
FACULTAD DE QUIMICA 

EFECTO DE LAS AUXINAS SOBRE EL PROCESO DE 
TRADUGION EN MAIZ: MODULACION A NIVEL 

. RIBOSOMAL. 

T E s 1 s 

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE: 
MAESTRO EN CIENCIAS QUIMICAS 
PRESENTA: 
JORGE RAFAEL lBARRA CABALLERO 

México, O. f. 

TESIS CON 
FALLA üE ORIGEN 

1 9 9 o 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



L.a:s .3U:.unas S·:in un .grupo oe titcrre~ulaaores que Provocan 

numerosas respuestas al ser apl1caoas a teJ1oos vegetales. Estas 

respuest:as incluyen eventos a nivel t.ranscr1pcional y postrans­

cripc1onal. En nuestro labora~or10 se ha cbservado que la apl1-

cacion exogena de auxinas a eJeS emDrionarios ae ma1: provoca 

cambios en la fosforilaclón de los ribosomas, y s1multanebmente 

produce cambies en el patr~n electroforetic~ de proteinas sinte­

tizadas *" vivo. En tejidos animales se ha reportado que la fos­

forílacion de prote1nas r~boscmales altera la íuncional1ctad de 

los ribosomas. Por estos antecedentes. en el presen~e trabajo se 

propone que las auxinas alteran la selectividad de los r1bvscraas 

producien-:io la t.raduccion diferencial de RNAs mensa Je res. Es'1:a 

hipOtesís se sometiO a prueba desarrollando un sistema neterologo 

de traduccion 1.n ví~ro. v utilizando~ fiNA: mensaJer~s naturales. 

as1 como una auxina sintet1ca !MC?PJ y la auY.ina natural iAlA}. 

Los resultados obtenidos indican que ambas aux1nas. al ser apli­

cadas a ~Jee embrionarios de ma12. cambian la selectividad de los 

ribosornas. y producen una mayor pro~eccion de las RNA mensaJeros 

en los polisomas. Ambos efectos son muy claros con el MCPP, y en 

menor medida con el AIA. 



Abstraet 

''Auxin effect on translation process in ma1ze: modulation'at the 

ribosomal level" 

Auxins are a group oí plant hormones that cause a number of 

responses 1.1hen appl1ea to pl~nt t1ssues. Transcriptional and 

postranscriptional events are 1ncluaed emong these responses. In 

<0ur laboratorv we have observed tha.t exogenous appl1cation ot 

auxin to maize embryo-axes ~odifies ribosomal phosphorylat1on. 

and simultaneously changes the electrophoret1c map of the in vivo 

synthesized prote1ns. as it nave been reported in animal tissues. 

Based upon the above rnentioned. we suggest 1n th1s worK t.hat 

auxins modifies r1boso~al selectivitv. produc1ng a. ditferent1al 

'translation of messengers RHAs. Tnls hvpothes1s has been tested 

crea~ing a heterologous ~ translation svstem ~lth 4 natu­

ral messenger RHAs, one synthet1c aux1n <HCF-Pl and the natural 

auxin {A!AJ. It was found that bot~ auxins change r1bosomal se­

lectiVity and confers a great protection to messenger RNAs atta­

ched in polysomes, when applied to mai=e embryo-axes. The two 

above ef f ects ar~ verv ccnspicuou~ by using MCPP and in a m1nor 

extent uith AIA. 
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Antecedentes 

1. Germinación en cereales: eventos embrionarios 

"Germinación" es un término no definido con precision. ni 

siquiera de manera convencional. Para algunos fisiólogos de vege­

t•les significa un proceso, el cual incluiria la hidratacion de 

la semilla, el reestablecimiento de la actividad metabólica, la 

elongación de la radicula y su emergencia a través de la cubierta 

de la semilla e incluso "el subsecuente crecimiento de la plántu­

la" (Salisbury y Rose, 1978. pp 322-323). Otroe investigad•>ree 

limitan el concepto de germinación hasta la emergencia de li 

radicula; o bien hasta el inicio de su elongación (sin incluirla 

ya¡ (Bewley y Black, 1986. pp l-21. Es taml:>!én común que se re­

fiera: a la germinación como un evento: la emergencia de la n1di­

cula: o aun como la emergencia de la pléntula sobre el suelo, 

ésto sobre todo en el ~mb1to agricola. 

Aunque Bewley y Black (198&, pp l-21 señalan como i1n de la 

germinación el inicio de la elongacion de la racicula, también 

indican qu~ ~l evento que podemos det~c~ar visual y (écilmente ea 

su emergencia. Esto es porque la elongacion inicial s~ da dentro 

de la semilla, bajo la cubierta de ésta. 

Debido a lo anterior. en este trabajo se considerara e la 

germinación como todos los eventos {un proceso> que ocurren desde 

que se pone a imbibir la semilla hasta que pu~de observarse la 

emergencia de la radicula. Por supuesto. esta definicion excluye 

a aquellas semillas que no r~quieren en su madurac!On de un per1-
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odo de deshidratación hasta llegar a un estadio de bajo contenido 

de agua. 

En los diferentes grupos de plantas {p.ej. monocotiledóneas. 

dicotiledóneas} la germinacion puede tener aspectos peculiares. 

La estructura de la semilla misma difiere marcadamente de un 

grupo a otro. Por tanto, aqui sólo se describir~ brevemente el 

proceso de germinación de los cereales (Gramineae=Poaceae), fami­

lia a la cual pertenece el roaiz (Zea mays L.). 

En los cereales, cada se~illa no solo es una semilla 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 le sF.=milla; este fruto contiene un unico embrión. 

rodeado de endospermo (tejido de reserva} (Strasburger, ~. 

197-4. pp 249 ). El embrión esta formado por el eje elilbrionario y 

por el cotiledón, modificado este último para formar el escutelo. 

En el maiz y otras gram1neae, el eJe embrionario puede dividirse 

en coleoptilo, mesocotilo <al cual est~ unido el escu~elol, y 

radicula. 

La germinación se inicia cuando la se~illa se coloca en un 

sustrato del cual pueda tomar agua. Las semillas maduras contie­

nen solo alrededor de 15~ de humedad, y en presencia de agua se 

re~idratan rápidamente. Durante esta imbibición, las proteinas, 

carbohidratos, y demás macromoleculas readquieren la estructura 

que tienen en células con un contenido alto de humedad (mayor a 

90~>. Por ejemplo. las membranas pueden no estar completamente 

estructuradas, por lo cual al iniciarse la imbibic!on salen de la 
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célula algunos solutos pequeños !Bewley y Block. 1986. pp 120-

123. Simon, 1964. pp 62-90). Pronto, sin embargo, las membranas 

retornan a su configuracion normal. 

Después de iniciarse la imbibición de los tejidos embriona­

rios, se reinician las actividades normales de las células, junto 

con aquellas involucradas directamente en la eerminación. Ellas 

llevarán 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 lo que ocurre en el resto de la semilla lpor 

ejemplo, en la aleurona, el escutelo, etc.). En este trabajo solo 

se tratara lo relacionado con los f enomenos que ocurren en el eje 

embrionario (aunque en ocasiones haga mención del "embrión"). 

Metabolismo embrionario. Una parte importante de las actividades 

metabólicas que se reinician en el embrión durante 13 germinación 

requieren necesariamente la producc10n de ATP. A pesar de que en 

las células del embrión ''seco'' las mitocondrias tienen muy poca 

diferenciación interna, muy pronto después del inicio de la imbi­

bición pueden reasumir su actividad respiratoria {Si~on, 198ú. pp 

95-101). Durante la germinac!On, no se incrementa la poza total 

de ATP pero se sintetiza t3nto como va siendo utilizado. Por su 

parte, los reductores NADH y NADPH se producen en la glucOlisis y 

en la via de las pentosas, respectivamente, como ocurre en las 

células hidratadas. 

La síntesis de proteínas es esencial para que se complete la 



germinación y para que emerja la radtcula <Bewley y Black. 1986. 

p. 156-171}. La biosintesis de proteinas en germen de trigo es 

uno de los primeros procesos biológicos activados cuando se ini­

cia la 1mbib1c10n !Seal et al. 1977. p. 1671. Aunque aparente­

mente no hay polisomas formados en el embrion "seco" (al menos en 

trieo; y en maiz, Sénchez de Jimenez, Aguilar y Lopez, 1981), a 

los 10-15 minutos de imbibicion la cantidad de poliso~as comienza 

a incrementarse rbpidamente <Marcus, Feeley y Volcany, 1966l. En 

trigo así como en otras especies de cereales, se han obtenido de 

los embriones secos muchos de los componentes de la maquinaria de 

síntesis de proteinas CBewley y Black, 1986. p 159). H~s aún, 

multiples reportes indican que existe RNA mensajero traducible en 

el embrion seco, y que este RNA mensajero es capaz de mantener la 

sintesis de proteinas durante varias horas en ausencia de sinte­

sie de nuevo RHA <Sanchez de J. y Aguilar, 198'4). Lo que aun es 

materia de controversia es si entre estos mensajeros (del em­

br i6n > hay algunos que sean indispensables para la germinaciOn 

(lo cual significaria que hay proteínas indispensables para la 

germinacion en s1J <Dure III y Harris, 1977. pp. 279-292; Sén­

chez-Martinez, Puigdoménech y Pagés, 1986) o si son mensajeros en 

este sentido iguales a los que se sintetizan posteriormente du­

rante la germinación. Antes de que se complete la germinaciOn, la 

sintesis de proteinas se hace dependiente de la sintesis de nuevo 

RNA, aunque ésto varia de una especie a otra. 

En germen de trigo se ha detectado también sintesis de RNA 

ribosomal partir de la segunda hora de imbibicion. y es de 

5 



inmediato incorporado en ribosomas (Huang, ~. 1980). Asimis­

mo, a pesar de que existen RNA de transferencia y aminoacil-tRNA 

sintetasas en el eje seco, ocurre sintesls de tRNA también a 

tiempos muy tempranos después del inicio de la imbibición (Wol­

bot, 1972). Parece entonces que la maquinaria completa de s1nte­

sis de proteinas esté lista para funcionar desde casi el inicio 

de la germinación. Sobre la regulación de esta actividad se tra­

tará mas adelante. 

Participación de los reguladores de crecimiento. 

Los reguladores de crecimiento han sido sobre todo estudia­

dos en embriones en desarrollo y en tiempos posteriores a lo 

correspondiente a nuestra definición de germinacion. 

Las giberelinas y citoclninas incrementan notablemente su 

nivel durante el desarrollo del embrion has~a alcanzar un m~ximo 

y posteriormente bajan hasta los niveles iniciales cuando la 

semilla alcanza su =aduraci6n: ello puede ocurrir por degradación 

o por formaciOn de conjugados inactivos {Bewley y Black, 1986. p 

75-64) . El ácido abscisico por el contrario se incrementa al 

final del proceso de maduración. 

Las auxinas siguen el mismo comportamiento que los dos pri­

meros fitorreguladores. En maiz durante el desarrollo del erab­

rion, la mayoria del ~cido indolacético CAIA> es convertido en 

formas conjugadas, por ejemplo, AIA-arabinOsido. AIA-mioinositol, 

y AIA-mioinositol-arabinosido. Según Bewley y Black (1986,pp 76-

78) estos compuestos son hidrolizados después de la germinacion, 



liberando la aux1na y permitiendo su transporte al ccleoptilo: 

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

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. 

2. Auxinas. 

Las auxinas son un grupo de sustancias, incluyendo naturales 

y sintéticas, que comparten algunas características estructura­

les, pero sobre todo. producen en ciertos bioensayos respuestas 

similares a las que produce la auxina natural: el acido indola~ 

cético (Guilfoyle, 1986. p 2471. Esta definición puede parecer 

circular, pero ello se debe a que aun no conocemos los rasgos 

esenciales de su mecanismo de acción: y peor aun, todavia no 

sabemos cuAles de todas las respuestas que producen las auxinas 

son respuestas primarias (debidas direc~amente a ellas} o si se 

trata de consecuencias posteriores de algún evento primario 

(Guilfoyle, 1986. pp 263,2701. 

En la figura se muestra la estructura del AIA, considerado 

por muchos como la Unica auxina natural. El acido fenilac~tico 

ocurre en muchas plantas, aunque es menos.activo que el AIA y se 

ignora si nor11alr:iente funciona como "auxina" !Salisbury y Ross, 

1978 p. 240-247). También se muestran aqui algunas de tas "auxi­

nas'' sintéticas, las m~s conocidas y utilizadas tBid~ell, 1974; 



Bevan y Northcote, 1981; Ha~en, Kleinschmidt y Builfoyle, 19841. 
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La re5puesta por la cual se descubrió el AlA y que se uti-

liza frecuentemente como ensayo de "actividad de aux-ina", es la 

de la ~urvatura del coleoQ.!.!J_Q. En este ensayo se Aplica el ex­

trac'to con aux1na o la solución de auxina en un lado de un cole-

oplilo decapitado de A~·ena. Ld presencia de auxina caus• qu• •• 

curve el coleapt1lo en dirección opuesta a l~ de la aplicación, 

por la elongación de los tejidos donde se aplicó la auxina. Este 

bioensayo es ''espec:if1co para aux2nas". 

~lon.g_~~ P.ira el la se cortan seccltme°'i del colecptllo o de 

tallos Jóvehns de cereal, y se colocan en solución de sacarosa 

con el extr.:tcto con auxina .. La elonoac1C1n que se produce respecto 

al cantrol se considera causada por la AUxtna, aunque el Ac1do 



giberélico, protones, el potasio y la fucosina también pueden 

provocar esta elongación. Junto eon este efecto (la elongación 

celular>, la aplicación exógena de auxinas es capaz de inducir 

otras muchas respuestas. Zeroni y Hall (1980, pp, 511-58&! enlis­

tan 21 "efectos de auxinas en procesos celulares", dividiéndolos 

en 11efectos en el metabolismo". incrementos de actividad entizna ... 

tica, "electrofisiologia", crecimiento y extensibilidad, y secre­

ción de proteinas, En realidad, quizas algunos de los efectos 

sean indirectos; aunque también aleunos de ellos C como "eatimula­

ción de la respira<:o16n") podr1an dividirse de manera mas detalla­

da en diversos eventos bioquimicos. De cualquier manera, esta 

lista da idea de la variedad de respuestas que ocasion3n las 

auxinas, La estimulacion del crecimiento ocasionado por la apli­

cación eK6gena de auxinas se observa después de un corto periodo 

de latencia (6-15 minutos). Por ello y por otras observaciones, 

se pens6 que el o los efectos primarios de la auxina deben ocu­

rrir durante este periodo. Pronto fue aparente para muchos inves­

tigadores que la auxina "debilitaba" de alguna manera a las pare­

des celulares, permitiendo la elongación de las células (condu­

cida fisicamente por la presión de turgencia! (Moore. 1979, p 

64}. Un gran numero de hipótesis han sido propuestas para dar 

cuenta de este debilitamiento, Inicialmente se penso en un efecto 

de la auxina misma directamente sobre la pared celular; por ejem­

plo, se propuso que el AIA quelaba iones calcio, permitiendo que 

co=ponentes de la pared que se mantenian unidos por enlaces 16n1-

cos mediados por calclo, se "deslizaran" entre s1. Esta hipótesis 
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fue rechazada al comprobarse que la distribución 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 investigación sobre el sitio de accion de las 

auxinas. La primera se enfoca al metabolisnio de los acidos nu­

cleicos y la sintesis de proteinas: la segunda, considera a la 

pared celular como el sitio de acción <Moore, 1979. p 58). 

Desde hace tiempo es claro que, como es de esperar, se re­

quiere la sintesis continua de RNA y de proteinas para el creci­

miento continuo de las células (Key, 1964). Combinando esta evi­

dencia con el descubrimiento de que las auxinae pueden estimular 

la sintesis de RNA y proteinas (Key e Ingle. 1968. pp. 711-722) 

se formuló la hipótesis de la "activación genética", según la 

cual la auxina desreprime ciertos genes cuya expresión es necesa­

ria para el proceso de elongación. Numerosos reportes han apare­

cido apoyando esta hipótesis, aunque también han aparecido otros 

contradictorios (Zeroni y Hall, 1980. p 520J. Esta hipótesis ha 

perdido mucha fuerza como explicación del estimulo de la elonga­

ción celular: sin embargo condujo a que ahora parte de la inves­

tigación se ha enfocado al efecto de las auxinas en los acidos 

nucleicos y en la sintesis de proteinas, independientemente de lo 

que pase antes o después en la pared celular. 

Desde finales de los a~os sesentas, muchos investigadores 

han considerado que la elongación inicial en respuesta a las 

auxinas, es "demasiado ráipida para involucrar la activación 

genética como la acción primaria de las auxinas" <Hoore, 1979. P 
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64). Es posible que muchos de los efectos posteriores sean indu­

cidos por el crecimiento y no que induzcan el crecimiento. Otra 

hipótesis que tom6 mucha fuerza, centrada mas bien en la pared 

celular, es la llamada del "crecimiento é.cido". Esta dice que la 

auxina inicia un mecanismo de acidificaci~n. posiblemente una 

bomba de protones unida a la membrana, con el resultado de que el 

pH de la solución en la matriz de la pared celular baje. Alguna o 

algunas enzimas "debilitadoras de la pared" se activarían, y el 

proceso continuaria hasta la elongacion celular {Thimann, 1971; 

Moore, 1979. p 80). Un gran número de reportes han aparecido en 

favor de esta hipótesis, pero también son numerosos los reportes 

contradictorios CZeroni y Hall, 1980. pp 521-524. Hoore, 1979. p 

84). También han aparecido modelos que tratan de conciliar las 

repuestas rápidas y las respuestas posteriores, pero tampoco 

gozan de aceptación general (Vanderhoef, 1980. pp. 159-173; Theo­

logis, 1986. pp •29-4331. 

A pesar del tiempo que ha sido dedicado a su estudio, aún no 

se ha aclarado el mecanismo de uno solo de los efectos causados 

por las auxinas (la elongación celular). Como se menciono antes, 

también se ha tratado de profundizar en el efecto de las auxinas 

en el metabolismo de los Acidos nucleicos y en la sintesis de 

proteinas. En el siguiente apartado se revisaran algunos de los 

trabajos relacionados con aspectos de la regulacion de la expre­

siOn genética al nivel de la sintesis de proteinas, para poste­

riormente combinar estos conocimien~os con el trabajo con auxinas 

en relaciOn con la sinteais dg proteinae efectuado en nuestro 
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laboratorio. 

3 Síntesis de proteinas ttraducciOnl v su control. 

El proceso de sintesis de proteinas es sumamente complejo, 

pues involucra un gr~n numero de componentes y de reacciones 

CHoldave, 1985). Ademas del proceso en st, tienen estrecha rela-

ción con él lo transcr1pcion. procesamiento y transporte de los 

RNA mensajeros; y la sintesis de los ~minoacíl-tRNA (Hershey, 

Duncan y Mathews. 1986); junt.os proveen elementos indispensables 

para la sintesis de proteínas. 

Brevemente, podemos describir la traducc10n ayud!ndonos del 

esquema que se muestra: 

¡ 
.......... 

l 
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Una buena descripcion de este proceso la da Harcus (1982. 

pp. 113-135), pues combina conocimientos obtenidos en plantas y 

en animales. 

Un ribosoma se une a un RNA mensajero (RNAm) de m!nera tal 

que permite la unión de una secuencia inicial de 3 nucle6tidos 

(un triplete: AUG> en el RNAm con el metionil-tRHA iniciador 

(Het-tRNAil. Un segundo aminoacil-tRNA, dictado (codificado) por 

el triplete de nucleótidos (el codón) que sigue al Bxtremo 3' del 

triplete inicial en el RNAm, es unido a un sitio de 11 decodifica­

ci6n" en el ribosoma. A partir de aqui, este sitio sirve como el 

aceptor para los aminoacil-tRNA entrantes, y se le liaoa sitio 

"aceptar" o "A". Enseguida, se forma. un enlace pcptidico en el 

cual el grupo carboxilo del ominoacil-tRNA iniciador se une al 

grupo amino del segundo aminoacil-tRNA. El ritosor.i.a se rriueve 

entonces una distancia equivalente a un triplete, en la dirección 

S'-3' a lo largo del RNAm. El tRNA inicial sale y el ahora pepti­

dil-tRNA es translocado del sitio A a un segundo sitio llamado 

sitio ''peptidil" o "?"; el sitio A es ocupado por un nuevo codon. 

Un nuevo aminoacil-tRNA, codificado por el nuevo codón, se une en 

el sitio A vacante, y el proceso se repite. As1, el RNAm es tra­

ducido en la direccion 5' -3' hasta que se llega a un triplete de 

terminación, liberandose el ribosoma y el nuevo polipéptido. 

Dentro del proceso de traducción se distinguen tres fases 

bien delimitadas: iniciacion, elongación y terminación. En cada 

fase participan elementos propios CHaitra, Stringer y Chaudhuri, 

1982; Holdave, 19851 
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La iniciación puede resumirse también como sigue: se forman 

subunidades 405 ribosomales unidas al factor eIF-3 <eukaryotic 

initiation factor 3) y un complejo ternario entre Het-tRNA, el 

factor eIF-2 y GTP. El complejo ternario se une a la subunidad 

405; y a ellos se une el RNAm, que se acomoda en la posicion 

adecuada. se une entonces la subunidad ribosomal 605 dando el 

complejo de iniciacion sos CHaitra, Stringer y Chaudhuri, 1982). 

El anterior proceso en realidad es sumamente complejo 

pues intervienen numerosos factores proteicos de iniciación, y 

aún persisten dudas sobre la secuencia de todos loe eventos que 

se van observando y sobre el papel de algunos de los participan-

tes. En el esquema se presentan algunos de ellos: 

••~-z•mT~·~•-nN~•• ~ 

•o• . .._~-~NA~&.•T~ 

La intervención de tan numerosos factores en la interaccion 
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del RNAm con la subunidad 405 ribosomal sugiere la posibilidad de 

que intervengan en la regulación de su traducción En mamiferos, 

particularmente en sistemas de reticulocito de coneJo, la fosfo­

rilación de la subunidod a del elF-2 causa una fuerte inhibicion 

~de la síntesis de proteinas. Dicha fosforilacion se pro­

~ueve <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, 1997). 

La fosforilación de otras subunidades del eIF-2, no parecen 

tener efecto en la traducción COchoa y de Haro, 1979. p 573: 

Duncan y Hershey, 1987): de los demás fac:ores, existe evidencia 

de que el eIF-~A y el eIF-48 (que también se fosforilan, aunque 

no se ha probado si ésto altera su funcionalidad) pueden interve­

nir en la discriminación de RNAs mensajeros CGolini. Sú....Al. 19-

7Gl :el factor "GtlEF" (Guanina Nucleotide Exchange Factor) también 

se inactiva por fosforilaciOn e inhibe entonces la s1ntesis tam­

bién de manera global (Dholakia y Wahba, 1988). El factor eIF-4f 

se fosforila en células de mamifero (Duncan, Milburn y Hershey, 

1967) y es capaz de mediar la traducción preferencial de proteí­

nas de heat shock (Panniers, ~. 1985). 

En germen de trigo (el sistema vegetal de sintesis de prote­

inas más estudiado), lo fosforilación de lo eIF-2a también inhibe 

la traducción global de los RNAm. En cambio, lo fosforiloci6n de 

otra subunidad del eIF-2 y la del eIF-3 no afecta su actividad 

cuando ésta es medida in vitre <Browning, et al, 1985). A dife­

rencia de lo que ocurre en células de mamífero la fosforilaci6n 
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del eIF-4F no afecta su actividad para iniciar: lo mismo ocurre 

con el eIF-4B (Humpreys, Browning y Ravel, 1966). 

Como señalan Humpreys, Browning y Ravel (1966), aún falta 

trabajo " •.. para determinar si la fosforiloci6n/defosforilaci6n 

de los factores de iniciación de la síntesis de proteinas Juega 

un papel en la regulación de la síntesis de proteinas en células 

vegetales". 

Para iniciar apropiadamente la traduccion, el RNAm debe u­

nirse a la subunidad 405 quedando el codon de iniciación AUG en 

el sitio adecuado. Aparentemente, secuencias cercanas a este 

codOn participan en su reconocimiento (Holdave, 1985. pp 1121-

1122}. Posiblemente en la unión primera intervengan secuencias 

complementarias en el RNA ribosomal y los RNA mensajeros (Le~in, 

1985. pp 163-165). En procariotes éstas corresponden a la secuen­

cia Shine-Dalgardo (Boer, Vassar y Hui, !96&l. 

Para los ríbosomas de Escherichia coli se ha determinado con 

gran ·precisión en qué sitio del riboso111a se une el RUAm; varias 

proteinas ribosomales de la subunidad pequeña se han situado 

formando parte de este sitio {denominado "plat.aforma") tOakes, ~ 

tl. 19671: las S&, 51 l, 515, y 518 forman parte de este grupo. 

Esta situacion es pr~cticamente idéntica en el riboeoma eucariote 

(Lal<e, 1985). 

El descubrimiento de que varias proteinas ribosomales pueden 

fosforilarse ~ e ~ sugiere que puedan intervenir en 

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

p 572). Sobre todo porque ya desda 1979 hay suficiente evidencia 
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de que la proteina 56 (que se encuentra en la "plataforma") es la 

principal (aunque no la unical fosfoproteina del ribosoma. Otras 

proteinas fosforilables en menor medida, incluyen 52, 53, 54, 57, 

516, 523/24, L9, LlO, Ll2, L14, Ll8, y algunas otras de la sub­

unidad 605 (Wool, 1979. pp 735-742; Kisilevski, Treolar y Weiler, 

1984). 

Sin embargo, en un buen número de reportes, no se encontró 

efecto alguno de la f osf orilaci6n de las proteinas ribosomales 

sobre alguna funcion del ribosoma (~ool, 1979. p. 737; Leader, 

Thomas y Voorma, 1981). Estos reportes incluyen algunas observa­

ciones efectuadas en plantas. No obstante lo anterior desde en­

tonces también se sugiere que la fosforilacion al menos tendria 

alguna relación con la velocidad de traducción (Trewavas y Strat­

ton, 1977); y pronto aparecieron reportes en los cuales si se han 

observado alteraciones funcionales en los ribosomas cuyas protei­

nas se han fosforilado. Inicialmente se obtuvieron evidencias 

indirectas, como en incremento en la fosforilación de la proteina 

56 coincidente con una mayor sintesis de proteinas durante la 

maduraciOn de huevos de Xenopus !Nielsen, Thomas y Haller, 1982) 

y en células Swiss/3T3 <Thomas, !il_Al. 19921. Se obtuvieron 

también, en células HeLa, 

como una mayor eficiencia 

resultados que pueden interpretarse 

de subunidades 405 fosforiladas en la 

formación de complejos de iniciación, que sus contrapartes no 

fosforiladas {Nielsen, Ouncan y HcConkey, 1981: Ouncan Y HcCon­

key, 1982). 

En cultivos de células vegetales (Lvcopersicum esculentum> 
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un tratamiento con calor íheat shock) produce un incremento nota­

ble en la fosfor1lacion de la proteina 56, y ello podria partici-

par en el cambio de pol1somas 

formados ~ tras el shock 

(Scharf y Nover, 1982). 

presentes antes 

(que traducen 

del shock a los 

otros mensajes) 

Aunque no se tiene aun una buena idea de cómo tmecanistica­

oenteJ puede la fosfor1lac1ón de algunas de las proteinas riboso-

malea alterar su funcionalidad. es importante notar que la fosfo­

rilaci6n de las prote1nas S3, 54, 57, 523/24, L9, LlO, Ll2, Lla, 

L27, L34 y L 36 induce importantes cambios conformacionales res­

pecto a los ribosomas no-fosforíla.dos (Kisjlevski. et al, 1994). 

Ello nos permite pensar en disposiciones diferentes de grupos y 

secuencias que interaccionen con el RNAm, regulando su union y 

posiblemente su traducción. 

Existen también ~lgunos reportes en los cuales la fosforila­

ción de la proteina no afecta el crecimiento de células de leva­

dura !Krus~. Johnaon y µarner, 1985; Johnson y Warner, 1987). 

Podriamos pensar que, por lo tanto, algunos sistemas biológicos 

se comportan con diferente nivel de intensidad a como lo hacen 

los anteriormente mencionados. Otra posib1l1dad es que al ~edir 

un para~etro global como lo es el crecimiento, no se observe un 

efecto directo relacionado con la fosf orilacion de proteinas 

ribosomales, por participar en el fenomeno muchos otros factores, 

que podrian evitar que se detectara una correlacion entre los doe 

parámetros. 

Coao se diJo, la principal P"oteina fcsforilada en los ribo-
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somas eucariotes es la 56. Un estudio reciente muestra como la 

fosforilacion de ella ti~ne un efecto sobre la traducciOn de RNA 

mensajeros naturales dependiendo de: la cinasa que efectUe la 

fosforil•ci6n (lo cual hace regulable el fen6meno), y el mensaje 

que se utilice para las pruebas (lo cual indica selectividad de 

mensajeros). En este articulo Palen y Traugh l 1987 J proponen que 

algunos mensajeros responderian la fosforilaci6n de 56, que 

otros no se verian afectados, y que una tercera clase responderia 

dependiendo de otros metabolitos CAHPc en este caso). 

Blenis, Spirack y Erikson (1989), asi corno Oliver, Ballow y 

Thomas (1988) citan varios ejemplos de condiciones fisiológicas 

donde varia la foeforilac16n de 56 (en células animales), y en 

las cuales se han visto efectos traduccionales. Estos es~udios ya 

son más integrales y avanzan hacia el entendimiento del fenomeno 

en eus relaciones con el resto del metabolismo celular. ,,unq'Je en 

las plantas hay pocos ejemplos aún, podernos es~ra¿ que en los 

sistemas en que se detecte fosforilación de proteinas ribosomal~s 

podamos detectar también cambios en la funcionalidad de los ribo­

somas. 

Posible participacion de las auxinas. Desde principios de los 

SO's se ha obtenido evidencia de que las auxinas pueden partici­

par en la regulación de la expresi6n genética (Zurfulh y Guilfoy­

le, 1980; Zurfulh y Guilfoyle, 1992). En los primeros estudioa se 

utilizó la traducción in vitro de los RNA mensajeros para inves­

tigar los efectos de las auxinas, y se suger1a la posible exis-
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tenc1a de controles postranscr1pcionales modulados por auxinas 

(puesto que se encontraban diferencias entre los patrones de 

sintesis de proteinas ~e in vitro). 51n embargo, la apari­

ción de las técnicas de clonado y deteccion de secuencias especi­

ficas de ONA y RNA ha hecho que la atención de la gran mayoría de 

los investigadores se mantenga en la regulación por auxinas a 

nivel transcr1pc1onal (Hagen, Kleinschm1dt y Gu1lfoyle, 1984; 

Theolog1s, 198&: Guilfoyle, 198&; Alliote, ~. 1989J. En mi 

opinión, el querer usar necesariamente las "nuevas" tecnologias 

ha evitado que se investigue la existencia de los otros posibles 

controles postranscripcionales mediados por auxinas. 
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Introducción 

Trabajos efectuados en nuestro laboratorio nos han permitido 

obtener evidencia que sugiere la existencia de un control pos­

transcripcional durante la germinación de embriones de maiz. Uti­

lizando a-amanitina para prevenir la sintesis de RNA mensajeros, 

se han observado cambios importantes en la sintesis de proteinas 

1o.......Y!.YQ entre las 6 horas y las 24 horas de imbibicion de eJes 

embrionarios de maiz (Sánchez de Jiménez y Aguilar, 198•). Estos 

cambios consistieron en la aparición de nuevas protein~s que se 

observan en el analisis de electroforesis bidimensionales. Ya que 

bajo las condiciones del ensayo no hay sintesis d~ RNA, la apari­

ción de nuevas proteinas se interpretó como debida a la traduc­

ción de mensajeros almacenados en el embrión que aunque presentes 

desde la etapa de 6 horas, por algún control postranscr!pcional 

no se expresan sino hasta una etapa mas avanzada d~ la germina­

ción. 

Por otro lado, hemos obtenido evidencia de incr~mentos en 

los niveles de auxina libre (A!A) en semillas de mói~ durante 

este mismo periodo de imbibición (Sánchez de Jiménez y Albores, 

datos no publicados>: Y, asimismo, se han reportado alteraciones 

en la fosforilación de proteinas producidas por aplicacion de 

auxinas exógenas (Pérez, Aguilar y Sénchez de Jimenez, 1987), 

entre las que se ha visto que también son afectadas las proteínas 

ribosomales IPérez, 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•• 
intracelular 

-----.. Protein cinasa(s) 
¡ 

Proteinas ribosomales ¡ 
Funcionalidad del 
ribosoma 

Es decir. que las auxinas promueven una serie de respuestas 

bioquimicas entre las cuales esté la actividad de una o varias 

protein-cinasas, que alteran la fosforilación de las proteinas 

ribosomales. Esta fosforilación, a su vez, produce cambios en la 

funcionalidad y la selectividad de traducción de los ribosomas. 

Conjuntamente con los eventos a nivel transcripcional que 

inducen la f ormac16n de nuevos RNAm por acción de las auxinas 

(ver citas mencionadas en los Antecedentes), el modelo anterior 

nos permitiria explicar los cambios observados en la síntesis de 

proteinas por la acción de auxinas; y, en especial, este tipo de 

control a nivel traduccional explicaria las disminuciones en la 

traducción de algunos mensajes, en las células estimuladas por 

auxinas, aun cuando 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 

mecanismos diferentes a la f osf orilación de las proteinas riboso-

males. 
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Dentro de este marco de referencia, el objetivo del presente 

trabajo es verificar si las auxinaa producen una alteración en la 

selectividad de loa ribosoaas durante el proceso de traducción. 

Para ello se planteó la siguiente estrategia experimental: 

I. Obtener un sistema de traducción heterólogo in vitro que 

inicie correctamente y en el cual los factores limitantes fuesen 

únicamente ribosomas (de maiz) y mensajeros exógenos. 

De esta manera, se eliminarian otros posibles efectos de la 

aplicación de auxinas exógenas, al efectuar experimentos in vivo 

con ejes embrionarios de maiz. 

II. Contando con el sistema heter6logo se podria comparar la 

selectividad de ribosomas extraidos de ejes embrionarios tratados 

y no tratados con auxinas, traduciendo 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 grupo 

es muy numeroso y requiere una gran resolución en los patrones 

electroforéticos bidimensionales para poder analizar las diferen­

cias generadas por las auxinas. 

b) seleccionar un grupo de proteinas especificas, cuyos men­

sajes estén presentes entre los RNAm totales, y seguir su traduc­

ción. En este caso se escogió a las histonas, pues se sabe que su 

sintesis en los embriones de maiz se da ya desde las 6 horas de 

imbibición (Baiza, Aguilar SAnchez de Jiménez, 1986). 

cJ grupos de RNAm especificos heterólogos al sistema de 

maiz, cuyos productos estén bien caracterizados. Se planeo utili-
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zar a los cuatro RNAs gen6micos del virus del Bromo-Mosaico <BHV, 

Por sus siglas en inglés). Como ocurre en distintos virus de 

vegetales, cada uno de los RNAs genOmicos del BMV poseen extremos 

5' caracteristicos de RNAs mensaJeros eucariotes {Van Vloten­

Doting, y Neelemon, 1980), cuya secuencio completa ya ha sido 

establecida (Ahlquist, Dasgupta y Kaesberg, 1984). 

Durante la ejecución de este trabajo se montaron todas las 

metodologias necesarias 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 

heterólogo de los RNAs virales. 



Reactivos utilizados. 

La fenilhidrazina, el dietilpirocarbonato CDEPCJ, la O-glu­

cosa, el ácido N-2-hidroxietilpiperazin N'-2-etanolsulf6nico 

(hepesJ, la hemina, el etilenglicol, la creatina cinasa, la crea­

tina fosfato, los aminoaeidos no mareados, el ditiotreitol (DTTJ, 

el Tritón X-100, el beido Iodoacétieo, el RNA de levadura, el 

Tween-20, la nucleasa micrococal, la urea, el nonid~t-P¿o, el 

~cido etilenglicol-bis-IP-aminoetil éterJN,N,N',N'-tetraacético 

(EGTAJ, el RNA de transferencio CRNAt), el atul de coomassie, la 

acrilamida y la bis-acrilamida fueron compr$dos a Sigma. El ácido 

bórico fue de Técnica Ouimioa. Los filtros GF/C son de uhatman. 

Las anfolinas se adquirieron de LKB. El NaOH, el NaCl, el ócido 

acético, el acido trioloroacético (TCAl, el acetato de potasio, 

el CaClz y el KOH son de Baker. El ácido etilendiaminotetraacé­

tico (EDTA), el ácido indolacetico (AIAl, el acetato de magnesio, 

el hidrolizado de oaseina, el tolueno, el di~etil•ulfoxido, el 

PPO, el POPOP, el Tris, el fenal, el etanol, el dodecilsulfato de 

sodio ($0$), el Extrao (neutro), el LiCl, el HgCl2, el clorofor­

mo, el alcohol lsoamilico, el acetato de sodio, el éter y la 

sacarosa son de Herck. El KC~ fue de Analit. La mezcla de 14C­

aminoácidos se compró en Amersham. La ~~s-Hetionina se compró a 

New England Nuclear (>800 Ci/mmoll. El adyuvante completo de 

Freund es de DIFCO. El anticuerpo anti-IgG de conejo conjugado 

con fosfatasa alcalina es de Kirkeguard and Perry. El NaHCO,, •e 
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adquirió a JVC. La azida de sodio es de Eastman. El ácido 2.2-

metil-4-cloro-fenoxipropiónico (HCPP) fue sintetizado por la Dra. 

H .. Albores del Depto. de Química orgánica, Facultad de Quimica 

UNAH. 

Preparación de la hemina: para preparar 5 ml de hemina 5 mM en 

etilenclicol 851. se disuelven 32.5 mg de hemina en 0.250 ml de 

NaOH lN. Ya disuelta se a~aden 0.250 ml de Tris.HCl 1H pH 7.5 y 

4. 250 ml de etilenglicol. Se ajusta el pH a 7. 8-8. O con HCl IN 

agitando bien al ir a~adiéndolo (pues la solución responde despa­

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

Material biológico. 

Se utilizaron semillas de maiz CZea mays L.} var. "Chalque­

M" adquirido en la Productora Nacional de Semillas (Pronase). El 

811V nos fue donado por el Dr. R. Seachy de la Universidad de 

Washington. Este virus fue reproducido en pl~ntulas de cebada y 

purificado en el Colegio de Posgraduados por el Dr. J. Galindo 

del Centro de Fitopatologia. 

Para obtener los ejes embrionarios que se usaron, se sembra­

ron las semillas de ma1z en cajas de Petri con una capa de algo­

dón, y se regaron con agua, solución de AIA (5 mg/ll o solución 

de HCPP (5 mg/l). Las semillas se esterilizaron previamente por 

inmersión en etanol 70 ~ durante aprox. 3o segundos, seguidos de 

5 minutos en hipoclorito de calcio 5 Y., y dos enjuagues finales 

con agua desionizada. 
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Después del periodo de incubación {30 horas p•r• la obten­

ción de ribosomas y aproximadamente 44 horas para la obtencion de 

RNA, a 25-27'C) se disectaron Manualmente los ejes embrionarios, 

congelandolos inmediatamente en N2 liquido, donde permanecieron 

hasta el momento de utilizarlos. 

Extracción de RNA tota¡ 

El m~todo montado fue el de sanchez-Martinez, Puigdomenech y 

Pages (19$6). En este articulo el protocolo eetá de$crito muy 

someramente. Fue necesario hacer numerosas adiciones a fin de 

obtener resultados reproducibles. El protocolo final quedó es­

tructurado como sigue: 

Inicialmente. es necesario lavar y enjuagar exhaust1va~ente 

todo el material que se va a utilizar, adem~s de material extra 

para cubrir faltantes. Para lavar el material, se hierv~ (excepto 

los tubos Corex) en SDS 0.2 ?. (p/v) o en Extr~n al 3 7. (v/v). 

Después se enjuaga muy bien con agua corriente, y enseguida ex­

haustivamente con agua destilada y después con agua d~sionizada. 

Se seca boca abajo sobre toallas sanitas (evitando que se intro­

duzean hebras en los tubos), y se tapa o se cubre (los morteros y 

los frascos con puntas para micropipeta) con papel aluminio lim­

pio: las pipetas se ponen en pipeteros limpios. Ya secos, se 

esterilizan los tubos Corex y el material de plástico en el auto­

clave, y el demás material en un horno a 1so~c durante al menos 3 

horas. Después de ésto, 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 posible a las RNAsas presentes en la piel, 

la transpiración y la respiración. 

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 

extrañas, filtrAndolas si es necesario a través de filtros Milli­

pore de 0.45 µm. Obviamente, deben prepararse y guardarse emple­

ando material muy limpio. Excepto el amortiguador de extracción 

(ver adelante) y la solución de Urea:LiCl, deben esterilizarse 

por al menos 20 minutos {cuidando que no cambie su volumen du­

rante la esterilización). 

El fenal se destila y se guarda saturado con agua a -2o•c. 

En estas condiciones se conserva libre de oxidación durante me­

ses. 

·El amortiguador de extracción se prepara poco antes de ini­

ciar la molienda. Consiste de Tris.HCl 0.2 H pH 8.0, sacarosa 

0.35 H, KCl 50 mH, HgClz 10 mH, Tritón X-100 1.3 X (p/VJ y ácido 

Iodoacético 1 X. El ácido iodoacético, que inhibe a las RNAsas y 

otras enzimas, es extremadamente peligroso y debe ser manejado 

con muchas precauciones (pues penetra incluso 

piel). 

través de la 

Para iniciar la extracción, se cuelen los ejes {aproximada-

mente 300 en cada lote) en un 11ortero "hondo" manteniéndolos con­

gelados todo el tiempo con Nz liquido. Esta molienda debe conti-
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nuarse hasta llegar a un polvo muy fino, que se pasa rApidamente 

(con una esp~tula) a un tubo Corex de 25 ml y se le anade ense­

guida el amortiguador de extracciOn. se agita la mezcla en el 

vortex suave durante 5 minutos (sin dejar que se caliente) y se 

centrifuga a 2 OOOxg durante 5 minutos a 4ºC. El sobrenadante se 

pasa con cuidado a otro tubo Corex y se estima su volumen (utili­

zando otro tubo con agua). Se le a~ade EDTA hasta 50 mH, NaCl 

hasta 0.15 H y SOS hasta 1~ (10 ml de EOTA 500 mH se preparan 

disolviendo el EOTA en 6 ml de NaOH 1 H y se lleva entonces a 10 

ml: el pH debe ser de e.o. El NaCl se usa 2.34 H y el SOS 15.Só 

~).Se a~ade un volumen igual al resultante, de fenol:cloroformo­

:alcohol isoamilico (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 OOOxg 10 minutos a 20ºC y se pasa la fase 

acuosa a otro(s) tubo(s) utilizando una pipeta Pasteur. Se checa 

que el pH sea aprox.=5, ajustAndolo en caso contrario con ~ci3o 

acético: se a~ade un volumen igual de Urea:LiCl (8 H:4 H) y se 

deja toda la noche a ,.c. 
Se centrifuga a 10 OOOxg 30 minutos a 4'C. El sobrenadante 

se elimina y la pastilla se disuelve en 10 ml totales de Tr!s.HCl 

so mH pH 8, SOS 0.5 ~ (p/v) y EOTA 10 mH. Puede ser necesario 

calentar a 70'C durante 5 minutos, agitando suave. 

Se añade un volumen igual de fenol:cloroformo:isoamilico. 

Se agita 10 minutos en el vortex y se centrifuga a 3 OOOxg a 16-

20'C durante 10 minutos. Se pasa la fase acuosa <sin interfase> a 



otro coreK y se repite la eKtraccion con fenol:cloroformo:isoa­

milico otras 2 veces. 

A la fase acuosa se le añade ahora un volumen igual de clo­

roformo: isoamilico (95:4). se agitan 5 minutos en el vorteK y se 

centrifuga como antes S minutos. 

La última extracción se hace a~adiendo a la fase acuosa un 

volumen igual de éter saturado con agua, agitando y centrifugando 

durante 5 minutos. El éter (fase superior) se elimina en lo posi­

ble con una pipeta Paeteur y el resto se evapora utilizando ni­

trógeno gaseoso o con vacio. Se estima el volumen resultante y se 

le aftaden 0.11 ml de NaCl 1 M por cada mililitro, y enseguida 2.5 

volumenes de etanol absoluto. Se pone a precipitar a -20'C de 

preferencia toda la noche {o al menos 3 horas). 

Se centrifuga a 10 OOOxg 20 minutos a 4•c. La pastilla se 

lava con etanol 80 ~. se seca con Nz gaseoso o con vacio y se 

disuelve en agua pura {6 ml). De aqui se toman 20 µl para leer en 

el espectrofotómetro y al resto se le precipita como antes con 

NaCl y etanol. 

Las lecturas de absorbancia deben hacerse a 260 ...... y 280 "m. 

También a 320 ,_., donde no deben llegar a 0.01, pues en caso 

contrario indicaria la presencia de contaminantes. 

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

La obtención ee hizo siguiendo el niétodo de Bruening, et al, 

(1975). se partió de una solución del virus completo (como ribo­

nucleoproteina) 2.85 m'/ml en F.DTA lmM. 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 solución de TMV. 

Se le aftaden 0.025 ml de SOS 10 ~ (p/v) y se pasa el tubo a agua 

hirviendo agitándolo durante 75 secundos (hasta que alcance-

80'CJ. Se enfria en hielo durante 10 minutos. 

Se anaden 10 µl de Tris.HCl 0.4 M, ácido acético 0.04 M; y 

o.s ml de fenol equilibrado con Tris.HCl 0.04 M, ácido acético 

0.004 M. Enseguida se agita durante 3 minutos, y se centrifuga a 

3 OOOxg 10 minutos a 4'C. 

La fase acuosa se pasa a otro tubo y se reextrae con fenol. 

Esta extracción se repite una vez más. A la fase acuosa final se 

le añade NaCl hasta 0.1 M y 0.95 ml de etanol absoluto. Se mez­

clan y se dejan a -2o•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 mezcla de 

32.5 µl de acetato de sodio 2 M. ácido acético 0.2 M. con 650 µl 

de etanol absoluto y 317.5 µl de agua. Se mezcla suave y se 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 sobrenadante y se seca la pastilla con vacio. Se 

resuspende en 200 µl de agua pura, se toman 20 µl para leer ab­

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

Obtención de anticuerpos contra histonae. 

Para la obtención de anticuerpos contra histonas se encon­

tró en la bibliografia una metodologia descrita (Mart1nez Y Pa-
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lau. 1963) que utiliza RNA mezclado con las histonas para formar 

un complejo antigénico. Sin embargo, en nuestro laboratorio se ha 

intentado seguir este protocolo en varias ocasiones con muy poco 

éxito. Por ello se probó una variación del método, asumiendo que 

la antigenicidad de las histonas es muy poca y que seria necesa­

rio estimular en diversas zonas del cuerpo al conejo empleado 

para obtener mejores resultados. Para intentar la obtenciOn de 

estos anticuerpos se ensayó el siguiente protocolo. Se disolvie­

ron 1.2 mg de histonas (tipo rr. Sigma! en o.s ml de NaCl 0.14 M, 

amortiguador de fosfatos 0.01 H pH 6.8. Aparte, 0.4 mg de RNA (de 

levadura) en O.S ml de la misma solucion. Se mezclaron ambas 

soluciones en proporción 1:1 y se inyectaron en un conejo (1 ml 

de la mezcla + 1 ml de adyuvante completo de FreundJ subcutánea­

mente. Una semana después se preparó la misma mezcla Chistonas, 

RNA y adyuvante), se puso en el politr6n durante 2 minutos y se 

inyectaron l s/2 ml en 7 puntos de la espalda. intradérmicamente. 

·30 dias mas tarde se obtuvieron 4 ml de sangre de la vena de 

la oreja del conejo. Se dejaron a temperatu~a ambiente 1 hora y 

20 minutos, y se centrifugo a 2 SOOxg 10 minutos. Se obtuvieron 

aprox. 2 ml de suero, que se congelaron a -2o•c. Utilizando este 

suero se hizo una prueba de reacción utilizando histonas dislJel­

taa en el amortiguodor de fosfatos (con NaCl, el mismo utilizado 

para la inyección) • una concentración de l mg/ml. Se hicieron 

con él diluciones 1:10, 1:50, 1:100 y 1:200, y cada una de ellas, 

además de la solución sin diluir, se puso a reaccionar con el 

suero en tubos capilares. Pudo verse precipitado fAcilmente en la 



reacción con la solución de histonas sin diluir y en la diluida 

1: 10. 

5e le dió un refuerzo al conejo inyectandole 2 ml de: 0.6 mg 

de histonas tipo II (Sigma)+0.4 mg de histonas tipo III en 0.5 ml 

de NaCl 0.14 H, amortiguador de fosfetos 0.01 H pH 6.8; 0.4 mg de 

RNA de levadura en O.S ml del gismo amortiguador; y 1 ml de adyu­

vante; todo mezclado en el politron 2 minutos. Se inyectaron 10 

dosis de 0.2 ml en distintos puntos de la espalda, intradermica­

mente. Sin embargo, este refuerzo no logro incrementar el titulo 

del suero obtenido del san~rado 15 dias después. 

Western-blot o "inmunoblot 01
• 

Para poder identificar a las histonas entre los productos de 

la traducción ~ de los RNA mensajeros de ejes embrionarios 

de maiz se decidió utilizar esta técnica, que en condiciones 

óptimas iguala o supera al empleo de radiactividad <Butler, 19-

8!). Ademas, la identificación tiene mayor certidumbre que la 

localización por movilidad en electroforesis y fluorograf1a. El 

mejor marcador para sintesis de proteínas in vitro es la 305-

metionina. Sin embargo, ésta no es mu;· útil en este caso pues las 

histonas sólo contienen 5 metioninas del total de sus aminoacidos 

(Lewin, 1960. pp 304-310). 

Este procedimiento se dise~6 después de consultar numerosas 

referencias, la mayoria de ellas aparecidas en la serie Hethods· 

in Enzymology <Tsang, Peralta y 51mono, 1983; Haid y Suisea, 

1983: Renart y Sandoval, 1964; Ey y Ashman, 1966: Turner, 1966). 
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Para realizarlo se adaptó el aparato para electroforesis GE-2/4 

de Pharmacia, tanto para la electroforesis como para la electro­

transferencia. 

Inicialmente se hizo un gel de urea-ácido acético como se 

seftala en Spiker (1980). Este gel tuvo un grosor de 3 mm, y se 

utilizó por estar diseñado para proteinas básicas {como las his­

tonas). Como colorante se utilizó verde de metilo. la corrida se 

hizo a 300 voltios constantes y duro 4 horas (el colorante al­

canzó el extremo inferior del gel). 

Se armó entonces el siguiente "sand~ich": reJ illa de plásti­

co, fibra Scotch Bri te, esponja delgada, papel filtro de poro 

abierto, papel de nitrocelulosa (0. 45 µ). gel (sacando muy bien 

las burbujas entre él y la nitrocelulosa), papel filtro, esponja 

delgada, fibra s.s. y rejilla. Se aseguró todo con ligas, apre­

tando bien pero no excesivamente. 

Se realizó 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 puso hacia el cátodo, pues la transfe­

rencia se hace a pH ácido (con Acido acético 0.7 X como amorti­

guador l. 

Se tiñó entonces el papel de nitrocelulosa con amidoblack 

0.001 1. en Tris-HCl 0.025 H, NaCl 0.15 H pH 7.5 (diluyendo en 100 

partes de TBS CTris.HCl 25 mH, NaCl 0.15H pH 7.5) una parte de 

una solución de amidoblack 0.1 X en metanol 45 ~. ácido acético 

10 ~). Después de 15 minutos de agitac!On muy suave, se enjuaga 
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el papel 4 6 5 veces con aguo desionizado. 

Después de enjuagar el papel de nitrocelulosa, se seco con 

vacio y se guardó seco. 

Para bloquear los sitios restantes en el papel de nitrocelu­

losa se sumergió durante 30 minutos, agitando suave, en TTBSL 

(TBS+Tween-20 O.l ~y l ~de leche descremada en polvo). Después 

se enjuago con 2 X 30 ml de TTBS ITBS+Tween-20 O.l ~). y se le 

a~adi6 el l•~ anticuerpo: SO ml de TTBS + 250 ~l de suero contra 

histonas (esto es, el suero diluido 200 veces!; se deJO toda la 

noche en agitación suave en el cuarto frio. 

Al otro d1a se quitó el suero y se enJuag6 3 veces 10 Minu­

tos con 20 ml (cada vez) de TTBS. 

se a~ad16 el 2' anticuerpo lse utilizo anti-IgG de conejo, 

obtenido en cabra, rehidratado en l ml de agua): 40 ml de TTBS+40 

µl de soluci6n de anticuerpo, y se agitó suave a temperatura 

ambiente durante 2 horas. 

Se quitó el 2• anticuerpo; el papel se enjuago 2 veces con 

TTBS y se le añadiO la solución de sustrato. Esta se preparó 

Justo antes de usarse utilizando las siguientes soluciones: 

a) amortiguador de carbonato (NaHCO,,, 0.1 H, HgCl2 l mH, pH 

9.8) 

b) solución de NBT <NitroBlueTetrazolium) 11 ml de dimetil­

formamida 70 '-· en el que se disuelven 30 mg de NBT !Sigma) l. 

cJ solucion de BCIP (5-bromo-4-cloro-3indoil fosfato) (15 

·mg de la sal p-toluidina (Sigma) se disuelven en l ml de dimetil­

formamida. O bien, 15 mg de la sal disOdica se disuelve en 1 ml 
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de amortiguador de carbonato). 

Las tres soluciones pueden guardarse varios d1as a 4ºC. 

Se mezcla l parte de la solución de NBT. 1 parte de la solución 

de BCIP. y 100 partes de amortiguador de carbonato. 

El papel de nitrocelulosa con las proteínas transferidas se 

cubrió con la solución de sustrato y se dejo 15 minutos agitando 

suave ocasionalmente. a temperatura ambiente. Se lavo entonces 

con acua y se seco. 

Separación del RNA poli<A>•. 

Esta separación se intentó por la siguiente metodologia. 

Columna de oligo dT-celulosa. se siguio el protocolo de Perbal 

{1984J. se utilizo oligo dr-celulosa tipo 7 de P L Biochemicals 

{que tenia ya un considerable periodo de almacenamiento). 

El procedimiento fue el siguiente' 

Se montó una columna de aproximadamente 1 ml en amortiguador 

A !Tris.HCl pH 7.2, NaCl 0.4 H, sos 0.3 ~) y se lav6 varias veces 

con el mismo amortiguador. Se lavó con unos pocos mililitros de 

NaOH 0.1 H, se lleno con el mismo y se dejo a temperatura am­

biente durante 20-30 minutos. Se lavo 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 Ca una concentración 

de 0.5-1.0 mg/0.4 ml de agua) calentándolo a 62-6S'C por 1 a 2 

minutos y enfriándolo rápidamente en hielo. Ya frio se le ajusto 

a la concentración del amorticuador A Ca~adiéndole la cantidad 
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necesaria de Tris.HCl H pH 7.0-7.2, SOS 10 ~.y NaCl 4 H). La 

muestra se aplicó a la columna. y el tubo se lavó con 0.5 ml de 

amortiguador A que fueron aplicados también a la columna. Se 

colecto la solucion que paso por la columna y se repaso otras dos 

veces a través de ella, colectándola al final. La columna se lavó 

con 6-7 ml de amortiguador A, colectando fracciones de ml cada 

una (RNA poli(A)-). Pare eluir el RNA poli(A)• se lavó la columna 

con agua desionizada, colectando fracciones de 0.5 ml. 

Se leyó la absorbancia a 260 y a 290 nm de cada fracción, 

diluyendo 1:200 las correspondientes ol RNA poli(A)-. Las frac­

ciones de RNA poli(A)• se leyeron directamente (sin diluir), y 

las tres con mayor absorbancia & 260nm se juntaron •?n un rüsmo 

tubo. Este RNA se puso a precipitar añadiéndole acetato de sodio 

hasta 0.15 H (pH 5-5.5) y 2.5 volúmenes de etanol absoluto, a 

-20'C toda la noche. La columna se reequil1br6 en amortiguador A 

con O.S'X. de azida de sodio, y se guardó a temperatura an:biente. 

Fraccionamiento del RNA poliCA>-. 

Ya que se pretendia efectuar la traducción del P.NA poli (AJ­

donde posiblemente estarian los mensajeros ?ara histonas CLewin, 

1980. pp 660-663) se decidió eliminar a los RNA ribosomalee de 

mayor tama~o. Después se podria concentrar al RNA restante para 

utilizarlo en el sistema de traducción ~ (dicho proceso de 

concentración es necesario, pues la fracción de mensajeros poli­

(A)- respecto al RNA total es muy pequeña (cita anterior)¡ y, en 

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

Para la separación se escogió utilizar una columna de fil­

tl"ación en gel. Pe.ro ello se tuvieron en consideración los si­

guientes tama~os del RNA (Stewart y Letham, 1977. Lewin, 1980. pp 

685)-,· 

RNA ribosomal 285: 5 000 nucleOtidos (1.8X106 da) 

185: 2 000 nucleótidos (0.7Xl0' da) 

5.85: 130-160 nucleOtidos 

SS: 116-120 nucleótidos 

RNAm de histonas 

Hl: 670 nucleótidos (245 000 da) 

H4: 400-420 nucleótidos (151 200 da) 

Se eligió, por tanto, utilizar Ultrogel AcA 22 de LKB. Esta 

resino tiene un limite de exclusión de 3 000 000 da para protei­

nas globulares y un rango de fraccionamiento efectivo de 100 000 

a 1 200 000 da para las mismas. su limite de exclusión estimado 

para·ácidos nucleicos es de 750 pb. 

De esta manera, los RNAs de mayor tamaño saldrian en el 

volumen vacio, y después de ellos todos los restantes en los 

volúmenes siguientes. En éstos últimos se precipitarla entonces 

el RNA presente, para utilizarlo posteriormente. 

Esta columna se montó y fue utilizada una sola vez. Para 

seguir la presencia del RNA durante la eluciOn se utilizó un 

detector UA-4 con unidad Optica tipo 4 de ISCO. 

38 



Preparación del sistema de sintesis de proteinas in vitro. 

Los lisados de reticulocito de conejo tratados con nucleasa 

fueron preparados siguiendo principalmente la técnica de Jackson 

y Hunt ll9B3). A la técnica original se le hicieron algunas modi-

ficaciones con el fin de adaptarlo nuestras condiciones de 

trabajo, y para asegurar en lo posible la obtenciOn de lisado con 

alta actividad 1 cada vez que se elaboraba. 

Para obtener el lisado crudo, se utilizan dos conejos simul­

taneamente: uno "joven y pequeño" y otro "adulto~' gordo". A 

ambos se les anemiza inyectándoles subcutáneamente una soluciOn, 

preparada Justo antes de usarse, de fenilhidrazina al 1.25~ neu­

tralizada con NaOH, según el siguiente esquema: ler dia, 3 ml; 2o 

dia, 3 ml; 3er dia, 3 ml;y 'º dia, 2 ml. Al octavo día se les 

sangra por punción cardiaca, obteniendo la mayor cantidod posible 

de sangre. Cada sangrado se recibe en EDTA sOdico 107. 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 ml de sangre). se mezcla suavemente. La sangre de cada conejo 

(siempre por separado) se filtra a través de papel minicloth 

humedecido en solucion 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 LiºC. 

Se quitan loe eobrenadantes y lo más posible de las capas de 

células blancas con una pipeta Pasteur, y a cada tubo se acregari 
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10 ml de solución salina (0.134 H ttacl, s mH KCl, 7.5 mH Acetato 

de Hg, 5 mH O-Glucosa y 10 mH Hepes pH 7.2)/30 ml de sangre. se 

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 OOOxg (para empacar meJor las célu­

las). Se decanta bien todo el sobrenadante, se estima el volumen 

de las células empacadas y se agrega un volumen igual de agua 

enfriada en hielo. Se mezcla bien l min, y se centrifuga a 15000-

xg 20 min a 2•c. El sobrenadante se pasa a través de una malla de 

nylon fina (aprox. SO µm), humedecida en agua, a vasitos de pre­

cipitado puestos en hielo, y rapidamente se pasan alicuotas a 

tubos Eppendorf (marcados para cada conejo) que van siendo pasa­

dos de inmediato a nitrogeno liquido. Si es posible se almacenan 

todo el tiempo aqui <en caso contrario al menos a -7o•c). 

Prueba de lo actividad del lisado. aJ optim1zac16n de la concen­

tración de hemina. 

Una vez obtenido el lisado crudo se prueba su actividad 

endógena, y al ~ismo tiempo se prueban al menos 2 concentraciones 

de hemina, buscando tanto la mayor actividad como la mayor dura­

ción de ésta. Nuevamente se trabaja por separado con cada lisado 

crudo. Para cada uno de ellos se hace lo siguiente: se preparan 

tubos Eppendorf de 1.5 ml mantenidos en hielo, con cada una de 

las cantidades de hemina (5 mM, preparada como se indicó antes) 

que van a probarse (entre 1 y 10 µl). En cada tubo se ponen tam­

bién 4 ~l de creatina cinasa (5 ~g/ml en glicerol 50 XJ. Se des-
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congelan tubos de lisado crudo y se pasan 400 ul a cada uno de 

los tubos anteriores, mezclando bien (poniendo unos segundos en 

el vortex, sin permitir la formación de burbujas). De cada una de 

estas mezclas se pasan 18 ~l a tubos en hielo con µl de solu-

ción KM (acetato de potasio 2 Mt acetato de magnesio 10 mHJ, 1 µl 

de creatina fosfato (0.2 M>, ul de mezcla de aminoacidos no 

marcados (1 mM de todos). El resto de cada mezcla se pasa al 

nitrógeno liquido, marcado de acuerdo a la concentración de hemi­

na. Se añade ahora al primer tubo 1 ul de mezcla de '•c-aminodci­

dos, se agita brevemente en el vartex, se pone en la microfuga 

unos segundos y se toma una alicuota de 4 µl {tiempo cero) que se 

pasa a solución para decolorear {0.S ml de perox1do de hldróe~n~ 

5% en NeOH l M protegida óe lo luz); el resto se pone óe inme­

dlato a 30'C en un ba~o de agua. 

Estas operaciones (o partir de la adición de los aminoáci­

dos radiactivos} se efectúan répida y secuenci~lmente, deJando al 

menos 20 segundos entre uno y otro tubo. 

A los 20, 40 y 60 minutos se toman nuevamente alicuotas de 4 

µl, pasándolas a solución para decolorear como antes. Despu~s de 

tomar la Ultima alicuota d~ todos los tubos d~ zintesis, se pasan 

los tubos ~on peróxido a un bano de agua a 37vc por 10 minutos 

(para hidrolizar los aminoac11-tRNA); y después se pasan a hielo, 

donde se les añade a cada uno 2 ml de solución de TCA 25~. hidro­

lizado de caseina 2% enfriada en hielo; se mezclan y se dejan al 

menos 30 minutos en el hielo. 

Para recoger el material precipitado, se agitan los tubos en 
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el vortex y se filtra el contenido de los tubos a través de f11-

tros GF/C (!12 GF/AJ. lavando 2 veces cada filtro con 3 ml de TCA 

8~. Los filtros se secan bajo una lampara incandescente tipo 

reflector, y finalmente se cuentan en viales con S al de liquido 

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

bl optimización de la concentración de magnesio. 

Una vez que se esco,e la concentración de hemina, se prueban 

varias concentraciones de magnesio, buscando la mayor incorpora-

ci6n de marca en proteina. Para ello se hacen las siguientes 

soluciones de potasio y magnesio: 

te: 

( "Y.H 1. 5") acetato de potasio 3 H, acetato de 

magnesio 15 mH 

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

mH 

("KH Hg 2/3") acetato de potasio 2 H. acetato de -

magnesio 6.66 mH 

("KH Hg 1/3"> acetato de potasio 2 H, acetato de -

magnesio 3.33 mH 

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

tubo 1 

1 ul KH 
Hg 1/3 

tubo 2 

1 ul KH 
Hg 2/3 

2ul '"'S-Het 

tubo 3 tubo 4 

1 ul KH lulKHl.S 

2ul ""S-Het 

y se mantienen en hielo. 
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En otro tubo, tambien mantenido en hielo, se ponen: sul de 

creatina fosfato. l ul de creatina cinasa, y 10 ul de mezcla de 

amino~cidos sin metionina (no marcados). Se añaden enseguida 3.5 

Densidades Opticas a 2&0nm 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, p~sando 1/5 del volumen 

final de la mezcla (que variara dependiendo de los polisomas) a 

los tubos 1 a '· Estas operaciones se hacen de la rnism3 manera 

que cuando se efectuó la prueba de actividad endogena (aunque en 

aquella ocasiOn se iniciO a~adiendo los aminoacidos marcados), 

con las excepciones de que los tiempos más convenientes son o, 

10, 20, y 40 minutos, y que las alicuotas para el conteo pueden 

ser de sOlo 2 ul (debido a la mayor actividad de la ~9S-Het res­

pecto a los a•c-aminoécidos) 

De la misma manera que se hizo la optimizaci6n para magnesio 

puede efectuarse para cada componente que interviene en la mez­

cla. Esto depende de si se desea obtener una incorporación a~n 

mayor; y depende mucho de la disponibilidad de polisomas y de los 

otros componentes para efectuar pruebas. 

Obtención de polisomas de maiz. 

Para este procedimiento debe utilizarse también material muy 

limpio y esterilizado, excepto los tubos de ultracentrifuga. 

Estos deben ser lavados muy bien, y al final enjuagarse con agua 

desionizada estéril, tapados con aluminio Y secados con vacio y 
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calor suave (30ºC). 

Las soluciones utilizadas se liberan de RNAsas tratándolas 

con DiEtilPiroCarbonato CDEPC): una vez preparadas las soluciones 

se les agrega DEPC hasta 0.17. (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 ba~o de Maria hirviendo por 

30 min. Finalmente, se tapan bien y se guardan a 4'C. 

Para la extracción de los polisomas. se muelen los ejes 

embrionarios con N2 liquido hasta obtener un polvo muy fino. El 

polvo se pasa a un tubo Corex de 25 ml (con tapa) y se le a~aden 

8 ml de amortiguador de extracción (Tris.HCl 100 mH pH 6.5, saca­

rosa 200 mH, acetato de Hg SO mH, KCl 60 mH, ajustando el pH con 

HCl 50%; se trata esta solución con DEPC y antes de usarla se le 

añade DTT, a 5 mM). Se agita el tubo 1 minuto en el vortex, sua­

ve. Se centrifuga a 500 -1 OOOxg 5 minutos a 4'C. 

El sobrenadante se pasa a un tubo Corex de 15 ml y se cen­

trifuga a 29 OOOxg 10 minutos a 4ºC. El sobrenadante se filtra a 

través de papel miracloth en un embudo Buckner, hacia un matraz 

OUitasato pequefio (utilizando vacio) ¡ y nuevamente es centrifu­

gado a 29 OOOxg como antes. Mientras tanto, se ponen 3 ml de 

colchón de sacarosa (sacarosa lM: Tris.HCl 40 mH, pH 6.5; acetato 

de Hg 10 mH; KCl 20 mH> en un tubo de ultracentrifuga (de 10 6 12 

ml). El sobrenadante (entre 7 y 8 ml) se pone. con mucho cuidado 

{usando una pipeta Pasteur} sobre el Colchón de sacarosa, y se 

centrifuga a 51 500 6 52 000 rpm en el rotor 75 Ti CBeckman) 

durante 2.5 horas a 4°C (o en otro rotor en condiciones equiva-
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lentes). Después de esta Ultima centrifugac1on se eliminan bien 

el sobrenadante y el colchon, y se enjuaga l vez a la pastilla 

(sin resuspenderla ni despegarla del tubo) con 1/2 ml de amorti­

guador de resuspension frio (Hepes.KOH 20 mH pH 7.&, acetato de 

magnesio 2 mH, acetato de potasio 125 mH, tratar con DEPC y lle­

var a DTT 1.S mH) escurriendo muy bien al final. Si es necesario, 

se seca el tubo con tiras de papel filtro <estériles Y secas>. Se 

añaden 30 ul de amortiguador de resuspensi6n y se resuspende la 

pastilla utilizando para disgregarla una pipeta Pasteur con punta 

cerrada. Ya resuspendida se pasa todo a un tubo Eppendorf fr10, 

se toman 2 ~l que se pasan a otro tubo y el resto se congelan en 

nitrogeno liquido (en el cual se almacenan). A los dos mieroli­

tros se les agrega l ml de agua y se lee su absorbancia a 260 y 

280 nm (posteriormente 1 si la lectura es mayor a 0.7 D.o.~•o~.1~1 

se ajustara la concentración a este valor; si es menor, se usará 

un volumen mayor). 

Tratamiento d~l lisado con nucleasa v eliminación de ribosornas. 

Este tratamiento se hace a partir del lisado crudo. Si es 

necesario utilizar lisado al cual se le agregó hemina {durante la 

prueba de actividad endógena) sólo se le agrega lo necesario para 

completar la concentración escogida. y ~ambién vuelve añadirse la 

creatina cinasa. 

En un tubo Eppendorf mantenido en hielo se ponen: los µl 

escogidos de hemina (como en la prueba, para 400 µl de lieado), " 

µl de creatina cinasa, 3.5 µl de CaClz, y 4 µl de nucleasa mi-



crococal (endonucleasa micrococal EC 3.1.31.1; 0.176 unidades/ul 

segun lo def1n1cion de SigmaJ. se descongela un tubo de lisado 

c~udo y se pasan 400 µl al tubo anterior. Se mezcla con cuidado y 

se pone a 2o•c durante 15 minutos. 

Después de los 15 minutos, se a~aden répidamente (pasando el 

tubo a hielo) 5 ul de EGTA 0.2 H pH 7.5 ( para prepararlo, se 

disuelven 0.1521 g de EGTA agitando en 0.42 ml de KOH Z H, luego 

se a~ade 1 ml de agua y se sigue agitando¡ se checa el pH y se 

afora a 2 mlJ, se agita y en seguida 2.4 ul de tRNA (10 mg/ml, de 

germen de trigo). 

Si al lisado se le van a eliminar los ribosomas, se hace la 

siguiente centrifugación. Si no, se divide en alicuotas de SO ul 

(en tubos Eppendorf de 500 ul, friosJ y se almacena en Nz liqui­

do. 

Para eliminar loa ribosomas, se pasa el lisado a un tubo de 

policarbonato para la centrifuga TL 100 !Beckman) !lavado muy 

bien· y enjuagado finalmente con agua desionizada estéril) y se 

centrifuga a 100 000 rpm en el rotor TLA-100.2 de ángulo fijo (o 

en otro rotor en condiciones equivalentes) durante 20 minutos a 

2•c. Al terminar, se divide el sobrenadante en alicuotas como se 

eeftal6 arriba y se almacena en N2 liquido. 

Extracción del BHV <Brome mosaic virus). 

Este método nos fue comunicado por el Dr. R. Beachy de la 

Universidad de Washington. Fue utilizado con algunas modificacio­

nes. Como siempre. hay que trabajar con la mayor limpieza posible 
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utilizando soluciones tratadas con OEPC y material limpio y este­

rilizado. 

Como ribonucleoproteina, este virus tiene Eon~2•0.--=5=1 

mg/ml. Se determino que la concentración inicial de éste es de 

21.6 mg/ml. Se recomienda partir de una concentraciOn de 30 mg/­

ml, pero en este caso se dejo as1. 

Se ponen 84 µl de virus en cada uno de dos tubos Eppendorf 

de 1.5 ml (a temperatura ambiente) y se les añaden 166 µl de 

amortiguador TBE lTria.HCl 89 mM, NaaEDTA 2.49 cH, acido bOrico 

88.9 mM). Enseguida, se a~aden a cada tubo SO µl de SDS 10~ y se 

agitan en el vortex durante 30 segundos. Se añaden 600 wl de 

fenol saturado con TBE, se agitan en el vortex 30 segundos, se 

dejan reposar 1 minuto y 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, y las fases acuo­

sas se pasan a otros tubos (cada una por separado J C mantenidos en 

hielo). El fenol se reextrae añadiéndose 300 ul de TBE a cada 

tubo: se agita en el vortex 30 segundos y se centrifuga 2 minutos 

en la microfuga. 

Las !ases acuosas de la reextraccion se Juntan con sus co­

rrespondientes de la primera extracción, y ya juntas se les aña­

den 300 µl de fenol saturado con T8E. Se agita en el vortex du­

rante 30 segundos y se centrifuga 2 minutos. Se separan las fases 

acuosas a otros tubos, y el fenol se reextrae como antes, pero 

con 150 ul de TBE que finalmente se juntan con sus correspondlen-
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tes fases acuosas anteriores. 

A cada fase acuosa se le añaden 700 ul de éter saturado con 

TS~. se agita en el vortex 30 segundvs 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

varse una interfase blanca que va haciéndose Denor en cada ex­

tracción con éter; esta interfase debe ir quitándose al ir sepa­

rando el éter de la fase acuosa (utilizando una pipeta Pasteur). 

Después de la tercera extracciOn, el éter sobrante en la 

fase acuosa se evapora con vacio o con N2 gaseoso. 

La fase acuosa se separa en alicuotas de ~oo µl y se le 

añade a cada una 16 µl de NaCl 5 H y enseguida 1 ml de etanol 

absoluto. Se dejan toda la noche a -2o•c. 

Para recuperar el RNA, se pone 10 minutos en la raicrofuga en 

el cuarto fria, desechando el sobrenadante. Las pastillas se 

resuspenden en NaCl 0.25 H {100 ul para cada pastilla proveniente 

de 400 ul, se juntan todas las suspensiones en un solo tubo y se 

le añaden 2.5 volúmenes de etanol absoluto. Se pone a precipitar 

a -20'C por lo menos 3 horas. 

Se centrifuga 10 minutos en la microfuga en el cuarto fria, 

se descarta el sobrenadante y la pastilla se seca con vacio. Ya 

seca, se disuelve en 200 ul de agua (de la mejor calidad, esté­

ril}, se apartan 5 ~l y el resto se congela en N2 liquido (donde 

se almacena). 

A la alicuota de 5 ul se le a~aden 1 ml de agua y se lee la 

absorbancia a 260nm y a 280nm. Se calcula la concentracion a la 



que quedó el RNA viral sabiendo que una absorbancia de O.llS 

00/ml equivale a 5 µg/ml. 

flectroforeeis en una dimensión de la reacción de síntesis. 

Para analizar las proteinas sintetizadas en el ensayo ~ se 

utilizó electroforesis en gel de poliacrilamida siguiendo el 

método de Laemmli (1970). Cada volumen de mezcla de reacción se 

mezcló con 5 volúmenes de amortiguador de la muestra. En carriles 

vecinos se pusieron mezclas de proteinae de peso molecular cono-

cido. Les geles 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 ~el, para que las bandas se die-

tribuyeran adecuadamente. 

Una vez terminada la corrida, los geles se tifteron utili-

zendo azul de Coomassie R250 al 0.2% (p/vl en metanol 50 % (v/vl, 

ácido acético 7~ (v/vl durante al menos una hora. se desti~eron 

mediante varios cambios en ácido acético 7 % (v/vl. 

Electroforesis en dos dimensiones ~(roétodo de O'farrel. 1975). 

Este método se utilizó para analizar las proteinae sinteti­

zadas ~. y los productos obtenidos 'al efectuar traducciones 

' En la elaboracion de loe geles de 2a dimensión conté con 
la valiosa colaboraci6n del M. en C. Raúl Aguilar c., por lo cual 
deseo expresarle mi agradecimiento. 
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in vitro con polisomas de maiz. La técnica se siguio como e&tA 

descrito en el articulo original, utilizando en lo primero dimen­

sión un gel cilindrico de 2 mm de di&metro, con anfolinas en el 

rango de 3 a 10 de pI. La corrida se hizo en la primera dimensión 

en un aparato para tubos 150A de Hoefer s.r. durante 18 horas a 

<00 voltios con enfriamiento por agua. Para la segunda dimensión 

se utilizó un cel igual al senalado en la electroforesis unidi­

mensional 

Eluorografia de los geles de electroforesis! 

Para ésta, se trato a los geles como sigue. Se sumergieron 

durante 30 minutos 2 veces en dimetilsulfoxido (DMSO) 100~ a 

temperatura ambiente. Posteriormente se mantuvieron durante 3 

horas en una solución de PPO 22 ~ (p/v) en DHSO. Se pasaron en­

tonces a agua desionizada durante l nora, lavando al final con 

agua desionizada el PPO precipitado que queda sobre los geles. 

Finalmente, se secan sobre un p~pel filtro utilizando un secador 

con calor y vacio (BioRad M-2241 durante hor•. 

Las fluorografias se imprimieron durante aprox. 3 senanas 

sobre peliculas Kodak X-OHat, a -7o•c. Se revelaron y f1Jaron con 

revelador y fijador Kodak GBX. 

pensitometrias. 

Las densitometrias se efectuaron con un densitómetro OS 300 

de Hoefer s.I., ajustando el cero a una parte clara al inicio de 

cada carril <en las fluorografiasl y la m6xima se~al a la parte 

so 



mAs obscura. El integrador utilizado fue el Hod. 2220 de LKB, 

ajus~ado según las especificaciones del fabricante. 
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Resultados 

·Preparación de lisado crudo. Actividad endógena. 

Para la realización de este trabajo se prepare inicialmente 

un lisado de reticulocito de conejo siguiendo estrictamente la 

técnica publicado por Jackson y Hunt (citada en Métodos). Nuestra 

primera meta fue montar un sistema de traducción heterologo (re­

ticulocito de conejo-embrión de maiz) con capacidad de iniciación 

y con una buena incorporaci.ón sobre la íncorporacion basal. Des­

pués de preparar varios lisados se encontró que la actividad es 

muy variable de uno a otro lote, aunque fueron preparados con las 

mismas condiciones. Lo anterior indica la dependencia que tiene 

la actividad del lisado en relación a la variabilidad biológica 

del conejo del cual fue obtenido el lisado. Fue necesario, enton­

ces, planear la obtención a partir de al menos dos conejos en 

cada ocasiOn, ademas Oe realizar pruebas de la concentracion de 

los e'lementos que influyen fuertemente en el nivel de actividad. 

Otra modificación que se consideró necesario hacer al protocolo 

original consistió en romper los reticulocitos en un volumen 

menor de agua (1 vol. en lugar de 1.5 vols.), para compensar la 

dilución que supone adicionar ribosomas exógenos en el sistema 

heterologo de traducción. 

Un resultado representativo de la metodología que se siguió, 

muestra la influencia de la concentracion de hemina sobre la 

actividad endOgena (!ig. l). Al hacer esta prueba ya se hab1a 

ensayado por separado la actividaj endOgena del lisado procedente 

52 



~ 
;!, 
.... 
i 
u 

de cada uno de dos conejos, escogiéndose para continuar el que 

mostró la mayor actividad. 

En la prueba mostrada se ut1liz6 a una mezcla de aminoac1dos 

=arcados con 1 •c. por lo cual el número de cuentas incorporadas 

es relativamente bajo al compararlo con los resultados posterio· 

res en los cuales se utilizó ~es-metionina. 

Fíg.1. Pruebo de conc. de hemina. 

3!<10 
23 y' J-4/.WO µde lis.M:t 

JOOO 

= 
2000 

·.· 
tSXl 

'""' 
!<>a 

o 
o 10 

Ü41m~/{mini.ott:i,,) 

a t«min. 2.J/•OCIA + Hemll'\.. '/~ 

Puede observarse en la gréf ica que con ambas concentraciones 

de hemina se obtiene una actividad inicial muy similor, y sin 
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embargo esta actividad únicamente se cantiene a mayores tieQpos 

con la ccncentrac16n mayor de hemina. Por tanto se escogiO esta 

concentración para todos los ensayos en los cuales se utilizara 

este lote de lisado. 

Unicamente la concentración de hemina fue ensayada midiendo 

la actividad endógena del lisado. El otro elemento del cual se 

probaron diferentes concentraciones en este trabajo, el magnesio, 

fue ensayado ya en el sistema heterólogo de s1ntesis (con poliso­

mas de mai:} puesto que se consideró que ya no habria manipula­

ciones posteriores que alteraran la concentración final. 

El lisado finalmente mostró una muy buena actividad al ser 

probado con THV como mensajero exógeno <no mostrado). El sistema 

incorpora linealmente hasta aproximadamente los 15 minutos, y 

después mantiene una buena incorporación hasta los 45-50 minutos: 

posteriormen~e. se mantiene lenta. A los 60 minutos hay una in­

corporacion mayor a 20 veces que en el sistema equivalente sin 

adicionar mensaje exOgeno. Resultados similares se obtienen al 

utilizar BHV como mensajero exógeno, aunque con él la incorpora­

ción se mantiene lineal hasta los 60 minutos CFig. 3}. 

Optimización de la concentración de magnesio. Sistema heterólogo. 

Para efectuar esta optimización se hizo un "barrido" utili­

zando 4 concentraciones de magnesio, tomando como referencia la 

concentración sugerida por Jackson y Hunt (1983}. Ya que se des­

conoce la concentración endógena de magnesio que trae cada lisado 

no podemos conocer la concentración final alcanzada tras la adi-

54 



3 
" ;;:.. 
' ~ 

~ 

ci6n de magnesio exogeno. Ademas de la concentración sugerida por 

los autores mencionados (10 mH! se utilizaron 1/3, 2/3 y 3/2 de 

la ~isma. En la figura 2 se ve el resul~ado de este experimento: 

Fig.Z.Pruebo de lo canc. de Mg. 
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En este experimento el sistema de sintesis funciona con poli-

somas de maiz. Para establecer el sistema heter6logo de s1ntesis 

se removieron. por ultracentrifugación. los ribosomas de los 

reticulocitos (aparte de los mensajes de los reticulocitos. tra-
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tándolos con nucleasa} y se sustituyeron por polisomas provenien­

tes de maíz germinado durante 30 horas <ver adelante). 

Puede ob3ervarse que dos de las concentraciones probadas (3 

y ómH) permiten obtener una mayor actividad de incorporación que 

la alcanzada con la concentración sugerida por la literatura 

{lOmM). La actividad es muy semejante en el caso de las dos con­

centraciones señaladas primero, y la menor actividad se observa 

utilizando 15 mH. De manera ei~ilar a como se señaló con la hemi­

na, como resultado de esta prueba se escogio la concentración 6 

mM para los experimentos en los cuales se utilizara este lote de 

lisado. Se prefirió ésta sobre la concentración 3 mM por promover 

una actividad inicial ligeramente mayor. 

2. Obtenci6n de polisomas funcionales de maiz. 

El rendimiento de polisomas obtenidos de ejes embrionarios 

germinados de maiz varió de una extracción a otra. Esta variación 

probablemente se debió a que no es posible moler a loa ejes exac­

tacente igual Cal iniciarse la extracción). y, m~s probablemente, 

a diferencias en las condiciones de centrifugacion utilizadas. En 

la tabla que Ge muestra a continuaciOn puede observarse lo ante­

rior: 



Número--de ejes o.o. total17s ( .260 nm) o.o:/eJe Rotor 1 

100 30~·25 .· .302 75 Ti 

120 13:;.81 .115 628 

100 10'.99 .109 626 

100 9;57 .096 628 

150 31.92 .212 75 Ti 

150 27.12 .180 75 Ti 

150 30.76 .205 75 Ti 

Como puede notarse el rendimiento siempre fue mayor utili-

zando el rotor 75 Ti¡ con rendimientos menores se obtuvo suíi-

ciente para un buen número de experimentos <recordar que se uti-

lizan 0.7 D.0.2•0,_ para cada sistema de sintesis). 

Aunque se extrajeron varios "juegos" de p~lisor.;215 (esto es: 

de maicee control, tratados con AIA o MCPP) únicament~ de algunos 

de ellos se hizo un "barrido" de absorbancias a diferentes longi-

tudes de onda. En la tabla siguiente se muestran algunos datos 

representativos: 

' El rotor 75Ti Cbngulo 
utilizado como se menciona en 
de la marca IEC; se utilizó 
durante 2 h 40 rain. 

fijo) es de la ~arca Beckman; fue 
Métodos. El rotor 628 (columpio) es 
a la mbxima velocidad (~1000 rpmJ 
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Poli somas Aa:.a2 Aa•o Aawo A3:t:O Az•o/Aaeo 

control .&OS 

control .461 

control l.06 .630 l.662 

AIA .253 .366 .217 .013 1.666 

AIA .904 .536 1.680 

HCPP .221 .322 .190 .013 1.694 

HCPP l.02 .617 l.653 

En las ocasiones en que se midiO la absorbancia a 260 y a 

280 para la misma =uestra de polisomas, la relacion entre estas 

dos absorbancias3 fue en promedio de 1.679 variando este valor 

entre 1.694 y 1.653. Estos resultados son muy similares a los 

obtenidos con ribosomas extraidos utilizando eoncentra~iones más 

altas de sales (hasta 0.5 H de KCll y colchones de sacarosa ~as 

concentrados. 

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

somas pueden almacenarse en nitrógeno liquido, ya resuspendidos 

2 Abaorbancia a la longitud de onda indicada / µl de suspen­
sian de polisomas (diluido en l ml de agua). 

~ La relación de absorbancias a 
mar la relación Acido nucleico (en 
considera que una relación de 2 
prácticamente libre de proteina. 

58 

260/280 nm se usa para esti­
este caso RNAJ/proteina. Se 
corresponde a acido nucleico 



en amortiguador. Guardados de esta manera han mantenido su acti­

vidad hasta por seis meses Cno se han probado tiempos posterio­

res, pero podemos suponer que pueden estar en esta condición por 

tiempos més prolongados, sin sufrir daño). 

3. Tratamiento del lisado con nucleasa micrococal y eliminación 

de ribosomas. 

se comprobó en diversas ocasiones que la metodologia seguida 

elimina efectivamente a los mensajeros endógenos del lisado de 

reticulocito. Esto puede observarse comparando la incorporación 

alcanzada en un ensayo de sintesis en el cual a un sistema de 

reacción de lisado tratado con nucleasa se le adiciona BMV como 

mensajero exógeno, y simulténeamente se efectúa otra reacción con 

un sistema idéntico excepto que en lugar de BMV se adiciona un 

volumen igual de agua ("+BHV" y "-BHV", F1g.3). 
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Fig. 3. Tratamiento del lisado 
Elmlno:iM de; moa..reoJes y ribceomas 
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Puede observarse en esta figura que aunque en el sistema sin 

mensaje (-BMV) hubo una incorporación cercana a 18 000 cpm, en el 

sistema con mensaje (+BHV) la incorporación fue muy cercana a las 

200 000 cpm. 

En la misma figura 3 se muestra el resultado del tratamiento 

seguido para eliminar los ribosomas endógenos del reticulocito. 

Para ello se probaron varios tiempos de centrifugación 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-

somas del reticulocito. Las gré.ficas señaladas como ''-Rib" y 

"-Rib•BHV" corresponden a ensayos idénticos a los anteriores, BHV 

incluido en el segundo, excepto que no se adicionaron polisomas 

de maiz: su incorporacion ("basal"> no pasa de 5500 cpm, mientras 

que la incorporación del mismo sistema adicionado con polisomas 

("+polsm"J alcanza 71 600 cpm a los 60 minutos: el incremento es 

de 13 veces sobre el valor basal. 

4, PurificaciOn de RNA del BHV. 

Por medio de la metodología eopleada se logro una pureza 

aha Y un buen rendimiento (para nuestros fines) al desproteini­

zar el BHV. La relacion de absorbancias a 260 y 280 nm fue igual 

a 1.89, superior a la que se se~alaba en la metodologia original 

(1.67). En ésta no se señala el rendimiento esperado, por lo que 

nuestro rendimiento, 381 µgRNA/mg de virus, es bueno sólo en 

términos relativos. AdemAs, la integridad de al menos 3 de loe 

RNA mensajeros es muy buena. como se vera más adelante. 

S. Traducción por polisomas control. AIA y HCPP. 

Utilizando las concentraciones de hemina y Mg•• señaladas 

anteriormente, se pusieron a traducir polisomas extraidos de ejes 

embrionarios de maiz germinados durante 30 horas, en agua (con­

trol}, en solución de AJA, o en solución de HCPP. Los resultados 

se muestran en la figura 4. Aunque la condiciones de sintesis se 
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establecieron para polisomas de maiz control, los tres tipos de 

polisomos muestran un comportamiento esencialmente idéntico entre 

si. Inicialmente hay una incorporación muy rapida, para después 

permanecer estable. La formo de esta curva y el nivel de incorpo-

ración no variaron en lo absoluto al anadir PHSF 110 uH) a los 15 

minutos en un experimento idéntico (no mostrado}. 

Fig.4.Troduccion de polisomos 
OOl"ltml, il.l y WCPP 

20 '° ro 
lia'l'\fXl/(m,.,iJ.o•) 

.+ control ~ AJA A Wt..PP 

Con los productos de traducción obtenidos en este experi-

mento se corrieron geles de doble dimensión utilizando la técnica 
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de O'Farrel (ver Métodos), precipitando previamente con acetona 

la mezcla de sintesis. La resolucion fue pobre, probablemente 

debido a la presencia de RNA en la muestra {Homes y Rickwood, 

1986l{Fig. 5). En esto misma figura se muestran los patrones de 

sintesis de proteinas ~. obtenidos incubando ejes embriona­

rios de maiz con 3 •s-metionina, en presencia o en ausencia de 

auxinas ~xogenas (que fueron obtenidos como antecedente de este 

trabajo). Debe observarse que en los tres casos no son semejantes 

los patrones 1rL...Y.llJ::.Q a sus correspondientes in vivo, aun en loe 

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 señalan con núme­

ros en las fotografias correspondientes. Con el tratamiento con 

MCPP un par de manchas <encerradas en circules) reducen su inten­

sidad respecto ol control. Una diferencia notable entre el AIA (y 

el control) y el HCPP aparece en la mancha inferior se~alada con 

la letro {A): su intensidod es mucho menor en el caso de la últi­

ma; otra pequeña mancha (8) reduce también su intensidad 

Este número pequeño de cambios en el patrón electroforético 

es común al efectuar tratamientos con auxinas (Guilfoyle, 1986. 

p. 250). 

En los patrones in vitro la resolución y la cantidad de 

manchas no permiten apreciar difer~ncias relevantes entre cada 

tratamiento. Estos patrones se obtuvieron para explorar la posib­

ilidad de efectuar experimentos con a-amanitina y obtener otras 

evidencias de control traduccionil (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 O.O. de polisomas en amortiguador de resus-

pensión, y se les incubó durante S minutos a 20'C. La reacción se 

detuvo adicionando EGTA. La nucleasa es la misma preparada y 

utilizada para el tratamiento del lisado (Fig. 3). 

Después de este tratamiento, se pusieron a traducir los 

polisoaas, y se midió la incorporación a los 40 minutos. Los 

resultados aparecen en la figura 6: 

Fig.6.Efecto de nucleoso 
Trot. "'"'.ll'TY'tt y~'"' Li!IOX> 
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Las barras se~aladas como NT corresponden a la incorporacion 

obtenida con polisomas No Tratados con nucleasa. Su altura es muy 

•imilar entre si, y sin embargo después del tratamiento con nu­

cleasa en amortiguador (TA) alcanzan valores muy diferentes. 

Va que el tratamiento 

los mensajeros unidos a 

tratamiento con nucleasa de 

anterior no elimina efectivamente a 

los r1bosomas, se decidio intentar el 

la siguiente manera. Del lisado de 

reticulocito se removieron con nucleasa los mensajeros y por 

centrifugación los ribosomas; se adicionaron a éste sobrenadante 

los polisomas de maiz (de los tres tipos por separado), y ah1 se 

efectuó un nuevo tratamiento con nucleasa. Esto es, en lugar de 

tratar a los polisomas "en amortiguador 11 se trataron "en lisado". 

De esta manera estaban en condiciones (fuente de energia, facto­

res, etc.) de traducir a los mensajeros, moviéndose respecto a 

ellos y dejéndolos susceptibles a la acción de la nucleasa. Des­

pués se hizo un ensayo de sintesis de proteinas utilizando estos 

reticulocitos. 

En esta ocasión la incorporación descendió notablemente CTL 

Fig. 6) llegando a los 40 minutos a alrededor de 10 000 cpm con 

los tres tipos de polisomas. Esta incorporación es muy peque~a si 

se considera que, al igual que en los demés experimentos, la 

"incorporación" al tiempo cero es de aproximadamente 3 000 cpm. 

7. TraducciOn del BHV. 

Utilizando polisomas tratados con nucleasa de las dos mane­

ras senaladas en el apartado anterior, se efectuaron ensayos de 
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sintesis de proteinas adicionando RNA del BMV como mensajero 

ex6geno (Fig.7A y 8). Contra lo esperado, el BMV estimulo muy 

paco la incorporaci6n de marca; solo ligeraaente mas con los 

polisomas control tratados .. en amortiguador 11 {figura 7A). 
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Fig. 7. Traduce ion de BMV. 
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Figura 7 
(B) poll!IOrT'll• tmt. lf!ln btm .. ...-~~~~~~-'-'--~~~~~~~~~~~~..;......, .. 

; 10 

o 

C Conl.-BlilV 
b. AIA +BlilV 

10 20 40 

ti~/(mirn..rto5) 
+ Conl.+-BUV ~ NA -BMV 

X WCPP -BUV V MCPP +BMV 

Con loa productos de sintesis de cada experimento se corrie-

ron geles de la dimensiOn utilizando el método de Laemmll (Ver 

Métodos), con el fin de ver si aun con la falta de estimulo sig-

nificativo aparecen productos correspondientes al BHV. La figura 

8 muestra la fluorograf ia del experimento correspondiente a la 

figura 7A:. 
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Fig;B. Fluorografh correspondiente a la Fig. 7A. 

Control AIA MCPP 

- + - RC + + 

... 

En esta primera f luorograf ia es dificil distinguir bandas en 

las partea media e inferior. Sin embargo. en la parte superior 

puede identificarse una banda que únicamente aparece en los ca­

rriles correspondientes a reacciones que incluyeron BMV <el ca-

rril central 11 RC 11 corresponde a BHV traducido en lisado tratado 

solamente con nucleasa, conBervando sus propios ribosomasJ. Esta 

banda es muy notoria en los carriles del control y del AIA <•BMV 

ambasl y no puede distinguirse en el carril de MCPP (•BHVJ. Esto 

es más claro ~~ comparar las densitometrlas !Fig. 9). El pico 

se~alado con la flecha corresponde la banda mencionada. Es 
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importante se~alar que los carriles se cargaron con igual nomero 

de cuentas incorporadas, por lo que la intensidad de las manchas 

es comparable entre cada carril. 

" ü 
!l 
-e 
" .. 
.a 
< 

Fig. 9. Densitometria de la fluorografia anterior 

J 

Control AIA MCPP 

(carrl ies + RNA del BMV) 
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El patrón 

correspondiente a la ·s1ntesis de. la,fig~ra 7e s·o~ m~~ho' ·mÁs cla'­

r.as (Fig. 10): 

Control MCPP AIA RC 

+ + + + BMV 
kd 

94· .,, • 97 

67· 

"I 1 43-

35 

30 

ijll' .r -20- 20 

En esta segunda f luorograf ia se incluyó también un carril 

de lisado 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 pr~cticamente 

no hay proteinas marcadas en él. Asimismo, el carril correspon­

diente al BHV traducido en lisado se cargo con mas marca para que 

todas las bandas que en él aparecieran fueran distinguibles con 

claridad. 

En esta fluorograf ia si pueden distinguirse claramente 

bandas correspondientes al BHV. Como se mencionó, en la litera­

tura se reporta que la traducciOn in vitro del genoma del BHV 

produce cuatro proteinas, de pesos moleculares entre 110 000 a 

105 000, 97 000, 35 000 y 20 000 <la proteina de la cub1erta)(Za­

g6rski, 1978; Horch ~. 1986) . Aqui no se distingue la pro­

teina mayor que muy probablemente no fue sintetizada (ver Discu­

s16n); 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, jun~o con numerosas bandae correspon­

dientes a mensajeros remanentes de maiz. 

Visual y cuantitativamente se observan diferencias en la 

intensidad de las manchas entre el control, AIA y HCPP. En la 

densitometria correspondiente (Fig. 11) se se~alan con flechas 

los picos de las bandas que corresponden a proteinas del 8MV 

{esto es, que aparecen en el carril del BHV y corresponden a los 

pesos moleculares reportados). Puede verse que la intensidad de 

los tres picos no es homogénea con los 3 tipos de ribosomas usa­

dos, sino que hay variaciones especificas: el primer pico seña­

lado (97 000 d) apenas aparece como un "hombro" en el carril de 
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HCPP, y su area por ello no es detectable; ademas, en ei carril 

del AIA es ligeramente mayor que en el del control. El segundo 

pico señalado ( 35 ooo d l muestra una intensidad muy semejante 

para los tres tipos de ribosomas. El último (20 000 dJ nuevamente 

es menor (pero si esta presente) con los ribosomas de ejes trata-

dos con MCPP, y ahora la banda es mayor en el control que con 

AIA. 

o 
u 
e: 
o -e 
o .. 
~ 

Contro 1 

zo 
1 

20 

1 
20 

1 

35 

MCPP AIA 

(carrllu + RNA del BMVl 
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Diacusi6n 

Son pocos los trabajos publicados en los cuales se utilicen 

sistemas heterólogos de sintesis de proteinas. En estos casos se 

ha buscado principalmente hacer comparaciones entre factores de 

iniciación de diferentes especies. Nombela ~ l 1975) encuen­

tran que el eIF-2A de reticulocito de conejo y el del crustaceo 

Artemia salina son practicamente idénticos en estructura y fun­

ción. El eIF-2A de Artemia puede promover la formación de comple­

jos ribosomales heterOlogos, con subunidad 405 de mamifero y 

subunidad 605 de crustaceo. Ello ocurre siempre y cuando se in­

cluyan otros factores de iniciación de reticulocito. Asimismo, un 

sistema de traducción in vitre obtenido a partir de embriones de 

A salina es funcional utilizando factores de iniciaciOn de mam1-

fero (Filipowicz, ~ 1976). 

Los anteriores estudios parecen indicar que existe un consi­

derable nivel de conservación en los componentes de la maquinaria 

de traducción entre diferentes eucariotes. Sin embargo, también 

se han encontrado diferencias considerables. Por ejemplo, el 

mismo etF-2 de Artemia salina no necesita de ningún factor adi­

cional para intercambiar GDP por GTP, mientras que en reticul~­

cito de conejo es indispensable la presencia del factor GNEF 

(Hehta, Woodley y Wahba, 1963). Algunas diferencias se presentan 

también entre factores de germen de trigo y de reticulocito de 

conejo. Como se menciono en los Antecedentes, la fosforilación 

del factor eIF-4F de reticulocito altera notablemente su funcio-
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namiento (Panniers, et al, 1985), mientras que la actividad del 

eIF-4F de germen no se afecta al ser fosforilado (Humphreys, 

Br.owning y Ravel, 1988). Hés importante aún es el hecho de que 

los factores e!F4-A, e!F-46 y e!F-4F de germen de trigo son inca­

paces de estimular la traducción en un sistema de ret1culoc1to 

lim1tante únicamente en estos factores; e incluso en ensayos 

similares (de sustitución), el e!F-48 y el e!F•-F de trigo inhi­

Qgn_la traducción (Abramson, ~. 1988). Sin embargo, en el 

mismo trabajo anterior se encuentra que los correspondientes 

factores de reticulocito si logran sustituir (aunque no totalmen­

te) a sus contrapartes en un sistema de germen de trigo. 

En otro tipo de estudio, se encentro que las proteinas ribo­

somales (aisladas y en ribosomas completos) de levadura, germen 

de trigo e higado de conejo son susceptibles de fosforilacion por 

cinasas citoplasmicas de cualquiera de las otras dos especies ten 

experimentos cruzados), obteniéndose incorporaciones y patrones 

de fosforilación muy semejantes en todos los casos (Grancharova, 

Getova y Nikolov, I 976). Ello sugiere que la estructura de los 

ribosomas es muy semejante en estas especies. 

En nuestro trabajo el objetivo era montar un sistema heteró­

logo maiz-reticulocito de traducción in vitre. 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 se 

incórpora marca eficientemente al utilizarlo para sintesis de 

proteinas dirigida por polisomas de maiz (figura 4J, en los cua-
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les el RNA mensajero ya se encuentra unido a los ribosomas. Sin 

embargo, al adicionar polisomas de maiz no se logra la misma 

linearid3d en la incorporación que al medir la actividad endógena 

del 11sado o al probar el sistema homólogo con BMV como mensajero 

exogeno. Ello podria deberse a los polisomas en si o a efectos de 

la centrifugación sobre el lisado; p.eJ., que se eliminaran parte 

de los factores de iniciación conjuntamente con los riboso~as: a 

menos que se utilicen concentraciones altas de potasio loa facto­

res de iniciación son arrastrados con los polisomas al centrifu­

gar a alta velocidad <Merrick, 1979). Ya que no podemos utilizar 

este tratamiento con KCl en el lisado, tratamos de disminuir esta 

posibilidad haciendo el tratamiento con nucleaaa ant~s Ce hacer 

la centrifugación. gsperariamos desensamblar así los poliscmas 

liberando los factores de 1niciaciOn que pudiera haDer unidos. 

Aunque el sistema heterologo si inicia (pues traduce los RNAs del 

BMVJ, estos factores podrian ser limitantes. Por ello. si se 

desea una actividad de incorporación mayor, qui=ás sea necesario 

intentar extraer factores de iniciacion de la pastill• ribosomal 

obtenida al centrifugar el lisado, y readicionarlos al sistema. 

No obstante lo anterior, tenemos fuertes evidencias de que 

el sistema si inicia y de manera correcta, pues traduce al menos 

tres de los RNAs del BHV que se adicionan exogenamente; y los 

productos obtenidos corresponden a los pesos molecular~s espera­

dos, como se discutiré más adelante. 

Con las condiciones experimentales utilizadas en este sis­

tema de traducción in vitro1 los tres tipos de polisornas usados 
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(control, y de tejidos estimulados con A!A o con HCPPl incorpo­

raron la marca radiactiva de maner3 pr~cticamente idéntica, en 

cuanto a la cinética del proceso {Fig. 4). Como se menciono, 

1nicial=ente hay una rápida incorporación de marca en material 

precipitable con TCA y posteriormente ésta se hace muy lenta. 

Ademas de la posibilidad ya discutida (limitación de factores de 

iniciación), la forma de la gráfica también podria sugerir que 

una RNAsa se estuviera sintetizando, o bien, que la sintesis de 

una proteasa durante el proceso pudiera destruir las proteinas 

sintetizadas. No se encontrarDn antecedentes para descartar que 

haya sintesis de RNAsas, pero el sistema de retículocito contiene 

un inhibidor endógeno de RNAsas semejante al obtenido de placenta 

humana CScheele y Blackburn, 1979), y este evitarla al menos par­

cialmente la acciOn de estas trazas de RNAsas. Respecto a las 

proteasas, al adicionar PHSF a una concentracion final de 10 µM 

no se modifico en lo absoluto la forma de la gráfica de incor­

porat10n, por lo cual no es muy probable la acción de una protea­

sa. No se intento aumentar la concentración de PMSF pues entonces 

ae inhibiria la sintesis de proteinas. 

Otra posibilidad para explicar tanto la forma de la gráfica 

de incorporación con poliso=as como la baja incorporación obte­

nida con ribosomas (ver adelante) es que la terminacion (de la 

traducción) fuese un paso limitante, pues si los mensajes no 

estén siendo liberados eficientemente después de ser "leidos" por 

cada riboauma entonces no podrian ser reutilizados rápidamente 

para un nuevo ciclo de traducción Esto sucederia si los factores 
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de terminación del reticulocito no trabajaran adecuadamente con 

los ribosomas de maiz. No se han reportado trabajos en los que se 

comparen factores de terminación de diferentes especies. Es muy 

poco probable que algün otro componente del sistema de reticulo-

cito (p.ej. la concentracion de alcún ion) fuese responsable de 

una terminación ineficiente, pues la traduccion de BHV en el 

sistema homólogo lFig. 3) procede linealmente por al menos 60 

minutos (y en los sistemas heterólogos únicamente se cambian los 

ribosomas y quizás se disminuya la concentracion de factores de 

iniciaciOn: todos los dem~s componentes son iguales). 

Se ha señalado que la cantidad de potasio en el sistema 

puede ser inhibitoria de la iniciación, pero el rango en el cual 

no hay inhibiciOn depende del ion acompañante: cloruro o acetato 

(Weber, !l.!;___1!.l. 1977). Este rango es amplio al usar acetato, que 

fue el ion utilizado por nosotros. Por esta razón no se hizo una 

prueba de concentraciones de potasio, como se hizo con el magne-

sio (ver adelante). Por ésto también no parece probable que la 

concentrac!On final de potasio fuese supra6ptima y que ello afee-

tara la traducción al grado de ser la causante de la falta de 

traducción del mensaje correspondiente a la proteina de 110 000 

(Figs. 8 y 10). En germen de trigo ocurre inhibicion fuerte de la 

traducción de este mensaje cuando la concentrac!On de potasio es 

mayor a 110 mM (Chroboczek, Puchkova y Zagorski, 1980), pero a 

esta misma concentración es mayor la inhibición de la traducción 

del mensaje correspondiente a la proteina de 35 000, misma que si 

esta siendo traducida en todos nuestros sistemas CFigs. 10 y 11} 
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(y además claramente en el lisado de reticulocito con ribosomas 

propios: Y. como se mencionó antes, en los otros sistemas se 

utilizan exactamente las mismas concentraciones de K•). Asimismo. 

en ese reporte se observa que a esa concentración de K• la inhi­

bición de la traducción 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 algún factor de iniciación. Nosotros hemos obtenido 

evidencia de que nuestros ribosomas {obtenidos utilizando &O aH 

de K•) no acarrean otras proteinas que las que presentan riboso­

mas extraidos usando 500 mM de K• (Pérez-Méndez, A. ComunicaciOn 

personal}. Esta última concentración se utiliza para "limpiar" 

los ribosomas de reticulocito de conejo de proteinas ajenas a las 

de la estructura del ribosoma !Merrick, 19791. Mbs aún, los fac­

tores de iniciaciOn de germen requieren concentraciones menores 

para liberarse !Lax, ~. 19861: e incluso Sikorski, Przybl y 

Legocki (19791 sólo logran particulas ribosomales funcionales si 

éstas son obtenidas utilizando 50 mH de K•, pues con mayor con­

centraciOn parece haber pérdida de proteinas ribosomales. Asimis­

mo. en base a la bibliografia esperariamos que de haber factores 

de iniciación de maiz presentes en el sistema heterólogo, la 

traducción se inhibiria por una probable competencia con los del 

reticulocito (Abramson, ~. 1988). 

Consideraciones parecidas a las señaladas para el potasio 

pueden hacerse reEpecto a la concentración de magnesio. Se sabe 

que diferentes mensajes pueden tener distintos requerimientos de 
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magnesio para ser traducidos eficientemente (Jackson y Hunt, 

1983. p. 6?). Puesto que en nuestro trabeJo la optimi~acion de 

magnesio se hizo únicamente 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 BMVJ, 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 traducción de mensajes espec!ficos CKaneji y 

Pegg, 1986). Por ello la probabilidad mayor corresponde a la 

alternativa asumida en nuestra hipótesis, es decir, que los ribo­

somas ~ estén modificados y como consecuencia se comporten 

diferente en las mismas condiciones. Nosotros hemos supuesto que 

esta modificación consiste en fosforilaciOn de las proteinas 

ribosomales por las otras evidencias que provienen de nuestro 

laboratorio (ver Introducción) aunque no descartamos otras posi­

bles modificaciones. En los Antecedentes se comentaron varios 

ejemplos de cambios en la funcionalidad del ribosoma debidos a 

fosforilación de sus proteínas CNielsen, Thomas y Haller, 1982: 

l'homas, et al, 1982: Nielsen, Thomas y McConkey, 1981: Duncan y 

McConkey, 1982; Scharf y Nover. 1982; Palen y Traugh. 1987), y 

también se ha reportado la metilaci6n de proteinas ribosomales de 

levadura CLobet. Lhoest y Colson, 1989) sin que se haya buscado 

algún efecto de la misma. 

Sin embargo las anteriores especulaciones no se pueden des­

cartar con los resultados obtenidos en este trabaJo. Para ello es 
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necesario efectuar trabajo adicional encaminado directamente a 

verificar que la fosforilacion de las proteínas ribosomaies es la 

responsable directa del cambio observado en la traduccion de los 

RNAs del BHV. 

Efecto de las auxinas en el funcionamiento de los ribosomas. y su 

posible interpretación. 

Los patrones de sintesis de las proteínas solubles produci­

das in vivo, presentan algunas diferencias importantes entre los 

tres tipos de ejes embrionarios de maíz, y algunas otras mas 

peque~as. Estos resultadoa confirman otros que han sido obtenidos 

en experimentos similares con hipocotilos de soya y otros tejidos 

vegetales tratados con auxinas (Guilfoyle, 1986). Es importante 

notar que. aunque las mayores diferencias se observan al tratar 

con auxinas a los ejes embrionarios respecto a los ejes no trata­

dos, no son iguales los patrones obtenidos con cada auxina. Como 

se discutir~ més adelante, el AIA y el HCPP también producen 

respuestas fisiol6g1cas diferentes entre si al utilizarlos en 

otTos sistem4s. 

~a alterac16n en la sintesis de proteinas ~ producida 

por la aplicación de auxinas puede tomarse como un antecedente 

compatible con nuestra hipótesis de trabajo, aunque las diferen­

cias observadas pueden deberse tanto a cambios en la población de 

RNAa mensajeros en cada tipo de ejes embrionarios como a altera­

ciones en la velocidad de traduccion de los mismos. Para discer­

nir entre estas dos posibilidades un experimento adecuado con-
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sistiria en obtener los patrones de sintesis de proteinas ~ 

incubando a los ejes embrionarios en presencia de a-amanitina 

desde el inicio de la imbibición, lo cual causaria la inhibición 

de la sintesis de nuevos RNA mensajeros. De esta manera 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 maduración de la seQi-

lla. Nosotros tratamos ademas de examinar los patrones de sinte-

sis de proteinas ~ dirigidos por los tres tipos de poliso-

mas, Y de compararlos con los patrones ~. para confirmar 

que hay diferentes mensajeros ya en los polisomas obtenidos cesto 

es, que !.n-.Y...i.YQ al menos algunos de los polisornas cargaron a 

diferentes mensajes}, y que la aparición de nuevas manchas no 

estA controlada a nivel de elongación o de terminación. La poca 

resolución que obtuvimos, a pesar de que se preparo la muestra de 

distintas maneras y de que se utilizaron diferentes tamaños de 

gel, no nos permitió efectuar tal comparación en toda su ampli-

tud. Sin embargo. pareceria que hay muy poca diferencia entre los 

tres patrones electroforéticos de proteinas in vitro <Fig. 5), lo 

cual indicaria que ~existe alguna regulación de la veloci-

dad con la que esté.n siendo traducidos los RNAm ya ''cargados" en 

los polisomas". 

"Mientras esta tesis era escrita se realizaron en el labora­
torio los experimentos con a-amanitina. Se comprobó que la inhi­
bición de la sintesis de RNA poli(AJ• fue de 981. respecto a los 
controles. Los patronee electroforéticoa de proteinae sinteti­
~adan in vivo mostraron diferencias entre los ejes emb. tratados 
con AIA, con MCPP y los No Tratados, dando evidencia de la exis­
tencia de control postranscripcional modulado por auxinas. 

83 



El tratamiento con nucleasa micrococal, para eliminar los 

RNA mensajeros endógenos unidos en los polisomas de maiz. se 

intentó primeramente adicionando la nucleasa a los polisomas en 

amortiguador de resuspension. Con las condiciones utilizadas el 

lisado de reticulocito muestra claramente una destruccion total 

de los polisomas (F1g. 3). Para los ribosomas de ma1~. sin embar­

go, el tratamiento !ue ineficiente aunque en diferente grado para 

cada tipo de pol1somas (Fig. 6). Es posible que ello ee deba a 

una diferente agregación de los ribosomas sobre cada mensajero; 

esto es, en los polisomas de tejidos tratados con MCPP los r1bo­

somas estarian m~s Juntoa y protegerian m~s a los mensajes que en 

loe polisomas AIA, y en éstos más que en los control. Aunque yo 

no repet1 esta observación, cabe se~alar que en trabajos realiza­

dos anteriormente en nuestro laboratorio, también se ob$ervaron 

diferencias al tratar con nucleasa microcoeal polisomas prove­

nientes de embriones de maiz incubados en presencia o ausencia de 

euxinas (Pére:, L. Comunicación personal}. Esto es algo intere­

sante por explorar, pues si la mayor protección es real podria 

llevar eventualmente a la acumulación de alg~nos mensajes al 

darles mayor "estabilidad" (en tejido tratado con auxinasJ y por 

tanto producir mayor concentracion de las proteinas correspon­

dientes. 

El tratamiento de los polisomas "en lisado" parece más efec­

tivo para eliminar los ~ensajeros endógenos, juzgando por la 

ineorporaci6n dirigida por los mismos (Fíg. 6). Con este trata­

miento se pretendia hacer que !os mensajeros "salieran" de los 
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ribosomas y quedaran expuestos al ataque de la nucleasa. Seco­

rre, sin embargo, el riesgo de da~ar al lisado (p. ej. por desna­

turalización de las proteínas) con el doble tratamiento con nu­

cleasa, simplemente por el mayor tiempo en que el lisado está 

descongelado. se encontró que aunque la incorporación "endOgena" 

fue drásticamente reducida con este tratamiento, aun aparecen 

numerosos productos de la síntesis "endógena" (esto es, dirigida 

por mensajes ya presentes en los polisomas) {Fig. 10; carriles 

"-BMV"). Ademas, con los polisomas tratados de una u otra manera 

solo se logró estimular ligeramente la incorporacion de marca 

sobre la incorporación basal al adicionar BHV (Fig. 7). Sin em­

bargo, los RNAs del virus si fueron traducidos en el sistema 

(Figs. e y 10). Otra manera en que podría 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 mensaJe tHadJar. 

Hichel, Cozzone y Reboud, 1979). Se adicionaria entonces la nu­

cleasa con CaCl2, y se detendria el tratamiento quelando el cal­

cio con EGTA. Finalmente, se recuperarian las subunidades riboso­

males centrifugando a alta velocidad. Después de enjuagarlas y 

resuspenderlas en el amortiguador adecuado podrian utilizarse en 

el sistema heter6logo de sintesis. 

Posiblemente el tratamiento sugerido eliminaria mejor a los 

mensajeros endógenos de los polisomas que el tratamiento "en 

lisado" utilizado en este trabajo. 
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El an~lisis de las proteínas sintetizadas en el sistema iJl 

vitre se realizo por electroforesis utilizando la mezcla de reac­

ci-ón al t:~rmino de la incubación. Las proteinas sintetizi'!das se 

corrieron en geles unidimensionales y se evidenciaron por fluoro­

gra!ia. En la primera fluorografia mostrada (Fig. 8) aparecen 

numerosas bandas marcadas, muy cercanas unas de otras en su mayo­

ria. La elevada traducción de mensajeros endógenos y poca resolu­

ción en la parte inferior del gel pueden explicar este efecto, lo 

que también "oculta'' la aparición de los productos especificados 

por el RNA del BHV. Unicamente en la parte superior del gel es 

posible distinguir bien una banda de proteina del BHV: la corres­

pondiente a la proteina de 97 000 de peso molecular. Visualaente 

es clara la presencia de esta banda solo en los carriles donde se 

corrió el sistema en presencia de RNA del BHV. Asimismo se puede 

distinguir bien la diferencia en la intensidad de esta banda 

entre los productos traducidos por polisomas MCPP y los poliso~as 

Control y AIA. En el segundo experimento, en el que se usaron los 

ribosomas tratados en el lisado para quitarles el RNAm endógeno 

se tuvo una mejor resoluciOn CFig. 10). En él se ve nuevamente la 

apariciOn de la banda de 97 000 de PH y la diferencia en intensi­

dad señalada arriba se repite cercanamente y con mas claridad en 

esta segunda fluorografia (correspondiente al experimento de la 

figura 78). Aqui, aunque nuevamente aparecen numerosas bandas su 

intensidad es menor equiparable a las de las bandas correspon­

dientes a las proteinas del BHV (pues la traducción endógena se 

redujo considerablemente), y éstas se distinguen claramente. Es 
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importante señalar nuevamente que la banda correspondiente a la 

proteina de 35 0000 de peso molecular aparece en las traducciones 

de BHV con los tree tipos de ribosomas y que su intensidad es 

prActicamente la misma en los tres casos. Por lo tanto las dife­

rencias de intensidad senaladas para las bandas de 97 000 y de 20 

000 (entre Control, AIA y MCPP) parece que se deben a una traduc­

ción diferencial de sus mensajes, y no a una inhibición genera­

lizada de la traducción de los mensajes ex6genos en alguno de los 

tipos de ribosomas usados. 

Las diferencias en traducción de los RNAs del EHV entre los 

3 tipos de ribosomas, con la limitación que representa no haber 

podido eliminar por completo los mensajeros endógenos, podemos 

atribuirlas fundamentalmente al tipo de eJes ecbrionarios de los 

cuales fueron extraidos los ribosomas (esto es, sin tratar, o 

tratados con AIA o con MCPP}. Como se sefialo en la Introducción, 

hemos encontrado en nuestro laboratorio que el tratamiento con 

auxinas altera la fosforilac16n de los ribosomas, y nuevamente ~l 

AIA y el HCPP lo hacen de manera diferente. Ello correlaciona con 

los resultados obtenidos en este trabaJo: las diferencias ob­

servadas son mayores entre el HCPP y el Control que entre el AIA 

y el Control. Este comportamiento diferente entre el AIA y el 

MCPP se ha observado también en el sistema de inducción de callos 

de maiz: la auxina sintética tiene mucho mayor capacidad para 

llevar a cabo esta inducción que el AIA (Pérez, Aguilar Y S&nchez 

de Jiménez, 1987). La razon de ello podr1a ser únicamente que 



cada auxina tuviera diferente "potencia 11
, ya sea por estabilidad 

mayor dentro de las células <AIA se degrada f~cilmente), o por 

diferencias en afinidad de el o los receptores de auxinas que se 

conoce forman parte del =ecanismo de acción de estos fitorregula~ 

dores. Sin embargo también existe la posibilidad de que el meca­

nismo de accibn de cada una de estas auxinas no sea completamente 

idéntico al de la otra. Es conveniente tener en consideración las 

anteriores observaciones si se hacen estudios con auxinas sinté­

ticas buscando conocer el papel y el mecanismc de accion de la 

auxina natural. 
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Conclusiones. Trabajo a futuro. 

Co~o se señaló en la Introducción. el objetivo del presente 

trabajo fue investigar si el trataa1ento con aux1naa produce 

alteracione• en la •elect1vidad de 101 r1boaomaa, utilizando para 

ello el modelo de ejes embrionarios de maíz en germinacion. Aun­

que este objetivo no se cubrio en toda la extensión deseada, pues 

no se efectuaron los experimentos con RNA poli!A)• y poli(A)­

endbgenos de maiz, los resultados obtenidos aportan evidencia 

positiva en favor de esta hipótesis. Sin embargo, es necesario 

efectuar experimentos adicionales para que la evidencia sea com­

pleta~ente clara. 

En la Oiscusion se sugirió una metodología que posiblemente 

permita eliminar total o casi totalmente a los RNA mensaJeros 

endógenos unidos a los ribosomas de maiz. Esta eli~inaci6n es 

indispensable para evitar cualquier posible efecto de competencia 

con los mensajeros que se adicionen ex6genamente; y permitiria 

ver de manera completamente clara los productos de traducción de 

los RNAm que se adicionen exogenamente al sistema he~er6logo de 

traducción (utilizando nuevamente ribosomas provenientes de ejes 

embrionarios tratados o no con auxinas). 

Es conveniente continuar utilizando los RNAs del BMV para 

estos nuevos experimentos. Al menos 3 de loe mensajeros son tra­

ducidos adecuadamente en el sistema: y, principalmente, el RNAm 

correspondiente a la proteina de 97 000 es susceptibl~ de mostrar 

el efecto de cambio de selectividad buscado en los ribosomas. 



Es necesario también asegurarse 

iniciación presentes en los ribosomas 

de que no hay factores de 

de maiz adicionados al 

ais~ema heterólogo. Para ellos es convenien~e extraer los riboso­

mas utilizando concentraciones mayores de K• duran~e el proceso, 

en tanto que los ribosomas permanezcan activos. Se considera que 

utilizando 500 mH de K• se obtien~n ribosomas libres de factores 

de in1c1ac1on (Herrick, l979J. Sin embargo en nuestro laboratorio 

hemos obtenido ríbosomas en es~as condiciones y han perdido com­

pletamente su funcionalidad tPerez, L. Comunícacion personal). 

Puede ser necesario obtener el patrón electroforético en 2• dí­

mension de las proteínas presentes en los ribosomas que permanez­

can funcionales al ser obtenidos con la mayor concentración posi­

ble de K•, y compararlo con alguno ya publicado de ribosomas 

provenientes de vegetales. 

Si los experimentos anteriores resultaran positivos se ten­

dria una evidencia mayor de que la alteración de la selectividad 

oca~ionada por las auxinas reside exclusivamente en el ribosoma. 
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