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INTRODUCCTION

E1 interés constante por el mejoramiento de las semillas
ha llevado a investigar 1la organizacidn de su genoma y la regula-
cidén de su expresidén. E1 propdsito del presente trabajo tiene --

que ver con lo Gltimo.

Tomando como base que el acido ribonucléico y las pro--
teinas son los productos funcionales de los genes, el estudio de-
la presencia, ausencia o alteracidn de esas macromoléculas puede-

.

servir para la determinacidn de los genes.

Nosotros tratamos de comparar de una manera indirecta -
la expresidn de los genes para proteinas ribosomales de los si- -
guientes tres tipos de semillas: trigo, centeno y el hibrido for-
mado por estos dos, el triticale. Esperdbamos encontrar diferen-
cias entre los patrones electroforéticos de las proteinas riboso-
males de las semillas mencionadas, debido a que taxondmicamente -
pertenecen a géneros diferentes y ademids presentan entre si dis--

tintos grados de haploidia.

En realidad este trabajo consistid en aislar tanto los-
ribosomas como las proteinas ribosomales de las sipuientes varie-

dades de semillas: Triticum aestivum variedades Potamo y Tobari,-




Triticum durum var. Cocorit, Secale cereale var. Snoopy Bulk, cen

teno de varias variedades mezcladas y Triticale Maia I, también -
se trataron de establecer los criterios de pureza de los riboso--
mas, y principalmente comparar los patrones de las proteinas ribo
somales, por medio de la técnica de electroforésis en geles de po

licrilamida en una dimensidn.

Se sabe que las proteinas que migran separadamente en -
electroforesis en geles de poliacrilamida, son consistentemente -
diferentes, y pueden diferir en los amino dcidos que las componen,
en la secuencia de los mismos, en su conformacidn o en su estado-
de agregacién, todo ello como consecuencia de los diferentes ge--

nes que las regulan.

Sin embargo, dos proteinas con igual movilidad electro-
forética no necesariamente van a ser idénticas, esto se presenta-
cuando se tiene un patrdn complejo como el de las proteinas ribo-
somales. Por lo tanto, el nimero de bandas presentes en un gel-
puede ser menor que el niimero de proteinas diferentes en un ribo-
soma. Por estas razones, la electroforésis en una dimensidn es -
un criterio aproximado para encontrar homologias o falta de ellas,
en mezclas complejas de proteinas, pero afin asi, se pueden hacer-
comparaciones entre los patrones electroforéticos de las proteinas
ribosomales que pertenecen a diversas especies. Como ejemplos te
nemos los estudios de Sun et al.(1) con bacterias y de Littleton-
(2) con algunas especies de plantas, en tales estudios las dife--

rencias o similitudes pudieron detectarse répidamente.



ANTECEDENTES

A continuacidén se expone un examen detallado de los ri-
bosomas que se encuentran en organismos procariotes y eucariotes-
y enseguida se presentan los estudios que se han realizado hasta-

la fecha, con los componentes protéicos de este tipo de organelos.

Ribosomas

La sintesis de proteinas tiene lugar en los ribosomas,-
los cuales son organelos pequefios que se encuentran en todos los-
organismos; en procariotes (bacterias y algas azul-verdes) los ri
bosomas son mads pequefios (su coeficiente de sedimentacidén es igual
a 708) que los ribosomas de citoplasma de células eucaridticas -
(animales y plantas, con coeficieﬁtes de sedimentacidén de 80S), -
mientras que los ribosomas de cloroplastos y mitocondrias, tienen
aproximadamente, el misho tamafio que los ribosomas de procariotes

(2, 5, 21).

Todos los ribosomas contienen dos subunidades de tamafio
diferente, cada una con proteinas diferentes 1 8 2 moléculas de -
ARN (33), las subunidades de los ribosomas 80S sedimentan a 40S y
60S y las de los 70S sedimentan a 30S y SOS,.la sintesis de las -

proteinas puede ocurrir solamente cuando las subunidades estan --



asociadas o combinadas con ARN mensajero. (8, 11, 463

La composicidn de las dos clases de ribosomas es muy Si
milar, la mayoria estén formados por un 50-55% de ARN y un 45-50% -

de proteinas (2, 3).

E1l 4cido ribonucléico ribosomal consta de tres clases -
de moléculas, con coeficientes de sedimentacidn en un rango de --

16-19S y de 23-28S y una pequefia cantidad de 5S (2, 4, 5).

En algunos aspectos hay mayor similitud entre los ribo-
somas de cloroplasto y de bacteria; que entre los ribosomas de --
cloroplasto y citoplasma de una misma planta, por ejemplo, en sus
concentraciones de magnesio &ptimas para la incgrporacién de ami-
no acidos y para mantener su integridad (6), en su sensibilidad -
hacia inhibidores de sintesis de proteinas como cloranfenicol, 1in
comicina y estreptomicina (5, 7, 8), pero difieren de los riboso-

mas de procariotes en las estructuras primarias de los ARN's y --

proteinas que los componen (5).

Los ribosomas bacteriales (70S) a bajas concehtraciones
de iones divalentes (principalmente Mg++) se disocian reversible-
mente formando las subunidades 50 y 308 (9, 10). Los ribosomas -
de células eucaridticas se disocian éimilarmente formando las sub
unidades 40 y 60S con concentraciones de iones divalentes todavia

menores (3). Se dice que estas subunidades asi formadas son arte



factos que surgen fuera del rango requerido para la sintesis de -

proteinas (11).

Los estudios de constitucién de subunidades ribosomales

80S de Escherichia coli con varias proteinas de Bacillus subtilis,

sugieren que la organizacidn estructural y funcional de los ribo-
somas puede ser la misma en todos los organismos procariotes. Se
pia interesante saber si los ribosomas de eucariotes tienen la --
misma organizacidn estructural basica que la que presentan los --

procariotes (12).

Proteinas ribosomales

No hay una definicién exacta de las proteinas que perte
necen a un ribosoma, pero para preparar ribosomas puros se requie
re la separacidn de ciertas proteinas que se encuentran débilmen-
te unidas al ribosoma, esta fraccidén de proteinas debe ser, cuan-
titativamente al menos, de poca importancia con respecto al total
de proteinas que se mantienen fuertemente unidas a la estructura-
ribosomal, de tal manera que para poder hacer comparaciones entre
los componentes protéicos de los ribosomas, se requiere que éstos
se encuentren puros, se ha aceptado que esto se logra, lavando --
los ribosomas con sales como KC1, NHQCI, (NHU{)QSOu en una concen-
tracidn de 0.5M (25,52); en los estudios que se describen a conti

nuacidén se ha controlado este aspecto.

Las diferencias en las constantes de sedimentacidn que-



muestran los ribosomas bacteriales, animales y los de cloroplasto,
mitocondria y citoplasma de las plantas pueden deberse a diferen-
cias en la cantidad o en el peso molecular de las proteinas o del
ARN que los componen, o pueden debersa al nimero de proteinas ri-
bosomales que contienen, esto ha sugerido por éjemplo, hacer compa
raciones entre los componentes protéicos de varias especies; se -
han llevado a cabo estudios comparando las proteinas ribosomales-
de algunas especies de bacterias, animales y plantas, por medio -
de las técnicas electréforéticas (en una y dos dimensiones) e in-

munoldgicas.

Analizando electroforéticamente las proteinas ribosoma-
les, se ha encontrado que son especificas del organismo, se trate
de bacterias, animales o plantas (14, 17, 22). También hay una -
gran diferencia con respecto al ntmero de proteinas ribosomales -
entre procariotes y eucariotes, en general, en los eucariotes, se
ha encontrado un mayor nimero de broteinas ribosomales que en pro
cariotes. Hasta la fecha no se sabe qué papel desempefian las pro
teinas "extras" que se encuentan en los eucariotes, puede ser que
estén involucradas en la unién de los ribosomas a. membranas o en-
mecanismos de control de traduccidn que no se encuentren en bacte

rias (23).

En todos los casos la mayoria de las proteinas son bési
cas (se encuentran cargadas positivamente), pero algunas veces --
también se han encontrado proteinas &cidas (cargadas negativamen-

te), las cuales no se separan de los ribosomas después de lavarlos
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con sales, como NHuCI 0.5M (20,22,25). En ribosomas de Escherichia
coli se han detectado 11 proteinas 4cidas, y se han establecido-

los puntos isoeléctricos y los pesos moleculares de todas ellas-

(22, 26).

Las proteinas ribosomales &cidas no se pudieron detec--
tar durante algin tiempo en los ribosomas 80S de animales y plan-
tas superiores (27,28) y afin se habia considerado que este tipo -
de proteinas era exclusivo de los ribosomas 70S de procariotes, -
solamente después de la introduccidn de una cantidad muy grande -
de proteinas, en un andlisis electroforético, se pudieron detec--

tar de 1 a 5 proteinas &cidas en ribosomas de animales (19,29).

Existe controversia en cuanto a las ﬁroteinas ribosoma-
les &cidas de plantas, algunos reportes indican que existen de 6-
a 21 proteinas de este tipo en varias especies de plantas superio
res e inferiores (25,30,31) y en otros reportes no aparecen tales
proteinas (15,32,33). En vista de la inconsistencia de los datos
con respecto al contenido de proteinas &cidas en los ribosomas de
plantas, las comparaciones entre los ribosomas de diversas espe--

cies, se dirigen preferentemente hacia las proteinas bdsicas.

Por otro lado, en los ribosomas de bacterias, animales-
superiores y cloroplastos, se ha demostrado que la composicidn -
protéica de cada una de las subunidades es estrictamente especifi

ca (1,13,24,26,17,34-41).



No se ha realizado un estudio consistente a este respec
to con ribosomas citopldsmicos de plantas. Algunos trabajos ini-
ciales han indicado que todas las proteinas ribosomales que se en
cuentran en los monosomas 80S se encuentran también presentes en-
1a subunidad 60S, y que la subunidad 40S solaﬁente difiere de la-
60S en algunas proteinas que le hacen falta (20,28), en cambio, en otros
reportes se han establecido que los ribosomas citoplésmicos de --
plantas superiores, se comportan de manera similar a los riboso--
mas de bacterias, en lo que se refiere a la distribucidén de sus -

proteinas en las dos subunidades (32).

Se ha determinado el grado de homologia entre las pro--
tefnas ribosomales de varias especies de bacterias por medio del-
analisis electroforético, en una y dos dimensiones. Se encontrd-
que habia una mayor similitud entre los patrones protéicos de las
especies taxondmicamente mas pelacionadas, y que la similitud era
progresivamente menor para especies menos relacionadas entre si.-
Asi ténemos que las proteinas ribosomales de diferentes bacterias
que'pertenecen a una misma familia, resultaron muy similares en -
sus pesos moleculares y en sus propiedades electroforéticas, como

1o muestran los estudios realizados con especies de las familias:

Bacillaceae y Enterobacteriaceae, a esta iltima pertenece la espe

cie Escherichia coli, una de las mds estudiadas (13, 17, 1, 42, 43)

En cuanto a las proteinas aisladas de ribosomas de algu

nos tejidos diferenciados de un mismo origen animal, cuando se --



analizaron en geles de policrilamida en una dimensidén, se encon--
trd que presentaban patrones electroforéticos similares (18, 20,-
44), sin embargo, Di Girolamo (20) encontrd algunas diferencias -
entre las proteinas aisladas de las subunidades ribosomales peque

fias de higado y preticulocito de conejo.

Cuando se realizd el andlisis de ese mismo tipo de pro-
teinas, en geles de poliacrilamida en dos dimensiones, se pudie--
ron observar diferencias, como las encontradas entre los riboso--
mas de higado, rifidn, reticulocito y apéndice fecal de conejo G5)
por un lado, ¥y entre.ribosomas de higado y cerebro de ratdén por -

otro lado (46).

Las proteinas aisladas de un mismo tejido, pero de espe
cies de animales que pertenecen a distintos &rdenes y génerqs, --
dieron origen a patrones electroforéticos diferentes. Las dife--
rencias que se presentaron resultaron menores entre especies dife

rentes de un mismo género (por ejemplo entre mamiferos) (18,15,47).

Se han realizado estudios de evolucidn de los ribosomas,
en los cuales se han tomado a los mamiferos como referencia y se-
han comparado 1as'proteinas pibosomales de éstos, con otras espe-
cies, en geles de poliacrilamida en dos dimensiones. Encontrédndo
se que los patrones electroforéticos de las proteinas ribosomales
de mamiferos, padjaros y reptiles fueron sorprendentemente simila-

res, partiendo de que, los pidjaros y reptiles surgieron hace - -



aproximadamente 240 millones de afios, y los mamiferos hace 60 mi-
llones de afios; las proteinas ribosomales de estas especies no -
han evolucionado grandemenfe, a menos que las sustituciones de --
amino 4cidos estuvieran restringidas a aquellos que no cambian la.
carga neta de las proteinas, y se sabe que este tipo de mutacio--

nes ocurre frecuentemente.

Tambidn se encontraron algunas similitudes electroforé-
ticas entre las proteinas pibosomales de mamiferos, peces y anfi-
bios, mientras que las similitudes fueron todavia menores entre -
mamiferos y animales inferiores, como crusticeos y moluscos, y --
plantas superiores. Sin embargo, se puede decir que algunas pro-
teinas ribosomales son comunes a todos los ribosomas eucaridticos

(15).

Analizando los reportes anteriores, no es posible esta-
blecer exactamente el grado de similitud o diferencia, que se en-
cuentra entre los -patrones electroforéticos de las diversas espe-
cies y tejidos, debido a que, en los trabajos publicados se han -
seguido diferentes técnicas electroforéticas para la determina---
cidn de las proteinas ribosomales y también porque en la mayoria-
de ellos no se ha cuantificado el ntimero de proteinas ribosomales,
por ejemplo, no se ha relizado un estudio en el cual muestren si-
las diferencias que se encuentran entre los distintos tejidos de-
un mismo organismo, sean menores que las encontradas entre un mis

mo tejido de especies diferentes.



Se han realizado estudios previos encaminados a comparar
las proteinas ribosomales de citoplasma, cloroplastos y mitocon-- -
drias de las plantas, y se ha querido conocer la especificidad de
estas proteinas entre diversas especies de plantas y diferentes -
tejidos de una misma plantaj; como son: hojas, tallos y semillas.-

Los resultados de esos estudios, se describen a continuacidn.

Los patrones electroforéticos de ribosomas de cloroplas
tos, citoplasma y mitocondria de una misma planta, resultaron con

sistentemente diferentes (2, 6-8, 14, 21, 33, 48, 49).

Los patrones de diferentes tejidos de una misma planta-
presentaron la misma distribucidn de proteinas ribosomales cito--

plédsmicas (2).

La composicién protéica de los ribosomas citoplédsmicos-
depende de cada especie. Se han éstudiado los patrones electrofo
réticos de plantas que pertenecen a diferehtes subclases, diferen
te orden dentro de la misma subclase; diferentés especies de un -
mismo género, diferentes especies de una misma familia y varieda-
des de un mismo género. Encontrandose, en general, que las plan-
tas taxondmicamente menos relacionadas, mostrabén patrones elec--
troforéticos con mayores -diferencias (2,14,21,30). Nagabhushan y
colaboradores, encontraron que, aun entre dos variedades de una -
misma especie, se podian detectar algunas diferencias entre sus -
patrones electroforéticos en geles de policrilamida en dos dimen-

.siones (30).



Los ribosomas de cloroplastos de frijol y espinaca y --

los de Escherichia coli, que pertenecen al mismo tipo 70S y que -

tienen algunas propiedades en com@in, como se menciond anteriormen

te, no presentaron patrones electroforéticos similares (21).

Hasta el presente, se han reportado inicamente dos tra~
bajos en los cuales, muestran una cierta relacidén entre el mate--
rial genético que codifica para proteinas ribosomales y el nimero
de proteinas ribosomales basicas que se separan electroforética--
mente. En el primer trabajo se muestra que, a un mayor contenido
de las bases nitrogenadas, citosina y guanidina, en los ADN's de-
algunas especies de bacterias, le corresponde un mayor nimero de-
proteinas ribosomales bésicas (1). Y en el segundo trabajo se --
muestra que, las especies de plantas que contiénen un mayor niime-
ro de cromosomas, presentan a su vez un mayor nimero de proteinas

ribosomales bésicas (30).

Ademés de los estudios electroforéticos con proteinas -
ribosomales, también se han realizado estudios inmunoldgicos y &s
tos han consistido en producir anticuerpos contra varias clases -
de organismos, como bacterias, plantas y mamiferos, y después se
han probado contra especies heterdlogas, por ejemplo entre levadu

rd
ras y mamiferos.

Los resultados indicaron una fuerte reaccidén inmunoldgi

ca entre anticuerpos contra proteinas individuales de Escherichia



coli, también entre varios eucariotes, por ejemplo: entre riboso-
mas de higado de rata y ribosomas de levadura (50), o entre plan-
tas monocotileddneas y dicotiledéneas (33), mientras que la reac-
cidén inmunoldgica entre las proteinas ribosomales de algunas en--
terobacterias fue muy débil o no existid, a peéar de que presenta

ban similitudes electroforéticas (13).

Los ribosomas de cloroplasto y citoplasma presentaron -
entre si peacciones inmunoldgicas muy débiles y fueron relativa--
mente menores que las que se detectaron entre ribosomas citoplas-

miticos de plantas lejanamente relacionadas (33).

No hubo correlacidn inmunoldgica entre proteinas riboso
males de cloroplasto y de bacterias, ni entre ribosomas 80S y los

de bacterias (33).

Tal parece que la evolucidén ha perpetuado aquellos com-
ponentes ribosomales que, probablemente ofrecen una ventaja posi-
tiva de fidelidad y eficiencia en la traduccidn del mensaje gené-
tico, bajo ciertas condiciones de medio ambiente intra y extrace-

lular.

La determinacidn de las secuencias de amino &cidos de -
las proteinas ribosomales de diferentes organismos, permitirian -
conclusiones mas directas y cuantitativas, acerca de su homologia.

Pero este tipo de informacidn desafortunadamente se limita a muy-



pocas bacterias, entre las cuales se ha visto que existe un alto-
grado de secuencia hombéloga entre algunas de sus proteinas riboso

males, pero todavia es menor para otra (22).

En conclusidn, la estructura de los ribosomas ha cambia
do durante la evolucidn a tal grado que hay poca homologia entre
los ribosomas de procariotes y los de eucariotes, aun cuando, en-
la biosintesis de proteinas, la funcidn principal de los riboso--
mas, existen varias etapas, éstas resultan ser las mismas en to--

dos los organismos.
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MATERIALES

I. Semillas

Triticum aestivum var. Potamo (6X)

Triticum aestivum var. Tobari (6X) (Hari)

Triticum durum var. Cocorit (4X) (5-XII-73)

Secale cereale var. Snoopy Bulk (2X) (13-V-73)

Centeno varias variedades

Triticale Maia I (8X)

II. Reactivos

KC1 (Merck)

MET = 2- mercaptoetanol (Merck)

MgCl,. 6H,0 (Merck)

Tris -= Tris (hidroximetil)-aminometano (Merck)

HC1 (Merck)

Sacarosa (Merck)

AcOH = écido acético glacial (Técnica Quimica, S.A.)

NaCO, (Merck)

3
CuSOl+ (Merck)

Tratrato doble de sodio y potasio (Merck)

ABS = alb@imina de suero bovino (Nutritional Biochemicals Corpora-

tion)s



= GlR =

Reactivo de Folin, Reactivo de Fenol, (Folin-Ciocalteau) (Merck)

KOH (Merck)

TEMED = N, N, N*%, N',-tetrametiletilendiamina (Eastman Organic --
Chemicals)

Urea (Merck, reactivo para fines bioquimicos)

Acrilamida (Eastman Organic Chemicals, reactivo recristalizado)

MBA = N, N'-metilendiacrilamina (Eastman Organic Chemicals, reac-

tivo recristalizado),

Riboflavina (Merck)

APS = peroxidisulfato de amonio (Merck)

B - alanina (Fluka AG. Bucﬁs SG@)

Rojo de pironina

Amido black (Eastman Kodak Company)

Carbdn activado
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'METODO S

Separacidén de germen

Las semillas enteras se embebieron en agua destilada -
(10 g de semilla en 30 ml de agua), aproximadamente durante dos -
horas, después de lo cual se‘procedié a separar el germen de las-
mismas disectédndolo con un bisturi. Todo el pfocedimiento se efec
tud sobre hielo, a 4°C. El germen se almacend en un desecador a

temperatura ambiente, hasta su posterior utilizacidn.

El procedimiento que se siguid fue el mismo para los --

tres tipos de semillas: trigo, centeno y triticale.

Obtencidn de ribosomas

Se siguid el método reportado por Roberts, et al. (51),

con algunas modificaciones:

Soluciones:

Solucidn de KC1 2.5 M.

Buffer TKM, el cual contiene lo siguiente:
KC1 5 mM
MET 5 mM

MgC1.6H,0 10 mM
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Tris-HC1 50 mM, pH=7.6

Sacarosa 0.5 M

En un mortero previamente enfriado a 4°C se pulverizd -
en seco 1 g de germen, y después se homogenizélcon 16 ml de buffer
TKM. Este homogenado se centrifugd en tubos de 50 ml de capaci--
dad, en un rotor JA-20 en una centrifuga Beckman modelo J-21 a --
18 000 rpm (30 000 x g, y un radio promedio de 7.0 cm) durante 20

min a 5°C.

Se descartd el sedimento, el cual estaba constituido --
principalmente por niicleos, mitocondrias y membranas, se descartd
también la capa de lipidos que se encontraba en la parte superior

del sobrenadante.

E1l sobrenadante se centrifugd en tubos de 3.5 ml de ca-
pacidad, con las mismas condiciones mencionadas anteriormente, pa

ra lograr que se aclarara un poco més.

Se descartaron el sedimento y la capa de lipidos que se
obtuvieron de nuevo. Al sobrenadante se le afiadié la cantidad ne
cesaria de KC1l (2.5M) para hcerlo 0.5 M con respecto a KC1l y obte
ner de esta manera ribosomas "puros" (52), y se centrifugd en un
rotor SW-56 en una ultracentrifuga Beckman-Spinco modelo L, a - -
50 000 rpm (269 000 x g, y un radio promedio de 8.7 cm) durante 1

hora a 5°C.



Se descartd el sobrenadante. El sedimento de esta Glti
ma centrifugacidn corresponde a los ribosomas, los cuales se resus

pendieron en buffer TKM sin sacarosa y se guardaron congelados.

Pureza de los ribosomas

Los dos criterios que se tomaron para determinar la pu-

reza de los ribosomas se describen a continuacidn.

Gradientes de sacarosa

n

Uno de los criterios para determinar la pureza de los -
ribosomas fue la determinacidn de su absorcidn en gradientes de -
sacarosa al 15 y 30%. En cada uno de los tubos que se muestran -
en la figura 1, se colocaron 1.9 ml de la solucidén de sacarosa de

‘la concentracién correspondiente (15 & 30%), se introdujo aire en
el tubo de la izquierda para mezclarlas, se abrid la llave de pa-

so y se dejd caer el gradiente en un tubo de centrifuga de 3.9 ml

de capacidad, permitiendo que bajara por las paredes del mismo.

Sobre el gradiente ya formado, se colocaron cuidadosamen
te de 2 a 6 D.0. de la suspensidn de ribosomas. Se centrifugd en
un rotor SW-56 en una ultracentrifuga Beckman-Spinco modelo L, a
50 000 rpm (269 000 x g, y un radio promedio de 8.7 cm) durante -

1 hora a 5°C.

Terminada la centrifugacidn se perforaron los tubos por
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la parte inferior con una aguja hipodérmica (1 1/4"), la cual es-
taba conectada a una bomba peristaltica (Buchner Instruments) pa-
ra extraer el gradiente de esta manera. El andlisis del mismo se
efectud a una longitud de onda de 254 nm, en la regidn del UV. en
un espectrofotdmetro LKB modelo Unicord II acoplado a un grafica—
dor Beckman, la escala que se usd fue la lineal, obteniéndose di-

rectamente el perfil de los ribosomas.

aire
/
solucien solucion
de sacarosad de sacarosa

al 30°% al 15 9/e

A
-4
z

= llave de paso
gradiente

tubo de3.9m1 de capacidad

Fig. 1.- Aparato para preparar gradientes
de sacarosa.
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Absorbancia de los ribosomas

El segundo criterio para saber si los ribosomas estaban
puros, fue la determinacidén de las siguientes relaciones de absor .
bancia; AZGO/AZBO y A260/A280§ para ello se tomaron 5ul de la sus
pensidn de ribosomas, se afiadié 1 ml de Buffer TKM sin sacarosa y
se hicieron correspondientes lecturas de absorbancia, en la regidn
del UV. en un espectrofotdmetro Carl Zeiss, en celdas de cuarzo -

de 1 cm de paso de luz.

Extraccidn de proteinas ribosomales

Se siguid el método de Hardy, et al. (53).
Se adiciond a un volumen de muestra de ribosomas 0.1 vo
lumen de MgCl,.6H,0 0.1 My 2 volfimenes de &cido acético glacial,

la mezcla se agitd durante 45 min a 5°C.

El precipitado formado, que correspondia al ARN, se se-
pard centrifugando la mezcla en un rotor JA-20 en una centrifuga-

Beckman modelo J-21 a 10 000 rpm durante 10 min.
El sobrenadante se separd y se guardd, el sedimento se-
resuspendié en buffer TKM sin sacarosa y se hizo la extraccidn --

por segunda vez.

Los sobrenadantes se reunieron y se dializaron a tempe-



ratura ambiente durante una noche en 1 litro de 4dcido acético gla
cial al 10%, el cual contenia 50 ul de 2 mercaptoetanol. Final--

mente la muestra se liofilizd.

Ensayo de Lowry para cuantificar las proteinas ribosomales (54).

Soluciones:

A. NaCO3 al 2%
B. Cuso, al 1%
C. Tartrato doble de sodio y potasio al 2%

D. ABS (albfimina de suero bovino) 1 mg/ml en solucidn de urea 8 M.

Se mezclaron 50 ml de la solucidén A con 0.5 ml de la so
lucién C y 0.5 ml de B, de aqui, se tomaron 5 ml y se mezclaron -
con 1 ml de una solucién que contenia una cantidad estimada de 5
a 1 000 pg de proteina ribosomal o ABS (como standard) en urea -
8 M, se incubd durante 10 min. a temperatura ambiente y se adicio
naron 0.5 ml de reactivo de Folin diluido.izl con agua (rapidamen
te y con cuidado). -La mezcla.se incubd duranfe 30 min. a tempera
tura ambiente y se hizo la lectura en un espectrafotdmetro Carl -

Zeiss a 750 nm en la regidn del visible.

El ensayo se llevd cabo para algunas muestras de ABS de
concentracidn conocida. Las unidades de absorbancia se grafica--

ron contra cantidades conocidas en microgramos.
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Las cantidades desconocidas de proteina ribosomal se de

terminaron usando la curva standard.

Preparacién de los geles de poliacrilamida en una dimensidn.

El anilisis de las proteinas ribosomales, de las tres -
especies de semillas, se realizd en geles de poliacrilamida en -
una dimensién. Se siguid la técnica reportada por Kurland, et al.

(55) para proteinas ribosomales.

I. Preparacidén de las soluciones:

A. KOH, 1N 12.0 ml
AcOH 4.3 ml
TEMED 1.0 ml
Urea | 12.0 g

Aforar con agua a 25 ml.

B. KOH, 1N 12.0 ml

AcOH 0.72 ml
TEMED ' " 0.12 ml
Urea ’ 12.0 g

Aforar con agua a 25 ml.

C. Acrilamida : 3.325 g
MBA - 0.05 g
Urea ' 12.0 g

Aforar con agua a 25 ml
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D. Acrilamida 1.25 g
MBA 0.312 g

Aforar con agua a 25 mi.

E. Riboflavina 0.5 mg en 25 ml

de urca 8 M.

II. Otros reactivos:

1. APS al 0.93% en una soluéién de urea 8 M, se prepara el dia --
que se usa.

2. Buffer 5 X.
B- alanina 15.6 g
AcOH, la cantidad necesaria para ajusta el pH a U5

.

Aforar con agua a 500 ml.

III. Preparacidn de los geles.

i. Para el gel inferior se mezclaron:
1 parte de A (1 ml)
6 partes de C (6 ml)
1 parte de APS (1 ml)

Mezcla 1.2 ml/tubo.

ii. Para el gel superior se mezclaron:
1 parte de B (0.25 ml)
4 partes de D (1 ml)
3 partes de E (0.75 ml)
Mezcla 0.1 ml/tubo.



Procedimiento

Se usaron tubos de vidrio de 13.5 ml de longitud y 0.5-
cm de diametro interno, previamente lavados con siliclad, uno de
los extremos del tubo se selld con parafilm y se llend con los si
guientes vollmenes de gel: 1.2 ml de gel inferior y 0.1 ml de gel
superior, cada uno se cubrid con agua para evitar la formacidn de

meniscos, ya polimerizados se les quitd el agua.

Los tubos se insertaron en el aparato de electroforésis
que se muestra en la figura 2, en las cdbas se colocd el buffer -
5X dilufdo 1:4 con agua destilada, sobre el gel se colocd la mues
tra de proteinas ribosomales, aproximadamente 250 pg, disueltos -
en un volumen de 10 a 20 pl de una solucidn de urea 8M, adicion&n
dole una gotita de rojo de pironina disuelto en glicerol, para in

dicar el frente del disolvente.

La electroforésis se llevd a cabo a temperatura ambien-
te, a un pH de 4.5 y una corriente de 3 mA/tubo, durante 2 horas-
(tiembo que tarda el colorante en llegar a la parte inferior del-
fubo). El citodo se colocd en la parte inferior ybel dnodo en 1la

parte superior del aparato.

Al finalizar la corrida, se sacaron los geles de los tu
bos inyectdndoles cuidadosamente agua con una jeringa hipodérmica.
Enseguida se tifieron durante 30 min en una solucidén de amido black

al 1% en Aacido acético glacial al 7.5%.



Los geles se destifieron aproximadamente durante 24 ho--
ras en &cido acético glacial al 5%, recirculando esta solucidn a

través del carbdn activado, usando para ello una bomba de acuario.

-anodo

atodo
cubas _
elcczrofor‘ticas

961 do

poliacril amida

~

Fig. 2.- Aparato de electroforésis para
geles de una dimensidn.

Andlisis densitométrico de los patrones de proteinas ribosomales

en geles de una dimensidn.

Habiendo tefiido los geles con amido black, como se indi
ca en la seccidn anterior, se procedid a analizarlos en un densitd
metro ISCO modelo UA-S, a una longitud de onda de 540 nm en la re
gidén del visible, con un rango de absorbancia de 2 D.0. De aqui-
se obtuvieron directamente las grificas de la distribucidén e in--
tensidad de las bandas de proteinas ribosomales en cada uno de --

los geles.



Determinacién tedrica de la cantidad de proteinas ribosomales.

Primero se determind la cantidad de ribosomas, que se -
encontraban en suspensidén, a partir de su absorbancia a 260 nm en

el ultravioleta, usando la siguiente relacidn:

concentracidn de = L 3

ribosomas en mg/ml x 86 x 10

260nm (D

El factor 86 se calculd en base al coeficiente de extin

cidén de los ribosomas Eizm = 115 reportado por Wolfe y Kay (3) -

para germen de trigo, sabiendo que se cumple lo siguiente:

A= c.p1®

-Elem (2)

donde:
A = absorbancia de la muestra a la misma longitud de on

da a la cual se calcula el coeficiente de extincidn.
E = coeficiente de extincidn.
c = concentracidén de la muestra en g/100 ml.

Despejando ¢ de la férmula 2 y haciendo la transforma--

cidén a mg/ml de muestra, tenemos:

A .
- _260nm o 1000 y mg . p x 86 x 1073 mg/ml
El% 100 260nm
1cm ml ’

de ribosomas

Tomando en cuenta el volumen (v, de buffer TKM, en que-
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se resuspendieron los ribosomas y adem&s que éstos se diluyeron -
200 veces para hacer las lecturas de absorbancia, tenemos que:

cantidad de L
ribosomas en mg 260nm

x 86 x v x 200 x 1073 (3)
Sabiendo que la absorbancia de los ribosomas a 260 nm =

corresponde principalmente al &cido ribonucléico (ARN) que contie

nen, podemos asumir que la, cantidad tedrica de ARN en mg, estd da

da también por la fdrmula 3.

Para determinar la cantidad tedrica de proteinas se ha-

ce uso de las siguientes fdrmulas generales:

cantidad de _ % de ARN en x cantidad total de (1)
ARN en mg los ribosomas ribosomas en mg
cantidad de - 1% cantidad total de v cantidad de (5)

proteinas en mg ribosomas en mg ARN en mg

Si los ribosomas estan compuestos por un 50% de ARN y -
un 50% de proteinas, podemos calcular la cantidad tedrica de pro-
teinas, de igual manera que la cantidad tebrica de ARN, y asi te-

nemos que:

cantidad tedrica de A w86 % v % 200 % 10—3

= 6
proteinas en mg 260nm =
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RESULTADOS

Separacidn y rendimiento dé germen.

Se escogid la separacidn de gerﬁen por el método de di--
seccidn, porque con .éste se obtiene un rendimiento mayor (20 mg de
germen/g de semilla) comparado con el que se logra por los métodos
de flotacidn y separacién "a ojo" de Johnston, et al. (56) Guyo -
rendimiento es aproximadamente de 6 mg de gérmen/g de semilla). -

Los resultados se pueden ver en la tabla 1.

Por otra parte, la separacidn del germen se realizdé a u4°
C para evitar la sintesis de proteinas "de novo", la cual se ini--
cia a los 30 min de imbibicidn de la semilla en agua, como ha repor
tado Marcus, et al. (57), y la sintesis de proteinas es muy baja -
si las semillas se ponen en contacto con el agua en ffio,también -

reportado por Marcus, et al. (58).

La duracidén de la imbibicidn de nuestras semillas varid-
de 1 a 2 horas dependiendo del tipo de semilla; fue de 1 hrs. para

trigo, 1.30 hrs para centeno y 2 hrs. para triticale.



Pureza de los ribosomas.

Gradientes de sacarosa.

En las figuras 3 a la 6 se pueden observar los patrones-—
de absorbancia a 254 nm (UV) en gradientes de sacarosa el 15 y 30%,-
que se obtuvieron para cada una de las preparaciones ribosomales -
de las variedades estudiadas. Para la preparacién de los gradien-

tes ver el capitulo de materiales y métodos.

Las graficas son similares a las que presentan Jones y -
colaboradores (8) para ribosomas 80 S de hojas de trigo, también -
se puede observar en los distintos'patrones (figs. 3-6), que las -
suspensiones ribosomales practicamente no presentaban contaminacién
ya que la absorbancia en la superficie del grad}ente es minima en-
todos los casos, por lo se decididé trabajar con los ribosomas tal-
y como se obtuvieron al centrifugar con KC10.5 M a 269 000 x g, --

sin efectuar una purificacidn posterior.

Determinacidén de las relaciones de absorbancia de las

preparaciones ribosomales.

El segundo criterio para determinar la pureza de 1los prji-
bosomas fue la determinacidén de las siguientes relaciones de absor
bancia: Apgq/Az30 ¥ Aygo/Bygg> COMO Se indica en materiales y méto

dos.

Los resultados de las absorciones a 230, 260 y 280 nm, -



asi como las relaciones respectivas de los ribosomas y el sobrena-

dante de cada muestra se presentan en la tabla 4.

En la literatura se han reportado las relaciones que se-

presentan a continuacién para ribosomas puros:.

AZGO/A23S 1.74 y

A260/A280 2.0 reportadas por Jones et al. (8) para ribosomas 80
S de hojas de trigo, lavados con NHuCI 0.5 M.

Ajgo/Agzg 1:2 Y

A?SO/A280 1.71 Reportadas por Dominguez (59) para ribosomas de -
colebptilo de trigo.

AZSO/A23O 1.48 y

AZGO/AZSO 1.86 Reportadés por Castafieda, et al. (60) para riboso

mas de eucariotes.

En las tablas 2 y 3 se presentanvlas relaciones de absor
bancia (A260/A280) reportadas por Delaunay, et al. (45, 15) para -
ribosomas de diversos tejidos en una gran variedad de eucariotes.-
En general, este autor considerd que las preparac1ones de los ribo
somas estaban puras cuando la relacidn A260/A286 estaba entre 1.7-

y 1.9.

Como se puede apreciar los valores para las relaciones =
de absorbanc’a de los ribosomas varian dependiendo de la especie y

‘del tejido que se trate, considerandose que la pureza de los ribo-



somas varian dependiendo de la especie y del tejido que se trate,-
considerandose que la pureza de los ribosomas es materia de defi--
nicidn operacional, ya que se requiere para la preparacidén de ribo

somas la adaptacidn de técnicas especificas para cada caso.

En el presente estudio, se considerd que los ribosomas -
tenian una pureza aceptable cuando la relacidn AZBO/AZBO nm se en-
contraba cercana a 1.1 y la relacién A 260/A280 nm se encontraba -

en un rango de 1.5 a 1.7. Ver los resultados en la tabla. 4.

Determinacidn’ tedrica de la cantidad de

proteinas ribosomales.

La determinacidn tedrica de proteinas, se basé en la ab-
sorbancia de los ribosomas a 260 nm y se asumid, que los mismos, --
contenian un 50% de ARN y un 50% de proteinas, como se indicd en -

materiales y métodos.

La cantidad de proteinas ribosomales de calculd usando -

la formula 6 que se muestra a continuacidn:

Cantidad tebrica de _ A x 86 x 200 x vV X 10-3

proteinas en mg 260 zm

Los resultados para las tres especies de semillas y sus-
variedades, se presentan en la tabla 5, en la cual se indican: el-

volGmen en que fueron resuspendidos los ribosomas, la cantidad to-



tal de proteina esperada en mg, asi como el rendimiento de protei-
nas ribosomales expresado como la cantidad de proteinas en mg por-

gramo de tejido (germen).

Cantidad de proteinas ribosomales extraidas.

Para la determinacidén de la cantidad de proteinas extral
das a partir de los ribosomas, se usd un método muy sensible como-
es el de Lowry (para su preparacidn ver el capitulo de Materiales-
y Métodos). Se usd albumina de suero bovino para preparar la cur-
va standard, pudiendose lograr resultados aceptables alin cuando el
contenido de amino acido de alblmina es muy diferente al que se en

cuentra en los ribosomas.

La figura 7 muestra la curva standard de proteinas, y en
la tabla 6 se presentan las cantidades de proteinas extraidas de -
los ribosomas de cada variedad de semilla, asi como también, el --
rendimiento expresado en mg de proteinas extraidas por gramo de --

germen.

Anidlisis de las proteinas ribosomales en geles de

poliacrilamida en una dimensidn.

La electroforésis da una idéa acerca de la composicidn -
de las sustancias que se estudian y también de la homogenéidad y -
pureza de una preparacidn. La movilidad electroforética es una --
propiedad altamente especifica, y ain prot~inas muy similares a me

nudo se pueden diferenciar por electroforésis.



Con base en lo anterior, se analizaron las proteinas ri
bosomales en geles de poliacrilamida en una dimensidn a un pH de
4.5 (para su preparacidn ver el capitulo de Materiales y Métodos).
A este pH solémente migran las proteinas b&sicas, las mismas que-.
se compararon entre las siguientes variedades de semillas: Triti-

cum aestivum var. Potamo (6X), Triticum aestivum var. Tobari --

(6X), Secale cereale var. Snoopy Bulk (2X), Triticale Maia I Cen-

teno de varias variedades mezcladas.

Se hizo una Gnica extraccidn de las proteinas ribosoma-

les de cada una de las variedades estudiadas.

Se analizaron dos corridas electroforéticas separadas,-
en ellas se controlaron el tamafio de cada uno de los geles, la --
cantidad de muestra colocada, aproximadamente, y el tiempo de co-
rrida, de tal manera que todas las preparaciones se pudieran com-

parar.

En las figuras 8 a la 10 se pueden observar las fotogra
ffas y las representaciones diagramdticas de los patrones protéi-

cos de las diferentes variedades de semillas.

Las representaciones diagramdticas de los patrones de -
la primera corrida electroforética, que se muestran en la figura-
9, corresponden a los geles que aparecen en la figura 8a, con --
excepcidén de la preparacidén de Triticale Maia I gque corresponde a

la segunda corrida electroforética.



Las representaciones diagramédticas de los patrones elec
troforéticos de la segunda corrida, que se muestran en la figura-

10, corresponden a los geles que aparecen en la figura 8b.

En dichas figuras se puede observar que se realizaron -
dos corridas electroforéticas diferentes para las proteinas ribo-
somales de las variedades Tobari, Cocorit y Snoopy Bulk. La dis-
tribucidn de las bandas es la misma de una corrida a otra, pero -
varid un poco el desplézamiento total de las mismas. En cuanto -
al nmero de bandas se puede decir que pricticamente no varid en
las dos corridas diferentes de cada uno de estos casos, ya que en
la segunda corrida solo se tiene el aumento de una banda muy te--
nue, la cual se puede observar en la parte superior de cada uno -
de los geles (fig. 10). En base a lo anterior se pudieron compa-
rar todos los patrones electrofcréticos de las variedades de semi

llas que interesaban.

Estudiando detenidamente todos ios patrones electroforé
ticos se puede ver que el nimero de bandas protéicas es préactica-
mente el mismo en las diferentes variedades de semillas, aunque -
en el caso del Centeno de varias variedades aparecen 14 bandas y
en el caso de Triticale Maia I aparecen 16 bandas que se distin--
guen perfectamente, esto-se debid principalmente a que en el pri-
mer caso se colocd una cantidad de muestra menor a la de las de--
mis preparaciones y por lo tanto no se logran distinguir las ban-

das muy tenues que se encuentran en la parte superior de los - -



otros geles, en el segundo caso se tenia una cantidad de muestra-
mayor, en la fotografia de la figura 8b, se puede observar que to
das sus bandas se encuentran muy tefiidas y por 1lo mismo no se lo-
grdé la resolucién de algunas bandas tenues, se puede observar --.
que la distribucidn general de todas las bandas protéicas es muy-

similar entre todas las variedades estudiadas.

Andlisis densitométrico de los patrones de proteinas ribosomales

en geles de una dimensidn

Para observar més claramente las diferencias o similitu
des electroforéticas de las proteinas ribosomales, de las varieda
des estudiadas, se procedid al andlisis de los geles tefiidos con-
amido black, determinando su absorcidn a 540 nm en la regibén del-
visible, en un densitdmetro. Los resultados se muestran en las -

figuras 11 a la 15.

Las figuras 11 a la 13 corresponden a los geles de la -
primera corrida electroforética (representaciones diagramdticas, -

figura 9).

Los patrones electroforéticos de T. aestivum var. Toba-
ri, Triticale, Maia I y S. cereale var. Snoopy Bulk de- 1la segunda
corrida (representaciones diagraméticas, figura 10), se muestran-
en las figuras 14 y 15. Solo se muestra una preparacidén para tri

ticale, ya que las dos resultaron idénticas.



Por medio de este andlisis se puede observar también --
que la distribucidén de las bandas protéicas, es muy similar entre

las diferentes variedades estudiadas.

Se puede apreciar que las dos corridas electroforéticas
separadas, de las proteinas ribosomales de las variedades Tobari-

y Snoopy Bulk, resultaron practicamente idénticas..

Las nicas diferencias notables entre los distintos tra
zos densitométricos, se encuentran en la proporcidn relativa de -

cada una de las bandas en un mismo gel.



Seaghs

Cantidad Cantidad Rendimiento

Semilla de de mgde germen

semilla germen /g semilla
(g) (g)

T. aestivum-Potamo 25.0 0.5 20

T. aestivum-Tobari ~50.1 0.826 16

T. durum-Cocorit 24.9 0.385 15

Centeno varias . 0.7 1

variedades .

Secale cereale-Snoopy 3.4y - 1.33 . 38

Triticale Maia I 19.68 0.4 20

Promedio 21.8

Tabla 1.- Rendimiento de germen separado por diseccidn



Especies y tejido A260/A280
Ternera (higado adulto) - 1.67
Ternera (higado fetal) 1.70
Carnero (higado adulto) 1.72
Carnero (higado fetal) 1.:65
Conejo (reticulocito) 1.90
Conejo (higado) 1.80
Conejo (rifién) 1.60
Conejo (apéndice fecal) 1575
Pollo (higado) 1.80

Tabla 2. Relaciones de absorbancia repor
tadas por Delaunay et al. (u45).



- uo -

Especies y tejido

Humano (placenta)

Puerco de guinea (higado)
Ratdén (higado)

Lagarto (higado)

Rana (higado)

Perca (higado)

Arenque (higadoi

Macarela (higado)
Cangrejo (hepatopancreas)
Ostra (hepatopancreas)
Frijol (puntas de raiz)
Lenteja (puntas de raiz)

Maiz (puntas de raiz)

1.88

Tabla 3.- Relaciones de absorbancia repor

tadas por Delaunay et al.
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de los ribosomas de varias espe
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Semillas

230

T. aestivum-Potamo

ribosomas

- WO
sobrenadante

0.341
0.216

T. aestivum-Tobari

ribosomas
sobrenadante

T. durum-Cocorit

ribosomas
sobrenadante

Centeno varias
variedades

ribosomas

sobrenadante

Secale cereale

Soopy Bulk
ribosomas
sobpenadante

Triticale Maia

ribosomas

sobrenadante

Tabla 4.-

0.81
0.49

0.459

0.361

1.15
0.365

0.91
0.329

I -
0.364
0.261

- n1

Absorbancia

(nm)
260

0.408
0.23

0.89
0.294

0.53
0.17

1.30
0.186

0.86
0.1u6

0.475
0.127

280

0.2u44
0.uu49

0.57
0.225

0.35
0.08

0.85
0.14

0.569

0.114%

0.272
0.02

Relaciones de

Absorbancia
Ayeo/B230  P2607280
1.09 1.67
0.51 1.06
1.09 1.53
0.60 1.30
1.15 1.55
0.47 2.12
1.13 1.52
0.05 1.32
0.94 1.53
0.44 1.28
1.30 1.74
0.40 1.25

Absorbancia de los ribosomas y del sobrenadan

te, los cuales se obtuvieron al centrifugar a
269 000 x g durante 1 h. a 5°C, para mis deta
lles ver el capitulo de Materiales y Métodos.
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v proteinas rendimiento
Semillas estudiadas (ml) ribosomales (r)
(mg)
T. aestivum var. Potamo 0.25 1.75 3.50
T. aestivum var. Tobari 0.5 7.65 9.26
T. durum var. Cocorit 0.25 2.217 5.90
Centeno varias
Savicinder 0.25 5.70 7.90
Secale cereale var.
e I 0.5 3.70 2.80
Triticale Maia I 0.25  2.04 5.10
Tabla 5.- Cantidad tedrica de proteinas ribosomales calcula

da por medio de la férmula 6 que se muestra en el
capitulo de Materiales y Mé&todos.

Nota: v volumen de buffer TKM usado para suspender

los ribosomas.

r = rendimiento expresado en mg de proteina/g
de tejido.

T = Triticum.
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Proteinas ribosomales rendimiento

Semillas estudiadas =
extraldas en mg

T. aestivum var. Potamo LI

T. aestivum var. Tobari 1.30 0.63

T. durum var. Cocorit 0.90 0.42

Secale cereale

var. Snoopy Bulk
Triticale Maia I 0.59 - 0.67

Centeno varias variedades —_—— S

Tabla 6.- Determinacidn de la cantidad de proteinas ri
bosomales extraidas, se usd el método de --
Lowry. El rendimiento estid dado en mg de --
proteinas ribosomales extraidas por gramo de

germen.
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En las figuras 3 a la 6 se muestran los perfiles
de absorcidn de los ribosomas de las varieda—-—
des de semillas estudiadas en gradientes de sa
carosa al 15 y 30 % (para su preparacidon ver -
el capftulo de Materiales y Métodos).
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fig. 9

T aestivum Centeno Secale cereale
varias
var. Potamo variedades var. Snoopy Bulk

HH
ot
il

-=de-COlOrante

22 bandas 14 b andas 19 bandas

T.durum 1. aestivum
var. Cocorit var. Tobari

- ==decolorahte
19 bandas 20 bandas

Andlisis de las proteinas ribosomales en geles
de poliacrilamida en una dimensidén.pH =4.5.
Representacidn diagramética.
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T. dyurum
var. Cocorit Triticale Maia I
CESASa =
srean]
colorante =* o ==
~Calorante
20 bandas 16 bandas
T. aestivum Secale cereale
var. Tobari var. Snoopy Bulk

~colorante

21 bandas 20 bandas

Analisis de las proteinas ribosomales en geles
de poliacrilamida en una dimensidon.pH =4.5.
Representacidn diagramatica.
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En las figuras 11 ala 15 se muestra el anélisis
densitométrico de las proteinas ribosomales en
geles de poliacrilamida en una dimensibn, tefii—
dos con amido-black. Se determind la absor— -

cidn de los geles a 540 nm en la reqgidn del visi-
ble.
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DISCUSION

El primer punto a tratar en este capitulo, es el rela--
cionado con la separacidn del germen de las semillas de trigo, --
centeno y triticale, como se menciond en un principio, el objeto-
de separar el germen embebiendolo en agua para después disectarlo
fue para obtener un miximo rendimiento, mismo que afortunadamente

se logrd con los tres tipos de semillas (ver tabla 1).

Debido a que no existe evidencia de que, las proteinas-
ribosomales que se sintetizan "de novo" sean idénticas a las que-
se encuentran almacenadas en la semilla, se tratd de evitar la --
sintesis de tales proteinas, de mapera que, el proceso de imbibi-
cidn de las semillas estudiadas se efectud-a 4°C, esto con base -
en dos reportes de Marcus y colaboradores (57,58), en los cuales-
muestran que la sintesis de proteinas "de novo" se inicia a los -
30 min. de imbibicibn de las semillas, ademds que ésta sintesis -
de proteinas es minima en los ribosomas aislados-de germen de tri
go, el cual se habia embebido en agua a 0 y 5°C, comparandola con
la que se lleva a cabo eniribosomas aislados de germen de trigo -
embebido a 23 y 25°C. En ribosomas de germen de cacahuate se ha-
encontrado que ésto también ocurre (61). La sintesis de proteins

tan baja, durante la imbibicidn en frio, pudo deberse a un retra-



so en la formacidn de polisomas funcionales, a una lenta transi--
cidn de monosomas a polisomas, a la falta de disponibilidad de --
ARNm o a la incapacidad de obtener la energia suficiente para que

se llevara a cabo la sintesis de proteinas de una manera normal.

Pradet (62) ha demostrado que el ATP aumenta durante --
los primeros minutos de germinacibén en las semillas de lechuga. -
Ademis es sabido que, dicho proceso requiere de energia y por lo-
tanto depende de la respiracién. En cotiledcnes de chicharo se -
ha observado un rédpido incremento en la respiracidén durante los -
primeros 15 minutos de germinacidn; y que en semillas dé lino la-
respiracidén disminuye al bajar 1a‘temperatura (63).

Con los datos anteriores se puede suéerir que, en el ca
so del gérmen de trigo, las temperaturas de imbibicidn tan bajas-
pudieron haber provocado también una disminucidn en su respiracién
y de -esta manera los ribosomas no alcanzaron la energia suficien—
te para llevar a cabo la sintesis de proteinas de una manera nor-
mal, esto ademéds, estd apoyado por el hecho de que, por lo general
la germinacidén de las semillas se evita a temperaturas muy altas-

o muy bajas.

Otro hecho importante es que, al parecer, la imbibicidn
de las semillas y su posterior deshidratacién no causan dafio en -
su desarrollo, siempre y cuando el tiempo de imbibicidén sea menor

a 48 hrs. (64).



Las evidencias anteriores sugieren que el metabolismo -
de las semillas, embebidas a bajas temperaturas, se encuentra re-

ducido a.su minima expresidn.

Como se ha mencionado, las semillas éstudiadas en este-
trabajo se embebieron a 4°C durante 1 a 2 horas, y en este caso -
se puede considerar que, las proteinas ribosomales extraidas son-
las que se encontraban preformadas en las semillas, con base en -

las evidencias anteriormente indicadas.

Por otro lado, los ribosomas aislados de las diferentes
semillas tenian una pureza aceptable, a juzgar por los perfiles -
tan limpios que se obtuvieron en gradientes de sacarosa (figs. 3-
6), se encontrd que eran similares a los de ribosomas citoplésmi-
cos de hojas de trigo, reportados por Jones y colaboradores (8).-
También las relaciones de absorbancia de los ribosomas se encon--
traron en un rango aceptable; A286/A230 ce?canas al.ly A260/A2~E30
entre 1.5 y 1.7, Sin embargo, se pueden obtener ribosomas toda--
via mas puros, si se separan las fracciones que corresponden al -
pico principal o de monosomas, que aparece en cada uno de los per
files en gradientes de sacarosas; y se depen determinar sus rela--
ciones de absorbancia para asegurar que el grado de pureza ha au-

mentado.

En cuanto a las proteinas ribosomales extraidas, se Ob-

tuvo un rendimiento diez veces menor que el que se esperaba, se -



debe tomar en cuenta que el cdlculo tedrico de proteinas es sola-
mente una aproximacidn de la cantidad que se deberia obtener, de-
bido a que no se determind la cantidad de proteinas directamente-
en los ribosomas antes de la extraccidn, sino que se partié de la-
absorcién de los mismos a 260 nm (UV.), como se indica en el capi
tulo de Materiales y Métodos, pero aGn asi, el rendimiento real -
de las proteinas fue muy bajo, ésto pudo deberse a una pérdida de
proteinas por manipulaciones durante la extraccidén. También pue-
de ser que, la cantidad de proteipas extraidas én realidad fue ma
yor que la mostrada por el método de Lowry, posiblemente debido a
que se usd albumina de suero bovino como standdrd, en lugar de --
usar una proteina més parecida a las ribosomales como es la liso-

zima.

Es importante mejorar el rendimiento de las proteinas -
ribosomales, porque se puede contar con una mayor éantida de ma--
tefial, para llevar a cabo un mayor ntimero de corridas electrofo-
réticas separadas; lo que permitiria tener datos todavia mas con-

fiables.

De los estudios de las proteinas ribosomales de trigo,-
centeno y triticale, en geles de poliacrilamida en una dimensidn,
se puede concluir 1lo siguiente: los patrones electroforéticos fue
ron reproducibles de una corrida a otra y como ejemplo tenemos -

los patrones de las variedades de trigo; Tobari y Cocorit, y los-



patrones de Snoopy Bulk, variedad de centeno, se encontrd que dos
muestras de proteinas de una misma especie, en una misma corrida-
electroforética, dieron patrones idénticos, como los de tritica--
le que se muestran en la figura 10, entre los patrones electrofo
réticos de todas las variedades estudiadas, se observaron diferen
cias, en cuanto a la aparicidn o desaparicidn de una o dos bandas-
protéicas, pero tales diferencias no son significativas, ya que -
estas también se presentaron entre dos corridas diferentes de pro

teinas ribosomales de una misma especie.

Como resultado del andlisis densitométrico de cada uno-
de los patrones electroforéticos, se encontraron difcrencias en -
las proporciones relativas de sus bandas protéicas, por ejemplo -
en las dos variedades de trigo se puede apreciar que, los tres al
timos picos tienen la misma absorcidén (figs. 11-13), en cambio en
la variedad Snoopy Bulk, uno de estos tres picos presenta una me-
nor absorcidn que la que muestran los otros dos (fig. 12), en la-
parte media de los geles se aprecian de dos a tres picos principa
les, que presentan variaciones en sus absorciones, en el caso del
triticale estos picos no se resolvieron debido a que las bandas -
protéicas se encontraban muy tefiidas, porque se habia colocado ‘-
una mayor cantidad de muestra en estos geles, estas variaciones -
sugieren que, algunas semillas pudieran presentar una mayor canti
dad de alguna o algunas proteinas, que presentan igual movilidad-
electroforética en geles de una dimensidn; es necesario un anili-

sis més fino para determinar si existen tales diferencias.



Como se menciond en un principio, se esperaba que, entre
las semillas estudiadas se presentaran diferencias muy notables,-
debido a .que, su grado de haploidia era muy variado: de 2X para -
centeno, 4X y 6X para las variedades de trigo y 8X para triticale,
sin embargo, como se ha podido apreciar, los pétrones electroforé
ticos de todas las variedades estudiadas, resultaron muy pareci--
dos entre si, en cuanto al namero y distribucidén de bandas protéi
cas, esto est! de acuerdo con algunos reportes que indican haber-
encontrado patrones eleétroforéticos similares entre especies de-
plantas taxonomicamente muy relacionadas, por ejemplo, Littleton-
(2) encontrd mayores similitudes entre los patrones electroforéti
cos en una dimensidn de las proteinas ribosomales de especies que
pertenecen a una misma familia, como chicharo y clavel y que las-
diferencias eran mis marcadas entre especies de diferentes fami--
lias, como chicharo y tabaco, Janda y Wittmann (21) encontraron -
que, las similitudes eran mayores entre los patrones de frijol, -
chicharo y tabaco,y menores entre ‘estas tres especies y germen de
trigo, ellos puede reflejar diferencias taxondmicas entre dicoti-
leddnes (frijol, chicharo y tabaco) y monocotiledoneas (trigo), -
Gualerzi y Cammarano (14) encontraron diferencias .entre especies-
que pertenecian a distintas subclases (taxonomicamente mas relacio
nadas), como lechuga y espinaca y que las diferencias fueron meno
pes entre distintos géneros (menos relacionadas), como betabel y-
espinaca. De los estudios de proteinas ribosomales en geles de -
poliacrilamida en dos dimensiones, tenemos los de Delaunay. et al.

(15) y Nagabhushan, et al. (30), en el primero de ellos encontra-



ron que los patrones protéicos de dos papilonaceas, frijol y len-
teja, no presentaban diferencias, pero si encontraron diferencia-
entre estas especies y una‘graminacea, el maiz, y en el segundo -
reporte encontraron que, en general, los patrones proteicos de --
haba, chicharo y espinaca eran muy parecidos entre si, también en
contraron similares los patrones de cebada y centeno, ademds esta
blecieron claramente que el niimero de proteinas ribosomales basi-
cas era diferente para cada especie, por ejemplo, encontraron que
la cebada presentaba 31 protéinas bésicas, el centeno 47, haba 54

chicharo 48 y espinaca Uu4S8.

Tomando en cuenta lo anterior, en la presente tesis no-
se puede concluir definitivamente que las mismas proteinas riboso
males bAsicas esten expresadas en las semillas de trigo, centeno-
y triticale, a pesar de las similitudes encontradas entre sus pa-
trones protéicos; para llegar a esclarecer, si se encuentran mayo
res similitudes o diferencias entre estas proteinas, se hace nece
sario su estudio en geles de poliacrilamida en dos dimensiones, -
debido a que, por medio de esta técnica es posible distinguir ca-
da protelna como una mancha separada, y se puede cuantificar el -
nGmero de proteinas presentes en cada una de las variedades de se
millas. Considero que de esta manera se observarian diferencias-
significativas y para ello me apoyo en el reporte de Nagabhushan,
et al. (30), en el cual como he mehcionado anteriormente, encon--
tparon diferencias en el nfmero de proteinas ribosomales basicas-

entre especies de plantas con distintos grados de haploidia. Un-



estudio de esta naturaleza aclararia, si en 1as semillas de trigo
y centeno se encuentran expresados los mismos genes para protei——
nas ribosomales, y al estudiar el, patroh protéico del anfiploide
triticale, se podria establecer si es que existe una pérdida o un.
aumento del material genético, que chifica para sus proteinas ri
bosomales. Sin olvidar que, también existe la posibilidad de que
las diferencias encontradas pudieran deberse a algin cambio en la

-
expresidon de los genes.
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