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RESUMEN 

El control traduccional es un mecanismo importante que regulo la 

expresión de genes en eucariontes (Hershey. 1991). Especificamente. en los 

oocitos de ~ un gran conjunto de ARNm's son acumulados. los cuales 

pueden ser activamente traducidos o pueden ser enmascarados y traducidos 

durante la maduración melótica. fertilización o en los primeras etapas de la 

embriogénesis (Richter. 1991). Uno de los mecanismos que controlan la 

traducción de ARNm's específicos en este sistema es lo poliadenilación 

citoplósmica la cual consiste en un incremento de la cola de poli(A). La 

poliadenifación citoplósmica es regulada por una secuencia 3' no traducible 

denominada secuencia de polladenilación citoplásmica (CPEJ y por una señal 

de polladenilación nuclear (AAUAAA). El CPE es una secuencia rica en 

uridinas que esta localizada rio arriba de la secuencio de poliodenilación 

nuclear y ha sido descrita en varios organismos desde anfibios hasta 

mamíferos (Sallés et. al.. 1992). 

En las primeras etapas de la germinación en maíz la síntesis de proteínas 

es soportada por ARNm's almacenados los cuales son reclutados desde un 

conjuto no traducible hasta polisomas en diferentes estados del desarrollo. El 

estudio de los diferentes señales que conducen la movilización de ARNm's 

almacenados puede ayudar al entendimeinto del control troduccionol en 

plantas. El objetivo de este trabajo fue investigar si la poliadenilación 

citoplásmica controla la traducción de ARNm's específicos durante la 

geminación del maíz. 

En nuestros resultados se observó la presencia de Ja poli(A) polimerasa 

citoplásmica en extractos de ejes embr-ionarios de maíz secos y germinados. 
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RESUMEN 

Dicha enz;"ma fue capaz de poliadeni/or tanto transcritos de maíz como de 

~- Por otra porte en uno de los experimentos usamos 3'RACE. 

amplificación rápido del ADNc del ex:tremo 3' se usó un cebador homólogo al 

CPE poro amplificar el ADNc por el ex:tremo 3' de ejes embrionarios de semillas 

secos Y germinados. los resultados mostraron productos amplificados de 

AONc aislados de semillas germinadas en un rango de J 00 a 300 nucleotidos. 

sugiriendo que el CPE esto presente en ARNm's de semillas de maíz y puede. 

probablemente. estar involucrado en lo poliadenilación citoplásmica de 

ARNm's específicos. También se aislo RNA de la fracción poJisómica y no 

polisómico de sEl'Tlilfas de maíz germinadas. se transcribieron en formo reverso 

con ollgo d(Tj en la presencia de ~-32 PjdATP o (a-32 P)dCTP. El análisis de 

outorradiografia con el ADNc marcado de la fracción poJisomaJ produjo una 

moncha de productos. mientras que fa no polisómica do un grupo compacto 

de productos. Estos resultados demostraron un incremento en el tamaño de 

Jos ARNm's durante su .movilización a polisomas. 

IX 
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INTRODUCCIÓN 

En los seres vivos. la síntesis de proteínas es una parte integral en la ruta 

de la expresión del gen. la cual aporta contribuciones importantes en la 

modulación de la expresión de genes específicos. Dicha modulación es 

regulada por diferentes mecanismos que controlan la traducción de 

diferentes clases de ARN mensajeros (ARNm's) o de uno en particular CHershey. 

1991). En el desarrollo temprano de muchos animales. cualquier cambio en el 

patrón de la síntesis de proteínas se atribuye al cambio de la actividad 

traduccional o estabilidad de un ARNm en el huevo (Sheets §.!. gj .. 199,J. Se 

ha reportado que la adición de poli(A) al extremo 3' de un ARNm. puede influir 

en la estabilidad de este y en la eficiencia de su traducción (Hershey. 1991). 

También se ha visto que la inhibición de la traducción de algunos ARNm's esta 

controlada por secuencias discretas encontradas en las regiones no 

traducibles 3' v 5' v que la traducción de otros ARNm's es debida a lo 

poliadenilaci6n citoplásmica la cual es regulada por un elemento de 

poliadenilación citoplásmica {CPE) y por lo secuencia AAUAAA (Richter~ 1991). 

En~IJ::HlJdsse ha aislado la enzima poli(A} polimerasa citoplásmica que 

presenta similitud con la poli(A) polimerasa nuclear de~ (Fox Jill. g!., 

1992). Además Hake v Richter (199•) encontraron que durante la maduración 

de oocitos de ~hay una proteína de unión al CPE. la cual se fosforila a 

un tiempo que corresponde con la inducción de la poliadenilación. 

En plantas no se ha descrito el mecanismo de poliadenilación 

citoplásmico. Sin embargo las secuencias de poliodenilación nuclear han sido 

descñtas por Hunt (199•). La expresión de genes puede estar controlada 



INTRODUCCIÓN 
~~~~~~~~~~~~~--~~~~~~~~~~~~~~-

transcripcionalmente y post-transcripcionalmente (Gallie, 1993). En los ejes 

embrionarios de maíz se pueden sintetizar. durante la imbibición temprana. 

proteínas codificadas por ARNm's almacenados. Estos transcritos se sintetizan 

durante el desarrollo de los embriones (Mohr and Schopfer. l 995)ounque se 

ha reportado que algunos de ellos se sintetizan en los tejidos maternos (Bewley 

and Block. 199•) y se encuentran almacenados como partículas 

ribonucleoproteicas menajeras (moléculas de ARN asociadas con proteínas) 

(Bewley and Block. 1994: Mohr and Schopfer. 1995). El conocimiento sobre la 

Información genética contenida en estos mensajes almacenados es escaso. 

Recientemente se ha Identificado en ejes embrionarios de maíz algunos 

mensajes que codifican paro algunas proteínas ribosómicas {Beltrán-Peña~­

g.1 •• 1995). Estos ARNm's tienen una secuencia rica en pirimidinas en la región 

5' no traducida (5' UTR) y su reclutamiento a polisomas esta correlacionada 

con un aumento en Ja fosforilación de la proteína ribosomal S6 que se 

encuentra ensamblada a la subunidad pequeña del ribosomo {Sánchez de 

Jiménez ,m. g.l.. 1996), como también se ha reportado en animales. 

Igualmente se ha visto. que Jos mensajes almacenados se traducen en forma 

programada durante la etapa temprano de la germinación movilizóndose de 

las partículas ribonucleoproteicas {fracción no po/isómico) a los polisomas 

(fracción polisómica que son moléculas de ARNm unidos a ribosomas) 

En el presente trabajo investigamos los mecanismos de poliodeniloción 

citoplósmica como un mecanismo importante para la regulación de la 

traducción de algunos ARNm's almacenados en maíz durante la germinación. 

2 
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ANTECEDENTES 

El maíz ~ tI1J2ll l.J es el cultivo m6s importante de Jo cultura 

americana. en México. es uno de los granos de mayor importancia y grandes 

áreas de cultivo son dedicadas a su producción. Actualmente el maíz se 

produce en 134 paises del mundo (81.7~ de los 164 países del mundoJ. El 

68.-4S del área mundial (709 millones de hectóreas) es sembrada por trigo. 

arroz. maíz.. sorgo. mijo. cebada. avena y centeno. De este 68.-4~ el 1 l .8~ del 

área mundial (122 997 miles de hectáreas) se cultiva con maíz. En el año de 

1983 en México fueron cosechadas el 6.SS de hectáreas (8 408 miles de 

hectáreas) (Reyes. 1990). En consecuencia. la importancia fundamental de la 

fisiología de la germinación. para la agricultura y la horticultura. es tan obvia 

que necesita ser consolidada firmemente {Reyes. 1990). 

El desarrollo de una pequeña semilla de maíz da lugar o una planta de 

2 a 3.5 m durante unas pocas semanas. Todas las plantas de maíz normales se 

desarrollan y crecen de semejante manera; sin embargo el tamaño de la 

planta. periodo de crecimiento y producción potencial varían grandemente 

dependiendo de los factores ambientales y la variedad utilizada. 

Las estructuras importantes de la semilla del maíz consisten del 

pericarpio (cubierta de fa semillaJ. endospermo y el embrión. El pericarpio es 

una cubierta fina que protege al embrión y al endospermo encapsulados. El 

endospermo esta constituido en su mayoña por almidón. el cual sirve como la 

principal fuente de energía cuando germina la semilla asi como para la 

plántula pequeña. Si la semilla es plantada en un suelo húmedo y cálido. éste 

3 



ANTECEDENTES ---------

típicamente germina y emerge en una o dos semanas. este tiempo varía 

dependiendo de las caracteñsticas del suelo (Reyes. 1990). 

La primera estructura que rompe otravés de la cubierta de ta semilla es 

la radícula. seguida por el coleóptilo y después la raíz seminal. El crecimiento 

del coleóptilo y la elongación del mesocótilo (primer internudo) causa la 

emergencia de la planta de la superficie del suelo. Cuando el coleóptilo 

alcanza la luz. las primeras hojas verdaderas emergen. El establecimiento de 

una nueva plóntula se presenta después de una semana en sinergismo con el 

desarrollo del sistema de nodos radicular y el emerger de Jos raíces (Fig. 1 ). Los 

nodos de las raíces en semanas posteriores. entonces. comienzan a 

desarrollarse como un sistema radicular tomando el papel de absorción de 

nutrientes y agua. Estas raíces y las hojas verdaderas se desarrollaran a partir 

de su meristemo apical. con lo cual se tendrá una planta adulta (Watson and 

Ramstad. 1987). 

•- Prim•'a hoja plumula' 

FIGURA 1 .• Plántula joven de maíz.. 
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ANTECEDENTES 

Para tener una exitosa germianción. los semillas deben presentar ciertas 

características como son una viabilidad alta. capacidad de germinación alta 

y que esta sea uniforme. Los eventos que ocurren durante el desarrollo y la 

maduración de fa semilla son también de gran importancia yo que durante 

este periodo se almacenan reservas (Watson and Ramstad_ 1987). 

El maíz es un cereal y tiene múltiples closifcociones pero su clasificación 

taxonómica es la siguiente (Reyes. 1990): 

Reino Vegetal 

División o phylum Tracheophyta 

Sub-división Pterapsidae 

Clase Angiosperma 

Sub-clase Monocotiledóneae 

Orden Graminales 

Familia Graminae 

Tribu Maydeae 

Género Zea 

Especie mays 

Raza existen más de 300 razas 

s 



ANTECEDENTES 

CARAC!ERjSTICAS GENERALES DE LA SEMILLA 

Estructura de la Semilla 

Las semillas de las angiospermas usualmente presermn: ( 1) el embrión. 

resultado de la fertilización de la célula huevo en el saco embrionario por uno 

de los tubos polinices del polen; (2) el endospermo. el cual surge de Ja fusión 

de dos núcleos polares en el casco embrionario con el otro núcleo del tubo 

del polen; (3) el perispermo. un desarrollo de la nucela y (4'J la testa o cubierta 

de la semilla. formada de uno o ambos integumentos que rodean al óvulo. En 

el caso de la semilla de maíz. que pertenece a la familia de las Gramineae. 

incluye un embrión. endospermo. aleurona y pericarpio (Figura 2) (Watson and 

Ramstad. l 987J. 

FIGURA 2.- Anatomía de la semilla. 1 testa. 2 capo de células de aleurono. 
3 endospernio. -4 capo de células epiteliales. S coleorrizo. 6 escutelo. 7 
coleóptilo. 8 plúmula. 9 nudo cotiledonor. 10 radícula. 



ANTECEDENTES 

Embrión 

El embñón esta conformado por ef eje embrionario y en el caso del maíz 

por solo un cotiledón. El eje comprende lo raíz embrionária (radiculaJ. el 

hipocótifo. en el cual los cotiledones estón fijos. y el ápice del tallo con las 

primeras hojas verdaderas (plúmulaJ. En monocotiledóneas el único cotiledón 

es mucho mós reducido y modificado poro formar un escutelo. lo vaina basal 

del cotiledón es elongoda para formar un coleópfilo convirtiéndose en los 

primeros hojas y en algunas especies como el maíz. el hipocótilo esta 

modificado para formar un mesocótilo (Watson and Ramstad. 1987J. 

Endospermo 

Las semillas pueden ser endospérmicas o no endospérmicas en donde 

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

capacidad de retención del aguo puede tener un papel dual. el de proveer 

reservas para el embrión germinado y el de regular el balance de agua del 

embrión durante la germinación (Wotson and Romstad. 1987J. 

Cubierta de la semilla (testa) 

La testa es de considerable importancia poro la semilla ya que es una 

barrera protectora entre el embrión y el medio externo. El caracter protector 

de la cubierto de la semilla puede ser atribuido a Ja presencia de una cutícula 

extenio e intemo. frecuentemente impregnada con ceras. grasas y una o mós 

capas de cubiertos gruesos. Paro el mQíz la testa esta unida al pericarpio 

formando una cariopside. Ja cual cubre al grano y proporciona protección a 

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

materno {Watson and Ramstad. 1987}. 
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ANTECEDENTES 

GERM!NACfÓN 

La germinación comienza con Ja tomo de agua por lo semilla 

(imbibición} y termina cuando comienzo la elongación del eje embrionario. 

usualmente la radícula. Esto incluye numerosos eventos físicos. químicos .. 

bioquímicos y genéticos finamente regulados. tanto anatómico como 
temporalmente.. y de los cuales ninguno por sí mismo es único para lo 

germinación. Desde el punto de vista bioquímico.. se puede decir que fa 

genninación es fa reiniciación de la actividad metabólica y el crecimiento por 

parte de Jos tejidos que constituyen o la semilla; esto involucra rehidratación .. 

Ja utilización de reservas y el desarrollo gradual de sistemas sintéticos que 

transforman al embrión en una planta joven y Jo capacitan para asumir una 

existencia autotrófica (Mohr. 1995J. 

Ovtante la germinación. la secuencia de eventos fisiofógicos y 
bioquímicos que parecen ser común a un gran número de semmas pueden 

dividirse en; 

o} eventos tempranos: los cuales incluyen hidratación. síntesis de ATP. síntesis 

de proteinas. síntesis de A.RN y reparación de ADN. (Bewley and Block. 1994; 

Bldwel, 1990; Doemer. 1994) 

bJ Eventos tardíos o secundarios ~ue incJuyen e.xponsión celvlor. movilización 

de reservas v dvplicación del AON. Cada evento representa un estado 

potencial en et cual un sistema de control puede operar en la germinación 

{Doemer. 1994). 

La síntesis de proteínas es un evento temprano en fa germinación. Los 

ARN polimerasos dependientes de ADN no son enzimas fimitantes. yo que se 

han encontrado en trigo.. cebada y soya en cantidades suficientes paro 

cafafizar la síntesis de ARNm tan pronto como se inicia lo germinación. Sin 

embargo. el rápido aumento en la síntesis de proteínas Que ocurre durante fas 

primeras etapas de fo germinación es un evento independiente de la síntesis 

8 
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ANTECEDENTES 

de novo de ARN mensajero. En varias semillas de cereales se han descrito lo 

existencia de mensajeros almacenados <Jtle se sintetizan durante la 

embriogénesis. pero no se expresan en ese período. Se ha sugerido que estos 

mensajes almacenados se requieren en las etapas tempranos de lo 

germinación para una rópida reiniciación de la actividad metabólico {Bewley 

and Block. 1994). 

Lo transición de las primeros etapas del desarrollo a Ja germinación 

necesito cambios fundamentales en el control de la expresión del gen en el 

interior de la semilla. En algunos estados la expresión de genes que codifican 

para proteínas de reserva. y para enzimas involucradas en la síntesis de 

material almacenado y otros actividades. tienen que ser apagados mientras 

que genes que codifican para enzimas involucrados en lo germinación. lo 

iniciación del crecimiento axial y la subsecuente movilización de reservas son 

activados (Bewley ond Block. 1994). 

Síntesis de proteínas en embriones durante la germinación 

La síntesis de proteínas ocurre durante el desarrollo de lo semilla. pero 

ceso durante la desecación en los estadios finales de la maduración. 

Evidencio de esto es que no se encuentran polisomos en semillas secas. En 

consecuencia cabe preguntarse: Si algunos o todos los componentes 

Involucrados en lo síntesis durante el desarrollo de lo semilla son destruidos 

como consecuencia de lo desecación o si estos son conservados en lo semilla 

seco y entonces son reutilizandos en uno subsecuente rehidrotoción (Bewley 

and Block. 1994). 

Ha sido aceptado que los ribosomas activos y Jos ARNt's estén presentes 

en las semillas secas. En embriones de trigo y embriones de diferentes semillas 

tales como cebado. soya y maíz se ha observado lo presencia de ARNm's 

almacenados en el embrión seco que sustentaran la síntesis temprana de 

proteínas. Estos ARNm's están en formo protegido en la semilla seco. quizá en 

el núcleo o en el citoplasma asociado con proteinas como partículas 
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ribonucleoproteicas (RNPm). Los transcñtos no protegidos son 
presumiblemente hidrolizados durante la maduración tardía o la germinación 

temprana (Bewley and Block. 1994). 

En ejes de chícharo. por ejemplo. los cambios del estado del ARNm con 

el tiempo son reflejados por un cambio cualitativo en los tipos de proteínas 

que comienzan a sintetizarse. Aquí. los productos de traducción in vifro de 

ARNmºs extraídos a partir de ejes secos de chícharo y de ejes embebidos son 

poco similares cuantitativa y cualitativamente. A tiempos mós largos. bajo lo 

completa germinación a 16 horas. los tipos de proteínas determinadas por 

mensajes extraídos son considerablemente diferentes de aquellas de tiempos 

tempranos. Muchos de los mensajes presentes en ejes secos son remplazados 

a medida que la germinación prosigue. Vaños estudios han mostrado ahora 

que embñones de trigo y de otras especies también exhiben cambios 

cualitativos en su ARNm a unos pocas horas de iniciar Ja imbibición CBewley 

and Black. 199-4). 

En el embñón seco existen probablemente dos clases de ARNm 

almacenados presentes: 

a) ARNm's residuales. que son ARNm's producidos durante el desarrollo de Ja 

semilla y no son destruidos durante la desecación y la maduración tardía. 

Estos no son esenciales para lo germinación y pueden ser degradados 

r6pidomente después de la imbibición. Los mensajes de proteínas 

ribosómicas tempranas en tñ90 pueden caer dentro de esta categoño. 

Otro ejemplo es fa proteína Em en tñgo la cual pertenece al grupo de 

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

genes lea. Estas proteínas aparecen durante Ja desecación de las semillas 

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

tejidos de la semilla. 

b) Los ARNm almacenados que se acumulan durante el desarrollo. y estón 

disponibles inmediatamente a lo hidratación y por lo que pueden ser 

rápidamente traducidos a proteínas siendo éstos una parte integral de la 

10 
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germinación. Aunque Ja identificación de éstos ha sido lenta • 

recientemente Beltrán-Peña tl Q!.. reportaron que entre los transcritos 

almacenados se encuentran ARNm de prohínas ribosómicas. Bewley y 

Block (1994) han sugerido que los mensajes almacenados pueden ser 

subcategorizados en transcritos para (a) enzimas esenciales para 

metabolismo intermediario y (bJ proteínas esenciales para la terminación 

exitosa del proceso de germinociónper se. culminando en la elongación 

de la radícula. 

El estudio de los diferentes mecanismos de control traduccional que 

están Implicados en el reclutamiento de ARNm's almacenados a polisomas en 

la etapa temprana de germinación llevará a entender el control traduccional 

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

fosforilación de la proteína ribosomal S6 de la subunidad pequeña esta 

involucrada en el proceso de iniciación de la traducción de algunos 

transcritos almacenados (por ejemplo. transcritos de las proteínas ribosómicas) 

(Beltrán-Peña !:U. 5J.1 •• 1995). Sin embargo Jos mecanismos de control 

traduccional de otros transcritos almacenados no se conocen. 

Paro entender los mecanismos regulatorios a nivel traduccional es importante 

mencionar las fases de la síntesis de proteínas. 

11 
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SfNTES!S QE PROTEÍNAS 

La traducción del ARNm en proteínas es unos de los últimos pasos en la 

ruta de la expresión del gen. La síntesis de proteínas no solo suple nuevos 

proteínas funcionales sino también reemplaza aquellas que fue,.-on sujetas a 

degradación (Voorma§!. g!. 1994). Para que un ARNm sea traducido. tiene 

que ser ensamblado el complejo ribosomico. un proceso que requiere un gran 

número de factores de iniciación eucarióticos (elFJ. factores de elongación 

eucorióticos (FEeJ. ATP. GTP y aminoacil-ARNt. producidos por una acción 

concertada de sintetasas. ARNt y ATP (Lenhinger~. ,gf .• 1993). Requiere 

además de la activación de amino ácidos la cual se do en el citosol donde 

cada uno de los 20 amino ócidos se une covalentemente a un ARNt a 

expensas de la energía del ATP. en una reacción catolizada por la amlnoacil­

tRNA slntasa y con Mrl• como cofactor. Por último. la terminación donde la 

cadena polipeptidica esta completo y el codón de terminación en el ARNm 

da la señal para liberar la proteína. La síntesis de proteínas es un proceso que 

es regulado en varios pasos por eventos de fosforilación v defosforilación. La 

traducción de ARNm entonces puede ser dividida en tres fases separados: 

/n/Ciación. la cual implica el reconocimiento del codón AUG por el complejo 

de preinicioción 43S (Voorma. 1994).elongoción. durante la cual el morco de 

lectura abierto (secuencio que contiene uno serie de tripletes que codifican 

para ominoócidos sin cualquier tipo de codon de terminación. la secuencia es 

traducido a proteína) es traducido en proteína por Ja migración del ribosoma 

SOS y finalmente la 'el777inaclón donde el reconocimiento del codón de 

termino por un factor de liberación en el último ribosoma. resulta en la 

liberación del polipéptido completo (Voorma fil. ,g! .• 1994J. 

El paso limitante de la traducción generalmente ocurre durante la fase 

de iniciación v ha sido esta fase la mós estudiada. Para algunos genes se ha 

propuesto que su expresión estó controlada en esto fase. Sin embargo .. se ha 

sugerido que durante la inicio de la germinación pudieron existir mecanismos 
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de control troduccionol semejantes a los que ocurren durante los primeras 

etapas de lo embriogénesis en onimaJes. tates como onfibios y murinos (Galtie. 

1993). 

Control traduccionaf durante el desarrollo temprano 

La expresión génico en muchos células eucoriotes es regulada 

predominantemente a nivel de fa transcripción. Sin embargo. en algunos 

estados del desarrollo temprano en embriones de animales. no hoy 

transcripción nuclear y la transferencia de Jo información de un gen a proteína 

es controlada por los niveles de lo traducción de ARNm•s maternos (Richter. 

1991). 

Se ha observado que en el citoplasma de oocitos de~. algunos 

ARNm matemos se acumulan y que ciertos mensajes son traducidos durante la 

"maduración del oocito. fertilización o embriogénesis temprana de varios 

invertebrados. anfibios (~ J y murinos (Wormington. 1993). En estos 

c:asos la traducción es controlada predominantemente por la poliadenifación 

cltoplásmico. del extremo 3• de los transcritos. (Bilger §.!. Ql •• 1994; Li ond Hunt. 

1995: Jackson ond Standart. 1990). 

Pofiadenifación Citoplósmico 

El desarrolJo temprano en animales está programado en gran porte por 

ARNm"s matemos que son sintetizados y almacenados en el cltopfosmo de 

oocitos en crecimiento. Estos ARNmºs no son traducidos inmediatamente 

después de la transcripción sino que son expresados secuencialmente en 

estados precisos del desarrollo y. en algunos cosos. en fugares precisos 

durante Ja maduración del oocito o del embrión en etapas tempranos de Jo 

embriogénesis (Wahfe ond KeUer. 1992}. Una forma prevofente de Jo 

regulación traduccional de ARNm's maternos es la elongación citoplósmica 

de poli(AJ~ la c:uol ocurre en vorios invertebrados marinos. mamíferos, en 
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insectos CDrosophi!a rnetanogaster) ¡sones m . .QJ •• 1994) y anfibios ~ 

~ {Fox_fil. gj .• 1989). La polladenilación citoplásmica activa transcritos con 

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

subsecuentemente reclutados a polisomas. La adición de la cola de poli(A) 

en el citoplasma requieren de señales discretas en la región 3' no traducible 

C3ºUTR) (Hoke ond Rlchter. 1994). Uno de ellas es lo secuencia (AAUAAA) 

consenso por su papel en el corte y poliadenilación nuclear de ARNm 

heteronucleares. y una secuencia rica en U denominada elemento de 

poliadenilación citoplósmica (CPE) presentes en transcritos de ~ (Fox 

Jú. gf •• 1989) y el elemento control de adenilaclón en ratón (ACE) (Huarte m. 
gJ .• 1992). Esto secuencia generalmente se encuentra a una distancia de 

S0-100 nucleótidos rlo ambo del hexanucleótido AAUAAA (Feng m. g¡ .• 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 poliadeniloción. la secuencia del CPE/ACE y su posición 

relativa a AAUAAA tiene control sobre Jo regulación y la extensión de la 

poliadeniloción (Worrnington. 1993). Aunque el descubrimiento de Jos 

elementos ciS. es decir elementos que se encuentran en la secuencio del ADN. 

que regulan la poliadenilaclón citoplásmica fue relativamente sencillo. el 

estudio y análisis de las proteínas que controlan este proceso. ha sido más 

lento. Generalmente. dos lineas a investigar han sido tomados. Una ha sido la 

identificación de factores involucrados en la poliadenilación nuclear que 

también contribuye a la poliadenilación citoplásmica. Y lo segunda línea ha 

sido el identificar los factores que interactuan con el elemento específico para 

la poliadenilación citoplásmica fCPE). Hake y Richter (1994) han mostrado que 

hay al menos una proteína (~62 KDo} que lnteractua con el CPE. Lo 

secuencio de esta proteína. tienen dos motivos de reconocimiento al RNA y 

ha sido denominada proteína de unión al elemento de poliadenilación 

citoplósmlca {CPEB. citoplasmlc poliadenilation element-binding protein). El 

mensaje de la CEPB y los niveles de proteínas son regulados en el desarrollo. 

prevalecen en oocitos.. declinan precipitadamente en huevo y no son 

1 ... 



ANTECEDENTES 

detectados en la gastrulación. También mostra,.on que la 

inmunoelimminación de esta proteína en extractos de huevos resulta en la 

perdida completa de actividad de la poliadenilacfón citoplósmica. Al 

suplementar los extractos eliminados con CPE8 sintetizado en un Usado parcial 

de reticufocito se observó que se restableció la actividad, demostrando que 

esta proteína es un componente esencial del aparato de la poliadenilación 

citopJósmica (Hake and Richter, 1994'). 

QBJETIYQ 

En base a estos estudios nos hemos hecho la pregunta de si en 

transcñtos de maíz existe una secuencia consenso (CPEJ que posiblemente en 

conjunto con el motivo AAUAAA regulen la poliadenifación del ARNm 

movilizado a la fracción polisómica. 
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MATERIAL BtQLÓQICQ 

Ejes Embrionarios de maíz 

Los ejes embrionarios se cbtuvleron a partir de semillas secas de maíz 

(ZJ2Q LZKD!S l.) variedad Chalqueño. La obtención de estos ejes se realizó 

manualmente. cortando con uno navajo y sacando el embrión con un poco 

de endospermo. La mayor parte del endospermo se eliminó. de tal forma que 

solo se obtuviera el eje embrionaño y teniendo el cuidado de no romperlo. 

Oocitos de Xenppus 

Para los ensayos de poliadenilación se utilizaron oocitos d~ 

maejandolos como se describen en Sollés ( 1992). 

Oesinfestación 

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 s minutos agitando y 

por último fueron enjuagados tres veces con agua desionlzoda estéril poro 

eliminar el exceso de hipoclorito. 
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Paro cado experimento se incluyó un lote (O.S g peso seco} de los ejes 

embebidos en a-amonitina (20 µg por ml} por una hora en- obscuridad 

después de la desinfestación. Lo a-amonitino es un octapéptido biciclico 

derivado de Atnonita sp.. que inhibe dferencialmente las ARN polimerasas 

eucarióticas siendo lo ARN polimerasa 11 especialmente sensible. Este 

tratamiento nos permitió inhibir la transcripción de un 85 o 95 3 (BeltránwPeño 

~- .Qj. 1995). por lo que la síntesis de novo de ARNm es mínimo. 

garantizándonos que Jos transcritos estudiados son los almacenados durante 

lo embriogénesis. 

Incubación 

Bajo condiciones de esterilidad se sembraron e incubaron los ejes 

embrionaños en frascos tipo .. Gerber" en medio Muroshige-Sk:oog (Muroshige 

ond Sook. 1962J en obscuridad o 30°C. El tiempo de incubación fue de 6. 12. 

24 y 30 horas. 

Preparación de Extractos y Ensayo de Poliadenilación 

500 mg de ejes embrionarios de maíz a diferentes horas de germinación 

(O. 12 y 24 horas) fueron molidos en un mortero con nitrógeno líquido. el polvo 

fue homogeneizado con 200µL de amortiguador de extracción (HEPES 40 mM 

pH 7.6. acetato de sodio 100 mM. MgQ 1 mM. CoC'2 2 mM y DTT 4 mMJ. El 

extracto fue clarificado a 23 000 xg a 4ºC por l S minutos y el sobrenadan te fue 

recentrifugodo y posado 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 aproximadamente igual al volumen 

cargado en la columna. 

El ensayo de poliadenilación con extractos de maíz fue hecho en un 

volumen de reacción de 20 µL que contenía 10 µg de ARNrorAL (oocitos o ejes 
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embrionarios de maíz a diferentes horas de germinación). 8µL de extracto de 

maíz.. KAc 1 00 mM. acetato de magnesio 0.5 mM. espermina 80µM. DTf 2 mM. 

suplementando con una mezcla de aminoácidos (de cada aminoácido 

~O µM, ATP 1 mM. GTP 60 µM. fosfato de creatino 10 mM y fosfoquinasa de 

creatina 100 µg/ml) y [a.-'"PJ ATP 10 µCi (3000 Cl/mmol). La mezcla fue 

incubada a 25°C por 90 minutos. El ARN fue extraído fenolicomente. 

precipitado con etanol y resuelto por electroforesis como se describe en 

precipitación y extracción de ARN (Schuler and Zielinski. 1988). 

Aislamiento de Polirribosomas 

Toda la metodología se hizo a 4°C. 500 mg de ejes embrionarios de 

maíz se molieron en nitrógeno líquido hasta obtener un polvo muy fino. casi 

como talco. Este polvo se resuspendió en 3 mL de amortiguador de extracción 

(PTE 2%. Heparina[182.l unidades/mg) 0.005 mg/mL. Mercoptoetanol 100 mM. 

Tris-HCI 200 mM pH 9. KCI 200 mM. MgCl:z 35 mM. EGTA 25 mM y Sacarosa 

20 mM). El tejido grueso del homogeneizado fue desechado cuando se hizo 

pasar éste por una jeringa empacada con fibra de vidrio. El extracto se 

incubó por 15 minutos en hielo y se centrifugó posteriormente por 15 minutos a 

12 000 xg. El sobrenadante se colocó sobre un colchón de so~arosa (sacarosa 

1.5 M. Tris-CI 40 mM, KCI 20 mM. MgCj 1 O mM. Heparina (182. 1 unidades/mg) 

O.CXl5 mg/mL) y se centrifugó a 20 000 xg por 3-:i horas. La pastilla obtenida 

(fracción polisómica) se separó del sobrenadante que es la fracción no 

polisómica (Schuler and Zielinski. 1988). 
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Extracción de AR,.,..orAL de las Fracciones Polisómica y no 

Polisómica. 

Las fraccines polisómica y la no polisómica se trataron por separado. 

La tracción pollsómica se resuspendió en 500 µL de egua tratada con Dietil 

pirocorbonato (DEPC) (Ausbel. 1992) y los tubos con los que se trabajo fueron 

tratados con SOS (dodecil sulfato de sodio) 1~ y EDTA {Etilen dinitrilotetracetato 

disódico) 20 mM. Para la extracción del ARNtot.-.L se adicionó un volumen igual 

de fenol:cloroformo-alcohol isoamilico 2 .. :2 .. :1 (vol/vol/vol). se agitó 

vigorosamente con vortex y se centrifugó a 16 CXX> xg a 4ªC durante 1 O minutos 

para separar la fase acuosa de la orgánica. La fase acuosa se transfirió a un 

tubo. al cual se le adicionó un volumen igual de cloroformo-alcohol isoomilico 

2 .. :1 para eliminar trazos de fenol volviéndose a centrifugar a la misma 

velocidad. La fose acuoso obtenida se transfirió a otro tubo limpio y el ARN se 

~recipito como se menciona en el siguiente apartado. De la tracción no 

polisómica ( .. 3 mL). se eliminaron proteínas y lípidos de lo misma formo como 

se describió anteriormente. 

Precipitación de Ácidos Nucleicos 

A la fase acuosa de los tracciones polisómlcc y no polisómica se le 

adicionó 0.1 volúmenes de acetato de sodio 3 M pH 5.2 y dos volúmenes de 

etanol fño al 1 ~ mezclándolo bien con vortex e incubándolo toda lo noche 

a -200C. Posteriormente. se centrifugó a 12 c:xx> xg por 1 S minutos a 4°C. La 

pastilla obtenida se lavó con etanol al 7Q':lg paro eliminar las sales. El etanol se 

decantó y el restante se evaporó poniendo el tubo ependorff cerca de la 

flama del mechero por .. S segundos. La postilla se disolvió en 25 µL de agua 

tratada con OEPC. 

La concentración de ARN 'º'"" de ambas fracciones se determinó 

midiendo su absorbencia en un espectrofotómetro Beckmon DU 650 a 260nm. 

utilizando la siguiente fórmula: Para calcular la concentración en µg/mL se 
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multiplica el factor de dilución x ""260 x 44.19. Un valor de A260 de 1.0 equivale 

aproximadamente a ""µg/mL de ARN (Sambrooklll!. g¡ .• 1989). Sin embargo 

para determinar que las muestras estuviesen libres de proteínas se midió la 

absorbencia a 280 nm. ta razón de 260/280 debe ser mayor o igual a 1 .8 para 

asegurar que del ARN'orAL se han eliminado la mayoría de las proteínas. 

Nuestras muestras nos daban consistentemente valores de 1 .8 o mayores. 

Las muestras de ambas fracciones se corrieron en un gel de agarosa al 

'" para asegurarse de que el ARNrotAL no estuviera degradado~ montado en 

una cámara de electroforesis horizontal HE 33 Minnie the Gel~Cycle with HE 47-

1 O Gel Casting Kit de Hoefer Sclentific lnstruments. Las muestras se cargaron 

con S µL de amortiguador de carga 1 O X {0.25 ~ de Azul de bromofenol. 0.25 % 

de Xlleno Clanol y Glicerol al 3C)'Jg). mós bromuro de etidio {0.5 µg/ ml). El gel 

se corrió en frío con amortiguador TAE al 1 X (Tris-acetatos 40 mM y EDTA 1 mM) 

a 100 V por una hora. Figura 3. 

2 3 4 5 6 7 

FIGURA 3. Ácidos ribonucleicos. Fracción no polis6mico de ejes 
embrionarios de maíz germinados SO horas (carriles 1 y 2) y 24 horas (carril 3) 
osi como sus fracciones polisómicos (50 horas. carriles 5 y 7; 24 horas. carriles 
4 y6). 
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Aislamiento de ARNrorAL 

Aisfamiento por el método de TRlzol (para 500 mg de tejido}. Se 

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

continuación: 

Toda la metodología se hizo con material y soluciones libres de 

ARNasas. Se molió 500 mg de ejes embrionarios de maíz con nitrógeno líquido. 

después se homogeneizó con 5 ml def reactivo de TRJzol. El homogenizado se 

incubó en tubos eppendort durante S minutos a temperatura ambiente y 

posteriormente se le adicionó 1 ml de cloroformo-alcohol isoamilico 49: 1. Los 

tubos se taparon. se agitaron vigorosamente con la mano durante J 5 

segundos y se incubaron por 3 minutos a temperatura ambiente. la 

separación de fases se obtuvo centrifugando a t 2 OCX> xg por 1 5 minutos a 4ºC. 

La fase acuosa se pasó a un tubo limpio para precipitar el ARNrorAt.. Se mezcló 

la fase acuosa con 2.5 ml de isopropanol incubóndola a temperatura 

ambiente t O minutos para después centrifugarlo a 12 000 xg t O minutos a 4ºC. 

De este paso se obtuvo uno pastilla la cual se lavó con etanol al 753 ( 1 ml de 

etanol por ml de reactivo TRlzol usado en un principio} centrifugando a 12 000 

xg por 5 minutos a 4°C. La pastilla que se obtuvo fue resuspendida en 300 µ.L 

de agua OEPC. Para asegurar que estas muestras no estuvieran degradadas 

se corrió un minigel como se describe en la sección de precipitación de 

ócidos nucleicos. 

Gel de Agarosa para Transferencia de ARN 

La cantidad de muestra que fueron cargadas en este gel varió de 1 O a 

30 µg de ARNrorA&.. La solución del gel de ogarosa fue preparada disolviendo 

t .5 gramos de ogarosa en 84.6 mL de aguo tratada con DEPC. después se 

calentó a 55°C. TO ml de amortiguador MOPS IX y 5.~ mL de tormaldehído 

(12-3 MJ fueron adicionados y mezclados perfectamente. La concentración 

final de agorosa fue de J .S% y la del formoldehido de 0.66 M. 
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El gel se monto en un aparato de electroforesis horizontal modelo 

Horizon 20.25. y se corrió durante 18 horas a 17 V en amortiguador MOPS IX 

(amortiguador MOPS lOX: MOPS 200 mM pH 7.0. acetato de Sodio 100 mM. 

Na2EDTA 20 mMJ. Se transfirió y se hibridfzó. como se describe a continuación. 

Transferencia 

la transferencia es un método para inmovilizar 6cidos nucleicos a una 

membrana de nylon. Esto transferencia se muestra en la figura 4. 

la transferencia se llevo a cabo por 18 horas. 

PRECAUCIONES. Para la elaboración de esta transferencia se tomaron las 

siguientes precauciones con la finalidad de evitar una mala transferencia: 

1 • Evitar que los componentes 7. 8 y 9 de la figura tengan contacto alguno 

con la solución citrato de sodio salino (SSC) 20X (NaCJ 3 M. citrato de sodio 

0.3 M y ajustar el pH a 7.0). 

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

3. La cantidad de la solución utilizada debe ser lo suficiente para la 

transferencia. 

Posteriormente se saco la membrana de nylon (Hybond N•J y se colocó 

en un papel filtro. El ARNroTAL transferido a la membrana fue fijado con luz UV 

en un aparato uve 500 Ultraviolet Crosslinker HSI durante dos minutos. La 

membrana se guardó húmeda entre dos papeles filtro y envuelta en papel 

aluminio a 4°C para su uso posterior. 
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FIGURA 4. Disposifivo de transferencia. J. Cojo petri boca abojo.2. Solución 
de SSC 20X. 200 mL 3. Recipiente. 4. Banda de papel Whatman 3MM con 
el ancho del gel y un largo de tal manero que toque el rondo del 
recipiente. S. vidrio de 20 cm por 20 cm. 6. Objeto que le de peso al 
dispositivo (500 g). 7. Recubrimiento poora evitar que se evapore fa 
SOiución. 8. Vidrio de 20 cm PCK 20 cm, 9. Papel peródfco con las 
dimensiones del gel. Lo altura que debe alcanzar el papel periódico debe 
ser¡:¡¡ 15 cm. 10. Tres papeles Whotman 3MM con los dimensiones del gel. 
11. Memb.-ona Hybond N • con fas dimensiones del gel. l 2. Gel 13. Tres 
papeles Whatman del número 3 MM con fas dimensiones del gel. 

Marcaje de la sonda de Ciclinas 

Se llevó a cabo de acuerdo o los especificaciones del fabricante 

(Random Primer Extension LabeUng System. NEP-103. Biotechnology Systems 

NEN• Research Products. DUPONT). Aproximadamente SO ng del ADNc de 

ciclinas tipo 81 (Sheets§.t. Q.! •• 1994) se puso en baño de agua a ebullición 

durante 5 minutos para desnaturofizarfo. y después se pasó a hielo. Se le 
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adicionó 6µL de Amortiguador Random Primer Extension S~ 6µl de fa mezcla 

de desoxinucleotidos Trifosfatos. J µL del fragmento Klenow (Large Frogment 

DNA Polymerase '' y 2 µL de dCTP morcado f:z:-32p con una actividad 

especifica de 60CX> Ci/mmol). se mezcló bien y se llevó a un volumen de 3Q...LL 

con agua. Posteriormente se incubó durante una hora a 37°C y la sonda se 

lavó pasóndola a través de una jeringa con fibra de vidrio (empacados con 

Sephadex G .0-50) paro eliminar el dCTP no incorporado {Feinberg and 

Vogelstein. l9M). Del liquido obtenidose tomó un microlitro y se determinó la 

actividad incorporada en cuentas por minuto en un contador de centelleo. Si 

el valor en cpm resultaban mayores o 80 000 se procedía a lavar fa sonda. 

nuevamente pasóndola por una nueva columna empacada con Sephadex. 

La sonda fue desnaturalizada por tres minutos en agua hirviendo la cual 

fue vertida en los tubos que conten;an las membranas con amortiguador (ver 

mós adelante) de hibridación evitando tocar las paredes del tubo. 

Oligo d{T)12-1e Marcado en el extremo 5· 

SO ng del oligonucleótido fueron incubados en Ja presencia de[y-

32PJATP 30 µCi (3CX>O Ci/mmol). 10 unidades de polinucleótido cinasa de T4 en 

amortiguador de intercambio lx (Tris-HCI 50 mM pH 7.5. MgQI 10 mM. DTT 5 

mM y spermina 0.1 mMJ por .ca minutos a 37ªC. 

Prehibridación 

Las membranas se metieron a tubos de hibridación. a Jos cuales se les 

adicionó 3 mL de amortiguador de hibridación (albúmina 1 %. SOS 7 ~ y 

amortiguador de fosfatos 0.5 M pH 7.4, EDTA l mM. BSA 1% p/v). Los tubos se 

dejaron durante dos horas como mínimo en un horno de hibridación Robbins 

Scientific modelo 400 a una temperatura entre 60 y 62°C. 
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Hibñdación y Lavado 

Para la hibridación se Je agregó la sondo desnaturalizado a lo!tubos 

dejándolos en el horno por 18 horas entre 60-62°C. Posteriormente las 

membranas se lavaron dos veces en una mezclo de SOS 0.1 % y SSC 2X. en 

agitación durante 15 minutos a 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 O.IX. SOS 0.1%). 

Autorradiografías 

Las membranas se colocaron en un soporte sólido cubiertos con 

egopack para que se mantuvieran húmedas y se expusieron en un cassette 

con una película kodak: X-OMAT XO a -7C°C durante 3-4 días. Si lo marco de la 

sonda o de Jos membranas era bajo se exponían por un mayor tiempo. 

Revelado 

Las películas se revelaron de la siguiente manero. Como el cassette 

estaba en refrigeración se procedia a quitar el hielo y secar perfectamente 

todo residuo de agua. después en el cuarto obscuro se procedio a abrir el 

cassette sacar la película y meterla en una charola con el líquido de revelado 

durante aproximadamente 3 minutos dependiendo de la intensidad de 

marca; después. se transfirió la película a otra charola con ácido acético al 

15~ solo por unos segundos y por último se sumergó perfectamente en el 

fijador durante 4 minutos. para posteriormente lavarla al chorro de agua de la 

llave y colgarla para que todo et agua se escurriera de la película. 
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OBTENCIÓN QE LA SQNQA S1;v, 

Se utilizó una sonda de ciclina de soya s,3-6 clonada en el plósmido 

Bluescript SK(-} (la designación SK indica que el polilink:er esta orientado. tal 

que la transcripción de Jac Z procede en dirección de Sacl a Kpn 1 y el signo (-) 

indica Ja hebra que es la inferirorJ. Este inserto fue cortado de la región de 

clonado múltiple con la enZimo No/'-/ y se siguió fa siguiente técnica paro Ja 

digestión del plásmfdo: Para 3µg de plásmido se utilizó 1 µL de enzjma de 

f"'estrfcción (5 U/ µLJ. 2.5 µL de amortiguador de reacción 1 OX y lo restante de 

agua DEPC para obtener un total de 25 µL. La reacción fue incubado en un 

heat Block a 37°C por una hora. 

Una alícuota de fa digestión fue analizada en un gel de agarosa al 1 % 

como se describe en la sección de Precfpitacfón de Ácidos Nucleicos con Ja 

diferencia de que en esta parte se usó amortiguador de carga para ANO 

(A.usbel et. al.. 1992} y un marcador que fue ADN del fago A cortado con la 

enzima Hind 111. 

El inserto de A.DNc fue cortado del gel fl.596 KbJ para posteriormente 

limpiarlo como se describe a continuación. 

Purificación de la sonda (Geneclean) 

Se realizó bajo las instrucciones del fabricante Bio 101 lnc. los pedazos 

de agarosa fueron pesados y se les añadió 4.5 volúmenes de yoduro de sodio 

con respecto a su peso. poniéndolos en un heot block o SO°C durante 5 

minutos mezclando a intervalos de 2 minutos. Uno vez posado el tiempo se le 

adicionó 5 µL de una suspensión de matriz de sílice. lncubóndolos en hielo por 

10 minutos y centrifugóndolos por 5 segundos a 672 xg. La matriz de sílice se 

une al A.ON por lo que este se encuentra en lo postilla que se lavó tres veces 

con solución New Wash fdel fabricante Bio 101 Jnc.); Ja postilla se resuspendió 
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en 250 µL de solución NW y se centrifugó S segundos a 8000 xg. En el último 

lavado se eliminó todo la solución NW y se resuspendió Ja pastilla en 1 SµL de 

agua DEPC para separar el ADN de la matriz. El tubo se incubó a SO°C 

durante dos minutos para después centrifugarlo a 8000 xg durante 30 

segundos. El sobrenadante obtenido se pasó a un tubo limpio ya que 

contenía al inserto. Se repitió el lavado de la mafE de sílice pero ahora con 

10 µL de agua DEPC. Para calcular la concentración del inserto una alícuota 

éste se cargo en un gel de agarosa al ltJI;. se corrió la electroforesis y se 

observaron las bandas tePiidas con bromuro de etldlo bajo el transiluminador 

deluzUV. 
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AMPLIFICACIÓN PQB fU PCB 

Mediante la reacción catolizada por la enzima transcriptasa reversa se 

puede obtener ADNc a partir de ARN TOTAL de la fracción polisómica v no 

polisómica de ejes embrionarios secos utilizando aligo d(T) ,, como cebador. 

Obtención del ADNc 

1 .,..g de ARN totAL en OEPC (cantidad calculada para completar 20 J.11 

de la reacción total) se incubaron a una temperatura de SO°C por una hora 

para romper estructuras secundarias. Posteriormente se agregó 2.5 µ.M de 

Oligo d(T) 1• y la siguiente mezcla 

Mezcla Base: 

Componente Volumen Concentración Anal 

solución de MgCI 2 25 mM .. µL SmM 

amortiguador PCR 11 1 O X 2 µL 1.0X 

dGTP 2 µL lmM 

dATP 2 µL lmM 

dTTP 2 µL lmM 

dCTP 2 µL lmM 

lnhibidor de ARNasa 1 µL 1 U/µL 

Reverso Transcriptasa del virus de 1 µL 2.5 U/ µL 
leucemia Murina (MuLV) 

Se adicionó agua tratada con OEPC para obtener un volumen total de 20 µ.L. 

la mezcla total se incubó a •zi"C por una hora y se guardó a -2QOC para su uso 

posterior. 

28. 



MATERIALES Y Mt:fODOS 

Amplificación del ADNc 

Una vez obtenido el ADNc. se amplificó la secuencia buscada 

utilizando un cebador que define al Elemento de Poliadenilación Citoplásmica 

(CPE: 5'-TA TGGTA CCACTCGAG ATTATG ATT TTAAT-3') 1.25µM. y oligo d(T) •• 

(2.5 µM). mediante la reacción en cadena de polimerasa (PCR). 

Para cada una de las muestras se adicionó lo siguiente: 

Componente Concentración Volumen 

ADNc de la reacción anterior 10 µL 

amortiguador PCR 1 OX lX 5 µL 

Amplilaq ADN polimera5a 2.5U/100 µL 1.5 U/rx 

MgCI 2 0.025 M 2mM 2 µL 

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

cada tubo se le adicionó una pequeña gota de aceite mineral para evitar 

evaporación. 

Se uso un termociclador (DNA Thermal Cycler 480. Perkin Elmer) con las 

siguientes instrucciones para la reacción: 

Desnaturalización o 94°C por 5 minutos. un ciclo. 

Alineamiento a 48ºC por 5 minutos. un ciclo. 

Extensión a 72°C por 40 minutos. un ciclo. 

Posteriormente 35 ciclos que consistieron en: 94ºC por un minuto. 52°C por 

un minuto. 72°C por un minuto treinta segundos. y finalmente un ciclo de 

extensión 7-z'C por 1 O minutos. 

En lo figuro S se muestra esquemáticamente ésto metodología. 
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AGURA S. Obtención de ADNc v amplificación 

los productos oniplificodos fueron separados en un gel de agarosa 

2.SS NuSieve GTG con amortiguador TBE IX CTBE lx = Tris-HCI 89mM. EOTA 89 

mMJ en una cámara de electroforesis horizontal. Esta agarosa permite una 

mejor resolución y aJ 2.5 ~se resuelven tamaños de 0.2 a 1 Kb. 

Gel de Poliacrilamida Desnaturalizante 

Para preparar SO ml al .. " de poliacrilamida-urea 6 M. se combinaron 

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

10x. La urea se disolvió calentando en un homo de microondas. Uno vez que 

se enfrió esta solución a temperatura ambiente se adicionó 8 mL de solución 

de acrilamida al 4°" (acrilomida:bisacrilamido 19:1J mezclándose bien. Poro 

lo polimerización se adicionó 480 µL de Persulfoto de amonio (APSJ 10% 
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peso/vol. y 80 µL de TEMED fStoeckle and Guan. 1993J. Se montó el gel en 

uno cómara de electroforesis vertical Hoefer Scientific Jnstruments. 

Preparación de las muestras. 

As µg de muestra de ARN se le adicionó TO µL de amortiguador de carga 

(fonnamido 80%. EDTA 10 mM. Xileno Cionol 0.5 mg/ml. azul de bromofenol 0.5 

mg/ml). Se calentaron las muestras a SO°C por 3 minutos. Estos muestras se 

cargaron en eJ gel eoniéndose a 300 V durante una hora en amortiguador TBE 

(Sfoeck:Je and Guon. 1993J. Después de la corrida se monto el gel como se 

menciono en la sección de outorradiografía poro ponerte una película .. y se 

expuso durante 12 horas. 

Obtención de Ácido desoxirribonucleico 

(ADNc) Marcado. 

Para este procedimiento se mezclan en un tubo: 

• 1 µL de cebador oligo d(TJ 12-•• (0.005 g/mLI 

• J µg de ARN rorAt. 

Complementario 

• 12 µ.L de agua DEPC esterilizado (varia dependiendo la cantidad de 
volumen en que se encuentre 1 µ.g de ARNror ... LJ 

• Se calentó el ARN en solución a SO°C por 1 hora se enfrió en híeJo y después 
se adicionó el oligo d(T) 12-•a y: 

• 2 µL de amortiguador SX (Tris-HCI 250 mM pH 8.3, KCJ 375 mM, MgCI 15 mMJ 

• 2 µLde0.1 MDTT 

• 0.5 µL de dNTPs (de cado dNTP O.OJO M o excepción del dCTP debido a 
que seña adicionado pero morcado con a (P"'J dCTP) 

• 0.5 µL de a (P 32] dCTP 6000 Ci/mmol 

• J µL de Super Script 200 Unidades 

Paro obtener un volumen total de 20 µ.L. Cada muestra se Incubó o 37°C 

durante una hora. 
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Gel Alcalino 

Las muestras fueron resueltos en un gel de agarosa alcalino al 1 % 

siguiendo las instrucciones siguientes: Se pesó la cantidad correspondiente de 

agarosa para obtener una solución al 1% en agua: esta mezcla se calentó 

para disolver la agarosa. se adicionó hidróxido de sodio 50 mM y EDTA (pH 8.0) 

1 mM. El gel fue montado en una cámaro de electroforesis horizontal. Para 

esto electroforesis se utilizó amortiguador de corrida alcalino 1 X (hidróxido de 

sodio SO mN. EDTA 1 mM para lx) hasta cubrir totalmente el gel. Las muestras 

se precipitaron con hidróxido de sodio 50 mM v 2 volúmenes de etanol 1 OC>"- a 

-2QDC durante toda la noche. Las muestras fueron resuspendldas en 

amortiguador de carga alcalin_o 6X (hidróxido de sodio 300 mM. EDTA 6 mM. 

ficol 18% tipo Pharmacio 4100 en agua. verde de bromocresol 0.1 S % v de xileno 

cianol FF 0.25~). Este gel se corrió durante 17 horas con un voltaje de 20. El 

gel fue neutralizado con Tris-HCI 1 M pH 7 .6 y cloruro de sodio 1.S M (Ausbel. 

m. g!. 1992) y se transfirió o una membrana de nylon Hybond-NT• como se 

explicó en la sección de transferencia y se expuso en una película X-OMAT por 

12horas. 

Cuidados para Trabajar con ARN 

Los dificultades asociados a lo largo de lo purificación. hace al ARN 

intrínsecamente lábil. debido a la actividad ubicuo de lo ribonucleasa. Las 

ARNasas son uno familia de enzimas que hidrolizan moléculas de ARN 

presentando actividad endonucleolítico y hexonucleolítica. Estas son enzimas 

pequeños (RNAsa A - 14' CX>O Do.) y muy estables. que mantienen su 

configuración terciaria gracias a 4 puentes disulfuro que permiten su 

renaturalización rápidamente. aun después de un tratamiento con muchos 

desnaturolizantes. y después de hervir en una solución por 2o minutos o más. 

las ARNosas tienen cofactores con requerimientos mínimos 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 (Farrel. 1993). 
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Para las metodologias usadas en los experimentos trabajando con ARN 

se tuvieron las precauciones que a continuación se mencionan: 

a) Todos los aparatos de plástico se dejaron por una hora en una solución 

detergente Dodecil sulfato de sodio al 1 '}g, y se enjuagaron con agua 

tratada con DEPC. El DEPC es un inhibidor de ribonucleasas que reacciona 

con la histldina del sitio activo de las ARNasas (Sambroolc m. g!., 1989). 

b) El material de cristaJeña se esterilizó en una autoclave por 1 S min. a una 

presión de 1 .5 Kg./cm 2 o metiéndolo en el horno a 1.SOOC durante 6 horas 

como mínimo. 

e) El material de plástico .. que incluía puntas .. tapas y tubos eppendorf nuevos 

se esterilizaron en una autoclave por 20 minutos. 

dj Para la preparación de las soluciones se utilizó agua desionizada estéril o 

agua DEPC. &tos fueron nuevamente esterilizados en autoclave por 15 

minutos a la presión indicada anteriormente. 
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Actividad citoplásmica de poli(A) polimerasa en extractos de 

embriones de maíz a diferentes horas de germinación. 

Paro determinar si la poliadenilaclón citoplósmica ocurre durante la 

germinación extractos citoplósmicos de ejes embrionarios de maíz de 

diferentes horas de germinación (O. 12 y 24 horosJ fueron utmzados como 

fuente citoplásmlca de poli(A) polimerasa. A cada extracto se le adicionó 

ARN rorAL extraído de ejes embrionarios secos. o de ejes embebidos por 12 

horas o el ARN rorAL de oocftos de ~ É2!1l.JdS y se incubó en presencia de 

a-[32P) ATP a 25ºC por una hora. Como control positivo se utilizaron extractos 

de oocitos maduros de ~ /J2J2Jds pues contiene la enzima citoplósmica 

poll(A) pollmerasa (PAP) (Ballantyne §!. gJ •• 1995). El ARN de cada ensayo fué 

extraído. precipitado y separado por electroforesis. El ARN marcado por la 

incorporación de AMAx-FPJ en Jos transcritos fue cuantificado 

densitometricamente. La densltometña muestra que algunos transcritos 

exógenos fueron poliadenllados por los extractos citoplósmicos usados. Esto 

sugiere la presencia de actividad tipo PAP en Jos extractos de maíz y que esta 

actividad aumentó durante Ja germinación, (Figura 6J. 

A los extractos de oocitos de ~ kialJdf (control positivoJ se les 

adicionó el ARNrorAL de ejes embrionarios de maíz seco y de 12 horas de 

imbibición. también en presencia de a-[32PJ ATP. De igual manera se aisló el 

ARN y se observó que los ARNm's de los ejes embrionarios de maíz.. fueron 

poliadenilados. lo que muestra que la polimerasa poli(AJ de ~ b::itJJZJds 
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fue capaz de reconocer a los transcritos de maíz (datos no mostrados. artículo 

sometido). 

De estos resultados se puede inferir que hay una actividad de poli(A) 

polimerasa citoplásmica que podría ser responsable de la activación de 

mensajes en maíz durante la germinación. Esto sugiere la posible presencia de 

un elemento de poliadenilación citoplásmlco (CPE) en transcritos de ejes 

embrionarios de maíz con un secuencia similar al encontrado en ~ 
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FIGURA 6.- Gráfica de la polimerasa poU(A) en extractos. 
En esta gráfica se muestra la incorporación de AMP a-[32PJ cuantificado por 
densitometrio. 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 adicionó ARN tOTAl de diferentes fuentes: ARN TOTAL de ejes embrionarios 
secos de maíz (I}. ARN TOTAL de embriones germinados durante 12 horas (11) y 
ARN TOTAL de oocitos de ~ ./J;zJ2Jds (111). 
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Amplificación de la región 3· terminal del ADNc de ejes 

embrionarios de maíz 

Para investigar si un consenso similar al CPE en ~ ~ se 

encuentra en los transcritos de maíz usamos la metodología Amplificación 

Rápida de ADNc's de la región 3· terminal {RACE o RT PCR en la región 3' 

terminal}. Esta fue realizada a partir de un microgramo de ARNrotAL extraído 

de las fracciones polisómica y no polisómica de ejes embrionarios de maíz de 

1 2 horas Incubados con o sina-amanitina. Los ARN rorAL fueron transformados 

a ADNc por la enzima transcriptasa reversa MuLV y amplificados con 

oligo d(T} 16 y aligo CPE en las condiciones descritas en material y métodos. En 

esta técnica de RACE siempre se incluyeron varios controles negativos: 

l. ADN genómico de maíz. que se utiliza como control para descartar la 

posibilidad de que el producto amplificado provenga de AON genómico. y 

nodeARN 

11. ARNrorAL sin la adición de la enzima MuLV. Si se observaba amplificación se 

podría concluir que nuestro ensayo est6 contaminado con ADN genómico. 

111. Otro control incluye los cebadores sin molde; ya que pueden amplificarse 

productos por el alineamiento del cebador aligo d(T} 16 con el oligoCPE si 

estos presentasen bases complementarias. 

Se utilizaron tres controles. y no se observaron productos amplificados en 

ningún caso. 

En la figura 7 se muestra claramente una amplificación de productos en 

la tracción polisómica de ejes de 12 horas con {carril 6J y sin a-amanitina {carril 

1). mas no así en las fracciones no polisómicos respectivas {carriles 7 y 2}. El 

ADNc de oocitos de ~ á:l!:lJds fueron usados como control positivo y dió 

productos de tamaño similar de 100 a 300 pares de bases {carril 3}. En los 

controles negativos no hay un barrido. indic6ndonos que: a. no hubo 

contaminación de ADN genómico {carril 4. 5}. y b. los cebadores no se 

alinearon (datos no mostrados}. Estos resultados sugieren que por lo menos 
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algunos ARNm's almacenados contienen Ja secuencia cis-CPE que 

posiblemente medie la elongación de la cola de poli(A} en ejes embrionarios 

de maíz. 

Debido o que productos amplificados de 12 horas de ADNc de maíz en 

presencio de a-amanitina fueron obtenidos, se puede inferir que transcritos 

almacenados de ejes embrionarios secos presentan dicho consenso. 

Con el fin de confirmar lo presencia de la secuencia consenso CPE en 

Jos transcritos de maíz se utilizó el oligo CPE y los productos se clonaron en el 

vector PCRll fStratogene) para secuenciortos. Esto es parte de un proyecto 

m6s amplio. cuyos resultados. ya no se reporta en esta tesis. 

234567 M 

FIGURA. 7. Amplificación de la región 3" terminal. 
Ampllticación del ADNc en la región 3· termino/ por medio de RT PCR a 
partir de un microgramo de ARN ror.-.L de direrentes muestras . utilizando 
como cebadores oflgc>-CPE y oligo d(TJ r2-1a. Se muestra la fracción 
polfsómica de 12 horas sin (carril 2J y con (carril 6J a-amanitina. ADNc de 
oocitos de ~ EHl.!dS" (carril 3}. la fracción no po/fsómica de ejes 
embrionarios de 12 horas sin (7) y con a-omanitlno (JJ. control negativo de 
ADN genómlco (.CJ. control negativo A.RN sin transcriptasa reverso. (5J y 
marcodor•X-17~ digerido con lo enzima Haelll (MJ. 
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Cuando se usó el oligo CPE marcado en la región s• se observó un 

barrido generado por los A°"'c•s amplificados. Este experimento se realizó 

utilizando ARN torc» de ejes embrionarios secos v de ejes de 12 horas. como 

molde (Fig. 8) y confirma Jo observado en la figura 7. 

125 pb 

s 12 

FIGURA 8. Elemento de polfadenllación cltoplásmico morcado en la región s·. 
El elemento de poUadenilacJón citoplásmlca se marcó con [y--32PJATP en la 
región s·. se obtuvo el ADNc v se amplificó por PCR cargándose en un gel de 
poliacrilamida. Este se expuso con una película X-OMAT durante 12 horas. Las 
muestras ampliflcadas son de ARN de ejes de maíz seco {S) y ARN de ejes de 
maíz con 12 horas de germinación ( 12). 
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Activación Traduccional de mensajes almacenados de ejes 

embrionarios de maíz. 

Para investigar si la polladenilación citopfósmica puede ser responsable 

de la activación traduccional de algunos A,RNm almacenados durante fa 

germinación en etapas tempranas se hicieron los siguientes experimentos: El 

ARNrorAt de ejes secos y de r 2 horas incubados con a-amanitino fue 

convertido a AONc por fa enzima transcriptasa reversa de Mul V en presencia 

de (a-3:2PJdCTP y oligo dfTJ 12-1e. La base de este experimento es lo siguiente: 

Cuando se sintetiza el AONc marcado. el ollgo d(TJr:z..1a puede alinearse en 

cualquier parte de la cola de pclifA} y de cada transcrito se obtendrán 

diferentes tamafios de ADNc. Si los ARNm's son poliadenilados se obtendró 

una mayor heterogeneidad en los tamarios do AONc pues habrá mós sitios de 

-aHneación del cebador de oligo dfT)12-1e. El ADNc marcado fue separado en 

un gel de agarosa al '" en condiciones alcalinas (ver gel alcalino en la 

mefodofogfa). Este se transfirió por capilaridad a una membrana de nylon que 

fue expuesta a una película X-OMAT. 

La autorradiografía muestra que el AONc de la fracción polisómica es 

de mayor tama;;o que el ADNc del seco (Figura 9) .. lo que implica que algunos 

ARNm almacenados se polladenilaron y se reclutaron hacia polisomas. 

Se utilizó una técnica diferente para confirmar fo anterior .. y esto fue ef 

determinar si mensajes almacenados de ejes secos son activados por 

pofiadenilación citoplósmfca. Para esto se realizó un ensayo de northem blot 

en el cuól se utilizó como sonda aligo d(TJ 12-re marcado en la región s· con 

muestras de ARNrorAL (30 j¿Q) de ejes embrionarios secos y de fas fracciones 

poHsómica y no polisómica de 6 y 1 2 horas de germinación (solo los ejes 

embrionarios de J 2 horas fueron incubados previamente· con ·a- amanitina 

antes de obtenef' el A.RN rorAJ.J. 
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Lo que podemos observar en la figura 10 es que la poliadenilación del 

ARNm de la fracción p:>lisómico aumentó en su tamaño al compararse con el 

ARN almacenado de ejes embñonarios secos y con el ARN de las fracciones 

no polisómfcas. 

s 12p 12np 

FIGURA 9. Poliadeniloción del ADNc en un Gel Alcalino. 
B AONc marcado con a-[32PJdCTP obtenido o partir de ARNrorAl de ejes 
embrionarios de maíz se separaron en un gel de ogarosa aJ J~ en 
condiciones alcalfnas transfiriéndose a una membrana de nylon Hybond 
N • 10 cual fue expuesta o una película poro obtener su outorradiografía. El 
primer carril muestro ADNc morcado de ejes embrionarios de maíz seco (SJ. 
carril centra ADNc marcado de la fracción polisómica (12 pJ de ejes 
embrionarios de 12 horas de germinación incubados en presencio de a­
amanifina yel fe,-cercorril su respectiva tracción no polisómlca C12npJ. 



RESULTADOS 

Podemos decir en base a estos resultados. que una vez mós se pudo 

determinar que hay mensajes cuya cola de poli{A) se extiende durante el 

reclutamiento a polisomas v que la poliadenllación citoplásmica es un 

mecanismo de control traduccional presente en maíz. 

S 6p 6np 12p 12np 

FIGURA 10. Polladeniloción del ARNm con ollgo d(T) 12-1a morcado en to 
regións·. 
El ARN TOTAt. (30 µg) de ejes embrionarios de maíz a diferentes horas de 
germinación fueron resueltos en un gel de ogoroso al 1 .5 " en condiciones 
desnaturaliz:antes. transferido a uno membrana y esta hlbridizoda con aligo 
d(T) 12-1• marcado en la región 5' terminal con [y-32P]ATP. En la figura se 
muestro el ARN rorAL de ejes embrionaños de maíz de seco {O). de las 
fracciones polis6mica de 6 (6p) y 12 horas (12p) y no pollsómica (6 np y 12 
np). Los ejes embrionarios de 12 horas fueron Incubados previamente con 
a...amanltlna. 



~ESIJl.TADOS 

En animales se ha oDervado {Sheets. fll. gJ. 1994J que duranfe "'' 

desarrollo temprano los transcritos de cfcllnas se activan por lo pollodenllaclón 

citoplásmico. A partir de esbs datos investigamos si 105 clcllnas "'n rncdz ion 

activadas por un aumento en la cola de poli(AJ. en EJSp"!tcíflc.o duronf#:J 191 

periodo en el que se observan los primeros divisiones celulares (B,,,wlfl':Jy rJnd 

Block. J994J. Esta investigación se hizo monitoreando ol rt:Jr.;/ularnl1Jnlo d'? 

ARNm de ciclinas hacia polisomas durante el período de inicio rJq lrJ r-Jl·.,J-;i~n 

celular. 24 y 30 horas. Para responder o esto se hizo un onólisico tipo norfh'!Jrri 

blot utilizando como sonda el AONc de cíclína S ,,_,. d"3 .:oya. 

Los resultados obtenidos muestran un aumento d,,:;t la lon-:;HurJ r-.J--, .-:.,r-.1fr-.J 

de poü(AJ de aproximodomente 0.2 Kb poro fes tron;;.crít-:>-; d.., 24 r,,..._,,.i:J-; ·/ ')() 

horas en las fracciones poírsómtcos. (Figuro 1 1 J _ 
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DISCUSIÓN 

Durante las pñmeras horas de la germinación de maíz la síntesis de 

proteínas esta controlada por ARN mensajeros que son acumulados durante el 

desarrofto de la semilla (Bewley and Block. 1994). La traducción de estos ARN 

mensajeros se da a un tiempo preciso durante las primeras horas de 

germinación. En este trabajo tratamos de dilucidar si la polladenilación 

cltoplásmica es un mecanismo del control traduccional que activo algunos 

mensajes durante la germinación. similar a la que se presenta en células 

anlmales(Richter.1991;HeBhey.1991:Wormington.1993;Sheets §!.g! .• 1994). 

Los estudios reportados en este trabajo muestran la presencia de uno 

actividad de la poli(A) po1imerasa en extractos de ejes embrionarios de maíz a 

difef'entes horas de germinación (O. 12 y 24 horas). Los ejes secos mostraron la 

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

polladenilar algunos mensajes almacenados. Ademós. la PAP (poli(A) 

polimerasa). la cual se ha reportado que es necesaria para la poliadenilación 

citoplásmica. fue capaz de poliadenilar transcritos de oocitos de ~­

Esto sugiere que en ejes embrionarios de maíz 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 oligonucleótido rico en uridinas 

como cebador. Productos amplificados fueron observados en ejes secos y de 

doce horas. El ARN de ~ fue utilizado como un molde control de 

donde obtuvimos productos de tamaño similar al reportado en ~. 
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El análisis de la activación de algunos mensajes almacenados por 

poliadenilación citopfásmico. al estar inhibida la transcripción por lo acción 

de la a-amanitina. muestra un aumento en la longitud de fa cola de poli(A). 

Este aumento está correlacionado con su movilización a los polisomas. lo que 

sugiere que este mecanismo (poliodenilación citoplásmica) puede ser 

responsable de la regulación de expresión de algunos genes durante la 

germinación. 

Por otra parte. en animales lo poliadeniloción citoplásmica está 

controlada por dos secuencias que actúan en cis presentes en Ja región 3º no 

traducible del ARN mensajero. Ja CPE y el hexanucle6tido AAUAAA (Fox ,W. g.l .• 

1989; McGrew .tlf:. gf .• 1989; Vassalli JU. g! .• 1989; Paris and Richter. 1990; Simon 

m. gj .• 1992; Sheets ttt. gj .• 199.C; Stebbins-Boaz and Rlchter. 199.C). En plantos. 

varios estudios indican que las señales de poli(AJ involucradas en Ja 

poliadenilación nuclear son complejas y compuestas de muchos elementos 

cls distintos. Estos elementos pueden ser agrupados en tres clases: Elementos 

corriente arriba lejanos (Far upstream elements. FUEsJ. elementos corriente 

arriba cercanos (near upstream elements. NUEs) y sitios de corte (CS) y 

poliadeniiaclón (Hunt. 199.C). 

Todo lo anterior lleva o pensar que Ja pofiadenilación citoplásmica en 

plantos 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. así como 

también proteínas de unión. 

Sheets y colaboradores (1994J han observado que lo activación 

troduccionol de ARN mensajeros motemos de ciclinas A 1,. B 1 y 82 en ~ 

ocurre por la elongación citoplósmica de su cola de pofi{AJ. Recientemente 

Renaudin .m. gf. {1994) reportaron los secuencias del ADNc de cuatro ciclinas 

mitóticas de maíz con tomarlos en el rango de 1 .6 a 1.65 Kb para los dos ADNc 

que tenían secuencias completos codificadas. Estos tamaños concuerdan 

con la longitud de los transcritos identificados por nosotros cuando usamos un 

ADNc de cicl1nas tipo B de soya {Hato .e.f. Q.! •• 1991). Estas ciclinas median la 
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transición G2-M en levaduras y células animales {Jocobs. 1995) aunque su 

papel exacto en plantas no ha sido demostrado. 

En ejes embrionarios de maíz. la fase S ocurre alrededor de las 14- 16 

horas de la imbibición y la primera figura mitótica es observada después de las 

28 horas en meristemos del mesocótilo. Sin embargo. un máximo del transcrito 

esta enriquecido después de las 36 horas (Baiza !lÍ· g! .• 1989). Nosotros 

detectamos este transcrito después de las 30 horas de imbibición en tejido 

meñstemático con un cambio en su movilidad en la fracción pollsómica (fig. 

9). presumiblemente debido a la pcliadenilación. 

Entre los elementos que regulan post-transcripcionalmente al ARNm se 

encuentran la presencia de 5' metilguanosina {cap} en el extremos• de este y 

los factores de iniciación. las secuencias guia. el contexto del codon de 

iniciación. la relniciación. uso del codon. elongación y tenninación y por 

último Ja cola de poli(A) y sus equivalentes funcionales (lenhinger. 1993). 

Todos estos elementos son de suma importancia tanto individual como 

conjuntamente. y en este trabajo solo nos enfocamos a la poliadenilación. 

Gallie (1993) reporta que las secuencias 3' contenidas en las señales de 

poliadenilación para genes de plantas pueden ejercer una influencia 

considerable en Ja expresión. sr esto es resultado del procesamiento del pre­

ARNm. o del Impacto de la 3'-UTR en la estabilidad de ARNm nuclear o 

cltoplósmico esto puede ser determinado. Sin embargo. en contraste con los 

genes animales en los cuales un solo sitio de poliadenilación es 

frecuentemente usado. múltiples sitios de poliadenilación son una 

caracteñstica común en los genes de plantas. La función de múltiples sitios de 

poliadenilación 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 ARNm de plantas son poliadenilados. En algunas 

casos. la cola de poli(A) incrementa la estabilidad del mensaje. así en otros 

ejemplos .. esto funciona como un regulador en la eficiencia traduccionol 
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(Roothnie.. 1996). Para al menos algunos organismos. incluyendo varias 

especies de plantas. ambas funciones son observadas. La longitud de la cola 

de polifA) determina el grado de estabilidad para la expresión del mensaje. 

Esta capacidad de la cola de poli(AJ como un regulador de Ja estabilidad del 

mensaje. funciona independientemente de cap. Sin embargo. como un 

regulador de la eficiencia traduccional. la cola de poli(A) funciona solo 

cuando el transcrito presenta cap. Por otra parte. la actividad de cap 

durante la iniciación depende de la cola de poli(A). Aunque cap puede 

incrementar la eficiencia traduccional de ARNm con poli(AJ - • su función es 

incrementada por arriba enuna orden de magnitud cuando la cola de poliCAJ 

estó presente. Este sinergismo sugiere que cap y la cola de poliCAJ en 

conjunción con sus proteínas asociadas estón en comunicación durante la 

iniciación de la traducción. La comunicación entre la terminación puede ser 

directa. aunque el contacto de proteína-proteína entre elF-4F y la proteína de 

unión a poll(AJ (PAB) o todo en conjunto puede involucrar olgun otro factor 

como mediador (Gallie. 1991). 

En conjunto este trabajo podría puntualizar que nuestro sistema puede 

presentar mós de un elemento de poliadenilación que podría estar 

trabajando en conjunto con cap ya que los genes estudiados para plantas 

presentan m6s de un elemento de poliadenilación nuclear • aunque esto no 

es necesariamente reat pero por lo menos un elemento de poliadenilación 

esta presente en semillas de maíz. Por otra parte en nuestro trabajo pudimos 

esclarecer que existe una proteína que está involucrada en la poliadenilación 

citoplósmica de algunos transcritos responsable de la poliadenilación. aunque 

no sabemos con exactitud que transcritos son y eso se esta investigando. asi 

como sf los mensajes que se poliadenilaron tienen cierta estabilidad ya que no 

fueron degradados. 

Queda claro Jo complejo de los mecanismos regulotorios 

posttrasncrfpcio-nales en plantas y es importante entenderlos paro aquellos 

genes en los cuales la regulación posttranscricional es componente 

importante en el control total de la expresión de genes. 
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CONCLUSIÓN 

De 'º reportado en este trabajo podemos conallir tres puntos 

mencionados a conttnuación. aclarando Que falta por seguir y terminar con 

los enfoques que surgieron en base a esta investigación. los cuales no estón 

reportados en el presente trabajo. 

l . Podemos decir que existe uno actividad de poli(A) polimerosa 

citoplasmica con ciertos características similores a lo de núcleo. presente 

en ejes embrionoños de maíz en los primeras etapas de la germinación. 

2. Que que puede existir una reglón consenso {CPE) en el ARNm de ejes 

embrionarios de maíz. la cual puede regular lo elongación de la cola de 

po1i(A) en los mismos. 

3. Existen ciertos mensajes en el ciclo celular de moiz- ciclinos. durante la 

germinación temprana. los cuales aumentan su co1a de po1i{A) paro ser 

rec1utodos o polisomas. sugiriendonos que la poliodeni1ación citoplasmica 

puede ser un mecanismo de control traduccionol presente en la 

germinación de maíz. 

Por último. cabe mencionar que el proyecto en general no termina con 

el presente trabajo. por el cotrario. se puede continuar con el mismo poro 

confirmar la presencia de una secuencio consenso (CPE) en transcritos de 

maíz. pero esta parte del proyecto es a futuro. 
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