ácidos ari1acét:icos. 

ar:i.1carboxí1icos. ácidos naftoxiacéticos. 

ácidos cinámicos. etc.(1) (Figura B) _ 

II-1.2 Efectos de 1as auxinas. 

ácidos 

La aplicación exógena de fitorreguladores a 

ácidos 

pico1.1 nicos • 

1os tejidos 

vegetales es uno de los métodos más comunes en 1a investiga·ción de 

1a acción de estas sustancias. Esta 

idea de que se puede reemplazar la 

estrategia esta basada en la 

a u xi na a u xi na 

exógena. de 1a cual se pueden contro1ar 

efecto producido (14). 

sus 

endógena 

niveles 

Un prc...bl.c::t1-1.é..l qu~ se presenta en ~....._ estudio de los 

por 

y medir el 

eCect0s de 



Aci.<lo& ;i.aad61:Lcos 

Acidos nafta1énicos 

Acj.do!" pj.co15 nicos 

Auxina natura1 
~C.H1C.OOH 

~)! 

Acido indo1acético 

Auxinas sintéticas 

CCTCl-1-L"CH,:- COOH 

Acido nafta1én acético 

CIJ:)(COOH -;;.-- 1 
CI ,,,..._ CI 

NH.._ 
Ac~do 4-~mjno-3,5,6-tricloropicolínico 

- ~CO~H 
Cl~C\ 

Acidos ari1carboxí1icos 
Aºªi:1cºH ,,.:~~0~-tric1orobenzoicºº _ g~~coo1-1 
~ CI ~ 1 CH3 

~ 1 ~ 
CI CI 

C1orofenoxiácidos Acido 2,4-dicloro- Acido 2(2-meti1-4-c1oro-
fenoxiacético fenoxi)propiónico 

Figura s_ Estructura química de la auxina natural y algunas auxinas 
sintéticas 



a 

1os fitoregu1adores es que no existe una separación definitiva 

entre 1a(s) cé1u1a(s) productora(s) y ·1a(s) cé1u1a(s) ºbl.anco•• ... 

Otra dificu1tad es que. cada c.?.1u1a conti.ene representantes de todos 

l.os fitorregu1adores conocidos y estos compuestos interactúan 

dependiendo consigo y con e1 regu1ador exógeno. de manera distinta 

de sus nive1es y del estadio fisiológico en que se 

pesar de estas dificultades. 1a aplicación 

encuentre. 

exógena 

A 

de 

1a investigación de la acción de estos compuestos y su 

ha permitido avances notables_ 

uti1ización 

Las auxinas tienen efectos muy diversos cuando se ap1ican a 

plantas intactas. órganos aislados y célu1as vegeta1es en cultivo 

estos e 15> _ Entre los efectos fisiológicos de 1as auxinas, 

compuestos regulan: la e1ongación de1 ta11o. el crecimiento de la 

raíz. la abscisión de ho~as y frutos. el crecimiento de frutos. el 

crecimiento de yemas 1aterales.etc_ ( 1 ). A nive1 ce1ular la 

aplicación de auxinas exógenas es capaz 

celular (1.14.16,17.18). la división· 

diferenciación celular (1,14,16.20.21.22)_ 

de inducir elongación 

(1,14,16.17.19) y la 

Con base en lo anterior 

se sugiere que el. ácido indol.-3-acético (].a auxina natural.). regula 

normal.mente procesos del crecimient:o y desarrol.l.o de l.as 

que inc].uyen l.a el.ongación. la división y 

cel.ul.ar_ 

En general. l.os efectos de ].as auxinas 

categorías principales en función del tiempo 

].a 

se 

de 

diferenciación 

dividen en 

respuesta: 

dos 

1as 

respuestas rápidas a auxina; como 1a elongación ce1ular (que ~s una 

de las m~s rápidas que se conocen). con un periodo 

minutos (23) y l.as respuestas de 1argo-plazo. 

latente de 10-25 

tal.es como ]_a 

divisi.·.:Sn ce;,:lül¿,¡,r y 1a difcrcnciac.:i.C~t cclul.ar con pciriodos 10...:..~cntcs 
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de horas. e inc1uso d~as (24). 

II.2.Mecanismo y modo de acción de las auxinas. 

Para determinar como actúan 1os fitorreguladores en 

cé1u1as vegeta1es, especia1mente cuando 

entre 

ha.y 

el 

tal diversidad 

1as 

de 

respuestas. es esencial_ distj.nguir mecanismo de acción 

primario, que 

disparadora(s) 

se 

de 

refiere a 

1as respuestas 

1a(s) reacción Ces) 

observadas y el ·modo 

inicial Ces) 

de acción que 

c:::t6"_ de 

respuestas fisiológicas (13). 

Al estudiar el mecanismo de acción de 1os fitorreguladores 

surgen varj.as preguntas que es necesario resolver como son: 

-¿cuál es la naturaleza de1 (de 1os) componente{s) celular(es) 

que percj_be(n) al. fitorregu1ador? 

-¿cual es la contrj_bución del estado fisio16gj.co de las 

células blanco en 1a respuesta al fitorregulador? 

.-Las diversas respuestas observadas 

fi torregulador ¿ Revelan uno o varios mecanismos 

al aplj_car 

de acción?-

el 

Respecto a esta ú1tima pregurita .. existe una corriente que 

propone que 

aplicable a 

aunque es 

todas las 

dif1ci1 formular un solo mecanismo de acción 

situaciones, es posible que una so1a reacción 

-maestra~ ~uera responsable de disparar las distintas acciones que 

producir1an las distintas 

genético y metabólico de la 

sugiere que las distintas 

interacciones primarias del 

res pues.tas. dependiendo del estado 

cé1u1a ••blanco .. ( 14) _ Otra corriente 

respuestas dependen 

fitorregulador con 

de 

las 

diversas 

c~1ul.as 

(distintos mecanismos de acción) (14). 

Tratando de da~ respuesta a las preguntas anteriores y con el 

fin de conocer el mecanismo de acción de las auxinas. se han 

se 
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encuentran: 

-El aislamiento y caracterización de los receptores de auxinas 

en 1os tejidos de respuesta_ 

-El estudio del efecto de las auxinas en la regulación 

expresión genética en los tejidos d"e respuesta_ 

de la 

-El estudio de la cinétiCH de las respuestas al 

fitol:'"regulador_ 

hecho que la mayoría de los estudios sobre su mecanismo de acción 

se enfoquen a este efecto. mientras que otras respuestas tales como 

1a división o 

atención_ 

dif erenciac::Lón celular han recibido mucha menor 

Para e><plicar las bases molecuiares de la elongación celular 

inducj_da por -auxj_nas se han propuesto dos hipótesis aparentemente 

incompatibles. que generaron grandes controversias 

1a investigación en este campo por un periodo 

(25,26)_ 

y que dirigieron 

muy prolongado 

-La hipótesis de la expresión genética, propuesta por Key y 

colaboradores. sostenía que las auxinu.s actúan en algún punto de la 

transcripción y/o traducción regulando la síntesis de polipéptidos 

necesarios en el proceso del crecimiento (27)_ Esta hipótesis fue 

ampliamente aceptada en la década de los 60's ya que se reportaron 

diversas evidencias que la apoyaban_ Entre estas evidencias se-

encuentran los estudios de elongación celular en que la remoción de 

la auxina endógena detenla la elongación y la adición auxina 

exógena la restituía. Sin embargo, si junto con la auxina e><ogena 

se adicionaba un inhibidor de la transcripción o de.la traducción. 

como por ejemplo la actínomicina D o la cicloheximida, la auxina 

era incapaz. ..le: iu<.:uc.ir la elongaci..:'>;, ( 2.3, 29) - 0-L::.-as cvidcaci.:;.'-> que 
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apoyan esta hiP:::,tesis son J_a mayor~ incorporación de precursores 

radiactivos en el. RNA y 

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

las proteí.nas en te.:) idos· tratados con 

.En-1969 Evans y Ray reportaron resultados que 

hipótesis de l.a expresj.ón . genética. Estos 

rebat1an l.a 

:investigadores 

presentaron una técnica que les permit1a medir minuto a minuto 1a 

Los elongación de col.eoptil.os en respuesta a las auxinas_ 

10-15 minutos antes de que 1a respuesta íuera medible. Estos 

autores argumentaban que éste era un periodo sumamente corto para 

permitir 1a regu1aci6n con base en 1a expresión gen~tica (26). 

Por otra part~. 1as técnicas 

permit1an detectar cambios en las 

disponibles en ese tiempo no 

prote1nas o l.osRNA mensa,jeros 

específicos en respuesta a las auxinas. a tiempos que fueran J.o 

suficientemente cortos para inducir l.a elongación ceiul.ar. Además, 

exist.ian múltiples criticas respecto a la interpretación de los 

resultados de los experimentos con inhib.:i.dores de 1a transcripción 

de que quedaba l.a y de 1a traducción_ Esto sobre l.a base 

posibilidad de que 1a i.nhibición de la elongación inducida por 

auxinas, causada por estos compuestos, ce debiera a 

no relacionados directamente con la acción Mux1nica. 

otros eventos 

-Hipótesis del ••crecimiento ácido ... 

propuesta en 1os inicios de la década de 

C1e1and (26,35),quienes sosten1an que la 

respuesta a 1as auxinas se iniciaba por l.a 

Esta hipótesis fue 

los 70's por Hager y 

elongación 

secreción 

celular en_ 

de protones 

inducida por al.las. Entre las evidencias que apoyan esta hipótesis 

tenemos:. a) l.a induccj.ón de l.a e1.ongaci6n cel.ul.ar por auxinas en el. 

te.:Jido "b].anco .. puede ser sustit_uida por protones ex6genos (36). b) 

el. uzo de aa..';,='=--t:i.guadorc:=:: cae pH ea~-0r en el m~d.io :..~xternc 



inhibe 1a e1ongación ce1u1ar inducida por auxinas. c) en 

sistemas (chi.charo. maíz. avena). se ha podido demostrar 

auxinas inducen 1a acidificación de1 medio extrace1u1ar 

J.2 

a1gunos 

que 1as 

(23.37) -

Esta hipótesis hizo que 1os experimentos 

del efecto de las auxinas en la membrana 

se enfocaran a estudios 

y la pared celu1ar. Sin 

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

protones regulada por auxinas. ni se conocen exactamente 

3_]_ 

extrace1u1ar se induzca 1a elongación de 1a cé1u1a. 

una 

Posteriormente Vanderhoef(2S,26) 

so1a .. que pudiera exp1icar 1a 

crecimiento· que a menudo se obtiene. 

integró ambas hipótesis 

cinética bif .ásica en 

Esta hipótesis sugiere que 

1os 

en 

e1 

la 

e1ongación celu1ar inducida por 1as auxinas involucra dos fases: 

una respuesta rápida que resu1ta simp1emente de 1a secreción de 

protones y una fase posterior (necesaria para un crec1.miento 

sostenido) que está mediada 

genética. 

por -1a regulación de 1a expresión 

En los ú1timos siete aKos la regulación de la expresión 

genética por 1as auxinas ha cobrado nuevo auge. debido sobre todo a 

la disponibilidad de las nuevas técnicas de biología molecular que 

este )")an perw..:iticio demostrar 1a part:i.cipaci611 de 

proceso (4, S) _ 

].as auxinas en 

II.2.1 Regulación de la síntesis de proteínas por las auxinas. 

La búsqueda 

sintetizadas en 

enfrentado a la 

de cambios 

un tejido en 

carencia de 

específicos 

respuesta a 

en 

las 

técnic..as ana11. ticas 

las protei.nas 

auxinas se 

sensibles 

permitan resolver mezclas complejas de protei.nas (4,S} -

ha 

que 

A 

continuación se revisarán 

tejidos. 

1os resu1tados .obtenidos en diversos 



-Tejidos en elongación. 

Entre 1os primeros intentos por demostrar que 
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1as auxinas 

a1teran e1 patrón de protef. nas sintetizadas se encuentra e1 trabajo-··-

de Patterson y Trewavas (33), en secciones etioladas de epicoti..l.os 

de chf.charo. En este trabajo las secciones de epicoti1o control se 

marcaron con 

con auxinas 

[
3 H]-aminoácidos. en tanto que las secciones tratadas 

se marcaron con [~4C]-aminoácidos. Los productos 

marcados se'! extra_;eron. se mezc1aron .. se :fraccionaron 

co1umna de Sephadex G-100 y se determinó 

fracciones de la columna. A pesar de 1as limitaciones 

resolución __ de 1a técnica. el cambio en la relación ~4C/3H a 

en una 

en 1as 

en la 

través 

de las fracciones de 1a columna sugirió que las auxinas alteraban 

el patrón global de sf.ntesis de protef.nas en un periodo de 2 horas 

posteriores a su aplicación a secciones de epicotilos de chícharo. 

Bate,,; y Cleland {38) usarol"l. una t&cnica de <loul.e 

similar a la de Patterson y Trewavas para analizar el efecto del. 

tratamiento con auxinas (AIA) en coleopti1os de avena. solo que en 

este caso.1as proteínas se reso1vieron por e1ectroforesis en geles 

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

rebanadas. En los resultados no 

l.a relación ~4C/3H. Sin embargo 

se pudieron detectar diferencias en 

se considera que 1a resol.ución 

al.canzada al separar el gel en rebanadas es muy pobre y pudiera 

suceder que exista más de un po1ipéptido por fracción. lo cual 

enmascara o disminuye la detección de cualquier cambio específico. 

·zurfluh y Guilíoyl.e (2,39) analizaron el et·ecto de 2,4-U en 

secciones de hipocotilos de soya en elongación. En sus experimentos 

se marcan los hipocotilos con [ 355]-metionina y separaron los 

productos marcados por electroenf oque en la primera dimensión y por 

electroforesis en gel.es con sos en la segunda dimensión. Esta 



metodología 1es permitió aumentar la reso1ución de 

Los resultados indican que la mayoría de la marca 
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las proteínas. 

( aproximadament.e 

70%) se incorpora en las proteínas sintetizadas en 1os extremos de 

1os hipocoti1os (1 mm de las secciones de 1.2 cm). lo cual puede 

enmascarar los cambios inducidos por auxinas. Si se remueven 

extremos antes de analizar las 

auxinas producen cambios en lñs 

de peso molecular. 

Schuster y Davies (3) 

proteínas. 

proteínas 

anal-izaron 

se encuentra 

sintetizadas. 

que 

1os 

los polipéptidos 

los 

las 

más 

de 

epicoti1os de chícharo tratados y sin tratar con au.xinas mediante 

electroforesis en geles de poliacrilamida y tinción con plata. Los 

resultados muestran algunos cambios en los 

despues de 1S horas de tratamiento. 

patrones de proteínas 

A pesar del aumento en la resolución que dá la electroforesis 

bidimensional. sigue siendo difícil detectar cambios en las 

proteínas sintetizadas en respuesta a auxinas. debido a que con el 

marcaje radiactivo se necesitan dar tratamientos largos (mínimo de 

una hora)para que se alcance la radiactividad específica suficiente 

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

respuestas rápidas (de 1.0 a 20 minutos de tratamiento con au:>cinas) 

que corresponderían a la fase inicial de la elongación. Además al 

trabajar con tejidos aislados gran parte de la marca se 

incorporar en proteínas que se sintetizan en respuesta a la 

y no a las auxinas. lo cual enmascara los resultados. 

-Tejido· maduro. 

puede· 

herida 

Zurfluh y Guilfoyle (2.39) ana1izaron también el efecto de 

auxinas en 1a s~ntesis de prote~na~ de secciones de hipocoti1os que 

no e1ongan. resultac!os indic.;__J,n cambios drac.5.ti:::c~ 
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distintos en estas secciones que en J..as que el..ongan- Al..gunas 

prote~nas se estimu1an en tanto que otras se reprimen_ 

-Expl..antes de tub~rcul..os-

Hel..anson y Trewavas {11) estudiaron expl..antes de al..cachofa que 

requieren de auxinas en e1 medio de cul..tivo para 1a inducción de l..a 

sintesis de DNA y l..a división ce1u1ar_ Al.. ana1izar las proteinas 

marcadas con [ 95S]-metionina de núcl..eos encontraron que 1as auxinas 

horas despues de su apl..icación_ A 1as 15 horas se observan 

inducen al..teraciones en 20 proteinas y de l..as 18 a·ias 21 horas se 

40 proteinas- Entre l..as proteinas más prominentes se encuentra una 

de 110 ooo da1tones_ En el. citop1asma casi no se 

cambios_ Estos resu1tados sugieren que 1as al..teraciones 

detectaron 

producidas 

en J..as proteínas nuc1eares pueden estar invol..ucradas en 1a sintesis 

de DNA y l..a división cel..ul..ar_ 

II_2_2 Regu1ación de 1os nive1es de RNA mensajeros por auxinas 

II-2-2.1 Estudios en si.stemas 

vi tro .. 

de _sintesis de proteínas 

Como ya se indicó ante~iormente. existen diversos prob1emas 

que impiden hacer experimentos de marcaje Ln vivo para ana1izar 1as 

respuestas rápidas a. auxinas Centre 10 y 20 minutos). por 1o que se 

han intentado otras aproximaciones al. estudio de l..as respuestas 

primarias de 1as auxinas. Entre éstas ·se encuentra 1a traducción Ln· 

-..n: ero de l..os RNA mensajeros de tejidos tratados con 

limitante de este sistema es l..a fidel..idad con que se 

productos de traducción vi tro comparados con 

auxinas_ 

obtengan 

1os que 

La 

1os 

se 

sintetizan in vivo. La cantidad de radiactividad i~corporada en un 

producto de traducción in vLtro muestra genera1mente una fuerte 

correlación con 1.n. ~bund~nci.u Ge ese. n:.:rt. &n'3r.saj:erc º¡::.articu.ié:lr ~-:..). 
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-Secciones de tejidos en elongación. 

Los estudios de traducción in 

generalmente con RNA poli-A+ y los 

·vitro ae 

productos 

han efectuado 

formados se han 

analizado mediante electroforesis en geles de po1iacri1amida. 

En hipocotil.os etiol.ados de soya se encontró 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 traducción (peso molecular de 

guc 

produce las mismas 

(15 minutos) las 

alteraciones. En tiempos menores de incubación 

a u xi nas sólo modifican uno de l..os péptidos 

mencionados anteriormente (39.40). 

En secciones de epicotil.os de chícharo Theol..ogis y Ray 

encontraron que el. AIA modifica varios productos de traducción 

vl tro en el raneo de 20 a 40 kdaJ.tone!'<. aJ_ menos tres de los cuál.es 

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

de tratamiento aumentan l.os 

(41,42) 

productos de traducción modificados 

En secciones de col..eoptil.os de maiz se han detectado cambios 

despues de 10 minutos del.a aplicación de auxinas (43). 

En 

auxinas 

sabe si 

general. l..os polipéptidos modificados en respuesta a 

se 

se 

tienen un peso molecular entre 20 y 

no se han detectado polipéptidos 

40 kdal.tones. 

mayores porque 

No 

no 

modifiquen o porque se traducen con menor eficiencia en un sistema· 

in vitro. La cinética de las alteraciones observadas por este 

método es 1o suficientemente rápida para partj.cj.par en la respuesta 

primaria, sin embargo. pará poder asegurarlo se requieren más 

evidencias. Por otra parte Theologis y Ray discuten como evidencia 

en contra de que estas alteraciones participan en 1a respuesta. e1 

hecl'lo <le que :Lo al>undanc:ia de 1os pi.·ocluctos 1aodi:C:iC.ados es t11u:y i...,c:tja. 
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(41.42)-

-Secciones de tejidos que no e1ongan-

Zurf1uh y Gui1f oy1e han encontrado que 1os productos de 

trad~cción.modificados por 1a acción de auxinas en secciones que no 

e1ongan. difieren a 1os detectados en secciones en e1ongación, en 

tanto que otros son comunes 1o cua1 

común en ambos sistemas (44)_ 

Debido a que el_ trat~tn5.ento 

auxinas puede inducir 1a síntesis 

sugiere un sitio de acción 

Ct:'IO concentY'2cS.o~es de 

de eti1eno (45.46). se ha 

sugerido que algunas de 1as a1teraciones podían 

éste. Para determinar 

atribuirse a un 

efecto secundario de si el. eti1eno 

participaba en l.a respuesta. Zurf1uh y Gui1foy1e ana1izaron l.os 

de 

1os 

productos de traducción de tejidos tratados con un precursor 

etil.eno. encontrando que efectivamente al.gunos productos eran 

mismos qu~ se inducen por 1a aplicación de 2,4-0 (44)_ Sin embargo. 

existen otros productos de traducc'.:ión que responden específicamente 

a 2 0 4-D (40) -

También en hipocotilos de soya, Bau1combe et aL han ana1izado 

1os productos de traducción inducidos por 2,4-D pero a tiempos más 

1argos. por 1o que es difícil. definir si al.guno de estos 

corresponde a 1os encontrados por Zurfluh y Gui1foy1e a 

cortos (30,47) _ 

En cé1u1as de cultivo de tejidos de soya y c:hícharo 

cambios 

tiempos 

Bevan .Y 

Northcote también han detectado modificaciones en l.os productos de 

traducción.~e RNA mensajeros. de cé1u1as en 1as que se e1iminaron 

el. efecto de l.a 

modificados tienen 

l.as auxinas d~1 medio de cul.tivo y se estudió 

readición de este fitorregulador- Los péptidos 

un peso mo1ecu1ar que va de 15 a 65 kdaltones y estos autores 1os 

rel.acionan con 1a respuesta de divis~6n celul.ar observada en estas 
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cé1u1as despues de 24-36 horas de 1a readici6n (48)_ 

XX-2-2-2 C1onaci6n de 1os RNA mensajeros regu1ados 

auxinas ... 

Otra aproximación a1 estudio de 1a regu1ación de 1os 

por 

RNA 

mensajeros por acción de 1as auxinas ha sido 1a obtención de DNA 

comp1ementarios a 1os mensajeros regu1ados usando 1a tecno1ogia de1 

DNA recombinante (4)_ 

!):!.:::::-t:::...:-it~o g::-9...lpcz de in ... ~c=-!:::.;;¡:,,;:!o::-c~ hc.n ~ti.l:t:.::ndo es t.::. 

metodo1ogia para caracterizar 1os RNA mensajeros 

acción de 1as auxinas (49-S1)_ Los resu1tados se 

sensib1es 

resumen 

a 1a 

en 1a 

tab1a 1 e i.ndican 1a existencia de RNA mensajeros inducidos y 

reprimidos por auxinas a tiempos muy cortos (4.S)_ 

A1gunos de estos RNA mensajeros sensib1es a auxinas se han 

traducido in vitro y se ha observado que 1as proteinas producidas 

corresponden a 1as reportadas previamente por 

pesos mo1ecu1ares entre 2S y 35 kDa (S)_ 

Entre 1as caracteristicas de estos 

otras técnicas con 

RNA mensajeros se 

encuentran que 1os mensajeros indu6idos 

0_01 7. y 1os reprimidos representan de1 

representan de1 

0-2 a1 1 7. de1 

0.001 a1 

RNA po1i-A+ 

tota1 en 

(l.O a 30 

1os tejidos intactos_ Los primeros 

minutos) incrementándose de 2 a SO 

se inducen rapidamente 

veces. mientras que 1os 

ú1timos disminuyen de 9 a 66 veces después· de 4 h de tratamiento 

(SO)_ La reguración de 1os nive1es de RNA mensajeros por auxinas no 

puede atribuirse a una respuesta a herida ya que 1a ap1icación de 

2.4-Ó a tejidos intactos produce e1 mismo efecto (SO) A1 

(49) 

comparar 

1as c1onas de cDNAs descritas por ó-1a1ker & Key 

descritas por Hagen et a1 (SO} no se 

embargo. no se sabe si son o no hom61ogas 

Theol.ogis et aL en chi.charo (S1)_ 

encontró 

con 1as 

con 

homo1ogi.a: 

descr':itas 

1as 

sin 

por 
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Tabl.a 1 

J 
Caracteristicas de los RNA mensajeros regul.ados por auxinas_ 

J 

J 

] 
.., 
J 

Cl.ona 
cDNA 

p 3 
p g 
p 11 

pJCW 1 
pJCW 2 

pGH 1 
pGH 2 
pGH 3 
pGH 4 

pIAA4/S 

pIAA 6 

Tomado 

Tejido 
(Ref) 

Hipoco-
tilos de 
o o~· a (L,7) 

(49) 

(SO) 

Epicoti-

Tamal"ío 
del cDNA 
inserto 

(Kb) 

0.43 
0_33 
0.42 

0.74 
0.72 

1_20 
0_20 
1.30 
0.30 

0.70 
los de chi 
charo 0.72 

de Guilfoyle.T (S) -

Tamal"ío 
del RNA 
(nucleó-
tidos) 

1000 
3SO 
7SO 

1100 
1000 

1700 
1000 
2400 
1100 

9SO 

aso 

Fuente 
del RNA 
poli-A'°: 

Nivel de 
expresión 
en tejido 

intacto 
<" RNA 
poli-A+ 
total.) 

Hipocoti- 1.0 
los de soya 0.9 
intc::.cto!:: +/- 0.2 
auxina .. 

Explantes de 0.01 
hipocotilos <0.01 
de soya +/-
auxinas .. 

Hipocotilos <0.01 
de soya in- <0.01 
tactos +/- 0.001 
auxinas. 0_01 

Explantes 0.01 
de epicoti-
los de ch.!.. - 0.01 
charo +/-
auxinas. 

Veces de Tiempo 
aumento o m·í nimo 
disminu- de res­
nución con puesta 
auxinas 

66 + 4 h 
'9 + 

20 + 

s '1'"(6 h) 30 mir 
a '1'"(6 h) 1S mir 

2 '1'"(4 h) 30 mir 
7 -r- 40 

30 -r- 30 
3 -r- 30 

so '1'"(2 h) 10-15 
min 

so -r-



Respecto a 1a corre1ación existente entre 1os nive1es 

auxina endógena y 1a regu1ación 1os nive1es de 1os 

mensa3eros no hay resu1tados conc1uyentes, ya que mi.entras que 

mensa3eros reprimidos por auxinas encontrados por Bau1combe y 

20 

de 

RNA 

1os 

Key 

(52) muestran una corre1ación positiva con 1os nive1es de 

(mayor concentración de auxina mayor represión) otros 

auxinas 

mensajes 

muestran corre1ación negativa (49). 

re~u1aci6n de J.os nivel.es de RI'!/'. 

JD.ensa,jeros por auxinas en 1a respuesta primaria a estos 

fi.torregu1adores se ha 3uzgado siguiendo criterios ta1es como 1a 

rapidez de .1a respuesta. 1a especificidad de 1a respuesta, etc. 

Los estudios de 1a cinética de acumu1ación o disminución de 

1os nive1es de 1os RNA mensa3eros regu1ados por auxinas indican que 

di.cha regulación se observa desde 1os 10-15 minutos e inc1uso 5 

minutos posteriores a1 tratamiento (53). Estas respuestas son más 

rápidas que 1a inducción por gibere1inas de a1fa-ami.1asa en cé1u1as 

de a1eurona y comparables a 1as respuestas más rápidas de inducción 

de RNA mensa3eros en anima1es (54,55,5&}. 

Los resu1tados de regulación en 1os ni.ve1es de RNA mensa,jeros 

por auxinas pueden deberse a una regulación transcripciona1, a 

regu1ación en e1 procesamiento post-transcripciona1 o bien a una 

estabi.1izaci.ón y/o degradación se1ecti.vas de a1gunos RNA 

mensa3eros. Para poder discernir entre estas opciones es necesario 

desarro11ar un sistema de transcripción ui.tro de genes 

vegeta 1es ( 5) . 

Respecto a 1a especificidad de 1a respuesta. ésta ha sido 

c1aramente demostrada en los sistemas de epi.coti1os de ch:!. charo y 

de hipocoti.1os de soya (51,53,57).La incubación de estos tejidos 

con auxinac sintéticus induce 1a mis~~ respuesta que 1a auxin~ 



natura1 AIA. en tanto que 1a ap1icación de aná1ogos inactivos 

produce ninguna respuesta. 

La identificación de 1os po1ipéptidos codificados por 1os 

mensajeros regu1ados por auxinas es 

comprender e1 mecanismo de acción de 

de 

estos 

gran importancia 

fitorregu1adores. 

embargo. no hay un método directo que re1acione productos 
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no 

RNA 

para 

Sin 

de 

traducción i.n.. vi. tro o sus RNA mensa.:jeros con 

1os 

1a natura1eza y 

fu~ció:-. e::: o::: por 1o que 

aproximaciones indirectas a este prob1ema como son: secuenciar 1os 

RNA mensajeros regulados por auxinas y sus productos de traducción 

y comparar estas secuencias con las de otras proteínas que se 

encuentran en bancos de datos. encontrar 1a 1oca1ización subce1u1ar 

de los po1ipéptidos con e1 uso de anticuerpos marcados. etc. CS). 

Respecto a J_os RNA mensajeros regu1ados por auxinas a tiempos 

cortos (aproximadamente 10 minutos). se considera que participan en 

la respuesta de e1ongaci6n (una respuesta rápida) y aún no se ha 

logrado identificar ninguno de sus productos de traducción (S). En 

cuan.to a los RNA mensajeros regu1ados por auxinas a tiempos 

mayores. los cuá1es se considera que participan en respuestas más 

ientas como son la división y diferenciación ce1u1ar. se ha logrado 

identificar a algunos de 1os polip4ptidos para los que codifican. 

Verma e~ aL (SB) han reportado que las auxinas regu1an 1os niveies 

de1 RNA mensajero de 1a ce1u1asa · despues de 12 horas de 

tratamiento; sin embargo. e1 aumento en 1a actividad de ce1u1asa se 

detecta hasta 1as veinticuatro horas de tratamiento~ Este 

desfasamiento sugiere que además de la regu1ación en 1os n~ve1es 

de1 mensaje (regu1ación transcripciona1). debe existir otro contro1 

post-transcripciona1 o traducciona1 en esta proteína. Los grupos de 

Guili:"oyle y de Hiassod ( 59. 60. 61) h~ln reportado 1a regu1c.ci.¿n por 



-----·-~·------·----_.__.~--------------------.:..---------------·-----

auxinas de 1as RNA po1imerasas :r y 

regu1aci6n es a nivel. transcripciona1. 

:r:r y sugieren que 

Por otra parte Gantt 
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dicha 

y l<ey 

(62;63) han encontrado que 1as auxinas regu1an de manera coordinada 

los nivé1es de 1os RNA mensajeros de diversas proteínas ribosoma1es 

(S16,S32,L6,L7.L13;etc.). 

Los resu1tados anteriores no desechan 1a acci6n de auxinas a 

nive1 de 1a RNA po1imerasa. que pudiera transcribir 

-Perspectivas de estudio. 

Los resu1tados recientes de 1a regu1ación de 1os nive1es de 

RNA mensajeros por ~uxinas han abierto nuevas perspectivas para 1a 

comprensión de1 mecanismo de acci6n de estos compuestos. Entre 1as 

investigaciones a realizar se pueden mencionar: a) identificar 1os 

RNA mensajeros regu1ados por auxinas. as~ como 1os productos que 

codifican. b) encontrar 1a 1ocalizaci6n subcelu1ar de 1os 

po1ipéptidos codificados. c) caracterizar l.os genes de l.os RNA 

por 

e) 

mensajeros regu1ados. d) determinar si los genes 

entre 

regulados 

auxinas en distintos tejidos son hom61ogos sí o no. 

determinar e1 tiempo de vida media de los RNA mensajeros 

por auxinas. f) desarrollar un sistema de transcripción 

etc. (4. S). 

regulados 

in. vit.ro. 

:r:r.2.3.Receptores de auxinas. 

ha propuesto que las auxinas a1 igual. que otros 

fitorreguladores. ejercen su acción fisio16gica mediante 1a 

interacción con receptores específicos._ l.os cuales al. ser activados 

por el. fitorregul.ador desencadenan una serie de eventos que 

al.a respue&l:é< observada (64). 

l.l.evan 



·----~-----.:-~ ·------...::...:~---·--· . ...-...-..-------·------ ---- --

23 

Las principa1es aproximaciones metodo16gicas en e1 estudio de 

receptores auxínicos provienen de campos afines. ta1es como 1os de 

receptores~de hormonas anima1es. neurotransmisores. etc. Dichos 

estudios inc1uyen experimentos de unión Ln vLero y requieren que e1 

posib1e receptor se una a 1a auxina (1igando). con una 

especificidad. ve1ocidad y afinidad congruentes con 1as 

características de 1a dósis-respuesta de dicha auxina (64.65.66)-

cor.tinuaciór-. describen l::.l..gunos de 1os pr-5.n.ci.pé'l~s 

resu1tados en e1 campo de 1os receptores de auxinas. para e11o se 

hará. una división de 1os sitios de unión de auxinas encontrados 

(posib1es receptores). de acuerdo a su 1oca1ización ce1u1ar en: 

membrana1es y no me~brana1es_ 

-Sitios de unión membrana1es-

Venis y Batt (67) han encontrado que 1as membranas de 

co1eopti1os de maiz poseen dos sitios de unión a 1a auxina ácido 

nafta1én acético_ Uno de e11os denominado sitio I presentó una K
0 

de 1-S x 10-7 M con 24 pmo1es/g de tejido de sitios de unión. en 

tanto que e1 sitio II presentó una K
0 

de 16_1 x 10-7 M con 110 

pmo1es/g de tejido. E1 sitio II a pesar de tener menor afinidad por 

1a auxina tiene mayor especificidad_ E1 sitio II se ha ].ocal.izado 

en p1asma1ema o aparato de Go1gi, en tanto que e1 sitio I se 

1oca1iza en una fracción má.s 1igera_ 

En estudios posteriores de1 grupo de Ven is (68,69,70) sobre 

1os sitios I y II. encontró pesos mol.ecul.ares de so 000 y 54 000 

junto con baudas de 25 000 y 27 000 dal.tones (por 10 que se sugiere 

1a existencia de dímeros)_ 

E1 grupo de Hertel. ee al. reportó (7) que 1as membranas de 

co1eoptilos de raa..i..z poseen un so1o tipo de sitios de unión. con ~na 
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K
0 

del.. orden de S a 7 x 10-7 H-

Por otra parte Ray ha J..ocal..izado el.. sitio de unión a ácido 

naftal..én acético principal..mente en el. ret.1.cul.o endopl.á.smico de 

aeabranas de col.eoptil.os de maiz-

La existencia de aúl.tipl.es sitios de unión en l.as cél.ul.as que 

responden a auxinas se ha expl.icado como l.a movil.idad que presentan 

estos sitios en l.a cél.ul.a_ 

de l.!ni6n ha 

probado mediante l.a comparación de l.a especificidad de uni6n a una 

serie de anál.ogos y l.a respuesta fisio16gica del.os mismos (7)- La 

especificidad se incrementó en presencia de un factor del.. citosol.. 

denominado *"factor del. sobrenadante••. el. cual. se caracteriz6 e 

identif ic6 posteriormente como una mezcl.a de benzoxazo1inonas 

metil.adas (71)_ 

Morreé y Cherry han aportado evidencias de l.a l.ocal.ización de 

l.os sitios de uni6n a auxinas en l.a membrana pl.asmática de 

hipocotil.os de soya (72)-

Posteriormente Dohrman, Hertel.. y Kowal..ik (73) han comprobado 

que el. principal. sitio de unión a ácido naftal..én acético (ANA) se 

J..ocal.iza en el. ret.1.cul..o endop1ásmico (sitio I) • aunque también 

distinguieron un segundo sitio de unión (sitio II) en el. 

tonopl.asto_ 

Jacobs yHertel. han l.ocal..izado un tercer sitio de uni6n a 

auxinas en maiz el.. cual.. se encuentra en J..a membrana plasmática 

(74)-

Cross y col.aboradores (75) há.n aislado de J..a fracci6n 

membranal.. de maiz una prote.1.na con J..as caracter.1.sticas del.. sitio J... 

ésta prote.1.na está constitu.1.da por una sol..a subunidad y tiene un 

da]. tones.La de eota 
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prote~na para ANA fue de 4.6 x 10-ºH con 30 pmo1es de sitios de 

union /g de peso fresco. 

E1 grupo de Libbenga y co1aboradores (76.77.78) ha :Logrado 

aislar de ca1l.os de tabaco un receptor unido a membranas y otro 

so1ub1e. éste ú1timo tiene una K
0

=1 x 10-e M para AIA, en tanto que 

e1 membrana1 dió una K
0

= 3.S x 10-6 
M para ANA. 

Trewavas (79) ha encontrado un sitio de un:(ón a 

!"'."'OT" 

fitorregu1adores. 

Recientemente Wa1ton & Ray (80) han tratado de correlacionar 

1os cambio~ en 1a sensibi1idad a auxinas. observados durante e::L 

desarro11o o en respuesta a cambios en e1 medio ambiente, con 

cambios en 1a concentración de 1os sitios de unión: Estos autores 

han encontrado una correlación entre 1a disminución de 1os sitios 

de unión a auxina en ret~cu1o endop1ásmico y 1a disminución en 1a 

e1ongaci6n de segmentos de mesocoti1os de p1ántu1as etio1..adas de 

maiz a1 ser i1uminadas con 1uz roja. 

Por otra parte Narayanan y Poovaiah (81,82) han detectado 

sitios de unión membrana1..es a auxí.nas en fresa y pepino, 

encontrando una K
0

= 1-2 x 10-6 M para ANA. asimismo encontraron que 

:Lo unión del. receptor a es-::a auxina presentn cooperatividad 

positiva a bajas concentraciones de ~a auxina (1 x 10-8 -5 x 10-7 H). 

-Sitios de unión no membranales_ 

Los sitios de unión de este tipo son aque11os que no están 

Unidos firmemente a membranas. conseccentemente se encontrarán en 

e1 sobrenadante después de centrifugar a a1tas ve1ocidades. 

Hatthysse y Phi11ips observaron (83) que 1as auxinas 

in~eractúan con la cro:nt~~a induciE.·n<:!o s.! ntesi!:; de en 
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presencia de un factor aislado del nucleoplasma de tejidos tratados 

con auxinas. 

Posteriormente HondaJ.. et al (84) reportaron la existencia 

una proteína aceptora de AIA en núcl..e:os de endospermo de coco_ 

complejo auxina-prote:ina indujo la síntesis de RNA in vitro. 

de 

El. 

En 1971 Ve:nis (SS) aisló mediante cromatografía de afinidad 

una fracción proteica del citoplasma de chícharo y maíz que activa 

El grupo de Libbe:nga y colaboradores (77.78) ha reportado la 

presencia de un receptor soluble: a auxinas en explantes y cuJ..tivos 

de tabaco. El peso molecular es de 

.y la K
0 

para AIA es de 1 x 10-~ M; 

aproximadamente: 200 

sin embargo. al 

000 daltones 

fosforilarse 

esta proteína cambia sus caracterís~icas de: afinidad a auxinas. Al 

parecer esta proteína se fosf orila vivo y participa en 

estimu1aci6n de la transcripción en presencia.de auxinas (86)_ 

II.3 Segundos mensajeros en pJ..antas.· 

Todos los organismos vivientes requieren de mecanismos 

la 

de 

regulación para funcionar con orden y eficiencia. Esta capacidad 

para coordinar diversas actividades se basa en un elaborado sistema 

de comunicación que permite: la supervivencia del organismo en un 

medio anibiente diraá.:m.:ico. 

En animales se han estudiado Smpliamente las bcises bioqui.miéas 

de los sistemas de traducción de seRal..es extracelulares y se han 

identificado varios mensajeros intracelulares (segundos mensajeros) 

como el AMP cíclico. Ca2
+. inositol trifosfato. etc. 

Por analogía se han hecho diversos estudios para investigar 1a 

existencia de estos segundos mensajeros en plantas. A 

se dan los resultados obtenidos en este campo. 

continuación 
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XI_3_1 AMP cíc1ico en p1antas_ 

La existencia de AMP cíc1ico en tejidos de p1antas superiores 

se pub1icó desde hace aproximadamente quince al"íos_ Sin embargo. 

amp1ia aceptación y han estos primeros reportes no tuvieron una 

sido criticados debido a que se basaban en evidencj_as indirectas 

derivadas de 1os efectos 

AMP cíc1ico exógeno o 

fisio1ógicos qu·e ocasionaba 1a adición de 

bien en identificaciones cromatográf icas 

dudos"'"' (87). Así. PoJ J.<>rd (813) tia 

[~4CJ-adenina a semi11as de cebada en 

posib1e AMP cíc1ico marcado, que 

germinación se obtenía un 

resu1tó inseparab1e de1 AMP 

cíc1ico comercia1 en diez sistemas cromatográficos. Este posib1e 

AMP cíc1ico· producía a1 hidro1izarse una mezc1a de isómeros 2• y s• 

de1 AMP- Sa1omon y Mascarenhas (89,90) han efectuádo experimentos 

simi1ares en tejido de co1eopti1o de avena_ La asignación de1 AMP 

cíc1ico mediante sistemas cromatográf icos y e1ectroforéticos ha 

sido cri~icada debido a que dichas técnicas no permiten 

entre iscmeros ta1es como e1 2·-3- AMP cíc1ico y e1 

cíc1ico_ 

distinguir 

3•-s• AMP 

La identificación de AMP cíc1ico por métodos enzimáticos ha 

sido tambien criticada, ya que 1a especificidad hacia 

de 1as enzimas usad~s no siempre es absoluta-

e1 sustrato 

Brown y Newton (91) han repo.rtado 1a ap1icación de otro 

procedimiento""}:>ara identificar AMP cíc1ico en tejidos de frijo1-

Dicho procedimiento invo1ucra 1a combinación de técnicas 

cromatográficas y e1ectroforéticas:.y es capaz de separar todos 

nucleótidos conocidos de adenina. inciuyendo 1os isómeros 

3'-S" de1 AMP cíc1ico. 

2"-3' 

Posteriormente se ha 1ogrado confirmar 1a identificación 

1os 

y 

de 
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AHP cíc1ico en p1antas ap1icando 1a técnica 

masas (92). 

de espectrometría de 

II.3.1.2.Enzimas de1 metabo1ismo de1 AHP cic1ico. 

·-Fosfodiesterasa de AHP-cíc1ico. 

Aún antes de que aparecieran 1os primeros reportes de 

existencia de AMP cíc1ico en p1antas, se pub1icó un trabajo en 

que se describía 1a presencia de actividad 

nucl..e0t:.i...:i.'-"s cí c1icos t::::n p101-.tas _ .Er1l;.rc 1as 

de fosf odiesterasa 

1a 

e1 

de 

encuentran chícharo, papa, 

zanahoria y tabaco (87). 

-Adenilato cic1asa. 

frijo1, 

pl.ar~t..::.a.s 

soya. a1cachofa, cebada, 

La existencia de adeni1ato cic1asa en te_jidos de p1antas 

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

se dedujo por 1a incorporación de adenina marcada con ~•e 

fracción que co-cromatografiaba con AMP cíc1ico ex6geno en 

en una: 

cé1u1as 

de a1eurona de cebada. Pronto se reportaron demostraciones 

simi1ares en otros tejidos y otras p1antas, loca1izándose 1a enzima 

en membrana p1asmática y retícu1o endop1ásmico (87). 

II.3.1.3.Proteínas reguladas por AHP cic1ico. 

A pesar de 1a intensa búsqueda de proteínas vegeta1es 

reguladas por AHP c1. c1ico. _1os resu1 tados han sido infructuosos .. 

plantas superiores,. hasta la Aunque se han reportado cinasas en 

fecha no se han descubierto cinasas dependientes. de AMP cíclico 

(87). Tampoco hay 

en l.os niveles 

resultados concluyentes que demuestren regu1ación 

de AMP cíclico en respues1:a a 

extrace1ulares. Al respecto Janistyn encontró que el AIA 

la síntesis de AMP cíclico en 110 -14Q % (87). Por 

est.i.muJ.os 

incrementa. 

otra parte 

Giannattasio et al encontraron en tubérculos de alcachofa que la 
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actividad de l.a adenil.ato cicl.asa se incrementa en 300 -,. en 

presencia de ácido giberé1ico (93). Sin embargo, no hay otros 

reportes que confirmen.estos resul.tados .Y estudien cambios en 1os 

nivel.es de AMP cicl.ico en respuesta a otros estimul.os 1o que ha 

11evado a pensar que deben existir otras mol.écul.as que funcionen 

como segundos mensajeros en pl.antas. 

XI.3.2.Cal.cio-Cal.modul.ina en pl.antas. 

La ~mportancja de1 c;::..1c:i.o en eJ_ - creci.m:l.ento 

vegetal. se ha conocido durante muchos ai"íos; sin embargo, sól.o 

recientemente se han acumul.ado evidenc:i.as que sugieren que e1 

ca1cio actúa como un segundo mensajero en l.a transducción de 

se~al.es extracel.ul.ares en pl.antas (10), 

Existen reportes que indican que varios procesos fis:i.ol.ógicos 

y diversas actividades enzimáticas se encuentran bajo el. control. 

del. cal.cío. Más aon. al.gunas respuestas f:i.siol.Og:i.cas · a estimul.os 

como l.a l.uz. l.a gravedad o l.os fitorregul.adores pueden ser 

inducidas manipul.ando l.os nivel.es cel.ul.ares de cal.cío (94,95). 

Para que el. cal.cío funcione como mensa_jero :i.ntracel.ul.ar es 

requisito que 1a concentración de cal.cío l.:i.bre en el. citopl.asma 

esté regul.ado. con un nivel. basal. bajo que se incremente en 

respuesta a l.os estimul.os. Además se requiere que exista un 

mecanismo para detectar l.os cambios en 1a concentración de ca1c:i.o y 

traducirl.os en una respuesta fisiol.6gica. Al respecto se sabe que. 

el. cal.cio puede actuar directamente o a través de 1a calmodul.ina. 

II.3.2.1.Ex:i.stenc:i.a y l.ocal.ización de cal.modul.ina en plantas. 

En 1978 Anderson y Cormier (96) reportaron 1as pri:::ieras 

evidencias de l.a presencia de cal.modu1ina en pl.antas. A partir de 

esta fecha se ha detectado cal.modulina en las distintas pl.antas 
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estudiadas {97,98,99).La ca1modu1ina se ha 1oca1izado en distintos 

compartimientos subce1u1ares como e1 citop1asma. 1a mitocondria. e1 

c1orop1asto. 

vegetal.es ha 

e1 núc.l.eo. 

mostrado 

membranas. 

propiedades 

etc.. La ca1modu1ina 

biol.ógicas y fisicoquim:i.cas 

simi1ares a las de otros organismos (100,101,102,103). 

rr.3.2.2.Regulación de 1os nive1es intrace1u1ares de calcio en 

plantas. 

1ibre en En anj_males se ha inedj.do 1a concentración de ca1cio 

e1 citop1asma y se ha encontrado que es de 1 x 10-7 
M. varios 

órdenes de magnitud menor a 1a concentración de calcio total que es 

de un rango milimolar. El resto de 1os iones se encuentra 

compartamenta1izado en.mitocondria. retícu1o endoplásmico. etc: o 

bien asociado a la membrana plasmática y proteínas·{104}. 

En algas se ha determinado la concentración de calcio libre en 

el. citoplasma y se encontró que era de alrededor ele 1 x io-7 H y se 

incrementaba en respuesta a un estímulo eléctrico (104). 

Recientemente el grupo de 

de 

Trewavas ha 1ogrado determinar los 

nive1es intracel.ulares calcio en protop1astos de plantas 

superiores, encontrando que normalmente están en e1 rango de 1. 7 

M (105). Existen evidencias de que 1a concentración de Ca 2+ 

libre en el citoplasma es resultado de su acumulacj_ón en la 

mitocondria y de su expulsión acti_va a través de la membrana 

plasmática (106). Gross y Marmé han demostrado la existencia de una 

ATPasa (Ca2 +-Mg2 +) que transporta calcio en una fracción microsoma1 

enriquecida en membrana plasmática de maíz y avena (106.107). 

Posteriormente este mismo de trabajo demostró que este 

mecanismo de transporte 

grupo 

está regulado por 

iones 

el complejo 

Ca2 +-calmodulina (108). Este sistema saca ca1cio de la 
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cél.ul.a. El. sistema de transporte de cal.cio mitocondria1 está. 

regul.ado por fitocromo. La 1uz roja disminuye l.a incorporaci.ón de 
- -
ca1cio a l.a mitocondri.a aumentando su concentración citopl.ásmica. 

en tanto que 1a luz roja l.ejana restaura l.a velocidad de 

incorporación a 1os nivel.es encontrados en 1a oscuridad (109). Si 

se anal.izan l.as actividades de transporte de cal.cio en ~unción de 

l.as concentraciones citopl.á.smicas de cal.cio se puede observar que 

1:r?n~porte mi_t::r0soma1 func:i.nn~ con~en1'":rAc :i .nnP-s: 

menores de cal.cío mientras que el. transporte mitocondria1 actúa a 

concentraciones mayores de este ión (110). Además se ha encontrado 

que el sistema de transporte microsomal es capaz de responder a 

distintos est~mulos externos. como Sería de esperarse para que el. 

cal.cio funcione como modu1ador (111). La calmodulina activa este 

transporte. l.a luz roja l.ejana lo inhibe. l.a aux.:ina natural. 1o 

estimula. una citocinina natural. lo inhibe en algunos casos y en 

otros 1o estimul.a (110). De 1os resultados anteriores es 

interesante hacer notar que los mismos iones calcio regu1an l.a 

actividad de su transporte en 1a membrana pl.asmática asegurando que 

el. incremento en su concentración y por consiguiente los efectos 

que produce sean transitorios. 

II.3.2.3.Procesos y enzimas dependientes de Ca 2 +-ca1modulina 

en pl.antas. 

Además del. control. que ejerce el. complejo Ca2 +-ca1modu1ina en 

el. transporte de Ca 2 + se han descubi.erto otras enzimas que son 

regul.adas por este mecanismo. 

En 1965 se reportaron cambi.os en la -concentraci.ón de: NADP 

inducidos por la 1uz. El aumento en NADP correspondí.a a una 

disminuci.ón del NAO y la enzima encargada de efectuar esta 
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transformación es l.a NAO cinasa. Inicial.mente se pensó que l.a l.uz 

se requeria para l.a sintesis de ATP. sin embargo. l.a adición de ATP 

exógenoºa-1.a mezcl.a de reacción en l.a. oscuridad no aumentó l.a 

formación de NADP (110). Posteriormente se encontró que el. control. 

de l.a l.uz en l.a actividad de l.a ~AD cinasa esta mediado por l.a 

regul.ación que ejerce l.a I.uz en l.os nivel.es de intracel.ul.ar. 

En 1977 se encontró que l.a NAO cinasa de chicharo poseia un 

act:i.vador que posteriormente :i.dentj .. ficado como cal.modul.ina 

(113). En 1983 Muto efectuó estudios cinéticos del.a NAD ci..nasa y 

encontró que tiene un pH óptimo de al.rededor de a. l.a concentración 

de Ca2 + requerida para al.canzar l.a mitad de l.a saturación es de 70 

µM. Estos parámetros caen dentro de l.os fisiol.ógicos ya que se sabe 

que l.os cl.oropl.astos (principal. sitio de l.ocal.ización de l.a enzj_ma) 

incorporan Ca2~ y que el estroma en iluminación se alcaliniza. 

Otro sistema 

Ca2 +-cal.modul.i~a es 

que 

el. 

se 

de l.a 

sabe que está regulado pox· 

·quina to NAO-oxidoreductasa. que 

transforma el. quinato en dehidroquinato. Se cree que esta enzima 

una via conectada con la del. ácido shiqu.i. mico. participa en 

Incial.mente se encontró que esta enz:i.ma se regul.a por 

fosforil.ación-desfosforil.ación y posteriormente se demostró que l.a 

fosfori1aci6n se l.l.evaba a 

Ca2 +-cal.modul.ina (113.114). 

cabo 

Existen varios reportes 

por 'IJOB 

respecto 

cj_nasa dependiente de 

al. papel. del. sistema 

Ca2 +-cal.modulina en la acción de l.os fitorreguladores. Obata et at 

(115) han estudiado el efecto de antagonistas de l.a cal.modul.ina en 

l.a secreciór.. de a.-ami1asa inducida por ácido giberél.ico. 

encontrándose que estos antagonistas inhiben la respuesta. Por su 

parte El.l.iot ha estudiado la inf l.uencia de varios antagonistas en 



dos respuestas a citocininas: l.a s.1.ntesis de betacianina y el. 

cul.tivo de ca11os de soya. Los resul.tados indican que l.os 

antagonistas inhiben .l.as respuestas regu1adas por citocininas 

(116). En estudios si.mil.ares se encontró también que estos 

antagonistas inhiben l.a respuesta de el.ongación de col.eoptil.os de 

trigo inducida por auxinas y l.a síntesis de a-amil.asa inducida por 

ácido giberé1ico (117). Ol.áh et. al (118) han encontrado que l.a 

cj.tocj_n:i.na bencj.J Am5.nopor:ina j nduce P-] acop].;:tm:i.ento entrf=! J.R ATPasR 

de Ca2 + y 1a ca1modu1ina en raíces de trigo. 

Actual.mente se cree que el. principal. mecanismo por el. que e1 

sistema Ca2 +-ca1modulina regu1a procesos bioquS.micos 

intrace1u1ares. en respuesta a estímu1os externos. es 1a 

fosfori1ación de proteínas por c!inasas dependientes de dicho 

sistema (10)~ En 1a sección II.4 se revisarán 1os conocimientos que 

se tienen al. respecto .. 

II.3.3.Inosito1 tri.fosfato. 

En a~os recientes se estab1eció en cé1u1as animal.es que el. 

recambio de fosfo1ípidos de i.nosito1 participa en 1a transducción 

de se~a1es extrace1u1ares. Las hormonas. 1os neurotransmisores y 

otros estímu1os inducen 1a hidró1i.sis del. fosfatidi.1inosi.to1 

4,5-bifosfato que da por resultado la producción de diaci.1g1i.ccro1 

(DAG) y de i.nosito1 1,4,S-tri.fosfato CIP
3
). que 

transducción de se~a1es (119). 

participan en ·ia 

Di.versas investigaciones han indicado que el IP
3 

actúa como 

segundo mensajero mobi.1izando ca1ci.o del. ret.1.cu1o endoplásmico y el. 

DAG activa a 1a proteína -cinasa c. El. aumento en e1 ca1cio 

citop1ásmico inducido por IP
3 

puede entonces: activar enzimas y 

cinasas dependientes de Ca 2 + y de Ca2 +-ca1modu1ina (10). 
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yy_3_3_1_Recambio de fosfolf.pidos de inosito1 en plantas. 

Los fisiólogos vegetales han investigado la existencia de 

mecanismos similares en la transducción.de se~ales en plantas_ Al 

respecto se han encontrado muchos de los componentes del sistema de 

recambio de fosfo11 pides de :j_nositol __ Se ha demostrado la 

existencia de po1ifosfoinos1tidos en células vegetales en cultivo 

(PIP y PIP
2

) (120) - Por otra parte Heim y Wagner (121) han 

encontrado que 1os ni.. veJ_es de PIP 
"' 

vari. a.n durante el. ciclo de 

crecimiento de células vegetales en cultivo por lo que sugieren que 

el recambio de PIP
2 

puede jugar un papel en la regulación de la 

proliferación celular_ También hay evidencias de la presencia de 

fosfolipasa e (la enzima que hidro liza PIP
2 

a y DAG). de 

fosfoinos1tido cinasa (que forma PIP y PIP
2

) y de proteina cinasa C 

en plantas (10,122,123)_ Además se ha observado que la auxina 2,4~D 

aumenta 1a degradación de IP
9

, mientras que su ~nál.ogo ir1activo 

2,3-D no tiene ningún efecto (10). Otro est1mu1o externo que se ha 

comprobado que incrementa el recambio de fosfo11pidos de inositol 

en plantas es la luz (124)_ 

II.3.3.2.Regulación de los niveles intracelulares de Caz+ por 

IPs en plantas_ 

Anteriormente (sección II-3.2_ )se mencionó que las auxinas 

inducen la liberación de Ca2 + de membranas microsomales vegetales_ 

En estudios recientes se ha demostrado que el induce la 

liberación de calcio microsomal en plantas (125,126) 

II.4-Fosforilación de proteinas en plantas. 

La fosfori1aci6n-desfosfori1ación de proteinas es reconocido 

como un mecanismo regulatorio importante por el cual se alteran las 

actividades de enzimas regu1atorias clave y moléculas receptoras 



dentro de 1a cé1u1a en respuesta a 

externos ( 9) _ 

un gran número 
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de estimul.os 

En l.os úl.timos a~os se ha reportado 1a existencia de 

en diferentes fuentes 

1oca1ización subcel.u1ar. 

vegeta1es estudiadas. con 

Asi por ejempl.o. hay reportes 

diferente 

de cinasas 

en soya. germen de trigo. ch~charo. maiz. etc .. 1oca1izándose en 

citopl.asma. núc1eo. membranas. c1oropl.asto. niitocondria.. etc. 

(127.128,129.130.131}. 

Hasta l.a fecha l.os únicos compuestos efectores reportados que 

regul.an 1a actividad de 1as proteinas cinasas vegetal.es son Ca 2 + y 

Ca2 +-ca1modu1ina. 1uz. fosfo11pidos y 

1.31. 132. 133. 134. 135>. 

po1iaminas (10. 123. 130. 

A pesar de que existen reportes de protéinas fosfatasas 

vegeta1es no hay evidencias de que sean o no dependientes de 

(10) -

Ent~e 1as proteinas fosforiladas en plantas se 

algunas proteinas ribosomal.es (136, 137. 138). 

:í.n:i.ciación (136). proteinas nucleares Chis tonas 

(139. 11). proteinas membrana1es (133. 135). 

y 

han reportado 

factores de 

no histonas) 

proteinas de 

c1oroplastos y de mitocondrias (10). etc .. Asimismo se ha reportado 

que las actividades de algunas enzimas vegetales tal.es como l.a 

quinato:NAD+oxidoreductasa (113, 114.). 

ia fosfoenol.p:n-uvato carboxi1asa (10) 

la piruvato deshidrogenasa. 

y el. fitocromo (140) se 

regu1an por fosforil.ación-desfosforilacion. 

Recientemente se han acumulado evidencias de que la acción de 

los fitorregul.adores está asociada ccn cambios en el. estado de la 

fosforil.ación de las proteinas (10). Así el. grupo de Poovaiah e~ ai 

han reportado cambios en l.a fosforilación de proteinas inducidas 



por auxinas en co1eopti1os de 

chucharo (10). En chicharo 1as 

l.a fosfori1ación de ciertos 

avena (134) 

auxinas inducen 

po1ipéptidos 

y en 

una 

epicotil.os 

disminución 

especificos y 

incremento en l.a fosfori1ación de otro grupo de po1ipéptidos. 
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de 

en 

un 

Más 

aón. en presencia de inhibidores.de ca1modu1ina 1a fosforil.ación de 

esos péptidos se ve afectada por lo que se sugiere que en l.os 

efectos de auxinas participan proteinas cinasas dependientes de 

cal.modt.1l :i.na. Debido a que tambjén P-x:i..sten reportes prevjoR 

l.as auxinas inducen el. efl.ujo de calcio (141) se propone 

dP. 

que 

que 

1as 

auxinas cambian 1os nive1es de calcio en el. citoso1. a1terando as~ 

las actividades de proteínas cinasas y/o fosfatasas y resultando en 

l.a modificación del. estado de fosforil.ación observado en 

especificas (10). 

proteinas 

Por otra parte se ha encontrado que algunas de 1as proteinas 

ribosoma1es cambian. su estado de fosfori1aci6n en :respuesta a 

estimul.os extracel.ul.ares tal.es como el. shock de ca1or y l.a 

de fitorregu1adores exógenos (citocininas y ácido abscisico) 

138). 

adición 

(137. 



III.MATERIALES Y METODOS 

III.1 Materiales. 

III.1.1 Reactivos. 

lc1s reactivc1s 1...rti 1 iza•:tos f1_-1eron .de grado reactive• 

de las cc•rnpaf'ti as: Técnica G'.!u.1. rn i ca,. Merck,. Si-=mma y 

F0harrnac1a. 

III. 1. 2 Eqo-'iPO. 
, ,' .. ·.. -

Carnparra de flujo la.rnirrar Clec~:n· B~~~C:·-.·· .. - Hitachi,. poter1c i órnetrc• 

Mett-trom Ltd modelo E 301),. aut·~clave Wiscor-.sin 

placas de calentarnier1tc• y agitacic!n-, · Cornirl'3 PC351, 1:,¡enie 

rnodelo K 50-Gi,. cet-1tr J. fuga Beckmar1 .. .T2-21,. 1_-11 tracent-rí f1.-1-;;1a 

Intert-1acic•r1a 1 IEC. microfu·=ma Beckmar1 B. de 

crecirniento de temperatura cot-1trolada •:=iriffin:o est-1_-1ra de 

Precisión, equipo Para electroforesis en tubo ISCO modelo 150 A, 

equipo para electroforesis en placa ISCO rn•::idelo 220:- de 

poder ISCO rnodelo 490, espectrofotómetro Pye UNICAM SP6-550 UV/VIS, 

balanza anal~tica Mettler H6, balanza Chyo JP-3000 W, liofilizadora 

Labconco 3, ultracongelador Bio Freezer Forrna Scientific. 

III. 1. 3 Mat.erial bi1:1l6;:1ico. 

En el presente trabaJo se usaron semillas de rnaiz < Zecr. m.a.ys 

L.) varieda.•::I 1986, a 

Nacional de Semillas México <PRONASE>. 

III. 2 Métodc•s. 

III. 2. 1 Prepat-ación del rnat.er ial l::1iol6·;11•=.::i. 

En el presente trabajo se usaron ejes embrionarios disect.aders 

manualmente de las semillas de maiz y desinfectados o esterilizados 

Los ejes embrionarios seccionados se colocan en 1_.¡na c:aja de 
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Petri estéril. se cubren con etanol al 70 X y se a9itan durante 15 

segundos. Se elimina el etanol y se enjuagan con a•;aua des i C•r• izada 

estéril varias-·-veces. Se cL-1bret-. •=ot-. L-1r1a sol•--'Ción de hiPc•cl1:,ritc• 1:ie 

calcio al 5 :% y se agitar• •:IL-1rante Se elimina la 

sol •--1•= i 6r1 de de calcio 

11) 

y se agua 

desionizada estéril varias veces. se escurren y se CC•lC•Catt el 

medio de incubación correspondiente. Todos los pasos anteriores se 

efectuan en la campana de flujo laminar. 

III.2.2 Pt-e~·arac:iór1 de los medios de incubac:iót-1. 

maiz se 

las sales del medie• de M1_-1rast--1ige y SkOC•9 ( 142) <Tat:•la 1) • 

adicionada de los reactivos indicados en la Tabla 2. 

Para la preparación del rnedio es las 

soluciones en el orden indicado en la tabla 1 aprc1::-:: i madament.e 

precipitai::i6r1 de ..,:;.ales. El medio cont.rc•l está compL-1est.o los 

reactivos indicados anteriormente. En el caso del medio con auxinas 

<AIA ó MCPP, 5 mg/l de medio), éstas se disuelven por separado 

un poco de KOH y se adicionan al medie• al final la 

sacarosa (30 g/l de medio, concentración final :::7.6 rnM) • previc• 

ajuste del pH a ~.o <Para evitar que precipite el Fe> Fina 1 merite 

se ajusta el PH del medio a 5.8 y se afora a un litro. El a•;:tar 

g/l de medio) se lava varias veces por decantación. para elirniriar 

impurezas, hasta que el de lavadi:i es El 

decantado se adiciona al medio y éste se coloca en una parrilla con 

calentamiento hasta que se funde. Se colocan 5 rol del medio fundido 

en cada frasco gerber. los frascos se tapan con papel aluminio y se 

esterilizan en autoclave a 15 lb de Presión durante 15 minutos. 
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Tabla 1.Composici6n del medio de Murashige y Skoo9 CMS>. 

Soluciór1 Concentra.e i 6r1 Vol1_-1rnen de la Cor1centra.ciór1 

concer1t r a.da. solr_.iciót"'t concen- final 

trada/l de medio. CM> 

Crnl/l) 

A: Ca Cl 2H z z o 44.0000 10 2.993 ;:.:: 10-3 

B: NH ... NC• ,. 16.5000 100 2. 061 ::< 1 0-2 

KNO 19.0000 ,. 1. :379 )·:: 10-2 

C: KI o • 0830 1 o 5. ººº >:: 1 0-c:s 

C:·=·C: 1 o. 0025 z 1 • 051 ::-:: 1 º_.,. 
I>: KH 

2 
F'O 17. 0000 11) 1. 250 ::-:: 10-3 ... 

H BCI 0.6200 1 • •JO::< ::< 1 o-• ,. ... 
Na Me-O 2H o 

2 .. z 
1). 0250 1. 033 ;:-:: 1 (1-d 

E: M•;mSO, 7H 
2 

CI 37.0000 10 1. 501 >:: 10-9 

Mr1SO 4H CI 1. 7000 7. 62:3 >:: 1 o-=-... z 

C1~.1SO 5H o o. 0025 1 • 001 . ... 1 º-? .. 2 

ZnSO 7H o 0.8600 2.991 ;:.:: 10-5 ... z 

F: FeSO 7H o 5.5700 5 1 • 002 >:: 1 o-• .. z 

Na EDTA 7.4500 1 . 10:3 >:: 1 o-' 
z 
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Tabla 2.Reactivos adicionados al medio. de Murashige y Skoog 

Soluciór~ 

cor1cent.rada 

G: glicina 

rn io- i r1c•si to 1 

á.cidc• r1icot.i.-

r1ico. 

clor-1--1idr~to 

de Pi r id•=•xa 1 

•= lor-1--, i dra te• 

de t.iarnir1a. 

Cor1cer1tración 

(g/l) 

0.20(1 

1 o. o o o 

0.050 

(1 • 100 

o. 100 

Vol umer1 de la 

trada/l de medio 

<rnl/1 > 

1 (1 

Cor.cer1trac i 6r1 

f ir-1al 

< rnM > 

0.0260 

0.5500 

o • 0400 

0.0024 

0.00:30 
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III. 2. :3 Ir1•=•.,.¡baci6r1 de los ejes ernbr ic•r1ar i•=•s de rnaiz. 

Los ejes ernbric•narios de maiz se colocat-. en el rnedi•=• 

la cámara 

de cre.cirnier1to de t.ernpera.tura.:~ .. éor1't."rolada ·a la 

durar1te 24 hc•ras. 

III.2.4 Obtenci6r1 del sc•t:•rer1adante 

posribosc•rnal. 

Err la obter1ci6r1 de las protei'na'S. del sobrenadar1t-e pc•sribcrs•=•rnal 

se siguió la t.éGni•=a desct·ita por Sánc:1--'1ez de Jiménez y A•:mr .... i 1 ar-

<143). Los ejes embrionarios de maiz <aproximadamente 

incuban en medio MS con o sin MCPP <5 mg 1-.. , durante 

25°C er1 oscr_u-idad. Err las tl:lt-irnas tres a 

300 

24 

24> 

se 

a 

les 

ai"iadi6 L.lt'"I PL.llSo de c::-<7 

<21 

MB•=l rol -t.. Arnersharn 

International>. Transcurrido el de 11.=tS 

embrionarios se lavan con 20 rol del buffer de molienda <Tris-HCl 5ú 

mM. PH=7.6. KCl 50 roM. MgC1
2 

10 mM, ~-mercaptoetanol 5 mM. PMSF 1 

rnM) cor1 el ff.n de eliminar la radiactividad 

Posteriormente los ejes se C:C•n l Í-=t• . .I i •::lü,. se 

pulverizan y se homogeneizan con ml del t:i1_.,.ffer El 

extracto se filtra a través de cuatro capas de gasa y se centrifuga 

a 15 ººº 30 rn i r1L.1tos. El se 

centrifuga nuevamente a 200 000 g durante 2 horas y el sobrenadante 

obtenido es el sobrenadante posribosomal. 

III.2.5 Sepat-a.ciór1 de las fosfor-i ladas en el 

sobrenadante posribosomal mediante cromatograff.a de fil t.r-a1= ión 

gel. 

Se 1=·repara 1--1t-.a de O. 9 >< 25 cm de SepJ--1ade>:: Gi-100 

equilibrada con el buffer <Tris-HCl 50 mM pH=7.6, KCl 50 mM. 
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10 mM. ~-mercaptoetanol 5 mM. PMSF l ~M>. Posteriormente se aplican 

prote.i..r1as del a la columna alrededor de 20 mg C30 000 cpm) de .• las 

sobrer1adante posr ibosornal. Las-··.:pr~C:11?.~¡-~~.
1

~s '.°·S~ e_ -,=:1_1.-1yer1 de la c:ol 1.unna 

III.2.6 Obtención del 

En la preparación del lisado de r-et i•=c.f l cic: i t•::. de se 

sig• . .1i6 la técriica descrita PC•r Jacksore y Ht_..fr1t (144). Se trabajó c:or1 

un conejo Nueva Zelanda hembra de tres meses de edad y :3. 5 de 

peso. El conejo se sometió a un esquema para hacerlo anémico. 

se indica a c:c•nt i n•.,.,a•= i 6r1. El di.a l clel es·=r•-.iema se hizo 

inyección subcutánea al conejo con 3.5 ml de una solución acuosa de 

fenilhidracina al 1.25 % Cp/v). El di.a 2 del esquema se repitió la 

misma dosis y el di.a 3 se aplicaron 2.5 ml. El di.a 8 del esquema se 

sangra al conejo por punción cardiaca, obteniéndose aproximadamente 

50 ml de sangre que se recibe en una solución acuosa de EDTA al 10% 

(p/v) <O. l ml de solucióro/5 ml de Los pasos 

a de 

c:uatt-c• capas de gasa para el irnir1ar Las cél• . .1las se 

colectan por centrifugación en tubos de policarbonato a 2 000 9 por 

10 minutos. El sobrenadante se desee: ha una 

pipeta Pasteur. Las células se resuspenden en 40 ml de 

salina amortiguada recién preparada <NaCl 0.134 M. KCl 5 mM. 

7.5 mM. D-glucosa 5 mM. HEPES 10 mM pH=7.2l y se centrifugan en las 

condiciones anteriores. Los lavados se repiten tres veces más y en 

el último lavado se aftade un volumen conocido de solución salina y 

se mide el volumen celular por diferencia con el volumen total. En 

la última centt·1f1..1·:1aci6n se t·ern•.-1eve al rná.::<irno la s1::il•.-1ción salina y 

se aftaden 1.5 volúmenes <con respecto al volumen celular) de a-:;11_.1a 
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desionizada fr~a. Las células se mezclan perfectamente y el 1 isadc• 

se centrifuga a 15 000 g por 20 minutos. El lisado centrifugado se 

filtra a través de 1_.ar1a mal la de de 60 µm para 

c:t...1alquier a 03re•3ado resid•...1al :=-ue c_or-terrga. Er1 este pur1to el l isadc• 

Rea•=t i vos. 

de 5 

mg/ml en agua: glicerol 50 X v/~ y se almacen~ en al~cuotas a 2oºc. 

-Ct-eatina-'fosfatc•. Se prepara 1..rr1a solr..aciót-. ac1_.ic•sa 0.2 M y se 

almacena en al~cuotas a 2oºc. 

-S·=•l•_.ic:ión KM. Esta solución contiene KCl 2 M~ M·3Cl
2 

10 mM y se 

almacena en al~cuotas a 70°0:::. 

-Mez•=la de "fr.1.C1S 11
• La soluc:i6n 

ditiotretitol 1 mM. L-leucina y L-valina 3 mM y 2 mM del de 

los aminoácidos. excepto el usa marca 

Cfenilalanina en este caso>. La se dis1_-1elve 

ligeramente en una parrilla con agitaci6n, se neutraliza con KOH a 

pH=7.2 y se almacena en al~cuotas a 2oºc .. 

-Hemina. Esta soluci6n contiene hemina 1 mM en et.ilén -;;:il i·=-=·l 

:=:5 :.-; v/v. Para prepat·ar 10 rol de la s1.=.l1_..1,=ión se pesan 6 .. 5 de 

hemina. se disuelve en 0.5 ml de NaOH 1 N; se adicionan 0.5 ml de 

Tt·is-HCl 1 M pH=7.5 se•:.:1• . .ridc•s ele :=:.5 rol de etilén -;::1lic:c•l. El pH se 

ajr . .ast.a a :3 cc•t-1 HCl 1 N y se alma•=et·1a et·r alícuc•t.as a -70°C .. 

-ATP. Esta soluci6n contiene ATP 50 mM. 
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Métodc•. 

En el procedimiento que se indica a se usaror1 

Eppendorf y est.éri les y las 

adicic•nes se .. hicierori '~r.;;_¡-¡-::, t.~~~i;ei?;ii~i~;.;:{6:;á4ºc. 

~:::::::~:z~~::::~=;.~:~r~~t~~7~tf it:~~~g/::, 
-- · -· ·3:0 ••. -. ;';i>;_x~~fi_1}:'/:.:1;i~> 

µl 

µl 

66 

de hernit"1a 

de crea tiria 

µl de KM 

final en el MgC1
2 

0.527 

µl ·d.e creatir1a fosfato 

25 µl ·.·de· amir1C•á.cidc1s 

< c:c1 nc:e~t.·~-~~-f:~.;~;.:;-.,f {na 1 et-. el 
<conc:et""1trci:i·~i~6n;":_-fit-.Bl er1 el 

lisado 10.5 mM>. 

lisado 0.06 mM de 

leu y val y 0.04 mM del 
, ·>.::,.:, ',: 

s1_-1avernerrte para hacer la rnezc:la :- horOogénea .. 

III.2.8 Lisado de ret.iculoc:i te• de 

Para eliminar los r i bc•s•::irnas 

arn i t")Oá.•= idos) se a9it.a 

1.:::iepen•::l 1 ente ele 

del 1 isadc· de 

se centrifug6 el lisado a 250 000 g durante 2 horas. Al término de 

la se colect.6 el y la pastilla 

ribosomal se desech6. 

III.2.9 Tratamiento del lisado de reticuloc1to de cor1 

nucleasa micrococal. 

-Nucleasa micrococal <Boehringer>. Se 1_-1na 

acuosa que contenga 15 000 unidades /ml y se almacena en a 1 í c•--'otas 

a -2oºc. 

EaTA. Esta soluci6n contiene ácido bis(2-amino 

se 
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-tRNA. Esta sol1..~ciór1 cor1tiene t.RNA tipo V de germer1 de 

<Sigma R7876> 10 mg/ml. 

Méto::•do. 

digerir ei~ <-~~N~'.--" ~.~~iO.~ºt:-,~St-Jerc• ·- er1d69en•=-
- -·. - ' . ' .. : : -~:; -~ .. ·;. '· . ' ... :.__. 

ret i cul c•c i to de coi-:.-~·j·ci~·: ·-:~:J.1;}:~:,;h:~C:et~::10-~ ~ ·~ep_ef".l•::I i et·1te 
. '·-.,. ~~~ '.' ''··~-~- ,., 

Para del 

de RNA roet-1sa3erc• 

ex63er1c•:o se incuba e1·_~·1-i',~-~~¿.-::;·::·¿·,;y..'(:·:.lr~~-lcleasa. micro•=o•=a.l,. se mezc: la 

:·~:::::r·::r:g::d:r·:~b:lª~lj,~,~~~~~~~t~~~: ~s·.· r::::::~ L:u~~:·:::.:.:~n u:.: 
~ - . . -~ .. ' -,_~_,;. .,,." ' 

vez q1_,e se terminó el tratami:~~~-o~;f~f'>Y;ucleasa. 
adic:ic•r1an 6 µ1 de la solr_-1ci6·n;,~_:d~~ -,tRNA .. - -~~ rOezcla y esta. 1 istei 

al se le 

r_-1sarse er1 el sistema de s1.t·1tesis ·de prote1.nas in. -ui t.ro. 

III.2.10 Aislamiento de ribosomas funcionales de mai:z. 

Los ribosomas funcionales de mai:z se aislaron de 

el rnétod•=- de y <145) las si'=''--' i entes 

modificaciones: los ejes embrionarios de mai:z imbibidos durante 24 

se err lí •=11...1 i dci" se p1_-11vet-1 zan y 

homogeneizan con 4 volúmenes 1:ie br_.i"ffer de < rn 1 ·:;¡-~) 

consistente en: Tris-HCl 200 mM <pH=B.5>. sacarosa 200 rnM, MgC1
2 

50 

rnM. KCl 60 mM y DTT 5 mM. El extracto se filtra a través de 

capas de gasa y se centrifuga a 29 000 g durante 10 minutos. Este 

proceso y los subsecuentes se llevan a ent.re y 4°C. El 

sobrenadante del paso anterior se filtra a través de M1racloth y sa 

centrifuga de nuevo con las condiciones anteriores. El sobrenadanta 

M 

Tris-HCl 40 mM CpH=B.5>, MgC1
2 

10 mM y KCl 20 mM> y se centrifuga a 

250 000 g durante 2 horas y media. Conclu~da la se 

elimina el sobrenadante y el colchón con mucho cuidado. La pastilla 

1_-1na vez el b•_.s'ffet- de t-es1_-1spens i 6r1 
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<Hepes-KCIH 21) mM CpH=7.6>, M9 <Aco) 
2 

5 rnM:o 125 mM y 

~-rner•=apt.oetar1ol 6 rnM> Y se re·suspende en 50 µl ·de dicl--10 buffer Cc•n 

ayuda de una pipeta Pasteü~ al 1.c1_-1c•t.a 
. '.'-'-.. ,,· 

de 1 c•s t- i bc•sc•rnas resuspe~-d i~,;~:- __ p~-1::~~:- de~e-r'iO fn-ar~;;·_s·u ',-absorber1c i a a 260 

e 1 rer1d i rn ie~~t~.<:'J'-8iri~;;;;~~-~-~5. -~:f~t-:,~-~ii2~(~-~~~i~\,~~:t-.~ i ra.Uac i ót .... 

Cá.l C:'-" 1 o de 1 .. ·-;:~(~ii ~;:~·i~,;g~~:g-;~· ~t:~:.~~x·~~-b1:~;rnas de rna i z. III.2.11 

Para •::leterrnii--1ar se el ren~Xif~.~~}i~;~~;~~,~~[ [J~osomas 
al1.c1_-1ot.a de 5 µl de los ribosorna·s-.<~·resUSPE:ndi.~os y se colocct et-, 

:-: : -· :-'~- .. ···.><:.._; _ ~-~"* ~fíY:J~--.__ ?Ú-· ~ ·::. 
de a•3ua desior"'lizada en ur1a celda-;.de.L_cua_r.zo·..:·: .. Corno blancc• se 1...isa 

. T,,\·.~::> ·:~;-~~;;'.~'~t;;~::~~f, ~:~': 
alíc1....a•=-ta de 5 µl •::le t:11_.a"f"fer de ... r.esusper1si6n <·~~.~·· .1 rnl de ag1_..aa. Se 

la absc•rben=ia de la celda con ';:¡;:r~;¡;~.:?.;i~;~~~:I 260 
. '\~~~ 

por' '2'ó(i" •:'(di lución 

nrn y la 

obtenida se multiplica •::le la a 1 i ·=c..aot.a 

1 m l 

l...frlB 

lee 

de 

ribosomas>. El resultado obtenido es el rendimiento de ribosomas en 

D.O. a 260 nm/ml. Este resultado se mültiplica por el volumen 

de ribosomas obtenidos (0.05 ml en nuestro caso) 

rendimiento total de ribosomas. 

III.2.12 Tratamiento de los ribosomas funcionales de maiz 

nucleasa micrococal. 

Reactivos. 

-Nucleasa micrococal. Se prepara una solución a•=1 . .1osa di luii::la. 

1:10 de nucleasa micrococal que cor1tet-.ga 1500 uniclades/rnl y se 

-EGiTA. Se prepara • • .aria di l•-.aída 1 : 1 o q1...ae 

contenga 10 mM de EGiTA. 

Por cada 50 µl de ribosomas de maiz resuspendidos se adicionan 

5 µl de nucleasa micrococal. se mezcla y se incuba a 20°C durante 5 

minutos. La digestión se detiene agre9ando 10 µl de EGiTA 10 mM. 



III.2.13 Sistema de s~ntesis de prote~nas in vitro. 

Reactivos. 

v/v •::le H O al 30 /. er1 NS..t::aH--'t M--.-y:---s·e- prepara ar1tes de usarse. 
:z :z 

-Sol•~ción de TCA con case.S..r-...1a. Esta soli...ación CC•t'"ltier1e 2 
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p/v 

de hidrolizado de case~na en 25 p/v de ácido tr icloroacéti•=C• 

<TCA> y se prepara antes de usarse. 

8 p/v de 

ácid•=- tricloroacéticc•. 

-L~quido de centelleo. Esta soluci6t"'1 4 g de 2,5 

difenil oxazol <PPOJ, 0.05 g de (l-4-bis-2-5 feniloxazolil> benceno 

<POPOPJ por litro de dioxano. 

Se siguió la técnica descrita por Jackson y ( 144) 

tubos Eppendorf con los sistemas de s~ntesis de prote~nas in vi.tro 

a 30°C:. Er1 los tiernpc•s indicados <0-60 rnir11_-1tos> se te.man ali.cuotas 

de 10 µl. Las al~cuotas se colocan en tubos de ensayo forrados 

papel de aluminio, que contienen 0.5 ml de la solución de 

de hidrógeno. Al terminar de tomar las a 1 i. •=•-..a•::itas,. los se 

colocan en el baRo de ternperat1_-1ra 37°c: d1_-1rant.e 10 

minutos. ~~steriormente se aRaden 2 ml de la solución •::le TCA 

case~na a cada tubo, se agitan y se colocan d1_-1rar1te 40 

minutos. El contenido de los tubos se filtra a través ele 

Whatman GF/C con vacio. Los tubos se enjuagan dos veces con 3 ml de 

solución de TCA al 8 X y con esta solución se lavan l•:=is filtros. 

Finalmente los filtros se colocan sobre hule espuma. se 

una lámpara y se cuentan en viales con l~quido de centelleo. 
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III.2.14 Determinación de la Km para poli-U de ribosornas de 

maiz tratados y sin tratar con auxina. 

RNA mensajero exógeno. Esta cor1tier1e 1 de 

PC•li-U corno rner1sajer-::• e>::6;1eno. 

L-feroi lalanir1a- ("·'e <U>) . Se •...1só la feni lalanit~a 

marcada con ~'e de New England Nuclear NEC 284 E. 

1_.ar1i f•::irrnernent.e 

Método. 

Se si9ui6 el método descrito por Jackson y <144). 

1 isado de retic1...1locito de c:orte.i.::- dePer"'ld_i.er.te de r ib•=-somas y de 

El 

RNA 

rner1sajero ex6•3enc•s,. se c:oloca ·err los tub•::tS Epper1dc•rf estériles. 

cor1 

hielo. A cada tubo se le a~icionan los reactivos que se indican en 

las tablas adjuntas y se mezclan agitando en un vortex a velc•c:idad 

media. cuidando que no se forme espuma y centrifu9ando a velocidad 

rná>:: i roa er1 ur1a ro i c:rof1...1°3a. La rea.ce i ón de si. ntes is de pr•::•t.eí. r1as 

arranca con el amino6cido radiactivo e i r1rned i ata mente clesP•~,.és 

adicionarla se toma la al~cuota de tiempo cero de incubación y 

a 3U°C. 

al~cuotas se tratan como se indica en el de síntesis 

prote~nas. El volumen total del sistema de s~ntesis es de 52 

Las fir1ales el tubo ele s.1.r-itesis S•::in 

Si:;: 

de 

Las 

de 

µl. 

las 

siguientes: hemina 0.0111 mM; creatina cinasa 27.7 µg/ml; solt.ación 

KM. KCl 73 mM, MgC1
2 

0.365 mM; creatina fosfato 7.3 mM; amino6cidos 

fr~os. leu y val 0.042 mM, el resto 0.028 mM; ribosomas 0.7 D.O. a 

260 raro; fetR1ilalanina Ct.4056 r1rnc•les; F·•=•li-U 2-10 ¡...1/3. 
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-Determinación de la Km para poli-U con los ribosomas de 

embrionarios de maiz control <MS>. 

ejes 

Lisa.do PC•l i-U Ribc•sornas MS H CI (:t-'c) -rer1i lalanir1a 
z 

(µl) <µl) <µ·3) <µl) D. CI. 
2.cSOntn 

(µl) <µl> ( r1rn•=• les) 

36 2 2 4 o. 7 8 2 0.406 

36 4 4 4 o. 7 6 2 1). 406 

36 6 6 4 o. 7 4 2 0.406 

36 8 8 4 o. 7 o 2 1). 406 

-Determinación de la Km para poli-U con los ribosomas de 

embrionarios de maiz tratados con auxina <AIA>. 

ejes 

Lisado i=·ol i -U Ribcrsc•mas AIA H C• c111.•cJ-feni lalar-.ine:< 
z 

Cµl > <µl) <µ·3) <µl) D.O. 
ZC:SOn"' 

( µl) (µl) <nrnoles) 

36 2 2 2.8 0.7 '5'. :2 2 0.406 

36 4 4 2.8 0.7 7.2 2 0.406 

36 6 6 2.8 0.7 = -· ...., . ..:. 2 o. 40€. 

:36 8 8 :2. 8 0.7 3 .. 2 2 0.406 

36 10 10 2.8 0.7 1. 2 2 o. 4(16 
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Determir1aci6n de la Krn para poli-U c:or1 los ribosornas 

embrionarios de maiz tratados con auxina <MCPPJ. 

de ejes 

Lisa•::t'o ~poli -U Ribosornas MCPP H o c..~•1::)-fer1i lalanina 
z 

<¡:.il) <µl) (µg) <µl) D. Cr. < µl) <µl) <r1moles> 
2.CSOT\Tn 

36 2 2 2.6 0.7 ·:.. 4 2 •J. 40€0 

36 4 4 2.6 0.7 7.4 2 0.41)6 

36 6 6 2.6 1). 7 5 .. 4 2 0.406 

:36 8 8 2.6 0.7 3.4 2 0.406 

36 10 10 2.6 0.7 1. 4 2 0.406 

III. 2. 15 Deterrnir1ación de la Km para rib•;;.sornas de ejes 1::1e maiz 

tratar con P•=•l i -U 

exógenc•. 

Los reactivos y métodos son los ya en la 

2.13. s6lo que las cantidades usadas son las que se indican en las 

tablas que se dan a continuación. El volumen total del sistema 

de 54 µl. Las concentraciones finales en el tubo de s.1.ntesis 

las siguientes: hemina 0.0107 rnM• cinasa 26.7 

soluc16n KM. KCl 70 mM. MgC1
2 

0.351 mM; 7 rnM; 

aminoácidos fr~os, leu y val 0.04 mM. el resto 0.0267 mM; poli-U 6 
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-Determinación de la Km para ribosomas de ejes embrionarios de 

maiz control <MS>. 

Lisado poli-U Ribosornas MS H 
2 

o ('""
4 c)"-fen i la 1 arr i rra 

(µl) <µl) (µg) <µl) D.O. 
2cSOnm 

<µl > <µl) <nmoles> 

36 6 6 * 2 IJ. 15 8. 1) 2 o. 4•J6 

36 6 6 * 4 0.30 6. o 2 0.406 

36 6 6 * 8 0.60 2.0 2 0.406 

36 6 6 2. 1 1.70 7.9 2 0.406 

36 6 6 3. 1 2.50 6.9 2 0.406 

~•: 
Stock dilu~do de ribosomas resuspendidos. 

-Determinación de la Km para ribosomas de ejes embrionarios de 

maiz tratados con auxina <AIA>. 

Lisad·~ pol i-1_1 Ribosc•rnas AIA H o c·'c)-reni lalar1ir1a 
:z 

Cµl ) (µl ) (µg) (µl) D. o. <µl ) 
zcsonm <µl ) <rimo les) 

36 6 6 
:f: 

2 1). 15 ::::. (1 :2 o. 406 

36 6 6 * 4 o. 30 6. o 2 o . 406 

:36 6 6 * :3 o. 60 2. o 2 o. 406 

:36 6 6 ·-'· 2 1 . 70 4. :::: 2 o. 40€0 

:t: 

Stock dilu~do de ribosomas resuspendidos. 
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Determinación de la K~ para ribosomas de ejes embrionarios de 

mai:z tratados con .ª'-~.xit·H•• CMCPP>. 

H
2

0 

Cµl> Cµl) nrnoles. 
,.,, 

'· ... 

36 6 . ,6 * 2 o. 15 13 2 (1.406 
:t: 

36 6 6 4 0.30 6 2 (1. 4(16 

* :36 6 6 :::; 0.60 2 2 •J.406 

36 6 6 2. 1 1.70 7.9 2 (1. 406 

36 6 6 3. 1 2.50 6.9 2 C0.406 

:f: 
Stock di luí.do de ribosornas resuspendid•:=ts. 

III.2.16 Determinación del error en la de PC•li-1_1 

en un sistema heterólogo en vctro usando ribosomas de maiz tratados 

y sin tratar con auxina. 

Rea et i vc•s: 

L-fenilalanina (~'e <U>). Se usó la fenilalanina uniformemente 

marcada con ~'e de New England Nuclear NEC 284 E (50 µCi/0.5 rn 1 • 

493 mCi/rnmol.0.0002028 mmol/ml>. 

L-leucina [~4C IU>l. Se usó la leucina 

CC•t'"r :1.•c: de New NEC 279 (250 µCi/2.5 rn 1 • 

mCi/mrnol. 0.0003049 mrnol/mlJ. 

Espermina.- Se prepara una solución concentrada esperrnina 

C13 rnMI y a partir de ésta se hacen las diluciones para 

que al aplicar 4 µl los t.1_-1bC•S de shnt.esis de preiteLnas se 

alcancen las concentraciones finales requeridas co. 0.1. 0.2 6 o. 4 

rnM>. 
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El rnétc•do se desart-c•l 16 basár1dose en la_ t.é1=r1ic:a 

RL.11_.1sa 1 a y KL.a r 1 ar1d < 146 > c:orn•=• se indica .~a c:ont i t-.c.1ac i ór1. 

des•=rita 

de RNA mensajeros ex6ger1os,. se los tubos Ep¡:::::•endc•r f 
. , . -,. 

estériles. Los pasc•s s•_.1bsec1_-1entes ··.se_-··ef~C-tOar. ·cc•n los tL.abos a 4 °c:. 

A cada tubo se le adicionan los reactivos que se ir1dic:ar1 en las 

tat:ilas adj1_-1r1tas y se mezclar1 por a•:1itaci6r1 er1 1...1r1 vc•rt.ex a velc•Ci•::lad 

media. La reacción de sLntesis de prot.ei.r1as se ir1icia l•=•s 

ribosomas y la radiactividad. Inmediatamente se toma la alLcuota de 

tiempo cero de incubación, los tubos se CC•lO•=an el 

temperatura constante a 3o 0 c y se inicia la cuenta del de 

A los se las si -:;11_.t i er1tes 

alLcuotas. Todas las alLcuotas se tratat·1 c•=•rno se indica en el 

rnétc•do del sistema de si.ntesis de prc•tei.r1as <se•=ci6n III. 2. 12). El 

volumen total del sistema fue de 50 µl. 

Determinación del error en la de P•=•l i -U de leis 

ribosomas de maiz tratados v sin tratar con auxinas. 

Lisa1:fc• Espet·rnina PC•l i-U H O 
:z 

(s.'c)-feni lalar1ir1a 

Cµl > Cµl > (rnM} (µl) (µl) nrn•~les 

36 o o. o 4 4 i:•.7 6 2 0.4056 

:36 4 o. 1 4 4 o. 7 2 2 0.4056 

36 4 o. 2 4 4 0.7 2 2 o. 405t. 

36 4 0.4 4 4 C•. 7 2 2 0.4056 

Paralelamente se corrieron experimentos similares en .;:¡1_.1e 



fenilalanina Cse afiadieron 2 µl de 

equival~an a 0.6098 nmoles). 

L-ISÓ lea_.1c:ir1a 

rnarca•::la 

l1_-1•;;1ar 

s.•c: 

54 

de 
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IV.RESULTADOS 

Los resu1tadoo se agruparon en los siguientes trabajos: 

:C) Pérez.L .• Aguilar.R. & Sánchez de Jiménez.E. (1987) Effect 

of exogenous auxin on maize 

synthesis and phosphorylation. 

:C:C) Pórez.L. & Sánchez 

tissues. A1teration of protein 

Phy~io1. Plantarum 69 517-522. 

de Jiménez.E. AulCin induction of 

r:Lbosoma1 protein phosphorylat:i.on _ Sometj.do para su pub1icaci6n en 

Estos artícu1os se encuentran anexos. 

Los aspectos más sobresalientes de estos trabajos se resumen a 

continuaci6n.Se describen además otros resultados obtenidos no 

incluidos en estos manuscritos_ 

I) Rn es tud ;i.os P"re·v·i.o~ s~ est~ hJ_ec:i.6 ~UP "2' 1 MCl?P ~ 

sintética análoga del 2,4-D. era más efici~nte que éste en la 

:Lnducci6n y mantenimiento de callos de embriones de maíz (6,22). En 

el presente trabajo se estudi6 el efecto del MCPP en la síntesis y 

fosforilación de proteínas 

mai z en J_as primeras 24 

posribosoma1es de e~es embrionarios de 

horas de imbibición. Los resultados 

obtenidos indican que aunque aparentemente las auxinas no a1teran 

1.a velocidad de germinación (l!ig. 1). ni los pesos seco y fresco· a 

tiempos cortos (menores a 30 horas de incubaci6n Tab. 1). a nivel 

molecular el MCPP estimula la velocidad de síntesis de proteínas y 

altera fuertemente el patrón de proteínas 

por el. aná.J.i.Ri.s l"'lecti.c.nte 

Existen algunas proteínas que se inducen 

sintetizadas. 

bidimen.si.onal 

a juzgar 

(Fig. 2). 

específicamente por la 

auxina 

efecto 

en tanto que hay otras que se inhiben (Fig. 

de las auxinas en la f osf ori1aci6n de 

2). Respecto al 

las proteínas 

posribosomal.es se encontr6 que l.as auxinas estimulan este proceso. 
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Al analizar las protef. nas fosforiladas mediante: cromatografía de 

filtración en ge1 (Fig_ 3) y electroforesis (Fig_ 4) se encontré 

que el efecto de las auxinas es principalmente cuantitativo y no 

cualitat5..v0,. ~'ª que en J_ñs f]11orog:rafí..as r-0 obse~·von marca.des. en 

términos generales. 1as mismas proteínas que en e1 control_ 

II).En este trabajo se procedió a estudiar el efecto de las 

auxinas 2. 4-D. MCPP y la auxina natural AIA en .1.a fos.t·ori1ación ·de 

1a fracción ribosomal. Los resultados indican que las auxinas 

estimulan en mayor proporción la fosfori1aci6n de las proteínas de 

esta fracción. en relación con la fosforilación de la fracción 

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

a1 analizar. mediante electroforesis bidimensional (Fig. S) las 

se GU+2: 

estudiadas no producían el mismo efecto (Fig. 6A,B y C} y que 

también había un cambio en el patrón de proteínas ribosomales 

fosforiladas en función del tiempo en que se dió el pulso de 92P 

-ortofosfato y/o la duración del mismo (Fig. 6A y D). 

Para estudiar el efecto de la fosforilación de 

ia función de 

los ribosomas 

de maiz inducida por auxinas en traducción. se 

procedió a montar el sistema de síntesis de proteínas in vitro con 

lisado de reticulocito de conejo. Para ello se siguió la técnica 

descrita por Jackson & Hunt para preparar el lisado de re:ticulocito 

de conejo y hacerlo dependiente de RiiA mensajero e:xógeno (144}. En 

1a figura 7 se muestra la incorporación de ~ 4C fenilalanina en 

1isado original con su propio mensajero(+); se puede observar 

el 

que 

la incorporaci.-':>n no es rnu:i,• aJ.ta debido a que se USÓ fenilaJ.é'.nina 
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como aminoácido marcado. Al tratar el 1isado con nuc1easa para 

hacerlo dependiente de RNA mensajero ex6geno, se 

prac:ticamente a cero la incorporaci6n de aminoácido y al 

disminuye 

adicionar 

el. rqensajero sj.ntétj.r-o poJ.í.-U aJ. sist"'°'m"', se observr1 un 

considerable en la incorporación de f enilalanina aún por encima del 

1:i.sado original.. Estos resultados indican que 

reticulocito de cone3o aislado está funcional y es 

RNA mensa3ero exogeno esi::e caso po.l..i.-U) 

nucleasa micrococal. 

A continuación se trató el. J.isado como 

el lisado 

dependiente 

i::ratarl..o 

se describe 

de 

de 

con 

en 

materiales y métodos y se mont6 el. sistema heter6l.ogo 

de protef.nas L~ vLtro Clisado de retic:ul.oc:ito de 

de sf.ntesis 

con 

ribos_omas de maiz aislados de te3ido control y de tejido tratado 

de 

acuerdo a la técnica descrita por Fehling & Weidner 

.:>i,.:Jl.:>:..-..:;:. 

(145). Los 

resul.tados se muestran en las figuras 8,9 y 10 y nos indican que 

los ribosomas de maiz aislados de te_jido tratado con auxinas, no se 

comportan de igual manera que los ribosomas aislados de tejido 

control en el sistema heterólogo y tienen distinta 

a la nucleasa micrococa1 

susceptibilidad 

Para estudiar más a fondo y cuari~i.ficar de al.guna 

diferencias en el comportamiento de los ri b·osomas , se 

optimizar el sistema de síntesis de proteínas heterólogo 

con poli-U como mensajero exógeno para los tres tipos de 

estuC::iad.vs _ LüB resultados se muastra1.a en l..a 

ribosomas MS y los valores de obtenidos 

figura. 

para 

11 

los 

manera 

procedió a 

Ln. v'it.ro 

riboaomaa 

para. los 

rí..bosomas 

estudiados se encuentran en J.a tabla 4. Estos resul.tados indican 

que l.os tres tí.pos de :ribosomas (MS= aislados de tejido control .. 
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HCPP= aislados de tejido tratado con MCPP y AIA=aislados de tejido 

tratado con AIA) se saturan con cantidades similares de poli-U­

A continuación se ºestudió la dependencia del sistema. con 

~ens~jero ~íntéticc po1~-U en concentraciones saturo.ntc!::. de 

RNA 

1.e: 

concentración de ribosomas probando los tres tipos estudiados_ Los 

resultados se muestran en forma de doble recíproca regraficados en 

1a figura 12. en la 

distintos en la Km 

que se observan valores s:ignificatj.vamente 

del poli-U hacía los ribosomas del te_ji:do 

control en relación a los ribosoroas del te_jido tratado con AIA y 

con MCPP (Tab_ 5). Estas diferencias en los valores de Km sugieren 

diferencias en la afinidad de estos ribosomas por el mensaje 

sintético poli-U_ 

Por otra parte se montó la. técnica para medir el error que 

};lroduc!. a.n es·i;.os r:ibosow.ab la 1ectux·a. del me.ns.aj E::: !::>.i.nt:~t:ico 

poli-U- Para el.lo se hicieron experimentos simultáneos en los que 

se ponía en uno fenilalanina marcada con s.•c (codón UUU) en tanto 

que en el otro experimento se ponía leucina marcada con s. 4 C (codón 

UUC), a los sistemas de síntesis de proteínas in uitro. Se sabe que 

la espermj.na disminuye el error en la traducción (147,148). Por 

ello se pro~6 también el efecto de esta poliamina en 

ti.nos 

el 

ele 

sistema_ 

ribosomñs 

(MS,MCPP y AIA). Los resultados preliminares indican que en 

ausencia de espermina los ribosomas de tejido tratado 

(MCPP y AIA) muestran más error que los ribosomas 

tej;i.do control CHS). Al. ac:iicionar espermina a estos 

error disminuye (espermina en concentraciones 0.1 y 

con auxi.na 

aislados 

s.:i..stemas 

mM); 

de 

e.1. 

sin 

embargo. al aumentar aún más la concentración de espermina el error 

se incrementa ~ueve:mcnte {0.4 mM de e~permina) {Tab. 6)_ 
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Figura 1. Efecto de 1as auxinas en 1a germinación de maiz • 
. Las semi11as de maiz fueron germinadas en la oscuridad a 2s0 c entre 
dos capas de a1god6n humedecidas con agua desionizada estéri1 (o} o 
con. una so1ución de MCPP (S mg/1) (o). Los valores son 1as medias 
de cuatro experimentos con cincuenta semillas cada uno +/-DE. 
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TABLA 1 

Deterwínacíón del peso fresco y peso seco de e:.:ies 
w.n..~z ..:!u.~-~i--..te :tú gerfili..I"aac:Lón _ 

embrionarios de 

T:i.empo Peso fresco (g) Peso seco (g) 

(h) Control MCPP Control MCPP 

14 o_ 347:!:0. oos· 0_345::!:0.ol.a 0.176:!:0.003 0_190:!:0.010 

18 9_379:!:0 .. 001 0.365:!:0.012 0.171:!:0.002 0_173:!:0.007 

24 o.421:!:0.006 0.42G:!:0.022 0.157::!:0.oos 0.164::!:0.016 

28 o.520:!:0.032 o.s20::!:0.027 o - 177:!:0 - o 1. 7 0.177::!:0.oos 

32 o.5;o::!:o.o46 o.67o:!:o.o56 o .162::!:0 - 001 o.1a2:!:0.012 

38 0.970:!:0.073 1.270::!:0.093 0.219:!0.001 o.2s4::!:o.oo5 

Los valores son las medías de c~atro exper:i.mentos índependíentes 
con cincuenta semí11as cada uno -D.E. La concentración de MCPP fue 
de 5 mg/1. 
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Figura 2_ Fluorografías de las proteínas sintetizadas por los ejes 
embrionarios de maiz durante la germinación_ 
Los e3es embrionarios de maiz (500 mg} se imbibieron sin (A) o con 
(B) MCPP (S mg/l)- En el periodo de las 18-24 h de imbibición se 
les dió un pulso de una mezcla de aminoácidos marcados con ~4C_ Se 
aislaron l~~ protc~nac del sobrcnuduntc posribosomal y se 
analizaron po~ e1ectroforesis en dos ~irnensiones y fluorograf~as_ 

1. 

' i 
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Figura 3 _Separación de 
sobrenadante posrit>osoaa1 

:Las prote1.nas fosfori:Ladas en 
aediante croaatograf~a de fi1tración 

e:L 
en 

ge:L_ 
Las prote.1 nas de:L 
epa) se ap1icaron 
G-100 de 0-9 X 25 
(o) cpm_ 

sobrenadante posribosoaa:L (aproxiaadaaente 30 000 
a una co:Luana de fi:Ltración en ge1 (Sephadex: 
ca_ Se co:Lectaron fracciones de 1 a:L <•> A 
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Figura 4 _ Fl.uorografías de l.as fosfoproteínas del. sobrenadante 
posribosomal._ 
Los eje"' erubrionarios de maíz (SOO mg) se imbibicron sin (A) o con 
U~,S t-:CFP (S :Qg/l.) _ D~ l.as 22 ~ i~s 2~, h se J..cs di6 un puJ..so de 

l.. 2 P) -fosfato_ Las proteí.nas del. sobrenadante posribosomal. se: 
anal.izaron por el.ectroforesis en dos dimensiones y fl.uorografías_ 
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Di::::t=-i!:>'-.:-=:i-~~ 
y ribosoma1 

Fracción 

So1.ub1.e 

R.ibosomal. 

TABLA 2 

scl.ub.:!..c: 

Incorporación de 92P e cpm mg_ .. ) 

530 146 

43 250 

Se incubó un g de ejes embrionarios de maiz en medio MS en 
presencia de 

92
1? -ortofosfato. Cada f1~acci6n protei.ca se precipitó 

con TCA al 10 '7.. se resuspend:ió y se. contó en un contador de 
centelleo. 
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TABLA 3 

Incorporación de 92
p en distintas fracciones prote~cas 

Prot~nas 

purificadas Contro1 +MCPP es mg l _._) +AIA es mg l_._) 

Histonas nucleares 10 607 6 724 10 SSG 

Se incubó 1 g 
presencia. de 
con TCA al 10 
cente1J..eo_ 

59 337 

de ejes embrionarios en medio MS con o sin auxinas en 
92 P -ortofosfato_ Cada fracción prote~ca se precipitó 
% se resuspendió y se contó en un contador de 
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Figura S Patrón b.i.dimensiona1 de p:r.ote.!.nas r.i.bosoma1es de ma.i.z. Las 
protei.nas ribosoraa1es se ais1aron como se indica en 1a sección de 
materiales y métodos y se separaron de acuerdo a 1a técnica de 
Mad.iar (12). Se ao1icaron 100 µg de prote.i.nas. En 1a primera 
dimensión (sistema ~cido) 1a ~igración fue hacia e1 catado a 150 v 
(voltaje constante) por S h (c~n menos de 1 mA/ge1). La segunda 
dimensión fue en presencia de SOS 
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F.' gura 6 _ Fluorografi. a de las protei. nas ribosomales marcadas con 
ª·p_ La ~lectroforesis en dos dimensiones se llevó a cabo siguiendo 
el procedimiento de Mad~ar (sistema ácido en la primera 
dime~~ión/sistema con SDS en la segunda dimensión)_ El pulso fue de 3 
con P entre l~as ::7.1 y 24 h (A,C:~O> 0 <16::? o_s h·~P.-t::re :!..~s ~2-S ::! J..::ls 
24 h CB) _ (A)=control. pulso largo, (S)=cont:ro1 pul!"-:> ~o:rto, 
(C)=+AIA, (D)=+MCPP. 
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Figura 7 _ J:ncorporaci6n de .. 'c-feni1a1anina en e1 sisteaa hoa61ogo 
de síntesis de proteínas L~ ~Ltro_ 
E1 1isado de reticu1ocito de cone3o se ais16 de acuerdo con e1 
aét<>do de Jackson y Hunt (144). (a) :incorporación de 
.. 'c-feni1a1anina en e1 1isado con e1 RNA mensa3ero endógeno (+)_ 
(b) :incorporación de .. 'C-feni1a1anina en e1 1:isado tratado con 
nuc1easa (150 U de nuc1easa aicrococa1/a1 de 1isado) ( <> >- (e) 
:incorporación de .. 'c-Ceni1a1anina en e1 1isado tratado con nuc1easa 
y adicionado con po1i-U coao aensa3ero ex6geno (2 µg de po1i-U/20 
µ1 de sistema de síntesis de proteínas> < o ) . 
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Figura a. Incorporación de ~"'c-fenilalanina en el sistema heteról.ogo 
de síntesis de proteínas in. vitro con ribosomas de maiz control~ 
El. l.isado de reticulocito de conejo se centrifugo a alta velocidad 
(250 000 g por 2 horas). para eliminar los ribosomas endógenos. El 
sobrenadante posribosomal. del lisado se trato con nucl.easa para 
eliminar 1os RN~ mens~jeros endógenos_ PuralcLa~ente se ais1aron 
:ribo~O!'lrlS func:i.0nr1.1.~!:: de ejes embrionñr;_os de M.aiz incubados: en 
medio MS (control =Ribosomas MSJ. de acuerdo al.a técnica descrita 
por Fehl.ing y Weidner (145). (a) Incorporación de ~4C-fenilalanina 
en el lisado adicionado con ribosomas MS (sin tratar con nuc1easa) 
y con poli-U (+). (b) Incorporación de .... C-fenilalanina en el. 
lisado adicionado con ribosomas MS (tratados con nucleasa) ( <> ). 
(e) Incorporacion de s.•c-fenilal.aninn en el. li sado adicionado con 
ribosomas MS (tratados con nucleasa) y con poli-U como mensajero 
exogeno l o ) _ 
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-NUC +POLI-U (o} +NUC -POLI-U 

.Ui...c;u~.-::;. ~ In~orpo::-~ció~ <:!e 1.
4

C--.Ce;-1ilZ&J. an:f :-.L:. en c.! !.i.i.C"l:ot=u1b. 
heterólogo de s.!.ntesis de prote.!.nas i.n. vit.ro con ribosomas de maiz 
con MCPP_ 
Ei lisado de reticulocito de conejo se centrifugó a al.ta ve:locidad 
(200 000 g por dos horas). para e.l.im.inar 1.os ribosomas endógenos. 
El sobrcnadante posribosoma.I. del. l.isado se trató con nucl.easa para 
eliminar los RNA mensajeros endógenos_ Paraleiamente se aisiaron 
ribosornas funcionales de e~es embrionarios de maiz incubados en 
medio MS + MCPP (Ribosomas MCPP). de acuerdo a l.a técnica descrita 
por Fehl.ing y Weidner (145)_ (a) Incorporación de "- 4 c-fenil.al.anina 
en el l.isado adicionado con ribosomas MCPP (sin tratar con 
nucleasa) y con pol.i-U (+)_ (b} Incorporación de "-'c-feniJ.al.anina 
en el l.isado adicionado con ribosomas MCPP (tratados con nuc.leasa} 
( <>} _ (c) Incorporación de ._ .. C-fenilalanina en el ].j .sado adicionado 
con ribosomas hCPP (tratados con nucJeasa) y con poli-U como 
na ... i?•A.Sa.:ierc, e;.;:~geno (o } _ 
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l!~é;Ur~ 1.0 !.r..co:=·t=-o~ac:i.ó;-~ de s.•c-í\.~:n~lül..:&ain.a en~ el. s.is-L~aH.a 
heteró1ogo de sLntesis de proteLnas in vi~ro con ribosomas de maiz 
con AIA-
E1 1isado de reticu1ocito de conejo se centrifugó a a1ta velocidad 
( 200 .000 g por 2 horas) • para e1imir.ar 1os ribosomas endógenos_ El 
sobrenadante posribosoma1 de.l. lisado se trató con nucieasa para 
eliminar los RNA mensajeros endógenos- Para1e1amente se aislaron 
ribosomas funcionales de ejes embrionarios de maj_z incubados en 
medio MS + AIA (Ribosomas ALA). de acuerdo a la técnica descrita 
por Feh1ine y Weidner (145)_ (a) Incorporación de 1 'c-feni1a1anina 
en el 1isado adicionado con ribosomas ALA (sin tratar con nucleasa) 
y con po.l.i-U (+) (b) Incorporación de 

14
C-1eni.1alaniua en e1 

1isado adicionado con ribosomas ALA (tratados con nucleasa) (O>­
(c) Incorporación de 1 'c-1eni:l.alanina en el li.sado adicionado con 
ribosomas AlA (~ratados con nucleasa) y cou poli-U como mensa~ero 
e:.cógeno ( o } _ 
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Figura 11 _ Determinación de l.a Km ~ara poli-U_ 
K1 1isado de reticul.ocito de cone~o dependiente de ribosomas y 
mensajero exogenos se adicionó con ribosomas MS y con distintas 
cantidades de poli-U (O_O a 12-0 µg) para determinar el valor de 1a 
Km de estos ribosomas hac~a el. poli-U como mensajero ex6geno_ 
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TABLA 4 

Determinación de la Km para poli-U de ribosomas de maíz tratados y 
sin tratar con auxinas_ 

Fuente de ribosomas Km (µg de poli-U) 

Tejido control (MS) 4_4 +/- 0_3 

Tejido + MCPP (S mg/l) 4_9 +/- 0.4 

Te.ij.do + ALA (S mg/1) s. 1. +/- 0.4 

El lisado de reticul.oc.ito de conejo dependiente de ribosomas y 
mensa.:ier·o exógenos se adicionó con ribosomas de maíz de tres 
fuentes distintas ·(ribosomas contro1~ ribosomas MCPP y ribosomas 
AIAl- Los ~res sis~emas anLeriores se adicjonaron con distjntas 
cantidades de po1i-U (O.O a 12.0 µg) para determinar eL vaLor de ia 
Km de tstos ribosomas hacía ei poli-U como mensajero exógeno- Los 
va1ores de 1as Km obtenidos a partlr de las regráf icas se indican 
en l.a tabla. 



Figura 12_ Determjnación del 
tratartos y sin tratar ~on 
exógeno_ 

Rb ~.Q 260nm 

va1or de Km para Jos ribosomas de maiz 
auxinas. con poli-U como me1=ajero 

74 

El. lisctdo de reticuJ.ocj.to de conejo dependiente de ribosoman y 
mensajero exógenos se adicionó con poli-U en una cantidad 
saturantc_ Posteriormente se afiadieron cantidades variabLes (O_i6 a 
·2_5 l.)_Q_ a 260 nm) de los ribosomas de maiz del tejido estudiado 
para determinar la Km del mensajero polj-U hacia cada uno de los 
tipos de ribosomns estudiados. Se presentan las regráficas de 1os 
val.ores obtenidos_ 111 (control). 6 (MCPP). ' CAiA) -
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TABLA S 

Determinaci6n del valor de Km para los ribosomas de maiz tra1..ados y 
sin tratar con auxinas_. con pol.i-U como mensajero exógeno. 

Fuente de ribosomas 

Tejido control. 

Tejido + MCPP {S me/1.} 

Tejido + AIA (S ~g/l} 

Km (Rb D.O. 260 nm) 

0.049 +/- 0.019 

0.197 +/- 0.052 

0~176 +/- 0.047 

El lisadc de reticulocito de conejo dependiente de ribosomas y 
mensajero exógenos se adicion6 con pol.i-U en una cantidad 
saturante. Posteriormente se aí"iadieron cantidades variabl.es (O_ 16 a 
2.50 D.O. a 260 nm} de los ribosomas de maiz del. tedido estudiado 
para de1..erminar 1.a Km del. mensajero poli-U hacia cada uno de los 
ti pos de "rí.bosomas estudiados_ Los val.ores de J.as Km obtenidos a 
partir de las regrá.:Cicas de 1.a fj gura 12 se indican en la tabJ.a. 
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Determinación de 1a frecuencia de error en 1a traducción de 
en un sistema heter61ogo de síntesis de proteínas Ln vLtro 
ribosomas de maiz tratados y sin tratar con auxinas_ 

poli-U 
usando 

Fuente de ribosomas Concentración de espermina 

Te.:iido control 

Te.:iído + MCPP (Smg/1) 11-S 2_s º-º 
Te_jido + AIA (S mg/1) 15-4 4_4 

(mM) 

0_4 

13-2 

1s_3 

B-3 

E1 1isado de reticu1ocito de conejo dependiente de ribosomas 
mensajero exógenos se adicionó con distintas concentraciones 
espermina_ Para cada una de estas concentraciones se preparan 
sistemas de síntesis de proteínas con 1os distintos tipos 
ribosomas estudiados_ En uno de estos sistemas se 
'f.

4 C-fenila1ani11a con poli-U. e1""1 tanto que en e1 o·Lro siE'i-te1na se 
s. 

4 
C-lt=....aC:i áAC:t C..:Uaa e;:;:]. ...... ;.~uli...J iu.~aa..:>i....JG. I.ü .f":rot-:~u~¡-..ci..c::... de Cj;"';.~or 

determina midiendo 1as incorporaciones en cada sistema y sacando 
siguiente re1ac:i611: cpm· de:L 4 C-1eucina incorporadas/ cpm 
._,C-1eucina + cpm 14C-íeni1al.anina incorporadas x ~-ºº-

y 
de 

dos 
de 

usa 
usa 

la 
de 
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gel cli:ctn.>phun::--i~·uf ("'lho:--plu.1ryl;1tci..I prt1h .. •in..¡ in'Ji'-·0.111. .. • that th.:.: "c-!f\.!'Ct nf ="'-1CPP un 
protcin phnsr.h~r~h11iun v..a:-- nnt~· qmtntitnth·c. · 
'.1dcli1io11al key h""ur<ls - ,'\.usin-scr.sitivi: rn .. ,tcin~. i:mhryonic :t~i~. phn ... phnprnt..:in ... _ 
Zr.1111a_,·s. . 

t.. Pt'r<":. U. Ag11i/nr a1u/ E. Sá•u:lll:=-clr-Ji,"11<'11e= (repri111 Tl't/t11..•.\l'SI. f>,•1110 .. 1/c..• 
¡:¡,,,/tti1'1Í<"tl l'c¡:et"I• DEl'g. /·~11:0/wrl t/1..• Qu11111t..""u. U-•'·--'·•\f .• 1J.J5Jtl .\f&.•.\·i<,·. 
I • ¡.: ,\fC;dcu. · 

ln.troduction 

Synthctic uuxins h:1ve hccn "'·idcly uscd tn induce ~utlus 
íorn1a1ion fron"l diffcr~nt plant cereal u~su..:s (""":l'ani:.1da 
1977). Thc 1ncchanisn1 hchind such a dcdiffcrcntiation 
is not knc.Hvn. ho"'-."'1.:'vcr. . 

Scverul 1·csc:uch groups h:1vc rCportcd un ~ncrcusc of 
protcin :as "'c!l as uf R:O-.:A Synthcsis in auxin-tn.::th.:c.J tis­
sucs (Dn1ningucz et :.ti. 1Y77. Jucuhscn :.1nü Hig.i;ins 
1978 .. Thco1ugis and R:1y !lJS:?). Thc~c :-.c:mlts ~u~gt:>st 
th:•t •liC" nrim;irv ;'uxif"' :1(~tinn 'nh"•ht ht." ut thc tr:1n· 
scriptinna

0

l fc,·cl (1 l:.1g.""cn :.nü Gtiilro;·h: ·}lJX5). 1.;ntcly. :.u,.. 
incrc:l~c nf protcin phu:-.phoryl~1tiun in ;1uxin-tn::<.1t..:d ar­
tichnkc tissucs h<.ts <.1bn hccn rcpnrtcd (f\.1c1:1n~un tand 
,.íC\'1o":.-'1;1s 198:!). . 

ahly ~ollo,ving a gcn..:tic prc-cst:.1hJi,hcc.J prug.ran1 h:t~cd 
on long-livcd ('tnrcü) anc...I ncwty ~ynthcsizcLI mRNAs 
(Bruokcr et al. l97S. S•inchcz de: Jimén..:z und ...-'\.cuilur 
lYS·I .. Suzuki :.1111.t ~1ina1nikuwa 1985). Thc pattc-rn c..1f 

· protcin"' ~yntl11:,izct.I during thi' 'f'rncc-s ... lms bccn Wt.•11 
dncun1cntcd hv u~ (.-'\uuihlr :md Süm.:hc:.t. de Jimt.!m . .:z 
-1984. S:.inchcz ~le Jin1i:n-\..'"Z ;lnd ..-'\c.uil;1r l "-JS~. B~tizn '-ºl :d. 

· 19Xí1). B:lscd nn th~ :1hu,·c infc.;rmation wc are inh.:r­
c:stcd in u~int! thi ... svstt.·m· -.~:a n1ndd fur cx:unininc. thc 
mok•cuktr hi.~'i!'> fnr ·¡1t1xin particip:itinn in &:cll c.k·diffcr­
cnthttinn. 

Abl•n·,·1u1io1h - :?.-i-o. :?.-i-c.ti. .. ·hh;rnrhi:noxy;.tc..·'-"1k ;1ci1!: IAA. 
in1..h1k-;:\-;u.:r.:tic m.:id: !\.1CJ>I•. :!-( .:?·nh:lh!-1--'-\..!'hh>n'll'h\.!'m>,.,;ypu,­
ri,1nic :1'-"iJ: !\1S. ~Jun..,.hi~..: aru.l Sl..ung ( Jlln:!1 nw,Jium; TC.l\.. 
hkhh,rn•u .. · ... ·ti..: oi..:iJ. -

Applic;1tiun uf eso~cn11u, 2.-l-D ((irc..:n et aL ttJ74) 
pr il~ :.1n:1l,,pguc: :-0.t(."l'J> (S;ind1cz úc Jim.:n..:7. et :ti. llJXl) 
tn gci-1nino.1tin_!! fll:liz..: c1nhryn~ cuu~c~ ccll <lc:diffcrcnti;1- .· "!\Juh.-ria!s :in·d·n,.t.•lhnd:o; 
tion ;inc.I t..•:.tllus pruductinn in,tc:uJ t1f nurmul plantlct dc­
vclnpnlt.ml. l'rntcin ... yn1l11..:~i' i!'t> une.:,,¡ th..: ca1li~~t pru­
cc.iSCS to hr.: c.kh:ctcc.I 1i.luíing. '!'.CCd iiuhihitinn .. prc~un1-

)) 1•h)t..iol. 1•1.ontarunl NI. 1~7 

. "'• ' " 

• S..:.cJ..;.·ur 1l{a.: h,·hri ... l 10:1i~C:: C }~1:Í1 nwv .. \ L.; l ;.:,:l. fur hi!.!11 
.tc1npcr;1tc ;are~~~~ ~vcri.: ."u~cJ lf..1r thc 'vurk. En1hryu1;i..: 
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RXCS W\."íC 1n:.1nu:tl1V 1.:Ut off frnan thc St:CJS., surfacc­
StcritiZC\.I usitH?. 7U"Y~ '-"th:tno1 (."\U~) fullc.w.·cc..I hv 5"}~ C"a 
(C:tO): fur lU-111in. ¡inJ rin~c.:J hvkc '"·ith :otcrit.: w:•h:r 
bt:fun.: thc c.:xpcdn1cnts. Stc..:nk axes '"ere incuhated un. 
min..:ral ·:o:.ihs uf !\tS n1c1.lit.11u :u.:curc..ling. tu l\tura~hi!:"o.C..: 
:.•nC.I SJ...uo~ ( l"lh:!) with thc ;,dditiun ,11 .:?h tt.\/ !!lYl..'.'in~·. :OS 
,,.\¡ itl)'o-it.u~iull .. ~ .,:.; .. ¡._,ll;,¡i;.: ... ~~; .. .:. ~-? it.\.' ¡-:y:-h!~l~::.!. 
;:\ 11.\I thi:.uninc-. ~7.<1 111.\I MH:ro~c unc.J 7.S g :1µar (l:lifi:u) 
pcr l uf n1..:"liu111. pH ,:;.:-;. in :?x IU c.:n1 tuhc-s. Fúr c:.tllu~ 
induc.:tic.1n 5 tc.1 10 1111! 1 1 uf c-ithc-r Ir'\./\ .• :?A-O nt· l\1CPJ> 
,,·crc ud1.lcc.I l\'.t he.: ;;11..•Uiun1 mu.1 incuh;1th.1n w:.is c:.1rrh.:d 
out in c..larkru.::-...;. at .::!S;.C (S:indu:z c.h: Jitnénc.:z mul Al-
l"'tt-.ri.:s 1lJ7lJ).· -

. .. ._._._ .. ...: .......... ~ . .:. ....... ··--·-··· .. ; ..... ~---·----·---------~" 

lOO 

"" eo ·~ Q 

~ 
~ eo 
a: ...... 
o t ..., 

20 

'º so 

TIME., l'l 

Butchcs c.."'IÍ 50 !>~cc..h; ·wcn.! surf:u:c stcrilizcd ;as ub;.lvc. int­
bihcd with c.loublc:-dbtitlcc.l '\Vah:r Or ~tCPP (0.1 tll 10 
n1g. 1- 1) c..10 cotton a11d incuh:ncJ at 25ºC in c..l:.trkncss frlr 
diffcrcnt pcrioc.ls tlf thnc: .. fru111 lA to 4K h. r'\.t CO.\Ch 
stnt~d tin1c .. g.~rminntcd !->CC:c..ls (i.c. nulictc prutruUcc.l) 
v..•crc cuuntcd und cn1brvunic' uxcs from ull thc sccc..ls of 
this grc.lup wcrc sccti1.lni::c.1 unc.I wcighc-d (frc~h wi.:ig.ht). 

· f-1!!. l. l!ffcct nf ¡n1xin ''11 .:.cc1.l i;crminatiun. ~1;\il'c s1.·c:~t ... W\..ºft." ,\ 

:j 

·" Thc: uxcs wcrc dric.<l Ul 6U"'C under vacuun1 until cón­
stant wcig.ht (dry wcig.ht) 

·rroteln l:tbclling ·wllh radiÜisoto11es nnd rudtOadh·c 
n1éa!loure1ncnl~ · 

·Mnize en1hrvonic n'."'cs (300 nin) wcrc incuh:1tcd on 1\15 
riictlium "·iti1 c.."'lr withuu: ~tci>r (5 n1g. 1- 1 ) fnr :!4 h :1t 
25c-c in darknc·ss. A pul~c of cithcr 1. J 1 l\1llq uf lª~C]­
umino acic.l 1nixtu1c (~.7 !'vtllq mt··• .. Ncw En,!:!.lnnd Nu­
ctcnr) c.lr 11.1 ?\tBq of (':Pl-phosph:itc (37 ~11.h.1 m1· 1 

.. 

A1ncrshun1 Jntcrnatic.10;11) wus uc.lc.lcc..l c...lurim.!. th..: last 3 h 
(21-24 h) of thc incuh:.ttiun pcriuU. Aft.;r this tin1c .• 
post-riboson1Hl prntcins wcrc: h~ohitcc..I froin thc: cntbryo­
nic nx~s ;as pn:viuusly rcporlcd (S:'mchcz <.h: Jin1éncz 
and A~uilo1r 198~). l'"C)-Amino uciU und ( •:J>)·phos­
phatc uptukc. wcrc n1casurCd in tot:.al honiugcn:.itc 
(378tKl ± 36Sll cpn1 n1g.- 1 anc..1 t57(Jfl(l ± 15711lJ cp1n 
mg:• of tissuc. rc~pcctivcly). Protci·ns wcrc prccipitalcc..l 
v..·ith trichh."lrc.mc1..•tic- adc..1 (TCA: final conccntnllii.u1 
10'X,. v.-/v). '""••~hc<l with 5·~:. (w/v) TCA mu.1 cthanul. rc­
suspcnc.Jcd ir: w:1tcr :tnc.1 nc1.nralizc:U with 5 _.\/ KOJ l. Jn­
corpon1tiun uf l'"t."l-un1ino :1cut~ or 1 ··1 .. J·pltc.t ... pllatc ,, .• ,~ 
dctcn11incJ in.<luplicat\.!' in 100 111 :.1\iqunts uf th ... • ?->;1n1ph.:s 
by u~ing. :.a liquic...I ~dntil!atiun spCc.:tn.1n1ctcr ( P .. u.·l-.arc.1 Tri 
C:trh htstrun1cnt~ 3:!55). fulluwing Bn1y"s n1...:t1u.nl 
( 1'J7::!-). t=n.,tcin~ wcrc..: ;analy~cü hy t'\H1-Uiln.cn ... ional 
pnly:.u:ryl:.unic..lc gc.:l cli..:c..·trnphurcsb;. :.ip<l Ouurug.raph~;. 
Proti:in cnnc..·'-·ntr:atiun ,...-:i:-. n1ca~urcc...I ln• thc n1ctlu.lc..1 uf 
Lowry_c:~-;:11. (1951). -

l'ol)UC'~!' hln1lo:c ~el C."h:clru11hnrcsis 

l•utym.:ryl:unic..lc g.i.:1 clCctro¡..,hon .. ·sb "'•as cnrri..:c..I <lUt ac­
c-orc..lini; to L:.,cnunli (.1970) (une Uimcnsiun .. ~lah gcls) ur 

!il8 

· ecn11in:at1..•1.I in th1..• 1.huk ut :?:.-e hCh'\1.:cn hvn lo1v1..•r?t tlf ..:nttun 
''H•nl 1nui.;.tcn1..•1o.I with cith""·r Unuhh: Ji.,.tilh.•1.I wah.:r l0) nr ~ n1µ. 
1 1 nf !\lCPI' t0). V~1hh.:"° inc lllVOll\!Oo ,,f íunr inJv1wnJc11t .:x-
-p.:ri1n..:11\S w~th 50 ~c"'.J~ c-.i..:h :t. su. ·· 

()"F:1r;cll ( llJ75) (hvu ·dirncnsinn.;): cxcc¡it that 7-1.5""• 
SDS-poly:.tcryl:.nnidc pl:.ucs "~·e-re 11scd in thi.: sccon\.I 
c..lhni.:nsiun. Fluurugr:.aphs.uf thc g.cls wcrc nht:iiíu:d by. 
thc n1~thud uf 13c.u~ncr mnl Laskc)' ( 1974.). 

•·r8cit01u1tlun or phosphur!' 1nt~cl pruh:fno¡¡ CP-pro1c.•lns) 

Thn.:c 1ng tlf flllst-rihusu1nul pruti.:ins lahcllc~I with t·':Pl­
phosphatc '~·ere :.tp¡,licd to a ·u.lJx24.:0. cm Scpluu..lcx 
G-IUO (Phurn1:.1ci:.\) Cotumn cc..1ui1ibnncc.J with buffer .1\ 
(;\O 111.\/ KCl. JU 111.\I ~1,g.CI.:. S 111.\/ ".2-1ni:r'-·:1ptt1i.:thanul. 
SU in.\/ Tris-J-lCl. pH 7.6). PrutL"ins wi:rc clutcd with ..io 
nll of thc sun1..: buffer •1t 4"C. Onc n1l írucliuns wcrc cnt-
1..:c:tcd. analyzcd ut 280 nnl unc..1 cuuntcc..l :.is inc..licatcd 
ahuvc.:. 

ltcsults 

tnc..luctiun uf n1:.1iz.c c:.111us tis~m.: ,..,.:.,s·nchit.."v..:J wit1~ cilhcr 
l.1''\.r'\.. 2.4-D or its :tnalug.uc f'\1CPP (ran!!in_g frun1 S tú 10 
1111! 1 1

). \Vith t,'\.i\. huwcvcr. c.allu!'o inc.lui:1i1.111 WU?o> '·crv 
pt;ur :.inc..l in n1any c..·:a~c:-. thc pnll..!L"~~ rcvi.:r1c.:d. rc:-.uhing_ 
ii"l nunn~al pl;•nth.:t~ :1ft.cr J-4 wc..:k!'. uf incuhatinn. !\.1CPP 
l!avc \hc.hirl!cst callu' \S:.i.m:l1cz de Jinh.!11c1. ,..;;. ..ai. i"J.~i j 
in ;1 :-.hurtcr .... tim..: (4-5 dav,). C.:;allul"> i11Jui:1inn hv !\tt •pp 
w:rs :ic.:hic...-i.:c..l cvcn if th1.~." cruhryu~ wi.:rc cxpu .. c~I tu this 
uuxin fur :1 pc.:riuc..I "'' 'hnrt :.•~ h h within 1lu.: gcnninatiun 
pcrioc.1 (0 tu :!4 h): ·1·h1..• cffcct ot ~1( ·pp 011 thc ratc uf 
~ccd l!crniin:itiun '\VOIS :111:11'· ... '-·c..I. Fil!uri.: 1 shn"·"° that 70 
to XO~!~. uf :-.t:...:c.1~ uf hnth ·thc cun~u·ul ;1nc..I un..: c.1f thc.: 

. i\.tCPP t1cHUncnts (5 111g. I 1
) h:.,u g1...•n11ina1cd by 37--ll h. 

?\1C'"l'P did· nnt havt.• a .. ¡!.!·nifit..•:tnt t..•fft..•c..·t n!1 tht.• r:1tc ,.r· 
gcnninatic.111 :it ~tny ct1nc..:~1tratiun tc,..tcd (0.1.-tlJ rng. 1 1 • 

,.hn:1 nnl ,Jun..-n). ·nic frc"'h and c.lrv wc.:it.!ht._ uf thc :t'.\\.!'S 
wcrc n:curc.lt.:c..l at thi.: cnc..l uf ...::.1ch ~xpcrin11:nt.:1I pc..·rinc.l. 
!'-:. uh,..crvi.:c..1 in ·n,h. 1 .. huth frc?o>h •1nc..l Ury w'"•ighl' in-
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~Mii· IE LA 
Ta~. 1. Frc~h and dry v.•ciJ!hl~ of nl.aiz..: c:m1•rynnh:· nxcs. Vntucs are mcnn~ o! c .. ;ur im.lcrcnc.knt exrcrim'-•nt-.. wÜh !'O scc1.J.. ca'-·h * 
so. ,ñc conccn1rutinn o( ll.1C'PP wa~ !\ mg 1-•. 

Time 
(h) 

.,. 
18 
24' 
28 
32 
38 

Contn:'ll 

0.3-17±0.005 
0.37~±0.CXll 
0.421±0.0:>6 
0.520±0.03:!. 
0.5~0±0.ll-.t6 
0.970±0.073 

FW(g) 

l\.tCPP 

0.~5±0.01R 
0.:\'15±0.01:? 
-0.-1:=.<1±0.02= 
O.S:?U.±0.027 
(}.(,70±0.056 
1.270±0.093 

Conlrc.>1 

o. 176±0.fKl3 
0.171 ±U.CX>2 
o.J57±o.rnis 
0~177±0.017 
0.162±0.tXll 
0.219±0.001 

G ____________ ._ .. _ . .,_,._. ·------~---___.,.. .© !fi'· 
g. "ºª~ 

·- -

-~ 
l 7 

1 
...... 

l~ ' ~ 9.4. 

:.:~ ~t··~ 
1-o-:r-·~~~ 

·A. ! 
""·---ª 5 

-----... ,.. 
;..:. ,_.-;, ..... ~ ;~ 

··;-,..~- ... : .. :;.¡-:I-Js..· .. 

- " . .,,......_.,_,,_ . -~ ! ,, .. -·"t,, 
, ...... ,,,".,, ... .,,>t. 

..._.. .. - -

J. J. 
B 5 

-· . .. l.:•· 
~- ·:s 

e,• 
º-;•H~ 

-._(; t - ·u:. 

-67 

-43 

-ao 

-20 

-'67 

-43 

-30 

...:.-20 

DW(~I 

;¡ 
f· 

f\.tCPP 

n.19o±n ntn 
ll.17.'l±O.tXl7 
n.1!~·t±n.n16 

0.177±CUXJ5 
0.18::?.±U.Ol:? 
0.:?S.i±.U.lKIS 

•; 

Fii;. 2. ºFlunrol!raph~ of 
prut~in !'t)'lltlu: ... 1/.t.•t.1 hy 11101i.1.:c: 
cmhr)unk .:1:\.0..º' Juring. 
g-.·rminminu. ~1•ii.1c­
cruhrynnic axe..·, e ;:;1H1 111!?) 

_wcn: imhihcJ "'itlH•ut (A) 
or "ith (BJ ·'1Cl"P (5 llH! 

1· 1
). A puf..c- of 1ucJ-lah

0

c-llc-J 
;11ninn add 1ni,turo..· w~1:<. 
J!.hrc-n hi:t'-\C'Cll IX.-~.¡ h. 
Pu ... t-rihll'l'O•••I ph•tcin' 
,,·,•re..· io.n!:11l.,! ;1nd anal..-;r..:t! 
h)" l"-u-Ui111-.·n ... i1111al gc-1 
clcctr11plHH1."'i' 011u.l 
nu,1r .. •t~n1pl1y. 
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Fig. 3. Fluurugru.phs uf pust-rihu!»om:il plll1~ph\l¡lrotcins. 
~1uizc cmhryunic :1xcs (SDO mg.) ·wcr..: imhihcJ withou1 (A) or 
with (B) MCPP (5 mg 1º 1). A pulse uf (-'=PJ-pho~phatc wus 
l!Ívcn t'Jctwccn ~2-::?..i h. Pusi-riho~omal protcins wcr~ unalysc:d 
by two-JimL·nsiumll gel clcctruphorcsis am.1 nuurogruphy. 

crcuscd sig11ificm11ty hy ~1Cf"P trcutmcnt only at longcr 
incuhution pcriu<ls (32 tu 38 h: (/' S O.Ol). 

To ¡1nuly~c thc hiochcnlicul ;.iction oí f\1CPP on gcnni­
natiun. cmhrvunic axc:s wcrc incuh¡1tcd in l\.tS 1ncdiun1 
undcr stcrih.: -cunditiuns .. and a 3 h puh.t.: oí [ 1 .. C]-amino 
udd 1nixturc in thc abscncc or prcscncc uf 5 mg i-' of 
f\1CPP \\as applicd. Thc rw~t-dl.Jo~úntul p1otci1b wc1·c 
i..;nfnt""cf fro1n thc-.;r r!..;o.;11•:-..: ·.:nd thc •..ac !:1ct:"?"p,....:-:it:on 
inlo thcsc prutcins was ,.h:tci-mincd. ?\.1CPP trcatn1cnt 
causcd 0.1...J1 'X. incn .. -o.1sc in thc •1111ount of Juhcllcd un1ino 
ucids incnrror;1tcd into prntcins. Pn.ltcins wcrc furthcr 
analyscd hy t\vo-dirncnsional gel clcctrophorcsis und 
Ounrogr;1phy. Thc prutcin pattcrn obtaim .. ·d with J\.1CPP 
(Fig. 2U) diffcrcd clcarly frc.Hn thc control (Fig. 2.A). rc­
vcating both c.1uantitativc •md qLwlirntivc chang.c-s. lt is 
inh:rc-sting to note th:H thc Jcvcls oí sorne protcins dc­
crcm.cJ dro.1sticalty tspots 1-6} in thc prcscncc of J\.-1CPP 
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- 1 

(.r'ig. 2ll)., whcreas .. othcr protcins (spots 7-10) in­
c1c¡1sc'"i. 

·rhc cffcct of t-.lCPP on prutcin phosphorylation was 
also tcstcd. l\1nizc cn1hryonic uxcs wcrc incuho.1tcd for 3 
h (21 to 24 h pcriod) ·with [·'!PJ-phosphntc in thc 1ncdiun1 
"'ith and without l\1CPP. Thc post-riboson1ul prutcins 
Wcrc again isulatcJ :.md thc :t!p incorporation into TCA­
prccif>itahlc 1n•1tcri:.1l was dctcrn1incd. An incrc:.tsc of 
49-(1::'}~ 1. • .i h>tul 1!P iuct.upnrutinn \\"Us dctcctcd in thc 
prcscncc of thca "'Yllthctk :iuxin. 

·rhc phosphopn.,tcins wcrc furthcr unalyscc.J by Sc­
phudcx G-100 fillr:.1tit.lll chro1natog.n1py and t\\'o-dimcn­
sional gel clcctrnphorcsis ... l\vo nu1in pcuks of protcins 
\vcrc ohtnincd un thc Scph:.u.Jc..'X cuJumn .. hoth for tite 
control and ;1ftcr l\·ICPP trcatrncnt: une largcr within 
thc voiU cohnnc containing thc hulk of tite pr;.,:cins nnd 

. a sccond sn1allt.'r on1."" "vith prPtt:in-. nf '''" ..... n~n!•:cu!:!r­
~vcight. Thc phosphopn.1tcins clutcd as oni: major pcuk 
v1.-ithin thc sc.. .. conc.J prntc1n peak~ :.llthough a sn1all but re­
producible umount oí phosphoprotcins wa-. nlso dc­
tcctcd within thc pc<.1k of highcr n1olccuh1r wcight pro­
tcins. ·This t.fi~tributiun \VUS found on both control and 
l\1CPP saniplcs (d;1tn not slnl\vn ). 

Two-dimcnsion;.11 gel elc.:ctrophorcs!s ~tnd Ouorogra­
phy of ull thcsc protcins showcd (Fig .. ~) n rcstrictcd 
group of sin1ilo.H·i~ lahcllcd protcins. t"iti• ¡11 thc cuse of 
control anti MCPP-trc¡!"'~cc.f san1plcs. !"• 1,.· .if the n1.ujor 
spots howcvcr. scc.. .. n1cd to Cl1rrcspon1.i •·l ·:'.:i;ific auxin· 

• moc.lulatcd protcins.sho\vn in Fig. 2 . ....-\. "':1jor spot was 
locatcd ut :.1 Jow ~1. (ca 22 kDu). which \H1~ thc spot in­
crc¡1sinr niost noticcuhly by MCl•P trc:.11mcnt. Thus thc 
stin1uhlliu11 of. protcin phosphorylation by t-.1CPP on 
gc.rminuttn:~ n1aizc cmbryos sccms to be only quantitu­
livc.· ~i1h.1. .i1c smnc piu>~phoprotcins prescnt in the tis­
suc úuri11!» nurnrnl gcnninution also incrcasé upon syn­
thctic uuxin trcatn1crit. 

Discussion 

Thc n10tcculo.1r mcchunisn1 of .auxin uction is not known. 
Rcccntly ... rcscurch has hccn focusscd on ~1nulysing bit.l­
chcn1ical cvcnts bchind cuch spc..·cific physiological cf­
fcct cuuscd by nuxin: ccll wull rcstoration (t-.1cycr et al. 
198...Ja). ccll clong.ation (Thcologis an<.l Ray 1982 .. 
\Vulkcr et al. 1985). and ccll division U"lclanson und 
,-rcwavas 1982 .. Mcycr et al. 198-tb). In all systcins 
~tudicd a co111n1on fc:.uurc is that auxin n:gulutcs protcin 
synthcsis a111..liur 1".,rotcin phosphorylation. In thc prcscnt 
:;:¡~1.; :~:..: ~;.¡,;~;, .... f~ .... :.L..~.;. ...... ol.!" utM..:l\i.::J. :"íCl'P J;tJ flVl 

signiricantly affcct thc rute of sccd g.crn1ÍIH1tinn (Fig. 1 ). 
f luwcvcr. thc in<.luclion of ccll dcc.liffcrcntiation to fonn 
culJ.us tis~uc abo involvcc.J. as early cvcnts. altcrations 
both in protcin synthcsis and phosphorylation (Figs 2 
.:1nd 3). 

Thc stimulatinn of protcin synthcsis by l\1CPP might 
cnrn. .. ._p0nd tn thc incrc;.!sC oí spccific mRNA spccics. 
Rcccntlv. this was dcn1onstratcd in othcr·s\·str..•ms rcmt­
latcd bY uuxins (J\.-lia!'.so<.l and Gut 19S4.- Hugcn ¡~nd 

Ph)-,..ul. r1.1n1arum t.•J. J'ltl7 

' ..¡.. • 
• .. 

• .>.. 
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Guilíuv1c 19~5. 'V:.11kcr c:t :ti. 19!'!'. ,11cc...,h.11!i"' \9~6). In 
supru . .,"Ít uf lhi..;. ~uggcMinn ¡, :11,n 1h1.." f:1ct th:.1i thi.,. Min1ul­
a1inn t..~"f..·ur~ c.luri11~ thc ~1-::!4 h p~riuJ uf 111:.tiJ'i..• g.\.!tmi­
nntion .. wlu:n nc:wly ""ynthi.."'izct..1 tnR!'lr'\.s &:1.u11ribu1c ,¡g_­
nific:tntly to support prut..:in ,ynthcsis t.Sünd1.:z de 
.Jin1éncz :.1nt..l i\g.uil:1r l\JS4 ). · 

-rhc 1Juun,~n1phk :.u1:.1ly.._\, nf thc pre.lt\:in' ~ynthc­
siz..:J. shU'-\"S Mron~ '-lualit:.1tiV\." 111oúifi&.::tti1..ln,. CHus..:c..l h~· 
thc auxin &:1.llllt.,:.1rct..l tn thc 1..·ontrol (g..:rtnhlating cn1-
bi-yc.1s). Sp'-"":ific protcin~ :.•ppc¡ir during. thc :.1uxin trc:1t­
mcnt (Fig.. ::!: 'pots C..-X). ·1·h..:sc prntcins !'>Ccn1 tu rc­
spund tu ~tCl•P ,ti1nuli 'i1nil;.1rly tu thc.: :.1uxin-..:nntn11l..:J 
protcins nl-f:-.crvcd in M"lyl,'-·nn hyp,1cotyl <'V:.1lkcr et :.ti. 
1985) ·ur in tuh;1cco prntupl;1:-.b l~tcyt.."r r.:t al. 19~~:.1). 

Thcv f:.111 in thc In'"" 1nuh:cul:.1r wdc.ht ranc.i: uf 15 to 3S 
k.0;.; (Fig. ::!). si1nil:.1r to tho,c prC°viou~I~: ri.."Pl'rt'-•d hy 
othcr :.iuthur~ l \\."alkr:r el o.al. llJ.'.'t.5)- it ;1 .... :-. h..: .... , : .. hu;.\.·•• 
thnt thi.: typ..: of pro1cins ~yntht..•:-.izcd unc.icr auxin inllu­
encc is imJcpcm..lcnt uf thc :ni-sin u~cd. natural ur syn­
thctic (Zurnuh anc.l Guilfu" h.: )\J~~). 

Sorne :nnhors h:1vc found 1lrnt prnlt...,ngcd CXpllSUTC or 
targct plant tissucs to cxugcnllUS auxin mig.ht cau,i.: ud­
apu1tion or thc tis,uc. to thc pn.:scncc l.lf thc :1uxin 
(Gouglcr :ind Evans JtJSl). ·rh1..• ac..l.apt:1tiun ~ccn1s tt..'\ oc­
cur also iu thé prc~cnt ca~c. sincc thc Llcdiffcrcntiatr.:d 
cc11s induccd are :.ahk to e.ro'"" ::mJ divide for 111anv ccn-. 
cratic.')ns in a culture n1~diun1 in thc: prc~i..'ncc ;,( thc 
auxin (S:.í.nchcz <.~e Jiménc-z et al. 19Sl ). ~ 
· TI1c ahcwc d:1ta cuuW he c:xplaincU if auxin :.1ctinn is 
rclatcJ to :.in incr-casc of protcin kinasc or ;.1 dccr-cnsc of 
phosphatasc activitics. r:.1thcr tlrnn to :in nvcraii ancrca~c 
of thc 'pcdfi~ targct prutc~lh ~i.:rving .. 1~ r..iua::,;: $Ub- · 
strutcs. ln cithcr case thc hig.h'-·r ratc of protcin phos­
phoryhuion cuuh.J he M!t.!11 as a cunsit:qucncc t..">f :iuxin 
modulation un protcin synthcsis. 

Sine~ 1nany n11.:taholic patlnvay ... :.1rc rcgu1atcc..1 hy pro­
tciQ phosphuryh1tion. it may hit: propo..;L"d that thc pri­
n1ary· Sh:p uf o.1uxin action ( pn\hur.ty at thc 1n1nscrip­
tionu1 lcvcl: Guilfuylc 19~(?· Thcoh.>gi::, 19~6) i~ ampli­
ficd by a co.tscac..lc systc!ni mcc..liutcd hy phlhphc..1protcins 
th::it cuulú account for thc.: multiplt: phy~iologkal r~­
sponscs induccd by ~tuxin~ (~1oon: lYSU). 

Ac-k11uwleclgt•111~111 ... - This "nrk "ª' 'urrnrtcd hy CO~ .. '\CyT 
(National .::oundl for S1..·k•m:~ .and T1..·.:hnPlll!!~ lmrn"-1..·mcnt l. 
grunts Nu. l'C .. ,l·BS.-,.IMISJ,s:. •111J l"CAl·US.-'\-U;!l~:.i. Th..: 
nuth1."IT!'o :1rr.: t:r¡1h:ful 10 l.lr Jna4uin < >rtiz. Ci:rcci:ri:.;;. C."nli:i:io \.h: 
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ABSTRACT 

Auxin effect on protein phosphory1ation of 

gerainating •aize tissues has been investigated 

Natura1 J:AA or synthetic HCPP auxin was app1ied to 

aaize axes and [ 92 P]-ortophosphate incorporation into 

so1ub1e. nuc1ear and ribosoma1 proteins was recorded-

High stíau1ation on [ 92 P]-Proteín incorporation was 

found in ribosoaa1 proteins when auxins were present_ 

Purif ied ribosoma1 proteins were ana1ysed by 

diaensiona1 ge1 e1ectrophoresis- The 

[
92 P]-1abe1 into ribosoaa1 proteins 

kinetics of 

two 

the 

at was fo:L:Lowed 

different pu1se 1enghts and ana1ysed by two-diaensiona:L 

ge:L e:Lectrophoresis and f :Luorography Specific 

[
92 P]-ribosoaa:L protein patterns were found in 

HCPP treated tissues_ 

J:NTRODUCTJ:ON 

J:AA or 

Protein phosphory:Lation and de-phosphory:Lation is 

recognized as an iaportant aechanism by which the ce:L:L 

activity is regu:Lated in response to a wide variety of 

externa:L stiau:Li (S.18.26)_ 

Auxins participate in many physio1ogica1 processes-

At the ao:Lecu1ar 1eve:L it is known that it a:Lters the 

pattern 

tissues, 

of synthesized proteins in man y dif f erent 

i-e-soybean (30). •aize embryos (17). 

artichoke tuber (13)-However the mechanism of auxin 

action is at present not known There is evidence that 



auxin action is assoc:i.atecl w:i.th changes :i.n the 

and 

in 

phosphory1at:i.on status 

Trewavas(13) found 

of proteins. Me1anson 

qua1itat:i.ve a1terations 

phosphory1atecl nuc1ear proteins due to auxin treataent. 

Recent studies have shown auxin :i.nducecl changes :i.n 

protein phosphory1ation in oat co1eopti1es (29). aa:i.ze 

eabryos (17) and soybean hypocoty1s (28). Th:i.s process 

has been shown to be prote:i.n specif:i.c and seeas to be 

associated with cAMP independent kinases c20.21.2a.29). 

Phosphory1ation of ribosoma1 proteins has been 

shown to participa te in the formation 

coap1ex and to inf1uence the speed of aRNA 

(6.27). 

Based on the above data. one mechanism 

of aRNA-Rb 

trans1ation 

that cou1d 

exp1ain the au1tip1e auxin effects 

ievei. a:i.ght be the regu1at:i.on of 

machinery by ribosoma1 prote:i.n 

at 

the 

the mo1ecu1ar 

trans1ationa1 

phosphory1at:i.on.The 

present report is intended to test this possibi1ity. 

MATER~ALS AND HETHODS 

P1ant aateria1. Seeds of 

var.Cha1queí"ío) were used as the 

aaize 

source 

(Zea 

of 

mays L. 

bio1ogicai 

materia1 for the work. Embryonic axes were manua11y cut 

off froa the seeds. surface steri1izecl using 70 ~ 

ethano1 (30 s) fo11owed by S~ Ca(C10)
2 

for 10 minutes. 



and rinsed twice with steri1e water before the 

experiaents_ 

Xncubation conditions_ Steri1e axes were 

on ainera1 sa1ts of HS aedium according to 

incubated 

Hurashige 

and Skoog (14) additioned as previous1y reported (22). 

For auxin treataent S ag 1 -.. of ei ther IAA ( 28. S µH) or 

HCPP (23.3 µH) were added to the aedium and 

was carried out in darkness at 2sºc for 24h. 

incubation 

Reagents_ Chemica1s inc1uding IAA were obtained 

from Sigaa Co_, [ 32 PJ-ortophosphate from Aaersham. 

HCPP (2-aethy1-4-ch1orophenoxipropionic acid) is a 

synthetic auxin. ana1ogue of 2,4-D. It was 

in the 1aboratory by Dr. Harta A1bores 

synthesized 

as reported 

(23).HCPP has been shown to have stronger auxin 

than IAA on severa1 bioassays (7) 

ca11us growth better 

characteristic. 

experiments. 

HCPP 

than 2,4-D 

action was 

and supports 

(24). Due to 

tested in 

effect 

mai..ze 

this 

these 

Protein 1abe1ing with [ 32PJ-ortophosphate.Haize 

embryonic axes (700-900 mg) were incubated on HS ~edium 

without or with auxin (IAA or HCPP). A pu1se of 11.1 

HBq of [ 92 P]-ortophosphate (37 HBq m1- ... Amersham 

Internationa1) was added during either the 1ast 3h (21 

to 24) or 30 min. (23.S 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 purif ication was carried out from isolated 



nuc1ei purified through a sucrose cus.hion ( 1 _ 7 H) 

froa that point, Gigot•s aethodo1ogy was fo11owed 

and 

(8). 

with Protein fractions were precipitated 

trich1oroacetic acid 

w/v). washed with 5 

(TCA: fina1 

" w/v TCA 

concentration 10 "· 

and 95 ethano1, 

resuspended in water and neutra1ized with 5 H KOH 

Xncorporation of [ 82 P]-phosphate was deterained in 

dup1icate in 100 µ1 a1iquots of the samp1es by using a 

1iquid scinti11ation spectrometer (Packard Tri Carb 

Xnstruments 3255), fo11owing Bray•s aethod (3). 

Ribosoaa1 protein purification. After the 

incubation period,the tissues were washed with 25 m1 of 

grinding buffer containing: 20 aH Tris-HC1 (pH=7.B),5aH 

HgC1
2

• 20 m.H KC1, 1 mH PHSF. 1aH NaF, 0.5 7' 

2-aercaptoethano1, 1 ~ Triton X-100, 0.25 H sucrose. 

Saap1es were frozen with 1iquid nitrogen and 

homogenized in grinding buffer (5 m.1 g-~) with purified 

sand in a mortar and pest1e. precoo1ed at oºc_ The 

homogenate was fi1tered through a 1ayer of cheesec1oth 

and after succesive steps of centrifugation at 3 000 g 

and 27 000 g for 10 min 5 m.1 of the supernatant was 

1ayered onto 2.5 a1 of a cushion of grinding buffer 

containing 0.5 H sucrose p1us 0.5 M KC1. Ribosomes were 

sediaented at 250 000 g for 3.5 h according to Scharf 

and Mover (25). The ribosoma1 pe11et was resuspended in 

resuspension buffer (grinding buffer minus sucrose and 

Triton >- The ribosoma1 protein extraction fo11owed the 

procedure of Ramjoue and Gordon with minor m.odification 



(19). To the resuspended riboso•es. 0.1 vo1umes of 1 M 

Hg(OAc)
2 

was added. Two vo1umes of g1acia1 acetic acid 

were added over a period of 1 •in and stirring was 

continued on ice for. &O •in. The •ixture was 

centrifuged at 10 000 g for 10 min to pe11et the RNA 

precipitate. The RNA pe11et was washed with O.S vo1umes 

of the origina1 &7 ~ acetic acid mixture stirred on 

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

ººº g. The ribosoma1 proteins of the combined 

supernatant f1uids were dia1ized against 0.S H acetic 

acid and 1yophi1ized. The 1yophi1ized pe11ets were 

stored at -2oºc. 

•ethod (11). 

Proteins were •easured by Lowry•s 

Po1yacry1amide ge1 e1ectropboresis. Po1yacry1amide 

ge1 e1ec-trophoresis of ribosoma1 proteins was carried 

out according to Had.:jar et a1 (12);first 

e1ectrophoresis in acidic system and second 

di•ension 

dimension 

in the presence of SOS. F1uorographs of the ge1s were 

obtained by the •ethod of Bonner and Laskey (2). 

RESULTS 

Xncorporation of in to different ce11 

fractions was •easured after axes were incubated with 

[
32P]-ortophosphate. Tab1e 1 shows the [ 32P] 

distribution found between so1ub1e and ribosomal 

fractions. Significant amounts of [ 32P]-proteins were 

detected suggesting that protein phosphory1ation is a 



Wide spread pheno•enon in these tissues. This 

phenoaenon is not a genera1 feature f or a11 proteins. 

however. since on1y a few specific proteins were found 

to be 1abe1ed (17). A•ong thea histones (Tab1e 2) anda 

few of the riboso•a1 proteins (see be1ow) were 

identified. 

Auxin treat•ent on axes tissues showed sti•u1ation 

of the ( 32 P]-incorporation into specific protein. 

Either ZAA or HCPP caused a substantia1 increment in 

the percentage of [ 32 P]-incorporation in the purified 

Rb-proteins(Tab1e 2). The purity of the ribosoma1 

protein preparation was tested by two diaensiona1 ge1 

e1ectrophoresis.The characteristic pattern of 

Rb-protein cou1d be observed when ge1s 

with Coo•assie b1ue (Fig.1).The pattern 

were stained 

obtained was 

very siai1ar to the one reported for wheat 

(9) 

Rb-proteins 

The kinetics of [ 92 P] incorporation into Rb 

proteins was investigated. [ 32 P]-ortophosphate pu1ses 

of different 1enghts were given to the tissues at the 

end of the incubation period (O.S or 3 hours pu1se 

between 21 and 24 hours). Two dimensiona1 ge1 

e1ectrophoresis and f1uorographic ana1ysis of these 

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

(1.2.3] were consistent1y 1oca1ized in the same 

position for the two patterns.A series of sma11 spots 

were seen on1y on the ha1f hour pattern (Fig. 2B) and 

they were not present at a11 on the 3 h-pattern (Fig. 



2A). This. in turn. showed another aain spot [4]. 

absent on the 0.5 h pattern. These patterns 

very accurate1y. 

reproduced 

These data seeas to indicate a rapid turn-over of 

92 P on soae of the phosphory1ated proteins and/or an 

active exchange process between the [ 92 P]-proteins 

within the ribosoae and their de-phosphory1ated 

hoao1ogues from a poo1 

Ana1ysis of the 

of Rb proteins of the cytop1asm. 

effect of both natura1 and 

carried out. PUrified Rb-proteins synthetic auxins was 

from a 3 h-pu1se experiaent were ana1ysed by 

two-diaensiona1 ge1 e1ectrophoresis and f1uorography. 

The natura1 auxin gave a [ 92 P]-protein pattern (Fig. 

2C) identica1 to the one observed in the tissues not 

exposed to exogenous auxin (contro1. Fig. 2A). 

for a sma11 spot at the bottom of the f i1m [S] 

contro1 pattern. 

The MCPP pattern. 

important differences. 

on the other 

The main spots 1. 

hand. 

2 and 

except 

on the 

showed 

3 were 

on the same position as on the IAA pattern. but spot 4 

instead two was not present at a11: 

were detected 6 and 7 (Fig. 20). 

DISCUSSION 

other new spots 

It has been we11 documented that phosphory1ation of 

ribosoma1 proteins is an important event in regu1ating 



the trans1ation process in aniaa1 tissues. 

some Rb proteins: 56 and 511 are known to 

Particu1ar1y 

depend on 

phosphory1ation f or binding the aRNA and so contro11ing 

the speed of protein trans1ation (15.27). 

In p1ants. very 1itt1e 

of protein phosphory1ation 

gera. phosphory1ation of 

is yet known about the ro1e 

on this process. In wheat 

two ribosoaai associated 

proteins has shown to inhibit protein synthesis. whi1e 

their de-phosphory1ation restores the trans1ationa1 

activity (4). Recent1y. a protein kinase froa bar1ey 

germ has been identified whose 1eve1 ho1ds an inverse 

re1ationship with the protein synthesis rate during 

germination. and specifica11y inhibits protein 

synthesis when added to an Ln vLtro trans1ationa1 

system (20). 

Heat shock proteins in p1ant tissues ha ve been 

reported to be associated to Rb-protein phosphory1ation 

(25). The switch in the synthezising protein pattern 

observed by this stress. might have a simi1arity 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 ce11 responses to various types 

of stresses might share a 

(1). 

common mo1ecu1ar aechanism 

The present resu1ts (Fig. 2) seem to 

auxins might 

machinery by 

regu1ate the 

phosphory1ation 

pro te in 

Of the 

suggest that 

trans1ationa1 

Rb proteins. 
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Further work. however. is required to understand 

the phys~o1ogica1 aeanning of this phenoaenon. 

fu11y 

A note of warning shou1d be stressecl in regard to 

the differences in phosphory1ation patterns found 

between IAA (natura1) vs. HCPP (synthetic) aux:i.n. At 

the physio1ogica1 1evei. natura1 and synthetic a u xi ns 

cause siai1ar effects: i.e. bioassays 1ike curvature 

test. co1eopti1e e1ongation. gravitropisa. root growth 

inhibition (16). At the ao1ecu1ar 1eve1. however. 

differences 1ike those indicated above aight exp1ain 

the great variety of target tissues responses found for 

the different auxins. which at present do not ha ve a 

c1ear exp1anation. 
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DISTRIBUTION OF 

TABLE 1 

92 P-INCORPORATION INTO 

RIBOSOHAL FRACTIONS 

SOLU.BLE AND 

One g oC •aize eabryonic axes were incubated on HS 

•ediua in the presence of [ 32 P]-ortophosphate. Each 

protein Craction was precipitated with TCA 

resuspended and counted. 

Fraction 

So1ub1e 530 146 

Ribosomal. 43 250 



TABLE 2 

[
92 P]-INCORPORATION INTO SEVERAL PROTEIN FRACTIONS 

One g of aaize eabryonic axes were incubated on HS 

aediu• with or without auxin in the pres en ce of 
92 P-ortophosphate_ Ea ch protein fraction was 

precipitated with TCA 10~ resuspended and counted_ 

Purified 

proteins 

Nuc1ei histones 

Ribosoma1 proteins 

Control. 

10 607 

34 713 

+HCPP (5 ;.g 1_._) 

6 724 

64 809 

+IAA (5 a.g 1_._) 

10 556 

59 337 



Figure 1_-Two-diaensionai pattern of aaize ribosoaai 

proteins-Ribosoaa1 proteins were iso1ated as indicated in aethods 

and sepárated according to Had~ar•s procedure (12>- One hundred µg 

ribosoaa1 proteins were app1ied. First-dimension 

aigration is carried towards the cathode at 

acidic 

150 V 

system. 

(constant 

vo1tage) for 5 h (current 

the presence of sos. 

bisacry1aaide_ 

Figure 2_-F1uorogram of 

1ess than 1 aA/ge1)- Second-diaension in 

12-5~(w/v) acry1amide, 0-25% aethy1en 

ribosoma1 proteins-Two 

diaensiona1 ge1 e1ectrophoresis was carried out fo11owing Had~ar•s 

procedure (acid-SDS)- Three hours [
92 P]-ortophosphate pu1se was 

given between 21 to 21 h (A,C.D) or 30 min pu1se was given between 

23_5 to 24 h (B)_(A)=contro1 1ong pu1se,(B)=contro1 short pu1se. 

(C)=+XAA, (D)=+HCPP-
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Los resu1tados de 1a 

V.DJ:SCUSJ:ON 

1iteratura respecto a1 aecanisao de 

acción de 1as auxinas en distintos aode1os (efectos en 1a pared 

ce1u1ar. e1ongaci6n ce1u1ar y división ce1u1ar) y 1os provenientes 

de este traba3o (desdiferenciación ce1u1ar) indican que a nive1 

ao1ecu1ar estas respuestas tienen caracter1.sticas coaunes. coao son 

e1 contro1 de 1a s1.ntesis de1 RNA y 1as prote1.nas. as1. coao 

fosfori1aci6n de prot~nas (41,57,149,155). 

de ia 

E1 grupo de Gui1foy1e encontró en soya que e1 efecto de 1as 

es 

Sin 

auxinas en 1a regu1ación de 1a s1.ntesis de prote1.nas 

independiente de 1a auxina usada. natura1 o sintética (43) -

embargo, su estrategia experiaenta1 no peraite 

suficiente de todas 1as prote1.nas presentes para 

existen ca•bios aenores en esos patrones. 

una reso1ución 

asegurar que no 

La ap1icaci6n de auxina ex6gena en e3es eabrionarios de aai..z 

induce una a1teraci6n tanto en e1 patrón de prot~nas sintetizadas 

coao en su estado de fosfori1aci6n (art1.cu1o i:. figuras 2 y4}. Sin 

eabargo,1a auxina natura1 (AJ:A} y 1a sintética (MCPPl tienen un 

efecto diferencia1 en 1a fosfori1ación de 1as prote1.nas de 1a 

fracción ribosoaa1 (art1.cu1o i:i:. figuras 68 y 6C>. 

Las 

prote1.nas 

diferencias en e1 patrón 'de fosfori1aci6n 

puede interpretarse coa o caabios 

fosfori1ab1es o bien coao una sobrefosfori1ación 

prote1. nas • 1o que ocasionar1.a un corriaiento 

de 

de 

en su 

de estas 

prote1.nas 

1as aisaas 

aovi1idad 

e1ectroforética (Figura 6B. con MCPP}. Estas diferencias a nive1 

ao1ecu1ar podr1.an corre1acionarse con 1as distintas eficiencias de 

estos coapuestos en 1a inducción de 1a foraación de ca11os. A1 

respecto se sabe por estudios previos que e1 MCPP es m~s eficiente 

que e1 AIA en 1a inducción y aantenimiento de ca11os de aaiz .. 
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ademAs se ha observado que e1 ef ec~o de AIA es reversib1e en tanto 

que e1 de auxinas sintéticas no 1o es (6.21.22.154). Una posib1e 

exp1icai6n a estas diferencias pudiera ser 1a aayor ve1ocidad 

degradación de1 AIA respecto a 1as auxinas sintéticas 

i•p1icar1a una acción •As pro1ongada de éstas en 1os tejidos; 

de 

que 

sin 

embargo. 1a ap1icaci6n de AIA en concentraciones •ayores o en for•a 

continua. en 1ugar de pu1so. no igua1a e1 efecto fisio1ógico de1 

ttc:PP (datos no presentados) . Otra exp1icación seria que estas 

auxinas tuvieran distintas afinidades por e1 

previos apoyan esta posibi1idad (156). 

receptor. resu1tados 

En 1os C1ti•os a~os se ha reportado que 1as auxinas pueden 

contro1ar 1os nive1es de diversos RNA •ensajeros especificos y 

a1gunos autores proponen que 1as a1teraciones encontradas en 1os 

patrones de prote1nas sintetizadas bajo efecto de auxinas. se deben 

a estos caabios (4.5). Sin embargq. esta a1ternativa parecer1a poco 

probab1e. ya que e1 patrón de prote1nas sintetizadas en presencia 

de auxinas presenta •C1tip1es cambios (•As de treinta) en e1 

sistema de •aiz (articu1o II. figura 6). en tanto que e1 nCaero de 

RNA aensajeros •odu1ados por auxinas es de un órden de •agnitud aAs 

pequef'io. Más aún a 1a fecha so1o se han ana1izado unas cuantas 

c1onas (4.5.157) correspondientes a unos cuantos RNA •enaajeros por 

1o que no se puede estab1ecer una 

regu1aci6n en 1os nive1es de 

corre1ación 

transcritos 

comp1eta entre 

y 1os nive1es 

1a 

de 

prote1nas. Por 1o tanto 1a infor•aci6n con que se cuenta a 1a fecha 

peraite sugerir que 1a acción de 1as auxinas se ejerce tanto a 

nive1 transcripciona1 co•o traducciona1. 

En este trabajo se presentan evidencias que sugieren que e1 

contro1 de 1as auxinas en 1a regulación de 1a s1ntesis de prote1nas 

podr1a ejercerse a través de 1a fosfori1ación de 1a maquinaria de 
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s~ntesis. ya que 1as auxinas inducen un incre•ento considerab1e en 

1a fosfori1ación de 1as prot~nas riboso•a1es (art~cU1o Il. Tab1a 3). 

En reportes previos de 1a 1iteratura se indica que en p1antas 1as 

proteJ.nas riboso•a1es se fosfori1an en respuesta a distintos 

est~au1os externos. ta1es coao e1 shock de ca1or (137) y 1a 

ap1icaci6n ex6gena de citocinina y ácido absc~sico (138). Más aún. 

ta•bién se ha corre1acionado 1a fosfori1ación de 1a prote~na 56 con 

un au•ento en 1os nive1es de po1iso•as y un au•ento en 1a ve1ocidad 

de s~ ntesis de proteJ. nas ( 138 > • as~ coao que e1 estado de 

fosfori1aci6n de otros e1ementos de 1a aaquinaria de traducci6n 

(136,153,158) aodu1an 1a eficiencia de 1a •isaa.(138). 

En te3idos aniaa1es existe aayor inforaaci6n respecto a que 1a 

fosfori1aci6n/defosfori1ación de 1a •aquinaria de s~ntesis de 

proteJ.nas aodu1a 1a ve1ocidad de traducción (151,152). 

de 

Es i•portante resa1tar que e1 incremento en 

1as proteJ.nas riboso•a1es encontrado en 

1a 

este 

fosfori1aci6n 

traba3o por 

ap1icaci6n de auxinas 

proteJ.na(s) cinasa(s) 

pudiera deberse a un au•ento en 1a(s) 

encargada(s) de dicha fosfori1ación y/o a que 

aumenten 1os sustratos respectivos (prote~nas ribosoma1es > . Que 

éstas son exp1icaciones p1ausib1es se comprueba por e1 hecho de que 

e1 grupo de Key (62,63) ha identificado entre 1os RNA •ensa3eros 

que se regu1an por auxinas 1os de diversas prote~nas ribosoma1es. 

Más aún se ha reportado 1a presencia de cinasas sintetizadas de 

n.ovo durante 1a germinación de trigo (158). 

La re1evancia que podr~a tener e1 estado de 

1as proteJ.nas ribosoma1es en 1a eficiencia y 

fosfori1ación 

fide1.í.dad de 

de 

1a 

aaquinaria de traducción podr~a inferirse de 1as diferencias en 1os 

va1ores de Km encontrados para 1os ribosomas tratados con auxinas 

en re1ación a 1os de te3ido contro1 (figura 12 .tab1a 5 >. Estos 



resu1tados sugieren caabios en ~a 

síntesis de prot~nas. 1os que 

estructura de1 

ref1ejan una 

80· 

coap1ejo de 

se1ectividad 

dif erencia1 de 1os ribe>soaas hacia 1os RNA aeneajeros endógenos 

presentes en 1os tejidos y/o caabios en 1a ve1ocidad de 1ectura de 

dichos aensajes. Para coaprobar esta sugerencia se requiere 

estudios acerca de 1a afinidad y fide1idad de traducción de 

ribosoaas por 1os RNA aensajeros endógenos. 

hacer 

estos 

Por otra parte 1os reeu1tados de 1a frecuencia de error en 1a 

1ectura de1 aensajero sintético po1i-U por ribosoaas en 

estado de fosfori1ación (tab1a 6 apoyan también este 

diferente 

arguaento. 

de tejidos ya que se encontró que 1os ribosoaas provenientes 

tratados con auxinas muestran una frecuencia de error aayor a 1a de 

1os ribosoaas de1 tejido contro1. La re1evancia fisio1ógica de esta 

regu1ación requiere de estudios posteriores ya que 1os resu1tados 

aquí presentados sobre este aspecto son todavía pre1iminares. 

Los resu1tados de1 presente trabajo apoyan 1a idea de que un 

aspecto importante de 1a acción de auxinas es 1a fosf ori1ación de 

prot~nas. coao aecanisao de regu1aci6n de diversos procesos. Si e1 

proceso estudiado se regu1a tanto a nive1 transcripciona1 

(incremento en una o varias cinasas de proteínas ribosoaa1es y/o 

incremento en 1as proteínas ribosoma1es susceptib1es de 

fosfori1aci6n) como traducciona1 (coao resu1tado de 1a aodu1ación 

por e1 estado de fosfori1aci6n de 1os ribosoaas). sería fáci1 

exp1icar 1as aú1tip1es a1teracionee observadas en 1os 

prot~nas sintetizadas y a su vez 1a mu1tip1icidad 

fisio16gicos observados en 1os diversos tejidos 

patronee de 

de efectos 

"b1anco•• de 

auxinae. Con base en 1o anterior se propone que 1as auxinas podrían 

funcionar como un sistema de acción en cascada. 
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