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RESUMEN

€l control traduccional es un mecanismo importante que regula la
expresion de genes en eucariontes (Hershey. 1991). Especificamente, en los
oocitos de Xenopus un gran conjunto de ARNmM's son acumulados, los cuales
pueden ser activamente traducidos o pueden ser enmascarados y traducidos
durante la maduracidon meidtica, fertilizacién o en las primeras etapas de la
embriogénesis (Richter, 1991}, Uno de los mecanismos que controlan ia
traduccién de ARNM's especificos en este sistema es la poliadenilacién
citoplasmica la cual consiste en un incremento de ia cola de poli{A}). La
poliadenilacién citopldsmica es regulada por una secuencia 3' no traducible
denominada secuencia de poliadenilacién citoplasmica {CPE) y por una sefal
de poliadenilacidn nuclear {AAUAAA). El CPE es una secuencia rica en
uridinas que esta localizada rio arriba de la secuencia de poliadenilacion
nuclear y ha sido descrita en varios organismos desde anfibios hasta
mamiferos (Sallés et. al., 1992).

En las primeras etapas de la germinacién en maiz la sintesis de proteinas
es soportada por ARNmM's almacenados los cuales son reclutados desde un
conjuto no traducible hasta polisomas en diferentes estados del desarrollo. El
estudio de |os diferentes sefiales que conducen la movilizacién de ARNmM's
amacenados puede ayudar al entendimeinto del control fraduccional en
plantas. El objetivo de este trabojo fue investigar si la poliadenilacion
citoplasmica controla la fraduccidn de ARNmM's especificos durante la
geminacién del maiz.

En nuestros resultados se observo la presencia de la poli{A) polimerasa
citopidsmica en extractos de ejes embrionarios de maiz secos y germinados.

v



RESUMEN

Dicha enzima fue capaz de poliadenilar tanto transcritos de maiz como de
los experimentos usamos 3'RACE,

. Xenopuys. Por ofra parte en uno de
amplificacion rapica del ADNc del extremo 3' se usd un cebador homadlogo al
CPE para amplificar el ADNc por el extremo 3" de ejes embrionarios de semilias

secas y germinadas. Los resuitados mostraron productos amplificados de

ADNc aislados de semillas germinadas en un rango de 100 a 300 nucleotidos,

sugiriendo que el CPE esta presente en ARNM's de semillas de maiz y puede,

probablemente, estar involucrado en la poliadenilacion citoplasmica de
También se aislo RNA de la fraoccidon polisémica y no

ARNM's especificos.
polisdmica de samillas de maiz germinadas, se franscribieron en forma reversa

con oligo d(T) en la presencia de @-32 PJAATP o @-32 P)dCTP. El andlisis de
autorradiografia con el ADNc marcado de la fraccién polisomal produjo una
mancha de productos, mientras que la no polisémica da un grupo compacto

de productos. Estos resultados demostraron un incremento en el tamafo de
los ARNm's durante su .movilizacién a polisomas.




INTRODUCCION

En los seres vivos, la sintesis de proteinas es una parte integral en la ruta
de la expresion del gen, la cual aporta contribuciones importantes en Ia
modulacién de la expresiSn de genes especificos. Dicha modulacion es
regulada por diferentes mecanismos que confrolan la ftraduccién de
diferentes clases de ARN mensajeros {ARNM's) o de vno en particular (Hershey,
1991). En el desarmolio temprano de muchos animales, cualquier cambio en el
patrén de la sintesis de proteinas se atribuye al caombio de la actividad
traduccional o estabilidad de un ARNmM en el huevo (Sheets gt. gl.. 1994). Se
ha reportado que la adicién de poli{A) al extrermo 3' de un ARNM, puede influir
en la estabitidad de este y en ia eficiencia de su traduccion {Hershey., 1991).
También se ha visto que la inhibicién de la traduccidon de algunos ARNmM's esta
confrolada por secuencias discretas encontradas en las regiones no
traducibles 3' y 5' y que la traduccién de otros ARNmM's es debida a la
poliadenilacién citopldsmica la cual es regulada por un elemento de
poliadenilacion citoplasmica {CPE) y por la secuencia AAUAAA (Richter, 1991).
En Xenopys /aevis se ha aislado la enziima poli(A) polimerasa citopldsmica que
presenta similitud con la poli{A) polimerasa nuclear de Xenopus (Fox et. gl..
1992). Ademds Hake y Richter (1994) encontraron que durante la maduracidén
de oocitos de Xenopwshay una proteina de unién al CPE, ia cual se fosforila a
un tiempo que commesponde con la induccion de la poliadenilacién.

En plontas no se ha descrito el mecanismo de poliadenilacidon
citoplasmica. Sin embargo las secuencias de poliadenilocidn nuclear han sido
descritas por Hunt (1994). La expresion de genes puede estar controlada
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INTRODUCCION

tfranscripcionalmente y post-transcripcionalmente (Gallie, 1993)}. En los ejes
embrionarios de maiz se pueden sintetizar, durante la imbibicion temprana,
proteinas codificadas por ARNm's aimacenados. Estos transcritos se sintetizan
durante el desarrollo de los embriones (Mohr and Schopfer. 1995jaunque se
ha reportado que algunos de ellos se sintetizan en los tejidos maternos (Bewley
and Black, 1994) y se encuenfran almacengdos como particulas
ribonucieoproteicas menajeras (moléculas de ARN asociadas con proteinas)
{Bewley and Black, 1994; Mohr and Schopfer, 1995). E! conocimiento sobre la
informacién genética contenida en estos mensajes almacenados es escaso.
Recientemente se ha identificado en ejes embrionarios de maiz algunos
mensajes que codifican para algunas proteinas ribosémicas {Beltran-Pena et.
Ql.. 1995). Estos ARNM's tienen una secuencia rica en pirimidinas en la regién
5 no traducida {5' UTR) y su reclutamiento a polisomas esta correlacionada
con un aumento en la fosforilacion de |a proteina ribosomal $Sé6 que se
encuentra ensamblada a la subunidad pequefa del ribosoma {Sanchez de
Jiménez et. al. 1996), como también se ha reportade en animales.
Igualmente se ha visto, que los mensajes almacenados se fraducen en forma
programada durante g etapa temprana de la germinacidon movilizdndose de
las particulas ribonucleoproteicas {fraccidn no polisdmica) a los polisomas
{fraccién polisémica que son moléculas de ARNm unidas a ribosomas)

En el presente trabajo investigamos los mecanismos de poliadenilacion

citopldsmica como un mecanismo importante para la regulacion de la
traduccién de algunos ARNm’s aimacenados en maiz durante la germinacidn.




ANTECEDENTES

El maiz eg mays L) es e cultivo mds importante de la cultura
americana, en México, es uno de los granos de mayor importancia y grandes
dreas de cultivo son dedicadas a su produccién. Actualmente el maiz se
produce en 134 paises dei mundo (81.7% de los 164 paises del mundo). EI
68.4% del! drea mundial {709 millones de hectdreaqs) es sembrada por trigo.
aroz. Maiz, sorgo. mijo. cebada., avena y centeno. De este 68.4% el 11.8% de!
area mundial (122 997 miles de hectareas) se cultiva con maiz. En el afio de
1983 en México fueron cosechadas el 68% de hectareas (8 408 miles de
hectareas) (Reyes. 1990). En consecuencia, la importancia fundamental de la
fisiologia de la germinacién, para la agricultura y la horticultura. es tan obvia
que necesita ser consolidada firmemente {Reyes. 1990).

E! desarrollo de una pequefia semilla de maiz da lugar a una planta de
2 a 3.5 m durante unas pocas semanas. Todas las plantas de maiz normales se
desarrollan y crecen de semejante manera; sin embargo el tamafio de la
planta. periodo de crecimiento y produccién potencial varian grandemente
dependiendo de los factores ambientales y la variedad utilizada.

Las estructuras importantes de la semilla del maiz consisten del
pericarpio (cubierta de ia semilla). endospermo y el embridn. El pericarpio es
una cubierta fina que protege al embrién y al endospermo encapsulados. El
endospermo esta constituido en su mayoria por almidén, el cual sirve como la
principal fuente de energia cuando gemina la semilla asi como para la
plantula pequefia. Sila semillo es plantada en un sueio humedo y cdalido, ésta




ANTECEDENTES

tipicamente germina y emerge en una o dos semanas. este tiempo varia
dependiendo de las caracteristicas del suelo (Reyes, 1990).

La primera estructura que rompe através de la cubierta de la semilla es
la radicula. seguida por el coledptilo y después la raiz seminal. El crecimiento
del coledptilo y la elongacién del mesocdtilo (primer internudo) causa la
emergencia de la planta de ia superficie del suelo. Cuando el coledptilo
alcanza la luz, las primeras hojas verdaderas emergen. El establecimiento de
una nueva pldntula se presenta después de una semana en sinergismo con el
desarrolic del sistema de nodos radicular y el emerger de las raices (Fig. 1). Los
nodos de las raoices en semanas posteriores. entonces, comienzan o
desarrollarse como un sistema radicular tomando el papel de absorcién de
nutrientes y agua. Estas raices y las hojas verdaderas se desarrollaran a partir
de su meristemo apical. con lo cual se tendrd una planta adulta (Watson and
Ramstad, 1987).

le— Primera hojo plumular

Coleoptilc — Raicer advenhcioe

. ‘
«——-Colearriza
Ratz primonig—— \

Raices lateral
secundatios

’, Maesocdtilo

FIGURA 1.- PlGntula joven de maiz.




ANTECEDENTES

Para tener una exitosa germiancion, las semillas deben presentar ciertas

caracteristicas como son una viabilidad alta, capacidad de germinacion alta
Y Que esta sea uniforme. Los eventos que ocurren durante el desarrollo y la
maduracidén de la semilla son también de gran importancia ya que durante
este periodo se almacenaon reservas {(Watson and Ramstad. 1987).

El maiz es un cereal y tiene mudltiples clasifcaciones pero su clasificacion

taxondmica es la siguiente (Reyes, 1990):

Reino vegetal
Divisién o phylum Tracheophyta
Sub-division Pterapsidae

Ciase Angiosperrma
Sub-clase Monocotileddneae
Orden Graminales

Familia Graminae

Tribu Maydeae

Género Zea

Especie mays

Roza existen mdas de 300 razas




ANTECEDENTES

SARACTERISTICAS GENERALES DE LA SEMILLA

Estructura de la Semilla

Las semillas de las angiospermas usuaimente presentin: (1} el embrion,
resultado de la fertilizacién de la célula huevo en el saco embrionario por uno
de los tubos polinicos del polen; (2) el endospermo, el cual surge de la fusién
de dos nicleos polares en el casco embrionario con el otro nicieo del tubo
del polen; (3) e perispermo. un desarrollo de ia nucela y (4) ia testa o cubierta
de ia semilla, formada de uno o ambos integumentos que rodean al dvulo. En
el caso de ia semilla de maiz, que pertenece a ia familia de las Gramineae,
incluye un embrién. endospermo. aleurona y pericarpio (Figura 2) (watson and
Raomstad. 1987).

[
2
4 3
8 4
)
b4
L]

FAGURA 2.- Anatomia de la semilla. 1 testa, 2 capa de céiulas de aleurona,
3 endospermo. 4 capa de células epiteliales. 5 coleomiza. 6 escutelo. 7
coledptilo, 8 plumula, 9 nudo cotiledonar. 10 radicula.

&



ANTECEDENTES

Embricon
El embrién esta conformado por el eje embrionario y en el caso del maiz

por solo un cofileddn. El eje comprende la raiz embriondria (radicula). et
hipocdtilo, en el cual los cotiledones estan fijos, y el apice del tallo con las

primeras hojas verdaderas {plimula). En rmonocotiieddéneas el Unico cotileddén
es mucho mas reducido y modificado para formar un escutelo, la vaina basal

del! cofileddn es elongada para formar un coledptilo convitiéndose en las
primeras hojas y en algunas especies como el maiz. el hipocdtio esta

modificado para formar un mesocdtilo (Watson and Ramstad, 1987).

Endospermo
Las semillas pueden ser endospérmicas © no endospérmicas en donde

el maiz es una semilla endospermica. El endospermo. que tiene una alta

capacidad de retencion del agua puede tener un papel dual, el de proveer
reservas para el embrién germinado y el de regular el balance de agua del

mbridn durante la germinacion {(Watson and Ramstad, 1987).

Cubierta de la semilia (testa)

La testa es de considerable importancia para la semilla ya que es una
barera protectora entre el embridon y el medio externo. El caracter protector
de la cubierta de ia semilla puede ser atribuido a la presencia de una cuticula
externa e intema. frecuentemente impregnada con ceras. grasas y und © mas
capas de cubiertas gruesas. Para el magiz la testa esta unida al pericarpio
formando una cariopside, la cual cubre al grano y proporciona proteccidon o

las partes interiores. El pericarpio y la testa se desarrollan a partir del tejido

materno {Watson and Ramstad, 1987).
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ANTECEDENTES

SERMINACION

La germinacion comienza con
{imbibicién) y termina cuando comienzo ia elongacidon del eje embrionario,
£sto incluye numerosos eventos fisicos, quimicos,
tanto anatdmica como

la toma de agua por ia semila

usualmente la radicuia.

bioquimicos y genéticos finamente

temporaimente, y de los cuales ninguno por si mismo es Onico para o
Desde el punto de vista biogquimico. se puede decir que o

regulados,

germinacion.
germinacion es ia reiniciacion de ia actividad metabdlica y el crecimiento por
parte de los tejidos que constituyen a la semilla; esto involucra rehidratacion,
la utiizacién de reservas y el desarrolio gradual de sistermas sintétficos que
transforman al embrién en una planta joven y la capacitan para asumir una

existencia autotréfica (Mohr, 1995).
la secuencia de eventos fisioldgicos y

Durante la germinacion,
biogquirmicos que parecen ser comun a un gron nimerce de semilias pueden

dividirse en:
a) Eventos tempranos: los cuales incluyen hidratacion. sintesis de ATP, sintesis

de proteinas, sintesis de ARN y reparacion de ADN. (Bewley and Black, 1994;

Biclwel, 1990: Doerner, 1994}
b) Eventos tardios o secundarios que incluyen exponsion celular. movilizacion
Cada evento representa un estado

de reservas y duplicacion del ADN.
potencial en e cual un sistema de control puede operar en la germinacion

{Doemer, 1994).
La sintesis de proteinas es un evento temprane en fo germinacién. Las
ARN polimerasos dependientos de ADN no son enzimas limitantes, ya que se
han encontrado en tgo. cebada y soya en cantidades suficientes para
catalizar la sintesis de ARNM tan pronto como se inicia ia germinacidn. Sin
embargo, el répido aumento en ig sintesis de proteinas que ocumre durante fas
primeras etapos de la germinacion es un evento independiente de 1a sintesis

8




ANTECEDENTES

oe novo de ARN mensajero. En varios semillas de cereales se han descrito la
existencia de mensgjeros almacenados e se sintetizan durante la

embriogénesis, pero no se expresan en ese periodo. Se ha sugerido que estos
mensajes almacenados se requieren en las etapas tempraonas de la
germinacién para una rapida reiniciacion de la actividad metabdlica (Bewley
and Black, 1994).

La transicién de las primeras etapas del desarrollo a la germinacion
necesita caombios fundamentales en el control de la expresidon del gen en el
interior de la semilla. En algunos estados la expresion de genes que codifican
para proteinas de reserva. y para enzimas involucradas en la sintesis de
rmaterial almacenado y otras actividades, tienen que ser apagados mientras
que genes que codifican para enzimas involucradas en la germinacion, la
iniciacion del crecimiento axial y la subsecuente movilizacidén de reservas son

activados (Bewley and Black, 1994).

Sintesis de proteinas en embriones durante la germinacion

La sintesis de proteinas ocumre durante el desarrollo de la semilla. pero
cesa durante la desecacion en los estadios finales de la maduracion.
Evidencia de esto es que no se encuentran polisomas en semillas secas. En
consecuencia cabe preguntarse: Si algunos o todos los componentes
involucrados en la sintesis durante el desamollo de la semilla son destruidos
como consecuencia de la desecacion o si estos son conservados en la semilla
seca y entonces son reutiizandos en una subsecuente rehidratacidn {(Bewley
and Biack, 1994).

Ha sido aceptado que los ribosomas activos y los ARNt's estan presentes
en las semillas secas. En embriones de trigo y embriones de diferentes semillas
tales como cebada, soya y maiz se ha observado la presencia de ARNmM's
amacenados en el embridn seco que sustentaran la sintesis temprana de
proteinas. Estos ARNmM's estan en forma protegida en la semilla seca, quizd en
el nicleo o en el citoplasma asociado con proteinas como particutas

b4



ANTECEDENTES

ribonucleoproteicas {RNPM). Los transcritos no protegidos son

presumibiemente hidrolizados durante la maduracidn tardia o la germinacidon
temprana {(Bewley and Black, 1994}.

En ejes de chicharo, por ejempio, los cambios del estado del ARNm con
el tiempo son reflejados por un cambio cualitativo en los tipos de proteinas
que comienzan a sintetizarse. Aqui, los productos de traduccion /i vifro de
ARNM's extraidos a partir de ejes secos de chicharo y de ejes embebidos son
poco similares cuantitativa y cualitativamente. A tiempos mads largos, bajo la
completa germinacion a 16 horas, los tipos de proteinas determinadas por
mensajes extraidos son considerablemente diferentes de aquellas de tiempos
tempranos. Muchos de ios mensajes presentes en ejes secos son remplazados
a medida que ia germinacidn prosigue. Varios estudios han mostrado ahora
que embriones de trigo vy de ofras especies también exhiben cambios
cualitativos en su ARNm a unas pocas horas de iniciar la imbibicion [Bewiey

and Black, 1994).

En el embridn seco existen probablemente dos clases de ARNM

almacenados presentes:

a) ARNMm's residuales, que son ARNM's producidos durante el desarrolio de la
semilla ¥ no son destruidos durante la desecacion y la maduracidn tardia.
Estos no son esenciales para la germinacion y pueden ser degradados
rapidamente después de la imbibicion. Los mensajes de proteinas

riboséGmicas tempranas en trigo pueden caer dentro de esta categoria.

Otro ejemplo es la proteina Em en trigo la cual pertenece al grupo de

proteinas LEA (Late Embryogenesis Abundant) que son codificadas por los

genes /ea. Estas proteinas aparecen durante la desecacion de las semillas

y presentan una importancia funcional con respecto a la proteccion de los

tejidos de la semilla.

Los ARNM almacenados que se acumuian durante el desamollo, y estan

disponibles inmediatamente a la hidratacién y por lo que pueden ser

rapidamente traducidos a proteinas siendo éstos una parte integral de la

b

-~
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e germinacion. Aunque la identificacién de éstos ha sido lenta.
recientemente BeltrGn-Pefa et, ql, reportaron que entre los transcritos
almacenados se encuentran ARNm de protdnas ribosdmicas. Bewley y
Black (1994) han sugerido que [os mensajes almacenados pueden ser
subcategorizados en ftranscritos para (a) enzimas esenciales para
metabolismo intermediario v {b) proteinas esenciales para la terminacién
exitosa del proceso de germinacidn per se. culminando en la elongacion

i
i
1
1
i
H
1

de la radicula.

€l estudio de los diferentes mecanismos de control traduccional que

estan implicados en el reciutamiento de ARNm's almacenados a polisomas en

la etapa temprana de germinacion llevara a entender el control traduccional

' que ocurre en toda la planta. Se ha descrito en algunos casos que la

. fosforilacion de Ia proteina ribosomal 56 de la subunidad pequefna esta

involucrada en el proceso de iniciacion de la traduccion de algunos

! transcritos aimacenados (por ejemplo, transcritos de las proteinas ribosémicas)

. (Beltran-Peiia et. al. 1995). Sin embargo los mecanismos de control
traduccional de otros transcritos almacenados no se conocen.

Para entender los mecanismos regulatorios a nivel traduccional es importante

mencionar las fases de la sintesis de proteinas.
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SINTESIS DE PROTEINAS

La traduccion de! ARNM en proteinas es unos de los Uitimos pasos en la

ruta de ia expresidn del gen. La sintesis de proteinas no solo suple nuevas

proteinas funcionales sino también reempiaza aquellas que fueron sujetas a

degradacién (Voorma et. Ql. 1994). Para que un ARNmM sea traducido, tiene

que ser ensamblado el complejo ribosomico, un proceso Que requiere un gran
nomero de factores de iniciacidon eucaridticos (elF). factores de elongacién
eucaridticos (FEe), ATP, GTP y aminoacil-ARNt. producidos por una accién
concertada de sintetasas., ARNt y ATP (Lenhingeret. ql.. 1993). Requiere

ademas de la activacién de amino acidos la cual se da en el citosol donde

cada uno de ios 20 amino acidos se une covalentemente a un ARNt a

expensas de la energia dei ATP, en una reaccién catalizada por la aminoacil-

tRNA sintasa y con Mgf* como cofactor. Por Ultimo. la terminacion donde la

cadena polipeptidica esta completa y el coddn de terminacién en el ARNm
La sintesis de proteinas es un proceso que

da la sefial para liberar la proteina.
Lta

es regulado en varios pasos por eventos de fosforilacion y defosforilacion.
traduccidn de ARNmM entonces puede ser dividida en tres fases separadas:
iniciacion, la cual implica el reconocimiento del codén AUG por el complejo
de preiniciacién 43S (Voorma, 1994}, e/ongacion. durante la cual el marco de
lectura abierto (secuencia que contiene uno serie de tripletes que codifican
para aminodcidos sin cualquier tipo de codon de terminacién, la secuencia es
traducida a proteina) es traducido en proteina por la migracién de! ribosoma
la remrminacion donde el reconocimiento del coddén de

80s y finalmente
Oitimo ribosoma. resuita en la

termino por un factor de liberacién en el
liberacién del polipéptido completo [Voorma et. gl., 1994).
El paso limitante de la traduccién generalmente ocurre durante ia fase

de iniciacidn y ha sido esta fase la mds estudiada. Para algunos genes se ha

propuesto que su expresion estd controlada en esta fase. Sin embargo, se ha
sugerido que durante la inicio de lag germinacidén pudieran existir mecanismos

12.
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de control traduccional semejantes a los que ocurren durante los primeras
efapas de o embriogénesis en animales, tales como anfibios y murinos [(Gallie,

1993).

Control traduccional durante el desarrollo temprano
es regulada

La expresidn génica en mudchas células eucariotes
Sin emborgo. en algunos

no hay

predominantemente a nivel de la transcripcion.
de animales,

estados del desarollo temprano en embriones
transcripcidon nuciear y la transferencia de ja informacion de un gen a proteina
es controlada por los niveles de la traduccion de ARNmM's maternos (Richter,

1991).

Se ha observado gue en el citopiasma de oocitos de Xenogus algunos
ARNM matemos se acumulian y que cierfos mensajes son traducidos durante la
maduracion de! oocito, fertilizacidn o embriogénesis temprana de varios
invertebrados, anfibios (Xeaopys ) vy murinos (Wormington, 1993}, En estos
casos o roduccidn es controlada predominantemente por la poliodenilacién
citopldsmica, del extremo 3" de los transcritos. (Bilger et. al.. 1994: Li and Hunt,

1998; Jackson and Standart, 1 990).

Poliadenilacion Citoplasmica
El desarrolio temprane en animoles esta programado en gran parte por
ARNM's maternos que son sintetizados y almacenados en el citoplasma de
cocitos en crecimiento. Estos ARNmM's no son traducidos inmediatamente
después de la franscripcidn sino que son expresados secuenciaimente en
estados precisos del desanolio y. en agigunos casos, en [ugores precisos
durante ia rmaduracién del cocito o del embridén en etapas tempranas de ia
embriogénesis (Wahle oand Keller, 1992}, una forma prevalente de Ja
regulacién traduccional de ARNmM's maternos es la elongacidn citoplasmica
la cual ocurre en varios invertebrados marinos. momiferos, en

de poli(A),

13



ANTECEDENTES

insectos (Drosophila rmelanogaster) (Salles et. gl.. 1994} y anfibios Nenoous
[faevis) (Fox et. gl.. 1989). La poliadenilacion citopldsmica activa transcritos con

una cola corta de poli{A) (15 a 90 residuos) al aumentaria a 200 residuos y ser

subsecuentemente reciutados a polisomas. La adicion de la cola de poli{A)

en el citoplasma requieren de sefiales discretas en la regidn 3' no traducible

(3'UTR) {Hake and Richter. 1994). Una de ellas es la secuencia (AAUAAA)

consenso por su papel en el corte y poliadenilacion nuclear de ARNM
heteronucleares, y una secuencia rica en U denominada elemento de
poliadenilacidn citopldsmica (CPE) presentes en transcritos de Xenopus (Fox
at. gl.. 1989) y el elemento control de adenilacién en ratén (ACE) (Huarte et.

Ql.. 1992). Esta secuencia generalmente se encuentra a una distancia de
50-100 nucledtidos rio arriba del hexanucledtido AAUAAA (Feng et. gi.. 1990).

Aunque los CPEs tienen la estructura general de UUUUUAAU, estos pueden

variar considerablemente de este motivo, Y esto puede influir en el tiempo

exacto o grado de poliadenilacién. La secuencia del CPE/ACE y su posicién

relativa a AAUAAA tiene control sobre la regulacion y la extensién de la

poliadenilacion (Wormington., 1993). Aunque el descubrimiento de los

elementos cis, es decir elementos que se encuentran en la secuencia del ADN,

que regulan la poliadenilaciéon citoplasmica fue relativamente sencillo. el
astudio y andilisis de las proteinas que controlan este proceso, ha sido mas

tento. Generalmente, dos lineas a investigar han sido tomodas. Una ha sido la

identificaciéon de factores involucrados en la poliadenilacién nuclear que
también contribuye a la poliadenilacién citopiasmica. Y la segunda linea ha
sido el identificar los factores que interactuan con el elemento especifico para
la poliadenilacion citoplasmica (CPE). Hake y Richter (1994} han mostrado que
hay al menos una proteina (58-62 KDa} que interactua con el CPE. La
secuencia de esta proteing, tienen dos motivos de reconocimiento al RNA y
ha sido denominada proteina de unidn al elemento de poliadenilacion
citoplasmica {CPEB, citoplasmic poligdenilation element-binding protein). El
mensaje de |la CEPB y los niveles de proteinas son regulados en el desarrollo,

prevalecen en oocitos. decilinan precipitadamente en huevo y no son

14
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detectados en ia gastrulacion. También mostraron que a
inmunoelimminacidén de esta proteina en extractos de huevos resulta en la
perdida compieta de actividad de la poliadenilacién citopliasmica. Al

suplementar los extractos eliminados con CPEB sintetizado en un lisado parcial
de reticulocito se observé que se restableciéd la actividad. demostrando que
esta proteina es un componente esencial del aparato de la poliadenilacidn

citopldsmica (Hake and Richter, 1994},

QulEuYQ

En base a estos estudios nos hemos hecho la pregunta de si en
transcritos de maiz existe una secuencia consenso ({CPE} que posiblemente en
conjunto con el motivo AAUAAA regulen la poliadenilacion del ARNmM

movilizado a la fraccidén polisdmica.




MATERIALES Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO

Ejes Embrionarios de maiz

Los ejes embrionarios se dotuvieron a partir de semillas secas de maiz
{dea mays L) variedad Chalquedo. La obtencidn de estos ejes se realizd
manualmente, cortando con una navaja y sacando el embridon con un poco
de endospermo. La mayor parte del endospermo se elimind, de tal forma que
solo se obtuviera el eje embrionario y teniendo el cuidado de no romperio.

Oocitos de Xenopus

Para los ensayos de poliadenilacion se utilizaron oocitos deXenopus
maejandolos como se describen en Sallés (1992).

Desinfestacion

Los ejes embrionarios se lavaron con etanol al 70% durante 5 minutos,
agitando suavemente y enjuagando dos veces con agua esterilizada. Los
ejes fueron lavados con hipoclorito de sodio al 0.1% por 5 minutas agitando y
por Ultimo fueron enjuagados fres veces con agua desionizada estérl para
eliminar el exceso de hipoclorito.
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Para cada experimento se incluyd un lote (0.5 g peso seco) de los éjes
embebidos en a-amanitina (20 ung por ml) por una hora en obscuridad
Laa-amanitina es un octapéptido biciclico
las ARN polimerasas
sensible. Este

después de la desinfestacidn.
derivado de Amaonita sp. que inhibe dferencialmente
eucaridticas siendo la ARN polimerasa Il especialmente
tratamiento nos permitié inhibir Ia transcripcién de un 85 a 95 % (Beltran-Pefa

et. gl. 1995), por lo que la sintesis gde rnovo de ARNmMm es minima,

garantizandonos que los transcritos estudiados son los almacenados durante

la embriogénesis.

iIncubacién

Bajo condiciones de esterilidad se sembraron e
embrionarios en frascos tipo “Gerber” en medio Murashige-Skoog (Murashige
and Sook, 1962) en obscuridad a 30°C. &l tiempo de incubacion fue de 6, 12,

incubaron los ejes

24 y 30 horas.

Preparacidn de Extractos y Ensayo de Poliadenilacidn

500 mg de ejes embrionarios de maiz a diferentes horas de germinacidn
{0. 12 y 24 horas) fueron molidos en un mortero con nitrdgeno liquido, el polvo
fue homogeneizado con 200ul de amortiguador de extraccion (HEPES 40 mM
pH 7.6, acetato de sodio 100 mM, MgCi 1| mM, CaCk 2 mM y DTT 4 mm}. El
extracto fue clarificado a 23 000 xg a 4°C por 15 minutos y el sobrenadante fue
recentrifugado y pasado a través de una columna de Sephadex G-25
equilibrado con HEPES 40 mM a pH de 7.6, acetato de potasio 100 mm,
acetato de magnesio 5 mM y DTT 4 mM a 4°C. El afluente fue colectado en un

tubo estéril. El volumen colectado fue agproximadamente igual al volumen

cargado en [a columna.
El ensayo de poliadenilacién con extractos de maiz fue hecho en un
volumen de reaccidn de 20 pl que contenia 10 ug de ARNroraL {oocitos o ejes
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embrionarios de maiz a diferentes horas de germinacion). 8ulL de extracto de
maiz, KAc 100 mM, acetato de magnesio 0.5 mM, espermina 80uM, DTT 2 mM,
suplementando con una mez2cla de aminodcidos (de cada aminodcido
40 M, ATP T mM, GTP 60 uM, fosfato de creatina 10 mM vy fosfoquinasa de
creatina 100 pug/mL) y [a-32P] ATP 10 uCi (3000 Ci/mmol).
incubada a 25C por 920 minutos. El

La mezcla fue
ARN fue extraido fenolicamente,

precipitado con etanol y resvelto por electroforesis como se describe en

precipitacion y extraccion de ARN (Schuler and Zielinski, 1988).

Aislamiento de Poliribosomas

Toda la metodologia se hizo a 4°C. 500 mg de ejes embrionarios de
maiz se molieron en nitrdgeno liquido hasta obtener un polvo Muy fino, casi
como talco. Este poivo se resuspendid en 3 mL de amortiguador de extraccion
(PTE 2%. Heparina {182.1 unidades/mg] 0.005 mg/mL, Mercaptoetanol 100 mM,
Tris-HClI 200 mM pH 2, KCI 200 mM, MgCl, 35 mM,
20 mM).

EGTA 25 mM y Sacarosa
El tejido grueso del homogeneizado fue desechado cuando se hizo
pasar éste por una jeringa empacada con fibra de vidrio. El extracto se
incubd por 15 minutos en hielo y se centrifugd posteriormente por 15 minutos a
12 000 xg. El sobrenadante se colocd sobre un colchdn de sacarosa (sacarosa
1.5 M, Tris-Cl 40 mm, KCi1 20 mM, MgCl 10 mM, Heparina [182.1 unidades/mg]

0.005 mg/mtL} y se centrifugd a 20 000 xg por 3: horas. La pastilla obtenida

{fraccidn polisémica) se separd del sobrenadante que es la fraccidn no
polisomica (Schuler and Zielinski, 1988).
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Extraccidon de ARNora. de las Fracciones Polisdmica y no

Polisémica.
Las fraccines polisémica y la no polisdmica se trataron por separado.

La fraccion polisémica se resuspendid en 500 ul de agua tratada con Dietil
pirocarbonato {DEPC) (Ausbel. 1992) vy los tubos con los que se trabajo fueron
tratados con 5DS (dodecil suifato de sodio) 1% y EDTA (Etilen dinitrilotetracetato
disddico) 20 mM. Para la extraccion del ARNioraL se adiciond un volumen igual
de fenol:cloroformo-alcohol isoamilico 24:24:1 {vol/vol/vol), se agitd
vigorosamente con vortex y se centrifugd a 16 000 xg a 4°C durante 10 minutos
para separar la fase acuosa de la organica. La fase acuosa se transfirid a un
tubo. al cual se le adiciond un volumen igual de cloroformo-alcohol isoamilico
24:1 para eliminar trazas de fenol volviéndose a centrifugar a la misma
velocidad. La fase acuosa obtenida se transfirid a otro tubo limpio y el ARN se
precipito como se menciona en el siguiente apartado. De la fraccién no
p-olisémicc: {~ 3 mL). se eliminaron proteinas y lipidos de la misma forma como

se describid anteriormente.

Precipitacion de Acidos Nucleicos

A la fase acuosa de las fracciones polisémica y no polisdmica se le
adiciond 0.1 volimenes de acetato de sodio 3 M pH 5.2 y dos volimenes de
etanol frio al 100% mezclandolo bien con vortex e incubdndolo toda la noche
Q -20°C. Posteriormente. se centrifugd a 12 000 xg por 15 minutos a 4°C. La
pastila obtenida se lavd con etanol al 70% para eliminar las sales. El etanol se
decanté y el restante se evapord poniendo el tubo ependorff cerca de la
flama del mechero por 45 segundos. La pastilla se disolvié en 25 uL de agua
tratada con DEPC.

La concentracion de ARN joa de ambas fracciones se determiné
midiendo su absorbancia en un espectrofotémetro Beckman DU 650 a 260nm,
utilizando la siguiente férmula: Para calcular la concentracién en ug/miL se
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multiplica el factor de dilucion x Ao x 44.19. Un valor de Az de 1.0 equivole
aproximadamente a 44 ug/mL de ARN (Sambrook et. gl.. 1989}. Sin embargo
para determinar que las muestiras estuviesen libres de proteinas se midid la
absorbancia a 280 nm. a razén de 260/280 debe ser mayor o igual a 1.8 para
asegurar que del ARNora. se@ han eliminado la mayoria de las proteinas.
Nuestras muestras nos daban consistentermente valores de 1.8 o mayores.

LOos muestras de ambas fracciones se corrieron en un gel de agarosa al
1% pora asegurarse de que el ARNroaL No estuviera degradado. montado en
una camara de electroforesis horizontal HE 33 Minnie the Gel-Cycle with HE 47-
10 Gel Casting Kit de Hoefer Scientific Instruments. Las muestras se cargaron
con 5 ul de amortiguador de carga 10 X {0.25 % de Azul de bromofenol, 0.25 %
de Xileno Cianol y Glicerol al 30%). mdas bromuro de etidio (0.5 ng/ mL). El gel
se corrié en frio con amortiguador TAE al 1X (Tris-acetatos 40 mM y EDTA 1 mM)
< 100 V por una hora, figura 3,

(

1 2 3 4 5 6 7

FIGURA 3, Acidos ribonucleicos. Fraccidn no polisémica de ejes
embrionarios de maiz germinados 50 horas {carriles 1 y 2) y 24 horas (carmil 3)
asi como sus fracciones polisémicas ({50 horas, carriles 5 y 7: 24 horas, camriles
4y6).
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Aislamiento de ARNroraL

Aislamiento por el método de TRIzol (para 500 mg de tejido). Se

siguieron las especificaciones del fabricante GIBCO (BRL). que se describen a

continuacion:

Toda ia metodologia se hizo con material y soluciones libres de
ARNdasas. Se molid 500 mg de ejes embrionarios de maiz con nitrégeno liquido,
después se homogeneizd con 5§ mL del reactivo de TRIzol. El homogenizado se
incubd en tubos eppendorf durante § minutos a temperatura ambiente y

posteriormente se le adiciond 1 mL de cloroformo-alcohol isoamilico 49:1. Los
la mano durante 15

tubos se taparon. se agitaron vigorosamente con
La

segundos y se incubaron por 3 minutos a temperatura ambiente.
separacion de fases se obtuvo centrifugande a 12 000 xg por 15 minutos a 4°C.
La fase acuosa se pasd a un tubo limpio para precipitar el ARNroa.. Se mezcld
la fase acuosa con 2.5 mlL de isopropanol incubdndola a temperatura
ambiente 10 minutos para después centrifugaro a 12 000 xg 10 minutos a 4°C.
De este paso se obtuvo una pastilla Ia cual se lavd con etanol al 75% (1 ML de
etanol por mL de reactivo TRIzol usado en un principio) centrifugando a 12 000
xg por 5 minutos a 4°C. La pastilla que se obtuvo fue resuspendida en 300 ut

de agua DEPC. Para asegurar que estas muestras no estuvieran degradadas
se comd un minigel como se describe en la seccidn de precipitacion de

acidos nucieicos.

Gel de Agarosa para Transferencia de ARN

La cantidad de muestra que fueron cargadas en este gel varié de 10 a
30 ug de ARNiciaL.. La solucion del gel de agarosa fue preparada disolviendo
1.5 gramos de agarosa en 84.6 mlL de agua tratada con DEPC, después se
calentd a 55°C, 10 mL de amortiguador MOPS 1X y 5.4 mL de formaldehido
{12.3 M) fueron adicionados y mezclados perfectamente. La concentracion

final de agarosa fue de 1.5% y la del formaldehido de 0.66 M.
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[

El gel se monto en un aparato de electroforesis horizontal modeio
Horizon 20.25, y se comid durante 18 horas a 17 V en amortiguador MOPS 1X
(amortiguador MOPS 10X: MOPS 200 mM pH 7.0, acetato de Sodio 100 mM,
Na2EDTA 20 mM). Se transfind y se hibridizd, como se describe a continuacion.

§
h
1

Transferencia

La transferencia es un método para inmovilizar dcidos nucleicos a una
membrana de nylon. Esta transferencia se muestra en la figura 4.

La transferencia se llevo a cabo por 18 horas.

PRECAUCIONES. Para la elaboracion de esta transferencia se tomaron las
siguientes precauciones con la finalidad de evitar una mala transferencia:

1. Evitar que ios componentes 7. 8 y 9 de la figura tengan contacto alguno
con la solucién citrato de sodio salino (SSC) 20X (NaC! 3 M, citrato de sodio
0.3 M y ajustar et pH a 7.0).

2. No dejar burbuja alguna entre los componentes 7 y 8.

3. La contidad de la solucidn utilizada debe ser la suficiente para la
transferencia.

Posteriormente se saco la membrana de nylon {Hybond N*) y se colocd
en un papel filtro. El ARNroraL transferido a la membrana fue fijado con luz UV
en un aparato UVC 500 Ultraviolet Crosslinker HSI durante dos minutos. La
membrana se guardd humeda entre dos papeles fitro y envueita en papel
aluminio a 4°C para su uso posterior.
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FIGURA 4. Dispositivo de transferencia.l. Caja petri boca abajo.2. Solucién
de SSC 20X. 200 mL. 3. Recipiente, 4. Banda de papel whatman 3MM con
el ancho del gel y un largo de tal manera qQue toque el fondo del
recipisnte. 5. vidvio de 20 cm por 20 cm, 6. Objeto que le de peso al
dispositivao  (S00 g). 7. Recubrimiento poara evitar que se evapore Ia
solucién, 8. Vidrio 20 cm por 20 cm, 9. Papel perddico con las
dimensiones del gel. La altura que debe alcanzar el papet periddico debe
ser x 15 cm. 10. Tres papeles Whatman 3MM con las dimensiones del gel,
1. Membrana Hybond N * con las dimensiones del gel. 12. Gel 13. Tres
papeles Whatman del nimero 3 MM con las dirmensiones del gel.

Marcaje de la sonda de Ciclinas

Se llevéd a cabo de acuerdo a las especificaciones del fabricante
{Random Primer Extension Labeling Systerm, NEP-103. Biotechnology Systerms
NEN® Research Products, DUPONT). Aproximadamente 50 ng del ADNc de
ciclinas tipo 81 [Sheefts et. gl.. 1994) se puso en bafio de agua a ebullicién

durante 5 minutos para desnaturalizario, y después se pasd a hielo. Se le
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adiciond 6 ul. de Amortiguador Random Primer Extension 5x, éul de la mezcia
de desoxinucleotidos Trifosfatos, Tul del fragmento Kienow (Large Fragment
DNA Polymerase I} v 2 ul de dCTP marcado &-32P con una actividad
especifica de 6000 Ci/mmol). se mezcld bien y se llevd a un volumen de 30ul
con agua. Posteriormente se incubd durante una hora a 37°C y ia sonda se
iavé pasandola a través de una jeringa con fibra de vidrio (empacadas con
Sephadex G 40-50) para eliminar el dCTP no incorporado (Feinberg and
Vvogelistein, 1984). Del liquido obtenidose tomd un microlitro y se determind ia
actividad incorporada en cuentas por minuto en un contador de centelleo. Si
el valor en cpm resultaban mayores a 80 000 se procedia a lavar la sonda,
nuevamente pasandola por una nueva columna empacada con Sephadex.

La sonda fue desnaturalizada por fres minutos en agua hirviendo la cual
fue vertida en los tubos que contenian las membranas con amortiguador {ver
mds adelante) de hibridacidn evitando tocar las paredes del tubo.

Oligo d(T)i2-18 Marcado en el extremo 5°

50 ng del oligonucledtido fueron incubados en la presencia defy-
R2ZPJATP 30 uCi {3000 Ci/mmol), 10 unidades de polinuciedtido cinasa de T4 en
amortiguador de intercambio 1x (Tris-HCI 50 mM pH 7.5, MgGI 10 mM, DTT 5
mM y spermina 0.1 mM) por 40 minutos a 37°C.

Prehibridacion

tas membranas se metieron a tubos de hibridacién, a los cuales se les
adiciondé 3 mL de amortiguador de hibridacién {albuming 1%, SDS 7 % y
amortiguador de fosfatos 0.5 M pH 7.4, EDTA 1 mM, BSA 1% p/v]. Los tubos se
dejaron durante dos horas como minimo en un homo de hibridaciéon Robbins
Scientific modelo 400 a una temperatura entre 60y 62°C.
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Hibridacidn y Lavado
Para la hibridacion se le agregd la sonda desnaturalizada a logubos
Posteriormente las

dejandolos en el horno por 18 horas entre 60-42°C.

membranas se lavaron dos veces en una mezcia de SDS 0.1% y SSC 2X. en
agitacién durante 15 minutos o temperatura ambiente. Si la radiactividad de
la membrana no bajaba a 300 y 400 cpm. detectados en un contador Geiger,

los lavados se continuaban a una mayor astringencia (SSC 0.1X, SDS 0.1%).

Auvutorradiografias

Las membranas se colocaron en un soporte sdlido cubiertos con
egapack para que se mantuvieran hUmedas y se expusieron en un cassette
con una pelicula kodak X-OMAT XO a -70°C durante 3-4 dias. Sila marca de la
sonda o de las membranas era baja se exponian por un mayor tiempo.

Reveiado

Las peliculas se revelaron de la siguiente manera.
estaba en refrigeracidén se procedia a quitar el hielo y secar perfectamente
todo residuoc de agua. después en el cuarto abscuro se procedio a abrir el

cassette sacar ia pelicula y meteria en una charola con el liquido de revelado
ia intensidad de

Como el cassette

durante aproximadamente 3 minufos dependiendo de
marca; después, se transfirid la pelicula g otra charola con dcido acético al
15% solo por unos segundos y por Oltimo se sumergd perfectamente en el
fijodor durante 4 minutos. para posteriormente lavaria al chorro de agua de la

llave y colgaria para que ftoda ef agua se escurriera de la petlicula.
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Se utilizé una sonda de ciclina de soya S;34 clonada en el pldGsmido
Bluescript SK{-) (la designacién SK indica que el polilinker esta orientado, tal
que Ila franscripcion de iac Z procede en direccién de Sacl a Kpn | y el signo (-}
indica la hebra que es Ila inferiror). Este inserto fue cortado de la regidén de
clonado muiltiple con la enzima Nor-/ y se siguid la siguiente técnica para la
digestion del plasmido: Para 3ug de pldsmido se utilizd 1 ul de enzima de
restriccidn {5 U/ ul), 2.5 ul de amortiguador de reaccién 10X y lo restante de
agua DEPC para obtener un total de 25 ul. La reaccidn fue incubada en un

heat Block g 37°C por una hora.
Una alicuota de la digestién fue analizada en un gel de agarosa al 1%
como se describe en la seccidén de Precipitacién de Acidos Nucleicos con la
diferencia de que en esta parte se usd amortiguador de carga para AND
{Ausbel et. al., 1992} y un marcador que fue ADN del fago A cortado con la

enzima Hind /.
El inserta de ADNc fue cortado del gel {1.596 Kb) para posteriormente

limpiario como se describe a continuacidén,

Purificacion de la sonda (Geneclean)
Se reqlizd bajo Ias instrucciones de! fabricante Bio 101 Inc. Los pedazos
de agarosa fueron pesados y se les anadid 4.5 volimenes de yoduro de sodio

con respecto a su peso. poniéndolos en un heat block a 50°C durante 5
minutos mezclando a intervalos de 2 minutos. Una vez pasado el tiempo se le
adiciond 5 uL de una suspensién de matriz de silice, incubdndolos en hielo por
10 minutos y centrifugdandolos por § segundos a 672 xg. La matriz de silice se
une al ADN por io que este se encuenira en la pastila que se lavd tres veces

con sclucién New Wash (del fabricante Bio 101 Inc.); la pastilla se resuspendid
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en 250 ul de solucidn NW y se centrifugd S segundos a 8000 xg. En el uiltimo
lavado se elimind todo la solucidon NW y se resuspendid la pastilla en 151 de

agua DEPC para separar el ADN de lag matriz. El tubo se incubd a 50°C
durante dos minutos para después centrifugario a 8000 xg durante 30
segundos. El scbrenadante obtenido se pasé a un ftubo limpio ya que
contenia al inserto. Se repitid el lavado de ila mate de silice pero ahora con

10 uL de agua DEPC. Para calcular ia concentracién del inserto una alicuota
éste se cargo en un gel de agarosa al 1%. se corid la electroforesis y se
observaron ias bandas tefidas con bromuro de eftidio bajo el transiluminador

de luz Uv.
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AMPLIFICACION POR RT PCR

Mediante lo reaccion catalizada por la enzima traonscriptasa reversa se
puede obtener ADNc a parlir de ARN o de la fraccidn polisémica y no
polisdmica de ejes embrionarios secos utilizando oligo d(T) 16 como cebador.

Obtencién del ADNc

1 ug de ARN rora. @n DEPC (contidad calculada para completar 20 ul
de la reaccidn total) se incubaron o una temperatura de 50°C por una hora
para romper estructuras secundarias. Posteriorrmente
Oligo d(T) 1+ ¥ la siguiente mezcia

se agregd 2.5 uM de

Mezcia Base:

Componente Volumen | Concentracion Final

solucién de MgCl 2 25 mM 4 pL 5 MM
amortiguador PCR 1| 10 X 2 uL 1.0X

aGTP 2 pL 1T mM

dATP 2 ub 1 mM

drre 2 uL 1 mm

dacrTe 2 uL 1 mm
Inhibidor de ARNasa 1 uL 1 U/l
Reverso Transcriptasa del  virus de 1 aL 2.5 U/ ut
leucemia Murina (MuLV)

Se adiciond agua fratada con DEPC para obtener un volumen totat de 20 ut.

La mezcla total se incubd a 42°C por una hora y se guardd a -20°C para su uso
posterior.
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Amplificacion del ADNc

Una vez obtenido el ADNc, se ampiificd la secuencia buscada
utilizando un cebador que define al Elemento de Poliadenilacién Citopldsmica
{CPE: 5°-TA TGGTA CCACTCGAG ATTATG ATT TTAAT-3') 1.25uM, y oligo d(T) 1
{2.5 uM). mediante la reaccidén en cadena de polimerasa (PCR).

Para cada una de las muestras se adiciond lo siguiente:

Componente Concentracién Volumen
ADNc de la reaccion anterior 10 pL
amortiguador PCR 10X 1x 5 uL
AmpliTag ADN polimerasa 2.5U/100 ul 1.5 U/rx
MgCl120.025 M 2 mM 2 pL

agua la cantidad necesaria para obtener una cantidad total de 40 ub. A

cada tubo se le adiciond una pequefia gota de aceite mineral para evitar
evaporacion.

Se uso un termociciador (DNA Thermal Cycler 480, Perkin Elmer) con fas
siguientes instrucciones para la reaccién:

e Desnaturalizacidén a 94°C por 5 minutos. un ciclo.
® Alineamiento a 48°C por 5 minutos. un ciclo.
e Extensidén a 72°C por 40 minutos, un ciclo.

e Posteriormente 35 ciclos que consistieron en: 94°C por un minuto, 52°C por
un minuto, 72°C por un minuto treinta segundos, y finaimente un ciclo de
extensidn 72°C por 10 minutos.

En ia figura S se muestra esquematicamente ésta metodologia.
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D e g V V.V V V VY

~ R =] oractin e
(T = 42°C)

FIGURA 5. Obtencidon de ADNc y ampilificacion

Los productos amplificados fueron separados en un ge! de agarosa
2.5% NuSieve GTG con amortiguador TBE 1X (TBE Ix = Tris-HCI 89mM, EDTA 89
mM) en una cAdmara de electroforesis horizontal. Esta agarosa permite una
mejor resolucion vy al 2.5 % se resuelven tamarios de 0.2 a 1 Kb.

Gel de Poliacrilamida Desnaturatizante
Para preparar 80 mlL al 4% de poliacriiamida-urea 6 M. se combinaron

38.4 g de urea. 34.2 mL de agua desionizada y 8.0 mL de amortiguador TBE

10x. La urea se disolvid calentando en un horno de microondas. Una vez que

se enfrid esta solucidon a temperatura ambiente se adiciond 8 mL de solucidn
19:1) mezcladndose bien. Para

de acrilamida al 40% (acrilamida:bisacriiamida
10%

la polimerizacién se adiciond 480 pl de Persulfato de amonio (APS)
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peso/val. y 80 uL de TEMED (Stoeckle and Guan, 1993). Se montd el gel en
una cdmara de electroforesis vertical Hoefer Scientific Instruments.

Preparacion de las muestras.
A 5 ug de muestra de ARN se le adiciond 10 ul de amortiguador de carga
{formamidg 80%., EDTA 10 mM, Xileno Cianot 0.5 mg/mi, azul de bromofencl 0.5
Se calentaron las muestras g BO°C por 3 minufos. Estas muestras se

mg/mL).

cargaron en el gel corriéndose a 300 V durante una hora en amortiguador TBE
{Stoeckle and Guan, 1993). Después de la comida se monto e gel como se
menciona en ig seccidén de autorradiografia pora ponere una peliculo. y se

expuso durante 12 horas.

Obtencién de Acido desoxirribonucieico Complementario
{ADNc) Marcado.

Para este procedimiento se mezclon en un tubo:

1 pul de cebador oligo d(T} 1218 {0.005 g/mL}

1 ug de ARN 1orat

e 12 pL de agua DEPC esterilizada (varia dependiendo !a cantfidaod de
volumen en que se encuentre 1 ug de ARNoral)

Se calentd el ARN en solucidn a 50°C por 1| hora se enfrié en hielo y después

se odiciond el oligo d(T) 1z y:

2 ul de amortiguador 5X {Tris-HCl 250 mM pH 8.3, KCIl 375 mM, MgCl 15 mm)

e 2 pLde 0.1 MDIT

e 0.5 ul de dNTPs (de cada dNTP 0.010 M a excepcidn del dCTP debido a

que seria adicionado pero marcado con a {P32) 3CTP)

0.5 ut de a [P 32 ICTP 6000 Ci/mmol .

-
1 ul de Super Script 200 Unidades

-
Cada muestra se incubd a 37°C

Para obtener un volumen total de 20 nt.

durante una hora.
ar
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Gel Alcatino

. Las muestras fueron resueltas en un gel de agarosa alcalino al 1%
siguiendo las instrucciones siguientes: Se pesd la cantidad corespondiente de
agarosa para obtener una solucién al 1% en agua: esta mezcla se calentd
para disolver 1a agarosa, se adiciond hidréoxido de sodio 50 mM y EDTA [pH 8.0)
1 mM. Ei gel fue montado en una camara de electroforesis horizontal. Para
esta electroforesis se utilizd amortiguador de comrrida alcalino 1X (hidroxido de
sodio 50 mN, EDTA 1 mM para 1x} hasta cubrir totalmente el gel. Las muestras
se precipitaron con hidréxido de sodio 50 MM y 2 volimenes de etanol 100% a
-20°C durante toda ia noche. Ltas muestras fueron resuspendidas en
amortiguador de carga alcalino éX (hidréxido de sodio 300 mM, EDTA 6 mM,
ficol 18% tipo Pharmacia 400 en agua, verde de bromocresol 0.15 % y de xileno
cianol FF 0.25%]}. Este ge! se corridé durante 17 horas con un voltaje de 20. El
gel fue neutralizado con Tris-HCI | M pH 7.6 y cloruro de sodio 1.5 M {Ausbel,
et. al. 1992) vy se transfirid o una membrana de nylon Hybond-NT* como se

explicd en la seccién de transferencia y se expuso en una pelicula X-OMAT por
12 horas.

Cuidados para Trabajar con ARN

Las dificultades asociadas a lo largo de la purificacién, hace al ARN
intrinsecamente Iabil. debido a la actividad ubicua de la ribonucleasa. Las
ARNasas son una familia de enzimos que hidrolizan moléculas de ARN
presentando actividad endonucleoclitica y hexonucieolitica. Estas son enzimas
pequenas {RNAsa A = 14 000 Da.} y muy estables, que mantienen su
configuracion terciaria gracias a 4 puentes disulfuro qQue permiten su
renaturalizacién rapidamente, aun después de un fratamiento con muchos
desnaturalizantes, y después de hervir en una solucién por 20 minutos o MaAs.
Las ARNasas tienen cofactores con requerimientos minimos y son activas en un
rango amplio de pH. Es por lo tanto obligatorio que el material y los reactivos
estén libres de nucleasas para el comienzo del experimento (Farmrel, 1993).
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Para las metodologias usadas en los experimentos trabajando con ARN
s& tuvieron las precauciones que g continuacion se mencionan:

Q) Todos los aparatos de plastico se dejaron por ung hora en una solucion
detergente Dodecii sulfato de sodic al 1% y se enjuagaron con agua
tratada con DEPC. El DEPC es un inhibidor de ribonucleasas que reacciona
con la histidina del sitio activo de las ARNasas {Sambrook et. gl., 1989).

b) El material de cristaleria se esterilizé en una autoclave por 15 min. a una
presion de 1.5 Kg./cm 2 o metiéndolo en el horno a 150°C durante & horas
como minimo.

<) El material de pldastico. que incluia puntas, tapas y tubos eppendorf nuevos
se esterilizaron en una autoclave por 20 minutos.

d) Para 1a preparacién de las soluciones se utilizé agua desionizada estéril o
agua DEPC. Estos fueron nuevamente esterilizados en autoclave por 15
minutos a la presién indicada anteriormente.




RESULTADOS

Actividad citoplasmica de poli{A} polimerasa en extractos de
embriones de maiz a diferentes horas de germinacién.

Para determinar si la poliadenilacidn citopldsmica ocurre durante la

de ejes embrionarios de maiz de
12 y 24 horas) fueron utilizados como
A cada exitracto se le adiciond

germinacidon extractos citopldsmicos

diferentes horas de germinacién (O,
fuente citopidasmica de poii(A) polimerasa.
ARN rome extraido de ejes embrionarios secos, © de ejes embebidos por 12

horas o el ARN jorar de oocitos de Xenopys /[gevis y se incubd en presencia de
Como confrol positivo se utilizaron extractos

a-[32P] ATP a 25°C por una hora.
de oocitos maduros de Xenopus /oevis pues contiene la enzima citoplasmica

poli{A) polimerasa (PAP) {Ballantyne at. gl.. 1995). El ARN de cada ensayo fué
extraido, precipitado y separado por electroforesis. El ARN marcado por ia
de AMR-[32P) en los transcritos fue
La densitometria muestra que aigunos transcritos

Esto

incorporacion cuantificado

densitometricamente.
exdgenos fueron poliadenilados por los extractos citoplasmicos usados.

sugiere la presencia de actividad tipo PAP en los extractos de maiz y que esta
actividad aumentsé durante la germinacion, (Figura é).

A los extractos de oocitos de Xenopus faevis (controi positivo) se les
adicionS e! ARNroa. de ejes embrionarios de maiz seco y de 12 horas de
imbibicién, también en presencia de a-[32P] ATP. De igual manera se aislé el
ARN y se observd que los ARNmM's de los ejes embrionarios de maiz, fueron
poliadenilados, lo que muestra que la polimerasa polifA) de Xencpus /aevis
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fue capaz de reconocer a los franscritos de maiz (datos no mostrados, articulo
sometido).

De estos resultados se puede inferir que hay una actividad de poli{A)
polimerasa citoplasmica que podria ser responsable de la activacién de
mensajes en maiz durante la germinacién. Esto sugiere la posible presencia de
un elemento de poliadenilacidon citoplasmico (CPE) en transcritos de ejes
embrionarios de maiz con un secuencia similar al encontrado en Xenopus
Leovis.

1.6
1.4
1.27
19
0.8
0.6

wi<~=+0~0®0 w0Q0Q-IC

S 12 24 S 12 24 S 12 24
1 il il

Extractos

FIGURA 6.- Grafica de la polimerasa polifA) en extractos.

En esta grafica se muestra la incorporacion de AMP a-[32P] cuantificado por
densitometria. Los extractos que se representan son de ejes secos (S}. de
ejes embebidos por 12 horas (12} y 24 horas {24). A cada uno de éstos se
les adiciond ARN i1o1aL de diferentes fuentes: ARN 1oraL de ejes embrionarios
secos de maiz {1}, ARN roia de embriones germinados durante 12 horas (il) y
ARN ro1aL de oocitos de Xenopus lgevis (IIl).
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RESULTADOS

Amplificacion de la regidn 3° terminal del ADNc de ejes
embrionarios de maiz

Para investigar si un consenso similar al CPE en Xenopus /aevis se
encuentra en los transcritos de maiz usamos la metodologia Amplificacion
RGpida de ADNc's de la regidn 3" terminal {(RACE o RT PCR en ia regién 3’
terminal). Esta fue redlizada a partir de un microgramo de ARNroma. extraido

de las fracciones polisdmica y no polisémica de ejes embrionarios de maiz de
Los ARNroraL fueron transformados
con

En

12 horas Incubados con o sina-amanitina.
a ADNc por ia enzma transcriptasa reversa MulLV y amplificados
oligo d(T) s y oligo CPE en las condiciones descritas en material y métodos.

esta técnica de RACE siempre se incluyeron varios controles negativos:

ADN gendmico de maiz, que se utiliza como control para descartar la

i
posibilidad de que el producto amplificado provenga de ADN gendmico, y

no de ARN
ARNirora sin la adicién de la enzima MuULYV. Si se observaba amplificaciéon se
podria concluir que nuestro ensayo estd contaminado con ADN gendmico,

Ofro control incluye los cebadores sin molde: ya que pueden amplificarse

m.
productos por el alineamiento del cebador oligo d(T) 1« con el oligoCPE si

estos presentasen bases complementarias.
Se utilizaron tres controles, y no se observaron productos amplificados en

ningon caso.
En la figura 7 se muestra claramente una ampiificacion de productos en
la fraccién polisédmica de ejes de 12 horas con (caril 6) y sin a-amanitina (carril

1). mas no asi en las fracciones no polisémicas respectivas (carriles 7 y 2). El

ADNc de oocitos de Xengous (aevis fueron usados como control positive y did

productos de tamanio similar de 100 a 300 pares de bases (carril 3). En los
controles negativos no hay un barido, indicandonos que: a. no hubo

contaminacién de ADN gendmico ([carril 4, 5), y b. los cebadores no se

alinearon (datos no mMmostrados). Estos resultados sugieren que por lo menos

36




RESULTADOS

la secuencia cis-CPE que

algunos ARNM's almacenados contienen
posiblernente medie la elongacion de ia cola de polilA) en ejes emprionarios

de maiz.
Debido a que productos amplificados de 12 horas de ADNc de maiz en

presencia de a-amanitina fueron obtenidos, se puede inferir que transcritos
agimacenados de ejes embrionarios secos presentan dicho consenso.
Con el fin de confirmar la presencia de la secuencia consenso CPE en

los transcritos de maiz se utilizd el oligo CPE y los productos se clonaron en el
Esto es parte de un proyecto

vector PCRII {Stratagene) para secuenciarios.
mds amplio, cuyos resultados, ya no se reporta en esta tesis.

— 281

1924

72

1 2345 67 M

FIGURA 7. Amplificacién de ia regién 3° terminal.
Amplificacién del ADNc en la regién 3° terrminal por medio de RT PCR a
partic cde un Microgramo de ARN jorau de diferentes rmuestras - utilizando
como cebadores oligo-CPE y oligo d(f) i121a. Se muestra la fraccidn
polisémica de 12 horas sin [carril 2) y con {caril ) a-amanitina. ADNc de
lfaevis (caril 3). la fraccién no polisémica de ejes

oocitos de Xepnopus

embrionarios de 12 horas sin {7} y con a-omanitina {1). control negativo de
ADN gendmico ({4). control negativo ARN sin transcriptasa reversa, (5} y
marcador ¢ X-174 digerido con ig enzima Hoe il {M).
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Cuando se usd el oligo CPE marcado en la regién §' se observé un
barrido generado por los ADNc's amplificados. Este experimento se realizd
utilizando ARN 1o de ejes embrionarios secos y de ejes de 12 horas, como
molde (Fig. 8} y confirma lo observado en la figura 7.

!
T 564 pb

125 pb

S

FIGURA 8. Elemento de poliadenilacidn citoplasmica marcado en iaregion 5°.

£ slemento de poliadenilacidn citopldsmica se marcd con [-2PJATP en la
regién 5°, se obtuvo el ADNC vy se amplificd por PCR cargandose en un gel de
poliacriamica. Este se expuso con una pelicula X-OMAT durants 12 horas. Las
muestras amplificadas son de ARN de ejes de maiz seco {5) ¥ ARN de ejes de
maiz con 12 horas de germinacioén (12).




RESULTADOS

Activacion Traduccional de mensajes almacenados de ejes
embrionarios de maiz.
Para investigar si la poliadenilacidn citoplasmica puede ser responsable
de la octivacion traduccional de algunos ARNM almacenados durante ia
germinacion en etapas tempranas se hicieron los siguientes experimentos: El
ARNrorar de ejes secos y de 12 horas incubados con a-amanitino fue
convertido a ADNc por la enzima transcriptasa reversa de MulV en presencia
de [a-RPIJdCTP y oligo d{T) 121s. La base de este experimento es ia siguiente:
Cuando se sintetiza el ADNc marcado, el oligo d{Th.is puede alinearse en

cualquier parte de Ila cola de poli{A} y de cada franscrito se obtendran
Si los ARNM's son poliadenilados se obtendra

diferentes tamafios de ADNc.

una mayor heterogeneidad en los tamariios de ADNc pues habrd mas sitios de
~gfineacion del cebador de oligo d{T)izts. El ADNc marcado fue separado en

un gel de agarosa al 1% en condiciones alcalinas {ver gel alcalino en la

metodologia). Este se transfirid por capilaridad a una membrana de nylon que
fue expuesta a una pelicula X-QMAT,

La autorradiografia muestra que el ADNc de Ig fraccion polisdmica es
de mayor tamano que ef ADNCc del seco (Figura 9}. lo que implica que algunos
ARNM aimacenados se poliadeniiaron y se reclutaron hacia polisomas.

Se utilizé una técnica diferente para confirmar io anterior, y esto fue el
determinar si mensajes almacenados de ejes secos son activados por
Para esto se realizé un ensayo de northerm blot

poliadenilaciéon citopidasmica.
en ef cudl se utilizé como sonda oligo d(T) 12.1a marcado en la regién §° con

muestras de ARNioras (30 ug) de ejes embrionarios secos ¥y de las fracciones
polisémica y no polisémica de é y 12 horas de germinacidén {solo los ejes
emtyionarios de 12 horas fueron incubados previamente con -a- amanitina

antes de obtener el ARN rorat).
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Lo que podemos observar en la figura 10 es que la pcoliadenilacién del
ARNM de ia fraccidn mlisémica aumentd en su tamaio al compararse con el
ARN almacenado de ejes embrionarios secos y con el ARN de las fracciones

no polisédmicas.

S 120 12np
i

FIGURA 9. Poliadenilacién del ADNc en un Gel Alcalino.

El ADNc marcado con a-[32P]JdCTP obtenido a partir de ARNroa de ejes
embrionarios de mMmaiz se separaron en un gel de agarosa o 1% en
condiciones alcalinas transfiiéndose o una membrana de nylon Hybond
N * ja cual fue expuesta a una pelicula para obtener su autorradiogratia. El
primer carmil muestra ADNc marcado de ejes embrionarios de maizseco (S).
carll cenfral ADNCc marcado de la fraccidn polisémica {12 p} de ejes
embrionarios de 12 horas de germinacidn incubados en presencia de a-
amanitina y el tercer camil su respectiva fraccidn no polisdmica {12 np}.




RESULTADOS

Podemos decir en base a estos resultados. que una vez mdas se pudo
determinar que hay mensajes cuya cola de poli(A) se extiende durante el
reciutamiento a polisomas y que la poliadenilacidon citopldsmica es un
mecanismo de control traduccional presente en maiz.

S ép 6np 12p 12np

FIGURA 10. Poliadenilacion del ARNmM con oligo d{T) 1218 marcado en la
regiéon 5°.

El ARN rotaL {30 ug) de ejes embrionarios de maiz o diferentes horas de
germinacién fueron resuelitos en un gel de agarosa al 1.5 % en condiciones
desnaturalizantes. fransferido a una membrana y esta hibridizada con oligo
d{T) 1218 Marcado en la regidn 5' terminal con [y-32P]ATP. En la figura se
muestra e ARN roa. de ejes embrionarios de maiz de seco (D). de las
tracciones polisdémica de 6 (6p) v 12 horas (12p) ¥ no polisdmica (6 np y 12
np). Los sjes embrionarios de 12 horas fueron incubados previomente con
a-amanitina.
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RESULTADOS

En animales se ha olservado (Sheets, at. Ql. 1994) que durante el

desarroilo temprano los transcritos de ciclinas se activan por la poliadenilacidn
A partir de esbs datos investigamos si las ciclinas en maiz son

citoplasmica.
activadas por un aumento en la cola de poli(A). en espacifico durante ol

periodo en el que se& observan las primeras divisiones celulares (Beawlay and

Esta investigacidn se hizo monitoreando el reciutarnionto de

Black, 1994).
ARNM de ciclinas hacia polisornas durante el periodo de inicio da la civisidn

celuliar, 24 y 30 horas. Para responder a esto se hizo un andlisis tipo northerrn
biot utilizando como sonda el ADNCc de cicling S 134 do s0v90.
Los resuitados obtenidos muestran un aumento de la lungitiucd s ol

de poii{A)] de aproximadamente 0.2 Kb pora los transcritns e 24 necas 7 %)

horas en ilas fracciones pofisdrmicas. (Figura 11},
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DISCUSION

Durante las primeras horas de la germinacidn de maiz la sintesis de
proteinas esta controlada por ARN mensajeros Que son acumulados durante el
desarrolio de 1a semilla (Bewley and Black, 1994). La traduccidn de estos ARN

mensajeros s& da o un tiempo preciso durante

las primeras horas de
geminacion.

En este trabajo tratamos de dilucidar si la poliadenilacidn
citoplasmica es un mecanismo del control fraduccional que activa aigunos

mensajes durante la germinacién, similar a la que se presenta en células

animales {Richter, 1991; Hershey. 1991 Wormington. 1993; Sheets gt. gl.. 1994).
Los estudios reportados en este trabajo muestran la presencia de una
actividad de 1a poli(A) polimerasa en extractos de ejes embrionarios de maiz a

diferentes horas de germinaciéon (0. 12 y 24 horas). Los ejes secos mostraron a

actividad mas baja de poli{A) polimerasa. Sin embargo fue suficiente para

poliadenilar aigunos mensgjes almacenados. Ademds, la PAP (poli{A)
polimerasa). ia cual se ha reportado que es necesaria para la poliadenilaciéon
citopldsmica, fue capaz de poliadenilar franscritos de cocitos de Xenopys.
Esto sugiere que en ejes embrionarios de maiz existe la presencia de una

secuencia similar a la de animales. Esta posibilidad fue apoyada por los

experimentos de 3', RACE donde se utilizo un oligonucledtido rico en uridinas
como cebador. Productos amplificados fueron observados en ejes secos y de
doce horas. El ARN de Xenopys fue ulilizado como un molde control de

donde obtuvimos productos de tamaio similar al reportado en Xenopus.




DISCUSION

€l andiisis de la activacidn de algunos mensojes almacenados por
poliadenilacién citopiasmica, al estar inhibida la transcripcién por la accién
de la a-amanitina, muestra un aumento en la longitud de la coia de poli(A}.

Este aumento estd comrelacionado con su movilizacién a los polisomas, o que
sugiere que este mecanismo (poliadenilacidn citoplasmica) puede ser
responsable de la regulacidn de expresion de algunos genes durante la

germinacién.

Por ofra parte, en animales la poliadenilacion citopl@smica esta

controladao por dos secuencias Que actian en c/is presentes en la regién 3° no
traducible del ARN mensajero, la CPE y el hexanucledtido AAUAAA (Fox et. al..
1989;: McGrew et. Ql.. 1989; Vassalli ef. gl.. 1989; Paris and Richter, 1990; Simon

et gl.. 1992: Sheets et. gl.. 1994; Stebbins-Boaz and Richter, 1994). En plantas.

varios estudios indican que las sefales de poli(A) involucradas en la

poliadenilacidn nuclear son complejas y compuestas de muchos elementos
cis distintos. Estos elementos pueden ser agrupados en tres clases: Elementos

corriente arba lejanos (Far upstream elements, FUEs). elementos cormiente

ariba cercanos (near upstream elements, NUEs) y sitios de corte (CS} y

poliadenilacion (Hunt, 1994).

Todo io anterior llevc a pensar que la poliadenilacidon citopldsmica en
plantas es regulada en forma compleja e involucra, en algunos casos, uno o
varios elementos ricos en U y uno o mas NUEs con su respectivo CS, asi como
también proteinas de unidn.

Sheefs y colaboradores (1994) han observado que
traduccional de ARN mensajeras maternos de ciclinas Al. Bl y B2 en Xenopus
ocurre por la elongacién citopldsmica de su cola de poli(A). Recientemente
Renaudin et. gi. {1994) reportaron las secuencias del ADNc de cuatro ciclinas

mitdticas de maiz con tamafios en el rango de 1.6 a 1.65 Kb para los dos ADNc
Estos tamaorios concuerdan

la activacién

que tenian secuencias completas codificadas.
con la longitud de los transcritos identificados por nosotros cuando usamos un

ADNCc de ciclinas tipo B de soya (Hata et. gl.. 1991). Estas ciclinas median la
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DISCUSION

transicién G2-M en levaduras y células animales {Jacobs, 1995) aunque su
papel exacto en plantas no ha sido demostrado.

En ejes embrionarios de maiz, la fase S ocurre alrededor de las 14- 16
horas de la imbibicidn y la primera figura mitética es observada después de las
28 horas en meristernos del mesocdtilo. Sin embargo, un maximo del transcrito
esta enfiquecido después de las 36 horas {Baiza et gl.. 1989). Nosotros
detectamos este transcrito después de |las 30 horos de imbibicidn en tejido
meristemdtico con un cambio en su movilidad en la fraccidn polisémica (fig.
9). presumiblemente debido a la poliadenilacion.

Entre los elementos que regulan post-transcripcionalmente al ARNm se
encuentran la presencia de 5' metilguanosina [cop) en el extremo 5° de este y
ios factores de iniciacidn, las secuencias guia. el contexto del codon de
iniciacion, la reiniciacidon, uso del codon, elongacidén y terminacién y por
Oitimo la cola de poli{A) y sus equivalentes funcionales (Lenhinger. 1993).
Todos estos elementos son de suma importancia tanto individual como
conjuntamente, y en este frabajo solo nos enfocamos a Ia poliadenilacion.

Gallie (1993) reporta que las secuencias 3' contenidas en las sefiales de
poliadenilacidon para genes de plantas pueden ejercer una influencia
considerable en la expresién. Si esto es resultado del procesamiento del pre-
ARNmM, © del impacto de la 3'-UTR en la estabilidad de ARNM nuclear o
citoplasmico esto puede ser determinado. Sin embargo. en contraste con los
los cuales un solo sitio de poliadenilacién es

genes animales en
multiples  sitios de poliadenilacidn son  una

frecuentemente usado,
caracteristica comun en los genes de plantas. La funcidén de multiples sitios de

poliadenilacidn no es clara, pero la diferencia resultante en secuencias
presentes en la UTR-3' puede afectar la eficiencia traduccional o la
estabilidad traduccional del ARNM.

Virtualmente todos los ARNmM de plantas son poliadenilados. En algunas
casos, la cola de polifA) incrementa la estabilidad del mensagje. asi en otros
ejemplos. esto funciona como un regulador en la eficiencia traduccional
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DISCUSION

1996}). Para al menos algunos organismos, incluyendo varias

{(Roothnie,
La longitud de la cola

especies de plantas, ambas funciones son observadas.
de poli{A) determina el grado de estabilidad para la expresidon del mensgje.
Esta capacidad de la cola de polilA} como un regulador de la estabilidad del
mensaje, funciona independientemente de cap. Sin embargo. comoe un
regulador de ia eficiencia traduccional, la cola de polilA) funciona solo
cuando el transcrito presenta cgp. Por otra parte, la actividad de cap
durante la iniciacion depende de la cola de poli{A). Aunque cap puede
incrementar la eficiencia traduccional de ARNm con poli{A} - . su funcién es

incrementada por arriba enuna orden de magnitud cuando la cola de poli(A)
estd presente. £ste sinergismo sugiere que cap y la cola de poli(A) en
conjuncidn con sus proteinas asociadas estdn en comunicacion durante la

iniciacién de la fraduccién. La comunicacidn entre la terminacion puede ser

directa, aunque el contacto de proteina-proteina entre elF-4F y lo proteina de
unién a polifA} (PAB) o todo en conjunto puede involucrar algun otro factor

como mediador (Galiie , 1991).

En conjunto este trabajo podria puntualizar que nuestro sistema puede
presentar mdas de un elemento de poliadenilacion que podria estar
trabajando en conjunto con cap ya que los genes estudiados para plantas
presentan mds de un elemento de poliadenilacion nuclear . aungque esto no
as necesariamente real, pero por lo menos un elemento de poliadenilacién
esta presente en semiilas de maiz. Por otra parte en nuestro trabajo pudimos
esclarecer que existe una proteina que esta involucrada en la poliadenilacién
citoplasmica de algunos transcritos responsable de la poliadenilacién, aunque
no sabemos con exactitud que transcritos son y eso se esta investigando, asi
como si los mensajes que se poliadenilaron tienen cierta estabilidad ya que no

fueron degradados.

Queda claro lo complejo de
posttrasncripcio-nales en plantas y es importante entenderios para aquellos
regulacién posttranscricional es componente

los mecanismos regulatorios

genes en los cudles la
importante en el control total de la expresién de genes.
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CONCLUSION

De o reportado en este ftrabajo podemos conabir fres puntos
mencionados a continuacion, aclarando que falta por seguir y terminar con
los enfoques que surgieron en base a esta investigacion, ios cuadles no estan
reportados en el presente trabajo.

1. Podemos decir que existe una aclividad de polilA) polimerasa
citoplasmica con ciertas caracteristicas similares a \a de ndcleo, presente

en ejes embrionarios de maiz en las primeras etapas de la germinacion.

2. Que que puede existir una region consenso {CPE) en el ARNmMm de ejes
emtirionarios de maiz, la cual puede regular la elongacion de la cola de
poli{A) en los mismos.

3.

Existen ciertos mensajes en el ciclo celular de maiz, ciclinas, durante la
germinacion temprana. los cuales aumentan su cola de poli(A) para ser

reclutados a polisornas, sugiriendonos que la poliadenilacidon citoplasmica
puede ser un mecanismo de control traduccional
geminacién de maiz.

presente en la
Por Oitimo, cabe mencionar que el proyecto en general no termina con
el presente trabagjo. por el cotrario, se puede continuar con el mismo para

confirmar la presencia de una secuencia consenso {CPE} en transcritos de
maiz, pero esta parte del proyecto es a futuro.
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