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Yo me permiti utilizar una hoja de mi tesis para escribir algunos pensamientos que aunque
nada tienen que ver con la bioquimica creo que son valiosos para cualquier mexicano, de
esta manera alguien que no tuviera las ganas de entenderla puede llevarse algo de ella para si
mismo., ‘

Pocos momentos se recuerdan en la historia que sean menos faciles para México como el
momento actual. Después de haber vivido durante algunos aiios en la ilusion de haber
entrado al primer mundo, el suefio se rompio primero en Chiapas y luego se transformé en
un sentimiento de depresién e impotencia. Los mexicanos sentimos que se burlan de
nosotros, al menos los que tenemos conciencia; el gobierno ha vendido todo desde las
empresas paraestatales (que en un principio parecia algo sano) hasta haber hipotecado el
petréleo y el gas natural, en estos dias se anuncia la venta de las petroquimicas del pais.
{Que nos falta o mejor dicho LES falta por vender?;El territorio? O a caso el mismo México
también tiene valor en dolares. Juarez decia: "entre defender a la madre con la vida y
venderla no hay término medio honroso" y rechazo la idea de pactar con maximiliano. Los
tiempos se repiten y es justo que nosotros defendamos a nuestra madre Patria, ya que no
solamente defenderemos un pedazo de terreno, defenderemos los anitelos y la esperanza de
generaciones, defenderemos aquellos ideales que hacen que el hombre se eleve por encima
de los demonios y notese que no digo por encima de los animales. Pero esta defensa no se
puede dar con las armas. En toda la historia de la humanidad no ha habido un solo caso en
que un pueblo halla alcanzado verdaderamente la libertad o la armonia por medio de la
violencia, las grandes revoluciones lo tnico que han hecho es cambiarle el nombre a las
victimas y a los verdugos. La raiz de los males de nuestro pais en estos momentos es que
nos hace falta CONCIENCIA, estamos como dormidos porque de qué otra manera
podriamos explicar que seguimos manteniendo en el poder al mismo sistema que TODOS
los mexicanos sabemos que es corrupto y que estd demostrado que ha permitido que tan
solo los presidentes hallan robado 40 6 60 mil millones de dolares. De qué otra manera sino
es precisamente por falta de CONCIENCIA podemos explicar que los mexicanos estemos
acabando con nuestro medio ambiente, tiremos basura en la via ptblica, hagamos fraudes,
robemos y que nos quejemos del gobiemo, pero pensando en que nos gustaria ser diputados
para ganar un buen sueldo y no tener que trabajar. Algunos le llaman educacacion, yo le
llamo CONCIENCIA. Nuestro pais tiene una mision que cumplir y el primer punto consiste
en despertar a la poblacion y la pregunata obligada es:

¢Qué estds haciendo Tu para tener mayor conciencia?

LA MUJER DORMIDA HA DADO A LUZ.
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L-RESUMEN

En las semillas de la mayor parte de las plantas superiores la maquinaria para la sintesis de proteinas
se encuentra presente y puede iniciar su funcionamiento (Weil & Particr 1982; Marcus., 1982), pero es
hasta que la semilla se hidrata (y esta en presencia de condiciones favorables de luz y temperatura)
que esta maquinaria inicia su actividad.

La pieza fundamental de la maquinaria traduccional es el ribosoma, particula compuesta por RNAr y
proteinas, Todas las proteinas ribosomales son de naturaleza basica a excepcion de un juego de
proteinas muy relacionadas entre si y que son de caracter acido. Estas proteinas se han estudiado en
una gran cantidad de células de diversos origenes, algunos ejemplos son en higado de rata (Stdffter et

al,, 1974; Reyes et al., 1977).y humano (Rich & Steitz, 1987), Artemia salina (M8ller et al., 1975), levadura

(Kruiswijk & Planta 1975; Zinker & Barner, 1976; Juan-Vidales et al., 1984), células de Krebs 11 (Leader &

Coin, 1977), células HeLa (Horak & Schiffmann, 1977), Drosophila melanogaster (Chool et al., 1980),
Tetrahymena piriformis (Sandermann et al., 1979), gérmen de trigo (Madrzak et al., 1979), reticulocitos
(Howard et al., 1976), Trypanosoma cruzi (Schijman et al., 1992) y otros, pero hasta el momento no se
tiene conocimiento exacto del papel de estas proteinas en el proceso de sintesis de proteinas.

En este trabajo se tratd de elucidar 2 qué nivel se regula la expresion de estas proteinas durante la
germinacion del maiz con el objeto de ampliar el conocimiento del papel de estas proteinas en
relacion a la sintesis de proteinas durante la etapa de germinacion. Con este fin las proteinas
ribosomales acidas (PRAs) se identificaron por medio de anticuerpos en andlisis de Western blot en
extractos de ejes de maiz secos y de diferentes horas de germinacion. Se encontr6 que las PRAs estan
unidas en baja proporcion al ribosoma de ejes embrionarios de semillas maduras y por medio de un
experimento de sintesis in vivo (en donde se administré el aminoacido radioactivo metionina 35S para
que se incorpore en las proteinas en formacion de las células) se encontré que hay un incremento
fuerte en la sintesis de estas proteinas a las 24 horas de germinacion. La inhibicion de la sintesis del
mRNA por tratamiento con a-amanitina no tuvo efecto en la sintesis de estas proteinas, También se
busco la presencia de el mRNA de PRAs en ejes de maiz seco y a diferentes horas de germinacion por
medio de Northern blot y se encontraron sefiales probables de los mensajes para estas proteinas tanto

en ejes secos como a diferentes horas de la germinacion. Esto nos indica que las PRAs se encuentran



listas en las semillas secas para ejercer su funcion durante la germinacién y posteriormente se

empiezan a sintetizar a partir de mensajes almacenados en la semilla.



IL- INTRODUCCION.
E! maiz (Zea mays L) es una planta anual de la familia Gramineae, es la planta de cereal mas
alto ya que puede alcanzar alturas hasta de 4,5 metros. Esta planta posee flores masculinas,
que nacen en la parte superior del tallo y flores femeninas (que daran lugar a la mazorca) que
nacen en una union axilar del tallo.
E! maiz se encuentra entre los cuatro principales cultivos del mundo (los otros son trigo,
arroz y papa) y el mayor productor son los Estados Unidos de Norteamérica con una
produccion que equivale al 40 % de la produccion mundial. Se estima que alrededor del
mundo se siembran 132 millones de hectareas con una produccion de 477 millones de
toneladas métricas de maiz. Entre los paises que dedican grandes extensiones de terreno
para el cultivo de este cereal se encuentran Estados Unidos, China, Brasil, Rusia, México,
Argentina, Rumania, Francia, India y Sudafrica.
Por restos arqueologicos se sabe que una planta, llamada teosintle, parecida al maiz actual se
consumia en México desde hace al menos unos 7000 afios. La adaptacion, domesticacion y
seleccion a lo largo de esos afios, junto con el avance de la ciencia y tecnologia, han
introducido cambios importantes en el cultivo de esta planta.
Fue hasta 1930 que se obtuvieron variedades hibridas que han aumentado enormemente la
calidad y productividad de el maiz. En 1988 se hizo la primera introduccion de un gene a
células de maiz (Grotier, 1993), con la consiguiente opcion de producir plantas transgénicas.
La productividad se ha incrementado pues en 1931 se obtenian rendimientos promedio de
1538 kg de semilla por hectarea cosechada en los Estados Unidos. En 1985 el rendimiento
promedio en este pais alcanzd los 7408 kg/hectérea.
Pero también la mecanizacion del campo ha jugado un papel relevante para la intensificacion
de este cultivo. Tomemos como ejemplo que antes de 1930 se necesitaban mas de 30
minutos para desgranar mazorca y obtener 25 kg de semilla. Actualmente este

procedimiento requiere de menos de 3 minutos.



Actualmente el maiz se utiliza principalmentc para alimentar directamente al ser humano,
aunque en los Estados Unidos la mitad de la produccion se utiliza para alimentar ganado.

Sin embargo t'ambién existen otros usos: el tallo es us&do como forraje, el olote (mazorca ya
sin las semillas) como materia prima para extraer furfiral (Adams & Voorhees, 1941), 1a semilla
se utiliza extensamente en las industrias fermentativa y de destilacion, en la produccién de
aceites comestibles y de diversos aziicares y jarabes.

Uno de los aspectos biolégicos de mayor interés es el proceso conocido como germinacion,
ya que si éste no se lleva a cabo correctamente no serd posible obtener plantas y semillas
nuevas, ademas de que indirectamente puede disminuir el valor alimenticio de éstas Gltimas.
Si bien no se tiene una definicion formal de germinacién, nosotros emplearemos este término
para describir a todos los procesos que transcurren desde que la semilla se pone en contacto
con agua hasta que la radicula protruye a través de la testa.

Normalmente una semilla no gennimé hasta que haya tenido un periodo de crecimiento y
desarrollo, que halla acumulado suficientes reservas y, en la mayoria de los casos, pasado
por un proceso de secado. En este momento se dice que estd en una etapa quiescente
(actividad metabélica disminuida al maximo posible) y puede ser guardada por meses o afios
sin suffir deterioro. Sin embargo al ponerse nuevamente en contacto con agua se¢ hidrata y
entra en una nueva fase de actividad.

Se reconocen tres fases dentro de la germinacion:

1) Imbibicion.- Al entrar en contacto con agua, la semilla entra en un periodo de absorcion
rapida de agua que puede variar entre 5 y 10 minutos en soya (Parrish & Leopold, 1977 ) hasta
mis de 30 minutos en chicharo (Waggoner & Parlange, 1976). Después entra a un periodo de
toma lenta y lineal de agua que puede durar entre 5 y 10 horas.

2) Fase lag.- La semilla humectada se vuelve mas pesada y metab6licamente més activa. En
trigo esta fase se extiende entre 40 minutos y 5 horas después de haber comenzado la

imbibicion (Spiegel & Marcus, 1975).



3) Fase de germinacion.- Este periodo se caracteriza por el crecimiento de alguna parte del
embrién (generalmente la raiz) que finalmente rompe la testa.

Por experimentos de inhibicion se sabe que no existe germinacion si la sintesis de proteinas o
de RNA se bloquea (Brooker et al, 1977). De hecho se ha detectado que la sin.tesis de
proteinas comienza incluso solo una hora después del comienzo de la imbibicion én
embriones de trigo (Marcus et al., 1966), cebada (Stoddart & Thomas, 1973) y centeno (Sen et al,
1975). Esto sugiere que la mayor parte de los componentes bioquimicos y estructurales que
se reqﬁieren para sintetizar estas macromoléculas deben estar presentes en la semilla seca. Se
sabe que en trigo se encuentra RNA de transferencia y aminoacil RNAt sintetasas (Weil &
Partier, 1982) junto con factores de iniciacion y elongacion (Marcus, 1982).

En cuanto al RNA mensajero (RNAm) se ha visto que también se encuentra almacenado en
las semillas de trigo y se ha visto que es el responsable de la sintesis de proteinas en los
primeros 40 minutos (Spiegel & Marcas, 1975). Sin embargo, en la fase lag de la germinacion
la transcripcion de nuevo RNAm es responsable de generar un cambio en el patron de
sintesis de proteinas. v

Las proteinas del ribosoma juegan un papel importante para que éste pueda llevar a cabo su
funcion en el proceso de sintesis de proteinas. Se ha visto que ciertas proteinas de caricter
#cido (denominadas PO, P1 y P2 en eucariotes) son necesarias para llevar a cabo un aspecto
del proceso de traduccion en el ribosoma. Se les ha estudiado en células de organismos
pertenecientes a todos los reinos biolégicos y los modelos de estudio abarcan desde
levaduras hasta mamiferos, pasando por Arfemia salina y oocitos de Xenopus; sin embargo
poco se ha estudiado en plantas y no es muy claro el papel de estas proteinas en la
germinacion,

El aporte de! preseme‘ estudio radica en que el maiz (Zea mays L.), ademis de ser
econdmicamente importante a nivel mundial, es un modelo de estudio interesante puesto que
la maquinaria bioquimica para la sintesis de proteinas de las semillas en estado quiescente

tiene peculiaridades que no presentan las células en crecimiento exponencial del resto de los



modelos donde se han estudiado estas proteinas (denominadas en general proteinas
ribosomales dcidas 6 PRASs), lo que puede arrojar nuevos datos sobre la funcién de las
PRAS en el ribosoma durante la sintesis de proteinas en general.

Como se menciono, la sintesis de proteinas es un proceso clave durante la germinacion de
las semillas y si las PRAs estan involucradas cabria preguntar cuando son requeridas y
cuando se sintetizan, es decir tendriamos que saber como son reguladas en el proceso de la
germinacion. Para aportar informacion acerca de esta pregunta hemos desarrollado este
proyecto de investigacion enmarcado en la siguiente hipotesis de trabajo:

Hipétesis: La expresion de las PRAs se regula a nivel traduccional durante el proceso de
germinacion -ie la semilla.

Los objetivos generales del proyecto fueron los siguientes:

1) Determinar la presencia de estas proteinas en ejes embrionarios de maiz seco.

2) Determinar la presencia del(os) RNAm de estas proteinas en ejes embrionarios de maiz
seco.

3) Monitorear la expresion de las PRAs durante las 24 horas de germinacion.

Los experimentos realizados en el laboratorio de bioquimica vegetal para elaborar la
presente tesis se pueden dividir en dos etapas: la primera incluye los experimentos necesarios
‘para identificar a las PRAs de maiz; y la segunda etapa incluye los experimentos de biologia
molecular que fueron necesarios para identificar los RNAm correspondientes a estas

proteinas.



IIL-ANTECEDENTES
Uno de los procesos claves en la vida de los organismos, no importa que tan evolucionados
sean, es la sintesis de proteinas, Estas forman parte integral de la estructura de células y
tejidos, ademas la actividad bioquimica de las células radica en ellas y son una de las
macromoléculas mas abundantes de los seres vivos.
Entre las funciones biologicas mas importantes que llevan a cabo las proteinas se pueden
considerar:
a) Catalisis enzimatica: Existen ciertas proteinas que pueden catalizar las reacciones
quimicas celulares al disminuir la energia de activacion de las mismas, haciendo posible que
éstas se lleven a cabo dentro de la célula, o fuera de ella, en condiciones ambientales. A estas
proteinas se les llama enzimas y forman un grupo extremadamente extenso y heterogéneo. Si
tenemos en cuenta que hay células que cada segundo llevan a cabo 100,000 reacciones
bioqufmicas en las cuales participan enzimas, nos podremos dar una idea de la gran cantidad
y variedad de estas macromoléculas que debe poseer cada célula.
Las enzimas estdn involucradas en una multitud de procesos tales como: los procesos de
obtencién y almacenamiento de energia (fermentacion, respiracidn, ciclo de Krebs, lipdlisis,
gluconeogénesis, glucogendlisis, fosforilacion oxidativa, fotosintesis, etc); de sintesis (desde
acidos grasos hasta hormonas pasando por biopolimeros como celulosa) y degradacion e
inactivacion de moléculas (desde aminoacidos hasta productos exdgenos como
medicamentos) y finalmente en todos los procesos de reparacion y crecimiento celular.
b) Las proteinas participan también en otras funciones especializadas en los organismos
como: el transporte de gases (como la hemoglobina), de iones (como calmodulina), de
cofactores o vitaminas y de hormonas; la contraccion y movimiento celular, Forman parte ya
sea del flagelo de las bacterias hasta el musculo de los mamiferos (como actina, miosina,
tubulina); la proteccion inmunolégica de los animales superiores (como los anticuerpos); la
accion hormonal (como la hormona del crecimiento, la insulina y otras hormonas

peptidicas); formando la parte estructural de los tejidos (como la colagena); como



receptores de hormonas y sefiales de reconocimiento intercelular; e interaccionando con
acidos nucleicos para darles estabilidad e incluso modificar su expresién y funcionamiento.
Tendriamos que terminar esta lista con un largo etcétera, pero clla nos sirve para entender la
importancia de las protcinas en los seres vivos. Por tanto, sabiendo que las proteinas son
sintetizadas dentro de la célula, se requiere dé una maquinaria intracelular capaz de
producirlas rapidamente, en el momento adecuado, en cantidades suficientes y precisas y sin
error en su secuencia de aminoacidos.

La secuencia quimica del icido desoxirribonucleico (DNA) contiene la informacion que
dirige la sintesis de proteinas. EIl DNA es una macromolécula larga que esta formado por
monomeros de nucledtidos. Cada nucledtido tiene tres elementos: una base pirica (adenina
0 guanina) o una base pirimidinica (timina o citocina), un azucar (desoxirribosa) y el grupo
fosfato. A la secuencia de tres nucledtidos se le llama triplete o codon y tiene la informacion
genética para uno y solo un aminoacido. La secuencia de nucledtidos determina, por tanto,
la secuencia de aminoacidos en la proteina.

La sintesis de proteinas requiere de otros elementos que mencionaremos a continuacion:

Se requiere de otro acido nucléico: el Acido ribonucleico 0 RNA. Este difiere del DNA por
que contiene otro tipo de azucar (ribosa) y la timina esta reemplazada por otra base que es
uracilo. Son necesarios tres tipos de RNA para llevar a cabo la sintesis de proteinas: el RNA
mensajero (MRNA), que transcribe la informacion genética del DNA; el RNA de
transferencia ((RNA), que lleva al aminoécido apropiado al sitio de la sintesis de proteinas, y
el RNA ribosomal (RNA), que esté asociado con los ribosomas.

Para llevar a cabo la sintesis de proteinas el fragmento de DNA que contiene la informacion
para una proteina especifica se usa como plantilla para hacer RNA mensajer. enun
proceso conocido como transcripcion. EIl mRNA es entonces usado por la célula para dirigir
la sintesis de proteinas en un proceso conocido como traduccion.

Existen importantes distinciones en la estructura de los mRNA de organismos eucariotes que

incluyen la presencia del écido 7-metil-guanilico también llamado "CAP" en su extremo 5,



aspectos de estructura secundaria y terciaria, codon de iniciacion (casi siempre AUG),
secuencias vecinas al codon de iniciacion (contexto) y Ia cola de poli A al extremo 3°.

El RNA de transferencia se usa para construir la secuencia correcta de la proteina que refleja

la informacion almacenada en el mRNA. El tRNA tienc en una parte de su molécula un
triplete de bases, conocido como anticoddn, que reconoce y se une por complementariedad
a tres bases en la molécula del mRNA. En el extremo opuesto del anticodon se encuentra
una region donde ¢l tRNA se une a un aminoacido. Hay por lo menos 20 especies de
moléculas de tRNA en cada célula correspondiendo cuando menos una (y a menudo varias)
a cada uno de los 20 aminoacidos necesarios para la sintesis de proteinas,

Cuando el tRNA tiene unido un aminoacido se le conoce como aminoacil tRNA. La unién
del aminoacido al tRNA requiere de la participacion de una enzima especifica para cada uno
de los 20 aminoécidos. A estas enzimas se les conoce como aminoacil-tRNA sintetasas.

En la sintesis de proteinas se pueden diferenciar tres etapas que son iniciacion, alargamiento
y terminacion. Se requiere de diversos factores de naturaleza peptidica para las diferentes
etapas. Para los eucariotes los factores de iniciacion se abrevian "elF", los de elongacion
“eEF" y el de terminacion "eRF"(su papel se menciona adelante).

" La sintesis de proteinas se lleva a cabo en los ribosomas, que son organelos localizados en el
citoplasma celular. Un ribosoma consta de 2 subunidades, 1a mayor con un peso de 508 en
organismos procariotes y 60S en eucariotes ( el término "S" se refiere al tamafio que se
determina por la velocidad de sedimentacion medida en unidades Svedberg). La subunidad
pequeidia tiene un peso de 308 en procariotes y 40S en eucariotes. El ribosoma completo
pesa 708 y 80S para procariotes y eucariotes respectivamente. Ambas subunidades estan
formadas por RNA ribosomal (fRNA) y por proteinas. (Ver Figura 1).

Cada ribosoma tiene dos sitios adyacentes para unir RNAt. Al sitio A se une el aminoacil-

tRNA, el sitio P se une al tRNA que tiene la cadena polipetidica en formacion.



SITIOS ACTIVOS EN EL RIBOSOMA: El ribosoma posce un buen nimero de sitios
activos, cada uno de los cuales esta constituido por un grupo particular de proteinas
asociadas a una regién del rRNA. Los centros activos requieren de la participacion directa
del rRNA, ya sea a un nivel estructural o incluso catalitico. Ninguna de las actividades
cataliticas puede ser reproducida por una proteina aislada o por un grupo de ellas. De
manera que Se piensa en el ribosoma como una estructura interactiva, en donde los cambios
en la conformacion de un sitio modifican la funcion de otro.

Entre los sitios que se pueden distinguir se cuentan:

1.- El sitio de union donde la subunidad 40s une al complejo mRNA-Met-t;RNA-eIF-2-GTP.
2.- Los sitios A y P de el ribosoma 80s.

3.- El centro con actividad de peptidil transferasa de la subunidad 60s.

4.- El sitio de union de eEF-2 responsable de la translocacion, también en la subunidad
grande.

Los sitios donde se unen los diversos elementos en la sintesis de proteinas son amplios y
ocupan hasta 2/3 partes del ribosoma. A esta parte del ribosoma se le conoce como dominio
de traduccion, mientras que al resto del ribosoma se le conoce como dominio de salida; los
ribosomas que estan unidos a membranas estan conectados por este dominio (Lewin, 1994,
figura 2).

Se han identificado otros sitios en organismos procariotes y es posible que en eucariotes se
encuentren sitios analogos: '

I.-La unién inicial de la subunidad 30S requiere de la proteina S1 (en este caso S significa
proteina de la subunidad pequefia del ribosoma por la palabra en inglés "small"), que tiene
una afinidad muy fuerte por icidos nucleicos. Es responsable de mantener al mRNA en la
forma de una sola cadena mientras se encuentra unido a la subunidad 30S. La proteina S|
junto con la S18 y la S21 constituyen un dominio involucrado tanto en la unién inicial del

RNAm, como del tRNA iniciador (Lewin, 1994).
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2.- Otro sitio es el formado en la protuberancia exterior de la subunidad grande. En este sitio
se encuentran dos dimeros formados por las proteinas L7/L12 (aqui la L significa proteina
de la subunidad grande del ribosoma, por la palabra en inglés "large") que son las unicas que
se encuentran en mas de una copia por ribosoma y son de naturaleza acidica. Cuando ambos
dimeros son removidos, las particulas ribosomales se vuelven incapaces de llevar a cabo la
hidrélisis de GTP a la demanda de cualquier factor accesorio. Sin embargo, no se considera
que la actividad de GTPasa recaiga en estas proteinas aunque pueden ser necesarias para la
actividad de otra proteina (Lewin, 1994).

3.- El factor EF-G (homologo del eEF-2 de eucariotes) se une a la subunidad 508 cerca de
la proteina S12, una de las proteinas del sitio de union del mRNA en la subunidad 30S. Esto
coloca a EF-G en la interface entre las subunidades en la vecindad de los dimeros L7/L12.
Existen dos niveles donde la sintesis de proteinas puede ser regulada y que son los procesos
de traduccion y transcripcion. El control a nivel de transcripcion y procesamiento del mRNA
tarda al menos unos quince minutos, pero los diferentes mecanismos de control a nivel
traduccional pueden ser mucho mas rapidos. Aun cuando ambos procesos son similares, en

eucariotes y procariotes existen diferencias importantes entre ellos,

SINTESIS DE PROTEINAS EN EUCARIOTES

Una vez que el RNA ha sido procesado en el nicleo de la célula eucariote para producir el
mRNA maduro, éste se transporta al citoplasma y se utiliza para la formacién de nuevas
proteinas, entra al ribosoma y su secuencia es interpretada (decodificada) para dar lugar a
una cadena de aminoacidos unidos entre si por enlaces peptidicos (proteina).

Como se dijo anteriormente, el proceso de la sintesis de proteinas puede describirse en tres
fases: iniciacion, alargamiento y terminacion,

La iniciacion involucra las reacciones que preceden a la formacion del enlace peptidico entre
los primeros dos aminoacidos de la proteina. Es el paso mas lento y puede ser el limitante

para determinar la velocidad a la que un mRNA es traducido.



La elongacion involucra a todas las reacciones de sintesis a partir del primer enlace peptidico
hasta la adicion de! Gltimo aminoacido.
La fase de terminacion comprende los pasos necesarios para liberar a la cadena polipeptidica

del ribosoma (figura 3).

INICIACION.- Para la fase de iniciacion deben llevarse a cabo los siguientes pasos:

1) La disociacion de los ribosomas en las subunidades 40S y 60S.

2) La activacion del primer aminoacido (metionina) y la union del metionil tRNA (met-
RNAt ;) a la subunidad 40S para formar el complejo de preiniciacion 43S.

3) La union del .RNAm al complejo de preiniciacion 43S donde se identifica el codon
iniciador y se forma el complejo de iniciacion 438,

4) La unién de éste ultimo a la subunidad 60s para formar el complejo de iniciacion 80s,
Estas reacciones requieren cuando menos 10 factores de iniciacion (eIF), que son los que

permiten regular esta parte del proceso.

1.- Disociacion de los ribosomas: a concentraciones fisiologicas de Mg*2 (ImM) los
ribosomas 80S predominan en un equilibrio activo con sus subunidades disociadas. Los
factores de iniciacion elF-1A y eIF-3 desplazan el equilibrio de la disociacion al unirse a la
subunidad 40S y prevenir su unién con la 60S (Goumans et al., 1980). E! factor elF-6 también

impide la uni6n de las dos subunidades, pero actua en la subunidad 60S (Lewin, 1994).

2.- Union del Met-t;RNA : El primer RNA de transferencia que se une a la particula 40S es
de un tipo especial, ya que es el Unico que puede ser usado para la iniciacion. Este tRNA
reconoce al triplete AUG que usualmente es el primer codon en ser traducido en eucariotes
(aunque también se llega a utilizar GUG) y el aminoécido que carga es una metionina (que a
diferencia de procariotes no estd formilada) y para diferenciarlo de! tRNA que lleva la

metionina para la elongacion se pone subindice "i" (Lewin, 1994). E!l factor eIF-2 forma un

12



complejo con GTP y después se une al met-t;RNA para formar un complejo ternario (Benne
et al,, 1979; Konicczny & Safer, 1983). Este complejo finalmente se une a la particula 40S para
formar el complejo 43S de preiniciacion. Estos complejos son estabilizados por el el F-3 y el

elF-1A (Trachsel ct al., 1977; Benne et al., 1978, figura 4).

3.- Unién al mRNA: El complejo de preiniciacion se une a un mRNA, el cual se encuentra en
forma de particula ribonucleoprotéica (mRNP) o formando parte de un polisoma, por medio
del término 5° del mRNA vy rastrea hasta que encuentra la seiial de iniciacion (modelo de
rastreo (Kozak, 1989 A). La formacion del complejo de iniciacion 43S es promovida por la
hidrolisis de ATP y un cierto namero de factores. Entre estos factores esta el eIF-4F que se
une al CAP del mRNA a través de su subunidad (eIF-4E). El elF-4A y elF-4B se unen
también al mRNA en la zona del CAP. Los factores 4A y 4B tienen una actividad de RNA
helicasa dependiente de ATP, que probablemente es la responsable del desdoblamiento de la
estructura secundaria del mRNA en el extremo 5° (Ray et al., 1988; Lawson et al., 1989; Rozen et
al., 1990).

Después que estos factores se han unido al mRNA, permiten que éste ultimo pueda unirse al
complejo de preiniciacion. Debido a que el eIF-3 se une tanto al mRNA como a el complejo
de preiniciacion y a los factores eIF-4F y eIF-4B puede considerarse como la llave de unién
entre el complejo de preiniciacion y el RNAm para formar el complejo de iniciacion (Duncan
et al., 1987; Etchison & Smith, 1999).

Después del reconocimiento del CAP por los factores de iniciacion y launién del mRNA a el
complejo de preiniciacion, empieza el rastreo hasta el codon de iniciacion para formar el

complejo de iniciacion 438S. (Figura 5).

4) Formacion del complejo de iniciacion 80S: En este paso la subunidad 60S se une al
complejo de iniciacion 43S, esta reaccion requiere la funcion del factor eIF-5 y la hidrolisis

de la molécula de GTP unida a eIF-2 presente en el complejo 43S. La reaccion de GTPasa

13



es promovida por eIF-5 en ausencia de la subunidad 60S y provoca la salida del complejo
elF-2:GDP y de otros factores también unidos como eIF-1A y eIF-3 (Benne & Hershey,
1978; Pcterson et al., 1979; Raychaudhuri et al,, 1985) del ribosoma . La unién subéecuenté de la
subunidad 60S debe ser rapida debido a que la estabilidad del Met-t;RNA unido a la
subunidad 43S en ausencia de elF-2 es baja.

El complejo eIF-2:GDP intercambia GDP por GTP y este proceso es catalizado por el
factor eIF-2B también llamado GEF (guanine exchange factor) (Rowlands et al., 1988;
Dholakia & Wahba, 1989).

Una vez que se ha formado el complejo de iniciacion 80S, el Met-t;RNA queda unido al sitio
P del ribosoma, el que se encuentra listo para continuar con la fase de elongacion. (Figura

6).

ELONGACION.- Este es un proceso ciclico que afiade un aminoacido al carboxilo terminal
del péptido naciente por turno del ciclo. Es promovido por cuatro factores de elongacion
(eEF) e involucra 4 pasos principales (Figura 7):

1) La unién de un aminoacil-tRNA al sitio A del ribosoma, catalizado por eEF-1a.
Un aminoacil-tRNA forma un complejo ternario con eEF-1a y con GTP antes de unirse al
sitio A del ribosoma. En estos momentos el sitio P se encuentra ocupado por el aminoacil
t;RNA.

2) Hidrélisis de GTP y salida del complejo eEF-1a-GDP del ribosoma.

Después de la unién del complejo al ribosoma pero antes de la formacion del enlace
peptidico, el GTP es hidrolizado y se libera el complejo eEF-1a:GDP fuera del ribosoma
(Thompson, 1988). Aparentemente este es el paso lirﬁitante de la elongacion (por lo menos en
bacterias). Como su contraparte en la iniciacion (eIF-2-GDP), el recambio del GDP del
complejo liberado requiere la presencia catalitica de un factor proteinico en este caso eEF-1

By (Janssen & Moller, 1988).
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3) Formacion del enlace peptidico catalizado por el centro con actividad de peptidil
transferasa en la subunidad 60S.

Durante la formacion del enlace peptidico se transfiere el aminoacido inicial (o en su caso el
péptido) unido al tRNA en el sitio P hacia el aminoacil-RNAt presente en el sitio A. La
actividad responsable para la formacion del enlace es llamada peptidil transferasa. Esta
actividad se encuentra en la subunidad grande del ribosoma, y si bien son necesarias las
proteinas, aparentemente la actividad catalitica es propiedad del rRNA mas que de alguna
proteina en particular (Lewin, 1994). Aparentemente el factor eEF-SA promueve la
formacion del primer enlace peptidico.

4) La translocacion promovida por eEF-2.

El ciclo de adicion de aminoacidos es completado por el proceso de translocacion en donde

el ribosoma avanza tres nucleotidos a lo largo del mRNA en direccion 5'a 3. El resultado es
la expulsion del tRNA descargado del sitio P, para que el nuevo peptidil-RNAt pueda entrar
lo que a su vez ocasiona que el sitio A quede libre para la entrada del aminoacil-tRNA
correspondiente al siguiente codon. La actividad de translocasa la da el factor eEF-2 que es
dependiente de GTP.
Durante cada ciclo se consume una cantidad de energia considerable, al menos se usan dos
enlaces de alta energia (en forma de GTP) en cada paso de unién y de translocacion,
También se utilizan dos enlaces de alta energia (en forma de ATP) para cargar cada tRNA
conun aminoAcido.

Este proceso es rapido ya que un ribosoma eucariote puede afiadir de 2 a 6 aminodacidos por
segundo, aunque no tan rapido como las bacterias que pueden incorporar entre 15 y 18
residuos de aminodcido por segundo. Cualquier aminoacil-tRNA, excepto el iniciador,
puede entrar al sitio A (Lewin, 1994).

TERMINACION.- Esta parte del proceso es poco conocida; cuando un codén de
terminacion llega al sitio A del ribosoma el factor de liberacion eRF promueve el

rompimiento del peptidil-tRNA completado liberando la proteina formada. Los codones de
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terminacién son UAG, UAA, UGA. Se necesita GTP en los cucariotes para que eRF se una

al ribosoma (Lewin, 1994).

MECANISMOS DE CONTROL EN LA SINTESIS DE PROTEINAS:

I) Estructura y_concentracion del RNAm: La cantidad de mRNA dentro de la célula

eucariote estd determinada por el grado de sintesis (transcripcion), la eficiencia del
procesamiento transcripcional, el transporte fuera del nicleo y su velocidad de degradacion
en el citoplasma. Pero en células eucariotes, en términos de sintesis global de proteinas, el
mRNA no parece ser limitante.

Sin embargo, se sabe que existen 4 caracteristicas que afectan la eficiencia de traduccion de
un mRNA.

a) La presencia y accesibilidad de la estructura 7-metil guanosina trifosfato en el extremo 5’
(5'-m’G) que promueve la traduccién del mRNA. Casi todos los mRNA de mamifero la
poseen.

Ab) Las estructuras secundarias y terciarias juegan un papel importante en ¢l proceso de
decodificacion del mRNA dependiendo de su grado de estabilidad y posicion en la cadena.
La estructura secundaria en el extemo 5'-UTR puede afectar la accesibilidad al CAP y/o al
sitio de iniciacion y puede impedir el rastreo de la subunidad 40s. Sin embargo, estructuras
secundarias presentes en la region codificadora no parecen interferir de manera importante
con el proceso de elongacion.

c) El sitio en que se encuentra el codon AUG iniciador y las secuencias vecinas a éste
(contexto). Se ha demostrado que el anticodon del Met-RNAt interactia con la sefial de
iniciacion (AUG) del mRNA durante la formacion del complejo de preiniciacion (Kozak, 1989
B) y que el contexto del AUG facilita o disminuye esta interaccion. Elementos que dan un
contexto fuerte y que facilitan la interaccion entre el AUG iniciador y el anticodon del Met-

RNAt incluyen a purinas en las posiciones -3 y +4 (donde A del codon AUG esta en la
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posicién +1). Cuando existe un contexto débil es posible que el complejo 43S pase sobre el
codon AUG y no se detenga para empezar la sintesis de proteina.

d) La presencia de una cola de poli(A) en el extremo 3’ ayuda a aumentar la eficiencia de la
traduccion. Estos mRNA tienen colas de 200 a 250 residuos adenilados cuando son

transportados al citoplasma.

1) Fosforilacién: El proceso de fosforilacion/desfosforilacion de numerosos proteinas del
aparato de traduccion es importante en el control de la sintesis total de proteinas, Se han
identificado varias fosfoproteinas en células de mamifero: por lo menos 13 en factores de
iniciacion, 3 de los 4 factores de elongacion, 3 proteinas ribosomales y varias aminoacil-
RNAt sintetasas (Hershey, 1989). En algunos casos la fosforilacion causa inhibicion de la
traduccion y en otros la estimula,

Estimulacion de la sintesis de proteinas: La fosforilacion de los factores de iniciacion eIF-2B
(Dholakia & Wahba, 1989), eIF-3 (Milburn et al., 1990), eEF-4B (Duncan & Hershey, 1984; 1987)
y ¢EF-4F (Tuazon et aL, 1989; Morley & Traugh, 1989; Tuazon et al., 1990), asi como la de la
proteina ribosomal S6 estan relacionados con la activacion de la sintesis de proteina in vivo.
Represion de la traduccion: Esta es observada en células animales carentes de suero,
aminoacidos o sujetas a estrés por calor u otras condiciones. También la inhibicion de la
sintesis es promovida por la fosforilacion de otros dos factores solubles: elF-2 (Farrel et al.,

1977) y eéEF-2 (Ryazanov, 1987; Nairn & Palfrcy, 1987).

III) Otros mecanismos:

El control global de la sintesis de proteinas es importante ya que coordina la traduccion del
mRNA con el metabolismo general de la célula, mientras que la regulacion de un solo tipo
de mRNA se emplea para para dar control temporal a la expresion de un gene en particular.
Ejemplo de esto ultimo es el hecho de que algunas proteinas al llegar a una concentracion

critica en la célula se unen a su mRNA e inhiben su propia sintesis (Gold, 1988).
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También se han observado controles globales ocasionados por el pH intracelular y por los
niveles de Ca2*(Brostrom & Brostrom, 1990). La sintesis de proteinas también puede ser
afectada por metales pesados (Pain & Clemens, 1991), mientras que los choques hipertonicos
inhiben la sintesis de proteinas a nivel de iniciacion (Saborio ct al, 1974). Las hormonas afectan
este proceso (de sintesis) a través de procesos de fosforilacion/desfosforilacion (Schneider &
Shenk, 1987), aunque otros mecanismos puedan ocurrir.

Los RNAs citoplasmicos pequeiios pueden llegar a inhibir la traduccion en algunos casos,
debido a interacciones complementarias (van der Krol et al., 1989).

También se sabe que el proceso de degradacion de algunos RNAm esta acoplado al proceso
de traduccidn, como ocurre en el sistema de la tubulina (Gay ct al., 1989) donde la traduccion
del RNAm es necesaria para su degradacion via un mecanismo que reconoce al producto

polipeptidico naciente.

FUNCION DE LAS PROTEINAS ACIDAS DEL RIBOSOMA (PRAs)

Los ribosomas contiencn, entre varias protcinas basicas, un juego de proteinas muy acidas y
altamente conservadas que adicionalmente son las tnicas presentes en mas de una copia por
ribosoma. A estas proteinas se les conoce como proteinas A (acidas) o proteinas P (forma
fosforilada en eucariotes); nosotros las llamaremos proteinas ribosomales acidas (PRAs).
Estas proteinas (PRAs) han llamado l1a atencién porque se han encontrado anticuerpos
contra ellas en un alto porcentaje de individuos con ciertas enfermedades autoinmunes.
También se ha encontrado que en algunas especies son importantes o esenciales para la
sintesis de proteinas y por consiguiente para la vida,

Uno de los rasgos estructurales mejor conocidos de la subunidad larga del ribosoma
bacteriano es una protuberancia lateral compuesta por dos dimeros de las proteinas L7 y
L12 (PRAs). Esta protrusion es altamente flexible (Gudkov et al., 1982) y posiblemente se

puede plegar sobre el cuerpo de [a particula subribosomal (Traut et al., 1983).
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La proteina L7 ¢s la forma N-acetilada de la segunda (Brot & Weisshach, 1981). Estas
proteinas tienen la caracteristica de ser las Unicas de naturaleza acidica (pH 3 a §) y
encontrarse en mas de una copia por ribosoma, en contraste con el resto de las proteinas
ribosomales que son basicas y estan en una sola copia. También tienen una composicion de
aminodcidos hidrofobica (20% alanina)(Matheson et al., 1980).

El complejo L7/L12 in'teracciona con factores de la traduccion de proteinas, algunos de los
cuales unen e hidrolizan GTP, incluyendo al factor de iniciacion IF2, factores de elongacion
EF-Tu y EF-G (contrapartes de los eucariotes eEF-1 y eEF-2) y factores de liberacion RF1
y RF2; L7/L12 también son necesarias para unir esos factores y el aminoacil-tRNA al
ribosoma (Weissbach, 1980; Brot & Weissbach, 1981). Los analogos eucariotes de estas
proteinas, llamadas Pl y P2, también tiepen esta funcion: se requieren para la union de!
aminoacil-tRNA, para la actividad de GTPasa de eEF-2, interactian con ¢EF-1 y son
necesarias para la sintesis de proteinas (MacConsell & Kaplan, 1980; 1982; Sanchez-Madrid et
al, 1979).

Un sistema para su purificacion utiliza las caracteristicas fisicoquimicas de las PRAs, Estas
pueden ser facilmente disociadas del ribosoma mediante un tratamiento alto en sales y etanol
al 50%; las PRAs permanecen solubles mientras el remanente de los ribosomas o
subunidades precipita (Hamel et al, 1972). Esto provee de un método uniforme para el
aislamiento y caracterizacion de estas proteinas de distintas fuentes. Desde la deteccion de
L7 y L12 se han buscado en un buen nimero de organismos y es un hecho universal la
existencia en los ribosomas de estas proteinas icidas o sus equivalentes en células de
organismos pertenccientes a todos los reinos bioldgicos, desde arqueobacterias hasta
cucariotes.En células eucariotes las PRAs parecen ser funcionalmente equivalentes a sus
contrapartes bacterianos (Hamel et al,, 1972; van Agthoven et al,, 1978; Lavergne ¢t al, 1987) y
ademas se ha reportado un iniercambio funcional entre proteinas de ambos origenes.v A
partir del hecho de que la funcion de los ribosomas en eucariotes y procariotes es similar, se

supuso que ciertos componentes de origen procariote podrian llevar a cabo las funciones en
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ribosomas eucariotes y viceversa. En levadura, Ballesta y sus colaboradores (Sanchez-Madrid
et al., 1981) obtuvieron particulas ribosomales sin las proteinas dcidas L44/L45 (contrapartes
eucariotas de L7 y L12 y que actualmente se llaman YP2o y YP2[3 (Santos ct al., 1993)), estas
particulas no podian unir eEF-2 y tampoco podian llevar acabo la hidrolisis de GTP
promovida por este factor durante la elongacion; sin embargo, al agregarles las proteinas
procariotas L7 y LI2 se vi6 que se formaba el complejo ribosoma-eEF-2-GTP pero no se
llevaba a cabo todavia la hidrolisis del GTP. Se observd que si ademas se quitaban las
proteinas ribosomales L.15 y S31, el eéEF-2 se podia unir y se podia llevar a cabo la hidrolisis
de GTP. Esto ultimo podria ser debido a que L15 y S31 afectaban la interaccion de L7/12,
También se hicieron intercambios funcionales de L7/12 en células de higado de rata (Stwfner
etal, 1974) y en Artemia salina (Miler et al., 1975) con éxito.

Si bien la estructura de estas proteinas se ha conservado (Shimmin et al., 1989) durante la
evolucion, las de eucariotes adquirieron estructura y funcién peculiares que sugieren que
llevan a cabo papeles regulatorios adicionales en la sintesis de proteinas. Entre las
caracteristicas que hacen tinicas a las PRAs de eucariotes estan:

1.- Se encuentran fosforiladas en el ribosoma (Zinker & Warner, 1976; Sanchez-Madrid et al.,
1981). En todas las células procariotes en las que se ha buscado, no se ha encontrado
ninguna proteina ribosomal fosforilada (Wittman, 1974) en condiciones normales, mientras
que en eucariotes las PRAs pueden estar monofosforiladas como en levadura (Juan-Vidales et
al., 1984) o multifosforiladas como en higado de rata (Reyes et al., 1977).

2.- Algunos investigadores (Zinker, 1980; Sacaz-Robles et al,, 1990) demostraron que existe una
poza de estas proteinas desfosforiladas en el citoplasma. La base de esta demostracion
proviene de estudios en cultivos de levadura marcados con 32Pi y con aminoacidos tritiados.
Después de inmunoprecipitar las PRAs del citoplasma se encontrd que no habia
incorporacion de 32Pi pero si una gran incorporacion de tritio. Esto quiere decir que hubo
sintesis de estas proteinas, pero las que se encontraban en el citoplasma no estaban

fosforiladas.
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3.- Existe un intercambio entre las proteinas de la poza y las del ribosoma durante la sintesis
de proteinas (Tsurugi & Ogata, 1985). Zinker y Warner (1976) supusieron que las proteinas
acidas de levadura eran necesarias para la hidrolisis del GTP durante la fase de elongacion y
que eran aceptores del Pi que resultaba de dicha hidrolisis, de manera que se tenian que
recambiar cada vez que se necesitaba hacer una trgnslocacién de la cadena polipeptidica del
sitio P al sitio A.

4.- La cantidad de PRAs unidas al ribosoma parece estar relacionada con la actividad de la
particula. Ballesta y colaboradores (Saenz-Robles et al., 1990) encontraron que las células de
levadura en crecimiento exponencial tenian 4 de estas proteinas por ribosoma, mientras que
las células en fase de envejecimiento o estacionario tenian solamente 2.

5.- La fosforilacion de las PRAs se requiere para la actividad del ribosoma tanto in vivo
(Naranda & Ballesta, 1991) como in vitro (MacConnell & Kaplan, 1982; Lavergne et al., 1987),
Zinker y Warner (1976) observaron que la fosforilacion de estas proteinas no se inhibia o
disminuia cuando se producia disminucion de la sintesis de ribosomas en células de levadura,
pero si disminuye si se detiene la sintesis de proteinas. Por su parte Ballesta y colaboradores
(Juan-Vidales et al., 1984) demostraron que un extracto de estas proteinas (PRAs) permitia
unir eEF-2-GTP a un ribosoma depletado de ellas, pero si el mismo extracto era tratado con
fosfatasa no se llevaba a cabo esta union de ¢eEF-2-GTP. También demostré marcando a las
PRAs radiactivamente con yodo que al estar desfosforiladas disminuye notablemente su
afinidad por el ribosoma.

6.- Los 10 aminoacidos del carboxilo terminal de las PRAS estan totalmente conservados en

casi todas las especies estudiadas (Shimmin et al., 1989).
En los ribosomas eucariotes existe una familia de proteinas acidicas que son codificadas por

diferentes genes. Dos tipos de polipéptidos se encuentran en mamiferos y se les ha

nombrado P1 y P2 (Wool et al., 1991). En eucariotes inferiores se llegan a encontrar mas de
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dos polipéptidos, pero todos se pueden agrupar en dos jucgos segiin su parecido a P1 y P2
de mamifero. Se sabe que el amino terminal de P! esta acetilado, no asi el de P2.

También se ha encontrado otra proteina similar pero con un peso mayor y que se le ha dado
el nombre de PO (Towbin et al., 1982).

En humanos se han caracterizado estas proteinas y se ha encontrado que PO, P1 y P2
comparten los 17 aminoacidos del carboxilo terminal y la secuencia es
KEESEESD(D/E)DMGFGLFD-COOH (Rich & Steitz, 1987). Sc sabe que esta secuencia
es la base de su reactividad inmunolégica en sueros de pacientes con lupus eritematoso
sistémico (Elkon et al., 1986), mal de Chagas con complicaciones cardiacas (Mesri et al., 1990)
y leishmaniasis (Soto ct al., 1993). La longitud del RNAm obtenido es de 1200, 650 y 600
bases para PO, P1y P2 respectivamente, mientras que la masa molecular de las proteinas es
de 37, 15 y 14 Kd en el mismo orden (Rich & Steitz, 1987). Aparentemente PO es la
contraparte eucariote de L10,

En levadura (Saccharomyces cerevisiae) se han estudiado en forma abundante estas
proteinas y se han detectado y clonado 4 genes (Mitsui & Tsurugi, 1988; Remacha et al., 1988;
Newtoa et al., 1990) que dan lugar a 4 polipéptidos diferentes (también se encuentran sus
formas acetiladas y fosforiladas) nombrados YPla y YP1P, que corresponderian a la familia
Pl,y YP2ay YP2J que corresponderian a la familia P2. También se sabe que cualquiera de
estas proteinas puede ser eliminada en S. cerevisiae sin afectar seriamente el tiempo de
generacion de las células, no asi si se elimina por completo un juego, ya sea de P1 o de P2
(Remacha et al., 1992).

También en levaduras se ha encontrado una proteina a la que se la ha dado el nombre de PO
debido a su peso y a su semejanza inmunologica con PO de mamifero. Esta proteina es
requerida para la actividad ribosomal y para la viabilidad de las células (Santos & Ballesta,
1994), ya que células mutantes de S. cerevisiae crecidas en condiciones que reprimian la
expresion de ésta proteina reducian la velocidad de su crecimiento hasta llegar a una

morfologia aberrantc y finalmente la muerte. También durante este proceso se observo una
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dramatica reduccion de polisomas en extractos celulares y la aparicion de subparticulas 408
en los polisomas restantes indicando que existia un déficit en la cantidad disponible de la
subunidad 60S.

Se ha pensado que se puede formar el complejo (P1)2:P0-(P2)y (Santos & Ballesta, 1994),
que es equivalente al pentamero formado en bacterias (L7/L12)4°L10 (Uchiumi & Komiami,
1992); sin embargo el hecho de que se necesite PO y solo P1 o P2 para la viabilidad celular
indica que podria tener otro papel en el ribosoma. ‘

PO no se acumula en el citoplasma ni siquiera en condiciones que dan lugar a una
acumulacion significativa de su RNAm. Es posible que el exceso de proteina se degrade
como sucede con el resto de proteinas ribosomales (Warner, 1989), pero también es posible
que se una a alguna estructura celular insoluble; con relacion a esto es interesante hacer
notar que se han encontrado determinantes antigénicas de PO en membranas celulares de
extractos de levadura (Koren et al., 1992).

Se sabe que las células eucariotes pueden detectar y eliminar a aquellas proteinas
ribosomales que no estan unidas al ribosoma (Warner et al., 1985); las PRAs son las tnicas
que eluden este mecanismo (con excepcion de PO); sin embargo, una mutacién cerca del
amino terminal las hace sensible a la degradacion (Naranda et al., 1988).

Se han estudiado las regiones 5'de los UTRs y una delecion de 69 bases resulta en una
eficiencia en la traduccién de YP2p, con lo que se acumula la proteina, mientras que la
traduccion de YPIP se ve seriamente reprimida. Ademds, la sobreexpresion de YP2p inhibe
la sintesis de proteinas a nivel de iniciacion afectando la interaccion de la subunidad 60s con
el complejo de iniciacion 43s (Bermejo et al., 1993). En el mismo articulo se demostro que
existe un efecto opuesto de la expresion de estos dos polipéptidos, pues mientras YPI
parece reprimir la expresion de YP2p, esta Gltima se requiere para estimular la expresion de
YPIp. Es probable que esta regulacién mutua trabaje a nivel de traduccion y que pueda ser

independiente del resto de los componentes ribosomales (Bermejo et al., 1993).
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En plantas casi no se han reportado estudios de estas proteinas, sin embargo en nuestro
laboratorio se han extraido PRAs a partir de ejes embrionarios incubados a diferentes
intervalos de tiempo habiendo usado columnas de carboximetilcelulosa (Pérez-Méndez et al.,
1993). El peso de los péptidos encontrados fue de 15, 16 y 37 kD, con un punto isoeféctrico
de 4.7 a 4.9 y también se encontrd que estos ejes incorporan 32P en los residuos de serina y
de treonina. En cuanto a la regulacion de estas proteinas durante la germinacion no se tenian
datos, aunque se habia encontrado (Sinchez de Jiménez et al, 1981) que ejes embrionarios
pretratados con a-amanitina expresaban diferentes proteinas en el transcurso de la
germinacion, lo que nos hablaria de una regulacion a nivel traduccional de ellas. Mas

recientemente (Ibarra, 1990) en nuestro laboratorio, se encontrd en un sistema in_vitro

formado con ribosomas provenientes de maiz y mensajes exogenos (virus del tabaco) que
existia cierta diferencia en la selectividad de traduccion de los ribosomas al ser tratados con
auxinas cuando el patron de proteinas se comparaba con los que no eran tratados con estas
hormonas. Esto aportd mayor evidencia de la existencia de un sistema de seleccion de
mensajes o de acoplamiento diferencial de los mensajes con los ribosomas. Con todo esto
supusimos la siguiente hipotesis de trabajo:

Hipétesis: La expresion de las PRAs se regula a nivel traduccional durante el proceso de
germinacion de la semilla.

Y se plantearon los siguientes objetivos generales:

1) Determinar la presencia de estas proteinas en ejes embrionarios de maiz seco.

2) Determinar la presencia del(os) RNAm de estas proteinas en ejes embrionarios de maiz
$€co.

3) Monitorear la expresion de las PRAs durante las 24 horas de germinacion.
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IIL- METODOLOGIAS
1.- Preparacion del material biolégico (Snchez de Jiménez & Aguilar, 1984).
Ejes de maiz; Se utilizaron semillas de maiz (Zea mays L) variedad Chalqueiio.
Para los experimentos de identificacion de proteinas ribosomales dcidas se extrajeron
manualmente los ejes embrionarios de semillas maduras y secas. Se pusieron lotes de 700 mg
de ejes secos durante 1 hora en 1.3 ml de aguay se incubaron en hielo (esto como control
porque otros se tratarian con a-amanitina). Posteriormente se elimind el agua y se les
agregd 1.3 ml de medio MS! sin hormonas (ver apéndice). Se evitd el sumergirlos por
completo y se germinaron en una incubadora con temperatura controlada a 25°C durante el
tiempo requerido (3, 6 y 24 horas).
Sintesis in vivo de proteinas. Algunos ejes se usaron para llevar a cabo sintesis de proteinas
in vivo para lo cual se siguio el procedimiento anterior de incubacion, pero 3 horas antes de
que concluyera se agregaron 400uCuries de metionina 355. Hay que hacer notar que los
ejes de tres horas de germinacion se incubaron desde el principio con la marca. Transcurrido
el tiempo de incubacion, a cada lote se le quitd el medio y los ejes fueron enjuagados para
quitar la marca en exceso. Después de este punto se congelaron a -70°C para trabajar con
todas las muestras al mismo tiempo. De estos ejes se extrajeron proteinas ribosomales
totales y citoplasmicas (ver adelante) las que se analizaron por electroforesis y se sometieron
a autoradiografia en unos casos y en otros se midio la incorporacion de marca en el extracto
en un contador de centelleo.
Algunos lotes de ejes se sometieron a un tratamiento con o-amanitina para inhibir la
transcripcion de mRNA desde el inicio de la germinacion. Para lograr esto se sumergieron
en 1.3 ml de solucion acuosa conteniendo 12 pg/ml de este inhibidor en hielo durante 1 hora
previa a la germinacion. Posteriormente se incubaron en 1.3 ml de medio MSI durante 3, 6 y
24 horas. Otros lotes con este tratamiento se utilizaron para obtencr RNA de 24 horas de

germinacion.



Para los experimentos de identificacion del mRNA de las proteinas ribosomales acidas, el
RNA se extrajo siguiendo el protocolo correspondiente (ver adelante). Para este propaosito,
ejes embrionarios secos o provenientes de semillas previamente incubadas en palanganas
cubiertas con papel aluminio en una incubadora con temperatura controlada a 25°C durante
el tiempo requerido (0, 3, 6, 9, 24 y 50 horas de germinacion), fueron seccionados de las
semillas usando guantes estérilies.

Levadura: Se utilizo levadura silvestre (Saccharomyces cerevisiae) para extraer el RNA que
se us6 como control en los experimentos de Northern blot. Para esto se hizo un cultivo de
levadura silvestre en medio YEPD liquido (extracto de levadura 0.5%; peptona 1%; glucosa
1%) incubando con agitacion toda la noche a temperatura ambiente. Las células se
cosecharon a las 18 horas de cultivo.

Escherichia coli: Se usaron dos cepas de esta bacteria cada una teniendo un plasmido
diferente. Una cepa tenia el plasmido PVR45 (donada por el Dr. Samuel Zinker del
CINVESTAV) y dentro del plasmido se encontraba un inserto con el gene para la proteina
acida de levadura YP2. El otro tenia el plasmido PMRE44 (donada por el Dr. Juan Ballesta
de la Universidad Autonoma de Madrid, en Espafia), dentro de éste plasmido se encontraba
un inserto con el mismo gene para la proteina acida de levadura YP2. A continuacion se
muestran los mapas de restriccion de ambos plasmidos con su respectivo inserto:

Plasmido PVR4S : Las letras indican los sitios de restriccion del plasmido y las flechas

debajo del mapa de restriccion indican los cortes que se hicieron.

Kb
(X1} (T
0.5 el 033 el o.nl (Y 033 0.94 035
i 1 71 x ’ 14 4 | | ]
| Ul IR | | | |
H D B P D He E
T T Tamaiio total 3.88 kB
Tamaiio del inserto 1.13 kB
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Plasmido PMRE44: Las letras indican los sitios de restriccion del plasmido y las flechas
debajo del mapa de restriccion indican los cortes que se hicieron.

0.7 0.3 0080.1 0.12 0.2 0.4 0.3 0.1l 0.26
| [ I ) . i
| (N N B B 7 1 1
E He H He H K E
T T

Tamaiio total 2.20 kB Inserto
Tamaiio del inserto 0.86 kB
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2.- Experimentos para obtener a las proteinas ribosomales y citoplésmicas

Preparacion de ribosomas y extraccion de proteinas ribosomales (Eberhard & Manfred, 1988).
Se utilizaron ejes embrionarios secos o con alguno de los tratamientos descritos. Estos ejes
fueron congelados en nitrogeno liquido y homogenizados en un mortero hasta obtener un
polvo fino cuidando de que no se descongelaran. Inmediatamente después se les agregaron 4
volumenes (5ml) de buffer de extraccion (Tris pH 8.2 ic acético 50 mM; KCl 50 mM,
MgAc 5 mM; B-mercaptoetanol 5 mM, sacarosa 250 mM; PMSF 1 mM) y se homogenizo
con politrén a intervalos de 30 segundos durante 2 minutos sumergiendo el tubo en hielo a
intervalos hasta obtener una pasta blanda. Se centrifugé a 15,000 RPM durante 30 minutos a
4°C (rotor JA-20, 27000g ). El sobrenadante se colocé sobre un colchdn de sacarosa 1M en
buffer de extraccion (en una relacion de un volumen de colchén de sacarosa por 4
volumenes de muestra) y se ultracentrifugé a 53,000 RPM durante 3.5 horas.( rotor
Beckman 75TI a 200,000g). Se recuperd tanto el precipitado como el sobrenadante

posribosomal.

Tratamiento del precipitado para obtener proteinas ribosomales totales:
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El precipitado se coloco en un tubo Eppendorf'y se resuspendio en un volumen minimo (100
pl) de buffer A3 (HEPES 20 mM; MgAc 5 mM, KOH 20 mM; KAc 125 mM; B-
mercaptoetanol 6 mM). Después se afadio 1/10 del volumen de acetato de Mg IM
manteniecndo la muestra en hielo y 2 volumenes (200 pl) de dcido acético glacial (con
agitacion ocasional) minimo 1h. La muestra se centrifugd a 3,000 RPM 2 minutos en
microfuga. El sobrenadante se precipito con 3 volumenes de acetona fria y se dejo reposar
toda la noche a -20°C. Al dia siguiente se centrifugé a 8,000 RPM |5 minutos a 4 °C en
microfuga, se evapord la acetona por completo con una corriente de aire, y el precipitado
finalmente se resuspendio en agua. Con este procedimiento se obtienen proteinas
ribosomales totales.
ratamiento del sobrenadante posribosomal (proteinas citopldsmicas) para obtener protein

4cidas:

El sobrenadante posribosomal se precipito afiadiendo acetona, 5 volumenes por 1 volumen
de sobrenadante, reposando toda la noche a -20°C. Al dia siguiente se centrifugo a 10,000
RPM en el rotor JA-20 (12000g ) durante 10 minutos a 4°C. El sobrenadante se decanto6 y
el precipitado se seco con corriente de aire hasta evaporar bien la acetona. Después se
agregaron 0.5 ml de buffer de resuspension (Tris HCI pH 7.4 100 mM; cloruro de magnesio
12 mM; cloruro de potasio 80 mM; B-mercaptoetanol 5 mM) y el precipitado se disolvio
bien. Se afiadieron 0.5 ml de buffer I (Tris HC| pH 7.4 100 mM,; cloruro de magnesio 20
mM; cloruro de amonio 1500 mM; f-mercaptoetanol 3 mM) y la mezcla se agito durante 20
minutos en hielo. Se afiadié un volumen de etanol y la mezcla se agitd durante 5 minutos. A
continuacion se afiadio otro volimen de etanol y la mezcla se agitd otros 5 minutos.
Después se centrifugd a 10,000 RPM durante 10 minutbs a 4°C (rotor JA-20, 12000g ) y el
sobrenadante se precipité con 2.5 volumenes de acetona y se centrifugé a 10,000 RPM
durante 10 minutos a 4°C (rotor JA-20, 12000g ). Se decantd el sobrenadantc y el
sedimento sc sometio a una corriente de aire hasta evaporar bien la acetona. El precipitado

se redisolvio en 0.5 ml de agua (volimen final).

28



3.- Analisis por Western blot (Towbin et al., 1979)

.Electroforesis: Se cuantificé la proteina tanto en la fraccion ribosomal como en la
citoplasmica mediante el método de Bradford (Bradford, 1976) usando una curva estandar de
albumina. Una vez calculada la concentracion de proteina se tomaron alicuotas de las
fracciones de 20 a 50 ug de proteina y se mezclaron con 2 volumenes del buffer
(amortiguador) de muestra para proteinas ribosomales (Tris HCI pH 6.8 0.05%; SDS 1%, f-
mercaptoetanol 1%; EDTA 0.02 M; Glicerol 10 %; azul de bromofenol 0.002%, urea 8 M),
El andlisis de protefnas se hizo por medio de electroforesis usando la ciamara para
electroforesis en minigeles (Mighty Small de Hoefer). Se usaron geles desnaturalizantes de
acrilamida al 14% de acuerdo a Laemmli (1970) y se corrieron con una intensidad de 20 mA
por placa durante 2 horas.
Transferencia: Después de que termind la electroforesis, las proteinas del gel se transfirieron
a una membrana de difluoruro de dipolivinilideno (PVDF) mediante un aparato de
transferencia semiseco (LKB, Novablot), para ello se pusieron varias capas de papeles filtro
Whatman 3mm antes y después del gel en el siguiente orden:

-) 3 papeles sumergidos en solucién anddica I de transferencia (Tris 0.3 M pH 10.4, 20% de
metanol v/v).

-) 3 papeles sumergidos en solucion anddica II de transferencia (Tris 25 mM pH 10.4, 20%
de metanol v/v).

-) La membrana de PVDF (previamente se hidrata metiéndola 3 segundos aproximadamente
en etanol y luego 10 minutos en agua desionizada) en solucién anddica II,.

-) El gel que también se equilibré en solucién anddica II de transferencia.

-) 3 papeles sumergidos en solucion catodica III de transferencia (6-amino-n-hexen caproico
10mM pH 7.2, 20% de metanol v/v).

La transferencia se llevo a cabo en | hora a ImA/cm?2,

Observaciones:
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Cuando no es posible transferir inmediatamente el gel se puede dejar toda la noche en
solucion de transferencia II sin que las proteinas se difundan. Si se utilizo un aparato de
electroforesis para geles grandes hay que correrlo con la misma intensidad durante 1 hora y
media. La membrana se puede guardar una vez que esté seca. Sin embargo una vez que se
ha revelado, el color puede disminuir con el tiempo.

Revelado de la membrana: Para realizar el revelado, la membrana de PVDF con las proteinas
transferidas se puso en agitacion suave en solucion de saturacion (0.05% v/v Tween 20 ,
leche descremada 5% disueltos en PBS (NaCl 0.15 M, NaH7PO4 1.8 mM, NaHPQO4 10.5
mM)) por lo menos 1 hora, Posteriormente se hicieron dos lavados de 15 minutos con
agitacion leve en PBS. Se sacaron las membranas de la solucion de saturacion y se incubaron
con anticuerpos antiPRAs de levadura® obtenidos en conejo en solucion de saturacion a una
dilucion de trabajo 1:800, durante 2 horas a 37°C o bien toda la noche en refrigeracion
usando agitacion leve. Terminado el tiempo de incubacion se hizo un lavado de 15 minutos
con PBS, después otro lavado de 15 minutos con PBS en NaCl IM. Finalmente se hizo otro
lavado de 15 minutos con PBS. Enseguida las membranas de PVDF se incubaron 2 horas a
temperatura ambiente con los segundos anticuerpos antigama globulina (IgG) de conejo
(Sigma No. A-9044, 1:2000) conjugados con la enzima peroxidasa. Despuéds de incubar se
hicieron dos lavados de 15 minutos con PBS y se reveld con el sustrato y cromégeno: 22 mg
de 4-cloro-naftol, 11 m! de metanol, 33 m! de PBS y 44 pl de HyO9 al 30 %, este reactivo
se preparé al momento y en este orden,

Las muestras que son positivas aparecieron como manchas de un color entre gris y morado
obscuro.

Observaciones: Si la membrana por revelar se encuentra seca se hidrata sumergiéndola

unos segundos en metanol (grado R.A) y después diez minutos en agua desionizada.

* Los anticuerpos son contra proteinas dcidas de levadura obienidos en concjo por la Maestra en Cicicias
Mariaelena Mellado..
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4) Cuantificacion y sintesis de PRAs(Durin ct al., 1984; Borgese & Gactani, 1980)
[nmunoprecipitacion: Se tomaron 350 pg de proteinas ribosomales y 2500 ug de la fraccion
citoplasmica de extractos de proteinas ribosomales totales y del sobrenadante citoplasmico
provenientes de ejes previamente incubados con y sin un tratamiento de a-amanitina, como
se indico en el inciso correspondiente, y se mezclaron volumen a volumen con buffer A 2X.
Se agrego un volumen de los anticuerpos aPRAs de levadura suficiente para tener una
dilucion 1/800 y la "mezcla de incubacion" se mantuvo en agitacion toda la noche a 4°C.
También se prepard una suspension de 50 mg/ml de Sefarosa proteina A en buffer A 1X
(Tris HCI pH 7.5 10 mM; NaCl 150 mM; EDTA | mM; Nonidet P-40 0.05%) y se dejo
hidratar toda la noche. Al dia siguiente se tomaron 80 pl de esta suspension y se mezclaron
con la "mezcla de incubacion" durante 2 horas a 4°C. Se prepararon columnas de fibra de
vidrio en puntas de micropipetas, por las cuéles se paso la "mezcla de incubacion" con la
Sefarosa, La fibra de vidrio retuvo a la Sefarosa que se lavd inmediatamente con 3
volumenes de buffer B (Tris HCI pH 7.5 100 mM; NaCl 1 mM; EDTA 1 mM; Nonidet P-40
0.05%,; Tritén X-100 0.25%) primero y con 2 volumenes de buffer A (Tris HCI pH 7.5 10
mM; NaCl 150 mM; EDTA 1 mM; Nonidet P-40 0.05%) después. Las proteinas 4cidas
inmuprecipitadas se eluyeron con 150 pl de buffer de muestra para proteinas ribosomales
(Tris HCI pH 6.8 0.05%; SDS 1%; B-mercaptoetanol 1%; EDTA 0.02 M; Glicerol 10 %;
azul de bromofenol 0.002%, urea 8 M).

Las proteinas se analizaron por Western blot en las condiciones ya descritas.

Medicion de la incorporacion de metionina 358 a proteina,

Se tomaron 50 pg de proteinas ribosomales totales y también de proteinas citoplasmicas
provenientes de ejes previamente incubados con metionina 35S, como se indicd para la
sintesis in vivo de proteinas. Se depositaron en frascos viales de vidrio bien lavados y secos

y se les agregaron 5 ml de liquido de Bray (PPO 0.4% p/v; POPOP 0.02% p/v; naftaleno 6%
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/v, etilenglicol 2 p/v;, metanol 10% v/v; disolver en dioxano). Se leyd en el contador de
p 4 p Yy

centelleo (minaxi 8 de PACKARD).

Autoradiografia.

Esta técnica se utilizo para visualizar las bandas radioactivas de las proteinas (en geles secos
de acrilamida) o bien bandas de hibridacion de los analisis por la técnica de Northern blot
(ver adelante). La membrana de nylon, o bien el gel seco de acrilamida, se deposité sobre
una placa de autoradiografia usada (o cualquier otra mica) y se cubri6 con plastico Egapack,
evitando la presencia de burbujas y de arrugas. En obscuridad se le colocé sobre una placa
Kodak X-Omat. Después de transcurrido el tiempo de exposicion se llevd a cabo el revelado
de la placa usando una solucion reveladora y una solucion fijadora de Kodak (GDX), se
siguieron las instrucciones del fabricante como a continuacion se indica:

La placa se sumergié 5 minutos en solucion reveladora y después se saco con pinzas y se
metié 1 minuto en solucion de dcido acético (15 ml de acido acético glacial en un litro de
agua). A continuacion se paso a la solucion fijadora durante 3 minutos. Inmediatamente se le
dié un lavado con abundante agua de la llave y se colgd para que escurriera teniendo

cuidado de no rayar la placa.

S.- Identificacién de los RNAm de las proteinas ribosomales dcidas

Para eliminar la accion de RNAsa exdgena y obtener mejores rendimientos en la obtencién
de RNA total y mensajero se tomaron la siguientes precauciones:

Siempre se trabajo con guantes.

El agua desionizada se esteriliz6 en autoclave a 121°C durante 15-20 minutos.

Todo el material de plastico (puntas de micropipetas y tubos Eppendorf) se usé Gnicamente
nuevo y también se esterilizo en autoclave a 121°C durante 15-20 minutos.

Todo el material de vidrio se esterilizd en horno a 170 °C al menos durante 8 horas,

recubriendo la boca de los recipientes con papel aluminio. El lugar de trabajo se limpid
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diariamente con agua y luego etanol. Se procurd no hablar cuando se estuviera trabajando
con RNA. Se utilizd un mechero para tener un area estéril.

Hay que sefialar que todo el EDTA que se usé fue a partir de soluciones "madre" llevados a
pH 8.0 y con una concentracion 0.5 M.

Extraccion de RNA total de células vepetales (Logemas et al., 1984)

Se tomé 1 gramo de ejes embrionarios preparados como se describié y se pulverizé en un
mortero‘estéril agregando nitrogeno liquido, inmediatamente el polvo se transfirié6 a un tubo
corex estéril de 50 ml (previamente enfriado en hielo) evitando que la muestra se
descongelara. Sin perder tiempo se agregaron 12 ml de buffer Z6 (8M de cloruro de
guanidinio -o bien tiocianato de guanidinio 4M-; MES pH 7 20 mM; EDTA 20 mM) y 300
ul de B-mercaptoetanol. Se mezcld con v(méx y se agregaron 6 ml de fenol y 6 ml de una
mezcla cloroformo-alcohol isoamilico (en una relacion de 96:4). Nuevamente se agité con
vortex hasta que la muestra estuviera bien mezclada (en este punto se puede dejar la muestra
en baiio de hielo y se puede empezar la extraccion de otra muestra. No dejar mas de cuatro
muestras en este punto). A continuacion se centrifugé durante 30 minutos a 12000g a
temperatura ambiente (superior a 10°C, el resto de las centrifugaciones de toda esta
metodologia se hicieron a 4°C). Se tomo el sobrenadante y se agregd 1/10 del volumen de
acido acético IM y 0.7 volumenes de EtOH absoluto. Después de esto se dejo precipitar 20
minutos a -70°C. Pasado este tiempo, se centrifugd durante 10 minutos a 12000g y se
elimin6 el sobrenadante. Se afiadieron 10 ml de EtOH al 70% y se agit6 bien con vértex,
después de lo cual se centrifugé durante 10 minutos a 12000g y se eliminé el sobrenadante.
Se repiti6 el lavado con EtOH al 70%. Al precipitado resultante se le afiadio | ml de acetato
de Na 3M y se agito bien con vortex. Se centrifugo durante 10 minutos a 12000g, se elimind
el sobrenadante y el precipitado se lavo 2 veces con 10 ml de EtOH al 70%. Se dejo el
precipitado en el tubo cerrado boca abajo por 20 minutos a temperatura ambiente para
escurrir el etanol (o toda la noche a 4°C). Una vez pasado este tiempo la mezcla de acidos

nucleicos se disolvié en 3 ml de agua estéril y se adicionaron 3 ml de LiCl 4 M y 3 ml de
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urea 8 M. Se dejo en reposo de 3 a 4 horas a 4°C y se centrifugd durante 10 minutos a
12000g. Se elimin6 el sobrenadante y se adiciono al pellet 1ml de acetato de Na 3 M.
Nuevamente se agito bien en vortex (tratando de deshacer el pellet). Se centrifugod durante
10 minutos a 12000g, se elimino el sobrenadante y se lavo 2 veces el pellet con 10 ml de
EtOH al 70%. El tubo corex se dejo escurrir de 20 a 30 minutos boca abajo (procurando
que todo el etanol se evaporara o escurriera) y el pellet se disolvio en la minima cantidad de
agua. La solucion se pasé a un tubo Eppendorf. Se tomaron alicuotas y se leyeron las
absorbencias a 230, 260, 280 y 330 nm en un espectrofotometro.

Para que un RNA extraido con esta técnica se considere puro y listo para usarse se deben
obtener obtener los siguientes datos:

i) El coeficiente 260/280 debe ser cercano a 2

i) El coeficiente 260/230 ) 2

iii) La absorbencia a 330 nm debe de ser practicamente igual a cero.

iv) Ademds se tiene que correr en un minigel nativo para ver su integridad.

La concentracion total se calcula con la formula siguiente:

ug RNA/ml = Abs260(42.5)(factor de dilucion)

Extraccién de RNA total de levadura (Ausubal et al., 1992)

Se determiné la densidad 6ptica de un cultivo de levadura crecido en las condiciones que se
mencionaron y se transfirio un volumen de cultivo correspondiente a 1010 células a un
frasco para cosechar células de 250 mi, conteniendo un volumen de agua helada.
Aproximadamente 2x107 células/ml tienen una densidad 6ptica a 600 nm entre 0.5 y 1.0. La
muestra se centrifugd 5 minutos a 4°C a 5000 RPM (4500g). Después de esto se aspiro el
sobrenadante y el pellet se resuspendié en 15 ml de RNA Buffer (NaCl 500 mM; Tris HCI
pH 7.5 200 mM; EDTA 10 mM) y se transfirio a un tubo corex de 25 ml estéril. Se
centrifugd 5 minutos a 4°C a 3000g, se aspiro el sobrenadante y se resuspendié en 5 ml de

RNA Buffer (aquf se pueden guardar a - 70°C si es necesario). Se adiciond un volumen de

34



perlas igual a 5 gramos (Perlas de vidrio tratadas con icido nitrico, lavadas y esterilizadas en
horno) y se adicionaron 15 ml de la mezcla fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (en una
proporcion 25:24:1, equilibrado con RNA buffer). Las levaduras se agitaron en vortex 5
minutos a maxima velocidad para romper su pared celular enfriando en hielo.
Inmediatamente después se centrifugaron 5 minutos a 3000g y a 4°C y la fase acuosa se
transfirid a otro tubo cdrex (unos 4 ml). Al tubo con la mezcla de levaduras y esferas de
cristal nuevamente se le adiciond un volumen igual (5 ml) de la mezcla de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico. Se volvio a agitar en vortex y se centrifugd bajo las
mismas condiciones. Esta fase acuosa se mezclo con la primera, se adicionaron 3 volumenes
(12 ml) de etanol al 100% frio (4°C) y se guardaron 30 minutos a -20°C. Transcurrido este
tiempo se centrifugé a 4°C 10 minutos a 12000g. Se aspiré el sobrenadante y el pellet se
lavé con etanol frio al 70% centrifugando a 4°C 10 minutos a 12000g. Se eliminé el
sobrenadante y el pellet se dejo escurrir para quitar el etanol. El RNA obtenido finalmente se
resuspendi6 en 2 ml de agua. Se determiné la pureza y la concentracién de la muestra y se
verifico la integridad de la misma manera que para el RNA obtenido de células vegetales.

Teéricamente si se usaron 1010 células se deberian obtener 5 mg de RNA total.

Extraccién de RNAm de levadura (Aviv & Leder, 1972)

El RNA total obtenido por el procedimiento anterior se calent6 a 65°C durante 5 minutos.
Después se afiadio un volumen de buffer de carga 2X (Tris HCI pH 7.5 20 mM; NaCl 1000
mM; EDTA 2 mM; SDS 0.2%) y se mezcld con la resina agitando suavemente de 15 a 20
minutos. Se centrifugéd a 1500 RPM durante 5 minutos en microfuga, se retird el
sobrenadante y se lavo 2 veces con 2 volumenes de buffer de carga X (Tris HCI pH 7.5 10
mM; NaCl 500 mM; EDTA | mM; SDS 0.1%) centrifugando a la misma velocidad. Se lavd
de 3 a 4 veces con [ volumen de buffer de lavado 1X (Tris HCI pH 7.5 10 mM; NaCl 100
mM; EDTA 1 mM, SDS 0.05%) centrifugando a la misma velocidad y eliminando el

sobrenandante en cada caso. La resina fue eluida finalmente con 1 volumen de buffer de
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elucién (Tris HCI pH 7.5 10 mM; EDTA. 1 mM; SDS 0.05%) centrifugando a 2000 RPM
durante S minutos en microfuga. Este lavado de elucion se repitio y ambos eluidos se
mezclaron y se precipitaron con acetato de Na 0.3 M final y 2.5 volumenes de etanol
durante toda la noche a -20°C. Al dia siguiente se centrifugd a 9000g durante 12 minutos a
4°C. El precipitado se resuspendio en el volumen minimo de agua estéril y se leyo la
absorbancia de la muestra a 260 nm. La cantidad de RNA se calcula de la misma manera que

para el RNA total. La integridad del RNA se verifico en un minigel no desnaturalizante.

Minigel no desnaturalizante para RNA y DNA (Clemens, 1984)

Este tipo de geles se utilizo para ver la integridad de las muestras de RNA total y mensajero
(poliA), también para correr DNA plasmidico sometido a la accion de enzimas de
restriccion. La concentracion de agarosa usada (1%) sirve para resolver bien bandas de 0.5 a
7kB.

Para hacer el gel se diluy6 el buffer TAE 50X (Tris basico 2 M; EDTA 0.1 M; acido acético
glacial 1M) a una concentracion 1X y en éste se hizo una suspension de agarosa libre de
RNAsa al 1%. Se agit6 bien y se suspendio calentando en el horno de microondas. Una vez
que la agarosa se hubo disuelto, se dejoé enfriar lentamente hasta una temperatura de unos 40
°C. Se agregaron 5 pul de bromuro de etidio (0.5 pg/ml; peligro es carcinogénico), se
homogenizé y se vaciaron entre 35 y 40 ml en la cimara de gelificacion que viene en los
aparatos. Mientras la suspension se gelificaba se prepararon las muestras: alrededor de 1 pg
de 4cidos nucleicos y 1 pl del buffer de carga no desnaturalizante para acidos nucleicos
(EDTA 10 mM; glicerol 50%; Azul de Bromofenol 0.4%; xilencianol 0.4%) E! gel se
depositd en la camara de electroforesis y se llend con TAE 1X hasta cubrir los pozos. La
muestra se depositd con una micropipeta directamente en los pozos dejando caer la muestra
despacio y con cuidado. Se aplicd un voltaje de 70 volts al principio y de 90 volts una vez
que la muestra habia entrado al gel (la muestra quedé lista al cabo de 1 hora y media

aproximadamente). Los Acidos nucleicos se visualizaron con la ayuda de un transiluminador
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de luz ultravioleta gracias a la fluorescencia que les proporciona el bromuro de etidio que se

encuentra interczlado en las cadenas.

6.- Manejo de las sondas moleculares

Obtencion de DNA plasmidico [Maxipreparacion (Birnboim & Doly, 1979)]

Con ésta técnica se obtiene suficiente DNA para secuenciar o hacer unos 200 ensayos de
Northern blot. Se crecieron las cepas de E. coli que contenian el plismido de interés como
se menciond. Transcurrido el tiempo de incubacion las células se centrifugaron a 3000g
durante 10 minutos en rotor JA-20 de Beckmann, la pastilla de células se resuspendio en 5
ml de NaCl 10 mM y se volvid a centrifugar, después de esto la pastilla de células se
resuspendio en 0.6 ml de buffer de lisis (Tris HCI pH 8 25 mM; EDTA 10 mM; sacarosa
15%,; lisozima 2 mg/ml) y se incub6é durante 20 minutos en hielo para debilitar la pared
celular. Se agregaron 1.2 ml de una solucién de NaOH 0.2 Ny 1 % de SDS preparada al
momento, se agitd en vortex 20 segundos y se incubd por 10 minutds en hielo. Se agregaron
0.75 ml de acetato de Na pH 5.0, se agit6 en vortex 20 segundos y se incubd en hielo por 20
minutos. En seguida se centrifug6 15 minutos a 5900g y el sobrenadante fue transferido a un
tubo corex nuevo estéril. Se le adicionaron 5 pul de RNAsa (Sigma) que tenia una
concentracion de 10 pg/ml, se incubd 30 minutos a 37 °C. Se extrajo 2 veces con un
volumen igual de fenol:cloroformo (1:1), se centrifugd |5 minutos a 900g, y se recuperd la
fase superior. La muestra se precipité con 2 volumenes de etanol absoluto (a -20 °C) por 10
minutos a temperatura ambiente y se centrifugd durante 10 minutos a 7000g desechindose
el sobrenadante. A continuacion el pellet se lavod dos veces con etanol al 70% centrifugando
5 minutos a 5900g. El pellet se resuspendié en 168 pl de agua estéril y la muestra se
transfirié a un tubo Eppendorf estéril al cual le fueron adicionados 32 pul de NaCl 5 M. Se
mezclé perfectamente y se adicionaron 200 pl de PEG 8000 al 13%. Se mezcl6 bien y se
incubd por una hora. Transcurrido el tiempo de incubacion se centrifugd en microfuga en

frio por 10 minutos a 9000g. El pellet obtenido se lavoé dos veces con etanol al 70%
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cuidando de dejar la pastilla al final perfectamente seca la que finalmente se resuspendio en
50 ul de agua estéril y se leyd la absorbancia a 260 y 280 nm. La relacion 260/280 se
mantuvo entre 1.8 y 2.0, La concentracion de DNA se obtuvo considerando que 50 ug de

DNA/ml tienen una absorbancia a 260 nm igual a uno.

Obtencién de insertos de DNA mediante el empleo de enzimas de restriccion (Maniatis et al.,
1984; Ausubel et al., 1992).

Con esta técnica se obtuvieron los fragmentos de DNA plasmidico que se utilizaron para
efectuar los analisis de Northern blot a partir del DNA plasmidico obtenido con las técnicas
anteriores. El tamaiio de los fragmentos se determind comparando con fragmentos de DNA
del fago Lambda obtenidos por corte con enzimas de restriccion y resuelto en un minigel
nativo. Para obtener un buen estandar en suficiente cantidad se siguieron los siguientes pasos
en ese orden: Se colocaron 82.5 ul de agua en un Eppendorf estéril y se afiadieron 10 ul del
buffer B (Boehringer). Después se aiiadieron 5 pl de DNA del fago Lambda al que se le
afiadieron 1.25 pl de la enzima Hind III. Se incubo a 37°C durante 1 hora. Terminado este
tiempo se afiadieron 1.25 pl de la enzima Eco R1 y se continué la incubacién a 37°C durante
otra hora. Se tomaron 12 pl de la solucion anterior para correr en un minigel nativo,

Para los plasmidos que se cortaron se siguid el mismo procedimiento pero cambiando las

cantidades lo que se muestra a continuacion:

Plasmido PVR45 PMRE44
i) DNA 2 2
ii) Agua desionizada 14 ul 15 pi
iii) Buffer B 2 2
iv) Hind III | ST I T Se incubo 30 minutos a 37°C
Pst1 I - Se incubo otros 30 minutos a 37°C

Volumentotal 20 il 20 pul

La cantidad de DNA que se agrego equivale a 6 pug.
* Los mapas de restriccion de éstos plasmidos se muestra en las paginas 26 y 27.
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Recuperacion del fragmento de interés del minigel no desnaturalizante.

[Filtracion a través de fibra de vidrio ]

Se perford un tubo Eppendorf de 500 pl en su parte inferior con una aguja caliente. En el
fondo se empaqueto un colchon de fibra de vidrio (pelo de angel) estéril. Se cort6 la banda
de DNA de interés del minigel nativo con una navaja estéril, procurando llevarse la menor
cantidad de agarosa. Se partid en cuatro fragmentos que se depositaron en el fondo del tubo
Eppendorf cuidando de que los fragmentos no quedaran sobrepuestos. Este Eppendorf se
coloco dentro de otro Eppendorf estéril de 1500 pul y el sistema se centrifugé a 3000 RPM
en microfuga durante 2 minutos. El inserto se obtiene del liquido que queda en el tubo de
1500 ul. Para ver si el inserto fue debidamente purificado y para tener una idea de su

concentracion se tomo una alicuota y se corrio en otro minigel.

Marcado radioactivo de sondas moleculares (Feinberg & Vogelstein, 1983; 1984)

Se utilizo la técnica de Random Primer Extension (de Dupont) cuyo kit trae agua, mezcla de
nucledtidos, amortiguador y la fraccion Klenow de la DNA polimerasa 1. El volumen final
debe ajustarse a 30 ul contando 6 ul de amortiguador, 6 ul de la mezcla de nucleétidos, 1 pl
de la enzima, de 2 a § ul de dCTP marcado con 32P y el volumen necesario de la sonda para
tener unos 60 ng de DNA, agregando el agua que tiene el kit de ser necesario.

Se tomaron 50 ng del inserto purificado por filtracion a través de fibra de vidrio y se llevaron
a un volumen de 16 pl con agua que tiene el kit. Se incubaron a ebullicion 3 minutos y luego
se incubaron 2 minutos en hielo. En otro Eppendorf se depositaron 6 ul de la mezcla de
nucleétidos del kit, 6 pl de el buffer y 1 ul de la marca (dCTP 32P). Al terminar el tiempo de
incubacion el inserto se centrifugd para concentrarlo en el fondo del tubo y tomarlo todo
con una micropipeta. De esta manera se depositd en el Eppendorf con la mezcla de
nucleétidos, buffer y marca. Se adiciond ! ul de la fraccion Klenow y se dejo en reaccion

toda la noche a temperatura ambiente o 3 horas a 37°C. Al terminar este tiempo el inserto se
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purificd pasandolo por una columna de Sephadex G-50 previamente preparada (se describe
mas adelante). La actividad se midié tomando | pl de la sonda purificada que fue depositado
en un Eppendorf limpio y éste a su vez se depositd en un tubo vial en donde se midio la

actividad mediante el contador de centelleo.

Columna de exclusion molecular (Maniatis et al.,1984; Ausubal ct al., 1992):

La resina seca de Sephadex G-50 se hidratd con 5 volumenes de buffer TE (Tris HCl pH 7.4
10 mM; EDTA | mM). Se tomo una jeringa para insulina con aguja removible y se le puso
fibra de vidrio en la punta. Se agrego la resina en TE a la jeringa cuidando de que no hubiera
burbujas y la jeringa se coloco dentro de un tubo corex de tamafio suficiente para que ésta
no toque el fondo. Se centrifugd por 3 minutos a 3000 g con lo que todo el TE se sale de la
jeringa. Se agregd mas resina en TE y se centrifugo hasta alcanzar la marca de los 0.8 ml,
Una vez logrado esto, la columna se lavd con 0.3 ml de buffer. Después se empacd
centrifugando a las mismas condiciones. Se coloco un Eppendorf sin tapa en el fondo del
corex para recibir al inserto marcado, el que se llevo a 100 ul con buffer TE, se centrifugo 3
minutos a 3000g (el inserto queda en el Eppendorf que se colocd). Se agregaron otros 100
utl de TE a la columna y se centrifugo. Finalmente se recuperé el Eppendorf del fondo del

tubo con mucho cuidado y se obtuvo la marca lista para usarse.

7 - Anélisis por Nothern Blot

Electroforesis de RNA en geles desnaturalizantes de agarosa (Thomas, 1980)

Estos geles se utilizaron para resolver las muestras de RNA que se transferirian a
membranas de nylon para hibridar con las sondas marcadas radioactivamente. El gel se
preparé suspendiendo en un matraz 3.75 gramos de agarosa en 186.5 ml de agua estéril.
Una vez que la resina se hidrato se calent6 poco a poco en el horno de microondas hasta
llegar a ebullicion (IMPORTANTE: Nunca agregar agua caliente). Después de esto la

suspension se dejo enfriar lentamente hasta alcanzar una temperatura de 40°C
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aproximadamente, en estc momento se agregaron 13.5 ml de formaldehido al 37% y 5 ml de
buffer MOPS 5X (MOPS pH 7 100 mM; acetato de sodio 40 mM; EDTA 5 mM) y se vacio
en el molde del aparato. Se dejo gelificar a temperatura ambiente. Las muestras se cargaron
en el gel (ver adelante pretratamiento de las muestras de RNA) y seaplico el voltaje

indicado por el fabricante. El buffer de corrida que se uso es el buffer MOPS 1X.

Pretratamiento de las muestras de RNA
Se tomaron 30 ug de RNA total y se llevaron a 90 pl con agua estéril. En el caso del RNA

poliA se tomaron 6 pug y se adicionaron 9 pg de RNA de transferencia. Hecho esto se
precipitd el RNA agregando 10 pl de acetato de Na 3 M y 250 ul de etanol al 100 %. Se
refrigerd a -70°C toda la noche. Después de este tiempo se centrifugé a 13000g durante 10
minutos a 4°C. El precipitado se lavé con 200 pl de etanol al 75% y se centrifugd a 13000g
durante 10 minutos a 4°C. El precipitado se seco bien con una micropipeta y se afiadieron
50 ul de buffer NBSB (formamida 50%; Forlmaldehido 7%; Azul de Bromofenol 1%; buffer
MOPS 1X C.B.P. 100%). Se afiadio un ul de bromuro de etidio, se agité en vortex y se
conc;entré con un pulso de centrifuga. Las muestras se desnaturalizaron calentando en
parrilla eléctrica a 65°C durante 10 minutos. Pasado este tiempo se colocaron 10 minutos en
hielo. Se concentrd el contenido de cada Eppendof en el fondo del tubo con un pulso de
microcentrifuga. Hecho esto las muestras se cargaron inmediatamente en el gel

desnaturalizante y se corrieron.

Transferencia de RNA del gel a una membrana de nylon (Thomas, 1980)

Una vez que se llevo a cabo la electroforesis, el RNA se pasé a una membrana de nylon
como soporte solido para poder llevar a cabo la hibridacion. Para este fin se utilizé un
refractario de vidrio el que se limpid con agua estéril. Sobre él se colocé una caja petri de 15
cm de diametro y sobre ésta una placa de vidrio. Se cort6é un papel Whatman 3 MM de

tamafio suficiente que sus bordes longitudinales sobresalieran del vidrio unos 2 ¢cm y se
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humedecié cn buffer SSC 10X (20X= NaCl 3 M; citrato de sodio 0.3 M). Con este buffer se
llené el refractario hasta una altura inferior a la placa de vidrio, pero que humedezca los
bordes del papel. Enseguida se colocaron otros tres papeles humedecidos en SSC 10X
cortados del tamaiio del gel a transferir, colocando uno por vez y cuidando de que no
hubiera burbujas. Enseguida se coloco el gel y sobre éste la membrana de nylon del tamario
del gel previamente humedecida 30 minutos en agua y 10 minutos en el buffer SSC 10X.
Sobre la membrana se colocaron otros tres papeles Whatman cortados y humedecidos como
se menciond, Sobre estos Gltimos papeles se colocaron 10 cm de papel peridgdico cortado del
tamafio del gel y sobre éstos se puso una placa de vidrio de 0.5 kg con el fin de comprimir al
papel periodico y que el agua suba por capilaridad a través del periddico y del gel
arrastrando las moléculas de RNA que quedaran en la membrana. El sistema se cubrié con
pléstico para evitar la evaporacion. Se dejo transferir toda la noche (al menos 4 horas) sin
mover el sistema. Transcurrida la transferencia se recuperd con cuidado la membrana y se
marcd la cara que estuvo en contacto con el gel. La membrana se fijé con luz ultravioleta
durante 2 minutos a una intensidad de 1200 joules/m? con la cara que estuvo en contacto
con el gel de frente al rayo de luz. Después de esto la membrana quedo6 lista para la

hibridacion.

ibridacién (Meinkoth hi, 1984
La membrana con el RNA fijado se puso a prehibridar durante 2 horas a una temperatura de
60°C en un recipiente al que se le afladieron 1.5 ¢ 3 mi de buffer de hibridacion (fosfato de
sodio pH 7.2 0.25 M; SDS 7%; albumina sérica bovina 1%; EDTA 1 mM) en caso de que se
tratara de un tubo Falcon o de un cilindro de vidrio de hibridacion, respectivamente.
Transcurrido el tiempo de prehibridacion se agreg6 la sonda marcada radioactivamente y
acabada de desnaturalizar (calentando 3 minutos en ebullicion y después incubando 2
minutos en hielo). Se dejo hibridar al menos 16 horas a una temperatura de 60°C y se

hicieron los siguientes lavados monitoreando la cantidad de marca radioactiva. Esta debe
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estar entre 200 y 600 CPM en el ultimo lavado. Primero se hizo un lavado de 15 minutos a
temperatura ambiente en buffer SSC 2X y SDS 0.1%. Después se hizo un segundo lavado
de 20 minutos en buffer SSC 1X y SDS 0.1% a la misma temperatura de hibridacion. Se
hizo un tercer lavado también en buffer SSC 1X y SDS 0.1 % a la misma temperatura de
hibridacion pero durante 40 minutos en los casos en que la marca fuera todavia muy alta
(arriba de 800 CPM) . Después de lavar la membrana se sometio a una autoradiografia como

ya se explico.
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IV.-RESULTADOS

Curvas de Calibracién de masa molecular

Para saber la zona en que la masa molecular de los marcadores se desplazan de una manera
lineal en geles pequefios de acrilamida bajo las condiciones experimentales usadas se
corrieron dos electroforesis. Los marcadores se transfirieron a membranas de PVDF de la
misma manera que se hizo para el Western blot. Midiendo la distancia de corrimiento de las
proteinas y graficindola contra el logaritmo natural (In) de Ia masa moleculér de cada
marcador se obtuvieron las siguientes curvas cuyos datos se resumen en la tabla I y se

grafican en la figura 4.1
Tabla 1.- Curvas de Calibracion de masa mgleégla; para proteinas

Curva St 1
MM (kD) In MM Distancia
k] 1,5563025 08
29 1,4623079 145
24 1,3802112 1,95
20 1,3010299 25
144 1,1583624 3,35
Cor=0.9996
Curva St 2
MM (kD) in MM Distancia
38 1,5563025 1,05
20 1,4623979 18
24 1,3802112 23
20 1,3010299 27
144 1,1583624 34
Cor=0,9934

En las graficas de la figura 4.1 podemos apreciar que la region entre 14.4 y 20 kD no es muy
confiable porque se pierde linearidad; sin embargo, las regiones comprendidas entre 20 y 36

kD son mas lineales. Ambas curvas nos dan un coeficiente de correlacion supérior a 0.9900.
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Figura 4.1: Los marcadores de masa molecular para protefnas sc resolvieron en
geles de poliacrilamida al 14%, se midi6 la distancia de corrimiento de las
protefnas y se graficd vs. el In de 1a masa molecular.

Western Blot

Después de calibrar los geles de acrilamida las muestras de extractos de proteinas del
ribosoma y del sobrenadante (citopldsmicas) se sometieron a electroforesis bajo las mismas
condiciones que los marcadores. Las proteinas citoplasmicas fueron concentradas por el
método de Zinker (1980). Las muestras fueron obtenidas de ejes embrionarios de cero
(secos) y de 24 horas de germinacion. Posteriormente se transfirieron a membranas de
PVDF y se busco con anticuerpos la presencia de proteinas ribosomales acidas en un ensayo
de Western blot. En la figura 4.2 se muestran los resultados de estos experimentos.

En el carril 1 (correspondiente a las proteinas ribosomales totales de ejes secos) se ven dos

bandas con masas de 13.5 y 20.3 kD. En el carril 3 (correspondiente a las proteinas

45



ribosomales totales de ejes de 24 horas de germinacion) se aprecian dos bandas también con
masas moleculares de 13.5 y 20.3 kD y se encuentra una tercera banda con una masa de 37
kD. Estas bandas podrian corresponder a PO (la de 37 kD), P1 (la de 20 kD) y P2 (ladel3.5
kD) de maiz. En los carriles 2 y 4 que corresponden a las proteinas citoplasmicas de ejes
secos y de 24 horas de germinacion respectivamente no se encotraron estas bandas, pero hay
cruces que parecen ser inespecificos en la zona comprendida entre 28.7 y 39.8 kD. Estos

resultados se resumen en la tabla 2.

Tabla 2.- M moleculares del Western blot
Masas Moleculares de proteinas ribosomales acidas

Primera Banda Segunda Banda Tercera Banda
Seco 24 horas Seco 24horas Seco 24 horas
138 135 20.3 20.3 - 37

En el dltimo carril se ve una mancha correspondiente a anticuerpos de conejo que también se
sometieron a electroforesis y que fueron usados como control positivo para ver si el
segundo anticuerpo (el conjugado con peroxidasa) daba la reaccion. La mancha es muy
burda por que pusimos un exceso de proteina.

Sintesis In Vivo

Para averiguar en que tiempo se empezaban a sintetizar las proteinas que fueron reconocidas
poOr nuestros anticuerpos se extrajeron proteinas ribosomales de ejes previamente incubados
a diferentes intervalos de tiempo marcados con metionina 35S como se indico en la
metodologia. Las proteinas ribosomales se analizaron en un minigel, el cual se secd y se
expuso a una autoradiografia.

En la Tabla 3 se enlistan las bandas que aparecen en la autoradiografia como bandas que
incorporan marca y se sefialan con una flecha las proteinas que por su peso molecular se
asemejan a'las proteinas ribosomales que se detectaron en el Western blot y que parecen ser

las proteinas P1, P2 y PO.
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Tabla 3.- Sintesis in vivo. Autoradiografia de Proteinas Ribosomales

— Sl Y el s

“ - - + —p
232 . . + —p
24,9 - - +
28,7 - + +
33,1 - - +
66 . - + +po

En esta tabla vemos que casi no existe sintesis de proteinas ribosomales en las primeras 6
horas de germinacion, sin embargo el extracto de 24 horas de germinacion muestra varias
bandas en donde se incorpord marca. Esto nos indica que la sintesis de algunas proteinas
ribosomales, entre ellas las PRAs, se lleva a cabo prioritariamente entre las 6 y las 24 horas
de germinacion.

Para comprobar como se comportaba la sintesis global de proteinas durante la germinacion,
tanto de proteinas ribosomales como citoplasmicas, se incubaron ejes durante 3, 6 y 24
horas con un pulso de metionina durante las Gitimas 3 horas de germinacion. Las proteinas
citopldsmicas servirian como control ya que se sabe que son las proteinas que se empiezan a
sintetizar desde la primera hora de comenzada la germinacion (Marcus et al, 1966).

Se midi6 la incorporacion de metionina 35S de estas muestras (tanto en la fraccion
citoplasmica como en las proteinas ribosomales) tomando 50 pg de proteina en cada caso.

Estos datos se muestran en la Tabla 4 y se grafican en la figura 4.3:

Tabla 4.- Incorporacion de 35S expresado en CPM por 50 pg de proteinas citoplasmicas o
ribosomales.

3H [ 1.] 24
CPM/80 jug de proteina CPM/§0 g de proteina CPM/50 ug de proteina
Proteinas ribosomales 1573 2425 7713
Proteinas citoplismicas 16366 15807 15080
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Figura 4.3: Incorporacion de 35S expresado en CPM por cada 50 pg de proteinas.

* La "H" representa horas de germinacion.

En esta grafica se puede apreciar que la capacidad de sintesis de proteinas citoplasmicas es
alta y practicamente constante desde el inicio de la germinacion hasta las 24 horas. Por el
contrario la capacidad de sintesis de proteinas ribosomales es muy pequefia al inicio de la
germinacion, esta capacidad aumenta a las 6 horas tan solo en un 50%, pero a las 24 horas

aumenta en un 220% respecto de la velocidad de 6 horas.

Inmunoprecipitacién

Con el fin de bloquear la transcripcion en la germinacion y saber si en estas condiciones se
encontraban PRAs unidas a los ribosomas, se pusieron a germinar ejes por 3, 6 y 24 horas
con y sin el tratamiento previo con a-amanitina. Se extrajeron proteinas ribosomales y
citoplasmicas. Las muestras se concentraron por inmunoprecipitacion con anticuerpos
antiPRAs con el fin de obtener bandas mas nitidas y detectar PRAs en el citoplasma (ya que
no las habiamos encontrado en la concentracion por el método de Zinker) por medio de un
Western blot, en las condiciones en que se hicieron los ensayos anteriores.

Por este método tampoco fue posible observar alguna banda en la fraccion citoplasmica que
pudiera corresponder a las PRAs, mientras que en la fraccion correspondiente a las proteinas

ribosomales se observaron las bandas correspondientes a Pl y P2, La intensidad de las
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bandas aumentd a lo largo de la germinacion sugiriendo que existe sintesis de estas
proteinas. Esto ocurrid con el tratamiento o sin el tratamiento de o amanitina, lo cual
sugiere que podria haber mensaje almacenado para PRAs, puesto que se observd que a las

24 horas en condiciones de inhibicion de la transcripcion existia sintesis de estas proteinas.

Detecciin de los mRNA para PRAs

Con el fin de buscar los mensajes (MRNA) de las PRAs se realizaron experimentos de
Northern blot. Se extrajo RNA total de ejes secos y de 3, 6, 9 y 24 horas de germinacion.
Para comprobar la pureza de el RNA extraido se leyeron las absorbancias a diferentes

longitudes de onda. El resultado de las absorbancias fueron las siguientes:
Tabla 6.- Absorbancia de muestras de RNA a diferentes horas de incubacién

Longitud Seco 3boras Ghoras 9horas 24 horas
(am)
230 00475 0.1660 02032 0.2636 0.7829
260 0.1074 03316 04498 0.6209 1.600
280 05470 0.1753 0.1857 0.5469 0.8374
330 0.0028 0.0062 0.0067 00190 00195
260/280 1,96 189 242 1,14 302
260/230 2,26 1,99 221 235 2,05
meg/mel 0456 1.4 191 2,6 6,8

En esta tabla podemos observar que los cocientes de las absorbancias tienen un valor
cercano al valor tedrico que se sefialo en la parte de metodologias, lo que nos indica que
tiene una pureza aceptable para ser usado en ensayos de Northern blot. También vemos que
el rendimiento aumenta conforme transcurre la germinacion; en todos los casos se empez6
con 1 gramo de ejes y el volumen final en donde se disolvié el RNA fue el mismo. |
Para ver la integridad de estas muestras de RNA se corrié un minigel nativo donde se
observd que el mRNA no estaba degradado (figura 4.4) y donde se aprecian las bandas
correspondientes al RNAr 28S y 188S.
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Northern blot

Para saber si el mensaje para las PRAs se encontraba almacenado en los ejes de embrion de
semilla madura, se hicieron diferentes hibridaciones. Debido a que se usaron sondas
heterélogas, que reconocen PRAs de levadura, se probaron diferentes condiciones para
tratar de obtener sefiales fuertes y con la menor cantidad de hibridacion inespecifica.

A continuacion se presenta el mapa de restriccion de la primera sonda que se utilizo y se

describen los experimentos que con ella se hicieron:

Plasmido PVR4S : (donada por el Dr. Samuel Zinker del CINVESTAYV). Dentro del
plasmido se encontraba un inserto con el gene para la proteina dcida de levadura YP2. Las
letras indican los sitios de restriccién del plasmido y las flechas debajo del mapa de
restriccion indican los cortes que se hicieron.
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Esta sonda fue cortada con las enzimas Pst-1 y Hind III (flechas inferiores en el mapa), se
obtuvo un inserto con un tamaiio de 1.13 kB. En la figura 4.5 se muestra una fotografia de
estos cortes separandolos en un minigel no desnaturalizante. El inserto de 1.13 Kb se cortd y
se purific por filtracion en fibra de vidrio. Después se marco con la técnica de Random
Primer Extension y se procedio a hacer las hibridaciones.

Para el experimento de la primera hibridacion se utilizo RNA total de ejes a tiempos de
germinacion de 0, 3, 6, 9, 24 horas y como control RNA de levadura. En este experimento
se tratd de ver si la sonda heterdloga hibridaba con el RNAm de maiz. La membrana se
incub6 a 60°C, se di6 un primer lavado como se indica en la metodologia y un 2° lavado a
40°C. El Northern blot resultante se muestra en la figura 4.6. En esta figura hay mucha
hibridacion inespecifica y no se ven con claridad las bandas ni siquiera en el control de
levadura, por lo que se probaron condiciones de mayor astringencia.

Se hibrido otra membrana que contenia RNA total y poli A de levadura (control) y RNA
total de 0 y 50 horas de germinacion y se incubd en un sistema sin agitacion a 60°C. Para
aumentar la astringencia con respecto a la hibridacion anterior se hizo un 2° lavado a 60°C.
En este experimento la inespecificidad fue mucho menor y aunque muy débiles se alcanzan a
distinguir 3 bandas (figura 4.7) de 270, 413, y 1195 bases en la muestra de ejes secos (carril
3), y una banda de 1195 bases en ¢jes de 50 horas de germinacion (carril 4), lo que se
muestra en la figura 4.7. Por otro lado los controles de levadura, tanto el RNA total como el
poliA, fueron reconocidos fuertemente por ésta sonda (carriles | y 2). En el mapa de
restriccion de PVR45 podemos ver que en el inserto obtenido existen zonas que no
corresponden al gen y que posiblemente nos estén estorbando al dar hibridacion inespecifica.
Estas zonas comprenden segmentos regulatorios del mismo gen e incluso segmentos que
forman parte del plasmido.

Para los siguientes experimentos se utilizd otra sonda heterdloga esperando mejorar el
resultado que habia dado la anterior, ya que era una sonda cuyo inserto se podia obtener con

zonas pertenccientes al plasmido un poco mas pequefias a comparacion de PVR45. Esto nos
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podria dar una respuesta mas limpia y fuerte. El mapa de restriccion y los experimentos que

con ella se hicieron de describen a continuacion:

2) Plasmido PMRE44: (donada por el Dr. Juan Ballesta de la Universidad Autonoma de
Madrid, en Espafia), dentro de éste plasmido se encontraba un inserto con el mismo gene
para la proteina acida de levadura YP2, Las letras indican los sitios de restriccion del
plasmido y las flechas debajo del mapa de restriccion indican los cortes que se hicieron.

.7 03 00801 012 02 04 03 ol 02
| L | I | xg \ | 1 |
| | A B N | 7 1 1
E H H He H K E
Tamailo total 2.20 kB T Inserto T
Tamaiio del inserto 0.86 kB
Simbolo Significado
x TAA
0 ATG
E EcoRI
H Hind I1I
D Drol I
B Bolnll
P Pstl
He Hinc 1l
K Kpnl
Q) Zona
Secuenciada

Esta sonda fue cortada con la enzima Hind IIl y se obtuvo un inserto de un tamafio de 0.86 .
kB. En la figura 4.8 se muestra una fotografia de estos cortes separandolos en un minige! no
desnaturalizante. El inserto se cortd, se purifico y se marcé como se indicé para la sonda
anterior. Después se procedio a hacer las hibridaciones.

Se repitieron las condiciones usadas para el experimento 2 de la sonda PRVE45 usando‘ otra
membrana con RNA total y poli A de levadura (control) y RNA totai de 0 y 50 horas de
germinacion. El segundo lavado se hizo a 60°C. En este experimento Ia inespecificidad fue
poca, y se lograron detectar varias sefiales en maiz, lo que se muestra en la figura 4.9. En el

eje seco se distinguen nuevamente las bandas de 270, 413 y 1195 bases, y también se
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distinguen dos bandas tenues en la zona comprendida entre 660 y 760 bases. Por su parte el
RNA de ejes de 50 horas de germinacion muestra bandas de 270, 352 y 1195 bases. Esto
resultados indican por una parte que muy probablemente existe RNAm para PRAs
almacenado en las semillas en el estado seco. Por otra parte a 50 horas se ven 2 bandas que
corresponden a 2 de las encontradas a 0 horas (270 y 1195 bases).

Se probaron condiciones de mayor astringencia, hibridando de 65 a 62°C, para ver cuales
de las bandas encontradas seguian dando respuesta, y por tanto eran mas homologas al
inserto usado. No se obtuvo respuesta para ninguna banda en este intervalo de temperaturas.
Para redondear el punto anterior y estar seguros que estos mensajes estan en la semilla desde
antes de la germinacion, se busco el mensaje de PRAs en RNA total de 24 horas con el
tratamiento de a-amanitina. En la figura 4.10. vemos que la intensidad de las manchas es
practicamente igual y se vuelven a obtener las bandas de 270, 430, 1195 bases y dos bandas

entre 660 y 760 bases.
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V.-DISCUSION DE RESULTADOS
Si bien en la investigacion cientifica por cada pregunta contestada siempre surgen mas por
contestar en cl presente trabajo cubrimos los objetivos que nos propusimos pero hay
aspectos de las PRAs relacionados con la germinacion que requieren mas profundizacion.

Por el momento explicaré los puntos principales que nuestro trabajo sostiene:

1) Relacion entre las PRAs de maiz y las de otros organismos.

Las PRAs de maiz comparten algunas de las caracteristicas que se han observado en otros
organismos eucariotes. En primer lugar la semejanza inmunoldgica que comparten con las
PRAs de levadura; ya vimos que en los Western blots (figura 4.2) anticuerpos preparados
contra las PRAs de levadura reconocen a las PRAs provenientes de ribosomas de ejes
embrionarios de maiz. Esta semejanza era de esperarse ya que se sabe que casi todas estas
proteinas comparten los tltimos 10 a 20 aminoacidos de la region del COOH terminal y se
sabe que es la region mas inmunogénica (Soto et al, 1993; Rich & Steitz, 1987). También las
sondas heterologas de levadura (YP2 de Saccharomyces cerevisiae) que utilizamos dicron
reaccion, aunque con una intensidad baja comparada con el control de levadura, con el
mRNA de maiz (figura 4.9). Esto nos indica que existe cierto parecido en la secuencia
general de los mensajes para ambos tipos de proteinas.

Por otro lado el tamafio de las proteinas que nuestros anticuerpos reconocen como PRAs y
el tamaito de los mensajes encontrados concuerdan con la literatura ya que en las membranas
de Western blot pudimos observar que en la fraccién ribosomal existen 3 bandas de una
masa molecular de 13.5, 20 y 37 kD (tabla 2). Los minigeles utilizados dan un cierto grado
de error precisamente en la zona de 14 y 20 kD (figura 4.1), pero en otros trabajos hechos
en el laboratorio se usaron geles grandes que dan una mejor resolucion y el peso detectado
fue de 14, 16 y 37 Kd pesos, de cualquier forma sc han detectado grupos de proteinas entre
14y 16 kD, alrededor de 20 kD y entre 37 y 40 kD (Schijman et al, 1992; Towbin et al, 1982).

En el caso de los mensajes hay que seiialar que ¢l tamafio que tenemos no es muy exacto por



que usamos como marcador solo las bandas correspondientes al rRNA 18S y 28S, pero
encontramos bandas de 1200 bases y entre 660 y 760 bases que corresponden al intervalo de

masa de algunos mensajes encontrados (Rich & Steitz, 1987).

2) Modelo de la sintesis de PRAs y su relacion con el ribosoma y otras prdteinas
ribosomales.

Encontramos a estas proteinas integradas a los ribosomas de ejes embrionarios provenientes
de semillas maduras lo que nos hablaria de la importancia que tienen para el inicio de la
germinacion. No alcanzamos a detectar sintesis de ellas (de PRAs) en las primeras 6 horas
de germinacion (tabla 3), es posible que el sistema usado nos sea lo suficientemente sensible,
pero a las 24 horas de germinacion ya existe una importante sintesis de PRAs (aunque es
muy probable que se estuvieran sintetizando antes de ese tiempo) y que coincide con un
aumento en la cantidad de PRAs detectada en la inmunoprecipitacion a 24 horas de
germinacion. Otras proteinas ribosomales tienen este comportamiento ya que se sintetizan
desde las 6 horas de germinacion (tabla 4) pero cuya velocidad de sintesis se incrementa
notablemente a las 24 horas. También se observd que un tratamiento de a-amanitina no
tiene efecto en la sintesis de novo de las PRAs lo que sugiri6 la presencia de mRNA en las
semillas maduras, estos RNAm se pudieron detectar como més adelante se discute. Con
todo esto podemos proponer un modelo de regulacion para PRAs en la germinacion:

Las PRAs se encuentran integradas al ribosoma de las semillas maduras, una vez que
comienza la germinacion estos ribosomas llevan a cabo la sintesis prioritaria de proteinas
durante las primeras 6 horas. Se ha encontrado que las semillas de maiz también almacenan
mensajes para otras proteln.as ribosomales diferentes a las acidas y tienen subparticulas
ribosomales (Adriana Ortiz y Elda Beltran, comunicacion personal), estas subparticulas se
empiezan a ensamblar a las 6 horas de germinacion de aqui que se necesite la sintesis de
nuevas proteinas ribosomales diferentes a las Acidas que serian exportadas al nicleo.

Después de esto entre 6 y 24 horas se comienzan a sintetizar PRAs a partir de mensajes
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almacenados en la célula para unirse a las nuevas subunidades que se exportan al citoplasma

y de esta manera se incrementa la sintesis global de proteinas ribosomales (figura 4,3).

3) Expresion de las PRAs durante la germinacion.

Con el hecho de que exista sintesis de proteinas a partir de mensajes almacenados hemos
demostrado que el nivel de expresion de las PRAs durante la germinacion ocurre a nivel de
traduccion y este constituye un punto en el cual la sintesis de estas proteinas pudiera ser
regulado. Es probable que exista una discriminacion para los mensajes de las PRAs ya que
estos no se traducen en las primeras horas de germinacion (tabla 3) a pesar de que la
maquinaria de sintesis proteica esta trabajando activamente, como lo pudimos constatar en la
incorporacion de metionina 35S por las proteinas citoplasmicas (figura 4.3) desde las 3 horas

de germinacion.

4) PRAs en el citoplasma.

Este es un punto que requiere mayor investigacion ya que en este trabajo no pudimos
detectarlas en la fraccion citoplasmica, solo encontramos bandas inespecificas en los ensayos
de Western blot (figura 4.2, carriles 2 y 4). Aparentemente se trata de proteinas diferentes a
las PRAS por que no tienen un peso parecido al que encontramos en esta investigacion ni
tampoco al encontrado en las otras investigaciones realizadas en el laboratorio. Si bien es
posible que se trate de proteinas con un determinante antigénico similar a las PRAs lo més
probable es que el indculo utilizado para inmunizar al conejo estaba contaminado con estas
proteinas, que dicho sea de paso no se dctectaron en el ribosoma en el Western blot.
También es posible que el conejo halla sido inmunizado de manera natural por agentes que
comparten determinantes antigénicos con las proteinas que aparecieron en la fraccion
citoplasmica. Otra prueba en favor de que las bandas de la fraccion citoplasmica de la figura
4.2 no corresponden a las PRAs lo tenemos en el experimento de inmunoprecipitacion. Al

no observarse banda alguna en la fraccion citoplasmica, podemos eliminar la posibilidad de
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que las bandas inespecificas encontradas en la fraccion ribosomal se traten de las PRAs, pero
no podemos decir que no existan PRAs en el citoplasma en estas etapas de la germinacion,
puesto que en experimentos anteriores se sugiere que existe una poza de estas proteinas. Es
probable que la concentracion sea demasiado pequefia para detectarlas, de cualquier manera
este punto requiere mas investigacion. Por otro lado si esta poza no existiera nos aportaria
nueva luz en relacion al papel que tienen estas proteinas (PRAs) durante la sintesis de
proteinas, ya que significaria que estas proteinas no requieren salir del ribosoma para llevar a

cabo su funcion.

5) Relacion entre las proteinas y los transcritos encontrados.

Encontramos varias sefiales para PRAs en los ensayos de Northern blot lo que apoya la
hipdtesis de que existe mRNA almacenado para estas proteinas en las semillas maduras. Las
sefialas que encontramos en los diferentes ensayos de Northern blot las podemos dividir en
tres grupos segun su tamaiio. En el primer grupo encontramos una‘banda con una masa de
unas 1195 bases, en el segundo grupo tenemos 2 6 3 bandas en un intervalo de 660 a 760
bases y el tercer grupo corresponde a 3 bandas en el intervalo de 270 a 413 bases (figura
4.9). Si bien hasta no tener la secuencia de los aminoacidos de las PRAs y de estas sefiales
no podemos decir que sefial corresponde a qué proteina, por el tamafio podriamos pensar
que la sefial de 1195 bases corresponde al transcrito para PO ya que es la proteina, dentro de
las PRAs, de mayor tamafio y por que se han detectado algunos transcritos para PO que
tienen un tamafio de unas 1200 bases (Rich & Steitz, 1987) como ya he mencionado. De la
misma manera es probable que las bandas entre 660 y 760 correspondan al mRNA que
codifica para proteinas semejantes a P1. Las bandas en el intervalo de 413 a 270 bases son
muy pequeiios, pero pensando que cada triplete codifica para un aminoacido nos daria un
péptido de 137 aminoacidos y otro de 90 aminoacidos respectivamente, P1 y P2 tienen una
secuencia de 100 a 110 aminoacidos en varias especies, de modo que no estamos tan

alejados en el tamafio, ademés ya he sefialado que estos pesos pueden no ser exactos por
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que usamos solo dos puntos de referencia. Por otro lado estas bandas son las que aparccen
con mayor claridad en todos los ensayos debido a esto y a que la sonda que utilizamos
corresponde a P2 de levadura (YP2) es probable que se traten de transcritos parecidos a P2
que es la proteina de menor masa molecular, dentro de las PRAs, que encontramos.

Es posible que la diferentes bandas que se ven en cada uno de los grupos correspondan a
diferentes estados de maduraciéon de un mismo transcrito, pero también es posible que
existan mas de tres PRAs en maiz, de tal manera que las diferentes bandas corresponderian a
transcritos de genes diferentes. En levadura (Saccharomyces cerevisiae) se han encontrado
dos genes que codifican para 2 proteinas correspondientes al grupo de P! (YPlay YP1B)y
dos genes que codifican para 2 proteinas correspondientes al grupo de P2 (YP2a y YP2P)
(Bermejo et al, 1992). En Trypanosoma cruzi se han detectado 8 genes diferentes (Schijman
and Levin, 1992), es posible que en plantas ocurra algo similar y que los genes se expresen
dependiendo del tejido de que se trate y del estado de maduracion.

Estos mensajes se buscaron en RNA total de ejes germinados 24 horas con un tratamiento
de a-amanitina y sin este tratamiento (figura 4.10). El hecho de que el mensaje tuviera una
intensidad similar en ambos tratamientos puede significar que ambos ejes usan el mensaje
para sintetizar PRAs pero al tener la misma cantidad significaria que no existe nueva sintesis

de mRNA.
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VIL.- CONCLUSIONES

Con el presente trabajo podemos decir varias cosas acerca de la expresion de las PRAs
durante la germinacion de en ejes de maiz:

En primer lugar que estas proteinas se encuentran unidas al ribosoma en la semilla madura,
lo que nos hablaria del grado de madurez que tienen los ribosomas almacenados, ya que las
PRAs son incorporadas a los ribosomas en el citoplasma -como una etapa final- a diferencia
de el resto de las proteinas ribosomales que son incorporadas en el nicleo en etapas
tempranas de la formacion de los ribosomas.

En segundo lugar que sus mensajes se encuentran almacenados en la semilla madura y es
apartir de estos mensajes que estas proteinas son sintetizadas en el periédo comprendido
entre las 6 y 24 horas de germinacion; esto sugiere una regulacion a nivel traduccional de las
PRAs. También podemos aportar una evidencia mas de que existe un mecanismo de
seleccion en la traduccion de los mRNA por parte de los ribosomas, por que aun cuando los
mensajes estan, estas proteinas -y podria suceder lo mismo con otras proteinas ribosomales

diferentes a las dcidas- no se sintetizan,
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APENDICE

Método para reutilizar las membranas ya hibridadas.

La membrana sé lavo para quitar toda la marca y reutilizarla en posteriores hibridaciones.
Para ello la membrana se deposité en SDS al 0.5 % hirviendo y se dejo enfriar a
temperatura ambiente dentro de la solucion.

Observaciones: En algunos casos las membranas se tifieron para visualizar el RNA con
una solucion de azul de metileno 0.02 % en acetato de Na 0.3 M a pH 5.5 y se destifieron
con cuidado en etanol al 20 %. Después de este procedimiento las hibridaciones resultaron

con la misma eficiencia.

64



MEDIO DE MUKRASHIGE Y SKOOG (1962)

NOMBRE DEL COMPUESTO FORMULA PESO MOLE CANTIDAD POR LITRO
CULAR (g) EN PESC EN MOLES
a) Macronutrientes (smol. L~1)
Nitrato de Amonio NH, NO3 80.04 1650 ng 20.6 n ol
Nitrato de Potasio KNOg 101.108 1900 " 18.8 "
Cloruro de Calcio CaCl,. 21,0 147.02 440 " 2.99 "
Sulfato de Magnesio MgSO0, . 7H20 246.48 370 " 1.50 "
Posfato de Potasio Monobasico KE, PO, 136.09 170 v 1.25 "
b) Micronutrieates (umol. L~1)
Acido B&rico 13B03 61.83 6.2 " 100.00 yumol.
Sulfato de Manganeso MnS0y.4H,0 223.0 22.3 " 100.00 "
Sulfaro de Zinc Zn SO4.7H20 287.54 8.6 " 29.90 v
Yoduro de Potasio K1 166.01 0.83 " 5.00 "
Molibdato de Sodio Na,MoO,. 2H,0 241.95 0.25 " 1.03 "
Sulfaro de Cobre CuS04.5H,0 249.€8 0.025 " 0.100 "
Cloruro de Cobalto CoCl,.61,0 237.93 0.025 " 0.105 "
¢) Micronutrientes (umol. L71)
Sulfato de Fierro FeS0,.7H,0 278.028 27.8 " 100.00 "
Ethylenediaminetetra acetic disodiwm Cjg Rjyy N2 O1¢ Naj.2H30 372.30 37.3 " 100.00 "
d) Fuente de carbono (mmol L~1) i
Sucrosa Cy2 By 01 342.31 30.0 gr. 87.6 mmol.
e) Hormonas (umol L-1)
Acido Indol Acético AIA Cio Hg G2 N 175.18 1.30 mg. 5.71 171 pmol
Kinetina X Cyo He NsO 215.21 0.04-10 mg. 0.186-46.5 "



f) Otros Pacotres de Crecimiento
Inogitol
Acido Nicotinkeco
Piridoxina NC1
Tiazina HCL

g) Aminodcidos (jwmol L™
Glicina

(ymol L™Y)

geciti2 06
Cé Hs NO2
Cg Hi1l

C12 H1s C32 N40s.HZO

H2 NCiz COOH

g) Sybstamcias mo definidas (ml. g. mg. L°1)

Caseina hidrolizada

i) Agar (g L~1)?

1£0.16
123.11
205,64
337.27

70.07
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