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1. INTRODUCCION. 

El maíz es una. planta monoeoliledónea de la ramilia 'da 

las a.ngiospermas CHat.z, 19e9), cuya semilla representa el 

element.o nutritivo primordial de los pueblos americanos desde 

tiempos precolombinos. En Méxt.co, la importancia de est.a planta 

no es menor, por lo que son Oe gran relevancia los estudios que 

se llevan a cabo sobre los eventos metabólicos que ocurren 

durant.e su germinación. Dentro de estos est.udios se encuentran 

aquellos que analizan el efecto de los fit.orreguladores u 

hormonas vegetales sobre el metabolismo del ma!z durante la 

germinación. En este punt.o, se han hecho varias investigaciones 

sobre el efect.o que ejercen las cit.ocininas, demostrándose que 

estas moláculas reguladoras promueven los procesos metabólicos de 

la germinación en diferent.es niveles. O. part.icular inler4's so 

encuentran sus efectos en el metabolisJnO del DNA. L.a 

Benciladenina CBA, una cilocinina sinlética.J ha demostrado lener 

efeclos sobre el tipo de sinlesis del DNA y la promoción de un 

cambio en la actividad de la DNA polimarasa durante la 

germinación, promoviendo tambl•n un adelanto de ciclos celulares, 

posiblemente afect¿ndo enzimas relacionadas con est.e ovante 

met.aból i co C Reyes y V"-zquez Ramos, 1988 y 1 ggi). Se desconoce el 

mecanismo por el cual BA promueve estos cambios, pero algunas 

evidencias indican su influencia sobre los productos proléicos 

di rect.ament.e i nvol ucr ados con los procesos a.!'ect.ados C DNA 

polimerasa, proteína p34, ele., Vá.zquez Ramos y Reyes, 1988 y 

1QQO). 



a. GENERALIDADES. 

2.1 Angiospermas. 

El t.érmino angiosperma proviene de los vocablos griegos 

Wl,6eion. que significa vaso o conducto y sper~. que significa 

semilla. Est.e t.•rmino es aplicado por lo t.ant.o a aquellas 

plantas superiores cuyas semillas jovenes se encuent.ran 

encerradas dent.ro de un ovario CWeier y col, 1Q7Q), Las 

angiospermas son la.s pla.nt.as con flores y act.uUrnant.e predominan 

en el reino veget.al, const.it.uyendo casi t.odas las variedades de 

eult.ivos agricolas, hort.icolas y de jardineria. 

2..1.1 Est.ruct.ura de la semilla de AngiospermA. 

L..as semillas de ..ngiosperma se desarrollan de un óvulo 

fecundado. el cual consiste de \IJ\ embrión envuelt.o derivado de 

la fusión de los nócleos de ga..t.os masculino y feawnino CNa.yer, 

11175). 

La estructura del embrión est.'- const.it.uida por un eje 

einbrionario, el cual puede l•n•r uno o m.6.s cot.iledones y •l 

escut.elo. El aje embrionario consist.e del hipocot.ilo al que 

est.án unidos los cot.iledones. •1a radícula y la pl(mn.tla. o 

epicot.ilo Cvar fig, 2.1). En raras ocasiones se encuent.ra 

present.e un mesocot.ilo, que es la pa.rt.e nodal localizada ent.re 

el escut.elo y el cole6pt.ilo. 



Pericardio 
y 

envoltura 

Figura 2.1 E~lruc~ura da una ~emilla de ang1osperma. 
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El epicoLilo es sl extremo apical o el primar internodo 

de-l eje embrionario y se f'orma por arriba del cotiledón. El 

escut.elo cont.iene un al lo cont.enido de ac:e1 t.es Cda un 3S a un 

40}0 y sus~anclas activas e importantes en las etapas iniciales 

de la germinación. 

~ t..esta. o envol t.ura se desarrolla .a. pa.rt.ir de los 

tegumentos del óvulo. Es una capa dura cuya import.ancia 

fisiológica radica en la presencia de las cut.!culas ex:t..erna e 

lnt.erna, que le confieren a la semilla impermeabilidad al agua 

y/o gases~ con lo qlJe se logra un efect.o r-egulador sobre el 

me-t.abolismo y el crecimiento de tejidos y órganos CWeier y 

col .1Q7Q). 

El endospermo es el principal t.ejido de reserva 

energét.ico de la semilla. ~lá compuesto por 90Y. de almidón. 7Y. 

de proLeínas, pe-quenas cantid~des de ~c•i~e y otros compuest.os 

qu!micos. En Gl endospermo. la prot.e!na se encuentra formando 

una red córnea en la que están incluidos los gránulos de almidón 

Ccilado en Mirand~. 1Q84J. Es la ruente do nut..riment..os del oje 

embrionario durante la germinación y de la plántula durante el 

desarrollo. hasla que las raíces están bien firmes y las hojas 

elaboran c:arbohidrat.os en cant..idad suf"icient..e pa.ra sat.isf'a.cer 

las demandas energéticas <Bewley y Black. 1984). Dentro de las 

angl.osperma.s se encuentran dos clases de plantas: las 

dicot..iledóneas , plant.~s con sem.t1las dQ dos cot..iledonvs y las 

rnonoco~iled6neas , plantas con semillas de un cot.iledón. 



La familia de las gram1neas se encuenlra dentro de las 

monocotiledóneas, destacando ampliamente por ser ulilizadas como 

Cuente alimenticia de los 

Junhenheimer, 1Q76). 

humanos CCronquist, 1Q7Q'; 

Una de las especies de gramíneas más importantes, desde 

•l punto de vista alimenticio. cultural y económico, es el maíz, 

originario de América, de nombre botánico Zea maiz Línnaeus 

Como miembro de esta familia, el maíz posee sistemas de 

ralees fibrosas, hojas alternadas, dos hileras de vainas 

paralelas en las hojas, hojas separadas da las vainas, tallos 

cilíndricos con nódulos sólidos y floras má.s o menos espigadas 

CM&t.z, 1"5Q). 

Despu's del trigo, el maíz es, desda el punto de vista 

de producción, la planta alimenticia mis imporlanle del mundo. 

La semilla de maíz conliena: 

Humedad oo 

Almidón ClO 

Prot..eí nas C Y.:> 

Grasas CX) 

Fibra Ccruda, '° 
Azllcares t.otales C>O 

Cenizas C óxidos , '° 
Carot.enoides t.ot.ales Crng/Kg) 

16. 7 

71.5 

Q.Q1 

4.78 

2.66 

2.SB 

1. 42 

30.0 



2. 2 Germinación. 

Las semillas de la mayor!a de las plantas presentan 

normalmente un periodo de laltt'ncia metabólica antes de 

desarrollarse en nuevas plantas. Durante este proceso, la 

semilla pierde agua, descendiendo ol cont.onido de humedad de 

90 o QOY. hasta lOY. • 

La germinación es: un conjunto de procesos mediante los 

cuales la semilla abandona su estado de latencia y adopta un 

metabolismo activo, permit.léndolo llevar a cabo los eventos 

moleculares que conducirán a la rorma.ción de una nueva planta a 

part.ir de un embrión CMayor, 1075). 

El t.érmino de germinación es dif'icil de daf'inir; es por 

ello que se han dado ~s de un t.ipo de deriniciones, basadas en 

puntos de vista agronómicos, f'isiol6gicos y bioquimicos. 

Desde el punto de vista fisiológico, la germinación ha 

ocurrido una vez que una part..e del embrión, nornalment..e la 

radícula, amargo 

Black, 11178). 

lravás do la cubierta de la semilla CBewley y 

Da acuerdo al trabajo en nuestro grupo de invest..igación, 

def'inimos la germinación desde el punto d• vista bioquim.ico, 

como la serie de eventos n:il ecul ares que anteceden a 1 a primer a 

división celular, m::>ment..o.a partir del cual termina. 

De cual.quier t'orma. para t¡ue se present.e la germinación, 

se requiere de ciertas condiciones favorables. Dichas 

condiciones pueden dividirse en externas o ext.r!nsecas e 

internas o int..rinsecas. 
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Las cond1c1ones externas que favorecen e.l proceso de 

germinación son un adecuado suplemento de agua. la t.emperat.ura 

apropiad4l, una composición f;¡i.vorable de gases y, para alg_un.:.s 

semillas la luz es un fact.or import.ant.e CMayer. 1975). 

Para que se irücie la germinación. el requisi.to más 

import.ant.e es la entrada de agua. la cual debe de ser en primera 

1 nslanci a muy rá.pi da. Est.o const.1 t.uye el primer est.adi o de 1 a 

germinación. denominado imbibición, la cual ccnsisle de tres 

La fase !, que es independiente de la act.ividad 

metabólica de la semilla, es una fase de absorción de agua del 

medio por la cubierla más externa de la semilla. y se presenta 

como consecuencia de las fuerzas de hidratación de las paredes 

celulares de est.a. La fase II es un período de entrada de agua 

mis lent.o en el cual la semilla hidratándose presenta 

metabolismo activo como preparación para los posteriores eventos 

de la germinación. La rase III es un periodo de entrada de agua 

que está asociado franc:amante con los eventos visibles de la. 

germinación, y es en este momento cua.ndo al metabolismo se 

incrementa notablemente CBidwell. 1979: Bewley y Black. 1978). 

Los Cactores internos. los cuales aclóan no sólamante a 

est.e nivel, sino a través de todo el desarrollo y creciml"enlo de 

una planta. están const.it.uidos por los filorreguladores u 

hormonas vegetales, moléculas reguladoras de las cuales se ha 

sugerido ~na función como promotores integrales del crecimienlo. 
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2. 3 Bioqu1m.ica de la germinación. 

El inicio de la actividad metabólica est..1 restringido 

principalmente por la entrada de agua. La entrada de agua a las 

células activa secuencialmenet.e las funciones de los organelos y 

de las macrornolóculas Cm.it.ocondrias, ribosomas, núcleos, 

membranas, enzimas. RNAs, DNA, et.e.) CChing. 1972) .. 

La germinación en embriones de una amplia variedad de 

semillas de gramlneas. como t.rigo, cent.ene, cebada, maíz, et.e., 

parece presentar una serie de eventos comunes. Estos eventos se 

clasirican en tempranos, que incluyen la hidratación. la 

producci6n de ATP. la iniciaci6n de la síntesis de RNA total, la 

s!nt.esis de proteínas y la reparación y síntesis da DNA; y los 

eventos tardíos, que incluyen la expansión celular. la 

replicaci6n del DNA y la movilización de las reservas 

energéticas COsborne, 1983). 

La síntesis de proteínas está ausente en la semilla seca. 

En embriones de trigo y cent.ano se ha observado que la síntesis 

de proleínas corru.enza minutos después de iniciada la imbibición 

CHarcus, 1966; Sen y Osborne, 1975), cuando las células se 

hidraLan para permitir la unión de los RNA mensajeros a los 

ribo~omas. Esle corto periodo de tiempo entre la entrada de agua 

y la síntesis de proteínas indicaría la presencia de la mayoría 

de lo~ compononles bioquímicos y Sstruct.urales necesarios. 

Los ribosomas oblenidos de embriones secos son incapaces 

de sint.elizar proleinas. pero la actividad sintetizadora de 

estas preparaciones se presenta y aumenta. rápidamente con la 
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imbib1c16n CMarcus. 1966). Esto indica que en los. embriones no 

se encuentran presentes los polisomas. lo que se con!'irma t.ras 

la observación de la disminución de los ribosom.a.s libres con ia 

eventual entrada de agua, y la consLguient.e aparición de 

pclisomas. 

2.8 Fit.orreguladores en la gerrninaci6n. 

La germinación de una semilla está relacionada con las 

condicionas 6pt.imas en cuant.o a su int.egridad met.abólica y 

genética , y con las condiciones ambientales propicias para su 

desarrollo CGreulach y Edison, 1Q70). 

La reg~laci6n del comport..a.mienlo melabólico de una 

planta est.' manejada dura.nt.e su desarrollo a t.ra.Ws de los 

fitorreguladores, los cuales modulan t..anto el comport..amtent.o 

celular como las interacciones entre los dif'erentes tipos de 

células presentes en el tejido da un organlsa:.::> pluricelular. 

Tambii§n modulan la respuesta a los estímulos provenientes del 

tnedi o ambi ent.e. 

Los filorreguladores son compuestos químicos producidos 

en muy pequeflas cantidades en una. planta, ejerciendo un marcado 

afecto sobre el metabolismo aún en par~es da la plan~a 

dif'erenle~ del sitio de producción, promoviendo respues~as 

bioquímicas. fisiológicas y también rnorCol6gicas CK:::iiore, 1979). 
; 
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El concept.o de que la germinación es cent.rolada por la 

int.eracción ent.re diversos rtt.orreguladores se basa en las 

respuest.as de semillas a mezclas de sustancias aplicadas Juntas 

o secuencialmente CKhan, 1967; Addicot., 197e). Por ejemplo, el 

erecto inhibidor de ABA puede ser evitado por la aplicación de 

cit.ocininas pero no por GA. Pero GA puede revertir la dorm.ancia 

impuesta por la cumarina CBerrie y col, 1Q68). 

Hasta la fecha se han est.ablecido 6 grupos básicos de 

rit.orreguladores, de los cuales B se han estudiado más 

ampliamente: auxinas, giberelinas, el ácido abscícico, el 

elileno, y las citocininas CMoore, 1979). 

AUXINAS. Entre los efectos má.s nolables que se ha 

demostrado que promueve el ácido indolacét.ico CAJ..A, la principal 

auxina) se encuentran la elongación y la expansión celular. por 

lo que se le atribuye un papel importante en el crecimiento de 

las plantas CCohen, 1982:). AJ..A produce sus e.feclos durante la 

germinación liberándose enzim.iticarnenle de sus precursores para 

t.ransporlarse a la punta del coleópt.ilo de la semilla en 

crecimienlo CEuwens. 1976). 

GIBERELINAS. Lona C1956) y Khan y col. C1956) están 

entre los primeros que demostraron que el ácido giberélico CGAJ 

esti~ula la germinación de Lactuca soca.riota y Lactuea satiua en 

la obscuridad. En estos casos GA sustituye a la lóz promoviendo 

la germinación. Aunque el efecto de GA parece ser similar al de 

la lúz CEvenari y col., 1958), GA es mis efectivo que la lúz 
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roja al revert.ir el efecto inhibidor en la g~rminaci6n de 

Lechuga impuest.o por alt.as t.emperat.uras, llevando a la 

conclusión de que GA y la lóz actúan parcialrnent.e de la misri-..a 

manera, pero que su modo de acción no es idéntico CEvenari y 

col, 1958; Ikuma y Thimann. 1973). 

Algunos est.udios muestran que durante las et.apAs lard!as 

de la germinación Cy aón post.-germinativas, según nuestra 

definición), las giberelinas se sintetizan en el embrión y son 

transportadas a la capa de aleurona, donde estimulan la síntesis 

de enzimas especificas. La a-amilasa rué la enzima más estudiada 

y es sintetizada de novo en granos de cebada CHill. 1977) y 

t.rigo CBernal, 1084), a part.ir de RHA mensajero inducido por la 

influencia de GA. 

Posteriormente, se han reportado evidencias que indican 

que las giberelinas son sintet.izadas también en la aleurona en 

respuesta a otro factor químico originado en el embrión 

CJacobsen y Chandler. 1987). 

Se ha repor t.ado un aument.o en el ni val de gi berel i nas 

durant.e el rompimient.o de la dorm.ancia Cf"rankland y Wareing. 

1968). Esle increment.o en el nivel de GA puede ser debido a la 

liberación da rormas enlazadas. a su transport.e desde una parte 

de la semilla hast.a otra. o debida a s!nt.esis. existiendo 

evidencias para cada uno de est.os procesos CLang, 1970; Janes y 

st.odclar t.. 1 arn. 
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AC!DO ABSCICICO. La presencia del ácido absc!cico CABIU 

ha sido reporlada en varias semillas y frut.os CAddicolt. y Lyon, 

1969; Milborro~. 1Q74). 

El papel regulat.orio que se ha atribuido a ABA es como 

inhibidor de la germinación y el crecimiento. Una estrecha 

correlación ent.re la concent.raci6n de ABA en al embrión y 

capacidad para germinar se encontró en soya. Las semillas no 

germinan hasta los 21 d!as despuás de la anlésis, y durante este 

liempo el nivel de ABA decáe considerablement.e. También. cuando 

ABA es removido por lavados, ocurre la germinación CQuat.rano, 

1.007). ABA induce la s!nlesis de proleina de reserva ... d\ieltt.ras 

qua inhibe la síntesis do carboXipept.idasa C, qua es considerada 

como una "'enzima especifica'' de la germinación (Dure, 1985). 

Los efectos de ABA pueden explicarse considerándolo como 

un compuest.o induct.or de dormancia CKoornneef y col, 1Q84: 

Karssen, 1982: Karssen y col. 1983.), o puede actuar previniendo 

el crecimient.o del embrión. come sucede en Chenopodi.unt. albtan. 

CKarssen. 1968). 

ABA es rápidamente metabolizado en los tejidos de la 

semilla y algunos de los productos de su metabolismo son activos 

biol6gicament.e CWalton. 1981). aunque est.e aspecto de su acción 

reguladora no ha sido est.udiado a rondo. 

ETIL-ENO. EXist.e poca evitiencia sobre la inrluencia del 

elileno en el proceso de germinación CLieberman, 1979). La 

germinación de algunas especies de semillas puede ser estimulada 

por adiciones externas de et.lleno CKelring, 1077). Una evidencia 
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direct.a del requer1mient.o de elileno para la g~rm.inación de 

Amaranthus ha sido mencionada por Kepeczynski y Karssen (1989). 

En ot.ros sist.emas, c:omo los frut.os o el t.ajido de 

alma.cenamienlo, se ha demostrado que uno de los ef'ect.os del 

et.ileno son la act.ivación génica y la f'ormación de RNA mensajero 

espec:!f'ico, af'ect.ando de est.a manera la maduración de los: 

!'rulos. En adición. se han encontrado cambios en el ni val de 

enzimas hidrolílicas. auxinas endógenas y posiblemente en la 

formación de polirribosorttas CKet.ring, 1077). 

CITOCININAS. !.as ci t.oci ni nas son un grupo de 

f'it.orreguladores que en semillas y/o en cult.ivo de tejidos 

vegetales en presencia de a.uxina.s, pl"omueven la división 

c•lulal" CHiller y col. 1956; S1coog, 1005¡). En tabaco. se ha 

demost.r.ado que la división celular no se lleva .a cabo en 

ausencia de cit.ocininas CNishlniri y Syono, 1gee:: Skoog y col, 

1Q87). 

Hewet.t. y Wareing C1Qe3) sugieren la idea de que la 

acción reguladora es debida a más de una cit.ocinina, al separar 

cinco ciloeininas a part.ir de callos de Populus, sin 

J.dent.if'icarlaa. 

El eje embrionario de garbanzo cent.rola el IZ'Ut.abolismo 

de las reservas energéticas almacenadas en los cotiledones a 

t.ravés:: de las cit.ocininas CMuftoz y col. 1990). 

En. el sistema de cot.iledones aislados de semillas de 

sand.! a. las ci loci ni nas pueden t. ornar el papel de la 1 óz como 

inductor-as de la t.ranscr-ipción del gene de la prot.eín.a LHCP 
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CUghl Har-vesling Chlorophyll a/b Protein ) y la síntesis de 

est.a e Longo y col. 1990). 

Además de est.os efect.os. las cit.ocininas afectan el 

desarrollo de una planta a diversos niveles. t.ant.o fisiológicos 

cOmo met.ab6licos. Dentro de los procesos fisiológicos pueden 

mencionarse los siguientes: Promueve la división y la 

diferenciación celular en cultivos de tejidos vegetales CVarnell 

y Vasil, 1978). y un retraso en la senescencia de la hojas 

CTetley y Thimann, 1974), 

En cuant.o a sus erectos metabólicos, se ha encontrado 

que las cit.ocininas incrementan el contenido t.ot.al de proteínas 

CT•pfer y Foskat., 1Q78), particularmente la actividad especifica 

de algunas enzimas. como endcpept.idasas, pirofosfat.asas. 

f'osfoenol piruvat..o carboxilasa CKaravaU::o y col, 1978). RNA 

polimerasa CKulaeva, 1Q81) y DNA polinwrasa CV"-zquez Ramos y 

Reyes. 19QO), Aumentan la tasa de biogénesis de cloroplastos y 

la sinlesis de la ribulosa bifosfat.o carboxilasa CHarvey y col, 

1074). Además, adelanta ciclos celulares y la sint.esis 

replicativa del DNA durante la germinación CReyes y col, 1991). 

a.7. Efec~o de las citocininas sobre la sínt.osis de RNA. 

En c"-si todas las invas\.igaciones se ha utilizado la 

cilocinina Bencil Adenina CBA, N
15 

benzilaminopurina), que es un 

fitorreguilador sintético. Estas investigaciones demuestran que 

ol ef"ect.o producido por las cit.ocininas sobra el metabolismo 
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celular se ve acompaf'(ado de un aumento en la síntesis de RNA 

lolal. 

Al agregar BA a hojas de Pha.seolus vutsa.rís se obserVa 

un aumento en la cantidad presente de RNA total CFlelcher, 1969: 

Jacoby y Dagan, 1970; Naito y col, 1978; Yokoyama y col, 1980), 

que es independiente de la edad del tejido y decrece cuando se 

elimina CNailo y col, 1978), aunque cuando esta adición se hace 

a hojas jovenes, el incremento en el RNA tot.al antecede al 

moment..o en que se presenta la división celular CZwar, 1973, 

Nait.o y col, 1Q79, Yokoyama y col, 1Q81) y se incremente el 

contenido de DNA y de prot..einas CYokoyama y col, 1981). 

BA revierte los erectos inhibitorios del ABA sobre la 

sintesis de ácidos nucléicos CKhan, 1007; SUssex y col, 1Q75: 

Trewavas, 1970, Walt.on y col, 1970; Walbot. y col, 1975). 

Parenjot.hy y Wareing C1071:> muas:t.ran evidencias de que en la 

reversión de l~ senescencia, es mAs import.ant.e la síntesis de 

RNA mensajero y RNA soluble que la de RNA ribosomal; aunque se 

ha postulado que el increment.o en la sint.esis de RNA ribosomal 

de cloroplast.os puede contribuir a. est.e ret.raso de la 

senescencia CDyer y Osborne, 1Q71). 

2.8 ECect.o de las cit.ocininas sobre la sint.esis de DllA. 

Al.gunos: ensayos real.izados han demost.rado un increment.o 

en la cant.idad de DNA cuando son .adicionadas ci t.ocininas a 

t.ejido medular de Nícotíana. tabacum., f'anómeno previo CDas y col, 
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1965; Patau y col., 1957) o coincidente CPhillips y Torre, 1973; 

Sympson, 1977) con ol momento en que ocurre la división celular. 

Resul t..ados semejant.es han sido reportados para t.abaco CZwar 1 

1973), frijol C Naito y col, 1978; Tsuji y col, 1979; Yokoyama y 

col, 1980,1981) y cotiledones de calabaza CMikulovich y Kulaeva, 

1Q77). 

El estudio del ef'eclo de BA sobre la s!nt.esis de DNA 

durant..e la germinación de semillas de maíz indica un incremenlo 

en má.s del 50Y. en relación al control, con un pico de sint.esis a 

las 6 horas de germinación; as! como un incremento en la 

s!nt.esis de t.ipo reparativa en ejes embrionarios y-irradiados; 

en ejes embrionarios no irradiados cambia el tipo de síntesis, 

de un tipo indefinido a un tipo reparat.ivo cz.arain y col, 1987; 

Reyes y Vázquez Ramos, 1988). 

8.9 Mocanisrno de acción de las cit.ocininas. 

Se han sugerido un námero amplio de posibles mecanismos 

de acción de las cilocininas. Debido a que se les h.a encontrado 

on los L-RNA, cerca do la posición del anticodón. se ha sugerido 

que actóan sobre el metabolismo de protainas a nivel de 

traducción C1bomas, 1977: Hill, 1977). et.ros resultados sugieren 

un orecLo en •l AMPc o an la' permeabilidad de la m9mbrana 

e Thoinas • 1977) . 
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Realizando experimentos de inhibición, ,tanto de la 

tr3nscripci6n como de la traducción en ejes embrionarios de ma!z 

durante la germinación, se demueslra que se anula el efect.o 

ost.imulalorio en cuanto a la sinlesis de ONA. promovido por BA 

CVázquez Ramos y Reyes, 1998). Por ello se piensa que un 

incremento en la sint.esis de RNA (principalmente monsajero) y de 

proleinas pareciera ser la causa de la est..imulación de la 

sinlesis de ONA. otro efecto promovido por BA que refuerza esta 

suposición, es el aumento en la act..ividad de la DNA polimerasa 

CVázquez Ramos y Reyes, 1QOO). 

Pero, las revisiones del modo de acción de las 

cit.ocininas CKende. 1971; Hall, 1973; 'l"homas, 1977; Van Sladen y 

col., 1082) no arrojan evidencias decisivas. La observación de 

la falta de relación entre los efect.os inducidos por las 

cilocininas y su concentración interna pudiera ser explicada por 

la hipótesis de Trewavas C1982), quien propone que no es el 

nivel de la concent.ración del fit.orregulador lo que determina su 

actividad, sino la sensibilidad a est..e. Si la acción d•l 

f'itorregulador es debida a un complejo hor-=:ina-recept.or, 

entonces el nómero de rec:ept.ores mis que la concentración de 

f'i torregulador determinaría la ros:puest.a f"isiológica. Hasta la 

f"echa no se ha podido demostrar la exisLencia de tales 

receptores. 
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2.10 Ant.ecedent.es inmediat.os. 

Los est.udios que se han hecho en nuest.ro laborat..orio 

para det.erm.inar los efeclos que ejercen las cilocininas en la 

germinación del 1n3.{z. revelan que BA incrementa la síntesis de 

DNA durant.e las primeras 12 horas de la germinación con un pico 

a 1 as 6 horas C VAzquez Ramos y Reyes. 1990). También se ha 

demostrado que BA incrementa la sint.esis reparativa de DN'A en 

ejes embrionarios y-irradiados durante las primeras horas de la 

germinación, y en ejes no irradiados cambia el patrón de 

s!nlesis de un tipo indefinido a una síntesis reparativa CZa.rain 

y col. 1988, Reyes y VAzquez Ramos, 1089). Se ha damost.rado que 

BA incrementa la actividad de la DNA polimerasa CV~zquez RAmos y 

Reyes. 1990), la síntesis replicat.iva del DHA. y adelanta ciclos 

celulares durante la germinación (Reyes y col., 1001). 

Hasta la fecha no se conoce el mecanismo por el cual BA 

promueve estos efectos. La inhibición de la transcripción y la 

traducción en ejes embrionarioc de maíz durante la germinación, 

eliminó el efecto estimulalorio de BA sobra la síntesis da DNA. 

lo que sugirió que la est.imulación de dicha. síntesis de ONA 

seria promovida por un aument.o en la s!nt.esis de RNA 

Cprincipalmonte mensajero) y de proteínas totales. 

Con los antecedentes anteriores, el presente traba.Jo se 

•nf'ocó a la invast.igación del ef'M::t.o de BA sobre la población de 

RNA mensajeros de maíz presentes en este proceso. 
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3. HIPOTESIS. 

Se propone como hipótesis de trabajo, que la 

Benciladenina provocará modif'icaciones en la población de los 

RNA mensajeros presentes durant.e la germinación de ejes 

embrionarios de maíz; si est.o es as!, podrá dalect.ar mediant.e 

la t.raducción in vi tro de tales RNA mensajeros seguida de un 

análisis por eleclrof'oresis y aut.orradiografia de los patrones 

proteicos obtenidos. 

4. OBJETIVOS. 

4.1 GENERAL. utilizar las técnicas abajo mencionadas para 

analizar el efecto de BA sobre la población de RNA mensajeros de 

rnaiz durant.e la germinación, 

4. 2 PARTICULARES. Establecer las metodologías para: 

a) La axt.raeci6n da RNA t.ot.al de ejes embrionarios de 

maiz. 

b) la separación del RNA mensajero Cpoliadenilado), 

e) la traducción da est.a RNA mensajGro en un slst.ema 

de traducción libre de cálulas y 

cD el anilisis de los product.os protéicos con 

incorporación de marca radiactiva. por medio de: 

·(. el mat.eri al TCA insoluble y 

ii. electroforesis desnaluralizante en gel de 

poliacrilamida y posterior fluorografia. 
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5. MATERIALES 

5.1. MATERIAL BIOLOGICO. 

9.1.1 Para. esle est.udio sa ut..ilizaron semillas de maíz, 

Zea mays l ínneaus var, chalqueffo obtenidas de un proveedor del 

valle de Chalco, Edo. de México. El t.ejido que se utilizó es el 

eje embrionario, el cual se disect.6 manualmenle y se alma.cenó a 

-4°C en desecador hast.a obt.oner la cantidad suficient.e para cada 

experlmenlo. Para cada uno de los tiempos se ut.ilizó 1.0 g de 

eJes, deshechando los que fueron daNados por la navaja. 

5.1.a Equipo de síntesis in uitro de prot.e!nas : 

(Equipo comercial de New England Nuclear, Du Pont.) 

Lisado de ret.iculocit.os de conejo. 

RNA poli-( A.+J cent.rol CRNA poli-tA•l t.ot.al de c~lulas 

HaLa inf'eeladas por Adenovirus). 

Cocklail de t.raducción 

Espermidina 

Fosfat.o de Creat.ina 

Dit.iot.reit.ol 

Trifosfat.o de guanosina 

Todo lo anterior en Solución amortiguadora de HEPES 

CAcido N-2-Hidroxi.EtilPiperazin.N-2-Elano sulCónico) 

Met.ionina, L-c"sl 

Acetato de Pot.asio 1.0 M 

Acetato de Magnesio 50 mM 
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5.a. MATERIAL QUIHICO. 

CTodo el tn.a.lerial de vidrio que se utilizó p&ra almacenar loS 

reactivos y las soluciones amortiguadoras fuá de color á.mbar. 

Este material y el de porcelana. fué t.rat.ado con HzSC& 

concent.rado. enjuagado con HzO desionizada estéril 

esterilizado en autoclave antes de ser utilizado). 

-Reactivos, soluciones amortiguadoras y equipo-

Los reactivos utilizados fueron de grado analit.ico 

Sene i 1 Adeni na 

Acido t.ricloroacét.ico 

Etanol 

Acetona 

Met.anol 

Aeido Ac:~t.ieo 

Citrato de Sodio 

Cloranfenicol 

Prot.einasa K 

Acetato de Sodio 

Hipoclorilo de sodio 
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5.2.1 Soluciones para la extracción de RNA total. 

S.2.1.1 Solución amort.iguadora de Imbibición 

Tris-HCl CHidroximet.ilaminomet.ano base. ajust.ando 

el pH con HCl, Sigma Chemical Co.) pH 7.6 

Cloruro da Potasio CKCl) 

Cloruro de Magnesio CMgCl•) 

Sacarosa. 

Cloranfenicol (Sigma Chemical Co.) 

-· S.2.1.2 Solución de Bencil adenina 10 M : 

50 mM 

50 mM 

10 mM 

2 Y. 

10 µg-'ml 

Para preparar 10 m1 de est.a solución, se disuelven 2. 2 

mg del polvo en 800 µl de HCl O. 1 N y se agi t..a suavernent.e. Se 

aftaden 4 ml de HzO destilada estéril y 600 µl de Tris-Cl 1 H. En 

ost.o punt.o debe cent.rolarse bian ol pH ya que la BA precipit.a a 

un pH > 6. Finalment.e se afora a 10 m1 con agua est..éril. CEl pH 

para. conservar mejor la solución es entra 3 y 4). 

5.2.1.3 Solución amortiguadora de imbibición con BA : 

L.a solución de BA 10-• M se diluye hasta la concanlración 

requerida de 10-'M con la solución amort..iguadora de imbibición. 

5.2.1.4 Solución amort.iguadora de Ext.racción : 

Bromuro de Cet.ilt.rimet.ilaÍnonio CCTAB. Sigma) 2 Y. 

Tris-HCl CSigma Chemical, Co.) pH B. O 100 mM 

Acido Elilendiaminot.et.raacét..ico CEDTA:> 20 mM 

Cloruro de Sodio CNaCl) 1.4 M 



5.2.1.5 Solución amortiguadora de precipitación_: 

CTAB CSigma) 

Tris-HCl pH e.o 

EDTA 

~-Mercaptoetanol 

5.2.1.6 Solución de CTAB al 10 Y. 

1 Y. 

50°mM 

10 mM 

CTAB 10 Y. 

NaCl 700 mM 

6.2.1.7 Solución de Cloruro de Cesio 1 M 

Tris-HCl pH e.o 

EDTA 

NaCl 

Cloruro de Cesio CsCl ) 

6.2.1.8 Solución de Cloruro de Cesio S.7 M 

Tris-HCl pH e.o 

EDTA 

NaCl 

CsCl 

5.2.1.9 SEVAG CCloroformo:alcohol isoamílico, 24:1) 

S.2.1.~0 Solución amortiguadora para homogeneizar 

NaCl 

EDTA pH 7.5 

Dodecil Sulfa~o de Sodio (SOS) 

23 

50 mH 

5 mM 

50 mM 

1.0 M 

50 mM 

5 mH 

50 mH 

5.7 M 

1.3x10-z M 

5.0><10-z M 

0.5 M 



~.2.2. Soluciones para eliminar carbohidratos: 

Etanol 

Acelalo de sodio pH 6. O 

5.2.3 Soluciones para la separación de RNA 

poli-CA 1·en columna de oligoCdTl-celulosa. 

5.2.3.1 Resina de oligo-CdTlcelulosa 

5.2.3.1 Solución Amorliguadora de Carga 

Tris-HCl pH 7.6 

LiC1 

EDTA 

C Sigma Cem. Co. :> 

Lauril Sarcosinalo de sodio Cst.S. Sigma:> 

6.2.3.2 Solución de lavado 

HzO destilada estéril 

NaOH 

EDTA 

6.2.3.3 Solución amortiguadora de carga con LiCl 0.1 M 

Tris-HC1 pH 7.6 

LiCl 

EOTA 

Dodecil su1rato de litio CLDS:> 

24 

70 Y. 

100 mM 

eo mM 

0.5 M 

mM 

100 mM 

5 mM 

ao mM 

0.1 M 

mM 

0.1 " 



e.2.3.4 Solución amortiguadora de eluci6n 

Tris-HCl pH 7.5 

EDTA 

LDS 

6.2.3.5 Acelalo de Sodio pH 8.2 

5.2.3.6 Etanol 

5.2.3.7 Liquido de centelleo: 

2,2'-p-fenilbis [5-fenoxazoll CPOPOP, Herck) 

2,5-difenoxazol 

Tolueno 

C PPO, Merck) 

20 mM 

1 'mM 

0.05 Y. 

3 H 

70 Y. 

0.1 g 

5.0 g 

1.0 L 

6.2.4 Soluciones requeridas para geles de acrilamida. 

5.8.4.1 Solución arnor~iguadora para el gel separador 

Tris-HCl pH B.B 

Dodecil SUlfato de Sodio CSDS; Herck) 

0.75 M 

2 Y. 

9.2.4.2 S:Jlución amortiguadora para el gel concentrador : 

Tris-HCl ph 6.B 

sos 

5.2.4.~ Solución amortiguadora para los elec~rodos 

Tris-HCl pH B. 3 

L-glicina 

sos 

25 

0.25 H 

2 Y. 

25 mH 

0.19 M 

2 y, 



S.G.4.4 Solución amorliguadora para la muestra 

Tris-HCI pH e.e 

EOTA 

sos 

Glicerol 

n-mercapt.oet.anol 

Azul de broD'IC:lfenol 

5.2.4.5 Solución para Leftir el gel 

Azul de Coomasi e 

Met.a.nol 

Acido acét.ico 

S.2.,.0 Solución desLenidora 

Het.anol 

Aci do ac•t.i ce 

6.2.4.7 Solución st.ock de acrilamida 30 % 

Aerila.mida. e Herck ' 

Dis-acrilamida 

50 mM 

ao mM 

1 Y. 

10 " 

Y, 

o. 01 Y. 

o.a" 
60 Y, 

7 " 

10 " 

7 " 

30.0 g 

o.e g 

HzO des Li l ada compleLar hast.a 100 mL. 

5.2.5 Soluciones requeridas para Fluorogra~!a. 

s.a.5.1 Solucion requerida para el primer y segundo lavado 

Dimet.ilSulfóxido concentrado C DMS'C>. J. T. Baker ) 



6.2.6.2 Solución para el tercer lavado 

2,5-difeniloxazol C PPO, Merck ) 

DHSO concentrado C J.T. Bakar) 

5.2.S.3 HzO desionizada. 

5.2.6 OTROS MATERIALES. 

B.2.6.1 Nitrógeno liquido 

27.5 g 

1oo'mL 

B.2.6.2 Tubos FEP 

Products) 

CEtil~n propilano rluorinado. Nalgano Brand 

6.2.6., Palicula ~ra AUtorradiografía Cronex 4 XC DU PONT) 

B.2.B.B Pantalla amplificadora QIJANTA 111-T COU PON~ 

B.2.B.6 Solución reveladora (revelador GBX, KODAIO 

B.2.5.7 Solución fijadora Cfijador GBX, KOOAJO 



los 

.imbar. 

6.METODOS 

Todo el material de vidrio que se utilizó para alma.cenar 

react.ivos y las soluciones amort.iguadoras rué de color 

Est.e material y el de porcelana f'ué t.rat.ado con H~ 

concentrado, enjuagado con HzO destilada est.~ril, y esterilizado 

en autoclave antes de ser utilizado. 

La.s soluciones arnort.iguadoras que contienen SOS !'ueron 

esterilizadas en autoclave á.nt.es de adicioná.rselo. La solución 

stock de SOS fué calentada por 1 hora a 65 ºe y después de esto 

agragada a la respectiva solución amortiguadora estéril hasta su 

concent.ración requerida. 

La solución amort..iguadora de imbibición fué est.er-ilizada 

en autoclave sin el cloranfenicol, el cual se f'ilt.ró a través de 

una membrana en un equipo millipore para filtración al vacío y 

se agregó al f'inal. 

La solución de Bencil adenina f"ui6 est.erilizada t.amb14'n 

por f"illración a lravás de Cillros mi.llipore. 

6.1 Obt..ención de los ejes embrionarios de maiz. 

La obtención de los ejes embrionarios se hizo 

como se indiea en MATERIALES~ 5.1. 
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6.2 Imbibición de los ejes embrionarios de m.a.!z. 

Para t..odos los t.iempos de incubación, 1.0 g de ejes 

embrionarios se lavaron por 30 segundos en una solución de 

hipoclorit.o de sodio 0.1 X . Tra.bajando en condiciones de 

eslerilidad, ut.ilizando un mechero Fisher, se lavaron lres v&ees 

con HzO dest.ilada est..áril y se pusieron ent.re dos discos de 

papel ril tro Whatman 

est.éri l. 

C#l o #2) dent..ro de una caja Pet.ri 

Se humedecieron los f'ilt.ros con 5 ml de la solución 

amort.iguadora de itnbibic16n (en los t.rat.amient.os cent.rol), 6 9 

ml de la solución amort.iguadora con BA Can los t.rat.amient.os 

BA). después de lo cual las cajas Pet.ri se colocaron en una 

est.ufa con regulación de t.emporat.ura a as ºe por 

15 horas. 

3 • 6 • g y 

Al finalizar los respect..ivos t..iempos de incubación, se 

procedió de inmediat.o a extraer los ácidos nucléicos. 

6.3 Hetodologla para la extr~cci6n del RNA total. 

El método que se utilizó CTaylor & Powell, 198é!) se basa 

en la extracción de los ~cides nucléicos con un det.ergent.e 

cat..iónico, el CTA8. y una mezcla de cloroformo: alcohol 

isoamilic~. t.ras una rupt.ura celular rApida con nitrógeno 

liquido. 



Trabajando en las mismas condiciones de esterilidad, 1.0 

g de ejes embrionarios embebidos en solución amortiguadora de 

imbibición con 6 sin BA Csegún el t.ra~amient.0) 0 se coloc:::aron en 

un rnort..ero est.éril sobre hielo y se maceraron hast.a polvo fino 

con la cantidad necesaria de nit.r6geno liquido. t.ransfiriéndose 

el polvo inrned~at.amente a un tubo FEP CNalgene) que se encontraba 

t..ambién en hielo. 

Se agregaron 12 ml/g de ejes. de solución amort.iguadora 

de extracción 2X hirvient..e y ~-mercaptex1t.anol hasta 2 Y.. 

mezclando suave y perfect.ament.e por rot.ación del tubo. 

transfiriirndose a un baf'í0- de a.gua a 55°C por un lapso de 2 a 

2 1/2 horas con agitación manual por rotación cada 1e minutos 

Al finalizar este periodo. se agregó un volumen de SEVAG. 

agitando por 15 minutos muy suavemente y destapando el tubo para 

permitir el escaP") da gas. hast.a ~ener bien mezcladas las fases. 

Se centrifugó a 13 000 X g por 10 minutos a 4°C en un 

rotor JS-13 CBeckman) en una centrifuga J2-21 CBeckman), 

transfiriendo la rase acuosa a otro tubo FEP. teniendo cuidado de 

no llevar nada de la interfase Crest.os veget.ales). Se agregó 1/10 

de volómen de CTAB al 10 Y. y se repitió la ext.racción con S'F)/AG. 

~ útima fase acuosa se pas6 a olro tubo FEP y se agreg6 

un voldmen de solución amor~iguadora de precipilación. La 

disminución en la concentración de las sales debió de causar la 

precipilación de los •cidos nucl,icos, pero fu' necesario agregar 

HzO des~ilada esláril gola a go~a. agitando suavemente hasta que 
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no se diera la redisolución de los á.cido"i nucléicos y se dejó 

precipit.ando toda la noche a -4 ºc. 

Se centrifugó a 500 X g en la centrifuga J2-21 con 'el 

rot.or JS-13. Se re~ir6 el sobrenadanle por decantación. 

La pastilla se seco al vacio en un desecador por 10 

minutos: , se rasus:pendi6 en 1. 7 ml de la solución de CsCl 1M. la 

cual se eslrat.ificó sobre un colchón de 0.6 ml de la solución de 

CsCl 5.7 H en el t.ubo de una centrifuga TL-100 (los tubos tienen 

una capacidad de 2. 5 ml) y se centrifugó a 120 000 X g durante 

14:30 horas a 2oºc. 

El RNA formó una pastilla en el fondo del tubo y el ONA 

quodó en la inl.erf'•5o. Relir•ndo con mucho cuidado ol 

sobrenadanle y descartando el DNA, se resuspendió la pastilla de 

RNA en 1 ml de una solución amort.iguadora que contiene Tris 10 

mM, EDTA 1 mH y ~-mercaptoetanol al 1 Y. , es:to so transfirió a un 

tubo Eppendorf estéril nuevo. 

El RNA se p'ecipiló agregando NaAcO 3 H hasla 

concentración final de O. 3 M y 2. 2 ml de etanol al 70 X 

frie, guardando a -70°C por 30 minutos, centrifugando en 

microfuga por 5 minut..os, y almacenando finalment.e a -zoºc hast.a 

el momento de su utilización. 

Para resuspender. primero se centrifugó por 6-10 minutos 

en la microfuga, ántes de disolver en HzO destilada est.áril. 
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6.4. Preparación de la resina de oligoCdTl-celulosa. 

Se equilibraron 300 mg de la resina en 1 ml de la. 

solución amort.iguadora do carga. Se preparó una columna 

CDispocolumn. previamente esterilizada) de 1 ml y se lavó con 3 

volómenes de columna de cada uno de los siguientes reactivos: 

í. HzO est.éril 

((. NaOH 0.1 M y EDTA S mM 

t:iC HzO estéril 

Se chec6 que el pH del ef'luente fuera menor de e.o. 

e.s. Separación del RNA poli-CA•l. 

La columna ya preparada como se indicó en B.4, se lavó 

con 5 volómenes de la solución amort.iguadora de carga con LiCl 

O.S M. 

El RHA t.ot.al se cent.rifug6 por 5 minut.os en la mierof'uga 

y la past..illa se secó al vacío por 10 minut.os en un desecador 

Cse hizo lo mismo para cada t.iempo de los dos t.rat..amienlos). 

después de lo cua.l se resuspendió eh el vol(lmen necesario de HzO 

destilada estéril. se calent.6 a 65°C por 5 minut.os~ sel• agregó 

un volómen igual de la so1Üci6n amort.iguadora de carga, 

permJ.t.iendo que alcanz~ra la temperatura ambient..e para aplicar a 

la. columna.. 



El eluyenle se colectó y se calentó nueva~ente a 55 ºe, 

reaplicándolo a la columna. después de que alcanzó la temperatura 

ambiente y se laYó esta con 8 volúmenes de columna de la solución 

amortiguadora de carga. 

El RNA poli-[A+l se eluy6 de la columna con 4-5 volúmenos 

de columna de -.morliguador de eluc16n en fracciones de 1/3 del 

volúmen de columna. Para la cuantif'icación del RNA elu!do en 

cada fracción, se leyó la absorbencia a 200 y a 290 nm en un 

especlrofol6melro ULTROS?EC II CLKB, BIOCHROH ) , previa 

idenlif'icaci6n de laso t'racciones que cont.enian el RNA poli-[A+l 

por medio de una t.inción preliminar con bromuro de et.idio. La 

absorbencia a 260 nm es un índice de la concen~raeión del RNAm, 

ya que una unidad de absorbencia de una solución de RNA cont.enida 

en una celda de 1 cm de paso de 1 uz, corresponde a 40 µg de 

llNA,.ml. El cocient.e de absorbencias 260/280 nm indica la pureza 

del RNA; un valor entre 1.B y a.o corresponde a una solución con 

una buena pureza. mientras que valores por debajo de 1.7 indican 

la presencia de cont.aminanles. 

Una vez que se idenlificaron y se cuantificaron las 

f'racciones correspondientes al RNA poli-[ A•l. se agregó a cada 

una de ellas acetato de sodio 3 H hasta una eoncenlraeión Cinal 

de O. 3 M y 2. 2 vol ómenes de etanol absoluto fr i o C el etanol 

absol utc y el elanol al 70Y. eslá.n almacenados en condi cienes 

as,pticas ' -20 ºe ). 

Al_ terminar de usar la columna. se lavó con la solución 

de lavado Cver .. preparación de la resina de oligo-CdTlcelulosa en 

e."'· 
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6.6 Tradu~ción Ln uitro del RHA poli-[A•J. 

Todo el mat.er1al que se ut.iliz6 en est.os ensayos, punt.as 

de pipela aulornát.ica y t.ubos Eppendorf sobre t.odo, fueron nuevos 

y se deshecharon o se lavaron, designándolos para otros ensayos. 

Los ensayos de t.raducción in uLtro se llevaron a cabo en 

una campana da ext.racci6n mantenida corno Area da esterilidad con 

la ayuda de un mechero Fisher. 

L.a ~raducci6n in vitro del RNA poli-[A•l obtenido 

mediant.e la cromat.ografia de afinidad en la resina de 

oligoldT1-celulosa, se realizó con un equipo comercial de 

sint.esis in uitro de prot.einas, que consiste en un sistema libre 

de células Clisado de ret.iculocit.os de conejo) con met.ionina, 

L-[..,SJ corno antl.noácido marcado radioact.ivarnent.e CDU PONT, NEN 

Research Product.s, Biot.ec:hnology Syst.ems). 

E.st.e equipa contiene t..odos los factores prot.éicos y 

cofact.ores necesarios para la t.raducci6n de una amplia variedad 

de RNA's eucariót.icos. El investigador tiene que aportar 

únicament.o el RHA que se desea traducir. Inclusive est.~ incluido 

un RNA mensajero como control de la t.raducci6n, obt.enido de 

células HeLa infecLadas por adenovirus. 
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El ensayo de lraducción in vltro se real_iz6 ut.ilizando 

tJna pipeta automát.ic:a elect.rón1ca rDP 2 CRainin instrumetlt Co. 

Inc.), punt.as desechables estériles. Heat. Bloek CVWR Scient.iri~J. 

y tubos Eppendo~r desechables estériles mantenidos en una cuba de 

hielo Cesto con el C!n de detener la posible degradaci6n de los 

factores de t.raducci6n, y el comienzo prelndluro de la sint.esis de 

prot.e!nas ántes de qua fueran agregados los compohentes en t.odos 

los tubos), de la siguiente manera: 

Los t.ubos Eppendorf se numeraren progresi vament.e C ver 

Labla 7.6 en RESULTADOS). 

Se pipetearon hasta el fondo de cada t.ubo las cant.idades 

indicadas del RNA mensaje~c correspondiant.o. 

Se pipet.e6 hast.a el fondo de cada t.ubo la cantidad 

apropiada de H:rO grado ••t.raduc:eión ... 

Se pipet..ear-on hasta el f"ondo de c::ada t.ubo 13 µl do la 

mezcla de t..raducción. 

Se pipetearon hasla el fondo de cada t.ubo 10 µl del 

lis~do de re~iculoc:itos de conejo. 

Se retiraron los ~ubos de la cuba de hielo. se agitaron 

en vór-t.ex Cpara una perfecla mezcla de todos los componenles), y 

se las dió un pulso an una microf'uga Cpequef"Sas gotas pueden 

quedar adheridas a las paredes de los tubos y nunca ent.rar en 

reacciónJ. 

Los: t.uboso f'uerol'\ .t ncub.a.doi; por 60 m.inu\..os a. "37 ºe en ol 

Heat Block .. 
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6.7 Aná.lisis de la incorporación de met.ionina,L-lr.sSl en 

prot.eina, por medio del material insoluble en TCA. 

Se deposil6 una alícuota (como primer int.ent.o se 

deposi t..6 el t.ot.al del volúmen) de la mezcla de reacción 

cuadros de papel What.man 3 mm de microribra de vidrio de 2.4 cm 

por lado, humedecidos en TCA al lOY.. Los discos se colocaron en 

un equipo millipore de filtración al vacío, y se lavaron 

secuencialment.e con 500 ml de TCA lOY., HzO destilada, etanol al 

70~ y ace~ona, se secaron en horno a 60 ºe por 20 minutos, se 

colocaron en viales con 5 ml de liquido de centelleo y se 

contaron en el contador de centelleo CMIHAXI~, TRI-CARB) por 3 

m!nut.os:. 

El análisis del material insoluble en TCA no .s una 

prueba f"iel para investigar la incorporación de marca 

radiact.iva. pero es un control que nos indica un valor 

aproximado de esta incorporación en prot.e!na sintetizada de 

novo. 

El proveedor reporta que las concentraciones de los iones 

necesarios para la t.raducción, como son 1-1g•• y 

Csuminislrados como acet.alos), son óp\.imas para la t.radueci6n 

del RNA mensajero control. Pero tuvieron que realizarse 

experimentos para conocer la concentración óptima de estos iones 

para lograr una buena traducei6n•del RNA mensajero obtenido de 

los •Jos embrionarios de maíz. 

Para ello, primeramente se realizó un ensayo manteniendo 

los componentes en la misma concentración recomendada por el 

fabricante, haciendo variar ónicamenle la cantidad adicionada de 
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RNA poli-CA*), con el rín de encontrar aquella con~entración del 

~NA mensajero que diera una buena .incorporación de marca en 

proteína sint.et.izada de nouo. Hecho lo anterior debió proceder
0

5e 

a hacer variar la concentración de acetato de magnesio, 

manteni ende constante la concentración de acetato de potasio. 

Encontrando la concent.raci6n ópt.ima de acatat.o de magnesio, se le 

debió de mantener constante haciendo variar después la 

concent.raci6n de acetato de potasio. 

Como se indica en RESULTADOS, el ensaye de traducción 

con las concentraciones de iones recomendadas por el rabricant.e, 

dió una magnírica incorporación de marca aún con la concentración 

más ba.J a del RNA rnensaj ero que se adi ci on6, por 1 o que se 

consideró que las concent.raciones utilizadas de estos iones 

rueron buenas para nuestros propósitos. 

Para esta titulación de RNA poli-CA•l, utilizó el RNA 

mensajero extraído de ejes embrionarios embebidos por B horas en 

ausencia de BA Ctratamiento control). Una que se 

establecieron la.s condiciones para lograr una buena traducción 

que se detectó por una buena incorporación de metionina,L-c"s1 

en proteína sintetizada de n.ouo. se procedió a realizar el ensayo 

de traducción da lodos los tiempos de los do~ tratamientos. Para 

el montaje de esta metodología, ver Re:sut.TADOS. 

Tras observar semicuant.i tati vamente la tendencia de 

incorporación da metionina,L-Cr.sSl en ~unción del tiempo de 

incubaci6r¡ de los ejes embrionarios y de la solución 

amortiguadora de imbibición que se utilizó para el t.rat.amienlo 

con~rol y el tratamiento con BA, se procedió a correr la 

elect.roforésis desnaluralizante en gel de poliacrilamida. 
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e.e. Elect.roforésis desnaturalizant.e en gel de poliacrilamida. 

6.8.1. Preparación de los geles de poliacrilarnida. 

Gel separador. 

Para preparar el gel separador. se mezclaron O.Q ml 

de la solución st.ocli:: de poliacrilamida. 19 rnl de la solución 

amort.iguadora stock do Tris-SOS. pH e.e. y se a~oró a 30 ml con 

Hzo destilada. L..a solución se desgasiricó al vac!o por un lapso 

de unos 20 minutos Cel aire es un inhibidor de la 

polimerizaci6n). Antes de vaciar dentro de las placas de vidrio 

se adicionaron los cal ali zadores. 7.5 de TEMED 

CN,N,N' ,N'-Telramelileliléndiamina, BIO-RAD) y O. 75 m1 de 

persulCat.o de amonio en soluciónCBIO-RAO). Se cubrió la 

superficie con una pel!cula de agua para cubrir el gel del aire 

y se esperó un lapso de 45 minutos para. lograr una completa 

polimerización. Transcurrido este tiempo se decantó para 

eliminar el agua y se secó con sanitas toda el agua remanente. 

Gel apilador. 

El gel apilador se preparó de manera análoga al gel 

separador, pero en este ca.so se mezclaron 1 ml de la solución 

s~ock de poliacrilarnida, 9 ml de•la solución amortiguadora st.ock 

de Tris-S[)S, pH 6.8, arorando a 10 ml con HzO destilada. 
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Después de desgasificar se adicionaron los 

catalizadores. 5 µl de TEMED y O.S ml da persulfat.o de amonio. y 

se virt.i6 sobre el c¡del separador que ya estaba polimerizado 

enlre las placas de vidrio. sobre las cuales ya se habia 

colocado el peine indicado según el número de pozos deseado. 

Igualmente se cubri6 con una película de agua que se retiró al 

final de los 45 minut.os de polimerización. 

Las al 1 cuot.as de 20 µl de la mezcla de t.r aducción se 

disolvieron en 40 µl de la solución amort.iguadora de la muest.ra 

Cver MATERI ALE5' y se calent.aron a SO ºe por 2 mi out.os. se 

dejaron enfriar a t.emperat.ura ambiente y se aplicaron a su 

correspondiant.e pozo en •l gel apilador. 

La elect.roforé-sis fUé corrida en sistema de 

amort.iguadores discont.inuos Cmodificaci6n del nét.odo de Laemmli. 

1Q7Q) en un aparat..o de elect..rot'orésis vert.ica.l CLKB-Produkt.er 

AB), conteniendo un gel apilador o concentrador y un gel 

separador. El periodo de corrida f"ué de 18 horas a 60 mV con 

corrient..e const.ant.e. 

6.B.2. Tenido de los geles. 

Este paso no es estrictarnent..e necesario. pero se llevó a 

cabo para comparar cualit.at.ivamant.e la.s bandas reveladas por 

tinción de Coomasie con las bandas reveladas por 



aut.orradiografia, y para establecer el Rr de los marcadores de 

~o molecular. ya que no se tuvieron los element..os necesarios 

para su idenliricación por autorradiograria. 

Los gales so retiraron de las placas de vidrio y se 

sumergieron por 10-15 mi nulos en la solución para lefUr el gel. 

Des:puás de esto se enju.;i.garon y se sumergieron en la solución 

deste~idora por el tiempo necesario. 

6.8.3. Trat..amienlo de fluorografia. 

Los geles desle~idos fueron enjuagados con HzO destilada 

y ~eeados lo m.is posible. 

Se sumergieren por 30 mi nulos en una. solución de DMSO 

concent..rado. Después de esto, se ret..iraron y el liquido se guardó 

como "Solución de primer lavado'". 

A continuación se sumergieron los geles en solución nu•va 

de CMSO por otros 30 minut..os, ret..ir~ndose al Cinal y guardando el 

liquido como .. Solución de segundo lavado"'. 

Los geles se sumergieron en una solución de PPO al 25"/. en 

DMSO, por un lapso de 3 horas, guardando también esta solución 

para t..rat..am.ientos de fluorografia posteriores. 

El óltimo paso consistió en sumergir los geles en HzO 

dast..ilada por un t.iempo de 2-3 horas o aón mayor. Un hecho que 

indicó si el t.rat..amient.o fuá aplicado correct.ament.e, es que al 
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momento de entrar los geles en contacto con el HzO~e pusieron de 

un colt:Jr· blanquecino lechoso. perdiendo su lranspa.rencia. 

6.8.4. Secado de los geles. 

Los geles se reLiraron del HzO y se enjuagaron, ya que la 

solución de OMSO que permaneció en el gel, precipita al contacto 

con el HzO. 

Para secar los geles, se colocaron ent.re dos cuadros de 

papel celof~ dulce, de un !rea mayor al á.rea de los geles, 

retirando lodo el aire que quedó alrapado. Para mayor Cacilidad. 

la colocación de los geles ent.re los cuadros de celofán se 

realizó bajo el agua, con lo que se eliminó la formación de 

burbujas de aire. 

Los geles cubiertos con celofán se colocaron en un marco 

de acrílico y se dejó que se secaran al aire, lo que se consiguió 

alrededor de 30 horas despu~s. 

e.e. s. Revelado por autorradi09rafia de las bandas con marca 

radiactiva. 

Cuando los geles est.uvieron parfect.iUIBnt.• sacos, se 

colocaron . cont.ra una película negat.1 va para aut.orradiografia 

CCRONEX SAFETY 4X, DIJ PONT.> dentro de una pantalla ainpli~icadora 
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CQUAHTA III-T KC. DU PONn, y se dejaron por •l t.i•mpo nece-.ario 

en un ult.racong9lador a -70 ºc. Est.e t..iempo dependió de la 

cant.idad de radiact.ivida.d medida en cuent.a.s: por mJ.nut.o pres:ent.o 

en los gelvs:. pero varió Qnt.re 1 y 3 d!a.s. 

Transcurrido el t.iempo de impresión, laborando en cuart.o 

obscuro, se revelaron las placas. 

Para ello, se agit.aron sumergidas en solución reveladora 

Crevelador GBX, KOOAY.) por 5 minut.os, se enjuagaron con agua del 

grifo, y se agit.aron sumergidas en solución !'ijadora Cf'ijador 

GBX. KODAK), se enjuagaron nuevament.e con agua del grif'o y se 

colgaron para escurrimient.o y secado. 

7. RESULTADOS. 

7.1 EXmACCION DEI.. RNA TOTAi.. 

La det.erminación de las condiciones óptimas de •xt.raceión 

se llevó a cabo t.rabajando con ejes embrionarios de maíz 

embebidos en soluciones amc:>rliguadoras de imbibición con y sin BA 

respect.iva..ment.e. por un lapso de e horas. 

Se realizaron algunas modif'icaciones al prot.oc:olo 

original. pero en general se mantuvieron sin cambio la 

preparación do react.ivos y solu~iones: amorliguadoras, a.si como 

lambi~n los pasos de congelación y macerado de los ejes. 

Algunos problemas que se presentaron son los siguienles: 

En cuanto a la incubación del polvo del macerado de ejes 

a S5°C en amort.iguador de extracción , ae obaervó la formación de 
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agregados o acúmulos en el seno del liquido. lo q~e desde luego 

irr.pediria la acc16n de la soluci6n amortiguadora de extracción 

sobre el polvo en ~oda la superficio de con~acto. Por esta razÓn, 

se dej6 por un tiempo de 2 horas en lugar de retirarlo cuando se 

alcanzará la temperatura de 50 ºe cozno. estaba indicado. Al agitar 

por relación y suavemenle con la mano cada 15 minulos se logró 

evilar la Corma.ción de esos agregados, asegurando de esa manera 

el contacto de la. solución amortiguadora en leda la superficie 

del polvo. 

Por et.ro lado. en el moment.o de adicionar la solución 

amort.iguadora de precipitación, s! se observó un ent.urbiamient.o 

del liquido pero nunca una precipitación completa del RNA total. 

El ract.or precipitante da esta. solución as la reducción en la 

concentración de HaCl a la mitad del valor original. por lo lant.o 

s:o procedió a diluir la solución "in 5( tu•• adicionando HzO 

desionizada estéril gota gota para reducir aún más la 

concentración de NaCl. Con lo anterior se logró precipitar 

completamente el RNA ~et.al, lo cual se comprobó al agilar el tuba 

y no observar resuspensi6n del RNA precipi lado. pero para una 

mejor precipi t..aci6n se le dejó por toda la noche en reposo a 

-4°C. 

Los resultados de las ext.racci6nes de RNA lo~al a partir 

de 2.0 o de ejes embrionarios embebidos por 6 horas en presencia 

de BA. y de 1.0 g de ejes embrionarios embebidos el mismo t.iampa. 

pero en ausencia de BA se muest.r.an en la ~abla 7.1 : 
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EXTRACClON DE RNA TOTAL DE HAIZ A !.AS 6 HORAS DE lMBIBIClON 

absorbencia cocient.e µg de RNA 
(di l. ': l00) 

t.iempo t.ra.t.amient.o :r::.;ov nm ~ nm Z60...-ZS0nm por ml 

6 horas B. A. 0.52 O.Z76 1. ea aoao 

6 horas cont.rol o.a?a 0.145 t.917 1118 

Tabla 7. 1 1t.J-• •mbrlonCl.J'ioa cM mo! z •mb.bi.do• por d 

hi.s:o La. •><\.rQ.Cclón del aNA 

\.nd~CÓ a.nleri.ormenl• y la. cuo.nt.Uico.ci.6n .. hizo 

ZdD Una 

a.b•orh-ncw.a. a. ZdO nm equlvCLl• a. 4'0 µgaMA /ml. 



Los resul lados obt.eni dos son de 2080 µg d~ RNA lot.al /ml 

~uando se obtuvieron a partir de 2.0 g de ejes embrionarios, y de 

1112 µg de R>"lA t.ot.alrml cuando se obt.uvieron a partir de 1.0 g
0

de 

ejes embrionarios. mostrando que hay una proporcionalidad directa 

entre la canlidad de RNA tot.al extraído y la cantidad en gramos 

da ejes que se emplean. 

Al analizar la pureza de est.as prepar-aciones por medio 

del ract.or de absorbencias. se vi6 que ambas son aceptables, la 

primera con un fact.or de 1.88 y la segunda de 1.917. Con est.os 

resultados se consideró t..aner ya. 1-a.s condiciones 6pt.imas y la 

habilidad para lograr una buena extracción de RNA tolal a partir 

de 1.0 g de ejes embrionarios de maíz. por lo que se procedió & 

lrabajar con los liempos problemas de imbibición, es decir 3, B, 

9 y 15 horas. En la tabla 7.2 se muestran los resultados 

obt.enidos. 

No rué sorpresa el hecho de no encont.rar diferencias 

marcadas en cuant.o a las cant.idades relativas de RNA t.ot.al 

ext.ra!do de ajes embrionarios de maíz embebidos por diC'erent.es 

periodos de t.iempo en presencia de BA en relación con su con~rol. 

Há.s bien. las d.iCerencias que se dieron se a~ribuyeron al manejo 

manual y a la eCeetividad con que se ext.r~jeron las muostr~s de 

RNA lolal. 
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EXTRACCION DE RNA TOTAL DE HAlZ A LAS 3, e, 9 Y 15 HORAS DE 

IMBIBICION 

absorbencia cocient.e µg de RNA 
edil. i: lOOJ 

li&mrv') t.ralamient.o 260 nm aso nm 260/280nm por ml 

3 horas cent.rol 0.737 0.382 1. 93 e948 

3 horas B.A. 0.490 0.256 1. 88 1920 

e horas control 0.531 O.Zfl3 2.02 2124 

e horas B.A. 0.610 0.309 1. 97 2440 

g horas control 0.418 0.204 2.05 1"72 

g horas B.A. 0.473 0.244 1.94 1892 

15 horas control o. 451 0.216 2.09 1804 

15 horas B. A. 0.511 0.281 1.82 2044 

Tabla 7.2 t.O 9 d• •J•• embri.ona.rLo• de ma.iz fueron 

embebLdoa por •• d. P. y •~ hora.e a.uaenci.a. <conlrol> y 

preaenci.a. d• ••nci.\.adenlnci l8A> , reep•cli.va.1'1enl•. La. 

deLormi.na.c\Ón hLzo ••P•ctrorotorrétri.ca.menl• a. ZcSO y Z•o 
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Est.as preparac1ones de RNA total se ut.ilizaron 

subsecuent.emcnt.e para separar el P.NA poli-CA•l y traducir est.e 

por medio del sist.ema de ret.iculocit.os do conejo Cver resultados 

respect.i vos). 

Observando la t.abla 7, z. los valores de los factores 

260/280nm nos dicen que el RNA t.otal de estas preparac1ones 

t.ienen una pureza baslanle acept..able; sin embargo. mediante eslos 

fact.ores no es posible evaluar el est.ado de integridad del RHA. 

Para conocer est.e est.ado. se realizó una electroforesis en gel de 

agarosa de estas preparaciones. Enlences se observaron las zonas 

de corrimiento correspondient..e a las poblaciones de RNA 

ribosomales 26S y 18S cuando el gel se liN6 con bromuro de elidio 

y se colocó en un lransilurninador de U.V. Cresult.ados no 

most.rados). 

La eleclrororesis en gel de agarosa debió de correrse con 

las muestras do RHA mensajero. pero la cantidad obtenida de estos 

es tan poca (aproximadamente el 1Y. del RNA total con el método 

empleado) que no alcanzaría para la electroforesis y los ensayos 

de t.raducci6n. Enlences se acept.aron como vAlidos para el RNA 

mensajero, los resultados obt.enidos con el RNA total. 

Todas las muestras de RNA t.ot.al que se extrajeron en 

este paso fueron posteriormente lavadas varias veces con etanol 

al 70Y. y acetato de sodio 3M CpH e.2. hasta 0.3 M:> para reducir 

la cant.idad de carbohidrat.os con~aminant.es. y se resuspendivron 

en la cant.idad necesaria de HzO desionizada est.éril para su 

posterior paso por la columna de oligo-ldTlcelulosa. 
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7. e SEPA.~CI ON DEL RNA MENSAJERO. 

Las condiciones ambient.ales durant.e eslos ensayos fueron 

similares a las empleadas durant.e la exlraeci6n en cua.nt.o a la 

asepsia y el material y soluciones amortiguadoras empleadas 

~uqron igualment.e esterilizadas. 

Para la separación del RNA mensajero a part.ir del RNA 

t.ot.al, se utilizó primero el RNA total extra.ido de ejes 

embrionarios de maiz embebidos: por 6 horas en las soluciones 

amortiguadoras de imbibición con y sin BA Eslo con el fin de 

adquirir la habilidad necesaria para lograr un mejor manejo y 

aprov3'Cham1enlo de las muestras qua so obtendrian despU6s, y con 

las que se analizaría el efecto de BA sobre la población de RNA 

mensajeros presonles durante la germinación del ma!z. 

Durante el corrimiento do la primera cromat.ograf'ía en 

columna de oligo-CdTlcelulosa, se tuvieron problemas por la 

precipitación del SOS presente en las soluciones amortiguadoras. 

cuando se encuentra a baja~ temperaturas, ya que por una parle la 

columna se almacenó a -4°C, y por otra. los t.ubos Eppendort donde 

se colect.aron las fracciones de elución debieron f"orzosamenle 

permanecer en hielo, y esto provocó nuevamente la precipilación 

del SDS, por lo que tuvieron que calentarse con el calor de la 

mano para poder verlirse en las celdas y leerse en el 

espeet.rof'olómelro. 

Se presentan en la tabla 7.3 los resultados obtenidos en 

est.a primera eromalografia en columna de oligo-CdTlcelulosa: 
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N(unero de Voltlmen Absorción Coc1enle µg de RNA 
f'racci6n CmD 260 nm aso nm 260"280nm por ml 

1 1.0 3.061 2.862 1.07 122. 44 

2 .. 3.006 2.784 1.09 120.24 

3 .. 1. 414 0.817 1. 73 56.56 

4 .. 0.342 o. 2151 1.31 13. 58 

5 .. O.a34 0.206 1.14 Q.36 

6 .. 0.191 0.173 1.10 7.64 

7 0.5 o. 405 0.4v9 1. o 16.« 

e .. 0.236 o. 218 1.08 9.44 

Q .. 0.1Q8 0.181 1. 00 7.Q2 

15 .. 0.281 o. 271 1.04 11. «4 

16 .. 0.205 0.104 1.06 8.2 

17 .. 0.171 0.155 1.10 6.84 

18 .. 0.22S 0.218 1.05 Q.12 

Hl .. 0.496 0.462 0.99 18.24 

20 .. 0.218 0.204 1.07 e.re: 

21 .. 0.29 0.236 1.G3 11.6 

Z2 .. 0.083 0.05 .. 1. 54 "·""' 
23 .. 0.073 0.V44 1.66 2.92 

24 .. 0.044 0.010 2.44 1. 76 

25 E .. 0.054 0.027 2.0 2.16 

26 
L .. 

º·º"" 0.023 1. 01 1. 'ª u 
a7 e .. 0.07 0.049 1. 58 2.e 

G8 
I .. 0.054 o. 031 1. 74 2.16 o 

29 N .. 0.0'38 0.037 1. 57 2.32 

30 .. 0.056 0.026 2.15 2.24 

31 -O .. 0.17Q 0.096 1. 864 7.16 

32 .. 0.1 0.057 1. ~ 4.0 

33 .. 0.057 O.vc:<t 2.035 2.GB 

34 .. o.oa5 0.013 2.6Q 1. .. 

as .. 0.044 0.012 2.0 1. 76 

42 .. 0.036 0.016 2.25 1.44 

SEPARACION DE RNA MENSAJERO DE MAIZ. 
T~bla 7.3 SeparacLÓn de aNA ~•n•ajero de Jfta.Íz parllr 

d• •NA lolal rnedianle cromalo9raría d• arinidad •n columna de 

~~: 9::~ ~:~e:~ u~==:~~~~=~: i~n E::p~: t ::~:~:;:~~!e: :o Z~~-~A ~:~. nrn. 
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Analizando en la tabla 7.3 la pureza de es.las fracciones 

por medio de los valores de los cocientes de absorbencia 

2e0/280nm. se ve que al principio eslos valores están muy 

alejados de los esperados. pero lienen una tendencia a acercarse 

al valor 6plimo de 2. O conforme avanza la crcmalografia. No 

cbslanle eslo. ol perfil de elución observado en la figura 7.1 

resulla congruente con lo reportado en la literatura. Al 

principio de la elución, se obtienen valores muy altos en la 

absorción Clanlo a 260 como a 280 nm) • estos valores disminuyen 

gradualmente mientras avanza la cromat.ografia y se disminuye la 

concent.ración de NaCl. En el mc>menlo de adicionar el amortiguador 

da elución !:O observa un pico de absorción, correspondiente al 

RNA poli-CA+J. 

Los resultados de elución son bastante buenos en cuanto a 

la pureza y concentración del RNA mensajero qua so obtiene. Pero 

el hecho de tener que calentar los tubos que contienen las 

f"racciones de eluc::ión Cya sea con la mano o en un heat block) 

int.roduce m.i.s posibilidades de contaminación por al exceso da 

manipulación. aparte da la piordida da tiempo que trae consigo. El 

problema de la precipitación del ses se lral6 de eliminar 

sustiluyendo la sal de NaCl por la de LiCl en l.a.s soluciones 

amort.iguadoras de lavado y elución. Los resultados que se 

obtuvieron son similares a los anteriores, pero no se eliminaron 

los probl•rna.s de la prR<:ipitación del SDS Cdatos no mostrados). 

P~steriormente. trabajando en la separación de RNA 

poli-CA•) a partir de 83 µg de RNA total, se equilibró la ~asina 

de oligo-CdTlcelulosa en Naai 0.1 M CManiatis y col .• 109Q), y so 
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cambió el delergenle SOS en la solución amorliguadora de carga • 

por lauril sarcosinalo de sodio CSLSJ. Por olra parle so eliminó 

la solución arnorliguadora. de carga con LiCl 0.1 M, debido a. que 

en el pasa de lavado donde esla es utilizada se obliene muy poco 

RNA no poliadenilado CManialis y col .• 1989). 

En la l•bla 7.4 se anclan los resultados de absorción do 

las fracciones obtenidas con eslas modificaciones. y en la 

gráf'ica 7. 2 se observa el perf'il de elución oblenido con eslos 

resultados. Sin embargo. se siguió presentando el problema de la 

precipi lación del SOS presente en el amortiguador de elución. 

Esto era import.anle 

especlrorotómolro. el 

ya que al momento de 

SOS no resuspendido 

interfería aumentando el valor real de absorbencia. 

leer en el 

adecuadamente 

Ya que el cambio de la sal de NaCl por la de L!Cl no f'ué 

suf'icient.e para evttar este problema, se decidió cambiar la f'orma 

sódica del SOS en el amortiguador de elución. por la sal de 

li~io, es decir. dodecil sulf'ato de lilio CL[)S). 

Para reducir el tiempo de corrida y las posibili~d.s de 

contaminación da las muestras. de las rracciones eluídas se lomó 

una al!cuola de S µl y se adicionaron a S µl de una solución de 

bromuro d• elidio sobre una lira de papel celof'4.n dulce. l..a 

f'luorescencia de las muost.ra$ con RNA se observó por medio de un 

transiluminador de U. V. De est.a manera no se leyeron todas las 

t'racciones. sino s6larnente aquJ'llas f'racciones cercanas a la 

elución y se leyoron en el espectrofolórnelro a 260 y 280 nm para 

la determinación de su pureza y cuantif'icación. Se presentan en 

la t.abla 7.5 y en la figura 7.3 los resultados obtenidos. 



OBTENCION DE RNA MENSAJERO DE MAIZ 

Nómero de Volúmen A.boi;orbencia Cocient..e µg de RNA 

fracci6n CmD 260 nm 280 nm 260"280nm por ml 

1 1. o 0.453 0.28 1. 608 18.12 

2 .. 0.669 0.338 1.98 26.76 

3 .. 0.0Q5 0.055 1. 727 3.8 

4 .. 0.064 0.038 1.684 a.ss 

5 .. 0.047 0.030 1.57 1.88 

6 .. 0.047 0.030 1.57 1. 88 

7 .. 0.049 0.038 1. 53 1. 96 

8 0.5 0.159 0.068 a.38 6.3a 

g .. 0.150 0.075 a.o 6.0 

10 .. 0.038 0.017 a.235 1.5G 

11 .. 0.030 o. 011 a.73 i.a 

1a .. 0.030 0.015 a.o i.a 

13 .. 0.005 0.004 1.25 o.a 

oU.go-td'TJcelulo•a.. 

espec:Lroíolomátrica.'"'9nl• y Un<> unl.d<>d do 

o.beor\lene\.a. a. zoo ""' correeponct. a. 40 µgaNA ,..ml. 
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OBTENCION DE RNA MENSAJERO DE HAIZ 

Nómero de Volómen Absorbencia Cociente µg de RNA 

fracción Crnl) 280 nm 200 nm 260/2S0nm por rnl 

7 0.5 0.04 0.026 1.548 1.6 

8 .. 0.043 0.029 1.48 1. 72 

g .. 0.282 0.135 2.000 11.28 

10 .. 0.195 0.104 1. 89 7.8 

11 .. 0.()155 0.042 1.55 a.e 

12 .. 0.047 0.032 1. 47 1. 88 

Tabla 7.5 Sep<U'O.Ci.Ón do aNA. monaa.joro 

Lolo.t medi.Gnl• de columnG de 

otL90-tdTJc•lulosa.. fra.cci.one• cuo.nli.C\.ca.ron 

••poclrofolomélri.c:o.menl• zoo y zoo ''"" previamente 

bromuro de eL\di.o y ob•ervo.dc1a lux u. Y. 
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Los resul lados que se t.uvieron con es t. as ól t.i mas 

modirjc~ciones rinden un perfil de eluci6n similar a los 

obt..enidos anterior-mente, pero en es:t.a onsayo se logró eliminar' la 

prec:ipit.ación del detergente utilizado en las soluciones 

amortiQuadoras de carga y elución CLOSl. Eslo aunado a la t.~cnica 

de t.inción con bromuro de et.idio disminuyeron el t.iempo t.olal de 

la cromat.ograf'ia y las posibilidades de cont.am.inación de las 

muestras import.antes. 

El RNA poli-[A+l obt.enido se resuspendi6 en la cantidad de 

HzO desionizada estéril necesaria para alcanzar una concentración 

de alrededor de 0.1 l'9 RNA/µl. 

7.3 TRADUCCION IN VITRO DEL RNA POt.I-CA•J. 

En el presente proyecto los ensayos de traducción se 

llevaron a cabo mediante un equipo comercial de reticulocit.os de 

conejo, tratado con una nucleasa con objeto do reducir el nivel 

endógeno de RNA mensajero CPelham & Jackson. 1976). 

Ya que deben establecerse las concentraciones óptimas d• 

los iones presentes en el equipo. se procedió en primer lugar a 

det.erminar la concent.ración adecuada de RNA mensajero. de t.al 

manera que se obt.uvi era un valor al t..o de i ncorpor ación de 1 a 

met.ionina,L-C..,Sl con la menor cant.idad adicionada de est.e RNA 

Ctitulación del RNA mensajero). 

Debe mencionarse que en el momento de iniciar los ensayos 

preliminares la. act.ividad radiact.iva del "s se oncont.raba a 



uienos de una vida media. Por ello, cuando se ut.iliz6 la met.ionina 

de est.e lote. se acrrcg6 el doble de lo recomendado. De est.a 

manera. cuando se aument.6 el volómon de melionina y se alt.er6 la 

concon~rací6n de los lonas presenles, se hicieron ajust..es en los 

volómanes correspondicnt.es para mantaner constan le su 

conc:.ent.ración 

Para la t.it.ulaci6n del RNA mensajero se mant.uvieron 

const.ant.e~ las concentraciones de lodos los f'act.ores, haciendo 

variar ún.1 camente la concent.ración del primero. Una vez que se 

conoció la concent.ración ópt.ima de RNA para una buena traducción, 

debió de procederse a cuantit'icar las concentraciones de los 

iones indispens•bl•s para la t.radueción Ccomo K• y~··). 

En la t.abla 7. e se muest..ra la manera de preparar los 

tubos para el ensayo de traducción in v(tro. En la tabla 7.7 se 

encuentran los resullados de la titulación de RNA. mensajero de 

ma!z, y en la figura 7.4 la gr.U-ica de la t.it.ulación del RNA 

mensajero de ejes embrionarios de ma.iz a las e horas de 

germinación en ausencia de BA. 

Ya. que a c:ada uno de los tubos se adicionan volWnenes 

iguales de met.ionina, K•, Mg-, y coekt.&il de t.raducc16n, est.os 

se prepararon en una. "'premezcla de t.ra.ducc16n .. , para reducir los 

errores originados al manejar volúmenes t.an pequenos. 
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PREPARACION DE LOS TUBOS PARA LA TRADUCCION (n v( lro DEL RNA 

MENSAJERO DE MAIZ 

RNA 
Número da t..ipo volúrnen H<O Premezcla. lisado t.olal 

l.1.1bo (µl) CµD CµD Cµl) (µl) 

1 e ""I"RO!.. 1.0 t. a 13.0 10.0 25.o 
2 15 HC o.o 2.0 
3 o.a 2.0 
4 0.5 1.5 
5 0.5 1. 5 
e 1.0 1.0 
r 1.0 1.0 

Tabla 7.6 TcLbla. 4a pr•pcro.ci6n ... loa \.ubos para l<> 

LUula.c:\.Ón 4a \<> c:Q.nlid()d MC:••aria do aH4 m•nsajoro ... mo.h 

""'" ........ lra.d.lc:c::L6n (n vitro •qvi.po ... 
rel\.culoc-Ho• ... con.JO y m.\.i.ol'i\nc1.t.-t "" Sl. CONTROL: .,, .. 
11'\ens.o.;.r-o obL•ntdo ... cél1,iloa H•Lc. lnt.c:Lo.dcis por o.dol"\OV\.NS. 

coT"llrol do lo lro.duccLÓ~. 6 HC: .,. .. !n9n•ctj•f"O ... .;.. 
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TlTULACiotl DEL RNA MENSAJERO DE HA!Z EN UN SISTEMA DE SINTESIS 

DE PROTEINAS LIBRE DE CELULAS 

RNA 

Nómero de lubo Upo vol(nnen cpm l.ot.ales 

CµD 

1 CONTROL 1.0 376 046 

z ISH C o.o zoo 977 

3 .. o.o 146 320 

4 .. 0.5 843 486 

5 .. 0.5 Z81 175 

6 .. 1. o 307 788 

7 .. 1.0 401 382 

Tabla 7.7 

bu•nG lro.d.i.cci6n in vi tro 

conejo y m.t.lonina.t.-t
95

sJ. CONTROL: 

obten'-do .. célulo.e He'-<> 

COf'llrol cM LG LraducciÓn, 
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En est.a primera t..raducción in vi tro del RNA mensajero 

obt.enido a part.ir de ejes embrionarios de maiz, se encont.r6 una 

t..ondencia al aument..o en la i ncor por a.ci 6n de "s •n !'orma 

proporcional a la concenlrac16n de RNA poli-(A+l prasent.e on la 

mezcla de t.raducción. Ta..mbión, al analizar los valores de cpm 

resull.ant..es da la incorporación de marca por la t.raduceión del 

RNA mensajero, es evidont.e que las concent.raclones da los 

componenl.es del equipo Cque son 6pt..imas para la t.radueción del 

RNA cent.rol suplementado), son t.ambión apropiadas para la 

t.raducci6n eficient.e dol RNA mensajero de ejes embrionarios de 

ma.iz. Por est.a raz6n se mantuvieron bajo estas condiciones, y ya 

no se necesilaron hacer experimenlos para det.ermin.ar su 

concent.raci6n óptima.. 

Int.eresant.ement.e, se observa t..arnbi~n que aunque el ""s !le 

encont.raba con znenos do una vida. media al rnomenlo del ensaya, se 

obt.uvieron va.lores de cpm totales desda 170 000 hast.a 430 OO. Se 

decidió entonces reducir la ca.nt.idad de marca. en la mezcla de 

traducción, y se pusieron en ad•lant..e 2. O 1-11 •n lugar de los 

6. Oµl rec:oMendados en el ec¡túpo. 

El ensayo de t.raducción para co1r1Para.r el efecto de BA 

sobre la población de RNA mensajeros en ajes embrionarios a las e 

horas: de germinación se hizo con est..a modificación, mostr.indose 

la tabulación de los resul~ados en la t.abla 7.8, y la grifica de 

incorporación por efecto de BA oh la figura 7.6. 



EFECTO DE BENCILADENINA SOBRE LA POSLACION DE RNA 

MENSAJEROS DE MAIZ A LAS 6 HORAS DE GERMHIACION 

RN.\ 
Ntlmero da t..ubo Tipo Volllmen cpm t.ot.ales 

CµD Cpr-omedio) 

1 CONTROL 1.0 45 654 

2 y 3 o.o 13 100 

4 y5 6H c 1.0 110 500 

e y 7 6H BA 1.0 240 000 

Tabl;o 7, B 

• ;.s embrioncui.Oll de ma.! z la.a a hotC111 de ta. 

v•rmt.no.c:ión. 

control de la. Lra.ci.&cc\.Ón. 

bla.nco •in maNA. 6H C: •NA meMajero de •Je• •mbrioncui.o. et. moiz 

embrtonor\09 de ma.í z ta9 O hoto.a de la. germUlCCiÓn p,...enci.a. 

de ª"· 
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Los resultados muestran un aumento en.la síntesis de 

prott:>!nas en cerca del 100% cuando se aplica BA en la sol1..:ci6n 

amort.iguadora de i rnbibici6n. Los resul t.ados son exce1 enlos:. Sin 

embargo, realizando experimentos para corroborar la incorporación 

a los tubos blanco, se encentró un allo nivel de t.raducc16n. Es 

decir, se t.uv1eron valores de cpm muy allos Cdat.os no mostrados). 

Estos valores lan altos pudieron haber sido originados por un 

lavado defectuoso de los papeles filtro Whalman GF/A, El 

tratamiento de los discos de papo! filtro tras pipetear la mozcla 

de traducción en ellos consistió en colocarlos en el aparato de 

filtración al vacío CM.illipore) y lavarlos secuencialmente c:on 

500 mi de TCA ClO'O, HzO~ et.anal C70'0 y acetona, 

respect.tvarnenle. Se secaron por 20 m.lnulos en el horno a 60 ºe y 

se colocaron en un frasco con líquido de centelleo. 

Lo anterior hizo obligado el realizar un ensayo de 

traducción modificando el procesamiento de los Ciltros. 

Se realizó un experimento con dos º'blancos" t.rat.ados de 

manera ha.bi t.ual, y dos "blancos" trat.ados do la manera siguient.e: 

Los f'ilt.ros fueron hervidos por 10 minutos en TCA al 10~ en 

mat.races Erlenmeyer después de depositar la alícuota de la mezcla 

de traducción. Se les introdujo hielo con el fin de depositar los 

filtres en el f'ondo del matraz. Después de est.o. se manejaron de 

la misma manera que en el t.rat.amient.o habitual. En la t.abla 7.9 

se muest.ran los resultados obtenidos, y en la figura 7.6 los 

resultados de este tratamiento hirviendo los discos de papel. 
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RESULTADOS OBTENIDOS TRAS HERVIR O NO LOS DISCOS DE PAPEL 

Wl-IATMAN DURANTE EL ANALISIS DEL MA1"ERIAL INSOLUBLE EN TCA 

RNA 
Número de Tipo Volúmen Trat.ami ent.o cpm t.ot.ales 

t.ubo CµD 

1 CONT. 1. o Habilual 134 7<l4 

a - o.o 11ervir 55 4u1 

3 -- .. Hervir 51 3<l6 

4 -- Habit .. ual 145 1·n 

5 -- .. Habilual 110 esa 

Tabla 7.9 E(ecLo sobre el vo.lor de cpm obleni.do cua.ndo 

Lrata.n toa di.seos da papel tUtro Vha.lma.n OF /A hirvi,.endo y •in 

hervlr. ancill2:ando lo• producloa proteico• ra.di.a.cllvoa incolubl•• 

TCA. CONT. ~ RNA menaajero control de Lra.ducc~Ón. Loa luboa z. 
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centelleo, 

ICION DEL MATERIAL ~UJBIE EN TCA 

HIRVIENDO O NO I.OS F1LTROS 

11Jl 

1«1 

lll 

100 

lll 

lll 

TRATMEITO 

Figura 7.6 Efecto de hervir loe di.•co• de po.pol rlllro 

contador de 

conlrol: aNA m.nacijero control de la. lrw:lucci.Ón, El 

procedi.mi.ent.o •• rea.U.zó como •• i.ncii..ca. •n el loxlo. 
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El hervir los discos de papel fil lro What.man en TCA 1m~ 

resul l6 en la roduccJ.6n del número de cpm totales en alrededor 

del 50~ en relación al tratamiento habitual. De acuerdo a esto. 

el análisis dél m.at.erial radiact.ivo insoluble en TCA de los 

ensayos de traducción subsécuonles se realizó hirviendo los 

papeles rtlt.ro Whalman GF/A. 

También se trató de roducir el valor de cpm totales ~ los 

tubos blanco. onrocando al problema sobre el lipa de papel 

utilizado. Para ello se cambió el papol Whalman GF/A por papel 

Whatman 3mm, qua es alt.amente especirico en ol análisis de los 

productos proteicos con incorporaci6n de marca. Además. el cuadro 

do papel se humedeció antes de pipet.ear la alicuola de la mezcla 

de traducción con TCA al lOY. f'rio. Esto se hizo por los 

resultados obt.enidos t.ras hervir los f"iltros. ya que al reducir 

el número de cpm lolales signif'icaba que parle de la marca se 

adsorbía sobre el papel. 

Por lo que toca al valor del "blanco" en si. con el 

tralamienlo habilual se obluvieron resultados similares a los 

obtenidos para el RNA cont..rol de la lraducci6n (comparar el tubo 

námero 1 con los tubos 4 y 5 en la tabla 7.9), lo que llevó a 

pensar en la pos:ibilidad de que podr1a t.rat.arse de "s 

incorporado en prot..eina sintetizada de nouo. Para saberlo, se 

realizó un experimenlo t.rat.ando la mit..ad de los tubos con 

proleasa Cprot.einasa .. K") • y 14 otra mit.ad con al t..ralamienlo 

establecido, ambos hirviendo los discos de papel Ciltro. Estos 

resultados se muestran en la t.abla 7.10 y en la Cigura 7.7 
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TRATAMIENTO DE LA MEZCLA DE TRAOUCCION CON PROTEASA 

Nómero de tubo RNA Prot.easa cpm lot.ales % de reduce ion CµD 

1 --- o.o 59 059 --

2 --- 100 17 874 70 

3 6HC o.o 89 698 --
4 6HC 100 23 707 74 

6 6H BA o.o 6Q 708 --
6 6H 8A 100 27 893 60 

Tabla 7.1 O Tralcimi.enlo prol•o.•a. los producloa 

oblen\.dos Lra.a hora. de i.ncubGCi.Ón d• la. mozcla. de lra.ducci6n. 

LO• lubo• 2. 4, y d t.ncubo.ron pr•••nc1..a. de prole\.nG•a. 

por so mi.nulo• máa. 6H C 

las o hora.s do La. gormi.nc.c:i.Ón en ausencia. de llA. 6H BA : RNA 

mencciJoro do .,.. embri.of'Kl.l'i.oa do "' U.ompo 

gormtnocLÓn, poro en preconcia. d. BA. 
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TRATAMIENTO CXJN PROTEA.SA 
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Figura 7.7 Tra.lc.mLonlo proloCUiia. lea productos 

obleni.doc lra.a hora. de i.nc:uboci.Ón de la. mozcla. de t.ro.ducci.Ón. 

lubo• z, •. y d i.nc:ubo.ron 

y 2: •i.n mRNA. tubos 3 y 4: RNA men&O.J91"0 

de ma.i z a. lcu¡ CJ _ horcuo de gormi.no.cLÓn en do BA. tubos 5 y 

BI hora.a de germi.na.ci.ón 
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El trat.ami ento con proteasa redujo el número de cpm 

t.ctales entre un 60 y un 70X respectivamente. Est.o signif"ica que, 

al manos parle de la radiactividad que se detecta en los tubos 

"blanco" es marca específica en prot.oina sintetizada de novo. Con 

este resultado se detect6 la presencia de un nivel considerable 

de RNA monsajero endógeno en el sisot.cuna de reliculocit..os; do 

conejo, el cual no puode ser eliminado f"ácilmente, como se 

observó en la figura 7.7. 

La traducción Ln uLtro de los RNA presentes en los ejes 

embrionarios de mafz embebidos por 3, 6, 9 y 19 horas se realizó 

con todas las modificaciones anteriores. Dada la dificultad en 

aislar RNA mensajero. se invest.ig6 también la capacidad del 

sistema de traducción para traducir RNA total. Se colocaron RNA 

mensajero extraído de ejes embrionarios a las 6 horas de 

germinación en ausencia C0.1080µ 9,µL) y presencia do BA 

C0.1076µg/µl). y RNA total C10 !:o. 5µg/,Ul) de ejes embrionarios 

de ma! z en 1 os demAs t.i empos. Los resul lados se t.abul an en la 

tabla 7.11. y se muestra la gr~Cica en la Cigura 7.8. 

En esla f'igura se observa que el RNA mensajero Ct.ubos 

número 9 y 6 de la tabla 7.11) f'ué más eficaz que el RNA t.otal 

Clubos número 3. 4. 7. S. Q, y 10 de la tabla 7.11) para ser 

traducido por el sist.ema de traducción Ln uLtro. al menos en la 

incorporación que se detecta en el contador de centelleo. Aunque 

se tuvieron problemas nuevamente con los valores de incorporación 

del lubo .blanco, ya que no hay dif'erencia marcada ent.re el 

resultado del tubo número 1 Cblanco sin RNA:> y los tubos con RNA 

tot.al. 
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EFECTO DE BENC!LADENINA SOBRE LA POBLACION DE RNA MENSAJEROS 

DE MAIZ A LAS 3, 6, 9 Y 15 HORAS DE GERHINAC!ON 

RNA 
Htlrnero de l.ubo Trat.amient.o t.ipo cpm t.ot.ales 

1 - - 10,192 

2 CONTROL RNAm 11. 874 

3 3H C RNAt.ot. 10,816 

4 3H BA .. 13,329 

5 6H C RNAm Zl,661 

e 6H BA .. 26,612 

7 QH C RNAt.ot. 8,501 

9 OH BA .. Q,660 

g 15H C .. 11, 191 

10 15H BA .. 11,365 

Tabla 7.11 Tradu.cc\.Ón in ví tro del SNA mensa.jaro de ma! z 

EL enao.yo pro.c:Hc6 

i.ndi.c:a. •n METODOS, CONTROL: •NA m.n•oj9ro c:onlrol; 3H C, 

9H C, y 19H C: aHA lot.a.l do9 eje• embri.onuri.oa de m4Í ::e a. lcia a, P, 

1 BH BA: •NA lola.l de mo.i :ir. lo.9 •· o, y t!:t horo.m de \.a. 

gormi.na.ei.Ón •n prosenc\.a. d• a A. 6H, C: RNA mensa.joro do mo1 z: a. lo.9 

o horcis de la. gormLnac\.Ón. 6H BA: RHA menea.joro de mo.í z a. Lcia o 

horoa de Lo. g•rmi.noci.Ón. El lubo número a. •• •l blo.nc:o •\.n aHA: 
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EFECTO CE BA 9HE Lffi FNA ~ 

ílE9:NTES EN lA ffiM'WIN CfL MliJZ 

D 
~ 
coom. 
c=::J 
11.NCO 

~ 
Ji TOTAL -ll!IVI 
c:::J 

!H TOTAL 
llHHI 
l!il TOTA 

Figura 7. e Tro.ducd.6"' in vi tro d• lo• RNA men•a.jero• de 

•J•• ombrioncri.oe d• mal z di.reronl•• li..ompoa de la gormi.na.ci.Ón. 

El en•oYO r.ali.z6 i.nd~ca NETODOS. Kit.: RNA 

C: RNA t.olo.l C•xceplo el tubo :n de •J•• 

ombriono.ri.oa de mol z embubi.doa de BA. BA: aNA t.olal 

Cexcoplo el lubo c5> d• ma1 z proaenci.a de BA. •· o. P. y 1:s 

RNA. 

73 



Tras los re~ultados observados en cuanto al valor 

relativo de cuentas por rrJ.riulo. obtenidas en los t.ubos con RNA de 

dif'oronte tiompo de imbibición y en el t.ubo blanco, soe decidió 

realizar una electrofores1s dasnaturalizant.e en gel de 

poliacrilamida para observar los patrones prot.éicos. y ver si se 

podía obtGner inf'orm....ci6n ~s representativa quo la de los 

resultados anteriores. 

7.4 Electroforesis en Gel de Poliacrilamida y Fluorografia. 

Los geles obtenidos como se indica en METOOOS. se tiReron 

primero con azúl de Coomasie y después se procesaron para la 

fluorograf!a. Los marcadores moleculares se detectaron por la 

t.inci6n di;, Coomasie: se loma.ron los Rf' c:orrespondientos y se 

graficó el -log del Rr contra el peso molecular particular. 

El gel que se muestra en la figura 7.9 se tin6 con azól 

de Coomasie. Como se vá, no hay dif'erancias en el p.alr6n de 

bandeo en ningún carril. Eslo era de esperarse, ya que las 

proteínas sintetizadas in vitro se en~~scaran por la presencia de 

las proteínas del sistema de raliculocit.os de conejo. 

Después del tratamiento para la r1uor09raf!a (ver 

METOOOS:>. los geles ya secos se colocaron contra una película 

negativa dentro de una pantalla ámplif'icadora el tiempo adecuado 

al número de cpm totales con que se cargaron los pozos del gel. 

En la figura 7.11. los patrones de bandeo se observan muy 

dif'erenles a los obtenidos por la tinci6n de Coomasie. 
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ELECTROFORESIS PAGE-SDS DE LOS PRODUCTOS PROTEICOS OBTENIDOS 

MEDIANTE LA TRADUCCION in vitro DE LOS RNA MENSAJEROS DE MAIZ 

OBTENIDOS A DIFERENTES TIEMPOS DE GERMINACION 

Figvra 7.9 l:leclroCor•ai..• deano.tu.ra.hza.nl• gel de 

pol\.acnlam\.do.-SDS. Carril 1 t pculu del 

•NA men•O.J•ro control de lra.ducc\Ón. Carriles 2 y 3, 7 y 8, 9 y 

101 prole1no• a1.nlelu:o.dGa o.l. Yhlu:a.r' llNA l.ola.l de mo.i:it lo.a •, 

P. Ca.rr iles 4 y 5: Prole! n<U1 

•inlet\zci.do.a p<irhr de aNA men•a.J•ro de ma.í z 

extra.ido d• .,.. 

de ••. Carriles 3, 5, 

8 Y 1 O. \mbt.b1.C\.Ón con ••, T'-nc\Ón por COOTn<la1..e, 
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CURVA DE P~ MOUL'UIARES 

EN FUNCION DEL Rf EIECTROFORE'I'Ja> 

Q2Q41»;08 

- b¡ Rf 

12 1.4 

Figura 7.10 Curva. d9 p•aO• molecula.r•• en funclÓn d9l af 

por loa d• P••o molocula.r l~ 

el•clroCor••i.• PAOE-SDS. Anhi.clra.sa. ca.rb6ni.ca. ZP 000 Dallor'\a; 

A.lbÚmi.no. de huevo 4:S 000 Do.llone: Albúm"na. bovi.na. dd 000 

oo.\.tons; Fodori.lciaa. 
*i1'1 'ºº Dollons; (1-go.lo.closido.ao. uo 000 

oa.\Lon•: Nio•i.nc. 205 ooo t>a.lton•. 
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FLUOROGRAFIA DEL GEL CORRES?ONDIEN1E A LOS PRODUCTOS DE LA 

TRADUCC!ON in uítro DE LOS RNA MENSAJEROS DE MAIZ OB1ENIDOS 

Figura 

mu••lra. LQ 

prol•l na. .. 00 

prole! n<l d• 77 

EN DI FEREN1ES TIEMPOS DE: GERM.l NACI ON 

6 

7.11 AUlOtta.d~ogroli o. 

fi.gura. 7.0. a: prole! na. d• 

ººº da.llon•. prot•Ína. do 

ººº dcll.lon•. Pll: marca.dore• 

77 

dol ... 
.... 

2os o'OO 

11s oOO: 
97 .a'Oo'" 

66(00 

45 oOO 

gol qu• 

000 do.llena, 

da.Uon•. 

mol•c:ula.rea, 

b: 

d: 



A simple vista Cya que no se usó densit6rr:elro, debido a 

que no se conlaba con uno), los carriles 4 y 6 (figura 7.11), que 

corresponden a las proteínas obt..enid~s tras la t..raducci6n del RNA 

mensajero de m111z a las 5 horas de la germinación, son los que 

luvJ eran mayor cantidad de proteína sint..eliz.ada, como se observa 

por la densidad do marca es~os carriles. Los carriles 

correspondientes a los productos de la traducción cuando se 

uliUzó RUA total de maíz Ccarr1les 2, 3, 7, 8. 9, y 10, figura 

7. 11) pr·esent~aron una cantidad más baja de proloína que el RNA 

mensajero, pero similar a la obtenida con el RNA mensajero 

control Ccarril 1, figura 7.11). 

Por otro lado, en los productos del RNA mensajero de 

ejes embrionarios embc=idos por 6 horas en presencia de BA, se 

observó un aumento en la intensidad de al menos 3 bandas de 

alrededor de 111 000 Crr.Arca a, figura 7.11), 90 000 (marca. b, 

figura 7.11), y 67 000 Dallons Cmarca d, ~igura 7.11) 

respecli vament.e 

elec:'lroforét.ico 

los pesos moleculares en función del rf 

mueslran en la figura 7.10): y la aparición 

de una banda de aproxi. madamente 77 000 Dal t.ons (marca c, 

comparar· los carriles 4 y 5 de la figura 7.11). Con el RNA 

t.ot.al, en el t.ratarnient.o cent.rol y con respecto al tratamiento 

con BA, se observa el acrecentamiento de ·una banda de 

aproximadamente 18 000 Dallons, en el carril correspondiente a 

los productos proléicos del RNA mensajero de ejes embrionarios 

de maíz embebidos por 15 horas en ausencia de BA (carriles 9 y 

10 de la figura 7.11). 
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La ext.racci6n de RNA lolal a partir do fuente~ vagatal~s. 

present.a el inconveniente de 1 a exislenci a de f1 l.ocrorr.os 

Ccarbohidralos, pigmentos, ele.) que absorben en una amplia gamma 

del espectro electromagnético. Aquellas especies que absorban on 

la región del ullraviolela interfieren en la delerminaci6n 

especlrofolomélrica de los criterios de pureza y concenlraci6n de 

muestras de RNA CJurnak y cots., 1994), criterios qua requieren 

la lectura de las absorbencias a 260 y 280 nm. Es por ello que se 

prefieren medir estos parámetros valiéndose de una electroforesis 

en gel de agarosa, obsorvando la integridad de las bandas 

correspondientes a los RNA ribosomales C25 y lBS). Sin embargo. 

este úl t.i mo procedi mi ent.o es sumament.e cual i t.at.i va y exige una 

gran experiencia por part.e del invest.igador. Por ot.ro lado, 

cuando las preparaciones de RNA serán ut.ilizadas finalment.e en un 

sist.ema de sint.esis de prot.eínas libre de células. la t.it.ulación 

de la concant.raci6n óptima de RNA para la incorporación de marca 

en prot.e!na sinLet.izada de novo. evita los problemas 

concernient.es a la det.erminaci6n real de esa concent.raci6n. 

Durant.e el desarrollo experimenLal. la obt.enci6n del RNA 

t.ot.al a part.ir de los ejes embrionarios de maíz pudo 

estandarizarse de tal manera que se obt.uvo una cantidad de RNA 

proporcional a la cantidad de ajes utilizados CAlrededor de 1.0 

mg de RNA.t.otal a partir de 1.0 g de ejes embrionarios). Además. 

las preparaciones obtenidas presentaron un grado de pureza 
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baslanle bueno e factores de absorbencia 260/280 nm enlre 1. e y 

2.0, labla 7.4) y con una 1nlegridad aceptable como se observ6 al 

una ele~lroCor~sis en gal de agarosa Cdalos no mostrados). 

Con lodo lo anterior, las muestras de RNA total ext.raidas 

de ejes embrior1arios de maíz a diferentes tiempos de germinaci6n, 

se lograron obtener con una pureza excelente, alta cantidad y 

con una integridad necesaria para garantizar la estabilidad del 

RNA mensajero. 

La separaci 6n de est.e RNA mensaJero por el mótodo 

originalmente empleado CManiatis y col., 198éD, tuvo un 

rendimiento de cerca del lY. en relación al RNA total (alrededor 

de Q µg de RNA poli-CA•l,.....1 mg de RNA t.ot.al), resoultado!Ol acorde 

con lo reportado en la literatura CTaylor y Powell, 1992). 

El hecho de presentarse la precipi laci6n del detergente 

empleado en los amortiuuadores de carga y alución durant.a la 

cromalografia en columna de oligo-CdTlcelulosa, const.iluy6 un 

problema debido a la manipulación que debió realizarse al 

calentar las muestras precipitadas para resuspenderlas y obtener 

de esa manera lecluras especlrofolcmétricas representativas. 

Esta~ manipulaciones pudieron constituirse en elementos de 

cont.aminaci6n dol RNA mensajero, hecho que debió ser evitado al 

máximo, debido a la _import.ancia de la integridad est.ruct.ural de 

estas moléculas como requerimiento lanlo para su capacidad para 

ser traducidas, como para la Óbt.enci6n de proteínas de peso 

molecular correspondiente a las esperadas de la codiricaci6n por 

un RNA mensajero integro. Por esla raz6n, se hicieron varios 

intentos para evitar los problemas de precipilaci6n del 
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detergente; estas acciones se enrocaron desde el cambio de la sal 

presente en los amortiguadores CLiCl en lugar de NaCl), hasta el 

cambio da la rorma. sódica del SOS en el amortiguador de •lución a 

su forma de litio CDodecil sulrato de litio, LDSl y aún sná,s, el 

cambio del SDS por J..a.uril sarcosinat.o de sodio CSl.S) en el 

amortiguador de carga.. Al inlroducir forna.as m:i.s solubles d• los 

det.ergent.es y de la sal empleada para regular la fuerza i6nica en 

est.as solw:iones, se evit.6 la precipitación del det.ergent.e en los 

t.ubos durante la colecta de las f'raccionos de la cromat.ograt'ta. 

Con ello se evitaron tambi~ t.odas las maniobras que i11Plicaron 

•l trabajar con el espec:t.rofot.oM-t.ro como '1-•a as,pt.ica con una 

gran cantidad de t.ubos. El .. .,.Jo d• ect.a cantidad et. t.ubos 

disainuy6 al ..,cur cualit.at.ivamant.e la f'luores.cencia de las 

-..estras con RllA poU-cA•l en un lransiluainador de ultravioleta 

despu._ de t.errir las f'racciones d• •lución con una soluc:i6n d• 

bromuro de •lidio. Todo esto ayudó a una determinación del RNA 

mensajero en las f'raccionas de •lución. Ns r'pida, segura y 

contiable. 

t..a concent.ración de RNA poli-CA•J •• estableció en 

alr~· de 0.1 µg RHA/µl Cpor dalos previos, Quintero, 

comunieaci6n pel"sonal). 

Los resultados obtenidos para la titulación del RHA 

mensajero. -..9st.ran que a ast.a concent.ra.ción de 0.1 ~/µl est.e .s 

capaz d• ser traducido con una ef'iclencia simú.lar a la e>Ch.J.bida 

por •l RNA mensajero control de traducción Ccomparar tubos 1, 6 y 

7 de la tabla 7.7. y la Cigura 7.4), debido a esto, esta 

eonc•nt.ración •• consideró ac.pt.abl• p-.ra rea.lizar los encaYQS 

subsecuentes. 



Par a lograr la est.anda.r i zaci ón de un buen bl aneo de 

referencia en los ensayos de traducción al analizar los product.os 

por medio de un cont.ador de cent•lleo, las moditicaciones que s• 

hicieron estuvieron orientadas a lograr la eliminación de 

incorporación inespecifica de mal.erial TCA insoluble sobre los 

filt.ros de aú.crofibra de vidrio. Los result.ados lllOSt.raron que 

orect.iv..tnent.e. algo de la urca inespecifica se adsorbe en el 

filt.ro, pero que puede ser reducida significat.iva..nt.e al 

hu.-:lecer los filt.ros en TC4 ant.es de adicionar la MZCla de 

t.raducci6n, y post.erior-nt.e hirviendo los f"ilt.ros para una -jor 

precipilaci6n de las prot.einas y eliminación de alllino.tcidos 

libree, dent.ro de los cuales se encuent.ra la -t.1onina,L-t 85SJ 

Caunque pod.r-ia pensarse que algo de est.e amin°'-cido radiactivo se 

encuent.ra aón peg.:l.do a su respectivo t.RNA, y de est.a manera no 

podria eliminarse con est.a met.odologf.a>. 

El t.rat.aJlliant.o con prot.aasa reveló la e>Cist.encia de un 

niV9l i11P<>rt.ant.e de RNA ...,.a.Jera endógeno en el sist.ema de 

t.raducci6n: pero .. 1.. RNA es llUy dificil de •liminar. No 

obst.ant.e, los problemas que ocasionó en el _.t.odo de an.llisis del 

-t.erial insoluble en TC4 no •• present.aron durant.e la 

elect.rororesis. 

Lo ant.erior, confiraado por ot.ros invest.igadores 

Creferencias personales), -t.ran que la det.ecci6n del n1V9l 

de incorpcra.ei6n da marca rad.1a.ct.1va .n un slst. ... de sf.nt.esis (n 

uHro de prot.einas, por medio del -t.erial insoluble en TCA, no 

es t.ot.al-nt.e reproducible ni represent.at.ivo, por lo que se le 

t.om6 s6lament.• com::1 un indleio de la t.endencia del sist. ..... a 



la incorporación de met.ionina.L-( 35Sl en función de la cant.idad 

de RNA m9nsajero adicionado al sistema. 

Por ot.ro lado. debido a problemas que se present.aron 

durante la separación del RNA mensajero, se investig6 también la 

capacidad del sistema de ret.1cul.ocilos para traducir RHA total en 

lugar de RNA mensaJero. Se encontró qtm aunque se adicionó 100 

veces más RNA lolal que RHA poli-tA~l y bajo las condicio~es muy 

particulares de los ensayos, el sistema de rot.iculocilos tradujo 

más eficientemente el RNA mensajero que el RNA t.ot.al (comparar 

los tubos 4 y 5 de la t.abla 7.11, y los carriles 5 y 6 de la 

figura 7.11. con los t.ubos 3, 4 7, 8. 9 y 10 y carriles z. 3. 7, 

8, 9 y 10 de la misma t.abla y figura). 

Analizando precisament.e la figura 7.11, se observa que BA 

promovió la modificación del patrón de RNA mensajeros presentes 

en ejes embrionarios de maíz a las 6 horas de germinación, que es 

el t.iempo en el que Vázquez Ramos y Reyes C1990) observaron un 

incremento durante la sint.esis de DNA en el mismo sistema. Con BA 

se observó un aumento en las bandas eorrespondient.es a proteinas 

de 111 000 C-a-, figura 7.11), 90 000 C-b-, figura 7.11) y 67 000 

daltons aproximadamente C-d-, figura 7.11), y la aparición de una 

banda. correspondiente a una prot.eina de alrededor de 77 000 

Oaltons C-c-, íigura 7.11). No se sabe si eslo refleja un aumento 

en la sintesis del RNA mensajero correspondiente o un incremento 

en la tasa de ~raducción de est.e). 

Cebi do a que el gel desnat.uralizant.e, mediant.e la 

técnica elect.roforética empleada, no es posible afirmar que una 

banda corresponda a una proteína biológicamente activa, ya que 

bien pdria trat.arse de la subun1dad de una prot.eína polimérica. 
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9. CONCLUSIONES. 

LOGRARON ESTABLECERSE LAS METODOLOGIAS EXPERIMENTALES 

PARA LA EXTR/,CCION DEL RNA DE EJES EMBRIONARIOS DE HAIZ, ASI COMO 

LA SEPARACIOli DEL RNA MENSAJERO CPOLIADENIALOO) CON LA PUREZA E 

INTEGRIDAD REQUERIDAS PARA SU UTlLIZACION EN ENSAYOS DE BIOLOGIA 

MOLECULAR. 

SE ESTABLECIERON LAS CONDICIONES PARA LOGRAR UNA OPTIMA 

TRADUCCION IN VITRO DEL RNA MENSAJERO DE HAIZ, POR MEDIO DE UN 

SISTEMA DE RETICULOCITOS DE CONEJO. SE ENCONTRO QUE EL RNA 

MENSAJERO ES MAS EFICIENTE QUE EL RNA TOTAL EN CUANTO A SU 

CAPACIDAD PARA SER TRADUCIOO POR EL SISTEMA DE SINTESIS LIBRE DE 

CELULAS. 

SE DEMOSTRO QUE BA PROMOVIO CAMBIOS SOBRE LA POBLACION DE 

RNA MENSAJEROS DE HAIZ A LAS 8 HORAS DE LA GERMINACION, 

AUMENTAllDO LA SIN~~S DE CIERTAS PROTEINAS CON RESPECTO AL 

COl<TROL Y PROMOVIENOO LA SINTESIS DE AL MENOS UNA PROTEINA QUE 

NORMALMENTE NO SE SINTETIZA DURANTE ESTE PERIODO DE GERMINACION. 

LA COMPROBACION DE LA HIPOTESIS EXPERIMENTAL SE LOGRO CON 

UN EXITO PARCIAL, PORQUE LOS RESULTADOS QUE COMPLEMENTAN LOS 

OBJETIVOS PROPUESTOS NO FUERON lU.CAl<ZAOOS DEBIDO AL EXCESO DE 

TIEMPO QUE REQUIRIO EL MONTAJE DE LA METODOLOGIA EXPERIMENTAL; 

SIN EMBARGO, EN EL LABORATORIO SE TRABAJARA CON EXPERIMENTOS 

POSTERIORES PARA LA OBTENCION DE ESTOS RESULTADOS. 
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