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Rgsunen'

,Las'sux1ﬁas‘ SON un  grupo de titorreguladores que provocan
'numgrosas respuestas al ser eplicadas. 3 te)idos vegetales. Estas
‘ respﬂestés incluyen eventos a nivel transcraipcional v postrans-

eripcional. En puestro 1aboratorie se ha cbservado que la apli-
cacien exogena de auxinaz 3 ejes embriocnarios de mail provoeca
caﬁbios en la fosforilacion de los ribosomas, y simultanesmente
produce cambics en el patron electroforetico de proteinas sinte-
tizadas in _vivo. En tejidos animales se ha reportade gue la fos-
forilacion de proteipas riboscmales altera la funcionslidad de
los ribosomas. FPor estos antecedentes., en el presente trabajs se
propone que las auxinas alteran la selectividad de los ribasonas

produciendo la traducelén diferencial de KNAs mensajercs. Esta
hiporesiz se gometit¢ a prueba desarrollands un sistema heterologo

de traduccion in _vitro. v wurtilizando 4 RNAs mensajeros naturales,

asi come una auxina sintetica (MCPP) y la auxina natural (AIA).
Los resultados obtenidos indican que ambas auxinas. 2l ser apli-
cadas 3 eres embrionarios de matz, cambian la selectividad de los
ribosomas. y producen una mayor proteccion de los RNA mepsajeros
en los polisomas. Ambos efectos son muy claros con el MCPP, v en

nenor medida con el AlA.



Abstract

“AY effect on transiatio ocess 4n maize: modulation’at the
ribosomal level'

AuXins are a group of Plant hormones that cause a nuﬁber of
responses when applied to plant tissues. Transcriptional and
postranscriptional events are included among these responses.. In
our laboratery we have observed that exogenous application ot
auxin to maize embryo-axes modifies ribosomal phosphorylation,
and simultaneously changes the 2lectrophoretic map of the in vive
synthesized proteins. as Lt have been reported in animal tissues,
Based upon the above nentioned. wWwe Suggest in this work that
auxins modifies ribosomal selectivity. producing a ditftferencial

_trapslation of messengers RNAs. This hvpothesis has been tested
creating 2 heterslogous in vitro translation system with 4 npatu-
ral messenger RNAS, onz synthetic auxin (MCFP) and the natural
auxin {AIA). It was found that both auxins change rTibosonmal se-
lecti;ity and confers a great protection to messenger RNAs atta-
ched in polysomes, when applied to maize embryo-axes. The two
above effects are very conspicucus by using MCPP and in a minor

axtent with AlLA,
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Antecedentes

1. Germinzcion en cerenles: eventos embricnaries

"Germinacion” es un termine no definidoe con precision. ni
siquiera de maners convencional. Para algunos fisidlogos de vege-
tales significa un proceso, el cual incluiria la hidratacion de
la semilla, el reestablecimiento de la actividad metabdélica, la
elongacién de la radicula y su emergencia a traves de la cubterta
de la semilla & incluso "el subsecuente c¢recimiento de la plantu-
la" (Salisbury y Roes, 1978. pp 322-323}. Otroe investigadoreg
limitan el concepto de germinacion hasta la exergencia de lsz
radicula; o bien hasta el inlclo de su elongacion (sin incluirla
ya} (Bewley y Black, 1986. pp 1-2). Es tambien comun Que gse re-
fiera a la germinacion como un evento: la emergencia de la radi-
cula; o aun como 1la emergencia de la plantula sobre &l suelo,
25to scbre todo en el ambito agricola.

Aunque Bewley vy Black (1986, pp 1-2) seflalan cono fin de la
germipacion el inicio de 1la elongacion de la radicula, tambieén
indican que el evento que podemos datectar visual y fécilmente es
su enmergencia. Esto e5 porque la elongacion inicial Be da dentro
de la semilla, bajo la cubierta de esta. )

Debido a lo anterior, en este trabajo se considerard a la
germinacion como todos los eventos {(uh proceso) que ocurren desde
que se pone a imbibir la semills hasta que puede observarse la
energencia de la radicula. Por supueste, esta definicion excluye

a squellas semillas gue no requieren en su maduracidn de un peri-



cdo de deshidratacion hasta 1le§ar a un estadie de bajo‘§ontenid§
de agua.

En los diferentes grupos de plantas {p.ej. monocotiledoneas.
dicotiledtneas) la germinacion puede tener aspectos peculiares,
La estructura de la semilla misma difiere marcadamente de un
grupo a otro. Por tanto, aqui sélo se deseribira brevemente el
proceso de germinacisn de los cereales (GramineaesPoaceae), fami-
lia a la cuai pertenece el paiz {(Zea mays L.).

En los cereales, cada semilla no solo es una senilla sino un
fruto completo llamado cariopsis. Una cariopsis es un fruto seco
indehiscente en el cual se hallan fusionadas las paredes del
fruto y de ls semilla; este fruto contiene un Onhico embrién,
rodeado de endosperno {tejide de reserva) (Strasburger, et _al,
1974. pp 249 )}, ELl embrién esté formado por el eje embrionario y
por el cotiledén, modificado este ultimo para formar el escutelo.
En e{ maiz y otras gramineae, el eje embrionario puede dividirse
en coleoptilo, masocotilo (al cual esta unido el escurelol, ¥
radicula.

La germinacién se inicia cuando la semilla se c¢oloca en un
sustrato del cual pueds tomar agua. Las semillas maduras contie-
nen solo alrededor de 15% de humedad, ¥ en presencia de agua se
rehidratan rapidamente. Durante esta imbibicion, las proteinas.
carbohidratos, vy dends macromoleculas readquieren la estructura
que tienen en celulas con un contenido altce de humedad (mayor a
90%). Por ejemplo., las membranas pueden Nho estar completamente

estructuradas, por lo cual al iniclarse la imbibicion salen de la



célula algunos solutos ‘pequefios (Bewley y Black, 1986. pp 120-
123. Simon, 1984. pp 82-90). Fronto, sin embargo, las membranas
retornan a su configuracion normal.

Degpues de iniciarse la imbibicién de los telidos embriona-
rios, se reinician las actividades normales de las celulas, junto
con aquellas involucradas directamente en la germinacidn. Ellas
llevaran a la protusion de la radicula y al posterior estableci-
miento de la plantula.

En esta etapa, el metabolismo del eje embrionario difiere
notablemente de 1o que ocurre en el resto de la semilla (por
ejemplo, en la aleurona, el escutelo, erc.}. En este trabajo so¢lo
se tratara lo relacionado con los fehdmenos que ocurren en ei eje

embrionaric (aunque en ocasiones haga rnenciédn del “enbridn'}.

Metabolismo embrionario. Una parte importante de las actividades
metab6licas que se reinician en el embrioéon durante la germinacisn
requieren necesarlamente 1la produccién de ATP. A pesar de que en
las células del embrion "seco'” las mitocondrias tienen muy poca
diferenciacién interna, muy pronto despuées del inicio de la imhi-
bicién pueden reasumir su actividad respiratoria (Simpon, 1984. pp
95-101). Durante 1la germinacidn, no se incrementa la poza total
de ATP , pero se sintetiza tanto como va siendo utilizado. Por su
parte, los reductores NADH y NADPH se producen en la glucdlisis y
en la via de las pentosas, respectivanmente., como o¢curre en las
ceélulas hidratadas.

La sintesis de proteinas es esenclal para que se complete la



germinacioén'y para que emerja la radicula (Bewley y Black, 1986,
p. 156-171). La blogintesis de proteipas en germen de trige es
uno de los primeros procesos biolégicos activados cuando se ini-

cia 1a imbibicién (Seal et al., 1977. p. 167). Aunque aparente-

mente no hay polisomas formados en ¢l embrion “"seco" (al menos en
trigo; ¥y en maiz, Sanchez de Jiménez, Aguilar y Lopez, 1981), a
los 10~15 minutos de imbibicidn la cantidad de polisomas comienza
a incrementarse répidamente i(Marcus, Feeley y Volcany, 1966). En
trigo asi como en otras especles de cereales, se han obtenido de
los embriones secos muchos de los componentes de la maquinaria de
sintesis de proteinas (Bewley y Black, 1986. p 159}, Mas aun,
multiples reportes indican que existe RNA mensajero traducible en
el enbrién seco, y que este RNA mensajero es capaz de mantenper la
sintesis de proteinas durante varias horas en ausencia de sinte-
sis de nuevo RMA (Sanchez de J. y Aguilar, 1984). Lo que adn es
mater;a de controversia es si entre estos nmensajerss (del en-
brién) hay algunos que sean indispensables para la germinacion
{lo cual significaria que hay proteinas indispensablies para la
germinacién en EBi} (Dure IITl ¥y Harris, 1977. pp. 279-292; San-
chez-M¥artinez, Puigdoménech y Pageés, 1986) o si son mensajeros en
este sentido 4iguales 2 los que se sintetizan posteriormente du-
rante la germinacidn. Antes de que se complete la germinaclioen, la
sintesis de proteinas se hace dependiente de la sintesis de nuevo
RNA, aunque ésto varia de una especie a otra.

En gernen de trigo se ha detectads también sintesis de RNA

ribosomal a partir de la Begunda hora de imbibicion. y es de



inmediato incorporado en ribosomas {Huang, et _al, 1980}). Asimis-
mo, a8 pesar de que existen RNA de transferencia y aminocacil-tRNA
sintetasas en el eje seco. ocurre sintesis de tRNA tambien a
tiempos muy temprancs después del inicio de la imbibicién (wWal-
bot. 1972). Parece entonces que la maquinaria completa de sinte-
Bis de proteinas estd lista para funcionar desde caéi el iniclo
de la germinacién, Sobre la regulacion de esta actividad se tra-

tars mas adelante.

Participagion de los reguladores de crecimiento.

Los reguladores de crecimiento han sido sobre todo estudia-
dos en embriones en desarrollec v en tiempos posteriores a lo
correspondiente a nuestra definicion de germinacion.

Las giberelinas vy e¢itocininas Incrementan notablemente su
nivel durante el desarrollo del embriéon hasta alcanzar un maximo
y posteriormente bajan hasta los niveles iniciales cuando la
semilla alcanza Bu maduracién; ello puede ocurrir por degradacién
o por formacidén de conjugados inactivos {Bewley y Black, 1986. p
76-84), El 4cido abscisico por el contrario se incrementa al
final del proceso de maduracidn.

Las auxinas siguen el mismo comportamiento que los dos pri-
meros fitorreguladores. En maiz durante el desarrollo del emnb-
rion, la mayoria del &cido indolacético (AIA} es convertide en
formas conjugadas, por ejemplo: AlA-arabindsido, AJA-mloinositol,
y Ala-mioinositol-arabinosido. Segun Bewley y Black (1986,pp 76-

78) estos compuestos son hidrolizados dgespueés de la germinacion,



literando 1a auxina v permitiendo su transporte al ccleoptilo:

“... no hay evidencia de que el AIA participe en el proceso de la

N

germinacion o en la emergencia de la radicula, pero eventos pos-

teriores..." pueden estar controlados por la auxina.

En este trabajo se presentan algunas evidencias del efecto

‘de las auxinas durante la germinacion., Por ello, en el siguiente

apartado se tratara con mayor detalle a estos fitorreguladores.

uxinas.

Las auxinas son un grupe de sustancias, incluyendo néturiles
y sinteéticas, que comparten algunas caracteristicas estructura-
les, pero sobre todeo. producen en ciertos bioensayos respuestas
similares a las que produce la auxina natural: el &cido indola-
cético (Guilfoyle, 1986. p 247). Esta definicién puede parecer
circular, pero ello Be debe a Que aun no conocemos los rasgos
esenc;ales de Bu mecanismoc de accién; Yy peor aun, todavia no
sabemos cuadles de todas las respuestas que producen las auxinas
éon respuestas primarias (debidas djrecramente a ellas) o sl se
trata de consecuencias posteriores de algan events primario
(Guilfoyle, 1986. pp 263,270)

En la figura se muestra la estructura del AIA, considerado
por muchos como la unica auxina natural. El 4scido fenilacetico
ccurre en muchas plantas, aunque es menos. activo que el AIA ¥y se
ignora si normalmente funciona como “auxina" (Salisbury y Ross,
1978 p. 240-247). También se nuestran aqui algunas de las "auxi-

nas* sintéticas, las mas conocidas y utilizadas (Bidwell, 1974,



Bevan y MNorthcote, (9815 Hagen, Kleinschmidt y Euilfdyle;';wsﬁi.‘
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La respuesta por la cual se descubrid el AlA y gque se uti-
liza frecuentemente como ensayo de “actividad de auxina", es la

de la gurvatura del colegptilo. En este ensayo se aplica £] ex-

tracto con ausina o la solucién de auxina en un lado de  un cale-
optilo decapitedo de Avena. La presencia de auxina causa que s
curve &l colenptilo en direccisn cpuesta a la de la aplicacidn,

por la elongacion de lps tejidos donde se aplicd la auxina, Este

bioensayo es "pspecifico para auxinas”.
Otro bivensayn muy parecida  al  antecior w»s  la pruphe de

elongaciéon. Para alla se cortan secciones del colegptilo o de

tallos jovenes de cereal, y se colocan en solucidn de sacarnosa

can el epxtractp con auxina. La elongatidn que se praduce respecto

3l control e considera  tausada por  la auxing, aungue el &cido



.éibe}e;i&o;'-prq;ones. el Vﬁocasio y la fucosina también pueden
.'prdvbcér esia ‘elangacion., Junto con este efecto (la elongacion
,fcelular). la aplicacién exdgena de auxinas es capaz de inducir

otfas muchas respuestas. 2eroni y Hall (19B0. pp. 511-586) epnlis~-

tan 21 "efecﬁos de auxinas an procesos celulares”, dividiéndolos
Ven "efectos en el metaboliamo', incrementos de actividad enzimpa-
tica, "electrofigiologia™, crecimlento y extensibilidad, ¥ secre-
¢ion de proteinas. En realidad, quizads algunos de los efectos
sean Iindirectos; aunque tanbién algunos de e€llos (como “"estimula- |
cibn de la respiractén”) podrian dividirse de manera mas detalla-
da en diversos eventes bioquimicos. De cualquier manera, esta
lieta da idea de la variedad de respuestas gque ocasionan las
auxinas. La estimulacion del crecimiento ocaslionado por la apli-
caclédn exdgena de auxinas se observas después de un corto periodo
de latencia (6-15 minutosi. Por ello y por otras observaciones,
se pensd que el o los efectos primarios de la auxina deben ocu-
rrir durante este periodo. Pronte fue aparente para amuchos {nves-~
tigadores que la auxina "debilitaba” de alguna manera a las pare~
des celulares, permitiendo la elongacién de las c¢élulas (condu-

cida fisicamente por la presion de turgencia) (Moore., 1897%. p

§4). Un gran numero de hipoédtesis han sido propuestas para dar

cuenta de este debilitamiento. Iniclalmente se penst en un efecto

de la auxina misma directamente sobre la pared celular; por ejem-
plo, se propuso que el AIA quelaba iones calcie, permitiendo gue
copponentes de la pared que se mantenian unides por enlaces 16ni-

cos mediados por calcio, se "deslizaran" entre si. Egta hipbtesis



fﬁe'r;chaééda' al comprobarse que la distribucien de calcio en'la
pared.no se ve afectada por la auxina (Cleland y Rayle, 1977},

.Desde mediados de los sesentas se han establecido dos co-
rrientes en la investigacién sobre el sitio de accion de las
auxinas. La primera se enfoca al metabolismc de los acldos nu-
cleicos vy 1lea sintesis de proteinas; la segunda, considera a la
pared celular como el sitic de accién (Moore, 1979. p 68).

besde hace tienpo es claro que, como es de esperar, 5e re-
quiere la sintesis continua de RNA y de proteinas para el creeci-
miento continuo de las células (Key, 1964). Combinande asta evi-
dencia con el descubriniento de que las auxinas pueden estimular
la pintesis de RNA y proteinas (Key e Ingle, 1968. pp. 711-722)
ge formuld la hipétesis de la "activaclén genetica", segun la
cual la auxina desreprime clertos genes cuya expresién es necesa-
ria para el procesc de elongacion. Numerosos reportes han apare-
cido apoyando esta hipotesis, aunque también han aparecido otros
contradictorios (Zeroni vy Hall, 1980. p 520). Esta hipotesis ha
perdido mucha fuerza como explicaciédn del estimulo de 1la elohga-
¢ién celular; sin embargo condujo a que ahora parte de la inves-
tigaclén se ha enfocado al efecto de las auxinas en 1los acidos
-nucleicos y en la sintesis de proteinas, independientemante de lo
que pase antes o después en la pared celular.

pesde finales de los afios sesentas, mnuchos investigadores
han considerado que 1a elongacien inicial en respuesta a las
auxinas, es "demasiado rapida para involucrar a la activacién

genética como 1a accién primaria de las auxinas" (Moore, 1979. p

10



64). Es- posible que muchos de los efectos posteriores sean indu-
cidos por el crecimiento ¥ no que induzcan el crecimiento. Otra
’hipbfeslsyque tomé mucha fuerza, centrada mas bien en la pared
-celular, es la llamada del "crecimiento Acido", Esta dlce que la
auxina inlcia un mecanismo de acidificaciin, posiblemente una
bomba de protones unida a la membrana, con el resultado de gque el
~ pH de la solucién en la matriz de la pared celular baje. Alguna o
algunas enzimas “debilitadoras de la pared" se activarian, vy el
proceso continuaria hasta la elongacion celular (Thimann, 1971;
Moore, 1979, p 80). Un gran numero de reportes han aparecido en
favor de esta hipdtesis, pero también son numeroscs los reportes
contradictorios (Zeroni y Hall, 1980, pp 521-524, Moore, 1979. p
84). Tamblén han aparecido modelos que tratan de conciliar las
repuestas rapidas y las respuestas postericres, pero tampoco
gozan de aceptaciédn general (Vanderhoef, 1980. pp. 159-173; Theo-
logis, 1986. pp 429-433).

A pesar del tiempo que ha sido dedicado a su estudio, aun no
ge ha aclarado el mecanismo de unc solo de los efectos causados
por las auxinas (la elongacién celular). Como se menciond antes,
también se ha tratado de profundizar en el efecto de las auxinas
en el metabolismo de 1los 4cidos nucleicos y en la sintesis de
proteinas. En el siguiente apartado se revisaran algunos de los
trabajos relacionados con aspectos de la regulacison de la expre-
sion genetica al nivel de la sintesis de proteinas, para poste-
riormente combinar estos conocimientos con el trabajo con auxinas

en relacidn con la sintesis de proteinas efectuade en nuestro

11



1aboratorio.

5 ntesgis d roteinas {(traduccion’d v su contral.

El proceso de sintesis de proteinas es sumamente complejo,
pues invelucra un gran nuomero de componentes y de reacciones
{Moldave, 1985). Ademas del proceso en si, tienen estrecha rela-
cidn con el la transcripeion, procesamiento y trapsporte de los
RHA nmensajeros; y la sintesis de los apinvacil-tRNA (Hershey,
Duncan y Mathews, 1986j,; juntos proveen elsmentos indispensables
para la sintesis de proteinas.

Brevemente, podemos describir la traduceion ayudandonos del
esquema que s& muestra:

Mt - EANAL D Amiraaatl “RNAL
L Y

SUDLNLARTDRE CIBONOMALRE e, TOAIN AUR e T Codarn mn w1 RiRie A
- mOwmielorn

+

Formacion del enlsce sestidico

Movimients CSal Mam
Daltcoe gl fNatL

rosmve Codde
- e wtalo M Feawo del diseaetidll-fNsc
-1 miEte ™

Codorn oe terminmeson

NOUSVEe amironci)-Risac

Barareciorn del riboscoss
M Gml mOL Lmeetioo
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Una buena descripeion de este proceso la da Marcus (1982,
Pp. 113-135), pues comnbina conocimientos obtenidos en plantas ¥
en animales.

Un ribosoma se une a un RNA mensajero (RNam) de manera tal
que permlite la unién de una secuencia inicial de 3 nucleédtidos
(un triplete: AUG) en el RNAm con el metionil-tRHA iniciador
(Met-tRNAL). Un segundo aminoacil-tRNA, dicrtado (codificadeo) por
el triplete de nucleétidos (el codébn) que sigue al extremo 3' del
triplete inicial en el RNAm, es unido a un sitio de “"decodifica-
cién” en el ribosoma. A partir de aqui, este sitio girve como el
aceptor para los aminoacil-tRNA entrantes, ¥ se le llama sitio
"aceptor" o "A", Enseguida, se forma un enlace peptidico en el
cual el grupe carboxilo del amincacil-tRNA iniciador se une al
grupo amino del segundo arinoacil-tRNA. El ritosoma se mueve
entonces una distancia equivalente a un triplete, en la direccién
$*-3' a lo largo del RNAm. El tRNA inicial sale y el ahora pepti-
dil-tRNA es translocado del sitic A a un segundo sitio llamado
sitic “peptidil™ o "P"; el eitio A es ocupado por ufn nueve codoéon,
Un nuevo aminoacil-tRNA, codificado por el nuevo codon, %e upne en
el sitio A vacante, y el proceso se repite. Asi, el ANAm es tre-
ducido en la direccion 5'-3' hasta que se llega a un triplete de
terminacién, liberandose el ribosoma y el nuevo polipeéptido.

Dentro del proceso de traduccién se distinguen tres fases
bien delimitadas: iniciacien, elongacién vy terminacion. En cada
fase participan elementos proplos (Maitra, Stringer y Chaudhuri,

1982; Moldave, 1985).
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La iniciacidn puede resumirse también como sigue: se forman
subunidades 405 ribosomales unidas al factor elF-3 (eukaryotic
initiation factor 3) y un complejo ternario entre Met-tRNa, el
factor eIF-2 y GTP. El complejo ternarlo se une a la subunidad
40S; v a ellos se une el RNAm, que se acomoda en la pesicioen
adecuada. Se une entonées la subunidad ribosomal 605 dando el
copplejo de 1iniciacion B80S (Maitra, Stringer y Chaudhuri, 1982).

El anterior proceso en realidad es Bumamente complejo
pues intervienen numercosos factores proteicos de iniclacién, vy
aun persisten dudas scbre la secuencia de todos los eventos que
se van observando y sobre el papel de algunos de los participan-

tes. En el esquena se presentan algunos de ellos:

WIF-FeR TP >Mac-rINAS L ' 1-1° %
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(Commrlalo de flNniciaci1on Sas)

La intervencidédn de tan numerosos factores en la interaccion
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' déi REA; cbn la subunidad 405 ribosomal sugiere la posibilidad de
‘que -intervengan en la regulacién de su traduccion. En mamiferos,
particularmente en sistemas de reticulocito de conejo, la fosfo-
E rilacion de la subunldad o del elF-2 causa una fuerte inhibicieén
global de la sintesis de proteinas. Dicha fosforilacién se pro-
mueve (a través de dos cinasas diferentes) por bajos niveles de
hemina y por la presencia de RNA de doble cadena (Ochoa y de
Haro, 1979: Edelman, Blumental y Krebs, 1987).

La fosferilacién de otras subunidades del eIF-2, no parecen
tener efecto en la traduccion (Ochoa y de Haro, 1979. p 573;
Duncan y Hershey, 1987); de los demas factores, existe evidencia
de que el elF-44 vy el elF-4B (que tambien se fosforilan, aunque
no se ha probado si éste altera su funcienalidad) pueden interve-~
nir en la discriminacion de RNAs mensajeros (Golini, et_al, 19-
76);el factor "GNEF" (Guanine HNucleotide Exchange Factor) también
se lnactiva por fosforilacidén e inhibe entonces ls sintesis tam-
bién de manera global (Dholakia y Wahba, 1988). El factor elF-4F
se fosforlla en células de mamifero (Duncan, Hilburn y Hershey,
1687} y es capar de mediar la traduccléon preferencial de protei-
nas de heat shock (Panniers, gt _al, 1985).

En gernen de trigo (el sistema vegetal de sintesis de prote-
inas mas estudiade), la fosforilacion de la elF-2a también inhibe
la traduccion global de los RNAm. En cambio, la fosforilacioén de
otra subunidad del #IF-2 y la del elF-3 no afecta su actividad

cuando ésta es medida in vitro (Browning, et_al, 1983). A dife-

rencia de lo que ocurre en celulas de mamifero la fosforilacion
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dél e1F~AE~‘no'afécta su actividad para iniclar: lo mismo bcﬁrre-
con eiieIffka.kHumpréys; Browning y Ravel, 1988).

: Como sefialan Humpreys, Browning v Ravel (1988), aun falta
trabajo "...para determinar si la fosforilacion/defosforilacion
de 'los factores de iniciacién de 1la sintesis de proteinas juega
un papel en la regulacion de la sintesis de proteinas en células
vegetales”.

Para iniciar apropiadamente la traduccion, el RNAm debe u-
nirse a 1la subunidad 40S quedando el codén de injclacién AUG en
el si{itio adecuade. Aparentemente, secuencias cercanas a este
codén participan en su  reconocimiento (Moldave, 1985, pp 1121-
1122). Posiblemente en la unién primera intervengan secuencias
complementarias en el RNA ribosomal y los RNA mensajeros (Lewin,
1985, pp 163-165}, En procariotes é&stas corresponden a la secuen-
cia Shine-Dalgardo (Boer, Vassar y Hui, 1986).

Para los ribosomas de Escherichia celi se ha determinado con
gran precisién en qué sitlec del ribosoma se une el RHAm; varias
proteinas ribosomales de 1la subunidad pequefia se han situado
formando parte de este sitio {denominado "plataforma') (Cakes, 2t
al, 1987): las S6, 511, S15, y S18 forman parte de este grupo.
Esta situacion es practicamente identica en el ribosoma eucariote
(Lake, 1985}.

El descubrimiento de que varias proteinas ribosomales pueden

fosforilarse in vivo e in vitro sugiere due puedan intervenir en

el funcionamiento del ribosoma eucariote (Ochoa y de Haro, 1979.

p 572). Sobre todo porque ya desda 1979 hay suficiente evidencia

le



deique 1a proteina S6 {que se encuentra en la "plataforma") es la
pfincipai (aungue no la unica} fosfoproteina del riboscma. Otras
‘proteinas fosforilables en menor medida, {ncluyen 52, S3, S4, 57,
516, S23/24, L9, L10, L12, L14, L18, y algunas otras de la sub-
uﬁidad 605 {Wool, 1579. pp 735-742; Kislilevski, Treolar y Weller,
19843,

Sin embargo, en un buen numerc de reportes, NoO Se encontroé
efecto alguno de la fosforilacién de las proteinas ribosomales
sobre alguna funcién del ribosoma (Wool, 1879. p. 737; Leader,
Thomas ¥y Voorma, 1981). Estos reportes incluyen algunas observa-
clones efectuadas en plantas. No obstante 1¢ anterior desde en-
tonces también se sugiere que la fosforilacién al menos tendria
alguna relacién con la velocidad de traduccidn (Trewavas y Strat-
ton, 1977); y pronto aparecieron reportes en los cuales si se han
cobservado alteraciones funcionales en los ribosomas cuyas protei-
nas se han fosforilado. Inicialmente se obtuvieron evidencias
indirectas, como en incremento en la fosforilacién de la proteina
S6 coincidente con una mayor Bintesis de proteinas durante la
maduracién de huevos de Xenopus (Nielsen, Thomas y Maller, 1982}
y en células Swiss/3T3 (Thomas, et _al. 1982). Se obtuvieron
también, en células HelLa, resultados que pueden interpretarse
como una mayor eficlencia de subunidades 40S fosforiladas en la
formacidn de complelos de {niciacién, que sus contrapartes neo
fosforiladas (Nielsen, Duncan y McConkey, 1981; Duncan y McCon-
key, 1982).

En cultivos de células vegetales (Lycopersicum esculentum}
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un tratamiento con calor (heat shock) produce un incremento nota-
ble en la fosforilacion de la proteina S6, vy ello podria partici-
par en el cambio de polisomas presentes antes del shock a los
formados de noveo tras el shock (que traducen otros henszajes)
{Scharf y Nover, 1982),

Aunque no =se tiene ain una buena idea de cdmo {mecanistica-
rente) puede 1la fosforilacion de algunas de las proteinas riboso-
malen alterar su funcionalidad, es importante notar que la fosfo-
rilacién de las protegnas S3, S4, S7, S23/24, L9, L10, Li2, Li8,
L27, L34 y L 26 induce importantes cambios conformacionales res-

pecto a los ribosczas no-fosforilados (Kisilevski, et al, 1984},

Ello nog permite pensar en disposiciones diferentes de grupos y
secuenclas que interagcionen con el RNAm, regulande su uniodn y
posiblemente su traduccidn,

ExiBten también aslgunos reportes en los cuales la fesforila-
cidén de la proteina no afecta 2] crecimiento de células de leva-
dura * (Krus=, Johnson y Warner, 1985; Johnson y Warner, 1987}.
Podriamos pensar que, por lo tantn, algunoB sistemas biolégicos
Be comportan con diferente nivel de intensidad a como lo hacen
los anteriormente mencionadeos. Otra posibilidad es que al medir
un pararetro global como 1o @5 el crecimiento, no se obsarve un
efecto directo relacionsde con la fosforilacien de proteinas
ribosomales, por participar en el fenomeno auchos otros factores,
que podrian evitar que se detectara una correlacion entre los dos
pardasetros.

Cono se dilo, la principal proteina fosforilada en les ribo-~
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rﬁomas eucariotes es la 56, Un estudio reciente myestra como la
fosforilacion de ella tizne un efecto sobre la traduccion de RNA
mensajeros haturales dependiendo de: la ¢inasa que efectie la
fosforilaciéon (lo cual hace reguylable el fendmeno}, y el mensaje
que se utilice para las pruebas (lo cual indica selectividad de
mensajeros}). En este articuloc Palen y Traugh (1987) proponen que
algunos mensaleros responderian a la fosforilacidn de 86, que
otros no se verian afectados, y que una tercera clase responderia
dapendiende de otros metabolitos (AMPFc en este casol.

Blenls, Spirack v Erikson (1989), asi como Oliver, Ballow y
Thomas (1988) citan varios ejemplos de condiciones fisiolégicas
donde varia 1la fosforilacién de 56 (en células animales), v en
las cuales se han visto efectos traduccionales. Estos estudios ya
son mAs integrales y avanzan hacla el entendimiento del f{enomenc
en pus relaciones con el resto del metabolisme celular. aungue en
las plantas hay pocos ejemplos aun, podenos esperar que en los
sistemas en que se detecte fosforilacion de proteinas ribosomales
podamos detectar también cambios en la funcionalidad de loe ribo-

somas.

Pogible participacion de las auxinas, Desde principios de leos

80's se ha obtenido evidencia de que las auxinas pueden partici-
par en la regulacién de la expresioén genetica (Zurfulh y Guilfoy-
le, 1980; Zurfulh y Guilfoyle, 1982). En los primeros estudios se

utilizé la traduccidn in vitro de los RNA mensajeros para inves-

tigar los efectos de las auxinas, y se sugeria la posible exies-
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tencia de controles postranscripcionales modulados por auxinss
{puesto que se encohtrabah diferenclas entre los patrones de
sintesis de proteinas in _vivo e in_vitre). 5in embarge, la apari-
cion de las técnicas de clonado y deteccion de secuenclias especi-
ficas de DNA y RNA ha hecho que la atencién de la gran mayoria de
los investigadores se mantenga en la regylacién por auxinas a
nivel transeripcional (Hagen, Kleinschmidt y Gullfoyle, 1984;
Theologis, 1986; Guilfoyle, 1986; Alliote, & al, 1989). En mi
opinién, el querer usar hecesariamente las "Nuevas” tecnologias
ha evitado que se investigue la existencia de 1os otros posibles

contreles postranscripcionales mediados por auxinas.
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Introduccién

Trabéjos efectuados en nuestro laboratorioc nos han permitido
cbtener evidencia que sugiere la existencia de un contrel pos-
transcripcional durante la germinacién de embriones de maiz. Uti-
lizando a-amanitina para prevenir la sintesis de RNA mensajeros,
se han observado camblos importantes en la sintesis de proteinas
in vivo entre las 6 horas y las 24 horas de imbibicion de ejes
embrionarics de maiz {Sanchez de Jimeénez y Agullar, 1984}, Estos
cambios consistieron en la aparicién de nuevas proteinas que se
observan en el analisis de electroforesis bidimensionales. Ya que
bajo lae condiciones del ensayo no hay sintesis de RNA, la aparfi-
cién de nuevas proteinas se {nterpretd como debids a la traduc-
cion de mensajeros almacenados en el enbriéon que aunque presentes
desde la etapa de 6 horas, por algun control postranscripcicnal
no se expresan sino hasta una etapa mas avanzada de la germina-
cion.

Por otro lado, hemos obtenido evidencia de incrementos en
los niveles de auxina libre (AIA) en semillas de masiz durante
este mismo periodo de imbibicién (Sanchez de Jiménez y Albores,
datos no publicados}): y, asimismo, se han reportado alteraciones
en la fosforilacitn de proteinas producidas por aplicacion de
auxinas exégenas (Peérez, Aguilar y Sanchez de Jimenez, 1$87),
entre las que se ha visto que tambien son afectadas las proteinas
ribosomales (Pérez, 1988).

Con estos reportes, junto con los mencionados en los An-
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tecedentes, nuestro - grupo de <trabajo ha  propuesto un'modelo de

trabajo:

Auxina _____, Movimiento de Ca** —_— Frotein cinasa(s)
intracelular

Profeinas ribosomales
Funcionalidad del
ribosoma

Es decir, que las auxinas promueven una serie de respuestas
bioquimicas entre 1las cuales esta la actividad de una o varias
pfotein-clnasas. que alteran la fosferilacidn de las proteinas
ribosomales. Esta fosferilacién, a su vez, produce cambios en la
funcionalidad vy la selectividad de traduccién de los ribosomas.

Conjuntarente con los eventos a nivel transcripcional que
inducen la formacion de nuevos RNAm Ppor accion de las auxinas
(ver citas mencionadas en los Antecedentes), el modelo anterior
nos permitiria explicar los cambios observados en la sintesis de
proteinas por la accién de auxinas; y, en especial, este tipo de
control a2 nivel traduccional explicaria las disminuciones en la
traduccisén de algunos nensajes, en las celulas estinmuladas por
auxinas, aun cuandoc ellos estén presentes.

Aunque en nuestro laboratorio utilizamos el modelo anterior,
no se excluye la posibilidad de'que las auxinas puedan modular la
sintesis de proteinas (a nivel traduccional) por medio de otros
pecanismos diferentes a la fosforilacidn de las proteinas risoso—

males.
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Dentro de este marco de referencia, el objetivo del presente
trabajo es verificar si las auxinas producen una alteracién en la
pelectividad de los ribosomas durante el proceso de traduccién.
Para ello ge planted la sigulente estrategia experimental:

I. Obtener un sistema de traduccieén heterélogo in wvitre que
inicie correctamente y en el cual los factores limitantes fuesen
unicamente ribosopas (de maiz) y mensajeros exogenos.

De esta manera, se eliminarian otros posibles efectos de la
aplicacioéon de auxinas exogenas, al efectuar experimentos in vive
con ejes embrionarios de maiz.

II. Contando con el sistema heterdlogo se podria comparar la
selectividad de ribosomas extraidos de ejes embrionarios tratados
y no tratados con auxinas, traduclendo con ellos un mismo juego
de RNA mensajeros y analizando por electroforesis las proteinas
sintetizadas. Con este fin se pueden utilizar:

a) los RNAm totales de ejes embrionarios control. Este grupe
es muy numeroso y requiere una gran resolucion en los patrones
electroforéticos bidimensionales para poder analizar las diferen-
clas generadas por las auxinas.

b) seleccionar un grupo de proteinas especificas, cuyos men-
sajes estén presentes entre los RNAm totales, ¥y segulr su traduc-
clén. En este caso se escogld a las histonas, pues se sabe que su
sintesis en los embriones de maiz se da ya desde las & horas de
imbibicion (Baiza, Aguilar y Sanchez de Jimeénez, 1:986).

c) grupos de RNAm especificos heterdlogos al sistema de

maiz, cuyos productos estén bien caracterizadeos. Se planet utili-
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zar a los cuatro RNAs gendmicos del virus del Bromo-Mosalco (BMV,
por sus siglas en inglés). Como ocurre en distintos virus de
vegetales, cada uno de los RNAs ganomicos del BMV poseen extremos
S' caracteristicos de RNAs mensajeros eucariotes ({(Van Vlioten-
Doting, y Neeleman, 1S80), cuya secuencia completa ya ha sido

establecida (Ahlquist, Dasgupta y Kaesberg, 1984},

Durante la ejecuciébn de este trabajo se montaron todas las
netodologpias necesariaB para los objetivos planteados. Las mismas
se reportan adelante; asi como las metodologias correspondientes
y los datos obtenidos al efectuar las traducciones en el sistema

heterslogo de los RNAB virales.

26



' Matariales y métodos,

Reactivos utilizados,

La fenilhidrazina, el dietilpirocarbonato (DEPC), ls D-glu-
cosa, el scide N-2-hidroxietilpiperazin N'-2-etanolsulfénica
thepes), la hemina, el etilengiicol, la creatina cinasa, la crea-
tina fosfato, los aminoacidos no marcados, el ditiotreitel (DTT),
el Triton X-100, el &cido Iondoacetico, el RNA de levadura, el
Tween-20, la nucleasa micrococal, la uyrea, el nonidet-P40, el
acido etilenglicol~bis~(f-aminvceti]l éteriN N,N',N'-tetraacético
{EGTA). &} RNa de transferencis (RNAL), el azul de Coomassie, la
acrilamida y la bis-acrilamida fueron comprados a Sigma. Bl acide
borico fue de Técnica Quinmica. Los filtros GF/C smon de Whatman.
Las anfolinas se adquirieron de LKB. El NaOH, el NaCl, el acido
acético, el &clde triclioroacetico (TCA), el acetato de potasio,
el CaClaz y el KOH son de Baker. El acide etilendianinotetraace-
tico (EDTA), &l acido indolacetico (AIA}, el acetato de magnesio,
el hidrolizado de caseina, el tolueno, el dimatilsulfoxido, el
PPO, el POPOP, el Tris, el fenol, el etancl, el dodecilsulfato de
sodio (SDS), e) Extran (neytro), el LiCl, el Mglla, el clorofor-~
mo, el alcohol isocamilico, el acetato de sodio, el éter y 1a
sacarosa son de Merck. El KCL  fue de Analit. La npezcla de tsc-
aminoacidos Se compré en Amershan. La ®®S-Metionina se compra a
New England Nuclear (2800 Ci/mmal). El adyuvante completo de
Freund es de DIFCO. El anticuerpo anti-IgG de conejo conjugado

con fosfatsss alcalina es de Rirkeguard and Perry., El NaHCOs se
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adquirio a JVC. La azida de sodio es de Eastman. El acido 2,2-
metil-4-cloro-fenoxipropionico (MCPP) fue sintetizado por la Dra,
M..Albores del Depto. de Quimica orgéanica, Facultad de Guimica

UNAM.

Preparacién de la hemina: para preparar 5 ml de hemina S mM en
etilenglicol 85% se disuelven 32.5 mg de hemina en 0.250 ml de
NaOH 1IN. Ya disuelta se afladen 0.250 ml de Tris . HCl 1M pH 7.5y
4.250 ml de etilenglicol. 3Se ajusta el pH a 7.8-8.0 con HCl 1IN
agitande bien al ir afiadiéndolo (pues la solucién responde despa-

cio). Filpalmente, se completa con agua a S ml.

aterjal bio ico

Se utilizaron semillas de maiz (Zea mays L.) var. "Chalque-
fio" adquirido en la Productora Nacional de Semillas (Pronase). El
BMV nos fue donado por el Dr. R. Beachy de 1la Universidad de
Washington. Este virus fue reproducido en plantulas de cebada y
purificado en el Colegio de Posgraduados por el Dr. J. Galindo
del Centro de Fitopatologia.

Para obtener los ejes embrionariocs que se usaron, se sembra-
ron las semillae de maiz en cajas de Petri con una capa de algo-
dbn, y se regaron con agua, solucién de AIA (5 mg/l) o solucion
de MCFP (5 mg/1). Las semillas se esterilizaron prevliamente por
inmersion en etanel 70 % durante aprox. 30 segundos, seguidos de
5 minutos en hipoclorito de calcio 5 %4, y dos enjuagues finales

con agua desionizada.
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‘Despues del periodo de incubacién {30 horas para 1a obten-
cién de ribosomas y aprorximadamente 44 horas para la obtencion de
RNA, a 25-27°'C) se disectaron msnualmente los ejes embrionarios,
éongelandolos inmediatemente en Na liguids, donde permaneciesron

hasta el momento de utjilizarlos.

trace de R tota

El método montado fue el de Sanchez-Marvinez, Puigdoménech y
Pages (1986). En este articulo el protocolo estéd descrito muy
soreramente. Fue necesario hacer numerssas adiciones a fin de
obtener resultados reproducibles. El protocolo final gquedé es-
tructurado como sigue:

Inicialmente, es necesario lavar y enjuagar exhaustivarenta
todo el material que se va a utilizar, ademss de material extra
para cubrir faltantes. Para lavar el material, se hierve (excepto
los tubos Corex) en SDS 0.2 % (p/v) o0 en Extran al 3 % (v/v).
Después se enjuaga nuy bien con agua corriente., y enseguida ex-
haustivapente con aguas destilada y después con agus desionizada.
Se seca boca abajo sobre toallas sanitas (evitando que se intro~
duzean hebras en los tubos), ¥ se tapa o 5@ cubre (los morteros y
ios frascos <on puntas para micropipeta) con papel aluminio lim-
plo; las pipetas se ponen en pipeteros limpios. Ya secos, se
esterilizan los tubos Corex y el materjial de plastico en el auto-
clave, y el demas material en un horno a 150°C durante al menos 3
horas. Después de esto, es importante no ensuciar el material

{poniéndolo en un lugar protegido del polvo) y no destaparlo si
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no es en condiciones estériles o al menos muy protegidas. Es
también muy importante trabajar con guantes, tapaboca y propipe-
ta, para evitar en lo pesible a las RNAsas presentes en la piel,
la transpiracién y la respiracién.

Toda el agua utilizada debe de ser de la mejor calidad dis-
ponible, y esterilizada 20 minutos si se utiliza sola.

Las soluciones empleadas deben estar libres de particulas
extrafias, filtrandolas si o5 necesario a travées de filtroes Milli-
pore de 0.45 pm. Obviamente, deben prepararse y guardarse emple-
ando materlal muy limplo. Excepto el amortiguador de extraccién
(ver adelante) y la s&olucién de Urea:LiCl, deben esterilizarsge
por al menes 20 minutos {cuidando que no cambie su volumen du-
rante la esterilizacion).

El fenol Bse destila y se guarda saturado con agua a -20°C.
En estas condiciones se conserva libre de oxidacion durante me-
se8 .

“El amortiguador de extraccién e prepara poco antes de ini-
cliar la molienda. Consiste de Tris.HCl 0.2 M pH 8.0, sacarosa
0.35 M, KCl 50 mM, MeCla 10 mM, Tritén X-100 1.3 % (p/v} ¥y acido
Iodoacético I R. El acido lodoaceéetico, que inhibe a las RNAsas y
otras enzimas, es extremadamente peligroso y debe ser manejado
con muchas precaucliones (pues penetra incluso a travées de la
piel}.

Para lniciar 1la extraccion, se nuelen los ejes {(aproximada-
mente 300 en cada lote) en un mortero "hondo' manteniéndelos con-

gelados todo e} tiempo con N» liquido. Esta molienda debe conti-
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nuarse hasta llegar a un polvo muy fino, que se pasa réapidamente
{(con una espatula) a un tubo Corex de 25 ml y se le afiade ense-
guida el amortiguador de extraccién. Se agita la mezcla en el
vortex suave durante 5 minutoes (sin dejar que se calliente} y se
centrifuga a 2 000xg durante 5 minutos a 4°C. El sobrenadante se
pasa con cuidado a otro tubo Corex y se estima su volumen (utili-
zando otro tubo con agua). Se le aflade EDTA hasta 30 mM, NaCl
hasta 0.15 M y S5DS hasts 1% (10 ml de EDTA 500 nM se preparan
disolviendo el EDTA en & ml de NaOH 1 M y se lleva entonces a 10
ml; el pH debe ser de 8.0, El NaCl se usa 2.34 My el SDS 15.5&
%) . Se aftade un volumen igual al resultante, de fenol:cloroformo-
:alcohol ipoamilico (50:48:2) y se agita en el vortex 15 minutos
a velocidad apenas suficiente para mantener las fases emulsiona-
das.

Se centrifuga a 3 000xg 10 minutos a 20°C y se pasa la fase
acuosa a otro(s) tubo(s) utilizando una pipata Pasteur. Se checa
que el pH sea aprox.=5, ajustandoclo en case contrario con acido
acético; se afiade un volumen igual de Urea:LiCl (8 M:4 M) y 6e
deja toda la noche a 4°C.

Se centrifuga a 10 000xg 30 minutos a 4°C. El sobrenadante
se elimjna y la pastilla se disuelve en 10 ml totales de Tris.HCl
S50 mM pH 8, SDS 0.5 R {p/v) Yy EDTA 10 mM., Puede ser necesario
calentar a 70°C durante 5 minutos, agitando suave.

Se afade un volumen igual de fenol:cloroformo:iscamilico.
Se agita 10 minutos en el vortex ¥ se centrifuga a 3 000xg a 16~

20°C durante 10 minutos. Se pasa la fase acuosa (sin interfase) a
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ptrb ‘Corex y se . repite la extraccion con fenol:cloroformo:isoa-
milico otraérz veces, .

’-. A’'la fase acuocsa se le aflade ahora un volumen igual de clo-
ro{orno:isoamilico {96:4)., Se agitan 5 minutos en el vortex y se
centrifuga como antes 5 nminutos.

La ultima extraccién se hace afiadiendo a la fase acuosa un

. volumen igual de éter saturado con agua, agitando y centrifugando
durante S minutos. El éter (fase superior) se elimina en lo posi-
ble con una pipeta Pasteur y el resto se evapora utilizando ni-
trogeno gaseoso ¢ con vacio. Se estima el volumen resultante y se

le afiaden 0.11 ml de NaCl 1 M por cada mililitro, y enseguida 2.5
volumenes de etanol absoluto. Se pone a precipitar s -20°C de
preferencia toda la noche (o al menos 3 horas}.

Se centrifuga a 10 000xg 20 minutos a 4°*C. La pastilla se
lava con etanol 80 %, se Beca con Nz gaseoso o0 con vacio y se
disuelve en agua pura (6 ml). De aqui se toman 20 pl para leer en
el espectrofotémetro vy al resto se le precipita como antes con
NaCl y etanol.

Las lecturas de absorbancia deben hacerse a 260 e ¥ 280 ,m.
También a 320 ,., donde no deben llegar a 0.01, pues en caso

contraric indicaria la presencia de contaminantes.

Obtencién de RNA del virus del mosaico del tabaco (TMV).

La obtencién se hizo siguiendo el métode de Bruening, et _al,

(1976). Se partié de una solucion del virus completo (como ribo-

nucleoproteina) 2.86 mg/ml en EDTA imM. Deben tomarse todas las
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precauciones para evitar a las RNAsas.

En un tubo Eppendorf se ponen 0.5 ml de la solucién de TMv.
Se le afiaden 0.025 ml de SDS 10 % (p/v) y se pasa el tubo a agua
hirviendo agitandolo durante 75 segundos (hasta que alcance~
80°C). Se enfria en hielo durante 10 minutos.

Se afiaden 10 pl de Tris.HCl 0.4 M, 4acido acético 0.04 M; v
0.5 ml de fenol equilibrado con Tris.HCl 0.04 M, acido acético
0.004 M. Enseguida se agita durante 3 minutos, y Ee centrifuga a
3 000xg 10 minutos a 4°C.

La fase acuosa se pasa a otro tubo y se reextrae con fenol.
Esta extraccidédn se repite una vez mas. A la fase acuosa final se
le afiade NaCl hasta 0.1 M y 0.95 ml de etanol abscluto. Se mez-
clan y se dejan a -20°C toda la noche.

Se pone en la microfuga 10 minutos en el cuarto frio y se
elimina el sobrenadante. La pastilla se lava con una mezecla de
32.5 pl de acetato de sodio 2 M, acido acético 0.2 M, con 650 pl
de etanol absoluto y 317.5 pl de agua. Se mezcla suave y ge cen-
trifuga 10 minutos en la microfuga. Este lavado se repite otras
dos veces. Después, se lava la pastilla una vez con etanol 95 %,
se elimina el sobrepadante y se seca la pastilla con vacio. Se
resuspende en 200 pyl de agua pura, Be toman 20 pl para leer ab-

sorbancias y el resto se guarda en nitrégeno liquido o a -70°C.

Obtencidon de anticuerpos contra histonas,

Para la obtencién de anticuerpos contra histonas se encon-

tré en la bibliografia una metodologia descrita (Martinez y Pa-
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lau. 1983} que utiliza RNA mezclado con las histonss para formar
‘un complejo antigénico. Sin embargo, en nuestro laboratorio se ha
intentado seguir este protocolo en varias ocasiones con nuy poco
éxito. Por ello se probé una variacién del método, asumiendo que
la antigenicidad de las histonas es muy poca Y que seria necesa-
rioc estimular en diversas zonas del cuerpo al conejo empleado
para obtener mejores resultados. Para intentar la obtencién de
estos antlicuerpos se ensayd el siguiente protocolo. Se disolvie-
ron 1.2 mg de histonas (tipo II, Sigma) en 0.5 ml de NaCl 0.14 M,
amortiguador de fosfatos 9.01 4 pH 6.8. Aparte, 0.4 mg de RNA (de
levadura) en 0.5 1l de la misma solucion. Se mezclaron ambes
soluciones en proporcién 1:1 y se inyectaron en un conejo (1 ml
de la mezcla + ! ml de adyuvante completo de Freund) subcutanea-
mente. Una semana después se prepard la misma mezcla (histonas,
RNA y adyuvante), se puso en el politrén durante 2 minutos y se
inyectaron 1 */, ml en 7 puntos de la espalda, intradeérmicamente,
*30 dias mAs tarde se obtuviersn 4 nl de sangre de la vena de

la oreja del conejo. Se dejaron a temperatura amblente 1 hora vy
20 minutos, y se centrifupd a 2 500xg 10 minutos. Se obtuvieron
aprox. 2 ml de suero, que se congelaron a ~20*C, Utilizando este
suero se hizo una prueba de reaccion utilizande histonas disuel-
tas en el amortiguador de fosfatos (con NaCl, el mismo utilizado
para la inyeccién) & una concentracion de 1 ag/ml. Se hicieron
con &l diluciones 1:10, 1:50, 1:100 ¥y 1{200. y cada una de ellas,
ademas de la solucién sin diluir, se puso a reaccionar con el

suero en tubos capilares. Pude verse precipitado facilmente en la
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reaccién con la solucion de histonasz sin diluir y en la diluida
1:10,

Se le dié un refuerzo al conejo inyectandele 2 ml de: 0.8 mg
de histonas tipo II (Sigma}+0.4 mg de histonas tipo III en 0.5 rl
de NaCl 0.14 M, amortiguador de fosfstos 0.01 M pH 6.8; 0.4 mg de
RNA de levadura en 0.5 ml del pismo amortiguader; y 1 ml de adyu-
vante; todo mezclado en el politrén 2 minutos., Se inyectaron 10
dosis de 0.2 ml en distintos puntes de la espalda, intradermica-
mente. Sin embargo, este refuerzo no logréd incrementar el titulo

del suerc obtenide de) sangrado 15 dias después.

Western-blot o “jnmunoblot®.

Para poder identificar a las histonas entre los productos de
la traduccion in vitro de los RNA mensajeros de ejes embricnarios
de maiz se decidi¢ utilizar esta técnica, que en condiciones
6ptimas iguala o supera al empleo de radiactividad (Butler, 19-
8i). Ademas, la ldentificacién tiene mayer certidumbre que la
localizacién por movilidad en electroforesis y fluorografia. El
nejor marcador para sintesis de proteinas {p vitro es la 3°3-
metionina. 5in embargo, ésta no es muy uUtil en este caso pues las
histonas solo contienen 5 metioninas del total de sug aminoacidos
(Lewin, 1980, pp 304-310).

Este procedimiento se disefié después de consultar numerosas
referencias, la mayoria de ellas aparecidas en la serie Methods’
in Enzymology (Tsang, Peralta ¥y Simons., 1983; Haid vy Suissa,

1983; Renart y Sandoval, 1984; Ey y Ashman, 1986; Turner, 1986}.
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véaré realizarlo se adaptd el aparato parakelectrbforééisféﬁ-é/é;
de Pharmacia, tanto para la electroforesis ;oﬁo para ia eiecéfo;
transferencia. ‘

Inicialmente se hizo un gel de urea-acido acético como se
seffala en Splker (1680). Este gel tuve un grosor de 3 mm, y se
utilizé por estar diseflado para proteinas basicas (como las his-
tonas). Como colorante se utilizo verde de metilo. La corrida se
hizo a 300 voltios constantes y dur¢e 4 horas (el colorante al-
canzé el extremo inferior del gel).

Se armé entonces el siguiente "gsandwich": rejilla de plasti-
co, fibra Scotch Brite, esponja delgada, papel filtro de poro
ablerto, papel de nitrocelulosa (0.45 u), gel (sacando muy bien
las burbujas entre €l y la nitrocelulesa), papel flltro, esponja
delgada, fibra S.8. y rejilla. Se aseguré todo con ligas, apre-
tando bien pero no excesivamente.

Se realizé la transferencia durante una hora a 75 voltios
(que’ produjeron 200 mA de corriente), Para ello se puso el sand-
wich enmedio de dos electrodos separados 12.5 cm uno de otro. El
papel de nitrocelulosa se puyso hacia el cdtodo, pues la transfe-
renclia se hace a pH 4cido (con acido acético 0.7 R como amorti-
guador}.

Se tifi®¢ entonces el papel de nitrocelulesa con amidoblack
0.001 % en Tris-HCl 0.025 M, NaCl 0.15 M pH 7.5 (diluyendo en 100
partes de TBS (Tris.HCl 25 mM, NaCl 0.15H pH 7.5) una parte de
una solucién de amidoblack 0.1 %X en metanol 45 %, acido acético

10 %). Despues de 15 minutos de agitacléon muy suave, se enjuaga

34



el papel 4 6 5 veces con agua desionizada.

Despues de enjuagar el papel de nitrocelulosa, se sectd con
vacio y se guardd seco.

Bara bloquear los sitios restantes en el papel de nitrocelu-
losa 8e sumergié durante 30 minutos, agitando suave, en TTBSL
(TBS+Tween-20 0.1 2 ¥ 1 A de leche descremada en polveo). Después
Be enjuagd con Z ¥ 30 ml de TTBS (TBS+Tween-20 0.1 %), v se le
afladié el 1=~ anticuerpo: 50 ml de TTBS + 250 ul de suero contra
histonas (esto es, el suero diluido 200 veces); se dejé toda la
noche en agitacién suave en el cuarto frio.

Al otro dia Be quitd el suero Yy se enjuagd 3 veces 10 minu-
tos con 20 ml (cada vez) de TTBS.

Se affadi¢ el 2° anticuerpo (se utfliz6 anti-1gG de conelo,
obtenido en cabra, rehidratado en 1 ml de agua}: 40 nl de TTBS+40
vl de soluciétn de anticuerpo, ¥y se agitd suave a temperatura
ambiente durante 2 horas.

Se quitd el 2° anticuerpo; el papel se enjuagbt 2 veces con
ITBS vy ‘se le afadis 1la solucién de sustrato. Esta Be preparod
justo antes de usarse utilizando las sigulentes soluciones:

a) amortiguador de carbonato (NaHCOs 0.1 M, MgClz 1 aM, pH

b} solucidn de NBT (NitroBlueTetrazolium} (1 ml de dimetil-
formamida 70 %, en el que se disuelven 30 mg de NBT (Sigma)l.

c) solucion de BCIP (5-bromo-4-cloro-3indoil fosfato) (15
‘'mg de la sal p-toluidina (Sigma) se disuelven en i ml de dimetil-

formanmida. ¢ bien, 15 mg de la sal disédica se disuelve en 1 ml
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de amortiguador de carbonato).

Las tres soluciones pueden guardarse varios dias ara°c.
Se mezcla 1 parte de la solucién de NBT, | parte de la solucidén
de BCIF, y 100 partes de amortiguador de carbonate.

El papel de nitrocelulosa con las proteinas transferidas se
cubri¢ con la solucién de sustrato y se dej¢ 15 minutos aglitando
suave ocasionalmente, a temperatura anbiente. Se lavd entonces

CON agua y se Beco.

Separacién del RNA poli{A)*

Esta separacién se intentéd por la siguiente metodologia.
Columna de oligo dT-celulosa, Se siguidé el protocolo de Perbal
(1984). Se utilizé oligo dT-celulose tipo 7 de P L Blochemicals
{que tenia ya un considerable periodo de almacenamiento),

El procedimiento fue el siguiente:

Se monté una columna de aproximadamente 1 ml en amortiguador

"A {Tris.HC1 pH 7.2, NaCl 0.4 M, SDS 0.3 %) y se lavé varias veces
con el mismo amortiguador, Se lavéd  con unos pocos rililitros de
NaOH 0.1 H, se llend con el mismo y se dejb a temperatura am-
biente durante 20-30 minutos. Se lavé entonces varias veces con
agua destilada, y varias veces con amortiguador A hasta que el pH
fuese cercano a 7.

El RNA total se desnaturalizo en agua (a2 una concentracion
de 0.5-1.0 mg/0.4 m)! de agua) calentandelo a 62-65°C por 1 a 2
minutos y enfriandolo rapidamente en hielo. Ya frio se le ajustd

a la concentracién del amortiguador A (afladiéndole la cantidad
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necesaria de Tris.HCl i M pH 7.0-7.2, SDS 10 R, y NaCl & M). La
muestra se aplictd a la columna, y el tubo Be lavéd con 0.5 ml de
amortiguador A que fueron aplicados también a la columnha. Se
colectd la solucioén que pasd por la columna y Se repasd otras dos
veces a traveés de ella, colectandola al final. La columna se lavo
con 6-7 ml de amortiguador A, colectande fracciones de 1 ml cada
una (RNA poli{A)~). Para eluir el RNA poli(A)* se lavod la columna
con agua deslonizada, colectando fracciones de 0.5 ml.

Se layb la absorbancia a 260 y a 280 nm de cada fraccién,
diluyendo 1:200 las correspondientes al RNA poli(A)-. Las frac-
cliones de RNA poli(A}* se leyeron directamente (sin diluir), ¥
las trés con mayor absorbancia a 260nm se juntaron en un nismo
tubo. Este RNA se puso a precipitar afiadiendole acetato de sodio
hasta 0.15 M (pH 5-5,5) y 2.5 volumenes de etanol absoluto, a
-20'C toda la noche. La colurna se reequilibré en anortiguador A

con 0.5% de azida de sodio, y se guardé a temperatura ambiente.

raccionamiento del RNA po C.

Ya que se pretendia efectuar la traducciédn del RNA poli (A)-
donde posiblemente estarian los mensajeros para histonas (lewin,
1980. pp 660-663) me decidib.eliminar a los BRNA ribosomales de
mayor tamafio. Despues se pedrta concentrar al BNA restante para
utilizarleo en el sistema de traducclén jn 'vitro {(dicho proceso de
concentracién es necesario, pues la fraccion de mensajeros poli-
(A)" respecto al RNA total es muy pequefia (cita anterior); y, en

caso de no separar el RNA ribosomal, se presentan muchos proble-
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mas de resuspension del RNA).

Para la separacién se escogié utilizar una columna de fil-
tracion en gel. Pera ello se tuvieron en consideracién los si-
gulentes tamafios del RNA (Stewart y Letham, 1977, Lewin, 1980, pp
686"

RNA ribosomal 28S5: 5 000 nuclestidos (1.8X10*® da)

18S: 2 000 nucleodtidos (0.7X10* da)
5.88: 130-160 nuclebtidos
S5S: 116-120 nucledtidos
RNAm de histonas
Hl: 670 nucleodbtidos {245 000 da)
H&4: 400-420 nucleotidos (151 200 da)

Se eligid, por tanto, utilizar Ultrogel AcA 22 de LKB. Esta
resina tiene un limite de exclusiédn de 3 000 000 da para protei-
nas globulares vy un rango de fraccionamiento efectivo de 100 000
a l 200 000 da para las mismas. Su limite de exclusioén estimado
para- 4cidos nucleicos es de 750 pb.

De esta manera, los RNAs de mayor tamafio saldrian en el
volumen vacio, y después de ellos todos los restantes en los
volumenes siguientes. En éstos ultimos se precipitaria entonces
el RNA presente, para utllizarlo posteriormente.

Esta columna se montéd y fue wutillzada una sola vez. Para
seguir la presencia del RNA durante la elucion se utilizé un

detector VA-4 con unidad ¢ptica tipo 4 de ISCO.
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Preparacidn del sistema de gintesis de proteinas ip vitro,

Los lisados de reticulocito de conejo tratados con nucle2sa
fueron preparados siguiendo principalmente la técnica de Jackson
Yy Hunt (1983), A la técnica original se le hicieron algunas modi-
ficaciones con el fin de adaptarle a nuestras condliclones de
trabajo, y para asegurar en 1o posible la obtencion de lisado con
alta actividad, cada vez que se elaboraba.

Para obtener el lisado crude, se utilizan dos conejos simul-
taneamente: uno '"joven y pequefie’ y otro "adulto y gordo". A
ambos se les anemiza inyectandoles subcutaneamente una solucidn,
preparada justo antes de usarse, de fenllhidrazina al 1.25% neu-
tralizada con NaCH, segun el siguiente esquema: ler dia, 3 nl; 20
dia, 3 ml; 3er dia, 3 ml;y 40 dia, 2 ml. Al octavo dia se les
sangra por puncién cardiaca, obteniendo la mayor cantidad poBible
de sangre. Cada sangrado se recibe en EDTA sodico 102 pH 7, para
evitar que se coagule, poniendo en la jeringa 0.1 ml para cada 5
ml de sangre; se pasa entonces a un matraz que se tiene en hielo
{puede ponerse inicialmente en la jeringa el EDTA necesario para
30 nl de sangre). Se mezcla suavemente. La sangre de cada conejo
{siempre por separado) se filtra a traves de papel micacloth
humedecido en solucién salina (ver adelante) a vasitos de preci-
pitado puestos en hielo, y de ahi se pasa a tubos Corex de 25 ml
{con tapa) enfriados en hielo también. Se centrifugan a 2000xg 10
min a 4°C.

Se quitan los sobrenadantes y lo mas posible de las capas de

¢élulas blancas con una pipeta Pasteur, y a cada tubo se agregan
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10 ml de solucién salina (0.134 M Nacl, 5 mM KC1, 7.5 mM Acetato ’
de Mg, 5 mM D-Glucosa y 10 mM Hepes pH 7.2)/30 ml de sangre. 5¢
mezcla suave hasta resuspender y se centrifuga como antes. Se
repite este lavado de las células una segunda y una tercera vez,
centrifugando al! final a 5 000xg (para empacar nmejor las célu-
las). Se decanta bien todo el sobrenadante, se estima el volumen
de las células empacadas y se agrega uh volumen igual de agua
enfriada en hielo. Se mezcla blen 1 min, y se centrifuga a 15000-
xg 20 min a 2°C. El sobrenadante se pasa & traves de una malla de
nylon fina (aprox. 50 um), humedecida en agua, a vasitos de pre-
cipitado puestos en hielo, vy rapidamente se pasan alicuotas a
tubos Eppendorf (marcades para cada coenejo) que van siendo pasa-
dos de inmediato a nitrogeno liquido. Si es posible se almacenan

todo el tiempo aqui (en caso contrario al menes a -70°C).

Prueba de la actividad de} lisado. a) optimizacion de_la congen-

tracidén de hemina.

Una vez obtenido el lisade crudo se prueba su actividad

endogena, y al pmismo tiempo se prueban al menos 2 concentraciones
de hemina, buBcando tanto l1a mayor actividad como 1la mayor dura-
cién de asta. Nuevamente se trabajs por separado con cada lisade
crudo. Para cada uno de ellos se hace lo sigulente: se preparan
tubos Eppendorf de 1.5 ml mantenidos en hieleo, con cada una de
las cantidades de hemina (5 aM, preparéda come Se indicéd antes)
que van a probarse (entre 1 y 10 ul). En cada tubo se ponen tam-

bién 4 ul de creatina cinasa (5 ng/ml en glicerol 50 RA). Se des-
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conéglan ﬁubos de lisaqu erude ¥y se pasan 400 ul & cada uho de
los tubos anteriores, mezclando bien (poniends unos segundos en
ei~vortex. sin parmitir la formacion de burbujas). De cada una de
estas mezclas se pasan 18 ul a tubes en hielo con 1 ul de solu-
cion KM (acetato de potasic 2 M, acetato de magnesioc 10 mM}, 1 ul
de creatina fosfato (0.2 M}, 1 ul de mezcla de amineacides no
marcadeos (1 mM de todes). El resto de cada mezcla se pasa al
nitrégeno liguldo, marcado de acuerdo a la concentracién de hemi-
na. Se apade ahora al primer tubo 1 ul de mezcla de **C-asnincaci-
dos, s5& agita brevemente eh el vortex, se pone en la microfugs
unos segundos ¥ se toma uha alicuota de & pl (tiemps cere) que se
paga a splucién para decolorear (0.5 nl de peroxide de hidrégens
5% en NaOH 1 M protegida de la luz); el resto se pone de inme-
diato a 30°C en un baho de agua.

Estas operacicnes (a partir de la adicion de los aminodci-
dos radiactivos)} se efectuan rapida y secuenclalmenre, deljando al
nenos 20 segundos entre uno ¥y otro tubo.

A los 20, 40 vy &0 minutos se toman nuevamente alicuotas de 4
pl, passndolas a soluciébn para decolorear como antes. Despuss de
tomar la Gltima alicuota de todos los tubos de sintesis, se pasan
los tubos con perédxido a un  bafic de agta a 37°C por 10 minutos
{para hidrolizer los aminoacil-tRNA); ¥y después se pasan a8 hielo,
donde se les afiade a ¢ada uno 2 al de soluclién de TCA 254, hidro-
lizado de caseina 2% enfriada en hielo; se mezclan y ge dejan al
menos 30 minutos en el hielo.

Para rtecoger el material precipitado, se agltan los tubos en
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el vortex vy se filtra el contenido de los tubos & través de'fil-
tros GF/C (no GF/A). lavando 2 veces cada filtro cen 3 ml de TCA
8%. Los filltros se secan bajo una lampara incandescente tipo
reflector, y finalmente se cuentan en viales con 3> ml de liquido

de centelleo (Tolueno 1 litro,PPO 4 g,POPOP 0.5 g).

optimizacion de concentracidén de magnesio.

Una vez que se escoge la concentracién de hemina, se prueban
varias concentraciones de magnesio, buscande la mayor incorpora-
cion de marca en proteina. Para ello se hacen las siguientes
soluciones de potasio y magnesio:

("KM 1.5") acetato de potasio 3 M, acetato de
magnesio 15 mM

("KM") acetato de potasio 2 M, acetato de magnesio 10

mH

("KM Mg 2/3") acetato de potasio 2 M, acetato de -

magnesio 6.66 nM

("KM Mg 1/3") acetato de potasio 2 M, acetato de -

magnesio 3.33 mM

Para la prueba en si, se pone en tubos Eppendorf lo siguien-

te:
tubo 1 tubo 2 tubo 3 tubo 4
1 ul KM 1 ul KM 1 pl KM 1 pl KM 1.5
Mg 1/3 Mg 2/3

2ul *°5-Met 24l ®S-Met 2ul *®5-Het 2ul 3%g.Met

y se mantienen en hielo.

42



En otro tubo, también mantenido en hielo, se ponen: Sul de
creatina fosfato, 1 pl de creatina cipasa, ¥ 10 ul de mezcla de
amninodcidos sin wmetionina (no marcados). Se afladen enseguida 3.5
Densidades Opticas a 260nm de polisomas (ver adelante). Se des-
congela un lisado tratado con nucleasa y centrifugado y se pasan
80 ul al tubo anterior. Con esta mezcla se van iniciando las
reacciones de sintesis de proteinas, pasando 1/5 del volumen
final de la mezcla (que variard dependiendo de los polisomas) a
los tubos 1 a 4. Estas operaciones se hacen de la misma manera
que cuando se efectud la prueba de actividad endogena (aungue en
aquella ocasion se inlciéd afadiendo los aminoac¢idos marcados),
con las excepciones de que los tiempos més convenientes son 0,
10, 20, vy 40 minutos, y que las alicuotas para el conteo pueden
ser de séle 2 pl (debido a la mayor actividad de la 2P5S.Met res-
pecto a los *<C-aminoacidos)

De la misma manera que se hizo la optimizacidn para magnesio
puede efectuarse para cada componente que interviene en la hez-
cla, Esto depende de Bi se desea obtener una incorporacioédn aun
mayor; ¥y depende mucho de la disponibilidad de polisomas y de los

otros componentes para efectuar pruebas.

Obtencidén de polisoma 2

Para este procedimiento debe utflizarse tamblén material muy
limpio y esterilizado, excepto los tubos de ultracentrifuga,
Estos deben ser lavados muy blen, y al final enjuagarse con agua

desionizada estéril, tapados con alumihio y secados con vacio vy
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caler suave (30°C}.

Las soluciones utilizadas se liberan de RNAsas tratandolas
¢on DiEtilPiroCarbonato (DEPC): upa vez preparadas las solucjiones
ge les agrega DEPC hasta 0.1% (v/v), se agitan bien y luego se
agitan a intervalos durante 3 horas manteniéndolas bien tapadas.
Luego se afloja la tapa y se ponen en bafo de Maria hirviendo por
30 min. Finalmente, se tapan bien y se guardan a 4°C.

Para la extraccién de los polisomas, se rmuelen los ejes
embrionarios con Nz liquido hasta obtener un polvo muy fino. El
polvo se pasa a un tubo Corex de 25 ml (con tapa) y se le afiaden
8 nl de amortiguador de extraccién (Tris.HCl 100 mM pH 8.5, Baca-
rosa 200 mM, acetato de Mg 50 aM, KCl 60 mM, ajustandc el pH con
HC1l 50%; se trata esta solucién con DEPC y antes de usarla se le
aflade DTT, a 5 mM). Se agita el tubo 1! minuto en el vortex, sua-
ve. Se centrifuga a 500 -1 000xg S minutos a 4°C.

El Bobrenadante g£e pasa a un tubo Corex de 15 ml ¥y se cen-
trifuga a 29 000xg 10 minutos a 4°C. El sobrenadante se filtra a
través de papel miracloth en un embudo Buckner, hacia un matraz
Quitasato pequefioc {utilizande vacio); vy nuevamente es centrifu-
gado a 29 Q00xg como antes. Milentras tanto, se ponen 3 ml de
colchdn de sacarosa (sacarosa 1M; Tris.HCl1 40 mM, pH B.5; acetato
de Mg 10 mM; KC1 20 mM) en un tubo de ultracentrifuga (de 10 ¢ 12
ml). El sobrenadante {entre 7 y 8 ml) se pone con nucho cuidado
{usando una pipeta Pasteur) sobre el colchén de sacarosa, y se
centrifuga a 51 S00 & 52 Q00 rpm en el rotor 75 Ti (Beckman)

durante 2.5 horas a 4°C (o en otro rotor en condiciones equiva-
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lentes). Después de esta (ltima centrifugacion se eliminan bien
el sobrenadante ¥ el colchon, v se enjuaga 1 vez a la pastille
{sin resuspenderla ni despegarla del tube) con 1/2 ml de amorti-
guador de resuspensidon frio (Hepes.KOH 20 mM pH 7.6, acetato de
magnesio 2 mM, acetato de potasio 125 mM, tratar con REPC y lle-
var a PTT 1.5 aM) escurriendo muy bien al final. Si es necesario,
se seca el tubo con tiras de papel filtro (estériles y secas). Se
afiaden 30 ul de amortiguador de resuspension y se resuspende la
pastilla utilizando para disgregarle una pipeta Pasteur con punta
cerrada, Ya resuspendida se pasa todo a un tube Eppendorf frio,
se toman 2 pyl que se pasan a8 otro tubs vy €l resto se congelan en
nitrogeno liquido (en el cual se almacenan). A 1los dos microli-~
tros 5€ les agrega 1 ml de agua y se lee su absorbancie a 260 y
280 nm (posteriormente, &f la lectura &s mavor a 0.7 D.O.zsora/nl
se ajustard la concentracion a este valor; sl es menor, e usaréd

un volumen mayor}.

Tratamiepto del lisado con nucleasa v eliminaclion de ribosonas.

Este tratamlento se hace a partir del lisado crudo. Si es
necesario utilizar lisado al cual se le agregd heamina {durante la
prueba de actividad enddégena}) s56lo se le asgrega lo necesarlo para
completar la concentracion escegida, vy también vuelve afiadirse la
creatina cinasa.

En un tubo Eppendorf mantenido en hialo se ponen: los ul
escogidos de hemina (como en la prueba, para <00 ul de limade}, 4

ul de creatina cinasa, 3.5 pl de CaCla, ¥ 4 Wl de nucleasa mi-
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crococal (endonucleasa micrococal EC 3.1.31.1; 0.176 unidades/ul
segun la definicion de Sigma). Se descongela un tubo de lisado
crudo y se pasan 400 ul al tubo anterior. Se mezcla con cuidado y
se pone a 20°C durante 15 minutos.

Después de los 15 minutos, se afiaden répidamente (pasando el
tubo a hielo} 5 ul de EGTA 0.2 M pH 7.5 ( para prepararlo, se
disuelven 0.1521 g de EGTA agitando en 0.42 ml de KOH Z M, luego
se afiade 1 ml de agua y se sipgue agitando; se checa el pH vy se
afora a 2 ml), se agita y en seguida 2.4 pl de tRNA (10 mg/ml, de
gernen de trigo).

Si a2l 1lisado e le van a eliminar los ribosomas, se hace la
siguiente ¢entrifugacién. Si no, se divide en alicuotas de 50 ul
(en tubos Eppendorf de S00 ul, frios) y se almacena en Na liqui~
do.

Para eliminar los ribosomam, se pasa el lisado a un tubo de
policarbonato para 1la centrifuga TL 100 (Beckman) (lavado muy
bien' y enjuagado finalmente con agua desionizada esteéril) vy se
centrifuga a 100 000 rpm en el rotor TLA-190.2 de angulo fijo (o
en otro rotor en condiciones equivalentes}) durante 20 minutos a
2°C. Al terminar, ce divide el scobrenadante en alicuotas como se

pefiald arriba y se almacena en N> ligquido.

Extraccién del BMV (Brome mpsaic virus).

Este método nos fue comunicade por el Dr. R. Beachy de la
Universidad de Washington. Fue utilizado coh algunas modificacio~

nes. Como siempre, hay que trabajar con la mayor limpieza posible
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utilizando solucicnes tratadas con DEPC vy material limpio v este-
rilizado.

Como ribonucleoproteina, este virus tiene Eop.zs0mn=5=1
ng/ml, Se determind que la concentracidn inicilal de éste es de
21.6 mg/ml. Se recomienda partir de una concentracion de 30 mg/-
ml, pero en este caso se dejd asi.

Se ponen 84 ul de virus en cada uno de dos tubos Eppendorf
de 1.3 ml (a temperatura anbiente} y se les afladen 166 ul de
amortiguador TBE ({Tris.HCl 89 aM, NaxEDTA 2.49 nM, &cido bérico
88.9 mM). Enseguida, se afladen a cada tubo 50 pl de SDS 107 vy se
agitan en el vortex durante 30 segundos. Se afiaden 600 ul de
fenol saturadoc con TBE, se agitan en el vortex 30 segundos, se
dejan reposar 1 minuto Yy nuevamente se agitan en el vortex du-
rante 30 segundos.

Los siguientes pasos se hacen en el cuarto frio.

Se centrifugan 2 minutos en la microfuga, vy las fases acuo-
sag se pagan a otros tubos (cada una por sepsrado) (mantenidos en
hielo). El fenol se reextrae afiadiéndose 300 ul de TBE a cada
tubo; se agita en el vortex 30 segundos Yy ge centrifuga 2 minutos
en la microfuga.

Las fases acuosas de la reextraccion se juntan con Sus co-
rrespondientes de la primera extraccién, y ya juntas se les afa-
den 300 pl de fenol saturadoc con TBE. Se agita en el vortex du-
rante 30 megundos y 8e centrifuga 2 minutos. Se separan las fases
acuosas a otros tubos, y el fenol se reextrae como antes, pero

con 150 uwl de TBE que finalmente se juntan con sus correspondien-
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tes fases acuosas anteriores.

A cada fase acuosa se le afladen 700 ul de eter saturado con
TEE, se agita en el vortex 30 segundos y se centrifuga durante 30
segundos ; después se separa el eter (fase superior) y se desecha.
Esta extraccion con éter se repite otras dos veces. Debe obser-
varge una interfase blanca que va haciépndose menor epn cada ex-
traccion con éter; ests interfase debe ir quitandose al ir sepa-
rando el éter de la fase acuosa (utilizando una pipeta Pasteur).

Después de la tercera extraccion, el éter sobrante en la
fage acuosa Be evapora con vacio o con Nz gaseoso.

La fase acuosa se separa en alicuotas de 400 pl vy Be le
aflade a c¢ada una 16 ul de NaCl 5 M vy enseguida 1 ml de etancl
abscluto. Se dejan toda la noche a -20°C. »

Para recuperar el RNA, se pone 10 minutos en la mnicrofuga en
el «cuarto f{ric, desechando el sobrenadante. Las pastillas se
resuspenden en NaCl 0.25 ¥ (100 ul para cada pastilla proveniente
de 400 ul, se juntan todas las suspensiones en un solo tubo y se
le afladen 2.5 volUmenes de etanol absoluto. Se pone 2 precipiter
a -20°'C por lo menecs 2 horas.

Sa centrifuga 10 minutos en la microfuga en el cuarto frio,
ge dercarta el sobrenadante y la pastilla se seca con vacio. Ya
sec2, se disuelve en 200 ul de apue {(de la mejor calidad, este-
ril), se apartan 5 ul v el resto se congela en Nz liquido (donde
se almacena).

A la alicuota de 5 ul se le afladen i ml de agua y se lee la

absorbancla a 260nm y a 280nm. Se calcula la concentracisn a la
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que quedd el RNA vifal ‘sablendo que una absorbancia de 6.115

DO/ml equivale a 5 ug/ml.

resjis en una dimens de )la rea 6n de sintesis.

Para analizar las proteinas sintetizadas en el ensavo in vitro se
utilizé electroforesis en gel de poliacrilanida siguiende el
método de Laemmli {(1970). Cada volumen de mezcla de reaccién se
mezcld con S5 volumenes de amortiguador de la muestra. En carriles
vecinos se pusieron mezclas de proteinas de peso molecular cono-
cido. Los gelen de 12 % de acrilamida y 0.32 % de bisacrilamida
se corrieron en un aparato de electroforesis para placas GSE-500
de Hoefer S.I. durante aprox. 6 horas a 2-2.5 mA por carril, con
enfriamiento por agua corriente. Fue necesario dejar la corrida
durante 1.3 veces el tiempo requerido por el colorante para al-
canzar el extremo inferior del gel, para que las bandas se dis-
tribuyeran adecuadamente.

Una vez terminada la corrida, los geles se tifieron utili-
zando azul de Coomassie Réso 2l 0.2% (p/v) en metanol 50 % (v/v},
Adcido acetico 7% (v/v) durante al mencs una hora. Se destifieren

mediante varios cambios en acido acético 7 % (v/v).

£ tro e en dog dimensiones (método de Q'faprel. 1975)
Este méetodo se utilizd para analizar las proteinas sinteti-

zadae in vive, y los productos obtenidos al efectuar traducciones

! En la elaboracion de los geles de 2a dimensién conté con
la valiosa cclaboracién del M. en €. Raul Aguilar C., por 1o cual
deseo expresarle mi agradecimiento.
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in vitro con polisomas de maiz. La técnica se siguld como estd
descrita en el articulo original, utilizando en la primersa dimen~
Bion un .gel cilindrico de 2 mm de didmetro, con anfolinas en el
rango de 3 a 10 de pI. La corride se hito en la primera dimension
en un aparato para tubos 1504 de Hoefer S5.J. durante 18 horas a
400 voltios con enfriamliento por agus. Para la segunda dimensidn
pe utilizé un gel igual al sefialado en la electroforesils unidi-

mensional.

3] rafia de Jos geles de electroforesis

Para és5ta, se traté a los geles como sigue. S5e sumergieron
durante 30 aminutos 2 veces en dimetilsulféxide (DMSO) 100% a
temperatura ambiente. Posteriormente se mantuvieron durante 3
hoeras en una soclucién de PPO 22 % (p/v} en DHSC. Se pasaron en-
tonces a agua desionizada durante 1 horas, lavando al final con
agua desionizada el PPO precipitado que queda sobre los geles.
Finalmente, se secan sobre un papel filtro utilizande un secador
zon calor y vacio (BloRad M-224) durante 1 hora.

Las  fluorografias se (feprimieron durante sprox. 32 semanas
gobre peliculas XKodak X-OMat, a ~70°C. Se revelaron y filjaren con

revelador y fijador Kodak GBX.

ng trias,
Las densitometrias se efectuaron con un densitometro GS 300
de Hoefer S.1., ajustando el cero a una parte clara al iniclo de

cada carril (en las fluorografias) y la maxima sefial a la parte
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m&és obscura.. El integrador utilizado fue el Hod. 2220 de LKB,

ajustado sepun las especificaciones del fabricante.

51



Resultados

1. -Prepa on_de lisado c¢rudo. Actividad epd¢eena.

Para la realizacién de este trabajo se prepart inicialmente
un lisado de reticulocito de conejo siguiendo estrictamente la
técnica publicada por Jackson y Hunt (cltada en Métodos). Nuestra
primera meta fue montar un sistema de traducclon heterologo {re-
ticulocito de conejo-embrién de matz) con capacidad de iniciacién
y con una buena incorporacién sobre la incorporacion twasal. Des-
pués de preparar varios 1lisados se encontrd que la actividad es
fmuy variable de uno a otro lote, auhque fueron preparados con las
mismas condiciones. Lo anterior 4indica la dependencia que tiene
la actividad del lisado en relacion a la varlabilidad bioldégica
del conejo del cual fue obtenido el lisado. Fue necesarlo, enton-
ces, planear la obtencién a partir de al menos dos conelfos en
cada ocasio6tn, ademas de realizar pruebas de la concentracion de
los eleaentos que influyen fuertemente en el nivel de actividad.
Otra modificaciéon gue se considerté necesario hacer al protocolo
original consistié en romper los reticuleocitos en un volumen
menor de agua {1 vol. en lugar de !.5 vols.), para compensar la
dilucion que supone adicionar ribosomas exogenos en el sistema
heterdlogo de traduccion.

Un resultado representativo de la metodologia que se siguld,
puestra la influencia de la concentraclon de hemina sobre la
actividad endébgena (fig. 1). Al hacer esta prueba ya se habia

ensayado por separado la actividad endogena del lisade procedente
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de cad.a uno de dos conejos, escogiéndose para continuvar el que
mOstro la mayor actividad.

En la prueba mostrada se utilizé a una mezcla de amino&cides
marcados con  '4C, por 1o cual el numero de cuentas incorporadas
es relativamente bajo al compararle con los resultadbs posterio-

res en 1os cuales se utilizéd >®S.petionina.

Fig.1. Pruaba de conc. de hamina.
23 y 4 /100 4 Ge lisada

350
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o ta ) » - 40 i
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T Hemin. 2.3/40040 . 4 Hermin, 4/500u

Puede observarse en la grafica que con ambas concentracicnes

de hemina se obtiens una actividad inicial muy seimilar, v sin
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embargo esta actividad unicamente se mantiene a mayores tiempos
con la concentracién mayor de hemina. Por tanto se escogio esta
concentracién para todos los ensayos en los cuales se utilizara
este lote de lisado.

Unicamente la concentracion de hemina fue ensayada midiendo
la actividad endogena del 1lisado. E! otro elemento del cual se
probaron diferentes concentraciones en este trabajo, el magnesio,
fue ensayado ya en el sistema heter6logo de sintesis (con poliso~
mas de maiz) puesto que se considerd® que ya no habria manipula-
ciones posteriores que alteraran la concentraciodn final.

El lisado finalmente mostré una muy buena actividad al ser
probado con TMV como mensajero exdgeno (no mostrado). E1 sistema
incorpora linealmente hasta aproximadamente los 15 minutos, ¥y
después mahtiene uha buena incorporacidn hasta los 45-50 minutos;
posteriormante, se mantiene lenta. A los 60 minutos hay una in-
corporacion mayor a 20 veces que en el sistema equivalente sin
adicionar mensaje exdgeno. Resultados similares se obtienen al
utilizar BMV como mensajero exbgenc, aunque con &1 la incorpora-

cién se mantiene lineal hasta los 60 minutos (Fig. 3).

optimizacion de la concentracién de magnesio. Sistema heterdlopo.

Para efectuar esta optimizacién se hizo un "barrido” utrili-
zando & concentraciones de magnesio, tomando como referencia la
concentracién sugerida por Jackson y Hunt (1983). Ya que se des-
conoce la concentracidn endoégena de magnesio que trae cada lisado

ne podemos conocer la concentracidén final alcanzada tras la adi-
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cion de pagnesio exogeno. Adenmas de la concentracion sugerida por
los sutores mencionados (10 oH) se utilizaron 1,3, 2/3 y 3/2 de

la misma. En la figura 2 se ve el resultado de este experimento:

Fig.2.Prueba de to conc. de Mgq.
Poisamae de mair controt

10

cpm %10 "2 ulf

Conc.Ac—ig anodisay/ (mu)

En este experimento el sistema de sintesis funciona con 9011-'
gsomas de mailz. Para establecer el sistema haterdlogo de sintesis
se removieron, por ultracentrifugacién, los ribosomas de los

reticulocitos (aparte de los nensajes de los reticulecitos. tra-
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tandolos_con nucleasa} y se sustituyeroh por poliscmas provenien-
tes de maiz germinado durante 30 horas (ver adelante}.

Puede observarse que dos de las concentraciones probadas (3
y 6xnM) permiten obtener una mayor actividad de incorporacién que
la alcanzada con la concentracién sugerida por la literatura
(10aM). La actividad es muy semejante en el caso de las dos con-
centraciones seflaladas primerc, y la menor actividad se observe
utilizande 15 aM. De manera sizmilar a como se sefald con la hemi-
na, como resultado de esta prueba se escogid 1la concentrac;On 6
nM para los experimentos en 1ot cuales Be utilizara ests lote de
lisado., Se prefirié ésta sobre la concentracién 3 mM por prombver

una actividad inicial ligeramente mayor.

obt n_de isomag_ funcionales de maiz,

El rendimiento de polisomas obtenidos de ejes embrionarios
germinados de maiz variéd de una extraccién a otra. Esta variacién
probablemente se debid a que no es posible moler a los ejes exac-
tamente {gual (al iniciarse la extraccion), y, mas probablemente,
a diferencias en las condiciones de centrifugacion utilizadas. En
1a tabla que se muestra a continuacitn pusede observarse lo ante-

rior:
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Nﬂnéio;&é_éjéé Rotort
1qbﬁ;" 75 Ti
120" 628
* 100 628
100’ 628
"150 A{>' 75 Ti
“liso 75 T4
75 T4

150

. -Como puede notarse el rendinmiento siempre fue mayor utili-
: zando el rotor 75 Ti; con rendimientos menores se obtuvo sufi-
ciente para un buen numero de experimentos {(recordar gque se uti-
lizan 0.7 D.0.ze0rm para cada sistema de Eintesis).

Aunque se extrajeron varios "juegos" de polisomas (esto es:
de maices control, tratados con AIA o MCPP} unicamente de algunos
de ellos se hizo un "barrido™ de absorbancias a diferentes longi-
tudes de onda. En 1la tabla sigulente se muestran algunos datos

representativos:

* E) rotor 75TL (4ngulo fijo) es de la marca Bzckman; fue
utilizado como se menciona en Metodos. El rotor 628 (columpio) es
de la marca IEC; se utilizé 2 la mAxima velocidad (410600 rpm}
durante 2 h 40 nin.
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Polisomas . - Aaso® Azcﬁ ’Aa-o“: “lAama - Az‘u?»‘\z.a

control i‘ - e0s

contrel - . ,;.651

" control - ..1.06

AIA - 2s3 .366 217

ATA ~ S04 . ..s3 . = 168
MCEP Clmai 7 ou3ea- . as0 o Los3 1.69¢
Meee e 1;02 L e17 . 1.653

En las ccaﬂibnes en que se mnidid la absorbancia a 260 v &
280 para 1la misma nmuestra de polisomas, la relacion entre estas
dos absorbancias® fue en promedic de 1.679 variande este valor
entre 1.694 y 1.653. Estos resultados son muy similares a los
obtenidos con ribosomas extraidos utilizando concentraciones mas
altas de sales (hasta 0.5 M de KCl) y colchones de sacarosa pas
concentrados.

De la misma manera que ocurre con el lisado crudo, los poli-

somas pueden almacenarse en nitrogeno liquido, ya resuspendidos

Z absorbancia a la longitud de onda indicada / u)l de suspen-
sion de polisomas (diluido en i ml de agual.

2 La relacién de absorbancias a 260/280 nm gse usa para esti-
mar la relacién acideo nucleico (en este caso RNA)/proteina. Se
congidera que una relacién de 2 corresponde a acids nucleico
préacticamente libre de proteina.
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en amortiguador. Guardados de esta manera han mantenido su acti-
vidad hasta por seis meses (no se han probado tiempos posterio-
res, pero podemeos suponer que pueden estar en esta condicion por

tienpos mas prolongados, sin sufrir dafo).

3. Tratamiento del lisado con nucleasa nmnicrococal ¥ eliminacién
de ribosomas.

Se comprobd en diversas ocasiohes que la metodologia seguida
elimina efectivamente a los mensajeros endégenos del lisado de
reticulocito. Este puede observarse comparando la incorporacién
alcanzada en un ensayo de sintesis en el cual a un sistena de
reaccisn de lisado tratado c¢on nucleasa se le adiciona BMV como
mensajero exégeno, y simulténeamente se efectua otra reaccién con
un sistema idéntico excepto que en lugar de BMY se adiciona un

volumen igual de agua ("+BHV'" y "-BMV", Fig.3)}.
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Fig. 3. Tratamiento dai lisado
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Puede observarse en esta f[igura que aunque en el sistem2 sin
mensaje (-BMV) hubo una incorporacién cercana a2 18 000 cpm, en el
sistema con mensaje (+BMV) la incorporacién fue muy cercana a las
200 000 cpm.

En la misma figura 3 se muestra el resultado del tratamiento
seguido para elimirar los ribosomas endbgenos del reticulocito.

Para ello se probaron varios tiempos de centrifugacién a muy alta
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velocidad, después de haber tratado el lisado con nucleasa, Con
las condiciones seleccionadas se eliminan adecuadamente los ribo-
soras del reticulocito. Las graficas sefialadas como "-Rib" vy
"-Rib+BMV" corresponden a ensayos idénticos a los anteriores, BMV
incluide en el segundo, excepto que no se adicionaron polisomas
de maiz; su incorporacion ("basal") no pasa de 5500 cpm, mientras
que 1a 1incorporacién del mismo sistema adicionado con polisomas
{("+polsn") alcanza 71 600 cpm a los 60 minutos; el incremento es

de 13 veces sobre el valor basal

4, Purificacion de BNA del BMV.

Por medioco de la nmetodologia enmpleada se logrd una pureza
alta ¥y un buen repdimiento {para nuestros fines} al desproteini-
zar el BMV. La relacion de absorbancias a 260 y 280 nm fue igual
a 1.89, superior a la que se seflalaba en la metodologia original
{(1.67). En ésta no se seflala el rendimiento esperado, por lo que
nuestro rendimiento, 381 ugRNA/mg de virus, es buene 86lo en
términos relativos. Ademas, la integridad de al menos 3 de los

RNA mensajeros es muy bueha, como 5€ verd mas adelante.

5. Traduccidn por polisomas control, AIA y MCPP.

Utilizando las concentraciones de hemina y Mg** seflaladas
anteriormente, se pusieron a traducir polisomas extraidos de ejes
embrionarios de maiz germinados durante 30 horas, en agua {(con-
trol}, en solucidén de AIA, o en scluclén de MCPF. Los resultados

se muestran en la figura 4. Aunque la condiclones de sintesls se
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establecieron para polisomas de maiz control, los tres tipos de
polisomas muestran uf comportaniento esencialmente idéntico entre
si. Inicialmente hay una incorporacién muy rapida, para después
permanecer estable. La forma de esta curva v el nivel de incorpo-
racién no variaron en lo absoluto al afiadir PMSF (10 uM) a los 15

ninutos en un experimento idéntico (no mostrado).

Fig.4.Traduccidon de polisomas
contred, AlA y MEPR

o — T T T T T
o . 0 40 &
bermpo/(mindos) 7 i

+ control & MNA a MLPP

Con los productos de traduccién obtenidos en este experi-

ments se corrieron geles de doble dimension utilizando la tecnica
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de O'Farrel (ver Métodos), vprecipitando previamente con acetona
15 mezcla de sintesis. La resoluclén fue pobre, probablemente
debido a la presencia de RNA en la muestra {Hames y Rickwood,
1986) (Fig. 5). En esta misma figura se muestran los patrones de
eintesis de proteinas ip viveo, obtenidos incubandc ejes embriona-
rios de maiz con >®5-metioninaz, en presencia o en ausencia de
auxinas exogenas (que fueron obtenlidos como antecedente de este
trabajo). Debe observarse que en los tres casos NG son semejantes
los patrones n vitro a sus correspondientes in vivo, aun en los
lugares donde hay algunas manchas bien definidas.

En los patrones de sintesis in _vivo aparecen algunas manchas
por efecto de las auxinas. Algunas de ellas se seflalan con nume-
ros en las fotografias correspondientes. Con el tratamiento cen
MCPP un par de manchas (encerradas en circulos) reducen su inten-
sidad respecto al control. Una diferencla notable entre el AlA (y
el control) Yy el MCPP aparece en la mancha inferjior sefalada con
la letra (A): su intensidad es mucho menor en el caso de la ulti-
ma; otra pequefia mancha {B) reduce también su intensidad

Este numero pequefio de cambios en el patrén electroforético
es comun al efectuar tratamientes con auxinas (Guilfoyle, 1986,
p. 250).

En los patrones 3in vitro 1la resolucién y la cantidad de
manchas no permiten apreciar diferencias relevantes entre cada
tratamlento. Estos patrones Ee obtuvieroh para explorar la posib-
1lidad de efectuar experimentos con a-amanitina vy obteher otras

evidencias de control traduccioncl (ver Discusion).
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6. Efecto de la nucleasa sobre los polisomas.

Para probar el efecto de la nucleasa micrococal sobre los
tres tipos de polisomas obtenidos, se adicionaron 0.007 unidades
de la nucleasa a 8.4 D.O. de polisomas en amortiguador de resus-
pension, y se les incubo durante 5 minutos a 20°C. La reaccién se
detuvo adicionando EGTA. La npucleasa es la misma preparada y
utilizada para el tratamiento del lisado {(Fig. 3).

Después de este tratamiento, Be pusieron a traducir los
polimsomas, y Be midi6é 1la incorporacioén a los 40 minutos. Los
resultados aparecen en la flgura 6:

Fig.6.Efecto de nuclessa
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Las barras sefialadas como NT corresponden a la incorporacion
obtenida con polisomas No Tratados con nucleasa. Su altura es muy
similar entre si, y sin embargo después del tratamiento con nu-
cleasa an amortiguador (TA} alcanzan valores muy diferentes.

Ya que el tratamientoc anterior no elimina efectivamente a
los mensajeros unidos & los ribosomas, se decidio¢ intentar el
tratamiento con nucleasa de la sjguiente manera. Del lisado de
reticulocito se removieron con nucleasa los mensajeros y por
centrifugacién los ribosomas; se adicionaron a éste sobrenadante
los polisomas de maiz (de los tres tipos por separado), y ahi se
efectué un nuevo tratamiento con nucleasa. Esto es, en lugar de
tratar a los polisomas "en amortiguador” se trataron "en lisado”.
De esta manera estaban en condiclones (fuente de energia, facto-
res, etc.) de traduclr a los mensajeros, moviéndose respecto a
ellos y dejandolos susceptibles a la accidn de la nucleasa. Des-
pués se hizo un ensayo de sintesis de proteinas utilizando estos
reticulocitos.

En esta ocasion la incorporacion descendi¢é notablemente (TL
Fig. 6) llegando a8 1los 40 minutos a alrededor de 10 000 cpm con
ios tres tipos de polisomas. Esta {ncorporacién es muy pequefia si
se considera que, al igual que en los demas experimentos, la

"incorporacion” al tiempo cero es de aproximadamente 3 000 ¢pm.

Z. Traduccién del BMV.

Utilizando polisomas tratados con nucleasa de laa dos mane-

ras seflaladas en el apartado anterior, se efectuaron ensayos de
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cpm X 10"/(3p|)

sintesis de proéeina#”wédiciohando RNA del BMV como mensajero
exégeno (Fig.7A' y B). ‘Contra lo esperado, el BHMV estimulé muy
paco la incotpofa&idn3 dé marca; &6lo ligeramente mas con los

polisomas control tratédos “en amortiguador' {figura 7A).

Fig. 7. Traduccion de BMV.
(8) palismymos trt. an emartiguodor

tiemps/(mirutas)
0O Cont.-BMV + Cont +8uY Q¢ AA -BuWY
& AA +BNV K MCEE —Buv ¥ MCPP +BY
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. Figu,ro‘, 7 :
(B) ‘potisoman tmk. en Bando” "

o T ™ T e T T
o] 10 w0 ol L)
bernpa,/{minutos)
O Cont.-BMY +  Cont.+BUV 4 MNh ~BWY
A NA +BMY X WCPP —BUY ¥ MCPP +BMY

Con los productos de sintesis de cada experimento se corrie-
ron geles de i1a dimenslon utilizando el método de Laemmli (ver
Matodos), con el fin de ver si aun con la falta de estimulo sig-
nificativo aparecen productos correspondientes al BMV. La figura

8 muestra la fluorografia del experimento correspondiente a la

figura 7A:.
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Figre;ﬁF;ybrogrgfgéVcérrespdndiente a la Fig. 7A.

comtrel . AlA McPPp
=4 = RC 4 4+ - e—BMY

En esta primera fluorografia es dificil distinguir bandas en
lag partes media e inferler. Sin embargo, en la parte superior
puede identiflicarse una banda que Unicamente aparece en los ca-~
rriles correspondientes a reacciones que incluyeron BSMV (el ca-
rril central "RC" corresponde a BMV traducido en lisado tratado
solamente con nucleasa, conservando sus propios ribosomas). Esta
banda es muy notoria en los carriles dal control ¥ del AIA («BMV
ambaa} ¥ no puede distingulrse an el carril de MCPP (+BMV). Este
es mads clare al comparar las densitometrias (Fig. 9). El pico

seflalado con la flecha correspohde a la benda mencionada. Es
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importante seftalar que los carriles se cargaron con igual nurero
de cuentas incorporadas, por lo que la intensidad de las manchas

es comparable entre cada carril.

Fip. 9. Densitometria de la fluorografia anterior

Absorbancla

Contral AlA MCPP

{corriles -+ RNA dal BMV)
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EL patrén - obtenido-con

‘correspondiente 5‘145§1h;esisrﬂe' a:figura'y

rag (Fig: 10}):

_BMV

97

20

En esta segunda fluorcgrafia se incluyé tamblén un carril

de lisadc sin mensaje, que no pudo cargarse con igual cantidad de
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marca debido a la limitacion de volumen que puede utilizarse
(para cargar el carril). Es claro sin embargo, que practicamente
no hay proteinas marcadas en él. Asimismo, el carril correspon-
diente al BMV traducido en lisado se cargé con mAs marca pars que
todas las bandas que en él aparecieran fueran distinguibles con
claridad,.

En esta fluorcgrafia si pueden distinguirse claramente
bandas correspondientes al BMV. Como se mencionéd, en la litera-
tura se reporta que la traduccién in vitro del genoma del BMV
produce cuatro proteinas, de pesos moleculares entre 110 000 a
105 000, 97 000, 35 000 y 20 000 (la proteina de la cublerta)(2a-
gorski, 1978; Morch et _al, 1986) . Aqui no se dietingue la pro-
teina mayor que muy probablemente no fue sintetizada (ver Discu-
sién); sin embargo se distinguen claramente una de aprox. 97, la
de 35 y la de 20 Kd. Estas aparecen también en las traducciones
con ribosomas de maiz +BMV, junto con numerosas bandag correspon-
dientes a mensajeros remanentes de maiz,

Visual y cuantitativamente 52 observan diferencias en la
intensidad de lazs manchas entre el control, AIA y MCPP. En la
densitometria correspondiente (Fig. 11} se sgefalan <¢on flechas
los pices de las bandas que corresponden 2 proteinas del BMV
(esto es, que aparecen en el carril del BMV y corresponden a los
pesos moleculares reportados). Puede verse que la intensidad de
los tres picos no es homogénea con los 3 tipes de ribosomas usa-
dos, sino que hay variaciones especificas: el primer pico sefia-

lado (97 000 d) apenas aparece como un "hombro” en el carril de
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MCPP., y su area por ello no es detectable; ademas, en el carril
del AIA es ligeramente mayor que en el del control. El segundo
pico seflalado (35 000 d) muestra una intensidad muy semejante
para los tres tipos de ribosomas. El ultimeo (20 000 d) nuevamente
es menor (pero si estéa presente) con los ribosomas de ejes trata-
?25 ¢on MCPP, y shora la banda es mayor en el control que con

ATA.

20 £0

35 35 o7 35

q
o
-

Absorbanclo

MCPP ) AlA
{carrilas 4+ RNA dal BMY)

Contro!
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Discumién

‘Son pocos los trabajos publicados en los cuales se utilicen
sistemas hetertlogos de sintesis de proteinas. En estds caso8 Se
ha buscado principalmente hacer comparaciones entre factores de
iniciacién de diferentes especies. HNombela et _al (1975) encuen-
tran que el eIF-2A de reticulocito de conejo y el del ¢rustaceo
Artemia salina son pradcticamente idénticos en estructura y fun-
cidén. El elF-2A de Artemia puede promover la formacién de comple-
jos ribosomales heterdlogos, con subunidad 40S de mamifero y
subunidad 605 de crustaceo. Ello ocurre siempre y cuando se in-
cluyan otros factores de iniclacién de reticulocito. Asimismo, un
sistema de traducciéon in vitro obtenido a partir de embriones de
A. Balina es funcional utilizando factores de iniciacion de mami-
fero (Filipowicz, et _al, 1876).

Los anteriores estudios parecen indicar que existe un consi-
derable nivel de conservacion en los componentes de la maguinaria
de traduccién entre diferentes eucariotes. Sin embargo, tambien
se han encontrado diferencias considerables. Por ejemple, el
mismo eIF-2 de Artemia sallpa no necesita de ningin facteor adi-
cional para intercambiar GDP por GTP, mientras que en reticulo-
citc de conejo es indispensable la presencia del factor GNEF
(Mehta, Woodley y Wahba, 1983). Algunas diferen¢ias se presentan
tambien entre factores de germen de trigo y de reticulocito de
conejo. Como se menciond en los Antecedentes, la fogferilacién

del factor eIF-4F de retliculemcito altera notablemente su funcio-
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namiento (Panniers, g;_gl. :1985). mientras que la actividad del
elF-4F . de gérmen no se afecta al ser fosforilado (Humphreys,
Browning y Ravel, 1988). Mas importante aln es el hecho de que
los factores elF4-A, elF-4B y elF-4F de germen de trige son inca-
paces de estimular la traducciébn en un sistema de reticulecito
limitante unicamente en estos factores; e incluso en ensayos
similares (de sustitucion), el elF-4B y el elF4-F de trigo inhi-~
ben_la traduccién (Abramson, et _al, 1988). Sin embargo, en el
mismo trabajJo anterior se encuentra que los correspondientes
factores de reticulocito si logran sustituir faunque no totalmen-
te) a sus contrapartes en un sistema de germen de trigo.

En otro tipo de estudio, se encontré que las proteinas ribo-
somales (aisladas y en ribosomas completos) de levadura, germen
de trigo e higado de conejo son susceptibles de fosforilacion por
cinagas citoplaswicas de cualqulera de las otras dos especies {en
experimentos cruzados), obteniendose incorporaciones y patrones
de fosforilacidn muy semejantes en todos 1los casos (Grancharova,
Getova y Nikolov, 1976). Ello sugiere que la estructura de los
ribosomas ez muy semejante en estas especies.

En nuestro trabajo el objetivo era montar un sistema heteréo-
logo maiz-reticulocito de traduccién in vitro. En él, todos los
componentes de la maquinaria de sintesis de proteinas, excepto
los ribosomas, pertenecen al reticulocito; y unicamente los ribo-
somas provienen de los embriones de maiz, Con este sistema ge
incorpora marca eficientemente al utilizarlo para sintesis de

proteinas dirigida por polisomas de maiz {(figura 4), en los cua-
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les &1 RHNA mensajero vya se encuentra unido a los ribosomas. Sin
embargo, al adicionar polisomas de maiz no se logra la miema
linearidad en la incorporacidn que al medir la actividad endégena
del lisado o al probar el sistema homélogo con BMV como mensajero
axbtgeno. Ello podria deberse a los polisomas en 5i o a efectos de
la centrifugacion sobre el lisado; p.eJ., que se eliminaran parte
de los factores de iniciacidn conjuntamente con los ribosomas: a
menos que se utllicen concentracivnes altas de potasio los facto-
res de iniclacién sen arrastrados con los polisesas al centrifu-
gar a alta velocidad (Merrick, 1979). Ya gue no podemos utilizar
este tratamiento con KC1 en el lisado, tratamos de disminuir esta
posibilidad haciendo el tratamiente con nucleasa antas d2 hacer
la centrifugacién., Esperariamos desensamblar asi los poliscrnas
liberando los factores de iniciacien que pudiera haber unidos.
Aunque el sistema heterologe si inicia (pues traduce los RNAs del
BMV), estos factores podrian ser limitantes. Por ello. si se
desea una actividad de incorperacion maysr, quizds sea necasario
intentar extraer factores de iniclacion de 1a pastillaz ribosomal
obtenida a2l centrifugar el lisado, y readicionarlos al sistema.

Ho obstante 1o anterior, tenemos fuertes evidencias de que
e) sistema si inicla y de manera correcta, pues traduce al penos
tres de los RNAs del BHMV que se adicionan exbgenamente; y los
productos obtenidos corresponden a los pesos moleculares espera-~
dos, cono se discutira mas adelante.

Con las condiciones experimentales wutilizadas en este sis-

tema de traduccioén in vitro, los tres tipos de polisomas usados
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(control, y de tejidos estimulados con AIA o con MCPP) incorpo-
faron la nmarca radiactiva de mpanera practicamente jdéntica, en
cuanto a la cinetica del proceso {Fig, 4). Como sé¢ menciono,
inicialmente hay una répida incorporacion de marca en material
precipitable con TCA y posteriormente ésta se hace muy lenta.
Ademas de la posibilidad ya discutida (limitacion de factores de
iniciacién), la forma de 1la grafica también podria sugerir que
una RNAsa se estuviera sintetlzando, o bien. que 1la sintesis de
una proteasa durante el procesc pudiera destruir las proteinas
sintetizadas. No se encontraron antecedentes para descartar que
haya sintesis de RNAsas, pero el sistema de reticulocito contiene
un inhibidor endogeno de RNAsas semejante a}l obtenido de placenta
humana (Scheele y Blackburn, 1979), y este evitaria al menos par-
cialmente la accion de estas trazas de RNAsas. Respecto a las
proteasas, a)l adicionar PHMSF a una concentracion final de 10 uM
no se modiflcd en lo absoluto 1la forma de la grafica de incor-
poration, por lo cual no es muy probable la accion de una protea-
sa. No se intentd aumentar la concentracion de PMSF pues entonces
e inhibiria la sintesis de proteinas.

Otra posibilidad para explicar tanto la forma de la grafica
de incorporacién con polisomas como la baja incorporacién obte-
nida con ribosomas (ver adelante) es que la terminacion (de ia
traduccién) fuese un paso limitante, pues si 1loe mensajes no
estan siendo liberados eficientemente déspues de ser "letdos" por
cada ribomuma entonces no poedrian ser reutilizados rapidamente

para un nuevo ciclo de traduccion. Esto sucederia si los factores
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de:terminacibn del reticulocite no trabajaran adecuadamente con
los ribosomas de maiz. No se han reportado trabajos en los que se
comparen factores de terminacién de diferentes especies. Es auy
poco probable que algun otro componente del sistema de reticulo-
cito {p.ej. la concentracion de algun ifon) fuese responsable de
una terminacién ineficiente, pues la traduccion de BMY en el
sistema homblogo (Fig. 3) procede linealmente por al menos 60
minutos (y en los sistemas heterdlogoe unicamente se cambian los
ribosomas y quizas se disminuya la concentracion de factoras de
iniciacidén: todos los demas componentes son iguales).
Se ha sefialado que la cantidad de potasio en el sistema
. puede ser inhibitoria de la iniciacitn, pero el range en el cual
no hay inhibicion depende del ion acompafiante: cloruro o acetato
{Weber, et al. 1977). Este range es amplio al usar acetato, que
fue el ion utilizado por nosotros. Por esta razébn no se hizo una
prueba de concentraciones de potasio, ¢ono se hizo ¢on el magne-
sio (ver adelante). Por ¢ésto también no parece probable que la
concentracion final de potaslo fuese supraéptima y que ello afec-
tara la traduccisen al grado de ser la causante de la falta de
traduccién del mensaje correspondiente a la proteina de 110 000
(Figs. B y 10). En germen de trigo ccurre inhibicién fuerte de la
traduccidén de este mensaje cuando la concentracion de potasio es
mayor a 110 mM (Chroboczek, Puchkova y Zagorski, 1980), pero a
esta misma concentracién es mayor la inhibicien de la traduccion
de) mensaje correspondiente a la proteina de 35 000, misma que si

estad siendo traducida en todes nuestreos sistemas (Figs. 10 y 11)
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(y ademas c¢laramente en el lisado de reticulocito con ribosomas
propios; y, como se menciond antes, en 1l¢s otros sistemas se
utilizan exactamente las mismas concentraciones de K*), Asimismo,
en ese reporte se observa que a esa concentraciéon de K* la inhi-
bicién de la traduccion de la proteina de 97 000 da es completa,
la cual es claramente traducida en nuestro sistema., Tampoco se ha
eliminado por completo la posibilidad de que nuestros polisomas
arrastren algun factor de iniciacién. Nosotres hemos obtenido
evidencia de que nuestros ribosomas {obtenidos utilizando 60 aM
de K*) no acarreap otras proteinas que las que presentan riboBo-
maf extraidos usando 500 mM de K* (Pérez-Mendez, A. Comunicacion
personal). Esta ultima concentracién se wutiliza para "limpiar"
los ribosomas de reticulocito de conejo de proteinas ajenas a las
de la estructura del ribosoma (Merrick, 1979). Mas aun, los fac-
tores de iniclacioén de germen requieren concentraciones menores
para liberarse (Lax, et al, 1986); e incluso Sikorski, PFrzybl y
Legocki (1879) solo logran particulas ribosomales funcionales si
éstas son obtenldas utilizando 50 mM de R+, pues con mayor con-
centracion parece haber pérdida de proteinas ribosomales. Asimis-
mo, en base a la bibliografia esperariamos que de haber factores
de iniciacién de maiz presentes en el sistema heterélogo, la
traduccién se inhibiria por una probable competencia con los del
reticulocito {(Abramson, et al, 1988).
- Consideraciones parecidas a las sefialadas para el potasio

pueden hacerse respecto & la concentraci¢én de magnesio. Se sabe

que diferentes mensajes pueden tener distintos requerimientos de
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magnesio para - ser traducidos éficientemente (Jackson v Hunt,
1983, p. 65). Puesto que en huestro trabejo la optimizacion ae
magnesio se hizo Unicamente con polisomas de maiz control (y el
optimo podria ser diferente para los otros polisomas), y los
mensajes utilizados para comparar la selectividad de los riboso-
mas son los mismos (del BMV), seria necesario que cada tipo de
polisomas trajera "atrapadas" cantidades considerables y dife-
rentes de magnesio o de otras moléculas como poliaminas, que
pueden inhibir la traduccién de mensajes especificos (Kaneji y
Pegg, 1986). Por ello 1la probabilidad mayor corresponde a la
alternativa asumida en nuestra hipotesis, es decir, que los ribo-
sOmas per se estén modificados y como consecuencia se comporten
diferente en las mismas condiciones. Nosotros hemos sSupuesto que
esta modificacion consiste en fosforilacién de 1las proteinas
ribosomales por las otras evidenclas que provienen de nuestro
laboratorio (ver Introduccioéon) aungque no descartamos otras posi-
bles modificaclones. En los Antecedentes se comentaron varios
ejemplos de camblos en la funcionalidad del ribosoma debidos a
fosforilacidn de sus proteinas (MNielsen, Thomas y Maller, 1982;

Thomas, et _al, 1982; Nielsen, Thomas y McConkey, 1981; Duncan vy

Hqunkey, 1982; Scharf y Nover, 1982; Palen y Traugh., 1987), vy
también se ha reportado la metilacidén de proteinas ribosomales de
levadura (Lobet, Lhoest y Colson, 1989) sin gque se hava buscado
algun efecto de la misma.

Sin embargo las anteriores especulaciones no se pueden des-

cartar con los resultados obtenidos en este trabaj)e. Para ello es
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necesaric efectuar trabajo adicionsl encaminade directamente a
verificar que la fosforllacion de las proteinas ribosomales es la
responsable directa del camblo observado en la traduccion de los

RNAs del BMV.

Efecto de las auxinas_en el funcionamiento de los ribosomas, vy su
posible interpretacién.

Los patrones de sintesis de las proteinas solubles produci-

das in vivo, presentan algunas diferencias importantes entre los

tres tipos de ejes embrionarios de maiz, ¥y algunas otras nas
pequefias. Estos resultadea confirman otros que han sido obtenides
en experinmentos similares con hipocotilos de soya y otros tejidos
vegetales tratades con auxinas (Guilfoyle, 1586). Es importante
notar que, aunque las mavores diferencias se observan al tratar
con auxinas a los ejes embrionarios respecto a leos ejes no trata-
dos, no son iguales los patrones obtenidos con cada auxina, Como
se discutird més adelante, el AIA y el MCPP también producen
respuestas fisloloégicas difereptes entre s8i al utilizarlos en
otros sistemas.

La alteracion en la sintesis de proteinas in _vive producida
por la aplicacion de auxinas puede tomarse comd un antecedente
compatible con nuestra hipstesis de trabajo, aungue las diferen-
cias observadas pueden deberse tanto a cambios en la poblacidn de
BNAs mensajeros en cada tipo de ejes embrionarios como a altera-
ciones en 1la velocidad de traduccion de los mlsmos. Para discer-

nir entre estas dos posibilidades un experimento adecuado con-
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sistiria en obtener los patrones de sintesis de proteinas in vivo
incubandc a los ejes embrionarios en presencia de a-amanitina
desde el inicio de la imbibicidn, lo cual causaria la inhibicién
de la sintesis de nuevos RNA mensajeros. De esta mahera los jue-
gos de RNA mensajeros presentes en las células serian los mismos
para los tres tipos de ejes embrionarios, esto es, corresponde-
rian a los mensajeros almacenados desde la maduracion de la semi-
lla. Nosotros tratamos ademds de examinar los patrones de sinte-
gis de proteinas in vitro dirigidos por los tres tipos de poliso-
mas, Y de compararlos con los patrones ln vive, para confirmar
que hay diferentes mensajeros va en los polisomas obtenidos (esto
es, que in vive al menos algunos de los polisomas cargaron a
diferentes mensajes), y que la apariclion de nuevas manchas no
esta controlada a nivel de elongacién o de terminacisén., La poca
resolucidn que obtuvimos, a pesar de dque se preparéd la muestra de
distintas manerss y de que se utilizaron diferentes tamahos de
gel, no nos permiti¢ efectuar tal comparacidén en toda su ampli-
tud. Sin embargo. pareceria que hay muy poca diferencia entre los
tres patrones electroforéticos de proteinas in vitre (Fig. 5), lo
cual indicaria que in vivo existe alguna regulacion de la velociw -
dad con la que estan siendo traducidos los RNAm ya “cargados"” en

los polisomas®,

®Mientras esta tesis era escrita se realizaron en el labora-
toric los experimentos con a-amanitina. Se comprobo que la inhi-
bicién de la sintesis de RNA poli(A)* fue de 98% respecto a los
controles. Los patrones electroforéticos de proteinas sinteti-
zadas 1n vivo mostraron diferencias entre los ejes enb. tratados
con AIA, cop MCPP y los No Tratados, dando evidencia de la exis-
tencia de control postranscripcional modulado por auxinas.
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El tratamiento con nucleasa micrococal, para eliminar los
RNA mensajeros endoégenos unidos en 1los polisomas de nmpaiz, se
intent¢ primerasente adicionande 1a nucleasa a los polisomas en
amortiguador de resuspension. Con las condiciones wutilizadas el
lisado de reticulocito suestra claramente una destruccelén total
de los polisomas (Fig. 3). Para los ribosomas de maiz, sin embar-
go, el tratamiento fue ineficlente aunhque en diferente grado para
cada tipo de polisomas (Fig. 6). Es posible gque ello se deba a
una diferente agregacién de los ribosomas sobre ceda mensajero;
esto es, en los polisomas de tefidos tratados con MCPP  los ribo-
sonas estarian mis juntos y protegerian mas a los pensajes que en
los polisomas AIA, y en éstos mas que en los control. Aungue yo
no repett esta observacién, cabe seflalar que en trabajos realiza-
dos anteriormente en nuestro laboratorio, tambien se observaron
diferencias al tratar con nucleasa micrococal polisomas prove-
nientes de enmbriones de maiz incubados en presencia o ausencia de
suxinas {Pérez, L. Comunicacion perscnal). Esto es algo intere-
sante por explorar, pues si la mayor proteccion es real padria
llevar eventualmente a la acumulacién de algunos mensajes al
darles mayor “estabilidad" (en tejido tratado con auxinas) y por
tanto producir mayor concentracién de las proteinas correspon-
dientes.

El tratamiento de los polisomas "en liszadoe" parece mag afec-
tiQo parz eliminar los pensajeros énQOgencs. juzgando por la
incorporacién dirigida por‘los migmos (Fig., 6). Con este trata-

miento se pretendia hacer que los mensajeros ""salieran” de los
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ribosomas ¥y quedaran expuestos al ataque de la nucleasa, Se co-
rre, sin embargo, el riesgo de dafar al lisado (p. ej. por desna-
turalizacion de 1las proteinas) con el doble tratamiento con nu-
cleasa, simplemente por el mayor tiempo en que el lisado esté
descongelado. Se encontréd que aunque la incorporacién “endégena"
fue drasticamente reducida con este tratamiento, aun aparecen
nurercsos productos de la sintesis "enddgena™ (esto es, dirigida
por mensajes ya presentes en los polisomas) (Fig. 10; carriles
“-BMV')., Ademas, con los polisomas tratados de una u otra manera
s6lo se logr6 estimular ligeramente la incorporacion de marca
sobre la incorporaciétn basal al adicionar BMV (Fig. 7). Sin em-
bargo, los RNAs del virus si fueron traducidos en el Bistema
(Figs: 8 y 10). Otra manera en que podria intentarse el trata-
miento para eliminar los RNAm endogenos seria resuspendiendo la
pastilla de polisomas en amortiguador con bajas concentraciones
de magnesio (y con inhibidor de fosfatasas), con el fin de sepa-
rar ambas subunidades ribosomales y liberar al rmensaje (Madiar,
Michel, Cozzone y Reboud, 1979). Se adicionaria entonces la nu-
cleasa con CaClx, y se detendria el tratamiento quelando el cal-
cio con EGTA. Finalmente, se recuperarian las subunidades riboso-
males centrifugande a alta velocidad. Después de enjuagarlas y
resuspenderlas en el amortiguador adecuado podrian utilizarse en
el sistema heterologo de sintesis.

Posiblemente el tratamiento sugerido eliminaria mejor a los
mensajeros endégenos de los polisomas que el tratamiento “en

lisado™ utilizado en este trabajo.
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Bl anaiisis de las proteinas sintetizadas en el sistema in
gi;;g se realizo por electroforesis utilizando la mezcla de reac-
_ci&n al término de la incubacion. Las proteinas sintetizadas se
corrieron en geles unidimensiconales y se evidenciaron por fluoro-
grafia. En la primera fluorografia mostrada (Fig. 8) aparecen
numeroeas bandas marcadas, muy cercanas unas de otras en su Rayo-
ria. La elevada traduccion de mensajeros enddgenos y poca resclu-
¢ién en la parte inferior del gel pueden explicar este efecto, lo
que también “oculta' la aparicion de los productos especificades
-por el RNA del BMV. Unicamente en la parte superior del gel es
posible distinguir bien una banda de proteina del BMV: la corres-
pondiente a la proteina de 97 000 de peso molecular. Visualmente
es clara la presencia de esta banda s6lo en los carriles donde se
corrié el sistema en presencia de RNA del BMV, Asimismo se puede
distinguir bien la diferencia en la intensidad de esta banda
entre los productos traducidos por poliscmas MCPP y los polisomas
Control y AIA. En el segundo experimento, en el que se usaron los
ribosomas tratados en el lipado para quitarles el RNAm endégeno
ge tuvo uha pejor resolucién (Fig. 10). En el se ve nuevamente la
aparicién de la banda de 97 000 de PM y la diferencia en intensi-
dad sefialada arriba se repite cercanamente y con mas claridad en
estd segunda fluorografia (correspondiente al experimento de la
figura 7B). Aqui, aunque npuevamente aparecen hnumerosas bandas su
intensidad es nmenor equiparable a las de las bandas correspon-
dientes a las proteinas del BMV (pues la traduccion endégena se

redujo conslderablemente), y éstas se distinguen claramente. Es
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importante seflalar nuevamente que la banda correspondiente a . la
ﬁroteina de 35 0000 de peso molecular aparece en las traducciones
de BMV con los8 tres tipos de ribosomas y que su intansidad es
practicamente la misma en los tres casos. Por lo tanto las dife-
renclas de intensidad sefaladas para las bandas de 97 000 y de 20
000 {(entre Control, AIA y MCPP) parece que se deben a una traduc-
cion diferencial de sus mensajes, y no 3 una inhibicién genera-
lizada de la traduccion de los mensajes exédgenos en alguno de los

tipos de riboscmas usados.

Las diferencias en traducclon de los RNAs del BHMV entre los
3 tipos de ribosomas, con la 1limitacién que representa no haber
podido eliminar por completo los mensajeros endogenos, podenos
atribuirlas fundamentalmente al tipo de ejes enmbrionarios de los
cuales fueron extraidos 1los ribosormas {esto es, sin tratar, o
tratados con AIA o con MCPP). Come se seflalo en la Introduccion,
hemcs encontrado en nuestro laborateric que el tratamiento con
auxinas altera la fosforilacién de los ribosomas, y nuevamente el
AIA y el MCPP lo hacen de manera diferente. Ello correlaciona con
los resultados obtenidos en este trabajo: las diferencias ob-
servadas son Mmayores entre el MCPP y el Control que entre el AIA
y el Control. Este comportamiento diferente entre el AlA vy el
MCPP se ha observado también en el sistema de induccidn de callos
de maiz: la auxina sintetica tiene mucho mayor capacidad para
llevar a cabo esta induccién que el AIA {Pérez, Aguilar y Sanchez

de Jiménez, 1987). La razon de ello podria ser unicamente que
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cada auxina tuviera diferente fpotencia". va sea por estabilidad
mayor dentro de las c¢élulas {(AIA se degrada facilmente), o por
diferencias en afinidad de el o los receptores de auxinas que se
conoce forman parte del mecanismo de accién de estos fitorregula-
dores. Sin embargo tamblén existe la posibilidad de que el meca-~
nismo de accidn de cada una de estas auxinas no sea completamente
idéntice al de la otra. Es conveniente tener en consideracion las
anterjores observaciones sl se hacen estudios con auxinas sinté-
ticas buscande conocer el papel ¥y el mecanismc de accion de la

auxina natural,
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Conclusiones. Trﬁb;jé a future.

como se seﬁ316 en 1a Introduccién, el obijetivo del presente
trabajo fue investigar si el <tratamiento con auxinas produce
pltearaciones en la selectividad de los ribosomes, utilizando para
eiid el modelo de ejes embrionarjos de maiz en germinacion. Aun-
que este objetivo no se cubrit en toda la extensioéon deseada, pues
no se efectuaron los experimentos con RNA poli{a)* vy polilA)-
endogenos de maiz, los resultados obtenidos aportan evidencia
positiva en favor de esta hipotesis. Sin embargo, es necesario
efectuar experimentos adicionales para que la evidencia ees com-
pletamente clara.

En la Discusion se sugirié una metodologia que posiblemente
permita eliminar total o casi totalmente a les RNA mensajeres
endodgenos unidos a los ribosomas de maiz. Esta eliminacion es
indispensable para evitar cualquier posible efecto de competencia
con 105 mensajeros que se adicionen exégenamente; vy permitiria
ver de manera completamente clara los productos de traduccidédn de
los RNAR que se adicionen exogenamente al sistema hetertlogo de
traduceion (utilizando nuevamente ribosomas provenlentes de ejes
embrionarios tratadogs o no con auxinas).

Es conveniente continuvar utilizando 1o0s RNAs del BMV para
estos nuevos experimentos. Al menos 3 de los mensajeros son tra-
ducidos adecuadamente en el sistema; y, principalmente, el RNAm
correspondiente a la proteina de 97 000 es susceptiblce de mostrar

el efecto de camblo de selectividad buscado en los ribosomas.
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Es necesario también asegurarse de que no hay factores de
iniciacién presentes en los ribosomas de maiz adicionades al
gistema heterodlogo. Para ellos es conveniente extraer los ribeso-~
mas utilizando concentraciones mayores de K* durante el proceso,
en tanto que los ribosomas permanezcan actives. Se considers gque
utilizando 500 mM de K* se obtienen ribosomas libres de factores
de iniclacion (Merrick, 19793, Sin embargo en nuestro labsratorio
hemos obtenido ribosomas en estas condiciones y han perdido com-
pletanmente su funcionalidad (Peérez, L. Comunicacion personal).
Puede ser necesario obtener el patrén electroforético en 2= di-
mension de las proteinas presentes en los ribosomas gue permpanez-
can funcionales al ser obtenidos con la mayor concentracion posi-
ble de K<, y compararlo con alguno ya publicado de ribosomas
provenhientes de vegetales.

S{ los experimentos anteriores resultaran positivos se ten~
dria una evidencia mayor de gue la alterscion de la selectividad

ocasinnada por las auxinas reside exclusivamente en el ribosoma.
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