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RESUMEN
El método aqui desarrollado y aplicado para el aislamiento y purificacion de

proteinas ribosomales a partir de ejes embrionarios germinados por 24 h
provenientes de maiz, ha sido adecuado y aplicado para analizar proteinas
ribosomales provenientes de ejes embrionarios de semilla de maiz, la purificacion
y la distribucion del peso molecular de las proteinas ha sido comprobada en geles
SDS-PAGE, asi como el impacto que tiene su correcta purificacion en geles de

2D.

Se ha optimizado la técnica de electroforesis en 2D en sistema de Urea-SDS para
separar las proteinas ribosomales de ejes embrionarios de semilla de maiz, y se
ha analizado el impacto de factores como: la temperatura de corrida, cantidad de
muestra, tamafo, grosor del gel, voltaje aplicado y tincidn, cuya correcta
manipulacion resulta en perfiles proteicos cada vez mas claros. También ha
quedado de manifiesto en los resultados las complicaciones que se presentan al
optimizar una electroforesis con sistemas de urea para proteinas ribosomales, ya
que por ser proteinas muy basicas tienen puntos isoeléctricos muy altos y se
requiere un alto voltaje para separarlas, ademas presentan dificultades para

resuspenderlas y cargarlas al gel.

Las dos técnicas aplicadas en este trabajo y comparadas de electroforesis de
doble dimensién, es decir Urea — Acido acético (pH acido) y Urea- Acido Bérico
(pH basico) permiten obtener un perfil aceptable de separacién de proteinas, sin
embargo la técnica Urea — Acido acético es mas ventajosa debido a que se usa un

pH acido que logra que se separen mas proteinas, se necesita cargar menos



proteina para obtener perfiles aceptables y por otro lado los geles resultaron con

menos tincidon de fondo.

Se consiguié obtener mapas de doble dimension que definen alrededor de 90
proteinas a partir de 300 pg de proteina ribosomal de ejes embrionarios de maiz
germinados y con una definicidn aceptable que sugerimos se puede usar en

analisis protedbmicos comparativos.

El analisis computacional de los mapas obtenidos muestra que tanto con pD Quest
como con programas libres es posible determinar las diferencias en el numero de
manchas y su intensidad, y aunque PD Quest muestra los resultados mas
completos ya que esta disefiado para eso, utilizando una combinaciéon de software
libre también se podrian obtener resultados similares y posiblemente con la misma

validez.
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INTRODUCCION
En el control de la expresion de un gen hasta llegar a una proteina funcional se

tienen varios niveles, desde el control de la transcripcidon en el DNA hasta las
modificaciones post- transcripcionales que sufren para llevar a cabo su funcion.
Los ribosomas son particulas sub-celulares formadas por RNA y proteinas, que se
encargan de traducir los mRNA que codifican para las diversas proteinas que
necesite la célula. Diversos trabajos han sugerido que este complejo puede estar
formado por una composicion proteica variable, dependiendo de las necesidades y
condiciones en que se encuentre cada célula. Estos cambios han sido analizados
en diversas especies con técnicas de protedmica y espectrometria de masas. Las
posibles diferencias en la composicion del ribosoma podrian sugerir un nivel de
control traduccional en el ribosoma que quiza también esté relacionado con alguna
otra funcién extra-ribosomal. El conocimiento de estos mecanismos sera relevante
para comprender como es controlada la sintesis de proteinas en diferentes etapas
de desarrollo de una planta.

Los avances en esta linea de investigacion estan dirigidos al conocimiento de si la
heterogeneidad proteica de los ribosomas los hace selectivos en la traduccién de
los MRNASs en cuanto a velocidad de traduccion.

Asi como ocurre con todos los seres vivos, durante cada etapa de desarrollo y
proliferacion del maiz, se tiene la necesidad de cubrir los requerimientos proteicos
que exijan las condiciones a las que esta sometida la planta, de esto depende la
generacion de proteinas que realizan las multiples funciones que son
esencialmente requeridas en cada célula, por lo que la presencia de ribosomas y

su composicion resulta importante desde las primeras etapas de la germinacion,
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asi como en cada etapa de desarrollo y condicion ambiental en la que se

encuentra la planta de maiz.
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ANTECEDENTES

El ribosoma eucarionte
El ribosoma se define como un complejo ribonucleoproteico formado de 2

subunidades (grande y pequefa), que cataliza la reaccion de peptidil-transferasa
durante la sintesis de polipéptidos, un requisito indispensable para el crecimiento y
la diferenciacion celular (Chang et al., 2005). Durante mucho tiempo el ribosoma
ha sido considerado como una maquinaria micromolecular altamente conservada,
que consiste de una subunidad 40S y otra 60S, compuestos por 4 rRNAs y por
unas 79 proteinas ribosomales que se conservan en todos los organismos

eucariontes desde levaduras hasta humanos (Venema y Tollervey, 1999).

En todos estos organismos, las dos subunidades coexisten de forma
independiente y se asocian eventualmente para formar ribosomas activos y
funcionales (Yonath, 2009). La subunidad pequefia del ribosoma es responsable
de la union con el mMRNA y de su decodificacidon, verificando el correcto
apareamiento de las bases entre los codones y los tRNAs aminoacilados (Doudna
y Rath, 2002). La subunidad grande del ribosoma contiene el sitio activo con la
funcién peptidil-transferasa responsable de catalizar la formacién del puente
peptidico entre aminoacidos durante la sintesis de proteinas (Doudna y Rath,

2002).

En los esfuerzos por elucidar la funcién y control que tienen los ribosomas en la
traduccidon de mensajes en eucariontes, en las recientes décadas se han
intensificado los estudios para determinar la funcién que llevan a cabo las

estructuras y procesos relacionados con los ribosomas. Es asi que la estructura y
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funcién de los ribosomas de eucariontes han sido investigadas con especial
énfasis en ribosomas de levadura (Saccharomyces cerevisiae) y rata (Rattus

rattus y Rattus norvegicus; Chang et al., 2005).

El analisis protedmico de las proteinas ribosomales en geles de dos dimensiones
(2D), asi como la secuenciacion de las mismas por espectrometria de masas (MS)
en animales, hongos y levaduras ha permitido reconocer unas 79 proteinas
ribosomales con un origen evolutivo comun (32 de la subunidad pequefa y 47 de
la subunidad grande) (Warner, 1989; Wool et al., 1995; Planta y Mager, 1998;
Sugihara et al., 2010). Una valiosa compilacion de las proteinas ribosomales y sus

genes de varios organismos esta disponible en http://ribosome.med.miyazaki-

u.ac.jp (Nakao et al., 2004).

La electroforesis en geles de 2D se ha empleado para resolver las proteinas
ribosomales de varias especies de plantas superiores, incluyendo trigo, frijol
(Glycine max), tomate (Lycopersicon peruvianum), maiz (Zea mays), tabaco
(Nicotiana tabacum) y cebada (Hordeum vulgare) (Capel y Bourque, 1982; Gantt y
Key, 1983; Sikorski et al., 1983; Scharf y Nover, 1987; Bailey-Serres y Freeling,

1990; Koyama et al., 1996).

Heterogeneidad en los ribosomas citosélicos.
Estudios realizados en 1977, donde se intentaba comparar e implementar una

nomenclatura para las proteinas ribosomales que pudiera ser lo mas general
posible, se compard la composicion proteica ribosomal entre ratén y pollo
mediante electroforesis de 2D. Para sorpresa encontraron que unas 7 proteinas

ribosomales de la subunidad pequena y unas 17 de la subunidad grande entre
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ambas especies eran significativamente diferentes, identificandolas como

proteinas especie- especificas (Ramjoue y Gordon, 1977).

En 1995, Remacha y colaboradores demostraron que ribosomas con composicion
diferente de la proteina ribosomal P (mutantes nulas vs silvestre), pueden generar
diferencias en sus proteomas (Remacha M. et al.,1995). En diversos estudios se
cuestiona si existe una especializacion funcional de los ribosomas, esto debido a
los cambios en su estructura y composicion proteica, cuando el organismo se

somete a diferentes condiciones de desarrollo y ambiental.

La heterogeneidad ribosomal se define como aquellas diferencias en la
composicion proteica y/o en los componentes de rRNA, o aquellas derivadas de
modificaciones post-traduccionales de los componentes ribosomales (Chang et al.,

2005).

Se han reportado diversas fuentes potenciales que pudieran provocar esta
heterogeneidad en ribosomas. En una de ellas correspondiente a un estudio
protedmico de ribosomas de levadura, fueron identificadas proteinas asociadas a
la maquinaria de traduccidn en cantidades sub-estequiométricas, las cuales
podrian potencialmente modular la funcién del ribosoma bajo ciertas condiciones

(Fleischer et al., 2006).

En un estudio en Arabidopsis se han identificado 249 genes que codifican para
proteinas ribosomales (incluyendo 21 pseudogenes aparentes) los cuales
codifican 80 probables tipos de proteinas ribosomales (32 de la subunidad

pequefia y 48 de la grande), incluyendo la proteina ribosomal acida P3 especifica
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de plantas, algunas de las proteinas ribosomales son codificadas por entre 2 y

hasta 7 genes paralogos en algunos casos (Barakat et al., 1998).

Entre las diversas fuentes de heterogeneidad del ribosoma se encuentra
informacion que se refiere a modificaciones post-traduccionales que se llevan a
cabo en las proteinas ribosomales, estas incluyen fosforilaciones, metilaciones,
ubiquitinaciones y acetilaciones (Kruiswijk et al, 1978; Spence et al, 2000; Szick-

Miranda y Bailey-Serres, 2001).

Hasta la fecha se han reportado varios tipos de modificaciones post-traduccionales
que tienen las proteinas ribosomales en diferentes organismos, como ejemplos de
esto Nesterchuck y colaboradores en 2011, reportaron un compendio con las
modificaciones encontradas hasta ese momento en E. coli, donde encontramos
que seis proteinas ribosomales son metiladas (S11, L3, L11, L7/L12, L16, y L33),
tres proteinas son acetiladas (S5, S18, y L7), y la proteina S12 metiltiolada. Hay
residuos de aminoacidos extra que son afadidos a la proteina S6 y residuos de
aminoacidos son parcialmente removidos del extremo C-terminal de la proteina
L31. En eucariontes las modificaciones post- traduccionales estan en mayor
cantidad, en un articulo donde se reporta el analisis con espectrometria de masas
donde se analizaron las modificaciones que tiene la subunidad grande ribosomal
citosdlica de humano (Odintsova et al, 2003) se encontraron modificaciones por
metionina N-terminal en las proteinas L4, L9, L18A, L24, L26, PO y P2 y
acetilacion N-terminal en la proteina L7. En las proteinas L12, L27A, L29, y PO los

analisis indican la presencia de metilacion u oxidacion en una metionina.
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En plantas recientemente (Carrol, 2013) se publicé una revision donde se reportan
las modificaciones post-traduccionales en proteinas ribosomales de A. thaliana
hasta esa fecha, 15 proteinas de la subunidad grande y 12 de la pequefa sufren
modificaciones post-traduccionales, varias de ellas tienen mas de un tipo de

modificacion o la misma en diferentes residuos de aminoacidos.

Cerca del 45 % de las proteinas ribosomales de Arabidopsis thaliana, identificadas
en geles de 2-DE, se encontraron representadas por 2 o mas manchas
interpretandose como proteinas con modificaciones post-traduccionales o
diferentes isoformas. Consistentemente, la identificacion de las proteinas por MS
ha revelado que un 34 % de las proteinas ribosomales identificadas presenta dos

0 mas miembros de cada familia (Giavalisco et al., 2005).

Mutando el gen NAT1 en Saccharomyces cerevisiae, gen que codifica para una
acetil-transferasa NH2- terminal que puede producir acetilaciones en proteinas
ribosomales, mediante electroforesis 2-DE se encontré que unas 14 proteinas de
ambas subunidades podrian estar modificadas por acetilacion (Takakura et al.,
1992). Recientemente se ha ampliado esta informacion a 19 proteinas
ribosomales que son acetiladas por los genes NATA y NATB y se ha demostrado
que estas modificaciones tienen un efecto en la sintesis de proteinas
disminuyendo su eficiencia entre un 27 % y 23 % respectivamente en ribosomas

de levadura (Kamita et al., 2011).

La metilacion es otra modificacion post-traduccional que se ha encontrado en

proteinas ribosomales. Un estudio en levaduras demostré que la metilacion de la
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proteina S2 esta diferencialmente presente durante la fase estacionaria de
crecimiento (estado pasivo) de este organismo en comparacion con la fase de
crecimiento exponencial (estado activo). Esta metilacién de la proteina S2 tiene un
papel en el procesamiento y transporte del rRNA desde el nucleo al citoplasma, lo
que sugiere que la modificacion traduccional podria tener una participacion en la
movilizacion de la proteina S2 desde el ribosoma al nucleo durante el crecimiento

(Ladror et al., 2014).

Se han encontrado multiples formas fosforiladas de la proteina S6 en tejidos de
ratén (Siegmann y Thomas, 1987). En nuestro laboratorio se ha demostrado que
cambios en el nivel de fosforilacion en la proteina ribosomal S6 en maiz activa la
sintesis de proteinas durante la germinacién (Sanchez de Jiménez et al., 1997).
Asi mismo multiples isoformas fosforiladas de la proteina S6 han sido descritas en

otros estudios en maiz (Williams et al., 2003).

En maiz se han encontrado fosfoproteinas ribosomales acidas asociadas al
ribosoma (Proteinas P), las cuales presentan variacion en la presencia,
abundancia y nivel de fosforilacion tanto tejido-especifica, asi como en estado de
desarrollo-especifica, sugiriendo que esto podria tener un papel importante en la

regulacion del proceso de traduccion (Szick-Miranda y Bailey-Serres, 2001).

Otros estudios en Arabidopsis thaliana y en Zea mays han proporcionado
evidencia protedmica de variantes de ribosomas en estados de desarrollo
especifico asi como tejido especificos, por lo cual los autores proponen que estas

modificaciones pueden tener funciones en el proceso de traduccion en relacién a



18

la diferenciacion celular (Szick-Miranda y Bailey-Serres, 2001; Chang et al., 2005;

Giavalisco et al., 2005).

Aunque en mamiferos los estudios indican que no esta tan marcada la
heterogeneidad estructural del ribosoma, como lo parece estar en plantas y
levaduras, estudios en ratén analizando tejidos como higado, glandula mamaria y
testiculo, utilizando electroforesis de 2D, muestran la presencia de proteinas
ribosomales tejido — especificas, identificadas como L10-like, L22-like 1, y L39-like
cuyos autores sugieren también podrian tener un papel en el control de la

traduccién (Sugihara et al., 2009).

Recientemente se ha sugerido que la mayoria de las proteinas ribosomales
estudiadas podrian estar involucradas en algun otro proceso bioldégico dentro de la
célula, ademas de las funciones que desempenan en el ribosoma. Una de ellas es
la proteina S3, la cual esta implicada en el mecanismo de inicio de la traduccion
en el sitio de entrada del mRNA al ribosoma y fuera del ribosoma la mas conocida
es la actividad enzimatica que parece tener en la reparacion del DNA, aunque esta
involucrada también en la induccion de apoptosis, ya que se sabe interactua con
varias proteinas y participa en la regulacion de la expresidn genes entre ellos su

auto-regulacion (Graifer et al., 2014).

En estudios de la estructura del ribosoma orientados a analizar la separacion
gradual de las proteinas ribosomales unidas al rRNA, se ha demostrado que la
fuerza de interaccion proteina-RNA no es la misma para todas las proteinas

ribosomales que forman el complejo ribonuceloproteico. EI aumento gradual de la
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fuerza idnica demostré que esta fuerza de interaccion proteina- RNA es diferente
entre procariontes y eucariontes, en los eucariontes la union de las proteinas al
rRNA parece ser mas débil con respecto a los procariontes, lo que podria sugerir
que esto permitiria a las proteinas ribosomales separarse mas facilmente y

movilizarse fuera del ribosoma (Piir et al., 2014).

Recientemente se propuso una nueva nomenclatura para las proteinas
ribosomales, debido a que a pesar de que el ribosoma es un complejo
ribonucleoproteico altamente conservado en todos los organismos, se sabe que
hay proteinas que son exclusivas de alguna especie como se comentd
anteriormente, por esta razén esta nueva nomenclatura tiene como objetivo evitar
la confusidn causada por la asignacion de los mismos nombres a proteinas
ribosomales de diferentes especies, que no estan relacionadas en funcién o
estructura (Ban et al., 2014). En este estudio se reportan varias de las proteinas
ribosomales que se han encontrado que son especificas de levaduras, humanos o

bacterias.

Estos resultados sugieren que la composicion de los ribosomas entre diferentes
especies es variable, e inclusive como sugieren algunos autores descritos, en un
mismo organismo podria haber variabilidad en diferentes tejidos o estados de
desarrollo especificos, y para poder analizar esa variabilidad es necesario contar
con una técnica que permita la identificacion de esas diferencias. La electroforesis
en doble dimension resulta entonces una técnica muy util debido a la capacidad
que tiene para hacer analisis comparativos entre tejidos y evidenciar estas

diferencias. Sin embargo, para ello es necesario definir las condiciones para
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garantizar la sensibilidad y reproducibilidad de la técnica necesarias para cumplir

estos objetivos.

Proteémica en ribosomas.
El objetivo de la investigacion protedmica es determinar los patrones de expresion

de proteinas a un nivel global bajo ciertas condiciones (Ruiz-Romero et al., 2009).

Para la investigacion protedmica ribosomal, los procedimientos basicos incluyen el
aislamiento de ribosomas, la separacion protedmica del ribosoma, la identificacion
del proteoma ribosomal y la validacion de las proteinas candidatas. Basados en
estos cuatro esenciales procedimientos, multiples estrategias son aplicadas a la

investigacion protedmica ribosomal (Yan y Yan, 2015).

En la gran mayoria de investigacion usando protedmica, la separacion de
proteinas se lleva cabo con los métodos de electroforesis en gel o cromatografia.
Entre los métodos de electroforesis, la electroforesis en gel de poliacrilamida
(PAGE) es muy comun y se lleva acabo para obtener bandas separadas de varias
proteinas. La técnica de electroforesis en doble dimensién (2-DE) es una poderosa
técnica basada en la separacion en primera dimension por isolectroenfoque (IEF)
y en segunda dimensién por SDS-PAGE , logrando una separacion por punto
isoeléctrico y peso molecular de varias proteinas, por lo cual es usada en una gran
cantidad de investigaciones protedmicas. Sin embargo, para la protedmica
ribosomal esta 2-DE estandar falla al separar proteinas pequefas y muy basicas
como lo son las ribosomales, por lo que son empleadas técnicas de 2-DE

alternativas.
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A partir de la electroforesis desarrollada en 1970 por Kaltschmidt y Wittmann para
separar las proteinas ribosomales en E. coli, otras variantes modificando esta
técnica fueron aplicadas como la electroforesis altamente reductora y de radicales
libres (RFHR) (Wada, 1986), y también otra variante utilizando Urea y acido bérico
a pH 8.6 fue utilizada para definir las diferentes fosforilaciones de la proteina
ribosomal S6 en E. coli (Sieghmann y Thomas, 1987) y en eucariontes incluyendo
el maiz se ha empleado con el mismo fin el de definir las fosforilaciones de la
proteina S6 (Williams et al., 2003). Por otro lado, una técnica similar fue
desarrollada con condiciones mas acidas (pH 5) utilizando acido acético (Mets y
Bogard, 1973) y ha sido aplicada con éxito para resolver las proteinas de

ribosomas de trigo (Warner y Gorenstein, 1977).

Otro método utilizado en la separacion de proteinas ribosomales es la
cromatografia, desde que esta técnica fue desarrollada alrededor de 1900 se han
producido muchas variaciones de ella. En la investigacion protedmica ha sido
usada la cromatografia liquida (LC) con distintas fases, la resolucion de esta
técnica se puede incrementar usando pasos ortogonales adicionales de
cromatografia (2D o 3D) en la separacion previa a la identificacion (Zhang et al.,

2010), ademas es sencillo acoplarla a espectrometria de masas (MS).

La principal ventaja de la LC contra 2-DE es la de poder separar proteinas
presentes en menor abundancia que lo que logra la 2-DE estandar (Link et al.
1999), debido a que tiene una gran sensibilidad y suele ser mas reproducible en
comparacion con las técnicas de 2-DE sobre todo cuando no se usa IEF con tiras

comerciales en la 1D, esto es debido a que es mas automatizada y requiere
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menos trabajo manual, desde la realizacion de la técnica hasta el analisis y reporte
de datos (Shi et al., 2004). Ambas técnicas la LC y la 2-DE requieren un tiempo de
estandarizacion y ciertamente la 2-DE estandar tiene las limitaciones en los
rangos de puntos isoeléctricos que puede separar, asi como en lograr separar

proteinas con pesos moleculares muy altos (>200 KDa) o muy bajos (<10 KDa).

La ventaja principal de la 2-DE sobre la LC es que aunque es menos sensible con
proteinas pequefias 0 en menor abundancia, es capaz de mostrar cambios en
estequiometria de las proteinas entre dos condiciones debido a los cambios en la
densidad de las manchas resultantes, y que se pueden visualizar las diferentes
movilidades de proteinas en un gel debidas a cambios discretos en su peso
molecular debido a las modificaciones post-traduccionales, donde mas de una
mancha corresponde a la misma proteina lo cual resulta muy util en estudios
comparativos, ademas hay bases de datos disponibles de 2-DE estandar para
algunos organismos que facilitan los andlisis visuales y recursos disponibles para
llevar un analisis comparativo de proteinas (Pottiez et al., 2010). Estas ventajas y
desventajas las convierten en técnicas que podrian ser utilizadas dependiendo lo
que se busque, pero mejor aun han sido usadas como complementarias logrando
un exhaustivo analisis protedmico, la 2-DE seguida de LC acoplada a MS logra
obtener mayor informacién que con ninguna de las dos seria posible obtener por si

sola (Liu et al., 2015, Pottiez et al., 2010).

A la hora de identificar las proteinas, la MS es sin duda el método que su usa para
la identificacion de las proteinas ribosomales y esta en desarrollo continuamente,

esta técnica se acopla tanto a la MS como a la LC. Métodos alternativos usando
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MS como SILAC, iTRAQ y ICAT pueden basarse en etiquetas moleculares, son
bastante especificos pero requieren bastante manipulacién, aun estan en
desarrollo y suelen requerir un precio mas alto que la MS estandar. Técnicas
avanzadas de MS han sido desarrolladas para lograr una mayor identificacién de
proteinas a gran escala, como la denominada MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization - Time of Flight) que incluso ha reemplazado en muchos
aspectos a la 2-DE pero sigue teniendo el inconveniente de un precio

considerablemente mas alto (Andersen y Mann, 2006).

Finalmente, aunque hay algunas bases de datos de estudios con informacién de
protedmica ribosomal como uniprot y NCBI, no existe una base de datos unica y
especifica de estudios de protedmica ribosomal, la cual es necesaria construir. Lo
mismo sucede con la informacion a gran escala correspondiente a modificaciones
post- traduccionales de proteinas ribosomales, la cual proveeria un mayor y mas

profundo entendimiento de la funcion del ribosoma (Yan y Yan, 2015).
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Con base en los antecedentes descritos anteriormente que indican la importancia
que tiene conocer la composicion de diferentes grupos de proteinas en los

ribosomas, planteamos la siguiente hipétesis de trabajo:

HIPOTESIS
» Mediante el uso y optimizacion de un sistema de electroforesis en 2D Urea-

SDS, es posible identificar de manera reproducible la composicidn proteica
de la mayoria de las proteinas que conforman el ribosoma citosdlico de

maiz.



25

Dada la importancia que podria tener el conocer si la variabilidad en la
composicidn proteica de los ribosomas tiene un peso especifico en el control

traduccional, el presente proyecto de investigacion tiene por objetivo:

OBJETIVO GENERAL
Optimizar un método de analisis mediante electroforesis en 2D capaz de separar a

la mayoria de proteinas ribosomales en forma reproducible, para ser usado en
analisis comparativos de ribosomas de muestras de diferentes tejidos o etapas

fisiolégicas de un organismo.

OBJETIVOS PARTICULARES
- Aislamiento y purificacion de las proteinas ribosomales de maiz, obtenidas

a partir de ribosomas totales de ejes embrionarios germinados de maiz.

- Optimizaciéon de la técnica de electroforesis en 2D capaz de separar
adecuadamente la mayoria de las proteinas ribosomales de este tejido en
forma reproducible.

- Analizar los perfiles optimizados obtenidos con programas computacionales
para establecer la capacidad de resolucion de las proteinas ribosomales y
que la reproducibilidad es suficiente para ser utilizada en analisis

comparativos y estadisticos.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
Establecer una metodologia para poder analizar la composicion proteica de los

ribosomas citosélicos en ejes embrionarios de maiz.
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MATERIALES Y METODOS.

Material biologico.

Se utilizaron en todos los experimentos ejes embrionarios de semillas de Zea
mays L. cv Chalquefio, los cuales germinaron 24 h entre algodon humedo dentro
de charolas en condiciones de 28°C y oscuridad en una incubadora. Los ejes se
disecaron manualmente de las semillas sanas y fueron inmediatamente
congelados en nitrégeno liquido hasta que fueron usados en el aislamiento de

ribosomas.

Aislamiento de ribosomas citosélicos totales (Davies y Abe, 1995; Pérez-Méndez
et al, 1993; Williams et al, 2003).

De 1 a 8 g de ejes embrionarios germinados por 24 h, se homogeniz6 con
nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino. Este fue resuspendido con 5 mL/g
tejido de buffer A (20 mM de Tris — HCI pH 7.8, 20 mM de KCI, 5 mM de MgCl,,
0.25 M de sacarosa, 0.5 % de B- mercaptoetanol y 1 % de triton X-100) en las
primeras extracciones y posteriormente se uso el Buffer B (200 mM Tris-HCI pH
7.6, 50 mM KCI, 10mM MgCl,, 2 mM EGTA, 0.5% B-mercaptoetanol, 0.5 mg/mL
heparina, 2% PTE, 1% DOC), después se incub6é en hielo por 20 min. Se
homogeneizo con politron Ultra Turrax TP 18/10S2 de la marca Tekmar a unas
10,000 rpm por 5 min. Después de una centrifugacion 27000 x g por 30 min, por
cada 5 mL del sobrenadante se colocaron sobre 2.5 mL de un colchon de

sacarosa (1 M Sacarosa, 50 mM Tris-HCI, pH 7.6, 256 mM KCI, 10 mM MgCly,
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0.5% PB-mercaptoetanol). Los ribosomas citoplasmicos fueron sedimentados
mediante ultracentrifugacion durante 3 h a 250,000 x g a 4 °C. Los pellets
ribosomales crudos se enjuagaron brevemente 3 veces con 1 mL agua estéril sin

agitar y fueron almacenados a -20°C hasta su uso.

Extraccion de proteinas ribosomales (Pérez-Méndez et al, 1993; Ramjoué vy
Gordén, 1977; Siegmann y Thomas, 1987; Williams et al, 2003).

Las proteinas ribosomales fueron extraidas con acido acético y cloruro de
magnesio y precipitadas con acetona como se describe esencialmente en
Ramjoué y Gordon, 1977. Las fracciones con las subunidades ribosomales 40S o
60S fueron resuspendidas en la minima cantidad de agua estéril conteniendo
0.5% B-mercaptoetanol, entonces fueron adicionados 0.1 volumenes de 1 M MgCl,
y 2 volumenes de acido acético glacial en rapida sucesion y agitados por 1 h a 4
°C, centrifugados 10 min a 4 °C a 14,000x g para remover el rRNA. El pellet de
RNA se lavo con 0.5 volumenes de la mezcla original al 67 % de acido acético,
agitado en vortex a 4 °C por 10 min y centrifugado a 10,000 rpm por 10 min. Los
sobrenadantes se mezclaron y la precipitacion de proteinas ribosomales se llevé a
cabo con 5 volumenes de acetona a -20 °C por 30 min (puede dejarse toda la
noche) y su posterior centrifugacion a 14,000 x g a 4 °C por 10 min. Los pellets
fueron lavados dos veces con acetona, luego con etanol absoluto, secados
completamente a temperatura ambiente por 5 min y liofilizados. Los pellets

liofilizados se almacenaron a -20 °C hasta su posterior uso.
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Determinacion de proteinas por Bradford.
Las proteinas ribosomales obtenidas fueron cuantificadas usando el método de

Bradford, se usé la proteina Albumina Sérica Bovina (BSA) para realizar la curva
patrén que se muestra en la Figura 1. Para tener resultados mas confiables solo
se tomaron los valores entre 1.5 pg y 16 pg de proteina cuyo comportamiento es
mas lineal, se uso la ecuacion correspondiente para hacer todos los calculos

posteriores.

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

y =0.0508x - 0.0201
R?=0.9991

Abs a 595nm
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Proteina (ug)

Figura 1. Curva patrén de BSA construida por el método de Bradford. los valores de la ecuacion
resultante se usaron para las determinaciones posteriores de proteina ribosomal.

Electroforesis en gel SDS-PAGE.
La electroforesis en 1D se realizé en geles de 140 mm x 120 mm x 1.5 mm en la

camara de Hoeffer o bien en el sistema de mini-geles de Bio-Rad (Mini-Protean
[I®) bajo las siguientes condiciones:
El gel inferior o separador (acrilamida 15%, bis-acrilamida 0.4%, Tris 375 mM,

SDS 0.1% (m/v), TEMED 0.05% (v/v), APS 0.15%(v/v)) se dejé gelificando por 20
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min entre las placas, se asperjé en la parte superior buffer de corrida (Tris 25 mM,
Glicina 192 mM, SDS 0.1% (m/v)) que servira para tener una interfaz plana y
homogénea. Se removié el buffer de corrida y posteriormente se coloco la solucién
del gel apilador o superior (acrilamida 5%, bis-acrilamida 1.3%, Tris 12.5mM, SDS
0.1% (m/v), TEMED 0.2%(v/v), APS 1%(v/v)) y se dejo gelificar por 20 min. La
corrida se llevd a cabo con buffer de corrida frio a 50 V por 90 min y

posteriormente a 150 V hasta que el frente llegara casi al final del gel.

Coomassie coloidal sensible G-250 (Dyballa y Metzger, 2009).
Para preparar este reactivo fue importante mantener el orden de adicién de los

componentes al hacer la solucidon. Se disolvio el sulfato de aluminio (5% m/v) en
agua (1.5 L), se anadi6 el etanol (10 % v/v) y se homogenizd, luego se afiadio el
azul de Coomassie brillante (CBB) G-250 (0.02 % m/v) y se dejo disolver por lo
menos unas 3 h o toda la noche, cuando la solucién estuvo completamente
disuelta se anadi6 el acido ortofosforico (2 % v/v) para obtener el coloide con una

coloracién verde y finalmente se afor6 a 2 L.

Electroforesis en gel de doble dimension (2D). Sistema basico con urea/acido
borico para proteinas ribosomales (Siegmann y Thomas, 1987; Williams et al.,
2003).

El pellet de proteinas ribosomales de cada muestra bioldgica fue resuspendido en

el buffer de muestra fresco a una concentracion final de 7.5 pg/ul (8 M urea, 40
mM Tris-HCI, pH 8.6, 2.3 mM EDTA-Na4, 0.06 % [v/v] TEMED, 52 mM acido

bdrico, y 5% [v/v] B-mercaptoetanol [BME], 5 % glicerol y 0.04 % pirronina G) a
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temperatura ambiente por 20 min con agitaciéon antes de la electroforesis. La
separacién en la primera dimension se desarrollé en un sistema de electroforesis
en un gel de acrilamida urea-basico. La electroforesis se desarrollé en una camara
en tubo vertical con 12 cm de gel separador (6 M urea, 8% [w/v] acrilamida, 0.3%
[w/v] bis-acrilamida, 21 mM EDTA Nay4, 520 mM acido bérico, 200 mM Tris-HCI, pH
8.6, 0.08% [m/v], persulfato de amonio o APS y 0.1% [v/v] TEMED) y 0.5 cm de
gel apilador (6 M urea, 4 % [w/v] acrilamida, 0.2 % [w/V] bis-acrilamida, 2.3 mM
EDTA Nag4, 52 mM acido bérico, pH 8.6, 0.5% [w/v], APS, y 0.06% [v/v] TEMED)
en buffer de corrida (6.5 mM EDTA Nay, 156 mM acido boérico, y 120 mM Tris-HCI,
pH 8.6). La corrida se realizd en un cuarto frio (5°C) a 100 V por 30 min y luego a
143 V por 16 h, con migracion hacia el catodo. En este punto se puede almacenar
el gel hasta 48 h a 0 °C o hasta una semana a -70 °C sin pérdida de resolucion.

La separacion en la segunda dimension se hizo en un gel de SDS-poliacrilamida
(15% Acrilamida, 0.4% Bisacrilamida, 0.1% SDS y Tris-HCI 0.175 M pH 8.8). Antes
de la segunda dimension, los geles de la primera dimension se incubaron en buffer
de equilibrio por 20 min (0.05 M Tris-HCI, pH 6.8, 5 % [v/v] BME, 10% [v/V] glicerol,
2 % [w/v] SDS, y 0.1 % [w/v] de azul de bromofenol). Posteriormente el gel se
embebid por encima del gel de la segunda dimension con agarosa (0.05 M Tris-
HCI, pH 6.8, 5% [v/v] BME, 10% [v/V] glicerol, 2% [w/v] SDS, y 1% [w/v] agarosa).
La segunda dimensién fue desarrollada usando una camara Hoeffer© con geles
de 14 cm x 12 cm x 1.5 mm en un cuarto frio a 50 V por 60 min y luego a 150 V
por 8 h hasta que el frente de corrida llegara al final del gel. Los geles fueron

tefiidos con Azul de Comassie Colidal G250 por unas 12 h y destefiidos por 6 h.
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Electroforesis en gel de doble dimension (2D). Sistema de Urea- acido acético/
SDS (Modificacion al método descrito por Warner y Gorenstein, 1977).

Las proteinas ribosomales (800-1000 pg) fueron resuspendidas en 60 pl de buffer
de muestra (10 % B- mercaptoetanol, 10 % Glicerol, 1 % acido acético, 8 M Urea y
0.01% Fucsina Basica) e incubadas a 30°C por 15 min antes de ser cargadas en
el gel.

Se preparo la solucién A (acrilamida 4%, bisacrilamida 0.1%, Urea 8 M, 0.057 M
Bis-Tris, pH 5.0 ajustado con acido acético, 0.1 % TEMED y 0.6 % APS), se
desgasificd y se afnadié entre las placas y se colocé 0.5 ml buffer de corrida B en
la interface superior con mucho cuidado, entonces se dejaron polimerizando por
30 min los geles (120 mm largo x 4 mm de radio en tubos de acrilico). La corrida
se llevd a cabo en una camara de electroforesis en tubo vertical CBS Scientific a
100 V por 60 min y posteriormente a 150 V por 12 h a 4°C o hasta que el frente de
corrida estuviera a 1 cm del final. Esta primera dimensién se llevé a cabo con
buffer de corrida B (0.01 M Bis-Tris pH 4.0 ajustado con acido acético) en la
camara superior y buffer C (0.179 M Acetato de potasio pH 5.0 ajustado con acido
aceético) en la camara inferior. Los geles pueden ser almacenados a -70°C hasta
un mes para la corrida en segunda dimensién. Cada gel fue incubado durante
media hora en buffer de equilibrio (Tris-HCI 0.5 M pH 6.8, 1 % SDS y 0.01 % azul
de bromofenol) con agitacién constante antes de la corrida en segunda dimension.
La segunda dimension se llevo a cabo en una camara Hoeffer con geles de 140
mm x 120 mm x 1.5 mm, se preparé el gel separador (15 % Acrilamida, 0.4 %

Bisacrilamida, 0.1 % SDS y Tris-HCI 0.175 M pH 8.8) y el gel de la primera
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dimension se fijo con agarosa (0.05 M Tris-HCI, pH 6.8, 5 % [v/v] BME, 10 % [v/V]
glicerol, 2 % [w/v] SDS, y 1 % [w/v] agarosa) en la parte superior del gel y
separado 0.5 cm del gel separador, los geles se corrieron en frio (hielo local) a 50
V por 90 min y posteriormente a 150 V por unas 6 h o hasta que el frente de
corrida llegara al final del gel. Los geles se tifieron con Azul de Comassie Colidal
G250, por unas 12 h y destefidos hasta eliminar el fondo con solucion para
desteiiir, los geles pueden ser almacenados a -70°C indefinidamente sin pérdida

de resolucion.

Analisis de identificacion de manchas y densitometria de geles de doble
dimension.

Para el analisis de los geles se uso el software PD Quest version 8.0 de Bio-Rad,
la identificacidn de manchas y los analisis de densitometria se hicieron de acuerdo

a la metodologia sugerida en las guias oficiales de uso del software.

Por otro lado se realizaron los analisis con software de acceso libre de acuerdo a
como lo describe Natale y colaboradores (Natale et al., 2011). El articulo (DO

10.4137/PRI.S7971) cuenta con la descripcion y los link web necesarios para

descargar todo lo necesario para reproducir los analisis. También se uso el

software Gel Analyzer http://www.gelanalyzer.com/index.html desarrollado por el

Dr. ltzvan Lazar para el analisis de densitometria de geles en 1D y se uso la guia

disponible en la pagina del programa para realizar los analisis.


http://dx.doi.org/10.4137/PRI.S7971
http://www.gelanalyzer.com/index.html
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RESULTADOS Y DISCUSION.

Extraccion de material biologico, aislamiento y purificacion de proteinas
ribosomales:
A partir de unas 100 semillas de maiz que se pusieron a germinar, se obtuvieron

entre 1 y 2 gramos de ejes embrionarios, los cuales se usaron para analizar el
rendimiento e integridad de las proteinas ribosomales y fueron posteriormente

analizadas mediante la electroforesis de doble dimension.

En la Tabla 1 se muestran los rendimientos aproximados obtenidos de la

purificacion:

Tabla 1. Rendimiento en la extraccion de proteinas ribosomales a partir de ejes embrionarios
germinados por 24 horas.

Ejes embrionarios (g) Proteina ribosomal Rendimiento (mg de proteina/g de
obtenida (mg) ejes)
3.43 2,97 0.86
7.28 6.30 0.86

A partir de aqui se usé homogeneizador politrén posterior al molido con mortero.

8.84 9.34 1.05

A partir de aqui se comenz6 a usar la extraccion con Buffer B en lugar de A.

8.53 13.30 1.56

6.00 9.42 1.57

El rendimiento aumenté cuando ademas de moler con el mortero la extraccion se
realizd con el uso del politron, sin embargo el uso del buffer B mejord
considerablemente el rendimiento, ya que al contener mayor cantidad de
detergentes se consigue una mayor extraccion de proteinas ribosomales por la

liberacion de aquellos ribosomas asociados a membrana y citoesqueleto.
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Al final, la proteina mostraba una apariencia de un polvo blanco fino, que se
almacené en fracciones de aproximadamente entre 500 ug hasta 2000 pg para su
uso en los geles. Con la practica se hizo evidente que lavados posteriores con
acetona y etanol frios a -20°C ayudaba a tener mayor pureza en las proteinas y
asi consecuentemente mejor definicion en las bandas o manchas obtenidas en los

perfiles.

Durante estos procedimientos se logré mejorar tanto el rendimiento en unidades
de mg de proteina ribosomal/ g de eje asi como la pureza de las proteinas

ribosomales obtenidas.

Separacion de las proteinas ribosomales por geles de SDS-PAGE
Para descartar algun problema en la integridad de las proteinas ribosomales o

alguna contaminacién, fue necesario realizar analisis en geles de SDS-PAGE
antes de realizar el corrimiento de las muestras en los geles de 2D. En la figura 2

se muestra un analisis de SDS-PAGE de las proteinas ribosomales obtenidas.
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Figura 2. Visualizacion en gel de poliacrilamida-SDS de diferentes concentraciones de proteinas
ribosomales A) Geles mini de proteinas ribosomales en condiciones de 0.02 A por 3 h y teiido
con azul de Coomassie para analizar la separacion las proteinas antes de la corrida 2D Urea-
acido acético. B) Analisis llevado a cabo con un programa computacional que identifica bandas
en el perfil obtenido. C) Perfil de SDS-PAGE (Beltran-Peiia et al, 2001), para maiz germinado por
22 h en medio MS.
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Se lograron visualizar unas 19 bandas de proteinas con pesos moleculares entre
10 y 66 KDa definidos en geles mini, sin embargo al hacer este analisis en geles
grandes (12.5 cm x 14 cm x 1.5 mm) se encontrd que se pueden observar mas de
60 bandas (Figura 3), lo que nos indica el numero de las proteinas que se puede
definir en una gel de una dimension, sin embargo las bandas estan muy juntas
como para lograr cortar una banda con solo una proteina y mandarla a identificar,
ademas de que varias proteinas pueden compartir el mismo peso o muy similar

por lo que fue necesario realizar una doble dimension.

Figura 3. Resolucion de bandas de proteinas ribosomales en una electroforesis en geles grandes
(140 mm x 120 mm x1.5 mm). Se cargaron los geles con 40 pg de proteina ribosomal de ejes
embrionarios germinados 24 h, se muestran un gran nimero de bandas que no lograron
definirse con geles mini.

66 KDa

45 KDa
36 KDa

29 KDa
24 KDa

20 KDa

RRIR12

14 KDa
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Figura 4. Pasos en la técnica de electroforesis en doble dimensidn. Imagen tomada y modificada
de www.seed-proteome.com

El esquema ejemplifica de manera general lo que ocurre al llevar a cabo una
electroforesis de 2D y el objetivo que se espera es lograr una separacion

adecuada en el perfil de proteinas.

Electroforesis en gel de doble dimension (2D). Sistema basico con urea/acido
bdrico para proteinas-r (Siegmann y Thomas, 1987; Williams et al., 2003).
Desarrollo y optimizacion en la primera dimension.

La optimizacion de la técnica de separacion de proteinas ribosomales incluyé que
en la 1D se llevaran a cabo diversas modificaciones que mejoraron los resultados

como se mostrara a continuacion.
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La primera dimension se realizd en un principio en un sistema de electroforesis en
placa del sistema Hoeffer en geles de 140 mm x 120 mm x 1.5 mm y disectando el

carril correspondiente con navaja para usarlo en la 2-DE.

En primer lugar se tomé la consideracién de cargar mas proteina de acuerdo a lo
propuesto por Pérez-Méndez et al, 1993, ya que al tefirlo no eran visibles las
bandas o manchas, y ademas se consider6 en disminuir el tiempo de corrida,
considerando que pudieron haberse salido las proteinas del gel por exceso de
tiempo de corrida. En la Figura 5A se muestra que la proteina cargada era muy
poca para poder visualizarse correctamente, esta figura también pone de
manifiesto que las proteinas se difundian lateralmente en el carril lo que dificultaba
cortar el carril justo por donde la proteina corria en el gel, ya que no siempre

avanza de manera recta.

Debido a que la electroforesis de estos geles grandes genera calor, la corrida se
puede ver afectada por esto, haciendo que corra mas rapido que en frio y que las
bandas producidas no sean definidas por la difusién que se facilita con el calor.
Por esta razén se llevd a cabo la corrida en frio para disminuir el efecto de
calentamiento del gel debido al voltaje, ademas se cargd mas proteina y también
se cuid6 de ajustar el pH del buffer de corrida. Las proteinas en una corrida de
electroforesis en frio migran mas lento, su movilidad es menor, esto mejoro
notablemente la resolucion como se muestra en la Figura 5B. Sin embargo
también se pueden observar problemas en la corrida debido al efecto “sonreido”
del gel, es decir un ensanchamiento y difusién de los carriles, debido quiza a la

fuerte carga de las proteinas ribosomales que son muy basicas, muchas de ellas
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con puntos isoeléctricos de mas de 10, y por otro lado la gran cantidad de

proteinas cargadas (aprox. 800ug).
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Figura 5. Separacion mediante electroforesis Urea-basico en 1D de las proteinas ribosomales.
Los carriles cortados fueron teiidos con azul de Commassie. A) Condiciones iniciales de tiempo y
cantidad de proteina cargada, corrida a temperatura ambiente, 20 h a 145 V B) Cambio a
condiciones de 4°C en la corrida y con mas proteina ribosomal C) Condiciones de corrida por 19 h
a 143 V en frio pero sin lavar la proteina con acetona y etanol D) Condiciones de 19 h a 143 V
lavando la proteina con acetona y etanol.

En las figuras 5C y 5D podemos ver el efecto que tienen los lavados con acetona y
etanol a la proteina ribosomal para finalmente liofilizar. En la figura 5C solamente
se obtuvo el pellet y se dejo secar a temperatura ambiente como se sugiere en
Ranjoue y Gordon, 1977. La posible eliminacién de remanentes de RNA vy lipidos
que pudieran afectar la resolucion en la 1D es alguna de las causas probables por
las que el lavado mejoro la resolucion. Ademas hasta este punto se habia logrado
una separacion correcta de las proteinas ribosomales mostrando varias bandas,
pero persistia el problema de la difusién de las proteinas al correr en el gel, por lo
que resultaba muy dificil cortar un carril correctamente, este problema ocasionaba

que al disecar el carril se perdiera proteina de algunas bandas y al cargar este
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carril en la segunda dimensién se generaran diferencias en la cantidad de proteina

ribosomal cargada lo cual ya no seria reproducible.

Proteina que no entraba al gel separador.

Otro problema que se presenté en este proceso fue que habia proteina que no
entraba al gel separador y se queda en los pozos del gel apilador, disminuyendo
asi el rendimiento de proteina que realmente se esta separando. Como se puede
observar en la parte superior de las figuras 5B, 5C y 5D al teiir el gel hay proteina
en la parte superior. Para demostrar que realmente se trataba de proteina
ribosomal y la cantidad que era, se colecté con cuidado esta proteina después de
haber corrido una primera dimension y fue analizada con SDS-PAGE, en la Figura
6 se demuestra que se trata de proteina ribosomal que no entra en el gel, se
cuantific6 por el método de Bradford y se encontré6 que es una cantidad de
alrededor de 200 pg de proteina ribosomal, es decir un 25 % de proteina cargada

gue no entra en el gel de electroforesis.

Figura 6. Separacion por electroforesis SDS-PAGE de las proteinas ribosomales recuperadas de
los pozos de carga de la 1D Urea- Basico, gel teiiido con Azul de Coomassie.

La razon de este problema nuevamente podria haber sido debido a la carga
eléctrica de las proteinas ribosomales, por esa razén se usan tan altas

concentraciones de Urea (8M) para poder solubilizarlas en el buffer de muestra y
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en los geles, pero al entrar en contacto con el buffer de corrida que no contiene

Urea, podria formar agregados que ya no podrian entrar en el gel y separarse.

Para solucionar este problema de acuerdo con Ranjoue y Gordon, 1977 la
proteina fue cargada en los pozos sin buffer de corrida, el cual es adicionado
posteriormente con cuidado sobre la muestra re-suspendida en buffer de carga, y

se llevaba a cabo la separacion electroforética lo antes posible.

Optimizacion de la segunda dimensién de la electroforesis.
La segunda dimension primero se llevd a cabo utilizando el carril cortado vy

obtenido de la primera dimensién, los primeros resultados obtenidos mostraban
que los geles en la primera dimension no tenian suficiente proteina o bien corrian
mas tiempo del adecuado (Figura 7A), estos problemas fueron similares a los
encontrados en un principio con la 1D, explicados como poca proteina cargada en
la 1D y el calentamiento del gel por falta de enfriamiento, lo que provocé difusion
de las bandas y el corrimiento acelerado de las proteinas. Se logré mejorar el perfil
corriendo el gel a 4°C y con mas proteina, ademas se probo sellando el gel de la
1D sobre la 2D con agarosa (Figura 7B) y con gel apilador de sistema SDS-PAGE
(Figura 7C). No hubo diferencia considerable en ambos tipos de sellado asi que se
decidié usar agarosa para las posteriores pruebas ya que facilitaba su uso. Aun
hasta este punto era necesario mejorar la resolucion de los perfiles hasta que
permitieran identificar aprox. 60-70 spots visibles en el gel de segunda dimensién
(Siegmann y Thomas, 1987; Williams et al., 2003) pero mas importante era lograr

la reproducibilidad lo cual hasta este momento no se habia logrado obtener.
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Figura 7. Proteinas ribosomales cargadas en geles de 2D, corrida en SDS- PAGE y teiiido con azul
de Coomassie A) Ejemplos de geles que muestran que faltaba cargar mayor cantidad de
proteina en el gel y difusion en la 1D. B) Gel sellado con agarosa C) gel sellado con gel apilador

de SDS.

Utilizacién del sistema de electroforesis en gel vertical en tubo de CBS Scientific

para la primera dimension.

Los resultados anteriores mostraron que era necesario el uso de un sistema

especializado para llevar a cabo la electroforesis en primera dimension y asi lograr

mayor definicion y sobre todo mejor reproducibilidad en los geles.

Por lo que se comenzd a usar el sistema de geles en tubo vertical a partir de las

condiciones optimizadas anteriormente y los resultados fueron notablemente

mejores (Figura 8).
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Figura 8. Separacion de proteinas ribosomales en gel de electroforesis en 1D Urea — basico, con
800 ug de proteina de ejes embrionarios germinados 24 h de germinacidn y teiidos con azul de
Coomassie. Se logran apreciar con claridad bandas definidas.

Separacién de proteinas ribosomales en 2-DE utilizando el sistema de

electroforesis en tubo vertical.

Los geles obtenidos en la primera dimension mediante la electroforesis en tubo de
vidrio fueron sometidos a una 2D, la cual fue modificada para que la tira de gel de
1D pudiera entrar en la placa, esto ocasioné que el grosor de los geles en 2D
aumentara de 2 mm a 3 mm. Esto provoco que se usara mas proteina para poder
visualizar las proteinas y que usaran unos 1000 pg por cada gel, lo cual era

benéfico ya que se lograrian visualizar mejor las manchas en el gel (Figura 9).

Figura 9. Separacion de proteinas en gel en 2D mediante la técnica urea- basica. Los geles
fueron cargados con aprox. 1000 pg de proteina ribosomal en la 1D, y corrieron a 4°C por 30 min
a 50 Vy posteriormente por 8 ha 143 V en la 2D.
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Sin embargo, al utilizar tubos de vidrio con esta técnica de electroforesis vertical,
una gran cantidad de geles se rompian al tratar de sacarlos del tubo de vidrio al
cual quedan muy adheridos, esto ocurre porque los geles al contener 8 M de urea
y 8 % de acrilamida son muy quebradizos y se rompen al intentar sacarlos de los
tubos y posteriormente embeberlos entre las placas de la segunda dimensién, por
lo que ya no resultaban confiables al unir las partes rotas. En un intento de evitar
este problema se silanizaron los tubos de vidrio lo cual aunque ayudd pero no

resolvio el problema.

La reproducibilidad es algo complicado de obtener y mas aun con la ruptura de los
geles, lo que provocaba que algunos geles se obtuvieran como se muestra en la

Figura 10.

Figura 10. Separacion de proteinas ribosomales en geles de 2D cargados con 800 ug de proteina.
Al unir fragmentos rotos de la 1D se tiene la posibilidad de no lograr una buena definicién o
problemas en la corrida que afectan la reproducibilidad.
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Electroforesis en gel de doble dimension (2D). Sistema de Urea- acido acético/
SDS (Warner y Gorenstein, 1977).

Esta técnica fue empleada con el objetivo de comparar la resolucién que se
pudiera obtener con estos geles en comparacién con los descritos anteriormente,
ya que al tener un pH de 5 se esperaba que se resolvieran proteinas ribosomales
con un punto isoeléctrico mas bajo de 8.6 que se usa en la técnica antes descrita,

ademas de una mejor separacion debido a la carga.

Se realizdé de acuerdo a Warner y Gorenstein (1977) en frio para evitar pérdida de
resolucidn por el calor que genera el voltaje, y los resultados de la 1D se muestran
en la Figura 11 A. La segunda dimension se corrié a temperatura ambiente sin

embargo no tuvo los resultados esperados (Figura 11 By C).
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Figura 11. Proteinas ribosomales separada en geles de Urea- Acido acético, tefiidos con azul de coomassie.
A) Geles de 1D Urea 8M pH 5, corrido por 8 h B) Gel de 2D corrido a 100 V por 14 h a temperatura
ambiente, no hubo manchas presentes. C) Gel de 2D corrido a 150 V por 1.5 h a temperatura ambiente,
hay difusién en las manchas.



46

Con los resultados anteriores se observd que en la primera dimension era
necesario adaptar algun cambio como correr los geles por mas tiempo ya que
como se observa quedan las proteinas en la primera mitad del gel. En la segunda
dimension la corrida seria por menos tiempo y en frio, ya que era probable que la
proteina se estuviera saliendo del gel y habia difusién. Por lo que se realizaron
pruebas para encontrar el tiempo adecuado en ambas dimensiones, los resultados
después de llevar a cabo esto se muestran en la figura 12 A. se logré encontrar el
tiempo para tener una separacion adecuada en la 1D a 4°C por 12 h, donde el
frente de corrida con fucsina basica quedaba a aproximadamente a 1 cm del frente
del gel. Y para la segunda dimension corriendo a 4°C por 8 h la separacion

parecia ser adecuada (figura 12 B)

A B —

Figura 12. Separacion electroforética de proteinas ribosomales en geles de primera y segunda
dimensidn usando la técnica Urea- acido acético y teiiidos con azul de coomassie. A)
Electroforesis en tubo vertical con 600 pg de proteina ribosomales, se corrié en las condiciones
descritas en la metodologia y se logran apreciar algunas bandas. B) Electroforesis en doble
dimension de los geles mostrados en A.
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Comparacion entre amabas técnicas.
Hasta este punto ambas técnicas de doble dimension producian mapas

bidimensionales y con una definicion aceptable, aunque presentaban detalles
como las lineas horizontales en los geles que parecian haberse formado en la 1D.
Sin embargo la técnica de urea- acida presentaba algunas ventajas sobre la urea-

basica:

1. Solo necesitaban 600 ug en lugar de 1000 pg para lograr una definicion
parecida.

2. Al tener un pH mas acido era mas probable que pudiera definir mayor
cantidad de proteinas ribosomales, como por ejemplo aquellas con puntos
isoeléctricos entre 5y 8.6.

3. Al tener los geles la mitad de la concentracion de acrilamida, eran mucho
menos quebradizos, por lo que resultaba probable intentar meterlos en un
gel de 2D mas delgado, para usar menos proteina, y también resultaba mas
sencillo sacarlos de los tubos de vidrio.

4. Los tiempos de corrida fueron un poco mas rapidos. Se necesitaron unas
12 h para separar la 1D de la técnica a pH 5 mientras a pH 8.6 fueron

necesarias al menos 16 h.

Modificaciones finales a la técnica de electroforesis en 2D Urea- acido.
Por estas razones se hicieron mas modificaciones para que pudiera ser usada en

el analisis comparativo, la técnica que se necesita debe ser reproducible, practica
y con buena definicion, por lo que se llevaron a cabo las siguientes

modificaciones adicionales a la técnica de Urea- acido.
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1. Se uso otra técnica de tincion de proteinas (Dyballa y Metzeger, 2009), azul
de Comassie coloidal, que es mas rapida y sensible que la usada
anteriormente, la cual esta descrita en la metodologia.

2. Se usaron a partir de aqui tubos de acrilico (Talens et al, 1973 y Dice y
Schmike, 1971) para obtener los geles de 1D mas facilmente y sin rupturas,
y resultara mas sencillo colocarlos en la 2D.

3. Gracias a lo anterior se logré embeber un gel de 1D en un gel de 2D de 1.5
mm de grosor, 1o que permitié disminuir la cantidad de proteina necesaria
de 600 ug a solo 300 ug.

4. Se alargo el tiempo de corrida para el gel apilador de 30 min a 90 min en la
2D, para asegurar una definicion adecuada al permitir a las proteinas
apilarse por mas tiempo.

5. Contrario a la 1D, se encontrdé que para la 2D no era necesario correr en el
cuarto frio sino solo en condiciones de enfriamiento local con hielo para
evitar el calentamiento, esto hace mas rapida la corrida ya que no es tan

intenso el enfriamiento.

Con base en las modificaciones anteriores se logré obtener geles con una
definicibn muy buena, sin bandas horizontales, con menor cantidad de proteina
que la usada anteriormente e incluso en la técnica original, la reproducibilidad es

aceptable como se muestran en la Figura 13.



49

Figura 13. Separacion de proteinas ribosomales mediante geles de electroforesis en 2D usando

la técnica urea- acida modificada usando 300 pg de proteinas ribosomales. Las condiciones de

corrida son en 1D a 4°C primero 50 V por 60 min y luego a 150 V por 12 h, y para la 2D en frio a
50 V por 90 min y luego a 150 V por 3.5 h.

Analisis computacionales de los geles obtenidos.
Una vez conseguidos los resultados anteriores en los geles de doble dimension,

es necesario utilizar algun programa computacional para poder analizar las
manchas de proteinas que resultan, comprobar que hay reproducibilidad en los
perfiles y conocer el alcance que tiene la técnica, esta informaciéon permitiria poder

usarla en analisis comparativos de proteomas ribosomales.

Aunque no se ha reportado el uso de programas computacionales para analizar
geles obtenidos mediante esta técnica de 2D, decidimos utilizar programas para

analizar los geles ya que:

- Mediante algoritmos y pruebas estadisticas se puede tener mayor
confiabilidad en los resultados obtenidos para determinar si existen
diferencias.

- Proporcionan un analisis mas fino y detallado de los geles, permitiendo

incluso el analisis de cada mancha para determinar las diferencias.
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- Cada vez es mas comun e incluso necesario (en geles de
isoelectroenfoque) analizar los perfiles obtenidos con programas

computacionales.

Sin embargo, publicaciones recientes (Natale et al, 2011; Natale et al, 2012; Li y
Seillier, 2011; Qye et al, 2013) han discutido sobre este tema, debido a que
existen multiples plataformas de analisis computacional de geles de doble
dimension a la venta, todas ellas con costos bastante elevados. Se argumenta
que estas plataformas de analisis comerciales no tienen un mismo criterio para
hacer el analisis de geles, por lo que los resultados obtenidos con una u otra
pueden ser bastante diferentes entre si, y van a depender mucho del tipo de

algoritmos que utilicen y los parametros que el experimentador pueda controlar.

Incluso se menciona que realizando pruebas con software de acceso libre, es
posible lograr la misma capacidad de analisis, comparado con lo que lograrian los

programas comerciales, ahorrandose los costos excesivos que tienen.

Por esta razon se decidié probar esto con los geles obtenidos, realizando una
comparacion entre los analisis que se pueden hacer en uno de los programas
comerciales mas conocidos como es PdQuest, comparado con analisis llevados

cabo con software libre, que incluyen programas como Image J y Gel Analyzer.

Con esta idea en mente se analizaron los siguientes parametros, usando dos tipos

de programas para cada juego de experimentos:

- La capacidad que tienen de detectar manchas de proteinas.

- La capacidad que tienen de detectar diferentes manchas juntas. Definicion.
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- La capacidad que tienen para detectar diferencias entre las manchas, y si
corresponden a lo que realmente se ve a simple vista. Cambios reales.
- El nivel de reproducibilidad que reportan entre las diferentes repeticiones de

geles.

Analisis con PD Quest de los geles de 2D de proteinas ribosomales.
PD Quest es una de las plataformas mas utilizadas para analizar geles de doble

dimensién. Es un software desarrollado por BioRad, es capaz de detectar
manchas de proteinas en un gel, analizar diferencias entre grupos de geles
comparandolos mediante un gel maestro que es formado por las repeticiones de
un mismo tratamiento, y puede hacer analisis estadisticos de las diferencias que
encuentra. A pesar de que tiene una interfaz amigable, requiere bastante
manipulacion de los datos por el usuario y por lo tanto los analisis son

dependientes de eso, ademas de requerir tiempo para realizar el proceso.

Comparacion entre los triplicados usando PD Quest.

Para comparar las manchas detectadas de los diferentes triplicados utilizando PD
Quest se tratd a cada repeticion como un tratamiento, analizando las diferencias
que el programa detecta y en qué medida hay reproducibilidad en los resultados
obtenidos, el programa no puede arrojar resultados estadisticos ya que se
requieren al menos dos repeticiones por tratamiento, sin embargo nos ayuda a
darnos una idea de la reproducibilidad y comparar el numero de manchas y la

intensidad de ellas en los 3 geles.
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Deteccidén de manchas utilizando PD Quest.

El programa PD Quest utiliza algoritmos para detectar manchas el algoritmo
“Rolling ball” que es capaz de detectar diferencias de densidad en escala de grises
en una superficie en 3D a partir de una imagen obtenida de un gel, ya sea por
fotografia o escaneo. El proceso requiere bastantes parametros que se deben
cambiar hasta encontrar los mas adecuados para cada imagen. Sin embargo, una
vez elegidos los parametros mas adecuados, la deteccion de las manchas, la
obtencién del maestro de una condicion especifica y la medida de las diferencias
son procesos que se hacen automaticamente. Sin embargo, una vez terminado el
proceso es necesario un nuevo analisis para asegurarse que el programa

realmente detecta las manchas que deseamos comparar.

Después del proceso automatizado de deteccion de manchas que el programa
realizé comparando los geles 1y 3, con 2 respectivamente, se procedié a revisar
si cada mancha correspondia a una proteina y finalmente se alinearon en cada
repeticion. Los resultados antes y después de alinear manualmente los geles y de
revisar mancha por mancha para asegurarse de que realmente esta comparando

lo que se requiere se muestra en la tabla 2.
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Tabla 2. Deteccion de manchas totales y emparejadas.

Numero de Manchas Manchas Manchas detectadas Manchas
Gel detectadas emparejadas después del analisis | emparejadas después
(repeticion) automaticamente automaticamente manual. de analisis manual.
1 133 61 97 97
2 143 143 97 97
3 120 53 93 94

Como podemos observar en la tabla 2 la deteccidon automatica no fue muy
eficiente, probablemente a que las manchas que obtuvimos de proteinas
ribosomales proveniente de nuestros geles son mucho mas grandes que aquellas
obtenidas con geles de isoelectroenfoque, las areas no siempre corresponden de
manera correcta a la mancha completa, muchas veces solo abarca una parte de
ella como se muestra en la figura 14, y los algoritmos del programa no estan
optimizados para manchas tan grandes, sin embargo una vez eliminando falsos

positivos y alineando manualmente es posible llevar a cabo una comparacion de la

mayoria de las manchas.

Figura 14. Identificacion de
bandas mediante el
programa PD Quest. En azul
se representan las areas
que utiliza el programa
para medir densidad de las
manchas, no todas abarcan
la mancha completa. Geles
maestro (A) y repeticiones
1,2 v 3 (B, C y D
respectivamente).
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La imagen de la Figura 15 muestra la deteccion de manchas de proteinas de las
diferentes repeticiones, y en A se muestra la imagen resultante o maestro de las 3
imagenes analizadas, este maestro contiene las manchas consenso en los 3 geles

y es la que se usaria en el caso de tener otras condiciones para analizar.

dJ ' i | ‘ k -
Figura 15. Deteccidon de manchas en cada repeticion mediante el programa PD Quest. Geles
maestro (A) y repeticiones 1,2 y 3 (B, Cy D respectivamente).

El alineamiento manual y emparejamiento de manchas tiene como resultado un
campo de distorsién que representa la variacion entre un gel y otro en cuanto a la

ubicacion de las manchas en general por cuadrantes como se ve en la figura 16.
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Figura 16. Distorsién en el campo -4+ L1 | | |
de andlisis por cuadrantes entre
las repeticiones, tomando como
comparacion el gel 2 (izquierda-

abajo).

Wl R e
El tamano del gel que tiene un impacto en el tamafio de la mancha (pixeles) asi

como la circularidad de las manchas, estos son otros parametros que
seguramente el algoritmo del PD Quest utiliza para detectar y medir han sido

optimizados para un gel comunmente obtenido por isoelectroenfoque (Figura 17).

Sin embargo PD Quest es capaz de detectar practicamente todas las manchas de
nuestro interés para compararlas, mas adelante se mostrara SU capacidad para

detectar las diferencias de manera congruente a lo que se ve a simple vista.

A

L I
Figura 17. Imagen que muestra la diferencia en los geles obtenidos por las técnicas de
electroforesis en doble dimension Urea-SDS e Isoelectroenfoque entre dos muestras de distinto
tejido vegetal. A) Gel de proteinas ribosomales de ejes embrionarios de maiz (este trabajo) B)
Gel de proteinas totales de anteras de maiz (Ubackova et al, 2012).
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Obtencién de laimagen maestro.

La imagen maestro es el resultante de las diferentes repeticiones de una
condicion, es aquel que se va a comparar con otras condiciones, es importante
que contenga realmente la informacion que se quiere comparar y que represente a
todos los geles de la mejor manera posible. En la Figura 18 se muestran un par de
geles maestros de proteinas ribosomales, es importante sefialar que se obtienen
diferencias en la imagen dependiendo de los valores dados a los parametros
elegidos. E inclusive se puede observar que pudieran no representar fielmente a
todas las manchas que se pueden observar a simple vista en los geles originales,
algunas estan cambiadas en cuanto a intensidad y tamafo, lo que podria ser un

problema para obtener las diferencias reales entre distintas condiciones.
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Figura 18. Imagenes de geles maestro resultante de las mismas 3 repeticiones, pero utilizando

diferentes valores en los parametros.

Analisis de densidad de las manchas con PD Quest.

Los analisis de densidad muestran la intensidad de las manchas obtenidas de

acuerdo a los parametros establecidos, sirve para comparar esta intensidad y
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representar de manera aproximada la cantidad de proteina presente en los geles,
La imagen de la Figura 19 muestra las intensidades de cada una de las manchas
analizadas en los triplicados de un analisis donde se encontraron 96 manchas en
comun, es importante sefalar en este punto que el promedio resultante de cada
medida sera la utilizada en el maestro, y debido a que cada una de las
repeticiones son analizadas bajo los mismos parametros, habra diferencias debido
a cambios en la intensidad de exposicion de la imagen obtenida, diferencias en el
fondo o incluso en la cantidad de proteina cargada en cada gel, por lo que se llevd

a cabo una normalizacion de acuerdo a la densidad total de manchas en cada gel.
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El analisis de densidad obtenido proporciona las manchas que varian mas entre
cada repeticion y aunque no es un resultado estadistico se pueden comparar las
diferencias de densidad para determinar las veces de cambio que hay entre las 3
repeticiones. En la tabla 3 se muestra la cantidad de manchas que varian al
modificar los limites de veces de cambio tomando como referencia al gel 1 contra

2 y 3 respectivamente.

Tabla 3. Manchas que cambian al mover los limites de veces cambio.

Geles comparados Veces de cambio Numero de manchas
como limite elegido. fuera de los limites
(manchas que cambian).

1vs 2 2 16
1vs 3 2 20
1vs 2 3 7
1vs 3 3 10
1vs 2 4 5
1vs 3 4 5
1vs 2 5 3
1vs 3 5 3

Al tener 2 veces de cambio como limite hay aun bastantes manchas que varian
entre los geles, al aumentar a 3 el numero es discreto, y al aumentar a 4 y 5 veces

de cambio son muy pocas las manchas que supuestamente estan variando.

Por lo anterior se analizaron cuales eran las manchas que tenian mayor variacion
sobre todo arriba de cuatro veces de cambio, las cuales estan representadas en la
Figura 20, se observa que se trata de manchas que o son muy tenues, se
encuentran muy encimadas una con otra 0 son muy grandes como para ser

comparadas bien por el software, lo que podria representar el hecho de que como
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se menciond anteriormente, el programa no esté optimizado para analizar

manchas tan grandes.
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Figura 20. Manchas entre las 3 repeticiones que muestran un cambio mayor a 4 veces con
respecto a la referencia que es el gel 1. En verde se representan las manchas que cambian en el
gel 2y en rojo las del gel 3.

Los valores de los analisis de densidad de cada una de las manchas en los 3
geles estan disponibles en la tabla suplementaria 1 y la ubicacibn numeérica

precisa de cada mancha en los geles se encuentra en la figura suplementaria 1.

Hubo 3 manchas que no fueron posibles detectar en el gel 3 y como fue aquel que
resulté con menor densidad total entre las 3 repeticiones, es muy probable que
sea debido a que entrara menos proteina o se haya destefiido mas. De las 94
manchas que si se pudieron comparar solo 9 sobrepasan un limite de 4 veces de

cambio, algunas parecen representar cambios reales que se observan a simple
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vista pero otras sin embargo no, esto es quiza debido a que el programa no esté

especializado en comparar adecuadamente este tipo de geles.

Deteccion de manchas utilizando ImagedJ.
ImagedJ es un programa de acceso libre, que es usado para analisis de imagenes.

Massimo Natale y colaboradores publicaron en 2011 una forma de analizar geles
de doble dimension mediante ImageJ, ellos muestran una eficiencia notable en la
deteccion de manchas de geles obtenidos mediante Isoelectroenfoque, y su

posterior analisis estadistico.

Por lo tanto para analizar los geles que se obtuvieron de la 2-DE de proteinas
ribosomales, se comprobd en primer lugar si el programa era capaz de detectar

las manchas en los geles para después ser comparados entre si.

Uno de los geles obtenidos, fue transformado con ImagedJ a la imagen a formato
Tiff de 8 bits para poder analizarlo con el complemento “Watershed” de Imaged. Al
analizar la imagen original sin cambios, los resultados en la deteccion de manchas
fueron muy malos, incluso realizando un barrido Gaussiano que permite realizar el

programa y que ayuda a no sobredetectar manchas.

Por lo anterior, se hicieron modificaciones ligeras a la imagen en cuanto a brillo y
contraste, para no alterar demasiado los resultados y que no fueran muy

dependientes de la manipulacién del usuario, o pudieran cambiar los resultados.

La imagen resultante se muestra en el panel A de la Figura 21 a partir de esta
figura se llevod a cabo la deteccién de manchas la cual se muestra en el panel B, la

imagen binaria resultante que se usaria para la comparacion y cuantificacién de
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manchas que se muestran en el panel C y D, donde se observa claramente que
esta imagen esta muy lejos de parecerse a la imagen original y por lo tanto las
manchas no representan fielmente lo que realmente se obtuvo. Se procedié a
modificar mas la imagen en cuanto a brillo, exposicion, contraste hasta lograr una
imagen mas simple como se ve en el panel E con la cual se consiguié un mejor
resultado, que es mas parecida a la imagen original y que puede ser usada para
compararse con otras, sin embargo para conseguir esto es necesario hacer
demasiadas modificaciones a la imagen original, lo que tiene como consecuencia
cambios dramaticos en la intensidad de las manchas originales, y demasiada

manipulacion del usuario, que podria conllevar a resultados subjetivos.

Por lo anterior, se sugiere manipular la imagen lo menos posible o tratar todas las
imagenes de la misma forma para minimizar los cambios que puedan darse al
mover los parametros. Sin embargo, se puede ver una imagen que es comparable
con la obtenida como maestro con PD Quest que anteriormente se analizo,
inclusive se consiguio cuantificar 95 manchas, numero similar al encontrado con
PD Quest y no se descarta el uso de este programa para analisis comparativos,

aunque requerira mayor estandarizacion.
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Figura 21. Deteccidon de manchas de proteinas ribosomales utilizando Imagel. A) Gel de Urea-
SDS que se le ha dado un aumento ligero de contraste. B) Deteccidon de manchas en el gel
obtenido en A. C) Master resultante del obtenido en A. D) Conteo de manchas del master en C.
E) Imagen obtenida modificando contraste, exposicion y brillo de A. F) Master obtenido de la
imagen E.

Analisis de densidad de las manchas con Gel Analyzer.
Gel Analyzer es un programa también de uso libre que basicamente se usa para

crear lineas donde se pueden detectar bandas, substraer el fondo, y medir picos y

valores de densidad de las regiones de interés, incluye entre sus algoritmos “roller
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ball” que también usa PD Quest y analisis “de valle a valle” para encontrar y
cuantificar densidades de las manchas, este programa tiene multiples archivos de
salida, graficos y realmente es sencillo de usar y funcional. Aunque esta
especializado para analisis de electroforesis de 1D se decidié usarlo porque es
sencillo de usar y utiliza el mismo algoritmo que encontramos en PD Quest pero

en acceso libre, y nos permitira analizar algunas manchas significativas.
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Figura 22. Identificacion de bandas utilizando el programa de acceso libre GelAnalyzer. A) Lineas
y bandas elegidas para analizar. B) Analisis de densidad de bandas en una linea por medio del
algoritmo rolling ball

En primer lugar se requiere elegir lineas de interés donde se encuentren bandas,
es posible una identificacion automatica o manual, se eligieron unas lineas donde
las manchas fueran claras y no estuvieran encimadas y se consiguid encontrar en
ellas unas 18 bandas las cuales se usaron para los analisis entre las repeticiones

(Figura 22 B).

Una vez identificadas las bandas fueron analizadas, fue importante tratar de elegir
siempre la misma region de interés en cada gel analizado para evitar variaciones,
se puede obtener el pico correspondiente y la medida de cada area bajo la curva

correspondiente a la intensidad que cada banda tuvo (Figura 22 A). Una vez
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realizado esto con cada gel los datos obtenidos fueron analizados para encontrar
alguna tendencia. Las intensidades del gel 2 con respecto de 1 fueron mayores
(Tabla 4) y es consistente en cada mancha lo que podria indicar que tuvo mayor
exposicion, contraste o proteina en el gel. Lo mismo sucedié con el gel 3 con
respecto de los otros dos. Se calcularon las veces de cambio y porcentajes de

variacion con estos geles directamente (tabla 4).

Tabla 4. Valores de densidad obtenidos con Gel Analyzer para las 3 repeticiones, incluye veces
de cambio y porcentaje calculado.

Valores de densidad delas manchas. | Veces de | Porcentaje  de | Veces de | Porcentaje de
Gell Gel2 Gel3 cambiolvs2 | cambio de 1 vs | cambio1vs3 | cambio de 1
2 vs3
1727 2282 1536 1.32136653 32.1366532 1.12434896 124348958
1460 1777 1368 1.21712329 21.7123288 1.06725146 6.7251462
508 778 490 1.53149606 53.1496063 1.03673469 3.67346939
1558 1837 1378 1.17907574 17.9075738 1.13062409 13.0624093
238 368 218 1.54621849 5462184387 1.09174312 9.17431193
345 442 339 1.28115942 28.115942 1.01769912 1.7699115
424 505 347 1.19103774 19.1037736 1.22190202 22.1902017
81 50 37 0.81987213 18.0327869 1.84864865 64.8648649
4382 675 463 1.40041494 40.0414938 1.04103672 4.10367171
1213 1364 1051 1.12448475 12.4484749 1.15413892 154138915
205 235 130 1.146341486 14.6341463 1.57692308 57.6923077
276 293 262 1.0615942 6.15942029 1.05343511 5.34351145
250 344 212 1.378 378 1.17924528 17.92452383
211 235 204 1.11374408 11.3744076 1.03431373 343137255
2426 3530 1788 1.45507007 455070074 1.35682327 35.6823266
37 72 14 1.94594595 94.5945946 2.64285714 164.285714
78 102 10 1.342105286 34.2105263 7.6 660
59 81 22 1.37288136 37.2881356 2.68181818 168.181818

Considerando las tendencias anteriormente descritas se procedié a "normalizar”
los datos para tener una comparacion mas precisa, para esto se obtuvo la media
del cambio de los geles 2 y 3 con respecto al del gel 1 que se tomé como
referencia, se decidié usar la media porque el promedio era afectado por algunos
datos de manchas que variaban mucho, posteriormente cada columna de datos de

los geles 2 y 3 fue dividido entre su respectiva media, este valor multiplicado por
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100 es una acercamiento al porcentaje de cambio de cada mancha (Tabla 5), y
aunque no es una medida estadistica da una idea de la variabilidad en las

manchas analizadas de los geles.

Tabla 5. Veces y porcentaje de cambio en las manchas analizadas con Gel Anlayzer después de

normalizar los datos.

Area bajo|Area bajo la|Area bajo la|veces de|veces de|Porcentaje |Porcentaje

la curvalcurva gel 2 |curva gel3 |cambio cambio de cambio|de cambio
gell lvs2 1vs3 1lvs2 lvs3

1727 1753.68088|1754.69799|0.98478578|0.98421495(1.52142159(1.5785047

1460 1365.59637|1562.7779 |1.06912996|0.93423384(6.91299633(6.57661577
508 597.880685|559.766937|0.84966786|0.90752055(15.0332144|9.24794474
1558 1411.7054211574.20171|1.10362968|0.98970798|10.3629677(1.02920182
238 282.802175|249.039168|0.84157769|0.95567297(15.8422314|4.43270349
345 339.670004|387.26733 |1.01569169|0.89085749(1.56916894|10.9142514
424 388.084507|396.406382|1.09254555|1.06960942 (9.25455481|6.96094194
61 38.4242086|42.2681157|1.58754083|1.44316819|58.7540831|44.3168191
482 518.726816|528.922636|0.92919815|0.91128639|7.08018453|8.87136098
1213 1048.21241|1200.64296|1.1572082 (1.01029202|15.7208204(1.02920182
205 180.59378 |148.509596|1.1351443 |1.38038219(13.5144298(38.0382185
276 225.165862(299.303954|1.22576308|0.9221395 |22.5763076|7.78604952
250 264.358555|242.184879|0.9456853 |1.03226924|5.43146977|3.22692365
211 180.59378 |233.045827|1.16836803|0.90540132|16.8368034|9.45986767
2426 2712.74913|2042.57813|0.89429574|1.18771467|10.5704255|18.7714666
37 55.3308604|15.9933411|0.66870458|2.31346283|33.1295415|131.346283
76 78.3853855|11.423815 |0.96956849|6.65276878(3.04315081|565.276878
59 62.2472179]25.1323931|0.94783353|2.34756793|5.21664743|134.756793

Los resultados anteriores muestran que la variabilidad de las manchas se
encuentra debajo de las 2 veces de cambio para la mayoria de las manchas
analizadas, excepto de aquellas mas tenues que muestran cambios mas
dramaticos, lo se hace mas evidente al observar los porcentajes de cambio. Los

resultados demuestran que se necesitan al menos 2 veces de cambio detectadas
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por este analisis para poder definir diferencias significativas cuando se realicen
analisis comparativos, todos los analisis se hicieron con respecto al gel 1 y fueron
normalizados mancha por mancha de acuerdo a un valor medio de veces de

cambio de todas las manchas analizadas.

Los resultados en conjunto muestran que es posible realizar analisis similares con
software libre asi como con PD Quest que es un software comercial, en cualquiera
de los casos se requiere aun bastante analisis manual y van a depender de las
consideraciones del usuario, ya que no son muy automatizados y menos aun con
este tipo de geles, pero si pueden para realizar analisis comparativos de acuerdo a

un criterio que el experimentador fije como cambio minimo.
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CONCLUSION.
Se logré determinar que los geles de doble dimension, mediante las técnicas de

electroforesis Urea- acido en tubo de vidrio seguido de SDS-PAGE en placa, logra
separar eficientemente 300 pg de proteinas ribosomales provenientes de ejes
embrionarios de maiz con una definicion aceptable para llevar a cabo analisis

comparativos.

PERSPECTIVAS
Esta tesis contribuye a contar con una herramienta que permite comparar los

ribosomas de dos condiciones o tejidos para analizar la heterogeneidad entre
muestras. Para este propdsito sera necesario realizar analisis comparativos de
dos condiciones diferentes que se espera muestren algun cambio en la

composicién de sus ribosomas.

La separaciéon de los ribosomas en sus subunidades seria algo muy prometedor
porque permitiria analizar a cada subunidad por separado y sin la presencia de
proteinas asociadas al ribosoma en traduccion activa, lo cual permitiria analizar si
la heterogeneidad seria debida principalmente a proteinas asociadas al ribosomas
0 aquellas que se conocen como estructurales del ribosoma y que estan unidas

mas fuertemente.

El objetivo de este trabajo finalmente se dirige a tratar de entender qué significado
tiene la heterogeneidad ribosomal, ya que para poder hablar de una
especializacion ribosomal es importante que se cumplan las siguientes
condiciones: a) que las células produzcan ribosomas que sean bioquimicamente

diferentes bajo las diferentes condiciones de desarrollo y b) que estos ribosomas
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diferentes afecten o influyan en cambios en la fisiologia de la célula debidos a

cambios en el proceso de traduccion (Gilbert, 2011).

Quedan muchas preguntas por resolver sobre la funcionalidad que tienen los
ribosomas en el desarrollo de organismos eucariontes y las investigaciones en un
futuro en este campo mas alla de la actual descripcion y especulacion requerira
que se lleven a cabo estudios que describan el significado funcional de la

heterogeneidad ribosomal.



Tabla suplementaria 1.
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No. Valores de densidad dados por PD Quest
de mancha Gel 1 Gel 2 Gel 3

3704 6.8519E+10 | 1.0378E+11 | 4.9435E+10
4001 6224483398 | 5093184570 -1
4201 4526332520 | 6290042480 | 5189891113
4202 6596696777 | 1.2986E+10 | 1.1936E+10
4204 3759536133 | 9125514648 | 3809981934
4406 2.3074E+10 | 2.8631E+10 | 3.078E+10
4408 2.8515E+10 | 5.0675E+10 | 1.4914E+10
4503 6.789E+10 | 7.1067E+10 | 5.7182E+10
4509 3.2344E+10 | 5.4492E+10 | 1.2577E+10
5001 5571022949 | 7372944824 | 6416803711
5003 4205103027 | 2269899902 | 1.5907E+10
5101 7980583008 | 5485417969 | 9436182617
5102 1743038940 | 3713118652 | 2312585693
5103 1.0652E+10 | 7968268066 | 8408960938
5104 5419087891 | 4293700195 | 7086851563
5202 1.0173E+10 | 1.7129E+10 | 1.0153E+10
5203 4444520020 | 8800205078 | 4281810059
5302 1.7546E+10 | 2.5197E+10 | 1.7141E+10
5303 1.6851E+10 | 2.4937E+10 | 2.1932E+10
5306 5060882324 | 7729289063 | 3274954834
5307 5703115723 | 5168753418 | 8596277344
5401 1.2947E+10 | 1.8965E+10 | 1.1644E+10
5502 3.758E+10 | 7.3751E+10 | 2.6764E+10
5504 1.1308E+10 | 2.1032E+10 | 2.0843E+10
5510 1.1391E+10 | 3129644775 | 5881239258
5601 5634782715 | 1.0915E+10 -1
6001 6455092285 | 8133323242 | 1.1391E+10
6101 7496395020 | 5563093262 | 1.1136E+10
6102 4929601074 | 4010644531 | 8099258789
6207 3910758057 | 1.7714E+10 | 1.524E+10
6208 1016664978 | 1.7538E+10 | 1.2334E+10
6209 7843429199 1.14E+10 4890391113
6301 3.0433E+10 2.63E+10 2.5926E+10
6402 7021409668 | 6994287109 | 2354912109
6403 1.1649E+10 | 1.1702E+10 | 6555042480
6404 1.8342E+10 | 8617133789 | 4338089355
6405 5.6939E+10 | 5.4347E+10 | 2.6758E+10
6501 5240430176 | 9340567383 | 2135807617
6502 5640051758 | 1.0536E+10 | 490832794
7103 1.477E+10 | 1.0718E+10 | 1.6763E+10
7104 3398983154 | 2349525146 | 2312585693
7201 4914403809 | 2.2709E+10 | 9016791992
7202 2089291260 | 3650205811 | 3274954834
8001 2.921E+10 4.384E+10 4.868E+10
8101 2.6014E+10 | 1.6055E+10 | 2.9714E+10
8304 2779733154 | 1772826904 | 417151825
9002 1.9333E+10 | 1.4835E+10 | 2.4912E+10
9003 2.0219E+10 | 2.7788E+10 | 3.6988E+10

No. Valores de densidad dados por PD Quest
de mancha Gel 1 Gel 2 Gel 3

402 3464268311 | 2442667725 | 2453477783
502 1655659180 | 2065650635 | 2705602295
601 1.2386E+10 | 3.5128E+10 | 6083930664
602 1.1729E+10 | 8262660156 | 4983551270
703 2988354492 | 4361289551 | 4084014404
801 1.4348E+10 | 1.5077E+10 | 1.176E+10
901 3937143799 | 475557831 | 2388293945
903 1214909546 | 2333685547 | 3824774658
904 3136564209 | 5223639648 | 4339093262
909 2615803955 | 8737972656 | 1.2608E+10
1301 9481280273 | 6777715820 | 7330432129
1401 5092716797 | 7190380371 -1

1402 9159122070 | 3246718750 | 4892175781
1501 7866684570 | 1.1385E+10 | 1.7427E+10
1502 6960424316 | 4992165527 | 1.0503E+10
1503 6944506348 | 5724738770 | 3559679443
1601 1.6906E+10 | 2.2343E+10 | 1.2389E+10
1602 1.2626E+10 | 2.5939E+10 | 8972725586
1701 9103862305 | 8507066406 | 6856802734
1707 3438208496 | 4289780273 | 2589659912
1709 4936769531 | 4531839355 | 9467811523
1710 8300396484 | 1.5834E+10 | 1.0106E+10
1712 3285202881 | 4533384766 | 6171507324
1901 6234342773 | 7130325195 | 8671014648
1902 1.3414E+10 | 1.5469E+10 | 9777392578
1903 2401082031 | 3640642578 | 3607168701
1905 1966648071 | 3518477783 | 2078978027
1907 5790922363 | 1.1453E+10 | 2248347412
2101 8887725586 | 5097849609 | 3829585449
2201 8060738281 1.722E+10 | 4444979004
2202 8322992188 | 1.3399E+10 | 6634176270
2203 1.5623E+10 | 1.5675E+10 | 1.8088E+10
2401 1.4905E+10 | 1.407E+10 | 7654847168
2501 1.3072E+10 | 7563131836 | 3987493164
2504 9031759766 | 1.0519E+10 | 1.4627E+10
2601 7406527344 | 1.6036E+10 | 6427216309
2701 5.5677E+10 | 1.0752E+11 | 6.1589E+10
3001 1.0746E+10 | 1.1637E+10 | 1.0135E+10
3002 3287134766 | 4493225098 | 3766799316
3301 2.6923E+10 | 3.5473E+10 | 1.1445E+10
3302 3.1074E+10 | 4.8425E+10 | 2.045E+10
3305 2640374268 | 1939963867 | 4257723633
3402 370832062 339431396 -1

3501 4,2045E+10 | 6.3074E+10 | 3.1311E+10
3507 2.4203E+10 | 3905102295 | 6545183105
3601 4775100586 | 9961718750 | 4876085449
3605 6.0542E+10 | 9.6914E+10 | 5.8447E+10
3701 3.0311E+10 | 3.0951E+10 | 2.4739E+10
3702 6.2157E+10 | 1.1379E+11 | 4.9086E+10
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Figura suplementaria 1.

Numeracién y ubicacion de cada mancha dada por PD Quest en el gel master.
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