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Familiarizar a los alumnos con el uso de técnicas

bioquimicas involucradas en la determinacion de

lipido quinasas y la cinética de fosforilacion de
lipidos sefiales.

Adquirir destreza en la extraccion, separacion
y cuantificacion de fosfolipidos mediante el
uso de cromatografia en capa delgada.



CONDICIONES DE GERMINACION

= Control (H,0)
®= NaCl (100 mM)
= Manitol (200 mM)




Esterilizar con NdOCL 30 min.

l

Enjuagar con agua estéril

l

Neutralizar con HCL

l

Imbibicion en condiciones estériles y oscuridad
Temperatura ambiente 4 dias




30| Células
i . de Centrifugar a 105.000x g 60 min.

2 9 aleurona
Imbibicién o a [
4 dias 25°C Fraccion membrana
oscuridad ‘
Determinacion de
proteinas
Western Blot Fosforilacion

Hepes 50mM pH 7.4 [y-32P]ATP
(300cpm/pmol) 2 min. 30°C

Productos fosforilados

TLC

Identificacion Y =~ g Autorradiografia
| medicion de marca
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EDTA

MgCL,

DTE

Mg-ATP

ATP*

Agua c.s.p. 800ul
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9,6 X 4'108 cpm —» 1,28vx 105 pmol

2,2x100 cpm —» 70 ul (vol. de frasco)
9,6 x108 cpm . 3 ul

3 ul — 90 %
3,3 ul — 100 %
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x1 1,28 x 10° pmoles

x2 = (750 cpm) 1 pmol




Cromatografia en capa delgada (TLC)

4

Autoradiografia

4

Determinacion de radioactividad en contador de centelleo




Placas de
vidrio sobre

especial
La papilla se coloca en el aplicador

---- (para el manejo se gira como se
indica, descargdndose la papilla
por el fondo del aplicador, que se
desliza a lo largo de las placas Yy
forma una pelicula de un espesor
determinado por los realces)

Bandeio para
sujetar las placas

a) Preparacion de placas grandes.

l. Aplicacion de un poco de 1. Extension de la papilla
papilla sobre el porta mediante otro porta

b) Placas sencillus sobre portas de microscopio.

FiG. 22. Preparacién de placas cromatograficas.
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NaCl 100 m

e

NacCl 200 mM NaCl 300 mM







2°D

Solvente I: cloroformo/metanol/acetona/ac. acético/agua (40:14:15:12:7, v/v).

Solvente lI: cloroformo/piridina/ac férmico (35:30:7, v/v).




Manitol

Solvente I: cloroformo/metanol/acetona/ac. acético/agua (40:14:15:12:7, v/v).

Solvente II: cloroformo/piridina/ac formico (35:30:7, v/v).
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Solvente I
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Solvente II

Autorradiografia de los productos de fosforilacion de lipido quinasas de aleuronas de cebada estimuladas con
ABA. Los lipidos de membrana fueron fosforilados en presencia de [y32P]JATP exdgeno y sustratos lipidicos

enddgenos, extraidos y separados por TLC bidimensional.

Solvente I: CHCI3/CH30H/CH3COCH3/CH3COOH/H20 (40:15:14:12:7, v/v) y solvente II: CHCI3/Piridina/
COOH (35:30:7, v/v).

A) Células de aleurona controles B) Células de aleurona estimuladas con 5uM de ABA durante 30 min.
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Solvente: cloroformo/ac. bérico/piridina/metanol/agua/ac. férmico/antioxidantes
(BHT y etoxiquina)




requiere

*Manejar detector de radiaciones permanentemente
Tratar de trabajar dentro de un drea limitada

*Evitar en lo posible la movilizacién de material radiactivo
*Si debe hacerlo utilizar proteccion (mampara, cajas, etc.)
Conocer las Normas de Bioseguridad

Contar con la tranquilidad necesaria en accidentes

*Trabajar con respeto pero sin miedo



-Utilizar pro-pipetas para la utilizacién de solventes
*Trabajar bajo campanas de extraccion de gases
*Trabajar en un ambiente seco

Utilizar solventes y placas de primera calidad

En el caso de determinacion de enzimas:

*Trabajar siempre en frio

«Evitar la desnaturalizacion de las mismas

*En condiciones necesarias para el dosaje de las mismas

(pH, temperaturaq, etc.)



