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AlA

MCPP
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PMSF
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Dimetilsulféxido.



Una parte importante de los datos obtenidos durante la
realizacién de esta tesis de maestria se utiliz6 para escribir el articulo
titulado: “DEVELOPMENTAL REGUIATION OF RIBOSOMAL
PROTEIN PHOSPHORYLATION IN MAIZE”, el cudl estd sometido a
revisién para su publicacién en la revista “Plant Physiology”.

Es por lo anterior que se anexa el manuscrito del mismo. La
metodologfa no mencionada en él se agrupa en el apéndice, se
hacen mds breves las secciones de introduccién y antecedentes , y en
la seccién de resultados tnicamente se presentan aquellos no
descritos en el artfculo. Por tltimo se presenta una discusién general
del trabajo.



Introduccion

L-Formacién de la semilla y germinacion

La semilla es el medio por el cual las plantas angiospermas aseguran
la dispersién de su descendencia. El éxito en el establecimiento de la
nueva planta depende fuertemente de las caracterfsticas fisiolégicas y
bioqufmicas de la semilla (Bewley y Black, 1985).

Cuando un grano de polen alcanza un gineceo adecuado, tiene
lugar la formacién de un tubo polinico, que atravesando el estilo se
dirige a un évulo maduro, Una vez que los gametos masculinos se
encuentran en el interior del saco embrionario, se lleva a cabo la fecun-
dacién.

A partir de la fecundacién los eventos metabdélicos que suceden en
la semilla se agrupan de la siguiente manera (Kermode 1990):

HISTODIFERENCIACION: durante la cual el cigoto sufre numerosas
divisiones mitéticas y las células resultantes se diferencian para formar
el plan estructural basico de la planta.

El 6vulo doblemente fecundado daré origen al embﬁén y al endos-
permo, mientras que su tegumento formaré la testa de la semilla (Cortés
1986).

’
MADURACION: Esta ocurre casi totalmente en ausencia de divisio-
nes celulares. Se caracteriza por expansién celular y deposicién de re-
servas en los tejidos de almacenamiento.

DESECACIdN: que resulta en una reduccién gradual del metabo-
lismo conforme los tejidos van perdiendo agua. La semilla pasa a un
estado metabélicamente inactivo o quiescente que le permitira sobrevivir
separada de la planta materna hasta encontrar las condiciones ambien-
tales adecuadas para germinar.



En los cereales cada semilla es un fruto completo llamado cariopsis,
este fruto contiene un tnico embrién rodeado de endospermo. El em-
brién esta formado por el eje embrionario y un cotiledé6n modificado
llamado escutelo (Strasburger et al, 1974).

Si experimentalmente se remueve el embrién de la semilla en de-
sarrollo antes de completar la maduracién, éste germina precozmente y
por lo general no es capaz de establecerse como plantula. Se piensa que
el ambiente que proporciona la semilla hace que el embri6n termine su
programa de desarrollo, acumulando suficientes reservas para que la
germinacién sea exitosa. '

Existe controversia en la definicién del término germinacién: para
algunos autores se define como el periodo metabélico que se Inicia con
la entrada de agua a la semilla y termina con la emergencia de la
radicula (Bewley y Black, 1985). Para otros autores este proceso incluye
ademaés el subsecuente establecimiento y crecimiento de la pléntula (Sa-
lisbury y Ross, 1978).

De manera general la imbibicién trae como consecuencia la rees-
tructuracién de las macromoléculas que constituyen a la semilla, reacti-
vacién metabdlica general, elongacién, v finalmente divisién celular. En
el caso del malz (Zea mays v. Chalquefio) la primera divisién celular se
da alrededor de las 24 horas de imbibicién de la semilla completa. Cuan-
do el embrién se extrae de la semilla y se imbibe aisladamente en un
medio de cultivo, esta primera divisi6n se adelanta aproximadamente
tres horas (Bafza et al, 1986).

Respiracién, actividad erzimética y sintesis de protefnas y de RNA,
son eventos celulares fundamentales en la germinacién, fntimamente in-
volucrados en la preparacién para ¢l posterior crecimiento de la plantula
(Bewley y Black 1985, Mayer 1989).

La sitesis de DNA es un fenémeno tardio en la germinacién; en
el mafz se ha demostrado que no existe sintesis replicativa durante las
primeras horas de la germinacion (Bafza et al, 1989) y que precede a



ésta una sintesis de tipo reparativo. En embriones de centeno se observé
el mismo fenémeno (Vazquez-Ramos y Osborne, 1986).

IL.- Sintesls de proteinas en la germinacién

Al empezar la imbibicién de la semilla, la sfntesis de protefnas en
el embri6n se reestablece tan rapidamente que pareciera que todos los
elementos necesarios para esta actividad ya se encuentran presentes en
la semilla seca (Simon 1984).

Vaughan y colaboradores desde 1967 observaron que el intervalo
entre la hidratacién y la iniciacién de la sintesis de protefnas es usual-
mente menor que el tiempo requerido para sintetizar ribosomas en na-
cleos y transferidos a citoplasma, por lo que sugirieron que la sintesis
de protefnas en semillas recién imbibidas se lleva a cabo con ribosomas
preexistentes. Esta idea se refuerza con los trabajos de diversos autores
que demuestran la presencia de monosomas en semillas secas de trigo
{Marcus 1966), Nabo silvestre (Payne et ai, 1978), v mafz {Sanchez de
Jiménez, 1981).

Se ha reportado que RNAs de transferencia y aminoacil-tRNA sin-
tetasas estan presentes en semillas secas (Bewley y Black, 1985; Mayer,
1989), ademés hoy en dfa se utilizan extractos de germen de tigo para
llevar a cabo sintesis in vitro de protefnas, por lo que es claro que todos
los elementos de la maquinaria de sintesis se encuentran presentes en
el embrién de las semillas antes de gemminar.

La cantidad de polisomas presentes en las semillas secas es por lo
general muy baja o nula. Durante la germinacién de trigo (Marcus et al,
1966) v de mafz (Sanchez de Jiménez et al, 1981) los polisomas apa-
recen rapidamente en el embdén. Este fenémeno se ha observado en
gran variedad de semillas por lo que parece ser que el ensamblaje de
polisomas es un factor crftico en la emergencia de la quiescencia (Les-

hem, 1973).



En 1975 Spiegel y Marcus utilizando wamanitina y cordicepina, de-
muestran que la formacién de poli-ribosomas en la gemrminacién tempra-
na de embriones de trigo es independiente de la transcripcién y
poliadenilacion de RNAs mensajeros pues los polisomas se forman con
la misma velocidad en los controles que en las semillas tratadas con los
inhibidores.

Con lo anterior qued6 demostrado que la sintesis temprana de pro-
tefnas en semillas en imbibicién no depende de la sintesis de mRNAs.
Este hecho se ha confirmado y ademas se ha demostrado que no solo
no es necesaria la sintesis sino tampoco el procesamiento secundario
(desmetilacién, poliadenilacién o formacién del CAP) de los mRNAs ya
presentes en la semilla seca (Lane y Tumaitis-Kennedy, 1981).

Ademas de lo anterior, durante los afos '70s otras evidencias de
la existencia de RNAs mensajeros almacenados en la semilla seca se
fueron acumulando (Wareing 1981). Los més sobresalientes pueden re-
sumirse en la siguiente forma:

+ Fue posible extraer RNA de embriones secos de trigo que dirigie
ra la sintesis In vitro de protefnas.

* Una fraccién de este RNA almacenado estA formada por molé-
culas poliadeniladas.

+ Por incorporacién de marca radiactiva y anélisis de los productos
por electroforesis en geles de poliacrilamida fue posible identifi-
car protefnas sintetizadas en las primeras horas de la germinacién
cuya sfintesis no dependfa de transcripcién.

* Los patrones de protelnas sintetizadas in vivo durante las pri-
meras horas de germinacién son similares a los de las que se
sintetizan in vitro con mensajes extraidos de las semillas secas.

* Se demostrd la sintesis de novo de enzimas especfficas atin cuan-
do se inhibi6 la sintesis de RNA.



Debido a que durante el periodo quiescente de la semilla la activi-
dad sintética estd totalmente inhibida, se llegé a la conclusién de que
los mRNAs presentes en la semilla seca se forman desde la embriogénesis
y persisten hasta la germinaci6n.

Los mensajes responsables de la sintesis temprana de protefnas du-
rante la germinacién se han clasificado en dos categorfas generales (Bew-
ley y Black 1985, Kermode 1990):

el desarrollo de la semilla y no se alcanzan a destruir durante
la desecacién. No se expresan durante la germinacién y al co-
menzar este proceso inmediatamente se degradan.

¢« mRNAs ALMACENADOS o de VIDA LARGA que se sintetizan
durante la embriogénesis pero no se expresan en este periodo.
Se encuentran listos para $er traducidos inmediatamente después
de la rehidrataci6n de la semilla. Se presume que estos mRNAS
ademas de codificar para protefnas de mantenimiento, dirigen
la sintesis de protefnas fundamentales para la germinacion.

Dure y colaboradores en 1969 trabajando con semillas de algodén
en germinacién demuestran que la sintesis de novo de una proteasa es
dependiente de un mRINA almacenado. Tres afios més tarde (Ihle y Dure
1972) prueban que este mensajero se sintetiza durante la embriogénesis
y sin embargo su traduccién estd bloqueada en esta etapa del desamollo.
Después de la demostraci6n de la existencia de mensajes almacenados
parece necesario explicar como es que la semilla en desamollo discrimina
entre los mensajes que hay que destruir v aquellos que hay que con-
servar para la germinacién. Hasta la fecha no es daro este mecanismo,
. sin embargo parte de la explicacién a esto puede ser diferencias en su
localizacién subcelular o su asociacién con protefnas especificas.

En algodén los trabajos de Hammett y Katterman (1975) mostraron
que al menos parte de los mRNAs de las semillas secas se encuentran
en el nicleo y poseen una cola de 75-100 adeninas, igual a los men-

b

«  mRNAs RESIDUALES. Son sintetizados y expresados durante



sajeros encontrados en el citoplasma. Es posible que al germinar la se-
milla, estos mRNAs se movilicen hacia el citoplasma para ser traducidos.

Por otro lado algunos reportes proporcionaren evidencia de que los
mensajeros almacenados se encuentran asoclados a protefnas formando
particulas ribonucleoproteicas (mRNPs) libres en el citoplasma, llamadas
informosomas (Peumans et al, 1979), y que estos se sintetizan durante
la embriogénesis (Ajtkhozhin et al, 1976).

Aunque la sfntesis de protefnas en la germinacién temprana puede
proceder en ausencia de sfntesis de RNA (Spiegel y Marcus, 1975), poco
a poco se va haclendo estrictamente dependiente de los mensajes que
se sintetizan de novo. Actualmente se sabe que los RNAs almacenados
se destruyen durante las primeras horas de germinacién y se presenta
un incremento de mensajes nuevos (Mayer, 1989).

Por la temporalidad de estos eventos es evidente que durante la
germinacién temprana coexisten mensajeros almacenados y recién sin-
tetizados. En semillas de trigo, a las seis horas de geminacién el 54%
de los mensajes se encuentran enganchados a polisomas, y no parece
ser que los mRNAs almacenados o los recién sintetizados participen pre-
ferencialmente en este proceso (Caers et al, 1979). {Qué determina en-
tonces cudles son los mensajes que se traducen en cada momento?

Durante las primeras horas de la germinacién se da un cambio
radical en el patrén de sintesis de protefnas, y este cambio puede ser
casi totalmente bloqueado si se utilizakamanitina, por lo que se piensa
que el cambio en el patrén protefco es consecuencia de regulacién trans-
aipcional, (Thompson y Lane, 1980).

El mismo autor discute que a pesar de que su trabajo y el de otros
autores ponen en evidencia el papel fundamental que juega la sintesis
de mensajes nuevos en horas tempranas de la germinacién, estudios
complementarios con sistemas de traduccién in vitro sugieren fuertemen-
te la existencia simultanea de control traduccional ademds del control
franscripcional.



Ill.-Algunos datos sobre ribosomas

La gran mayoria de los estudios sobre estructura ribosomal se ha
hecho en células procariotes. A pesar de que existen diferencias impor-
tantes respecto a eucariotes, el ribosoma de todos los organismos posee
una semejanza estructural importante, que refleja quizas la universalidad
de sus funciones bésicas.

Estructuralmente el ribosoma consta de dos subunidades, cada una
formada por protefinas y RNA (figura 1).

La subunidad pequeria puede dividirse en dos partes desiguales: la
“cabeza”, que representa aproximadamente la tercera parte del total, v
la “base”, que constituye las otras dos terceras partes. Una regién pro-
tuberante llamada plataforma se extiende desde la base hasta la cabeza,
formando una hendidura entre esta protuberancia y la cabeza. También
la estructura de la subunidad grande es asimétrica y consiste en una
protuberancia central con dos protrusiones {una de cada lado) inclinadas
aproximadamente 50° (Oakes, 1987. Figura 2)

El ribosoma eucariote posee bésicamente esta misma estructura,
sélo hay que agregar algunos lébulos extras, (ver figura 3. Lake, 1985).

Mientras que la masa molecular del ribosoma procariote es de apro-
ximadamente 2.8 x 10" daltones (Alberts et al. 1983), la masa molecular
del ribosoma eucarionte completo varfa desde 3.9 (para plantas) hasta
4,55 x 10°daltones (mamfferos). Esta variacion es el resultado de un
incremento en el tamario de la subunidad grande de 2.4 a 3.05 x 10
daltones {Wool, 1979), y no se sabe nada acerca de su significado fun-
cional.

Tal como el ribosoma procariote, el ribosoma eucariote esta cons-
tituido tnicamente por dos tipos de biopolimeros: RNA y protefnas (ver
figura 1), sin embargo el contenido de protefnas es marcadamente su-
perior: en el caso de procariotes la relacién RNA:proteina es 2:1, y en
los eucariotes es 1:1 (Spirin 1986).



Se ha especulado sobre la funcion de estas protefnas ribosomales
“extras”. Algunas pueden estar especializadas para interaccionar con re-
ceptores en el reticulo endoplasmico (riboforinas), otras en el ensamblaje
y transporte de las subunidades recién sintetizadas y otras mas pueden
estar involucradas en la regulacién de la lectura del mRNA (Wool, 1979),
Un ejemplo que ilustra la importancia de la regulacién traduccional en
eucariotes es el hecho de que en el caso de células bacterianas el ribo-
soma puede “leer” el RNA mensajero a una velocidad de 40 a 50 nu-
cle6tidos por segundo; el ribosoma eucariote es capaz de leer hasta 30
nucleétidos en ese mismo tiempo pero los efectos regulatorios pueden
reducir esto hasta 5-10 nucleétidos por segundo (Spirin,1986).

Casi todas las protefnas ribosomales son pequeias (11,000 a
40,000 D), extremadamente bésicas (muchas tienen punto isceléctrico
superior a 11) y muy insolubles en amortiguadores ordinarios (Wool,
1979). También existen en el ribosoma algunas protefnas Acidas {car-
gadas negativamente a pH 8.6) pero su nimero es muy inferior a las
basicas: en ribosomas de higado de rata parece haber tnicamente 8
{Gressner y Wool, 1974)

Ademaés de su localizacién en la estructura tridimensional del ribo-
soma (ver figura 5), de algunas proteinas se sabe algo mas scbre su
funcién:

* Dos de las protefnas 4cidas conocidas en procariotes como L7
y L12 (en eucariotes como eL.7 y eL12 o P1 y P2) poseen
caracterfsticas especiales: cada de ellas se encuentra por dupli-
cado constituyendo el tallo de la subunidad grande (Wool,1979),
L12 es idéntica a L7 excepto que el amino terminal de L7 esta
acetilado (Lake, 1985), se ha demostrado adem&s que en E.
coli (Vilella et al, 1991) y en levadura (Zinker,1990) la cantidad
de copias presentes en el ribosoma no es constante sino que
depende del estado metabdlico de la célula, Parece ser que
estas protefnas participan en la unién de varios factores de
elongacién y la hidrlisis de GTP dependiente del IF2 (Lake,
1985).



La protefna ribosomal L5 forma una particula ribonucleoproteica
con el RNA ribosomal 5S (Steitz et al,1988) y ahora se sabe
que esta RNP es un precursor del ensamblaje ribosomal en
células de mamfferos (Wormington, 1989).

La protefina S6 se encuentra localizada en la plataforma de la
subunidad pequeiia; junto con las protefnas $11, 515 y S18
parece estar relacionadacon la unién del RNA mensajero al xi-
bosoma {Lake, 1985). Como se mencionar4a méas adelante, S6
parece ser la protefna ribosomal que con mas frecuencia se en-
cuentra fosforilada.
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RIBOSOMA 80S

SUBUNIDAD 60S SUBUNIDAD 408

3o

No.DE PROTEINAS 45-50

MASA DE PROTEINAS 1,000,000 700,000

18s 1,900 bases

RNA 25-288 4,700 bases
5.88 160 bases
58 120 bases

componentes del ribogoma pitopléanico de higado de

FIGURA 1:
(Tomado de Lewin, 1985).
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PROTLBE RANLA
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CABR2ZA WENDIBURA

J roaravorma

PEBUENRA GQRANDE

RIBOBOMA

HOBUNIDADES

FIGURA 2: Modelo tridimensional consenso del ribosoma de E, goli.
En la figqura se muestran dos orientaciones

longitud de un ribosoma es aproximadamente 250 A.
(Lake, 1985)
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FIGURA 3: Lébulos caracteristicos del ribosoma eucariote
(sombreados) sobre la estructura bdsica el ribosoma procariota.

gF-Tu RRA

TOMINID TRAMXLOWAL

Dosimio akcRéroRio

MG B ANA,

NACIENTE,

FIGURA 4: Representacion de los dominios  traduccional y .

secretoric del ribosoma. (figuras 3 y 4 tomadas de Oakes,1987).
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FIGURA 5: Diagrama que muestra la localizacién de las proteinas,
rRNAs y sitios funcionales en el ribosoma., Las lineas punteadas
indican sitios localizados en la cara "posterior® de la figura.

P,M, Yy E representan los sitios de Peptidil transferasa, Unién a
membrana y salida de 1la proteina naciente, respectivamente.
(Oakes, 1987).
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IV.-Fosforilacién de proteinas ribosomales y control
traduccional

Las protefnas ribosomales de organismos procariotes s6lo se fosfo-
rilan bajo circunstancias poco usuales como infeccién viral (Wool, 1979),
mientras que la fosforilacién-desfosforilacién de protefnas ribosomales
en diversos tejidos animales y vegetales es un fenémeno que responde
a multiples estimulos como hormonas, suero y factores de crecimiento
{Thomas et al, 1982), regeneracién hepéatica {(Wool,1979), shock de calor
(Maller et al, 1986), anaereobiosis (Bailey, 1990) vy fitorreguladores (Ya-
kovieva y Kulaeva, 1982 ; Pérez et al, 1990).

Los tejidos en animales donde se ha reportado este fenémeno in-
cluyen: corteza adrenal, testiculo, reticulocito, fibroblastos, hfgado, glan-
dula mamaria, tiroides, adenohipdfisis, diversos tejidos tumorales
(revisi6én por Trewavas, 1976) y oocitos de Xenopus laevis en madura-
ci6n (Nielsen, 1982) entre otros.

En tejidos vegetales se ha descrito fosforilacion de protefnas ribo-
somales en tomate (Sharf y Nover, 1982}, cotiledones de calabaza (Ya-
kovleva, 1987), trigo (Fehling y Weidner, 1988), mafz {Pérez 1990),
chfcharo y Lemna (Trewavas,1976).

Inicialmente se crey6 que S6 era la (inica protefna fosforilada (Gres-
sner y Wool, 1974). Durante principios de la década pasada diversas
fosfoprotefnas ribosomales adicionales fueron reportadas (Belanger et al,
1981; Schad y Nover, 1982). Aunque el ndmero exacto no ha sido
establecido se acepta que el ribosoma eucariote puede contener méas de
una fosfoprotefna y que el contenido de fosfatos de éstas no se altera
por las mismas condiciones que se sabe modifican el grado de fosfori-
lacién de S6. Las evidencias sugieren que la fosforilacién de protefnas
ribosomales no estd controlada por un solo mecanismo, y puede tener
diferentes funciones en la actividad ribosomal (Belanger, 1981).

Sin duda el mecanismo de fosforilacién de S6 en células de mami-
fero en cultivo ha sido uno de los més estudiados:

15



En 1983 Burkhard y Traugh observaron que S6 puede ser fosfori-
lada in vitro por dos diferentes cinasas: una dependiente de cAMP y
ofra independiente de éste pero activada por proteasas (Burkhard y
Traugh, 1983). Cada cinasa cataliza [a unién a la protefna de diferentes
cantidades de fosfato y aparentemente en posiclones distintas. Por ca-
racterizaclén de los fragmentos trdpticos fosforilados y comparacién con
lo encontrado in vivo concluyen que la fosforilacién por la cinasa acti-
vada por proteasas es idéntica a la que se da naturalmente (Persic y
Traugh, 1983).

En 1988 el grupo de Thomas identifica y caracteriza una cinasa de
S6 estimulada por mitégenos {Jeno et al, 1988) y concluye que su ac-
tividad es regulada por un proceso de fosforilacién-desfosforilacién (Ba-
liou, 1988).

Parece ser que puede existir una familia de diferentes cinasas de
S6 relacionadas con sistemas de agonistas distintos {Witters, 199(_))

Ante la amplia distribucién del fenémeno y la diversidad de estf-
mulos a los que responde, se han venido haciendo esfuerzos para de-
terminar el efecto que la fosforilacién de protefnas ribosomales pudiera
tener en la sintesis de protefnas. Muchos resultados fueron negativos
(Ochoa, 1979) o al menos controversiales (Trewavas, 1976).

El sistema que se ha usado no es sencillo: con bastante mas de
100 componentes macromoleculares, la sintesis de protefnas en eucario-
tes es probablemente el sistema multienzimético més complejo estudiado
a nivel molecular (Hershey et al, 1986).

Sin embargo, poco a poco empezaron a aparecer resultados mas
sélidos, algunos de los cudles se presentan a continuacién:

¢ En células en cultivo de mamifero, los ribosomas que tienen S6

fuertemente fosforilada son preferencialmente incotporados a
polisomas (Duncan, 1982; Thomas, 1982).
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* Los ribosomas defosforilados por “shock™ de calor en Drosophila
presentan menor habilidad para traducir ciertos mensajes (Kru-
ger, 1981).

¢ Palen y Traugh en 1987 publican un trabajo que ofrece el so-
porte  més sélido para considerar que efectivamente la fosfo-
rilacién de al menos una protefna ribosomal (S6) altera la
capacidad ribosomal de sintesis. En este trabajo se muestra que
la fosforilacién de S6 por una cinasa estimulada por mitégenos
no afecta la unién del mensajero a la subunidad 40S, sin em-
bargo sf estimula la sintesis de globina tres v media veces res-
pecto al control. Ademés parece hacerlo de manera selectiva
pues incrementa la sfntesis de B globina 3.9 veces, mientras que
la de a globina sSlo aumenta 1.8 veces.

Por ofra parte se sabe que las protefnas dcidas P1 y P2 de ribosomas
eucariéticos se fosforilan (Reyes et al, 1977; Sanchez-Madrid et al, 1979),
v que en el citoplasma de levaduras se encuentra una poza de éstas
protefnas sin fosforilar (Zinker, 1990). De acuerdo a Vidales et al (1984)
la fosforilacién de estas protefnas es lo que regula su afinidad por el
ribosoma, de tal manera que esta modificacién covalente podrfa ser la
responsable de los cambios en el contenido de protefnas Acidas que
presentan los ribosomas de Saccaromyces en ciertas etapas de su desa-
mollo.

Mec Conell y Kaplan (1982) muestran que ribosomas de higado de
rata sin P1 y P2 no son capaces de polimerizar aminoacidos in vitro ni
de hidrolizar GTP de manera dependiente del factor de elongacién 2.
Sé6lo recuperan estas actividades si al agregar las protefnas faltantes éstas
estan previamente fosforiladas in vitro por una cinasa dependiente de
cAMP.

Para sistemas vegetales también se tienen algunos indicios de que

la fosforilacién de protefnas ribosomales repercute en las funciones del
ribosoma:
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¢ En tomate la sintesis preferencial de protefnas de “shock” de
calor coincide con la defosforilacién de S6 y el aumento en la
fosforilacién de dos proteinas 4cidas de 15 y 16 kD (Sharf y
Nover, 1982).

* En cotiledones de calabaza la formacién de polisomas y el au-
mento en la sintesis de protefnas generado por citocininas co-
rrelaciona con la fosforilacién de S6 (Yakovleva, 1987).

* Ribosomas de trigo altamente fosforilados por adaptacién a altas
temperaturas presentan actividad de sintesis de protefnas proba-
da en un sistema in vitro (dependiente de poly-U) tres veces
mayor que los ribosomas de plantas controles. Por intercambio
de subunidades se determiné que la actividad incrementada de
la sintesis estd dada exclusivamente por la subunidad grande
(Fehling y Weidner, 1987).

Aunque ain faltan demostraciones mas contundentes para probar
la influencia de la fosforilacién de protefnas ribosomales en la actividad
ribosomal (Hershey, 1989), hasta ahora la posibilidad de que este sea
un mecanismo de control traducccional es muy atractiva y los resultados
en diversos sistemas parecen ser muy prometedores.
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Antecedentes experimentales.

Ademaés de lo mencionado en la introduccién, existen antecedentes
de nuestro propio laboratorio que justifican més ampliamente el plan-
teamiento del presente trabajo experimental.

En uno de ellos se da informacién sobre la relevancia de los men-
sajeros almacenados en la semilla durante la germinacién temprana de
mafz:

Haciendo el anélisis por electroforesis bidimensional de las protefnas
sintetizadas a 6 y 24 horas de germinacién, y habiendo bloqueado la
sintesis de mRNAs con#amanitina, se observé que a pesar de que los
ejes embrionarios contaban tGinicamente con los mensajeros almacenados
aparecfan nuevas proteinas a las 24 horas que no se sintetizaban a las
6 horas. Esto se interpreté como resultado de un control traduccional
durante la germinacion (Sanchez de Jiménez y Aguilar, 1984).

Por otra parte, trabajando con auxinas en la germinacién de mafz,
se observb que éstas alteran la fosforilacién de las protefnas ribosomales
(Pérez et al, 1990). Con el fin de determinar si esta alteracién influye
en la actividad ribosomal, los ribosomas se probaron en un sistema de
sintesis de protefnas in vitro dependiente de poli-U. Midiendo la veloci-
dad de traduccién a diferentes concentraciones de ribosomas se obtu-
vieron valores de Km aparente significativament mayores para tejidos
tratados con auxinas que para los controles,

En un esfuerzo por averiguar si tambien existfa efecto de la fosfo-
rilacién en la lectura de otro tipo de mensajes {no sintético), se probaron
estos ribosomas de tejidos estimulados por auxinas en un sistema de
sintesis in vitro pero ahora usando RNA de virus de Bromomosaico
como mensajero {[barra, 1990). Se encontré que los ribosomas de tejidos
estimulados con MCPP (una auxina sintética) traducfan con menor efi-
dencia uno de los cuatro mensajes virales, mientras que los tratados con
4c. fndolacético (la auxina natural, cuya influencia en la fosforilacién
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ribosomal es diferente que la del MCPP) presentaban mayor eficiencia
en la traduccion de otro de los mensajes.

Hipoétesis
Con base en todos los antecedentes aquf presentados, se planteé
la siguiente hipétesis de trabajo:
Durante la germinacién ocurren cambios en la fosforilacién-desfos-
forilacién de ciertas protefnas ribosomales y esto forma parte del meca-

nismo de control traduccional de los mRNAs almacenados y sintetizados
de novo.

Objetivos
* Caracterizar la fosforilaci6n de protefnas ribosomales durante
la germinacién de mafz.

o QObservar si este fenémeno es alterado por auxinas y/o alglin
otro estimulador.

¢ Determinar si la fosforilacién observada tiene algiin efecto en la
funcionalidad del ribosoma.
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A continuacién y como parte de los resultados, se presenta
una copia del artfculo sometido a revisién para su publicacién
en la revista “Plant Physiology”.
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ABSTRACT.

In vitro and iIn vivo rlbosomal proteins phosphorylation were
gtudied in maize embryonic axes at different stages of germination.
After nP—proteln labeling, the ribosomal proteins were 1lsolated
and analyzed by gel electrophoresis and autoradiography.
Speclﬂcnl’—ribosomal protein patterns were found for 3, 8, 16 or
24 h of germination for the In vivo but not for the in vitro
system. Main features on the In vivo pattern were a 30.9 kD
labeled band appearing from 8h lncubation up and a strong decline
of p incorporation on 15.8 and 14.8 kD protelns along
germination. Phosphorylation of the 30,9 kD protein was induced at
3 h by stress (heat or anoxla shock) but not by phytohormones or
other protein-kinase effectors. Analysis of the ribosomal subunlt
proteins obtained by sucrose gradient centrifugation indicated
that 14.8, 15.8 and 38 kD 32P-prc»t.eins are part of the large
subunit.

It is concluded that rlbosomal protein phosphorylation in majze
axes 1s developmentally reguiated, and it seems to have a role in

translational control.

INTRODUCTION.
" The phosphorylation of ribosomal proteins 1s known to be a
generalized phenomenon in animal as well as in plant cells, and
seems to be preclsely regulated by several internal and external

stimull (14,19,24) The relevance of thls phenomenon is based on
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the fact that it has been proved that protein phosphorylation of
initlation factors and ribosomal protelns participates l;\
controlling mRNA translatlion in different eukaryotic cell types
(1,12,18).

In seed germination, protein synthesis is one of the earliest and
more {mportant events re;:;ulred for seedling growth and
establishment. Initial protein synthesls 1in cereal embryos |is
mostly supperted by stored mRNA (15,25) , although newly synthesls
of mRNA has also been proved (6) . Some of the stored mRNA are,
however, not translated until late in ge.rminatlon (23). Similarly,
delay on mRNA translaticn onset has been demonstrated within the
embryogenesis-germinatlon process of cotton seeds (1i) The abave
data suggest that some kind of translatlonal control |is
functioning in embryos during seed germinattion.

Previous work in our laboratory has revealed fast

hosphorylation-deph horylatlon of ribosomal protelins in

F P P

germinatling malze embryonic axes (19). Based on these antecedents,
it can be considered that phosphorylation of ribosomal protelns
could be part of an overall mechanism centrolling the stored mRNA
translation at early stages of germination. The present research
wag undertaken to characterize the regulation of rlbosomal proteln

phosphorylation on maize axes durlng seed germinatlon,

HATERIALS AND METHODS.

Reagents: All  chemicals were purchased from Sigma Co.

dJZ

(JzP]—orthophnsphate {sp. act, 3.7 MBgq smole™) an P-7ATP (sp.
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act. 259 TBq mmole™') from England Nuclear.

Phytoregulators: I1AA (Indole acetlc acid) and BAP (bencyl amine
purine) were also purchased from Sigma Co. The MCPP [2(2-methyl,
4-chloro) phenoxypropionic acid)] was synthesized by Dr. Martha

Albores, Chemistry Department, Facultad de Quimica, UNAM.

Blological Material.

Malze embryonlc axes (Zea mays L. var. Chalquefio) were manually
dissected and disinfected as follows: axes from dry seeds (0.2 g)
vere rinsed Wwith 70%4 ethanol for 15 sec followed by 10 min in 5%
calcium hypechloride and finally rinsed three times with sterile
water. Disinfected axes were lncubated under sterlle conditions on
Murashige and Skoog medium in the dark at 25 °C. as previously

reported (3).

Ribosome and ribosomal protein isolation.

Ribosomes were Isolated after Sharf and Nover (24). Some
modifications were Introduced as follows: frozen axes were
homogenized in ilquid N2. The frozen powder was mixed with 7 ml of
buffer A-2 {20 mM Tris-HC1, pH 7.8, 5 mM MgClz, 20 mM KCi, 1 oM
PMSF, 1 mM NaF, 0.5% B-mercaptoethanol, 1% tritén X-100, 0.25 M
sucrose) plus 80 mM B-glycerophosphate as phosphatase inhibiter,
After successlve steps of centrifugation at S000 x g and 27000 x g
for 5 and 20 min each, the supernatant was layered onto 3 ml of

sucrose cushion (0.5 M sucrose and 0.5 M KCl in buffer A-2).
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Rlbosomes were sedimented at 250 000 x g for 4 h. The ribosomal

pellet was r pended on r fon buffer (20 mM Hepes~-KOH pH

7.6, 5 mM Mg acetate, 125 mM K acetate, 6 mM B-mercaptoethanol and

80 mM B-glycerophosphate). Rib 1 protelns were extracted with

acetic acid and magnesium acetate and preclpltated with acetone as

described by Ranjove and Gordon (21}.

Preparation of ribosomal subunits.

Functienal ribosomes were isolated after Fehling and Weldner (8)
adding 80 mM fS-glycerophosphate in all the buffers. Ribosomal
pellet was resuspended in 0.25 M sucrose, S50 mM Tris HCl (pH 7.6)
and 80 mM B-glycerophosphate; incubated 10 min at 37 °% with 0.5
M puromycln and 0.5 mM GTP. Then incubation mixture was made 1 M
KCl, 10 mM MgClz and 20 mM pB-mercaptoethanol. The suspension
contalining 30 DDsz of ribosomes was layered onto 15-30% llnear
sucrose gradient contalning 0.85 M KCl, 10 =M MgClz, 10 M
B-mercaptoethanol and SO mM Tris HCl {pH 7.6), and centrifuged at
270 000 xg for 5 hours at 10 9% (9). Gradients were withdrawn with
a denslty gradient removing apparatus (Aute Denst Flow IIC
Haake-Buchler, Saddle Brook, NJ, monltored with an LKB 2138
Uvicord S at 278 nm). Alliquots contalning the ribosomal subunits
were pooled and centrifuged 4 h at 250 000 xg . The pellets were

used for protein lsclation as indicated above.

Elsctrophoresis of ribosomal proteins.

The rilbosomal protelns were resuspended in sample buffer:
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75 wM Tris-HCl (pH 6.8), 8 M urea, 2.4% SDS, 12%
glycerol, 6% BA-mercaptoethanol and electrophoresed 1In SDS
acrylamide gels in a dlscontinuos buffer system according to
Laemmli (13). The resolving gel (11 cm length) contalned 16%
acrylamlde-bisacrylamide mixture (30:0.8). Electrophoresis was
performed at 80 V for 12 h. The gels were stailned with 0.24 (w/v)
Coomassie blue R, 50% (v/v) methanol and 7.5% (v/v) acetic acid.
Autoradlographs of the dried gels were obtained using Kedak X-0

mat £ilm and kept at -70 °C .

In vitro Ribosome phosphorylation,

Isolated rlbosomes were 7 pended in resuspension buffer (see

above) and in vitro autophosphorylated as reported: {7,20). The
assay mixture contained 50 mM Tris-HCl pH 7.9, 10 mM Mg acetate,
25 oM CaClz, 0.5 mM B-mercaptoethanol, 14 O. D.zmn_nf ribosomes as
source of enzyme and sustrate, 200 uM ATP, 0.25 pCi of “2P-y-ATP
in a final veolume of 50 ul. After 5 min at 27 oC the re.actlon was
stopped with acetic acld and magneslum acetate to get RNA
preclipitation {see above). The ribosomal proteins = were
electrophoresed and the autoradiographs were obtained from these

gels as described above.

In vivo Phosphorylation of Ribosomal Proteins.
Two hundred mg of embryonic axes were Incubated for different
periods on the putrient medium. Two hundred and fifty uCl of

32P-orthophusphate was added to the medium at the last hour of

23



incubation. After that , the axes were removed from the medium,
washed three times with sterile water and frozen in liquid N;
until used. For some experiments either 50 uM BAP or 23.3 pM of
native [AA or synthetic auxin, MCPP were added. In others heat
shock (42 °C for 20 min) or anoxia (vacuum for 20') were applied.
Ribogomes and ribosomal proteins were lsolated from these axes and

analyzed as indicated above.

RESULTS

The system used here is considered to represent a suitable model
to study the biochemical events occurrlng in axes during seed
germinatlion. This statement ls based on the following data: The
germnination perlod of the maize varliety used in this research last
approximately 24 h {4). At the end of this period, the
reristematlc cells of the embrycnic axes reiniclate cell division
following a pre-stablished timing pattern. The axes Iincubated
under the In vitro conditions stated in Materlals and Methods,
showed similar cell divislon timlng pattern, except that the
process started two hours earller (3},

It has previously been reported that isolated ribosomes from this
(2) and other specles (5) are capable of autophosphorylation,
Therefore, the first experiments were endowed to confirm thls
finding in maize rlbosomes and to define their pattern of
autophosphorylation during germination. To this end, ribosomes
were isolated from axes, incubated for different periods of time,

and exposed to r:'zP-ATP for 5 min. Their proteins were isolated
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and electrophoresed as indicated in Materlals and Methods. The
correspondant autoradlographs showed several labeled bands, a
pattern that was repeated in all the samples tested: 0, 3, 8 and
16 h of {ncubatlon (Flg, 1). The most prominent bands correspond
to 51.3, 38.9, 33.8, 28.8, 25.1, 18.6 (Fig 1).

The in vivo phosphorylation of the ribosomal proteins (Rb-P} was
also analyzed. Malze axes from quiescent seeds were incubated for
different perlods of time and one-hour pulse of 32P-orthophosphate
was applled prior to the end of the incubation period, The
isolated Rb-P were analyzed by gel electrophoresis and
autoradiography. The coomassie blue stained gels showed ldentical
patterns for axes at all the perlods tested (similar as In the In
vitro experiments; as the one shown in Fig 5). The autoradiographs
however, showed specific labeled bands for different periods of
Incubation (Flg 2). Most relevant differences were: 1) a 30.9 kD
protein heavily labeled at 8 h and later, but do not labeled at 3
h perlod, and 2) differential Intensities In two bands of low
molecular weight (15.8 and 14.8 kD approx.). These bands were
heavily labeled at 3 h incubation perlod and slowly decreased In
intensity until 24 h (Fig 2). At 30 h of germlnation these
protelns did not show any more *p Incorporation {data not shown).
The effect of exogenously applled growth regulators to the axes
was tested to see if phosphorylation of the 30.9 kD protein could
be Induced earlier than the developmentally pre-established period
observed in the In vivo experiments. Qulescent seed axés were in

vivo incubated with 32P'orthophosphate. E{ther bencylamine purine,
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(BAP) or native (IAA) or synthatic (MCPP) auxins wWere alsc added.
The isolated ribvosomal proteins from these axes u;re analyzed by
electrophoresis and autoradiography {(Fig 3). It 1s observed that
the phytoregulators did not modify the noramal phosphorylated
pattern, nor the 30.9 kD protein was phosphorylated Iln advance
{see 3h-control, Flg 2). Other posslble protein-kinase effectors
such as spermine, spermidine, calcium and calmodulln applied in a
slmilar manner to the axes also failled to Induce early
phosphorylation of the 30.9 kD proteln (Fig 3)}. On the other hand,
when the 3 h incubated axes received a heat or anoxla shock
treatments: 20 min at 45 °C; or vacuum to force water penetration
into the axes, the 30.9 KD band appeared labeled in the

electrophoretic pattern (Filg 3).

Experiments were design to test if phosphorylation of 30.9 kD
protein required de novo proteln synthesis and if so, whether it
was based on stored or newly syntheslzed mRNA. Specific inhibitors
of elther transcriptiocn (g=amanitin) or translation
{cycloheximide) were applied to the qulescent axes using vacuum to
force the entrance of the inhibitors and to Induce phosphorylation
of 30.9 kD protein at 3 h incubation. One hour RP-pulse was given
to these axes right before ending the 1lncubation period. Controls
were carried out to test the effectiveness of the Inhibitors:
block of "c—Urldine incorporation Into poly A® RNA, and of
”S—methionine into soluble protelns (data not shown). The

autoradiographic analysis of the Rb-P from these experiments
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showed the expected phosphorylated 30.9 XD protein on the 3 h
incubated vacuus conirol. The «-amanitln and the cycloheximide
treated-axes also showed thls band labeled (Flg 4). It Is
interesting to note that a 29 kD band also appeared in the pattern
of cycloheximlde treated axes (Flg 4). In a simllar experliment 1t
was possible to see that the 8 h phosphorylatlon pattern was not
wmodified by these inhibltors (data not shown).

To determine the ribosomal locatlen of the small melecular welight
rivosomal phosphoproteln, isolation of the two ribosomal subunits
from in vivo labeled ribosomes was performed. The method provided
a clear separatlon of the subunlts in the sucrose gradient and
Rb-P were {solated from each subunit fractlon. The stalned pattern
of each of the electrophoresed subunit Rb-P showed speciflc bands
for both, the large and the small subunits (Fig 5). At the end of
the process, however, low levels of QZP—lncorpnratlon were found
in both subunits, probably due to endogenous
proteln-phosphatase{s) actlon (Gadbrlela Sepglveda, personal
communication). Due to this Iimitatlion, the bands of these
proteilns in the autoradiographg were week. However 38, 15.8 and
14.8 kD bands were clearly observed In the large subunit pattern

(Flg &),

DISCUSSION

Phasphorylation-dephosphorylation of Rb-P has been recognized as a

relevant phenomenon in eukaryotlc cells (10). In plants, however,

the information available in regard to the characteristics of this
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phenomenon is very limlited. The data presented here, show for the
first time developmental controlled phosphorylatfon of Rb-P l:l
tissues of the maize embryonic axes during germination (Figs 1 and
2). One of the malin features of the maize Rb-P phosphorylation is
the tight timing control observed on the 30.9 kD protein. This
protein seems to correspond to the S-6 proteln reported in other
eukaryotic organisms, this based on its close molecular weilght and
phosphorylation response to heat shock and other type of stresses
(2,14) (Fig 3),

The proteln-kinase(s) responsible for ribosomal protein
phosphorylation early in germination do not seem to depend on
newly synthesized mRNAs nor on protein synthesis (Fig 4), but it
is already present in the tissues, although at 3 h the 30.9 kD
protein 1s stlll not phosphorylated. A wmechanism involving
pos-translation modificatlon of the enzyme(s) responsible for this
phosphorylation might be plausible explanation for this phenomenon.
Since stress (heat shock or vacuum shock) is able to induce 1in
advance this phosphorylation, mobllization of related cofactors,
activators or Inhibitors of the phosphorylatlon process shall also
be considered.

Another interesting observation on the developmental control of
the axes Rb-P phosphorylation &s the fast decrease of
uP-phosphorylatlon of protelns 15.8 and 14.8 kD as germination
progresses, These protelns seem to correspond to the acldic
proteins P1 and P2 both for thelr molecular weights and their

capaclty to be phosphorylated (16). The location of these two
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proteins in the large subunit (Fig 5) further supports this
identification (16,22}

Several reports have indicated that phosphorylation of S-6 proteln
stinulates protein synthesis initlation (10,17) and/ar
differentlal speed of mRNA translation (18). On the other hand,
phosphorylation of the acldic proteins P1 and Pz 1s known to be
relevant in the binding of these protelns to the elongation
factors during translation (16,22). Thus, the speclfic
developmental control on the phosphorylation of the putatlve
proteins S-6, P1 and Pz 1n malze axes, strongly suggests that the
expression of genetic Iinformation during seed germinatlon s
regulated at translatlonal level.Further work In our laboratory is
undertaken in order to deeper understand this step of

developmental regulation in maize seed germination.
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LEGENDS TO THE FIGURES

Figure 1

Autorsdliography of In vitro phosphorylated ribosomal proteins.
Maize axes ribosomes (14 O'D'awlm) after incubated for different
perfods of time (0, 3, 8 and 16 hﬁurs) were treated with 0.25 pCl
of p 7-ATP at 27 % for 5 minutes to get In vitro
autophosphorylation. >The ribosomal proteins of each assay systea
were precipitated and electrophoresed as described in Materlals
and Methods. The autoradfography was obtained using Kodak X-0 mat
fllm and keep in dark at -70 °C for 2 days. Heavy arrows indlcate
30.9, 15.8 and 14.8 kD location. Empty arrow points to 29 kD

protein.

Figure 2

h

Autoradiography of in vivo phosphorylated rib 1 proteins.

Malze embryonlc axes (200 mg) incubated 3, 8, 16 and 24 hours were
pulse laboled during the last hour with 250 pCt of p
orthophosphate. Ribosomal proteins were isolated and
electrophoresed as indicated in Materlals and Methods. The film

wag exposed to the dry gel for five days.

Figure 3
Effect of phytohormones and smome offectors on the In vivo

rib 1 protein phosphorylation pattern.
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Embryonic axes were incubated for three hours in absence (C) or
presence (®) of elther :a) 200 pl of 20 =M AIA‘ or MCPP; or 200 uf
of 0.05 mM BAP, during the last hour of incubatlon. b) Ca*'-Cax
(10 uM CaCl2 and 104 units of CaM (bovine calmodullin from Sigma.
Co) during the whole period. ¢) 100 ul 0.5 mM of both spermine and
spermidine durlng the whole period. ‘

H).- Heat shock 42 °C applied during the last 20 mlnutes of
incubation.

A).~ Anoxla shock.- vacuum applied for 20 amln to the axes,

All samples were one hour-pulse with nP-orthophonphAta . Control

at the right end corresponds to 8 h incubatien,

Figure 4

Effect of inhibitors of transcription and translation on
ribosomal protefn phosphorylation.

Embryonic axes weres incubated for 3 hours 1in presence of elther:
«-aman.~ a-amanitine (300 ul of a 20 ug/ml solution) or
CH.-cycloheximide (300 mul of a 100 ug/ml solution). These
inhibitors were forced to penetrate into the axes by applying the
inhibltor with 20 min of vacuum. "Stress control®: vacuum applied
to the axes for 20 aln with sterlle water instead of Inhibitor

solution.

Figure $
Sucrose gradient of ribosomal subunitwe.

Ribosomal subunits were obtained by puromycin treatment from
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malze axes nP-pulsa labeled as indicated in Materials and
Methods and analysed by sucrose gradient centrifugation.

A).- UV profile of the 15-30% sucrose gradient.

B).- Coomassle blue stained gel of rlbosomal proteins
electrophoresed four 12 h at 80 V: T-total ribosomal proteins;
L:Large subunit ribosomal proteins; S:small subunit ribosomal
proteins.

C).- Autoradiography of the large subunit ribosomal proteins.
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Resultados complementarios

Fosforilacién de proteinas ribosomales
durante la germinacién

Ademés de lo presentado en el artfculo anexo, se realizaron otros
experimentos que complementan la caracterizacién que se hizo acerca
del fenémeno en cuestién. Estos resultados se describen a continuacién:

En Ja figura 6 se presenta la fosforilacién de protefnas ribosomales
de ejes embrionarios de mafz imbibidos 5 {a) v 30 horas (b). De igual
manera que en el experimento presentado en la figura 1 del articulo, el
puiso de" P se dio Gnicamente durante la tltima hora de imbibicién. Es
posible observar que la protefna de 30.9 kD atin no incorpora fésforo
radiactivo entre las 4 y 5 horas de germinacién (momento en que se
dio al pulso) y que a las 30 horas sigue incorporando este radioisétopo.
En cambio las proteinas de 14.8 y 15.8 kD dejan totalmente de incor-
porar fésforo radiactivo a las 30 horas de germinacién.

En un esfuerzo por identificar las protelnas ribosomales fosforiladas,
se decidi6 tratar de determinar a que subunidad ribosomal pertenecfan
las especies fosforiladas. En el panel A de la figura & del artfculo se
muestra el perfil densitométrico del gradiente de sacarosa utilizado para
separar las subunidades de una muestra de ribosomas tratados con pu-
romicina (ver metodologfa descrita en el artfculo). En el panel B se
muestra la tincién con azul de Coomassie de las electroforesis realizadas
con la protfefna recuperada de cada pico del gradiente. Para fines com-
parativos se muestra un gel donde se separaron las protefnas totales del
ribosoma completo {T). Tal y como se esperaba este patrén es la suma
de los patrones electroforéticas de las subunidades (L+S). Al someter
ribosomas fosforilados {10 horas de germinacién) al tratamiento de se-
paracién de subunidades sélo fue posible obtener la autorradiograffa de
la protefna presente en la subunidad ribosomal grande (por las razones
que se mencionaran en la seccién de discusién), y parece ser que per-
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FIGURA 6: FOSFORILACION in vivo DE PROTEINAS RIBOSOMALES DE EJES
EMBRIONARIOS IMBIBIDOS 5(a) Y 30 (b) HORAS. EN AMBOS CASOS EL
PULSO DE FOSFATO RADIACTIVO SE DIO DURANTE LA ULTIMA HORA DE
IMBIBICION. ESTA FIGURA COMPLEMENTA LO MOSTRADO EN LA FIGURA 2
DEL ARTICULO. ’
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tenecen a ésta subunidad las fosfoproteinas de 38, 14.8 y 15.8 kD (figura
5C del articulo).

Con base en lo descrito en los antecedentes se probé si en este
sistema las auxinas alteran de alguna manera la fosforilacién de las pro-
tefnas ribosomales. Ademés de lo presentado en el artfculo, se prob6
si un pulso de AIA (auxina natural) a las 3 o a las 24 horas de germi-
nacién alteraba el patr6n de fosforilacién previamente descito. La Gnica
alteracién detectada fue la aparicién de ofra fosfoprotefna justo bajo la
especie de 30.9 kD (aproximadamente 28.2 kD) en el tratamiento de
auxina a las 24 horas (figura 7, camit C).

Se probaron ofros posibles estimuladores de la fosforilacién, como
el suero fetal de bovino y la insulina, cuyo efecto sobre la fosforilacion
de S6 esta bien descrito para sistemas animales. Como es posible ob-
servar en la figura 8 {carriles B y C) ninguno de ellos (a estas concen-
traciones y en esta etapa de la germinacién) altera la fosforilacién de
las protefnas ribosomales de ejes embrionarios de mafz.

Debido a que ninguno de los estimuladores probados fue capéz de
inducir la fosforilacién “temprana” de la protefna de 30.9 kD se decidi6
averiguar si la cinasa responsable de esta fosforilacién ya se encontraba
presente a las 3 horas, o si era necesaria su sintesis durante la germi-
nacién. Con este fin se analizaron las protelnas ribosomales de ejes im-
bibidos en presencia de un inhibidor de la sintesis de protefnas
{cicloheximida) o de un inhibidor de la transcripcién @amanitina). El
analisis se hizo tanto a las 3 horas, {figura 4 del articulo) como a las 10
horas de germinacién {figura 9 de Resultados).

Para asegurar la entrada de los inhibidores al eje embrionario se
utiliz6 vacio: los ejes secos se imbibieron en un pequeiio volimen de la
solucién del inhibidor y se expusieron en un matrdz 2 15’ de vacio a
4C. Esta metodologfa se ha usado en el laboratorio para provocar la
entrada de sustancias de alto peso molecular . De manera simultanea
se hizo un “control” donde un pequerio lote de ejes embrionarios reci-
bieron el mismo tratamiento de vacfo pero la solucién con la que se
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FIGURA 7: FOSFORILACION DE PROTEINAS RIBOSOMALES DE EJES
IMBIBIDOS 3 {a y b) O 24 HORAS (¢ y d) APLICANDO UN PULSO
DE AIA (20 ppm) DURANTE LA ULTIMA HORA DE IMBIBICION (b y

c© ), AL MISMO TIEMPO QUE EL PULSO DE ™P.
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FIGURA 8: FOSFORILACION DE PROTEINAS RIBOSOMALES DE EJES
EMBRIONARIOS IMBIBIDOS S HORAS. CONTROL (c), RIBOSOMAS DE EJES
ESTIMULADOS CON 125 pl DE SUERO FETAL DE BOVINO (SFB), O CON
200 pU DE INSULINA (Ins). EN TODOS LOS CASOS EL ESTIMULADOR
SE APLICG AL MISMO TLEMPO QUE EL PULSO RADIACTIVO (DURANTE LA
UOLTIMA HORA DE IMBIBICION).
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bafaron fue Gnicamente agua estéril. Como se observa en el control de
la figura 4 del artfculo el vacfo provocé la fosforilacién temprana de S6.
Este fen6meno lo atribuimos a estrés que el vacfo debe provocar al
tejido embrionario, vy seréd discutido posteriormente.

Volviendo a las figuras 4 del articulo y 9 de resultados parece claro
que la inhibicién de la traduccién o de la transcripcién no alteran o
evitan la fosforilacién de las protefnas ribosomales. En el caso de S6 los
inhibidores no evitan la fosforilacién inducida por el vacfo (figura 4 ,
artfculo) ni la inducida por el desarrollo que ocurre naturalmente después
de las ocho horas de imbibici6n (figura 9). Por lo anterior parece ser
que tanto las(s) cinasa(s} responsables de la fosforilacién de las protefnas
ribosomales como sus sustratos ya estdn presentes en la semilla seca,

El tnico cambio observado fue la fosforilacién producida por el
tratamiento con cicloheximida en la protefna que en el gel se presenta
justo abajo de la fosfoprotefna de 30.9 kD. Es posible que la fosforilacién
haya sido inducida por el esirés que la presencia del inhibidor provoca
en el tejido o por el bloqueo de la sintesis de alguna fosfatasa.

Ante el hecho de que una situacién de estrés como es el vacfo
provoca la fosforilacién temprana de la proteina de 30.9 kD, se decidi6
probar si otra situacién de estrés induce la misma respuesta. Ademas se
sabe que en otros sistemas el estrés de calor (heat shock) produce alte-
raciones en la fosforilacién de la protefna ribosomal S6, de 31 kD, asf
que se decidié probar esta situacién en nuestro sistema.

Ademids del patrén alterado de fosforilacién que se muestra en el
artfculo debido a estrés de calor, cuando se utilizé6 otra temperatura
{(45C) durante un periodo mayor (30') se obtuvo un patrén de fosfori-
laci6n ligeramente diferente (figura 10). Ambos presentan en comiin la
fosforilacién temprana de la protefna de 30.9 kD, pero el tratamiento
més dréstico (b) presenta ademas mayor incorporacién de P en la pro-
telna de 28.2 kD, y menor fosforilacién en la de 20.1 kD.
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FIGURA 9: FOSFORILACION DE PROTEINAS RIBOSOMALES DE EJES
EMBRIONARIOS IMBIBIDOS 10 HORAS EN PRESENCIA DE o~AMANITINA
{a) O CICLONEXIMIDA {b). LA FOSFORILACION A LAS 3 HORAS Y
EL CONTROL SIN INHIBIDORES SE PRESENTA EN LA FIGURA 4 DEL
ARTICULO.
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FIGURA 10: FOSFORILACIGN DE PROTEiNAS RIBOSOMALES DE EJES
EMBRIONARIOS DE MAiZ A LOS QUE SE LES DIO UN "SHOCK" DE

CALOR 20' A 42°C (a) O 30' A 45" C (b} AL FINAL DE LA IHBIBICIdN,
QUE EN TOTAL DURO 3 HORAS. EN AMBOS CASOS EL PULSO DE RADIACTIVIDAD
SE DIO DURANTE LA ULTIMA IORA.



Sintesis de proteinas durante la germinacién

Para determinar si los cambios en la fosforilacién de protefnas ri-
bosomales que se observaron a lo largo de la germinacién coinciden
con un cambio notable en la velocidad de sintesis de protefnas, se im-
bibieron ejes embrionarios de mafz durante diferentes periodos de tiem-
po v se les dio un pulso de metionina radiactiva (*S) durante la dltima
hora de imbibicién. Posteriommente se determiné cuanta radiactividad se
incorporé a la fraccién proteica en cada tratamiento y este valor se
comigié por la poza radiactiva determinada para cada caso {ver apén-
dice). Los valores obtenidos se presentan graficados en la figura 11.
Como es posible notar, la velocidad de sintesis va aumentando de ma-
nera constante conforme avanza el tiempo de germinacién. No parece
haber un cambio brusco en este pardmetro que coincida con el drama-
tico cambio que previamente se describié para la fosforilacién de ribo-
somas entre las 5 y 8 horas de genminacién,

Este experimento se repitié al menos tres veces y en ningln caso
fue posible observar algin cambio importante en la pendiente de la

grafica.

Con el fin de determinar si existe algin cambio cualitativo en la
sintesis de protefnas en este periodo (entre las tres y ocho horas de
germinacién) no atribuible a la presencia de nuevos mRNAs resultantes
de la transcripcion, se realiz6 el experimento cuyos resultados se esque-
matizan en la figura 13 (La esquematizaci6én de las fluorograffas fue
necesaria debido a que la baja exposicién de las fluorograffas hizo diffcil
obtener fotograffas con la calidad necesaria para su anélisis y posterior
impresién). La estrategia fue la siguiente:

Ejes embrionarios de mafz se trataron con=amanitina desde el prin-
cipio de la imbibicién con el fin de bloquear la sfntesis de novo de RNAs
mensajeros, de tal manera que para la sintesis de proteinas s6lo se uti-
lizaran los mensajes almacenados.
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FIGURA 11: VELOCIDAD DE SINTESIS in vivo DE PROTEINAS A
DIFERENTES HORAS DE GERMINACION. EL PULSO DE “S-METIONINA SE
DIO DURANTE LA ULTIMA HORA DE IMBIBICION Y SE CUANTIFICO LA

RADIACTIVIDAD INCORPORADA A MATERIAL PRECIPITABLE CON 20% DE
TCA.



FIGURA 12: GELES BIDIMENSIONALES DE PROTBI’NAS DEL SOBRENADANTE
POSRIBOSOMAL MARCADAS CON *S. LA DIFERENCIA EN EL CONTENIDO DE
PROTB{NA SE DEBE A QUE SE CARGARON IGUALANDO POR RADIACTIVIDAD
PARA FACILITAR LA INTERPRETACION DE LAS FLUOROGRAE‘fAS. 3 hrs.
DE GERMINACION (a); 3 hrs. con o-AMANITINA (b); 10 hra. (c);
10 hrs. CON A-AMANITINA.(d).
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FIGURA 13: REPRESENTACI&N BSQUEHR’TICA DE LAS FLUOROGRAFIAS
CORRESPONDIENTES A LAS ELECTROFORESIS BIDIMENSIONALES DE
PROTEINAS POSRIBOSOMALES MARCADAS CON METIONINA RADIACTIVA.

TRES HORAS {a y b) O DIEZ HORAS DE GERMINACION (c y d) EN
PRESENCIA (b y d) O AUSENCIA (a y c) DE ol~AMANITINA.

CON NEGRO ESTAN REPRESENTADAS LAS PROTEINAS COMUNES PARA LOS
CUATRQO TRATAMIENTOS. LAS FLECHAS SERALAN LAS PROTEINAS COMUNES
PARA 10 CONTROL Y 10« . LOS ASTERISCOS SERALAN AQUELLAS PROTEINAS
QUE 56LO APARECEN CUANDO SE INCUBA EN PRESENCIA DE o-AMANITINA.
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Con este procedimiento y comparando las {luorograffas de los geles
bidimensionales de las protefnas sintetizadas (marcadas con *S) a dife-
rentes horas de germinacién se pretendia observar si existe control tra-
duccional en ese momento de la germinacién, el cudl se manifestarfa
con la aparicién de protefnas diferentes en Jos geles de diferentes horas
de imbibicién, a pesar de que el juego de mensajes presente en los ejes
embrionarios serfa el mismo.

Si bien los patrones electroforéticos teiiidos con azul de Coomassie
son basicamente iguales {figura 12), es notable la diferencia que presenta
el patrén de proteinas recién sintetizadas (esquematizado en la figura 13
a partir de las fluorografias de cada tratamiento) entre las 3 y 10 horas
de germinaci6n: a pesar de que los geles se cargaron con igual cantidad
de radiactividad (nimero de cuentas), a las fres horas s6lo apreciamos
alrededor de 28 protefnas {A) mientras que a las diez horas es posible
distinguir cerca de 80 manchas (C). Por comparacién con el esquemna
del tratamiento de 10 horas con«amanitina (D}, parece ser que la ma-
yorfa de las proteinas que aparecen especificamente a las 10 horas (se-
fialadas con azul en C) son sintetizadas a partir de mensajeros que se
generan durante las fases tempranas de la germinacion, pues desapare-
cen st se bloquea la transcripcién (D).

Los tratamientos de 3hrs: A y B (control y con«amanitina) asf como
el de 10 horas conxamanitina (D) presentan alrededor de 20 protefnas
comunes que en el esquema se representan con negro; de estas especies
s6lo fue posible localizar 12 con razonable seguridad en el tratamiento
de 10 horas control (C).

Debido a que estas protefnas {sefialadas con negro) se presentan
tanto en los controles como en los tratamientos con#amanitina, es po-
sible pensar que se trata de protefnas que se sintetizan a partir de men-
sajeros almacenados. Cabe indicar que por pruebas realizadas en el
laboratorio, sabemos que la concentracién dekamanitina usada bloquea
en més de un 95% la sintesis de mRNA.
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En el esquema se seiiala con verde las protefnas que séio aparecen
en el control de tres horas de germinacién (A), con anaranjado las pro-
pias de 3 horas imbibidas en presencia de wamanitina (B), con azul
aquellas que aparecen sélo en el patrén de diez horas (C) y con rojo
las que aparecen especificamente en el tratamiento de 10 horas con

acamanitina (D).

Al comparar los esquemas B y D resulta claro que las protelnas
propias de cada tratamiento (anaranjadas en B y rojas en D) no son las
mismas, a pesar que estos dos tratamientos poseen el mismo juego de
RNAs mensajeros. Mas adelante se discutird este resultado como indica-
tivo de la presencia de control traduccional.

En el esquema se sefalan con flechas llenas aquellas protefnas cuya
sintesis parece ser comin en los tratamientos de 10 y 10. La mayorfa
de ellas no estan presentes a las ires horas de imbibicién (sélo una de
ellas aparece también en A). Como estas protefnas se sintetizan ain en
presencia dedamanitina, debe tratarse de especies que se expresan tni-
camente a las 10 horas, ain cuando sus mensajeros estén presentes
desde el principio de la imbibicién.

Finalmente se encuentran marcadas con asterisco (*) las protefnas
que sélo aparecen en los casos en que los ejes se imbibieron en presencia
de«amanitina (B y D).

En la figura 14 se muestra la fluorograffa de las protefnas riboso-
males extrafdas de ejes embrionarios que recibieron los mismos trata-
mientos que en la figura 14. El gel fue cargado igualando cantidad de
proteina.

A juzgar por que existe incorporacién de radiactividad desde las
tres horas de imbibicién, parece ser que Ia sintesis de proteinas riboso-
males empieza tempranamente en la germinacion.

A este tiempo la incorporacién de *S-metionina parece estar dis-
minufda por la presencia dexamanitina por lo que es posible que parte



FIGURA 14: FLUOROGRAFIA DE LAS PROTEINAS RIBOSOMALES MARCADAS
CON ®S~METIONINA DURANTE LA GERMINACION. LOS TRATAMIENTOS SON
LOS MISMOS QUE EN LA FIGURA 14.
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de la sintesis de estas protefnas a las tres horas esté dirigida por mensajes
recien sintetizados.

A las 10 horas de germinacién la sfntesis es muy abundante y el
tratamiento con «amanitina provoca una dréstica disminucién en la in-
corporacién. Parece ser que la contribucién de los mensajeros nuevos
es mayor a las diez que a las tres horas de imbibicién.

La tabla 1 presenta los datos cuantitativos de los experimentos mos-
trados en las figuras 13 y 14. Se presentan como valores relativos pues
cada experimento mostré valores absolutos diferentes, dependiendo de
la radiactividad utilizada y su incorporacién en cada caso.

A las tres horas de germinacién en presencia del inhibidor, la sintesis
de protefnas del sobrenadante posribosomal disminuye alrededor de un
60% , y en el caso de las protefnas ribosomales la disminucién es de
airededor de un 50%.

A las diez horas la incorporacién de metionina radiactiva aumenta
alrededor de un 75% respecto al control en el caso de las proteinas del
sobrenadante posribosomal y aproximadamente un 100% para las ribo-
somales. En ambos casos la presencia del -amanitina proveca la dismi-
nucién de la incorporacién a valores practicamente iguales que los
encontrados para las 3 horas en presencia del inhibidor. No parece haber
diferencia estadfsticamente significativa entre el comportamiento de las
protefnas ribosomales y las protefnas del sobrenadante pasribosomal.



_-_
TRATAMIENTO PROTETNAS POSRIBOSOMALES PROTETINAS RTBOSOMALES
3 hrs. C 1 1
3 hrs. « 0.345+0.097 0.535+0,263
lohrs. © 1.750+0.161 2.020+40.209
10hrs. of 0.31940.102 0.47940.134

TABLA 1: INCORPORACIéN RELATIVA DE ™S A PROTEINAS DEL SOBRENADANTE
POSRIBOSOMAL Y A PROTEINAS RIBOSOMALES DURANTE LA GERMINACION, EN
PRESENCIA Y AUSENCIA DE o-AMANITINA.

LOS VALORES PRESENTADOS SON RELATIVOS AL CONTROL. n=3.




Discusién

Seguramente en algunos aspectos de esta discusién se repetiran
ideas que ya se manejaron en el artfculo, sin embargo para exponer un
analisis general de esta tesis es necesario hacer una interpretacién global
de todos los resultados obtenidos.

A) Fosforilaciéon in vivo e in vitro de proteinas
ribosomales durante la germinacién de maiz

En la figura 1 del articulo se muestra la “autofosforilacién " que

sufren los ribosomas extraldos de ejes embrionarios con diferentes horas
de germinacién. Decimos que se trata de autofosforilacién pues en el
ensayo no se agrega otra cinasa mas que la(s) presente(s) en la prepa-
racién ribosomal, y por la metodologfa empleada en su extraccion (a
través de un colchén de sacarosa con 0.5 M de KCl), estos ribosomas
no parecen tener ofras protefnas ademéas de las estructurales (Browning
et al, 1985; Scharf y Nover, 1982) asf que la actividad de cinasa esta
a cargo de protefnas que constituyen al ribosoma. Hay que decir que
el significado que tiene la autofosforilacién en los ribosomas es desco-
nocido.

Las protefnas que in vivo sufren esta modificacién covalente son
varias pero llaman la atencién aquellas cuyo estado de fosforilacién cam-
bia a lo largo del tiempo, esto es: la de 30.9 kD, en la que la incorpo-
racién de fésforo radiactivo se inicia entre las 5 y 8 horas de
germinacién, y las de 14.8 y 15.8 kD, cuya incorporacién de fésforo va
decreciendo marcadamente hasta cesar por completo a las 30 horas de
germinacién (figura 2 del articulo).

Al comparar la fosforilacién in vivo e in vitro pareciera que se trata
de dos fenémenos diferentes: in vivo se presentan importantes cambios
en la fosforilacién a lo largo del tiempo de germinacién, que a juzgar
por el escaso éxito para alterarlos con estimuladores externos (figura 3
del artfculo y figuras 7,8 y 9 de Resultados), parecen estar estrictamente



regulados por seiiales intemas propias del desarrollo. Ademas debido
a que las fosforilaciones en un caso y en ofro no son en los mismos
sitios ni con la misma intensidad es muy posible que se trate de diferentes
enzimas.

Cabe mencionar aqul que este mismo experimento de la
fosforilacién In vivo se repitié tres veces anteriores, pero no se lograba
tener suficiente incorporacién de *'P en protefnas ribosomales como
para revelar la autorradiograffa en un tiempo razonable. Fue hasta que
se utilizé6 B-glicerilfosfato en todos los amortiguadores que obtuvimos
resultados como el que aquf se presenta, Asf pues estas fosforilaciones
parecen estar muy expuestas a fosfatasas durante la extraccién,

De alguna manera esta importante actividad de fosfatasa sobre el
ribosoma ayudaria a explicar por qué no existe consenso acerca del
namero de protefnas ribosomales que se fosforilan, y por qué no siempre
son exitosos los intentos para determinar si esta fosforilacién tiene algtn
efecto en la traduccién,

Se hicleron algunos esfuerzos para tratar de identificar las protefnas
ribosomales fosforiladas y aunque no son suficientes resultan muy alen-
tadores los pocos resultados que se obtuvieron en este sentido: Las fos-
foprotefnas de 14.8, 15.8 y 38 kD se encuentran en la subunidad grande
ribosomal (figura 5C del articulo} y la de 30.9 kD no parece encontrarse
en esta subunidad.

La razén por la que no se muestra la autorradiograffa correspon-
diente a la fosforilacién en la subunidad pequefia es metodol6gica: a
pesar de que la resolucién que se logré al separar las subunidades en
el gradiente de sacarosa es bastante aceptable (fig 5A) y de que el ren-
dimiento es suficiente para detectar las protelnas aGn con azul de coo-
massie (fig. 5B), la radiactividad en la subunidad pequefia no fue
suficiente como para observarse en la placa autorradiogréfica. Este pro-
cedimiento se repiti6 vatias veces poniendo los mismos inhibidores de
fosfatasas que fueron efectivos durante la extraccién de ribosomas (B-
glicerilfosfato y fluororo de sodio) y sin embargo el fésforo incorporado



a protefnas “desaparece”, mostrando que los inhibidores no son eficien-
tes durante la manipulaci6én que requiere este proceso. Si bien este hecho
nos causa intriga, resultados de otros estudiantes en el laboratorio de-
muestran la presencia de protein-fosfatasas entre las protefnas estructu-
rales del ribosomas, y esta actividad no es bloqueada con 8-glicerilfosfato
en los ensayos in vitro (Sepulveda, comunicacién personal). Es posible
pensar que la cercanfa fisica de la fosfatasa con su sustrato haga poco
efectiva {a presencia del B-glicerilfosfato, pues éste inhibe a las fosfatasas
por competencia con su susirato.

Si bien de ninguna manera son concluyentes, los datos hasta ahora
obtenidos {peso molecular y posible localizaci6n en subunidades) per-
miten pensar que la identidad de las protelnas en cuesti6n es la siguiente:
L7 yL12 (o P1 y P2) para las bandas de 14.8 y 15.8 kD y S6 para la
banda de 30.9 kD. Ademés el patrén de fosforilacién obtenido se com-
par6 con los pocos que para vegetales hay en la literatura, y tanto el
peso molecular como la localizacién en subunidades de las fosfoprotefnas
coinciden (Schaxf y Nover, 1982).

A reserva de identificar las fosfoprotefnas por otros métodos, si efec-
tivamente se trata de las proteinas L7, L12 y S6 el fenémeno es més
interesante aln pues se trata precisamente de las protefnas ribosomales
cuya fosforilacién estd descrita, v ademds se ha reportado su posible
participacién en fenémenos de contro! traduccional (Mc Connell y Ka-
plan, 1982; Vidales et al, 1984; Nielsen et of, 1981; Nielsen et al, 1982;
Burkhard y Traugh, 1983; Palen y Traugh, 1987).

B) Control traduccional durante la germinacién

El aumento en la velocidad de sintesis de protefnas en un tejido
dado puede ser reflejo del aumento en la formacién de polisomas. Si
la fosforilacién de S6 entre las 5 y 8 horas de germinacién provocara
aumento en la cantidad de ribosomas unidos a polisomas como esté
reportado para otros sistemas (Nielsen et af , 1981), o facilitara la ini-
ciacién de la sintesis de protefnas {Thomas et al, 1982) creemos que



esto se verfa reflejado en un aumento significativo en la velocidad de
sintesis de protefnas entre las 5 y 8 horas de germinacién.

La gréfica de la figura 11 muestra que el aumento en la velocidad
de incorporacién de metionina radiactiva a lo largo de la germinacién
es constante, por lo que creemos que la fosforilacién de S6 no es el
factor causante de este aumento.

Sin embargo es curioso hacer notar que el aumento en la velocidad
de sintesis parece paralelo a la disminucién en la fosforilacién de los
protefnas ribosomales que podrfan comresponder a las protefnas 4cidas
{14.8 y 15.8 kD} . Desde luego serfa necesario cuantificar la radiactividad
incorporada a estas protefnas para ver si efectivamente existe una rela-
dén cuantitativa, Esta determinacién tendrfa que considerar no sélo la
densitometrfa de las autorradiografias sino también en forma critica el
tamano de la poza de ATP radiactivo que se encuentre disponible en
cada etapa de la germinacién.

Si en un analisis cuantitativo mas estricto sf se encontrara relacién
inversa entre la velocidad de sintesis y la de incorporacién de fésforo
en las protefnas acidas podria especularse sobre el papel de la fosfori-
lacién de estas protefnas:

Actualmente se cree que la afinidad que tienen las protefnas &cidas por
el ribosoma depende de su fosforilacién (Vidales, 1984), de tal manera que
aquellas protefnas fosforiladas son las que estén integradas al ribosoma.
Ademaés se sabe que son las protefnas acidas fosforiladas las que permiten
mayor velocidad de elongacién (Mc Conel y Kaplan, 1982). Si esto
funcionara para el presente sistema de estudio podrfa ser que la incorpo-
racién de fésforo radiactivo en las protefnas acidas del ribosoma fuera
necesaria para la integracién de los monosomas a polisomas, y conforme
disminuye la cantidad de monosomas (al ir aumentando la de polisomas,
Sénchez de Jiménez et al, 1981) la incorporacién de fésforo radiactivo a
protefnas acidas disminuye también. El no encontrar las protefnas acidas
“fosforiladas” a las 30 horas con pulso de fésforo radiactivo puede ser
resultado de que las protefnas ya incorporaron fésforo “frfo” durante las
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horas anteriores al pulso, y que ya no hay “monosomas que fosforilar” pues
todos se encuentran enganchados a polisomas.

Desde luego es muy posible que existan otros factores que limiten
la velocidad de sintesis de protefnas como son la energfa disponible para
la sintesis de protefnas, actividad de las aminoacil-tRNA sintetasas, poza
disponible de aminoécidos, sintesis de ribosomas etc., y sean estos otros
elementos los que determinen el aumento en la velocidad de sintesis.

La germinacion de semillas es un proceso que trae consigo un fuerte
cambio de expresi6n génica el cual es fundamental para el desarrollo
de la plantula. Presenta caracterfsticas muy peculiares como el hecho de
que coexisten RNAs mensajeros que se formaron durante una etapa de
desarrollo diferente con RNAs mensajeros que son producto de una re-
programacién en la expresién génica.

Si bien e! papel que juegan los mensajeros almacenados en esta
nueva etapa del desarrollo es motivo atin de controversia, su presencia
y su traduccién durante la germinacién temprana es un hecho amplia-
mente aceptado.

Es por esto que, sin negar la importancia fundamental que tiene el
confrol transcripcional en la germinacién, y con base en los hallazgos
sobre fosforilacién de las protefnas ribosomales en este momento del
desarrollo, se decidi6 averiguar si una parte complementaria de la es-
trategia para modular la expresion genética en este sistema es también
el control traduccional, el cual afectara el proceso a nivel cualitativo.

Ademas de lo encontrado en la literatura, los resultados del expe-
rimento de la figura 13 (Resultados) ofrecen apoyo a la existencia de
control traduccional durante la gemminacién:

El hecho de que el patrén de proteinas sintetizadas cambie tan
draméticamente en los controles a las 3 y 10 horas de germinacién
(figura 13, A y C) sugiere que este es un momento en que esta suce-
diendo un cambio importante en la expresién genética del sistema. El



hecho de que al utilizar«amanitina el patrén de 10 horas (D) sea casi
igual que los de 3 hrs. control (A} y 3 hrs. conskamanitina (B) parece
confirmar que el componente transcripcional tiene fuerte peso en el cam-
bio de expresi6n.

Sin embargo, aunque existe un mismo juego de mensajes en 3 y
10 (B y D), porque esta bloqueada la transcripcién, en estos dos mo-
mentos distintos de germinacién se sintetizan algunas protefnas diferentes
(senaladas con color naranja en B y con color rojo en D) ademas de
un “set” comtin (en negro). Lo anterior indica que algunos de los men-
sajes que estén presentes desde el principio de la imbibicién de la semilla
s6lo se expresan en momentos especificos de la germinacién, segura-
mente como respuesta a alguna sefial intema.

Es posible que este control traduccional sea un mecanismo comple-
mentario al de destrucci6n y sintesis de RNAs mensajeros, necesario para
modular eficazmente la expresién genética en este momento del desarrollo.

Las manchas sefialadas con flechas (C y D) parecen tratarse de
protefnas que se sintetizan tnicamente a las 10 horas de germinacién.
A juzgar por su presencia a pesar del«amanitina (D), sus mensajes se
encontraban presentes desde el principio de la germinacién y sin em-
bargo no se traducen a las tres horas de imbibicién.

Lo anterior puede suceder si algunos de los mRNAs se encuentran
compartamentalizados en algtin sitio, por ejemplo nicleo, y estan fuera del
alcance de los ribosomas (Hammett y Katterman, 1975) o si se encuentran
asociados a protefnas formando partfculas ribonucleoproteicas llamadas
informosomas {Peumans et al, 1979), por lo que su traduccién ests
bloqueada.

Otra posibilidad (que no necesariamente excluye a las anteriores)
es que la maquinaria de sintesis sufra algun cambio que haga que a
diferentes horas de germinacién se favorezca diferencialmente la lectura
de algunos mensajeros (modulacién a nivel traduccional). Este cambio
bien puede ser debido a la fosforilacién de S6.

69



Sin méas bases que la coincidencia temporal y la relacién reporiada
en la literatura entre control traduccional y fosforilacién de protefnas
ribosomales, creemos posible que en la germinacién de matz la diferencia
en fosforilacién de S6 entre las 5 y 8 horas de imbibicién sea parte del
mecanismo de seleccién de RNAs mensajeros que hace posible que al-
gunos se traduzcan a las tres y otros a las diez horas de germinacién.

Hay que mencionar también que ante el tratamiento con«amanitina
aparecen tanto a las tres como a las diez horas de germinacién dos
protefnas (sefialada con asterisco en B y D). Es posible que fa presencia
de estas protefnas sea una “respuesta” al estrés provocado por la pre-
sencia del inhibidor.

Asf pues por los resultados de los experimentos con metionina *s
se concluye que existe un importante cambio cualitativo en la sintesis
de protefnas durante las primeras horas de germinaci6n, y que este cam-
bio no es reflejo Gnicamente de la transcripcién, asi que se sugiere la
presencia de control fraduccional en esta etapa de la germinacién.

A reserva de confimar plenamente la existencia de control traduc-
cional en este momento de la germinacion, este fenémeno podra ser
parte de la estrategia general por la cual el eje embrionario reprograma
su expresién génica para ahora desarollar una plantula.

Si el control traduccional sucede en parte a través de la fosforila-
cién-defosforilacién de las protefnas ribosomales, “descubrir” cuéles son
los elementos que regulan la fosforilacin serfa muy importante para
determinar las sefales que provocan el fenémeno de la germinacién.

Por otra parte los RNAs mensajeros sujetos a control traduccional
deben tener caracterfsticas estructurales que harfan posible su seleccién
por ribosomas “fosforitados”. El conocer estas caracterfsticas estructurales
nos permitirfa entender mejor el fen6meno de selecci6én de mensajes, y
sondeando ofros sistemas reconocer su importancia en los otros casos
donde est& descrita la fosforilacién de S6.

70



C) Estimuladores externos en la fosfrorilacién
de proteinas ribosomales

Haciendo uso de la infonmacién encontrada en la literatura decidi-
mos aplicar diversos estimuladores para tratar de inducir la fosforilacién
temprana de la proteina “S6".

Ademés de los incluidos en el articulo, utilizamos suero fetal de
bovino (SFB) e Insulina {Ins.} {figura 8, resultados). La razén para pro-
barios es que estan descritos como estimuladores de la fosforilacién de
56 en sistemas animales (Thomas, & al, 1982 ). Ademas aunque aln
no ha sido descrito para plantas, se sabe que hormonas del tipo de la
insulina (“insulin-like”) estdn presentes en organismos muy alejados de
los mamfferos, como esponjas {Robitzki et al, 1989), por lo que parecen
estar muy conservados a lo largo de la evoluci6n.

Sin embargo ninguno de los estimuladores probados produjo la fos-
forilacién temprana de S6. Si bien es posible que fas plantas no respon-
dan a estos estimuladores, aln no podemos descartar que sea en otros
tejidos o en otros momentos del desarrollo cuando la planta sea capaz
de responder a ellos, Serd hasta que se identifique la cinasa de S6 en
plantas, cuando podamos determinar sl sus activadores son comtines a
los de los animales.

El AIA (auxina natural) se probé a dos diferentes tiempos de ger-
minacién: 3 hrs (resultado incluido en el articulo, Figura 3) y a 24 horas
{fig 7, resultados). E! dnico cambio visible fue la aparicién de una banda
fosforilada de 28.2 kD. La cercanfa con la banda de 30.9 kD puede
sugerir que se frata de una especie de la misma protefna perc con di-
ferente estado de fosforilacion pues estd descrito que la presencia de
grupos fosfato en una protefna puede alterar su movilidad electroforética
en geles de SDS (Ericson y Maller, 1989). Desde luego esto no descarta
que pueda tratarse de una proteina totalmente diferente pero de peso
molecular semejante.
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El hecho de que la fitohormona provoque algin cambio en 1a fos-
forilacién a las 24 pero no a las 3 horas de imbibicién podrfa explicarse
si consideramos que el tejido puede no ser responsivo a auxinas en
horas tempranas de germinacién. En la literatura estd descrito que un
mismo tejido puede presentar diferentes protefnas de unién a auxinas
{posibles receptores) a lo largo de su desanrollo (Shimomura et al, 1988).

Si ésto sucediera durante la germinacién significarfa que incluso la
sensibilidad a estimulos extemos es una “capacidad” que el embrién
genera quizds como respuesta a su programa de desarrollo preestable-
cido.

D) Estrés y fosforilacién de proteinas ribosomales

Se ha reportado que el estrés de calor (“Heat-Shock™) estimula el
recambio de f6sforo en la protefna ribosomal S6 (Sharf y Nover, 1982;
Glover, 1982).

En el sistema usado en este trabajo, el estrés de calor hizo que la
protefna S6 incorporara fésforo radiactivo desde las tres horas de ger-
minacion (figura 3 del artfculo). Ademéas provocs desfasforilacién de la
proteina de 20.1 kD, y en algunos de los experimentos (fig 10 B), de-
pendiendo del tiempo que durd la incubacién y si se realizé a 45C 0 a
42C, se aument6 la fosforilacién de una protefna de 22 kD y de la
protefna de 28.2 kD. (ver figura 10).

Tanto el estrés de vacfo como el estrés de calor provocaron la fos-
forilacién “temprana” de la proteina ribosomal de 30.9 kD.

De momento no es posible asegurar que la fosforilacién provocada
por sefales intemas del desarrollo (a las ocho horas de germinacién)
sea igual que la provocada por los diferentes tipos de estrés. A pesar
de que se frata de la misma protefna fosforilada es posible que esta
madificacién covalente se ubique en diferentes posiciones. Si esto fuera
asf, la fosforilacion en ambos casos probablemente tendrfa diferente sig-
nificado funcional, tal y como estd descrito para la fosforilacién de S6
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por una cinasa dependiente de cAMP o por una cinasa activada por
proteasas (Palen y Traugh, 1987).

Ahora bien, si la fosforilacién de S6 provocada por el desarrollo v
por el estrés estuviera a cargo de la misma cinasa podria tratarse de un
efecto convergente de dos senales distintas que en algin punto compar-
ten la via de transducci6n.

Es interesante mencionar aquf que para otros sistemas se ha re-
portado una situacién semejante, en el sentido de que respuestas que
se crefan exclusivas de “heat-shock” se presentan durante ciertas etapas
de desarrollo:

En el caso de Drosophila los mRNAs que codifican para las protef-
nas de estrés de calor (HSP) de 26, 28 y 83 kD son inducidos a altos
niveles en las células nodrizas del ovario. Los mensajeros para las HSPs
de 22, 23, 26 y 28 kD se inducen también durante el dltimo tercio de
la transicién larva-prepupa (Lindquist, 1986).

Cooper y colaboradores, al caracterizar la respuesta a estrés de calor
de diferenies tejidos de mafz, encuentran que las HSPs de 70 y 72 kD
se expresan constitutivamente en los granos de polen durante su germi-
nacién, mientras que en otros tejidos estas protefnas tinicamente se sin-
tetizan duante estrés de calor (Cooper et al, 1984).
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Conclusiones

El presente trabajo muestra por primera vez que existe fosforilacién
de protefnas ribosomales en ejes embrionarios de malz durante las pri-
meras 30 horas de germinacién.

El patr6n de fosforilacién cambia notablemente a lo largo de la
germinacién:

A las ocho horas de imbibicién se inicia la incorporacién de f6ésforo
radiactivo en una proteina de 30.9 kD

Las protefnas de 38.1, 15.8 y 14.8 kD incorporan fuertemente f&s-
foro radiactivo desde las tres horas de germinacion; esta incorporacién
va disminuyendo conforme avanza la imbibicién hasta cesar casi por
completo a las 30 hrs. de germinacién.

Esta fosforilacion parece estar fuertemente regulada por el desarrollo
pues ninguno de los estimuladores probados logré alterar el patrén de
fosforilacién intemamente establecido.

De manera preliminar se identificaron algunas de las proteinas ri-
bosomales fosforiladas: aquellas que en nuestro sistema presentan peso
molecular de 14.8 v 15.8 kd creemos que se tratan de las protefnas L7
y L12 { 0 P1 y P2) por su coincidencia en el peso malecular reportado
y su ubicacién en la subunidad grande ribosomal.

La fosfoprotefna que en nuestro sistema se presenta con 30.9kD de
peso molecular parecerfa ser que se trata de la proteina S6. Esto es con
base tanto en su peso molecular reportado como en la alteracién de su
fosforilacién por situaciones de estrés (calor y vacio). Aunque no en forma
definitiva se sugiere que pertenece a la subunidad pequeia ribosomal.

La fosforilacién de las proteinas ribosomales en la germinacién no
depende de sintesis de protefnas por lo que se concluye que la(s) ci-
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nasa(s) responsables de este fenémeno ya esta(n) presente(s) en la se-
milla seca. i

Durante las primeras horas de la germinacién de mafz se observa
un fuerte cambio en las protefnas sintetizadas por el eje embrionario.
Este cambio es atribuible en su mayor parte a cambios en la transcrip-
clén, sin embargo experimentos con bloqueadores de la sintesis de men-
sajeros revelan lo que parece ser un componente de control traduccional
en este mismo sistema.

La fosforilacién de la protefna S6 coincide temporalmente con cam-
. bios cualitativos en la traduccién que no son debidos Gnicamente a la
aparicién de nuevos mensajes.
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Apéndice: Metodologia no descrita
en el articulo

Medida de la velocidad de sintesis de proteinas
durante la germinacién

Para cada tratamiento se sembraron 20 ejes embrionarios de maiz
disectados manualmente en medio Murashige y Skoog (1962) y se man-
tuvieron a 258 en oscuridad durante los tiempos indicados. Durante la
dltima hora de siembra se aplicé un pulso de metionina® $ (actividad
especifica 41.8 TBg/mmol; 100 uCi por tratamiento en un volimen de
100 pl), se retiraron los ejes del medio de cultivo, se lavaron fres veces
con agua estéril y se congelaron a -70C hasta su uso.

La molienda se realiz6 en morteros estériles con nitr6geno liquido
y arena de mar (Sigma) camo abrasivo. El polvo se pas6 a tubas Corex
donde se mezcl6 vigorosamente con 6 m! de amortiguador (Tris-HCl1 50
mM pH 7.6, KCt 50 mM, MgCl 10 mM, B-mercaptoetanol 5§ mM, NaF
5 mM y PMSF 1 mM). Después de centrifugar a 27,000xg durante 10
minutos se tom6 una alfcuota del sobrenadante para cuantificar la toma
de radiactividad de cada tratamiento (poza). Al resto del sobrenadante
se le agreg6é NaOH hasta alcanzar una concentracién de 1M y se calent6
a 37C durante 10 min para hidrolizar los tRNAs. Posteriormente la mez-
da se neutralizé con TCA al 100% y se agregé ademdas un exceso de
éste hasta alcanzar una concentracién del 10%. Las muestras permane-
cieron en hielo al menos tres horas, se centrifugaron a 10,000 xg durante
5 minutos y las pastiflas se lavaron con éter varias veces hasta quitar el
TCA. Las protefnas se resuspendieron en el mismo amortiguador utili-
zado para la molienda y se cuantificé la radiactividad incorporada a
proteina mezclando una alfcuota con 10 m! de liquido de Bray que
contiene PPO 0.4 % , POPOP 0.02 % , Naftaleno 6 % , Etilenglicol 2
% y Metanol 10 % en Dioxano {Bray, 1972) en viales y contando en
un aparato de centelleo liquido Minaxi-B8 Tri-carb.
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El valor de incorporacién de radiactividad obtenido se corrigié por
el valor de la poza de cada tratamiento.

Anilisis electroforético de las proteinas sintetizadas
durante la germinacién

Los ejes embrionarios se sembraron como se mencioné anterior-
mente s6lo que el pulso de metionina radiactiva se dio durante la dlima
hora y media de imbibicién,

Para los tratamientos en los que se bloque6 la sintesis de mRNAs
los ejes secos se trataron con 15 ug (en 150 ul) dexamanitina durante
diez minutos, y posteriormente se sembraron. Se les dio un refuerzo 10
Mg destamanitina al aplicar el pulso de radiactividad. Los controles se
trataron de la misma manera pero con agua estéril en vez de la solucién
del inhibidor de la transcripcién. Al terminar el periodo de imbibicién
se lavaron y congelaron tal como se describi6 previamente.

Se decidi6 utilizar las protefnas del sobrenadante posribosomal para
as{ evitar la interferencia en la electroforesis del RNA ribosomal y de los
péptidos nacientes. Es por esta razén que después de marcar los ejes con
-S y lavarlos, se sigui6 la metodologfa de extraccién de ribosomas mencio-
nada en el articulo, y las protefnas se precipitaron a partir del sobrenadante
posribosomal con 5 voliimenes de acetona, se resuspendié en agua y luego
se reprecipit6 llevando la muestra hasta un 20% de TCA. Después de lavar
la pastilla se resuspendié en amortiguador de muestra (Urea 9.5M, anfolinas
4%, B-mercaptoetanol 5 % y NP-40 2%), se tomé una alfcuota para
cuantificar radiactividad y una muestra de cada tratamiento de sometié a
electroforesis bidimensional de acuerdo a la técnica de no equilibrio
(NEpHGE) modificada por O'Farrel (1977). La primera dimensién se
realiz6 en geles de 7cm de longitud en presencia de anfolinas con rango de
pH 3-10. El isoelectroenfoque se corri6 por un total de 3.5 horas (30’ a
100v, 45’ a 200v, 75 a 300v y 60’ a 500v) con polaridad invertida. Los
geles se sacaron de los tubos y se almacenaron en amortiguador de diélisis
(Tris HC1 0,06M pH 6.8, SDS 2% , B-mercaptoetanol 5 %, glicerol 10% y
azul de bromofenol 0.002%) congelados hasta su uso.
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La segunda dimensién se realizé en minigeles (Mighty small 1I,
SE250, Hoefer Scientific Instruments) donde el gel separador contenfa
15% de acrilamida-bisacilamida (30:0.8). Se corti6 a voltaje constante
(120v) hasta poco después de la salida del frente.

Los geles se tifieron con azul de coomassie, se destiferon con so-
lucién de metano! (30%) y 4cido acético (7%) , se lavaron con agua
durante 30 min y luego se sumergieron en una solucién de salicilato
de sodio 1M {pH 5-7) durante 15’ lo cual sustituye exitosamente el
tratarniento para fluorograffa con PPO y DMSO.

{Chamberlain, 1979). Inmediatamente después se secaron (secador
de geles Bio-Rad, modelo 224) sobre papal Whatman 3MM , se expu-
sieron a pelfcula autorradiografica Kodak X-Omat, y permanecieron a
-70°C hasta su revelado.
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