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RESUMEN

El mafz es una planta Angiosperma y come tal utiliza las semillas como forma de reproduccisn.
El proceso bioldgico mediante el cual la semilla parcialmente deshidratada y con una actividad
metabdlica reducida al mininio es reactivada tras la entrada de agua se denomina germinacién.

Dentro de los primeros eventos bioquimicos que se establecen durante la germinacién se
encuentran aquellos que permiten la generacién de energia, la reparacién de estructuras y
membranas, y el recambio de metabolitos y complejos enzimdticos. En conjunto, estos procesos
permitirdn a las células quiescentes del embrién estar en condiciones de reiniciar la proliferacién
y concluir exitésamente la primera ronda de divisiones celulares, fenémeno con el cual la
germinacion termina para dar paso a los procesos de crecimiento.

El proceso de la germinacién puede ser acelerado de diferentes maneras, teniendo como
resuitado un incremento en procesos reparativos y un acortamiento del ciclo celular. En nuestro
laboratorio hemos utilizado tanto la adicidn de fitohormonas (citocininas) como la técnica de
osmoacondicionamiento para acelerar la germinacién. En el desarrollo del presente proyecto
hemos estudiado cambios en la expresidn génica y la concentracién/actividad de proteinas
regulatorias del ciclo celular durante la germinacién normal y la germinacién acelerada con
citocininas.

Como resultade del estudio a nivel transcripcional, encontramos cambios cuantitativos,
promovidos por las citocininas, en la expresion de una serie de genes, algunos relacionados
preferentemente con el metabolismo de mantenimiento (BARM-1, BAEM-2 y BAEM-5); mientras
que los estudios a nivel traduccional, han revelado efectos de citocininas sobre la concentracién y
actividad de proteinas regulatorias clave en el reinicio y control de la proliferacién celular (anti-
oncogen pb3, Ciclina D-1, factor transcripcional E2F y Ciclina B). Los datos encontrades nos
permiten sugerir un mecanismo de accién de citocininas sobre el reinicio de la proliferacién
durante la germinacién de maiz, al nivel de la estimulacién de proteinas reguladoras del ciclo
celular, que estdn almacenadas en la semilla seca y que en condiciones metabélicas normales son
receptivas a la transduccién de sefiales externas para regular el ciclo celular en zonas

meristemadticas.



ABSTRACT

Among the first biochemical processes established during seed germination, those
related to energy generation, structure and membrane reparation, and metabolite and
enzymatic-complex turnover, will allow quiescent embryo cells fo reinitiate prollfer‘a’non and
1o accomplish the first round of cell proliferation, which in Tur‘n represents The end of
germination, thus giving way to the growth process.

Seed germination can be accelerated in different ways, resulting in the enhancement of
general reparative processes and in cell-cycle shortening. In our laboratory, we have used the
addition of exogenous cytokinin in order to accelerate maize germination. In this work, we
have studied the germination process both at the gene expression level and also following the
behaviour of cell cycle regulatory proteins, either nhormal or accelerated by means of
cytokinin,

At the transcriptional level, we have found cytokinin-promoted changes in the expression
of some genes (BARM-1, BAEM-2 and BAEM-5), several of which code for proteins related to
house-keeping, whereas the experiments with cell cycle-markers have shown that cytokinin
addition affects both concentration and activity of some key regulatory cell cycle proteins
{anti-oncogene p53, Cyclin D-1, transcription factor E2F and Cyclin B).

All these data lead us to propose a mechanism by which cytokinins switch-on a signal
transduction pathway during maize germination, leading to the stimulation of cell cycle

regulatory proteins present in dry seed, which in turn, allows the reinitiation of proliferation

in meristematic cells.
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1.1  Angiospermas. _

" Las angiospermas son aquellas plantas cuya semilla joven estd contenida en un ovario; e‘s"rasr
semillas se désar;rollan de un évulo fertilizado. La fertilizacién en las angiéspermas se caracferiza
por la par"ri‘cipacién ae dos ndcleos mésculinos:_un mjcleo no movil que se libera del tubo polinico se
'Hfusiona con el niicleo del évulo para formar un zigo‘ro diploide, y el otro se fusiona con dog nicleos
~ polares para formar un nﬁclféq ‘T\ripigide,\que posteriormente fOt;mar;é el ‘endosﬁermo. La primera
divisién en el zigoto diploide dard lugar a una céluia\axial o apical, y a una célula basal. En semillas de
monocotileddneds gramineas, como el maiz, él eﬁmbrién y el suspensor se forman en su mayor parte a
partir de la célula axial. En este Tip;a de semillas, el cotileddn estd constituido por el escutelo. El

embridn estd protegide en la radicula por la coleorriza y en la pidmula por el coleoptilo (Figura

1)(Bewley and Black, 1994).

1.2 Germinacion.

La germinacidn de semillas puede ser considerada desde un punto de vista molecular como una
etapa del desarrollo de las plantas, que comprende una serie de eventos metabdlicos que permiten
al embrién adoptar una condicién metabdélica que le permita reiniciar la proliferacion celular a partir
de un estado quiescente en donde el contenido de agua estd reducido hasta cerca de un 10%. En
maiz, bajo condiciones aptas de temperatura y humedad, la tinica sefial externa que se requiere para
el establecimiento de la germinacion es la entrada de agua (Mayer, 1975).

Un concepto definido de germinacion ha sido dificil de unificar. Bajo un punto de vista

agrondmico, una semilla ha germinado una vez que la pldntula emerge de la superficie del suelo;
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Figura 1. Esquema de semilla y embrion



una definicién fisioldgica implica que la germinacién se ha completado. cuando una parte del embrién
atraviesa la cubierta de la semilla fBewIey and Black, 1994). Sin embargo, ur;a de, Iés principales
funciones de la germinacién es re_s‘rc:blei:er‘ las conaiciones aptas para é,l reinicio de la proliferacién
celular; debido a que una vez que el compromiso kpclnﬂa la entrada al ciclo Ee}ular ha sido }és‘rablecido,
_este tendréd que completarse nec“égariamen’re, en nuesi'r';: Igr\upo de Trabajd adap‘ramos una
definicién moiecuk\lr“ de ger‘mimc?éﬁ, bajo la cual, un conjunto \inicial de procesos bioguimicos y
moleculares permiten al embrién estar en condiciones de reiniciar la primera ronda ae divisionés
celulares en las zonas meristemdticas. De acuerdo con esta definicidn, los eventos propios de la
germinacién conducirdn al metabolismo a un punto de compromiso metabdlico después del cual\nod
pﬁede darse un regreso al estade de quiescencia, y lo I’Ievardn hasta un punto donde el éxito en la

primera divisién celular marcard el inicio del proceso de desarrotlo.

1.3 Bioquimica de la Germinacion.

Existen una serie de procesos bioquimicos que parecen comunes a una grah parte de las
semillas de gramineas, que pueden clasificarse como eventos tempranos y tardios. Dentro de los
eventos tempranos que se inician con la entrada de agua se encuentran la produccién anaerobia de
energia, la sintesis de ARN, la sintesis de proteinas, y la reparacion de estructuras, membranas y
del ADN. Los eventos tardios incluyen la elongacion celular, la replicacién det ADN v la divisién

celular {Osborne, 1983},



1.3.1 TImbibicién.

La entrada de agua presenta tres fases definidas, la fase I es rdpida e independiente del
- estado metabélico de la semilla, se presenta cwom,o resultado de las fﬁer‘z‘as de hidr‘a’raciéﬁ de Ios‘
tejidos embrionarios, de las ’\par'edes célular-es y de los or'ganelos, activando se@uencialmenTe sus
\ func'-iones (Ching, 1972). La faée II es lenta y acompafia los pr;ocesﬁs metabéligés tempranos
' descriﬁ‘os‘én‘reriormenfe'.. La fase IiI puede considerarse como un evento tardio; es una fase r‘dpidé

que se relaciona con el proceso de elongacidn previo a la divisién celular (Bidwell, 1979; Bewley and -

Black, 1994).

1.3.2 Sintesis de ATP

La principal ruta metabédlica encargada de sintetizar el ATP durante los primeros momentos de
la germinacién es la glucdlisis, debido principalmente a ;;ue la entrada de hgua en la fase I de
imbibicidn y la permeabilidad de las membranas no permite la adecuada entrada de oxigeno, y
también a que las mitocondrias se encuentran atin inhabilitadas metabdlicamente. Coincidente con la

fase II de imbibicidn, se presenta un incremento en el consumo de oxigeno, que se relaciona con la

fosforilacién oxidativa y con una mayor produccién de ATP (Bewley and Black, 1994),

1.3.3 Sintesis de ARN, Proteinas y ADN.

Aungue en embriones secos no hay sintesis de proteinas, esta es iniciada en semillas de trigo vy
centenc al poco tiempo de la enftrada de agua (Marcus et al., 1966, Sen and Osborne, 1975). Se ha
observado una disminucion en ribosomas libres con la entrada de agua y la consiguiente aparicién de

polisomas (Sdnchez de Jiménez ef al., 1981),



. -La ‘sim‘esis de ARN se ini'cia también a los. pécos' mfnufc;s (Datta et al.l, 1983),’inditanc'{o que los
constituyentes necesarios para la 'Traduccién es‘ré’n presentes eqzla‘semilla seca (Simon, 1984).
Existen evidencias éug indican un papel importante dg ARN mensd‘jer'os“alma‘cenadds en la semilla
seca parc; la sin‘res%s inicial de pro’reina\s,(mien'-rr'as que la sfr;feéis poéferior puede ser sostenida por
~ ARN mensajeros sim‘eﬁzﬁdos posteriormente (Sénchez de J irﬁéne; et al., 1984).

También la s;fn‘r‘esis de ‘ﬁ;«DN‘es un evenfo que comienza relativamente temprano durante la
imbibicidn; sin embargo, as?a\sfn'resis estd r'elaciona‘da con procesos de reparacién (Zarain et ql.,
1987) y de replicacién organelar (Zlatanova et al., 1987). La sintesis replicativa nuclear del ADN en
embriones de maiz comienza entre las 12 y las i5 horas, teniendo un mdximo de actividad después
de las 30 horas (Vdzquez-Ramos et al., 1986; Zlatanova ef al., 1987 Baiza ef al., 1989; Georgieva ef

al., 1994a),

1.4 Fitorreguladores.

Los factores que afectan la germinacion pueden ser divididos en extrinsecos e intrinsecos. Los
factores exirinsecos estdn relacionados con las condiciones ambientales como la cantidad
disponible de agua, la tensién de oxigeno, la temperatura, y para algunas semillas la luz es un factor
importante (Mayer and Poljakoff, 1975). Dentro de los factores internos se encuentran los
fitorreguladores u hormonas vegetales. Actfualmente, se encuentran mejor descritos alrededor de
6 grupos de fitorreguladores, de los cuales 5 son los mejor estudiadoes: las giberelinas, las auxinas,
el dcido abscicico, el etileno y las citocininas (Raven, 1992),

A las giberelinas se les ha asignade un papel imporfante durante la gertinacién principalmente

al nivel de induccidn de enzimas hidroliticas en el praceso de movilizacion de reservas (Hill, 1977).



'Entre los efectos mds importantes asociados a las cvu.lxinas se encuentran su liberacién *
enzimdtica de cénjugadoé qucoL o ribos:”dicus) y su transportacién h‘aciﬁ la punta del coléopfilo en
‘do‘nde favorecen la e[qngacién y crecimiento celular (éuwens et él., 1975; C’oh\en‘,‘ 1982).

Algunos eventos promovidos por el dcido abscicico (AEAS se encuentran ’aSt:_nciados a la sintesis )
de proteinhas de reserva, a la induccidn de dormancia (Karssen ét al., 1983; Koorneef ét al., 1984) y a
la prevencion del crecimiento del embridn (Kafssgn, 1968). qu niveles de ,ABA‘ aumentan duréante la
embriogénesis y. disminuyen al ocurrir la germinacidn; esto dltimo, junto c;on su pfomocién de Id‘
inhibicién de la acTi\;fidad de la carboxii:ep‘ridasa C (en%ima especifica de la germinacidn, Dure,
1975), sugi-e.r'en que ABA acfuaria como un modulador negativo de la germinacién (Quatrano, 1987).

El etileno estd poco relacionado con los procesos germinativos y al respecto existen pocos
reportes de ello.

Las citocininas son un grupo de fitorreguladores mitogénicos, los cuales han sido descritos
como estimuladores de la germinacion de semiilas (Van Staden, 1983). En semillas y en cultivo de
tejidos vegefales, en presencia de auxinas, promueven la divisién celular (Miller et al., 1956; Skoog
and Miller, 1957); en eventos tardios, el eje embrionario de garbanzo controla el metabolismo de
las reservas energéticas almacenadas en los cotiledones a través de las citocininas (Mufoz ef ol
1990). en semillas de sandia, las citocininas pueden tomar el papel de la luz al inducir la
transcripcién y traduccién del gen de la proteina cosechadora de luz y de unién a clorofilas a y b,
LHCP (Longo et al., 1990): aumentan la sintesis del ARN mensajero y de la subunidad pequefia de la
Ribulesa 1,5-bisfosfato Carboxilasa-Oxigenasa, y la fasa de biogénesis de cloroplastos (Harvey et
al., 1974; Teyssendier ef al., 1985;Flores and Tobin, 1986).

En nuestro laboratorio se ha estudiado la germinacidn de maiz mediante la adicién de

benciladenina (BA), un fitorregulador mitogénico sintético perteneciente al grupo de las citocininas.



Los resultados obtenidos indican que BA induce un incr-emen‘r{) en la sintesis total de ADN en mds
del 0% con relacién al conTroI,dasi commo un incremento en la sintesis reparativa de ADN en ejes
embrionarios de faiz y-irradiados; mientras que en !os ejes control cambia el tipo ‘de sintesis de un
tipo indefinide a uno reparative (Zarain ;3t al., 1987, Reyes,i1988)_ C’uando ‘Jos experimentos
aﬁTerior‘es se llevan a cabo en pﬁesen%:ia de inhibiddr‘gs de fraduccidn y\'rr‘c‘m’scr'ipcién,‘ se anula el
e%ecfo esfirﬁulaforio\de BA sobre la sintesis de ADN (Reyes, 1988), y se adelanta el inicio de la
r-eplic.;aci;’m del ADN, de tal forma qué un evento que ocurre hormalmente en un pzlazo de 15 horas
después de la entrada de agua, se adelanta y se presén’ra a las 6 horas dc;, germinacién (Reyes et al.,
1991). Adicionalmente, hemos observado que aumenta la acfividad de ADN polimerasa nuclear
(Vdzquez-Ramos and Reyes, 1990), se incrementa el ndmero de figuras mitéticas en mds de tres
veces en relacion al control (Reyes et al., 1991), y se promueve un ;:ambio cuan’ri‘rc’rivb en la
poblacidn de ARN mensajeros traducibles in vitro ‘(Zt.’lh‘igq, 1991)-

Con base a que BA disminuye el tiempo en que los nicleos de células meristemdticas han
duplicado su ADN y promueve un incremento en la aparicién de figuras mitéticas marcadas, hemos
hipotetizado un mecanismo de accidn hormonal mediante el cual BA promueve adelantos en las fases

Sy M deli ciclo celular durante la germinacién temprana de ejes embrionarios de maiz.



1.5  El Ciclo Celular.

El ciclo celular tiene como finaliciac{ la divisién de una célula para dar ‘c;r'igen a dos células hijas,
genéticamente idénticas a la progenitora. En eucariotes, el ciclo celular és‘rd definido por cuatro
. ques,\que bien podrian considerarse como una fase de duplicacién del material genético (fase S) y
una fase de r‘epai*ficiér‘-n equitativa de éste _en’rr'e” las dos\célul,as hijas (fase M); separadas aﬁ\bas por
dos fases, 61y 62, en las gué se regulan los tiempos y el orden de estos procesos. Cuando en una .
célula se ha inicicd\o el camine hacia la \proliferccién,' Ea \enfr'ada a la fase 61 se dawa'pcr‘rir' de un
estadio celular denominado fase 60, en el cual la célula no se divide. Den;‘ro de la fase 61 se
encuentra una efapa temprana en la qu; se revisa el éSTado metabdlico general de la célula, antes de
~ avanzar hasta una etapa tardia, donde se presentan mecanismos reguladores que Vper'mi’r‘irén el inicio
de\ la duplicacién del ADN, o fase S. En la fase G, los eventos tempranos estdn separados de los
tardios por un punte de restriccidn (R); este punto marca el limite después del cual la célula estd
combromefida a completar integramente el ciclo celular. Una vez que se completa la sintesis del
ADN, se presenta ofra fase de revisién (62), donde se encuentran controles moleculares que
aseguran que las dos nuevas moléculas de ADN se encuentren intactas antes de entrar a la fase de
divisién cromosémica, o fase M. Finalmente, tras la citocinesis las células hijas se encuentran
nuevamente en la fase &1 temprana, donde se decidird si se inicia una nueva ronda de divisiones o se
toma el camino hacia una fase 61 no comprometida con el ciclo celular.

Una célula en division puede abandonar el ciclo celular hacia un estado de desarrollo vegetativo
o de diferenciacién, y las decisiones para ello ocurren en la fase G1; al parecer, el punto de
restriccion R en esta fase funciona como un punto de bifurcacién (Figura 2): antes de consumar la

ejecucién de R la célula puede emprender el camino hacie diferentes estados celulares como la



quiescencia, la diferenciacién o la meiosis (o la via de apareo en levaduras), mientras que la

conclusidn de R obliga a la célula a cumplir un riguroso programa de divisién celular.

Quiescencia.

Diferenciacion

/) Meiosis (apareo)

%, Interfase |

Proliferacion

Figura 2. Esquema del ciclo celular.

La decisién de la via que una célula puede tomar estd regulada en parte por diversos factores
externos como hormonas, circunstancias nutricionales y por diferentes tipos de estrés; sin
embargo, estos factores afectan a la fase 61 antes del punto R pero no tienen efectos reguladores
cuando éste ha sido completado.

Diversos estudios han indicado claramente que, tanto los controles moleculares que regulan el
avance sobre R como aquellos que regulan los tiempos de duracién de las otras fases del ciclo estdn
mediados por cascadas de fosforilacién de proteinas. Estos sistemas de control del ciclo celular
convergen en complejos clave formados por una ciclina y una cinasa dependiente de ciclinas (cdk por

sus siglas en inglés), los complejos ciclina/cdk (Pines, 1993) (figura 3), los cuales serdn descritos

brevemente a continuacién,

10
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Figura 3. Diagrama del control del Ciclo Celular
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Las ciclinas fueron iden‘rificacjas inicialmente por su acumulacién en interfase 'y\desfrucciéih
abrup‘rq al final cie la mitosis en embricnes de invertebrados (Evans et al., 1983).“Desde entonces se
ha demostrado’ su presencia’ en un gr'an’m'lrrv\ér\o dé especies; en animales se cono;en 8 tipos de
ciclincsnomb;'adas\de la A a la H,,adgemds\de otras ciclinas pertenecientes a eucariotes Ainfer'i‘ores y

‘pian'ras, pero la nomenclatura vcria‘ de acuerdo a‘ la especié. dea% ellas ‘rAienzn en corﬁdn una
secuencia peptidica bien conservada conocida como la *caja de ciclina®, regié;q que estd relacionada
con la unién a las cdks (Lees and Harlow, 1993). Las\_ciclinas pu’eden‘ ser divididas en dos grandes
Tipc;s o familias: las ciclinas de mitosis, en donde se agrupan las ciclinas Ay B,y ios éiclinas de Gl en
donde se agrupan las ciclinas C, D y E.

Las cinasas dependientes de ciclina son un grupe de proteinas involucradas en la regulacién
sobre diferentes puntos de control en el ciclo celular. Todas ellas tienen en comiin una secuencia
peptidica con un alto grado de simifitud, y el unirse y ser activadas por las ciclinas, -por' lo que se
conocen comeo cdks. La mayor ﬁar“te de las cdks haﬁ sido aisladas por reacciones de PCR a partir de
una regién presente en el producto del gen cdec2 de Schizosaccharomyces pombe, bastante
conservada en todas ellas, la secuencia PSTAIRE. Asi, se han identificado las cdks de la 1 a la 7
(Hutchison and Glover, 1995).

La actividad de las cdks se regula parcialmente por su unién con ciclinas, pudiendo actuar éstas
lltimas como las subunidades reguladoras que dirigen a la cinasa a sustratos particulares o a
compartimentos intracelulares diferentes (Norbury et al., 1990). Las ciclinas B regulan a la cdk!
(p34°*? en levaduras) en un complejo conocido como MPF (Mitosis Promoting Factor), cuya
actividad es el punto de control maestro para el avance del ciclo celular en la transicidn G2/M: y las

ciclinas A se asocian a cdk! y cdk2, modulando funciones de éstas en la fase S y en la transicién

G2/M.
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Las ciclinas D y E se unen a las cdks 2, 4, 5 y 6 (Hutchison and Glover, 1995), y tienen

funciones regulatorias en las fases Gl y S, como se describird a continuacidn;

15.1 Regulacién del Ciclo Celular.
1.5.1.1 Transicién 61/S.

En ’Ia fase &1 se encuentran dos impoﬁ'ranfes puntos de control: ‘el paso sobre el punto de
restriccion R qué separa &1 temprano de 61 ’rardfd, que compromete a Jia célula hacia la via de
divisién celular, y ‘Ia) transicién de 61 tardic a la fase S. Como se menciong, los complejos ciclina/cdk
tienen un papel determinante en esta requlacién.

Diferen'rés evidencias indican el papel crucial de complejos ciclina D/cdk para superar el punto
de restriccidn y comprometer a la célula hacia el avance y conclusién del ciclo celular. Existen tres
isdmeros de la ciclina D (D1, D2 y D3), cuya cantidad puede variar en diferentes tejidos y tipos
celulares (Lew et al., 1991). Aunque las tres ciclinas D no son redundantes, pues la ciclina D1 tiene
un papel primordial en la diferenciacién y tienen diferentes afinidades por la proteina RB, son las
ciclinas mas directamente ligadas con la transduccién de sefiales extracelulares (Matsushime er al.,
1991). Las ciclinas D forman complejos con las cdks 2, 4, 5y 6 (Xiong ef al., 1992; Bates e al.,
1994); de estas, la mds importante al nivel del reinicio de la proliferacién parece ser la cdk4.

La detencidn del ciclo celular en la fase 61 antes del punto de restriccién esté determinado
por el secuestro del factor transcripcional E2F por el producto del gen de retinoblastoma, pRB
(Weintraub ef al., 1992). Esta es una fosfoproteina que regula negativamente el avance del ciclo
celular en la fase 61 antes del punto R, uniendo @ miembros de la familia de factores

transcripcionales E2F impidiendo su actividad: la regulacién de esta interaccién estd determinada
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" por los niveles de fosforilacién de pRB; sélo en su forma hipofosforilada es activa y puede uni_r a
E2F (Tkedaeral, 1996)

Bajo condiciones ap?as.parqA la proliferacién, el comple‘jo de la ciclina D1/ cdk4 se une a/pRB Y
‘lo fosforila (Kato ef al., 1993), reduciendo su afinidad por y liberando a E2F, el cual en forma libre
‘acfda‘promoyi\endo la transcripcidn c’i‘é" genes r'elat:iona_dos con la sintesis de nucledtidos y del ADN,
como la timidilato cinﬁsa, Timigiilu#o sinfetasa, ribonucledtido reductesa, dihidrofelato reductasa,
cdc2, ADN polimerasa o, y ADN ligasa (Dalton, 1992; Meqns etal, 1992), r;eq‘uisifos paralla entrada
y mantenimiento de la fase S.

Bajo condiciones adversas para la proliferacién, por ejemplo cuando hay limitacién de
nutrientes o existe dafio en el ADN, la actividad del complejo ciclina D1/cdk4 es inhibida por la
accién de una proteina condcida como P33, a través de la transcripcién de productos génicos como
el inhibidor especifico de complejos ciclina/cdk, la proteina p21WAFVCIP! (Pe“rrer- and Herzkowitz,
1994). Este inhibidor es miembro de una familia que contiene también a p27°%! (Polyak et al., 1994),
P27 (Lee ef al., 1995) y p27° (Su et al., 1995); la forma de actuar de todos ellos parece tener
un mecanismo comin: los complejos ciclina/cdk actdan como molde induciendo en el inhibidor una
reordenacidn estructural en el extremo N-terminal (altamente conservado en todos los miembros),
lo que les permite unirse fuertemente dentro de la interfase ciclina~cdk interfiriendo con el
dominio de unién al ATP del complejo ciclina/cdk (Russo et al., 1996), De esta manera, la proteina
p53 opera la detencién del ciclo celular antes del punto de restriccién hasta que las condiciones
metabélicas normales son restablecidas. Debido a esta funcién de revisién de la integridad del
ADN, funcién que no es la dnica, p53 es conocida como el guardidn del genoma (Lane, 1992).

Es interesante la existencia de evidencias que muestran que la actividad de unién al ADN de
p53 es activada por fosforilacién independiente en uno de los tres sitios de fosforilacién del

extremo Carboxilo-terminal (por cdks, PKC y CKII); adn mds, se han reportado interacciones
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fisiolégricas entre p53 y la Casefnq Cinasa II, MAP cinasas y SAP cinasas (Meel;, 1994; Milne et al.,
1994).

Una vez que se sobrepasa el punTo R la actividad del compIeJo ciclina E/cdk?2 es esencial para
la en’rr‘ada ala fase S (Knoblich ef al., 1994). Esta acﬁvtdqd tiene un pico mdximo en la transicidn
Gl/sy disminuye rdpidamente conforme el ciclo-avanza hacia Ig parte ’medi‘a y final de la féxsa S
(Dulic et al., 1992). La relevancia de la ciclina E par‘c’l\ la en‘rmd.a\ ala fase S pr‘obabfe‘men’re este \
relacionada cc‘m‘ la formacién de un complejo en asociacién con pRS Y E2F (Lees et &l., 1992). Debe
recordarse que E2F promueve la transcripcién de genes relacionados con la replicacién del ADN.

También el com‘r;ol de la replicacién en la fase S estd altamente regulado; las células
eucaridticas han desarrollado gs‘rm‘regias pcxr'a- asegurar tanto la integridad del ADN antes y
d;aspués de su replicacidn, commo la prevencién de la re-replicacién del genoma antes de la
conclusién de la mitosis.

Complejos ciclina A/cdk o ciclina E/cdk se requieren para la iniciacién de la replicacidn
semiconéer'vafiva del ADN in vitro (Krude er al, 1997). Por otfro lade, se ha detectado
citolocalizacidn del complejo ciclina A/cdk2 en los focos activos de replicacidn, lo que sugiere un
papel de este complejo en la replicacién del ADN (Cardoso et al., 1992),

De manera similar, se ha demostrado la citolocalizacién del Antigeno Nuclear de Proliferacidn
Celular (PCNA) junto a complejos ciclina/cdk en los focos de replicacion (Xiong er al., 1992). PCNA
es una proteina que se une al ADN en forma circular, sujetando indirectamente a la ADN Polimerasa
& al ADN, aumentando su procesividad (Kelman, 1997). En condiciones de dafio al ADN, la proteina
inhibidora de complejos ciclina/cdk, p21"A“I"! se une fuertemente por su extremo carboxilo a
PCNA, bloqueando la interaccién de este con proteinas del Replisoma, como la ADN Polimerasa

3 (Gulbis et al., 1996), inhibiendo directamente la replicacion,
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1.5.1.2  Transicién 62/M.

En esta transicién se encuentra ofr'o\ de fo{s pun‘ro-s de Ee‘rencién del ciclo celular (Hutchison
and Glover, 1995). Nuevamén’re, el papel regulaac;f final estd :susTen’radc; p;w un comiplejo
mclma/cdk La transicién G2/M estd umversalmen?e regulada por el compleJo cscilna B/p34<i?
(originalmente MPF: Nurse, 1990) MPF se acumuia durante las fases S y 62 en el citoplasma, pér-o
se mueve al nicleo <:;I comienzo de la profase (Pines and Hunter, 1991), localizdndose en la Iiimipa
nuclear, en el huso mitético y otras estructuras. La ac‘rividad de MPF se elimina por destruccién de
la ciclina al final de la fase M, permitiendo el reingreso de las células a la fase 61.

BDurante la fase 62, la actividad del complejo estd regulada diferencialmente por fosforilacidn:

a) Una actividad reguladora pesitiva (cdk Activating Kinase, CAK) fosforila en residuos de
Treonina (Kaldis et al., 1996). La purificacién de CAK en mamiferos, estrella de mar y Xenopus ha
identificado un complejo tetramérico compuesto por una subunidad catalitica, p40MO15/¢cdk7, una
subunidad reguladora, la ciclina H, y un factor de ensamblaje, MATL. CAK fosforila no sélo a
p34°%%, sino a otras cdks, incluyendo a cdk4 y cdkeé:

b) Una actividad reguladora negativa fosforila en residuos Tr‘eon;'na 14 y Tirosina 15 (Norbury
et al., 1991). La transicién hacia la fase M se logra con la desfosforilacién de los residuos Thr 14y

Tyr 15, por medio de la proteina fosfatasa especifica cdc25 (Russell and Nurse, 1986).
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1.6  La Germinacion de Semillas como Modelo de Es_'!‘sudior. de la
Proliferacion Celular.

Conforme la semilla se acerca a su madurez fisibiégica, el ciclo celular se detiene, Y permanece
en una especie de latencia hasta la entrada de agua a la senilla y el restablecimiento de las
condiciones metabélicas apropiadas para su reinicio. Este reinicio de la proliferacién celular se
presenta dnicamente en las zonas meristemdticas del em-br'ién, y constituye un evento tardio que
ocurre normqlménfe después del crecimiento por elongacidn C€|U|GI;‘. y la protrusién de la radicula
(Baiza et al., 1989). En maiz, la mayor parte de las células se encuentran detenidas en la \fase Gly
sélo un pequefio porcentaje lo hc;cen en 62 (Deltour and Jacqmard, 1974). Una vez que la semilla es
embebidg, las células que se encontraban en 62 avanzardn hacia la fase M, pero aquellas poblaciones
mayoritarias que se enconiraban en 61 tendrdn que sujetarse a una serie de controles Yy revisiones
del estado metabélico y molecular antes de proceder hacia la e’rapau tardia de 61,

A nivel fisiolégico se sabe que ciertas semillas embebidas pueden ser deshidratadas,
conservando la viabilidad si no se ha dado la protrusién de la radicula (crecimiento por elongacién
celular}, pero son incapaces de hacerlo si el proceso de desecacién se efectia después de la
protrusidn (Bray et al.,1995) El estudio del fendmeno indica claramente la existencia durante el
proceso germinativo de un punto después del cual la semilla en germinacion no puede ser
deshidratada, lo cual asemeja los procesos moleculares de control del ciclo celular. La similitud del
control a niveles molecular y fisiolégico sugeriria que en las zonas meristemdticas el ciclo celular no
puede ser detenido después del avance sobre el punto de restriccién en la transicidn
Gltemprano/Gltardio (con excepcidn del punto de control temporal en la transicidn 62/M), bajo riesgo

de abortar la germinacion y conducir a la semilla a la muerte.
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La correlacién de los efectos {1 ambos hi‘veles permite a la germinacién consTiTuirsé en un
modelo apropiado para el es‘}udio de la reacTivaciGn y el contro! de la proliferacién celular en
vegetales. De «ésfa manera, se puede emplear este modelo‘par‘c;‘ ipvesfriéar‘ los mecan\i)smos que
r*egu[clzn'.ld reactivacion del ﬁe‘rabolismo desde un estado de s.e‘mi'-la*rencié hasta uno totalmente
restadrado; asf como ‘par'a eSTudic‘:r‘r en plantes los confr-olesf moleculﬁrés del ciclo \cehlular'\,
ampliameﬁ‘re descritos en eucariotes superiores e inferiores.

El conocimiento que se tiene del control dél ciclo celular en plantas ha sido tradicionalmente
restringido a la clonacidn de proteinas homélogas descritas en ofras especies (Francis and Halford, )
1995). Estos estudios comprenden, en la mayoria dg los casos, la obtencidén de sécuencias de ADNc
por medio c;.le PCR, y para algunas ‘de ellas el andlisis de la ~e>l<pr'esi6n tejido-especifica y
complementacidn funcional en levaduras.

Como ejemplo de estos hallazgos se tienen la clonacién de genes para ciclinas y cdks, asi como
para las proteinas PCNA (Lépez, 1995) y pRB (Xie, 1996). A continuacidn se mencionardn algunas de
ellas.

Se han aislado homélogos de ciclinas en soya y zanahoria (Hata et al., 1991), alfalfa (Hirt et al.,
1991), maiz (Renaudin et al., 1994), tabaco (Qin et al , 1995) y Arabidopsis (Soni et al., 1995), Estas
ciclinas han sido agrupadas en tipos A, B y 8, de acuerdo a su similitud en secuencia con las
respectivas ciclinas de mamiferos.

Mediante el uso de anticuerpos monoclonales v PCR, se han aislado andlogos de cdks en
chicharo (Feiler and Jacobs, 1990), Arabidopsis (Ferreira ez al., 1991), maiz (Colasanti et al., 1991),
alfalfa (Hirt et al., 1991), Petunia (Bergounioux ef al., 1992} y soya (Miao, 1993).

La deteccidn en plantas de secuencias similares a productos del ciclo celular eucaridtico
contrasta con los pocos esfuerzos por encontrar actividades metabdlicas y fisioldgicas de estos
productos. Como uno de los pocos ejemplos puede m‘encionarSe el trabajo de Herrera-Teigeiro,
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quien encontré mediante estudios de citolocalizacién que una putativa proteina p34°? de maiz se

trasloca al ndcleo durante la germinacidn de maiz, donde es activada; fenémeno acelerado por

induccién hormonal (Herref;a;Teigeiro,.da’ros. no publicados).

1.7 Antecedentes inmediatos..

A diferencia del conocimiento qcumu,lado a niveles fisioldgico y bioquimico, el mecanismo
molecular por el cual las citocininas modifican el metabolismo es adn desconocido. Aunque los
pr‘imier'gs efectos de las citocininas en tejidos vegetales, promovieﬁdo Iq citocinesis, fueron
descubiertos hace cerca de 4 décadas, otorgdndoseles la categorfa de hormonas vegetales (Skoog
and Miller, 1957), poco progreso se ha logrado a‘l tratar de encontrar receptores o sistemas de
transduccidn Ae sefiales que pudieran servir de mediadores de la respuesta celular o estas
hormonas, por lo  cual la hipétesis de un comportamiento  hormonal tipico
*hormona—receptor—sefectores-srespuesta’ no ha podido ser demostrado.

Resultados previos de nuestro laboratorio indican que las citocininas promueven una serie de
efectos sobre el metabolismo de los dcidos nucléicos y el ciclo celular. Las citocininas incrementan
la sintesis replicativa y reparativa del ADN en todo ef periode, promueven un aumento en la
actividad de ADN polimerasa y cambios cuantitativos en la poblacién de ARN mensajeros
traducibles alrededor de las 6 horas de germinacién. Sin embargo, la estimulacién de la sintesis de
ADN por citocininas es abolida si se afiade a-amanitina o cicloheximida junto con la hormona
sintética (Vdzquez-Ramos and Reyes, 1990). De esta manera, existe la posibilidad de que la

respuesta celular a la hormona sea mediada no sélamente por cambios en procesos de activacién
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. transcripcional sino también por alteracién de actividades a niveles traduccional o post-
traduccional. /
Con el fin de estudiar los mecanismos moleculares por los cuales las citocininas afectan el

comportamiento de eventos metabélicos durante la germinacién de mafz, decidimos abordar el

‘proyec’ré mediante dos estrategias convergentes:

a)Un énfoéue a nivel Transcripcional: ﬁ

Con el cual realizamos la bisqueda de cambios en la expreéién génica, medicda‘\por' ci+ocininas,
mediante sondeo de bibliotecas de ADNc y ensayos de "despliegue diferencial de ARNs".

El esquema experimental en esta parte consistié en la deteccidn de mensajes‘expresados\
diferencialmente, la corroboracién de su expresién diferencial por medio de Northern blot y su

secuenciacién. Mediante esta estrategia, los segmentos clonados de ADNe tienen necesariamente

que identificarse para poder asignarles un papel regulador, si lo hay, en el proceso.

b) Un enfoque a niveles transcripcional y traduccional:

Mediante los cuales estudiamos la posibilidad de que las citocininas promuevan los efectos
metabdlicos observados a través de la modificacién en la sintesis de ARN mensajeros o de
proteinas involucradas en la regulacién del ciclo celular y/o en la transcripcion de genes
relacionados con la sintesis de ADN.

Para realizar este estudio, utilizamos como marcadores del ciclo celular el ADNc del gen de
una ciclina de maiz, denominada ZmCycIT, que con base a su secuencia ha sido clasificada como tipo
A: el ADNc (clona AA9) de un gene de maiz que se expresa en tejidos proliferativos; y anticuerpos

heterédlogos dirigidos contra proteinas importantes en la regulacién del Ciclo Celular eucariético,



pero cuya existencia en plantas no se ha demostrado fehacientemente; los anticuerpos utilizados

estdn dirigidos contra las siguientes proteinas de humano:”

1. El supresor génico p53, proteina conocida 'como el g\l.lal;diél;l dél genoma, y cuya actividad se
r'e]acio"r-\a con el monitoreo de la intégric{ad del ADN y la detencién del ciclo en la fase él:

2. La cicltina D1, relacionada con ‘el licenciamiento para el avance d‘e,'l ciclo celular en el punto de -
restriccion Glremprano — R — Glsardio;

3. El factor de transcripcién E2F-1, cuya actividad como factor transcripcional posibilf'rg la
expresién de genes involucrados en la ginfesis del ADN y como cﬁnsecuencia, del paso de Gliardio
a la fase S;

4. Laciclina B que ‘for'ma parte del complejo MPF, llave central en el co:ﬁr‘ol del paso de la fase 62
a la fase M del ciclo.

La estrategia experimental en esta parte consistié en la identificacién en maiz de andlogos de
estas proteinas por medio de ensayos de Western blot, y posteriormente el andlisis de su
concentracién a lo largo de las primeras 24 horas de germinacién tanfo en condiciones normales

como en presencia de citocininas.
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HIPOTESIS

Debido a que ciertos efectos bioquimicos de citocininas sobre el metabolismo del
ADN durante la germinacién de semillas de mafz pueden ser revertidos con la adicién
conjunta de inhibidores de la transcripcién y la traduccidn, existe la posibilidad de que las

citocininas promuevan estos efectos modificando la sintesis de ARN y/o de proteinas.
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OBJETIVOS

GENERAL

Investigar a niveles transcripcional y traduccional, los mecanismos maleculares .
 involucrados en el establecimiento y conclusién exitosa de la germinacién de semillas de

maiz.

ESPECIFICOS.

L. Detectar cambios en las poblaciones de ARN mensajeros transcritos durante la

germinacion normal y acelerada de ejes embrionarios de maiz.

a) Caracterizar los mensajes detectados:
* Analizar por Northern blot la expresién a diferentes periodos de germinacidn.

* Secuenciar el(os) correspondiente(s) ADNc(s) y comparar con secuencias

reportadas.

b) Analizar los efectos del aceleramiento sobre la expresién de los ARN mensajeros

correspondientes a la proteina ciclina ZmCycII de maiz y la clona AA9 de maiz.

II. Investigar los efectos de la induccidén hormonal sobre la sintesis de los siguientes

marcadores del ciclo celular: el supresor génico p53, el factor transcripcional E2F-1,

la ciclina D1y la ciclina B.



CAPITULO II

Efectos de citocininas a nivel transcripcional.



21 Materiales y Métodos

"El material y los métodos utilizados en este Capitulo se describen en el articulo que se -

presenta a continuacién y en resultados adicionales.

2.2 lie_sul'l‘ados

Los resultados de este capitulo comprenden el estudio de los efectos de citocininas sobre la
expresion génica, utilizando como sistemas detectores el sondeo de una biblicteca de ADNc de 15

horas de germinacidn con citocininas y el desarrollo de la técnica de RNA Differential Display a 15

y a 5 horas. La caracterizacion de los productos detectados consistié en el andlisis del

comportamiento de los respectivos transcritos por medio de Northern blot, la verificacién por
Southern blot de la existencia en el genoma de secuencias complementarias a los ADNc y la

secuenciacidn de ADNe¢ clonados,

2.3 Articulo 1: "Does Benzyladenine Stimulate DNA metabolism by

Modifying Gene Expression During Maize Germination?"”
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Does benzyladenine stimulate DNA metabolism by modifying
gene expression during maize germination?

José Juan Zaiiga-Aguilar, Imelda Lopez, Alberto Gémez and Jorge M. Vazquez-Ramos*
Departamento de Bioquimica, Facultad de Quimica, UNAM. Avenida Universidad y Copilco,

México 04510, D.F, México

Abstract

Benzyladenine, a synthetic cytokinin, stimulates
DNA metabolism during maize germination; appar-
ently such stimulation occurs in two phases, and
during the first phase stimulations of DNA syn-
thesis, of protein kinase activity (both «-amanitin
repressible), of DNA polymerase and poly ADP-
ribosyl polymerase activities are observed. Since
the evidence suggested that the effects produced
by BA were due, at least partially, to transcriptional
activation, attempts were made to discover genes,
by subtractive hybridization of a cDNA library or by
differential display, whose expression depended on
the presence of BA; however these were unsuc-
cessful. BA modulated the expression of a limited
number of genes only. The possible mechanism
by which BA could be promoting DNA metabolism
during maize germination is discussed.

Keywords: maize, seed germination, ben-
zyladenine, DNA metabolism

Introduction

How plant cells perceive hormones and how these
molecules regulate or modify metabolism are active
research topics about which information is still frag-
mentary. For cytokinins, these two concepts lag far
behind as compared with what is known for abscisic
acid, gibberellins and auxins. Cytokinins stimulate
protein synthesis, RNA synthesis and DNA synthesis
(Zwar, 1973; Naito ef al., 1978; Galli, 1984); delay sen-
escence (Fletcher, 196%; Yokoyama et al., 1981) and
promote chloroplast biogenesis (Seyer and Lescure,

*Correspondence

1984). The expressions of the genes codifying for nitrate
reductase, Rubisco and LHCPa/b binding protein
(Longo et al., 1990; Lu et al., 1990; Ohya and Suzuki,
1991) are also cytokinin promoted events.

Cytokinins have additionally been reported as stimu-
lators of seed germination (Van Staden, 1983). Ben-
zyladenine (BA), a synthetic cytokinin, stimulates DNA
metabolism during maize germination by stimulating
DNA synthesis, probably of both repair and replicative
types (Zarain ef al., 1987; Reyes-Jiménezef al., 1991) and
DNA polymerase activity (Vizquez-Ramos and Reyes,
1990), and promotes the advancement of the cell cycle
(Reyes-Jiménez et al., 1991). The biochemical response
of cells to BA is very fast, and is clearly visible within
the first 3-6 h of germination.

Despite the knowledge accumulated at the physio-
logical and biochemical levels, the mechanism by
which cytokinins modify metabolism is not known.
Although the first effects of cytokinins on plant tissues,
promoting cytokinesis, were discovered almost 4
decades ago (Skoog and Miller, 1957), little progress
has been made as to the existence of receptors or mol-
ecules that could serve as mediators of the cellular
response fo this hormone.

Previous results in our laboratory indicated that the
reported stimulation of DNA synthesis by BA during
maize germination was abolished if oc-amanitin or
cycloheximide were added together with the synthetic
cytokinin (Vizquez-Ramos and Reyes, 1990). Thus, a
possibility existed that the quick response of cells to
BA was mediated not only by enzymic activation but
by changes in gene expression. We have extended our
studies on BA-stimulation of DNA synthesis by fol-
lowing the effect of this hormone on enzymatic activi-
ties that could potentially modify DNA metabolism,
such as protein kinases and polyADP-ribosyl poly-
merase; we also report here on our attempts to find
out whether there is differential BA-promoted gene
expression during maize germination.
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Material and methods

Plant material

Maize (Zea mays, cv. Chalqueiio) embryo axes were
hand dissected, disinfected with 0.5% NaClO and incu-
bated at 25°C between two wetted, sterile discs of
Whatman No. 1 paper for different time periods.

Benzyladenine stimulation of DNA synthesis

Sterile imbibition buffer containing 50 mm Tris HCI
pH?7.6, 2% sucrose, 50 mm KCl, 10 mm MgCl,, 10 pg/ml
chloramphenicol and 10 uCi/ml (methyl-°H)-thy-
midine (70-90 Ci/mmol, New England Nuclear). Ben-
zyladenine (10-*M) (SIGMA Co.) was added to the
imbibition buffer in 3-h pulses during 0-3 and 3-6h of
germination. At the end of each pulse, embryo axes
were washed with imbibition buffer and incubation
continued till 24h. As controls, embryo axes were
imbibed with/without BA for the whole period. DNA
synthesis was measured as incorporation of (methyl-
*H)-thymidine into TCA-insoluble material.

Determination of protein

Protein concentration was determined using the
method described by Bradford (1976) with bovine
serum albumin as standard.

Protein kinase activity

Embryo axes were incubated in imbibition buffer
with/without BA as already described, for the indi-
cated time periods. An p-*P pulse (50uCi/ml) was
given during the last 3h of imbibition (0-3 or 3-6h);
embryo axes were thoroughly washed with the same
buffer and were then homogenized in a buffer con-
taining 70 my Tris-HC pH 8.0, 3 mm EDTA, 15mm -
mercaptoethanol, 50ug/ml leupeptin and 2mm
Na,VO,. The homogenate was centrifuged once at
5000 x g for 10 min and twice at 100000 x g for 2h. The
resulting supernatant was treated with 10% protamine
{to precipitate nucleic acids), centrifuged and aliquots
of the new supernatant were TCA-precipitated to deter-
mine a- *P incorporation into protein. Application of
a-amanitin (13 um) to maize embryos was as reported
by Vdzquez-Ramos et al. (1990).

Poly ADP-ribosyl polymerase aclivity (According to
Grey and Bryant, 1984)

Embryo axes were imbibed for different time periods
and then nuclei were isolated as reported by Cheah
and Osborne (1978); briefly, axes were homogenized
in a buffer containing 15 mm Tris-HC! pH 7.4, 300 mm
sucrose, 10mm KCl, 15mm NaCl, 15mm B-mer-

captoethanol and 0.5 mum spermidine. The homogenate
was filtered through 3 layers of Miracloth, centrifuged
at 800 x g for 15 min and the pellet used as the source
of nuclei; nuclei were suspended in a buffer containing
50mm Tris-HC1 pH7.9, 12.5 my MgCl,, 5my B-mer-
captoethanol, T mM Na;EDTA and 20 uCi/ml CH-ade)-
NAD (20 Ci/mmol). Incubation was carried out for 30
min at 25°C and then label in the TCA-precipitated
material was measured by means of scintillation coun-
ting.

Total-RNA preparation

Total RNA was prepared using Tryzol (GIBCO BRL,
Life Technologies) according to Chomczinsky (1993).
Briefly, embryo axes were washed at the end of each
imbibition period with 1% sodium citrate and homo-
genized with Tryzol (1.5ml/100 mg embryo axes); after
an imbibition period of 5 min at room temperature, the
homogenate was extracted twice with 1/5 volume of
chloroform-isoamyl alcohol 49:1 and the resulting
aqueous phase was precipitated with isopropanol (1:1).
The RNA pellet was washed twice with 70% cold
ethanol and dissolved in RNase-free H,O. Purity and
integrity of total RNA was measured spec-
trophotometrically and by denaturing agarose gel elec-
trophoresis. The final RNA preparation was treated
with 2 U/ml of RNase-free DNase 1 {BSehringer-
Mannheim).

Poly (A)* RNA isolation

Total RNA (1mg) was dissolved in 3l of binding
buffer (10 my Tris HC1 pH 7.5, 0.5 MNaCl, 1 mm EDTA,
0.1% LDS), heated for 5 min at 65°C, cooled on ice
and loaded onto a 1-ml bed oligo(dT)cellulose column
(Boehringer-Mannheim). This columnt was then
washed with ten volumes of binding buifer, and
poly(A)* RNA was eluted with 1.5 ml of elution buffer
(10mm Tris pH7.5, 1mm EDTA, 0.5% LDS); eluted
poly(A)* RNA was heated again for 5 min at 65°C and
cooled on ice, left for 20 min at room temperature and
loaded onto the same column immediately after
addition of 90 pl of 5m NaCl. Chromatography was
performed as described above, Finally, poly(A)* RNA
was precipitated with 90ul of 5M NaCl and 3 m] of
cold absolute ethanol. Integrity and purity of poly(A)*
RINA was measured as described for total RNA.

Construction and screening of a cDNA library

A cDNA library was constructed from maize embryo
axes imbibed for 5h in the presence of BA (107°m).
Double-stranded ¢DNA was synthesized from
poly(A)* RNA using a ¢DNA synthesis kit (GIBCO
BRL). An Eco RI linker was added to the resulting
cDNA, and this was then ligated to Agtll vector arms
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(GIBCO BRL) and packaged in vitro using a commercial
kit (Lambda Packaging System, GIBCO BRL). 200000
clones from the cDNA library (3.5 x 107 ufp) were scre-
ened with subtracted ¢cDNA probes made from
poly(A)* RINAs coming from maize embryo axes incu-
bated with BA: single strand ¢DNA probes from BA-
treated axes were synthesized using the ¢cDNA syn-
thesis kit in the presence of 1mCi of (&*P)-dCTP
(3000Ci/mmol) and these were subtracted with
poly(A})” RNA from buffer-imbibed embryo axes as
follows: 1 ug of radiolabelled single strand cDNA was
mixed with 10 pg of poly(A)* RNA, the mix was then
ethanol-precipitated and the pellet redissolved in 6 ul
of RNasge-free H;O, 0.5M sodium phosphate pH 6.8,
6.25 mm EDTA pH 8.0, and 0.25% 5DS to a total volume
of Bul. This mixture was poured into a sealed sili-
conized 20-pl glass capillary tube, boiled in a water
bath for 5 min and allowed to stand at 65°C for 48h
to allow nucleic acids to hybridize. The hybridization
mixture was transferred to S5 buffer {(0.12 M sodium
phosphate pH 6.8 and 0.1% SDS) and single and double
strands were separated by chromatography on hyd-
roxyapatite at 60°C as described in Sambrook et al.
(1989}

Northern blot analysis

Total RNA (up to 60ug) was heat-denatured, sub-
jected to electrophoresis on agarose gels with 2.2 M
formaldehydeat 50 V for 4-5 h, and transferred tonylon
membranes. The blote were UV-crosslinked, pre-
hybridized at 65°C in 250mm NaHPO,/NaH PO,
pH6.8, 1mm EDTA, 7% SDS, 1% albumin and hybrid-
ized to random primer-labelled ¢cDNA probes. After
hybridization, the blots were washed twice at 65°C for
15 minutes with washing solution containing 100 mm
Na,HPO,/NaH,PQ, pH 6.8, Tmm EDTA, 0.1% SDS,
and exposed to X-O-Mat film at —70°C.

mRNA differential display

The mRNA differential display technique was fol-
lowed according to Liang and Pardee (1992), using
commercial primers obtained from Operon Tech-
nologies, Alameda, California. Single strand cDNA
was synthesized from 400 ng of DNase I-treated total
RNA using different anchor primers: 1mm of either
oligo-dTyGC, oligo-dTuGA or oligo-dTnCA. PCR
amplification to produce double strand cDNA was
made in the presence of («**S)dATP with a second 10-
mer with arbitrary sequence: 200nm of 5-
CTGGGCAACT- 3' (OPM-06) or 5-GACCTACCAC-3'
(OPM-15) as follows: 94°C, 30 sec—>40°C, 2 min—72°C,
30 sec for 40 cycles~»72°C, 10 min—4°C in a Perkin
Elmer 480 Thermal Cycler. 7 ul of samples plus 4 ul of
loading buffer were heated at 80°C and immediately
loaded onto a 6% DNA sequencing gel, for elec-

trophoresis at 60 W constant power until the xylene-
cianol dye was near the bottom. The gel was dried
under vacuum at 80°C and exposed to BioMax film at
-70°C for 48 h.

Results

Benzyladenine promotes DNA synthesis and the
advancement of the cell cycle during maize ger-
mination (Vdzquez-Ramos and Reyes, 1990; Reyes-
Jiménez et al., 1991). In these experiments BA was
present all the time. We wanted to know whether there
wag a critical time at which BA should exert its stimu-
laiory action. For this, maize embryo axes were imbibed
and BA was added for the periods 0-3 or 365 into
germination and then axes were washed to remove the
phytohormone. As controls, axes were incubated either
with or without BA for the whole imbibition period.
Figure 1 shows that the 0-3h BA-pulse produced an
initial stimulation of DNA synthesis mainly in the 6~
9h imbibition period and then the stimulatory effect
declined to equal control levels by 24 h. DN A synthesis
in axes that received the BA-pulse in the 3-6h period
also showed the 9-h stimulation peak, followed by a
decline of stimulation by 12h, to rise again up to 24h,
a similar behaviour to that shown by axes that were
imbibed continuously with BA, behaviour that had
been reported before (Vizquez-Ramos and Reyes,
1990); however, in the latter the magnitude of stimu-
lation at %h is 2-fold higher than that shown by axes
receiving only the BA pulses (0-3 or 3-6 h).

Evidence has accumulated indicating that DNA syn-
thesis taking place during the early hours of seed ger-
mination is, at least partially, of repair-type (Osborne
et al., 1984; Elder and Osborne, 1993); in mammal cells,

B0~

% increase aver cohirol

Germination {h)

Figure1. Effect of BA pulses onstimulation of DN A synthesis
during maize germination, Maize embryo axes received a 3-
h pulse of BA (10~*m) during the periods 0-3h (....... yor3—
6h (----) into germination, or BA was present all the time
{——). DNA synthesis was followed as indicated in Materials
and methods. Results are reported as % over contrel axes that
received no BA. Bars=S.D. (nh=5).
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Table 1. BA- stimulation of protein kinase and poly ADP-ribosyl polymerase activities during early germination

Imbibition time (h} Protein Kinases Poly ADP-ribosyl polymerase
(cpm/ g protein) {epm/ g protein)
C-amanitin
- BA +BA -BA +BA
3 - 10.67 = 0.53t 1464+ 27 3.16 £ 0.8 714 =1-3
(37%)* (139%)
3 + 460 £ 1.6 6.29 + 2.8 — —
6 - 10.73 £ 0.86 19.53 + 21 6.56 + 0.6 76816
82%) (17%)
6 + 504 + 1.8 8.78 + 3.1 — -

t 5. D. n = 3 independent experiments

* Numbers in brackets indicate % of stimulation over control sample

this type of DNA synthesis can be regulated by enzyme
modification due to the action of poly ADP-ribosyl
polymerases (PARF, Satoh and Lindahl, 1992). BA
stimulates a repair-type synthesis during the early
hours of maize germination (Zarain ¢t af., 1987); we
studied the effect of BA on PARP activity during these
early hours and found a stimulation of 137% at 3h and
of only 17% at 6 h (Table 1), coinciding with the times
of maximal stimulation of DNA repair synthesis by BA
(Zarafn et al., 1987).

Besides the stimulatory effect on DNA synthesis,
stimulation of DNA polymerase activity is also a BA-
mediated effect during maize germination; this stimu-
lation is perhaps an indirect effect since polymerase
specific activity is not reduced if embryo axes are incu-
bated in the presence of either a-amanitin or cyclohex-
imide (Vizquez-Ramos and Reyes, 1990). Our recent
results have shown that the amount of the major DNA
polymerase activity (a replicative-type enzyme) does
not change during germination; however, the enzyme
is cyclically phosphorylated (Coello and Vizquez-
Ramos, 1995). We studied whether protein kinase
activity could be modified by BA during early ger-
mination. The results showed that protein kinase
activity in BA-ireated axes was 37% and 82% higher
than control levels at 3 and 6 h of germination, respect-
ively (Table 1). Interestingly, stimulation of kinase
activity by BA was totally inhibited by o-amanitin.
Table 1 shows that this inhibitor reduced kinase activity
below 50% at 3 and 6h of germination in both BA-
treated and untreated axes; this inhibitory behaviour
is very similar to inhibition of DNA synthesis by a-
amanitin in axes imbibed with/without BA (Vizquez-
Ramos and Reyes, 1990).

One question arising is at what level is BA st-
mulating enzymatic activities and promoting the
cell cycle during maize germination? The -effect
produced by the RNA synthesis inhibitor («-amanitin)
reported above suggested that BA was promoting,
among other things, the expression of genes

whose products, directly or indirectly, participated
in DNA synihesis. For this purpose, a cDNA library
from embryo axes imbibed for 5h in the presence of
BA was constructed. This time was chosen because it
is the time at which a clear stimulation of DNA syn-
thesis and DNA polymerase, kinase and ribosyl poly-
merase activities is observed (VAzquez-Ramos and
Reyes, 1990; Reyes-Jiménez ef al., 1991). By screening
this cDNA library against cDNA resulting from sub-
traction of BA-induced ¢DNAs with mRNAs from non
BA-treated axes, we should be able to detect BA-
induced genes.

After several attempts to obtain BA-induced genes,
we were unable clearly to identify a single clone: of the
several clones that were isolated as positives after 3
independent screenings, none was found to correspond
to a de nove BA-induced gene; clones 9 and 13 were the
only cases (out of 13 clones from a first screening) in
which BA influenced gene expression. Figure 2 shows
a Northern analysis indicating how these genes
responded to BA during maize germination. The
message for clone 13 was present in dry seeds and
its amount increased as germination advanced (6 and
15h); this increase was higher when axes were imbibed
in the presence of BA. On the contrary, the message for
clone 9 decreased in response to BA as germination
advanced (6 and 15h). The expression of the genes
corresponding to the remaining isolated clones was not
modified by BA during germination.

Another, very powerful technique to investigate
whether there is a change in gene expression promoted
by cytokinins is ‘differential display’ (Liang and
Pardee, 1992). This methodology relies on the ampli-
fication by PCR of subpopulations of mRINAs. For this,
an oligomer of 9-11dT + 2 more nucleotides in any
combination (.e. G-C, G-A, C-G, etc.) are used at the 3’
end to produce cDNAs; the second oligomer is any one
of a series of 11-mers (of random sequence) that will
‘select” a subpopulation of the synthesized ¢DINAs and
then, by using this pair of oligomers, a certain pro-
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w 1 2 3

Figure 2. Expression of BA-modulated genes. ¢cDNAs from

clones 13 (A) and 9 (B) were used as probes for Northern
blot analysis to follow variations in gene expression of the
corresponding genes; total RNA was extracted from maize
embryo axes imbibed in the presence or absence of BA (10~°
m). H = time in hours. Lanes 1-7, treatments: lane W, no RNA.

portion of the original mRNAs will be amplified by
PCR. It is expected that any qualitative difference in the
population of mRNAs due to selecfive gene expression
could be identified in this way.

We have used several combinations of 11-mers and
oligo dT+ 2N oligomers searching for BA-induced
messages. Figure 3 (A,B and C) shows some of the
results obtained, which indicate that most changes
observed (if not all) are the increase or decrease in
message intensity (see arrows): bands labelled with the
numbers 1 and 2 indicate mRINAs whose concentration
either increases or decreases, respectively, during ger-
mination, independently of the effect of BA; bands with
numbers 3 and 4 are messages whose amount either
increases or decreases, respectively, as a result of the
presence of BA. However, no clear-cut de novo appear-
ance (or disappearance in any case} of messages was
found. Some of these bands have been isolated and will
be studied further.

Discussion

The synthetic cytokinin benzyladenine promotes
DNA metabolism during maize germination, sti-
mulating DNA, synthesis, probably of both the repair
(Zarain et al, 1987) and replicative types (Reyes-
Jiménez et al., 1991); it also stimulates DNA polymerase
activity (Vizquez-Ramos and Reyes, 1990) and the

advancement of the cell cycle (Reyes-Jiménez et af.,
1991). Potential DNA metabolism-modifying enzy-
matic activities are also importantly stimulated such as
those of protein kinase and poly ADP-ribosyl poly-
merase (PARP) (Table 1). Phosphorylation cascades
control, among many other metabolic pathways, the
cell cycle in all eukaryotes so far studied (Murray and
Kirschner, 1989); PARP has been found to regulate
DNA repair (Satoh and Lindahl, 1992). In this context,
it is interesting to observe that the BA-promoted
increase in PARP activity occurs at times when DNA
repair takes place during seed germination {Osborne,
1983; Meléndez and Vizquez-Ramos, 1990), which re-
pairis also BA-stimulated in maize (Zarain ef al., 1987).

Activation of DNA metabolism by BA is an early
event during seed germination; during the first 6h of
imbibition all the activities mentioned before are con-
siderably enhanced. We had previously shown that the
imbibition of BA-reated axes together with c-amanitin
or cycloheximide not only eliminated stimulation of
DNA synthesis but that this was lower than that shown
by conirol axes in the absence of BA; nonetheless, DNA
pelymerase activity in inhibitor-imbibed axes
(with /without BA) was at least at the same level as that
in control axes (no BA, no inhibitor; Vazquez-Ramos
and Reyes, 1990). Therefore, this stimulation of DNA.
synthesis appeared to be due to the production of a BA-
induced protein (and probably its message too) that
participated in DNA metabolism. A protein kinase
could be the BA target as shown in Table 1: c-amanitin
totally inhibits BA-promoted kinase activation and, as
already indicated, it also inhibits BA-promoted DNA.
synthesis. This suggestion is further strengthened by
our finding that the major DNA polymerase in ger-
minating maize is a phosphoprotein whose phos-
phorylation status changes as germination advances
(Coello and Vézquez-Ramos, 1995). It remains to be
determined whether phosphorylation of this DNA
polymerase is BA-modified.

These results led us to believe that BA was exerting
its effect, at least partially, at the level of franscription.
However, the results presented here indicate that if
there exists de novo promotion of gene expression by
BA during early germination, such expression must
consist of messages that are scarcely represented in
the mRNA population. Indeed, several independent
attempis to select for these messages by screening
cDNA libraries with subtracted ¢DNAs, or frac-
tionating the RNA population by differential display
did not show the appearance of a single ‘all or nothing’
BA-responsive gene. The best we could get after all our
efforts was messages whose amount either increased
or decreased. It should be stressed here that the exper-
imental time covered was (20 h of germination; this is
pertinent since some BA- responsive genes have been
reported in the past; examples are the genes for nitrate
reductase, Rubisco and LHCP a/b binding protein
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Figure 3. Differential display of RNA from maize embryo axes imbibed with/without BA. Embryo axes were imbibed for 0, 15
and 24h in the presence/absence of BA. Total RNA was isolated from each sample and used. to produce the corresponding
<DNAs with the following combination of anchor and random decamer primers: A, oligo-dTyCC and 5-CTGGGCAACT-3; B,
oligo-dTuGA and 5-GACCTACCAC-3"; C, oligo-dT;,CA and 5-GACCTACCAC-3". Numbers along the lanes indicate: 1, cDNAs
that increase independently of BA treatment; 2, cDNAs that decrease independently of BA treatment; 3, cDNAs that icrease due
to the BA treatment; 4, cDNAs that decrease due to the BA treatment. Arrow heads indicate cDNAs that were cut from the gel
and will be sequenced. As controls, the same samples were treated without Tag DNA polymerase (RT-). H = time in hours; BA =

benzyladenine.

(Longo et al., 1990; Lu ef al., 1990; Ohya and Suzuki,
1991). However, these were found when tissues were
incubated in the presence of BA for long periods, of
40h or longer. None of the gene products described
have any connection with the promotion of DNA
metabolism, or the cell cycle, events that are highly
stimulated by BA during maize germination.

We can detect two phases of the stimulation of DNA
synthesis by BA during maize germination (Vzquez-
Ramos and Reyes, 1990), and only one of them if BA is
added exclusively during the first 3 h of imbibition. We
could speculate that an initial fast response of cells to
BA is at the level of signal transduction, in which

general metabolic stimulation prepares cells to pro-
liferate (activation of metabolism, DNA repair, enzyme
and protein phosphorylation). If there is any specific
BA-promoted gene expression during early seed ger-
mination, as indicated by the a-amanitin inhibition of
BA-stimulated activities, the resulting messages should
code for tightly regulated control proteins that will be
difficult to identify with our experimental procedures.

With longer exposure of axes to BA the initial signal
transduction stimulation may give way to an increase
In gene expression, perhaps of genes whose products
function in late events and are different from those
required for seed germination, such as products for
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chloroplast biosynthesis (Seyer and Lescure, 1984),
nitrate metabolism (Lu et al., 1990) and others; such
gene expression might only be indirectly BA- pro-
moted. A similar conclusion was reached recently by
Binnsg (1994). We are currently cloning the most rep-
resentative cDIN As coming from the differential display
experiments to find out what they code for. Also, we
are studying the expression of cell cycle and signal
transduction genes during maize germination and its
possible modification by BA.
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2 4.1 Introduccién.

Para la realizacién de la 'récpica del “l‘)iffet’"en'ria!k[)ispia);" (DD, Liang and Pardee, 1§§2), se
utilizé ‘un protocole comercial \(RNAmapTM,\ Ge‘nHun'rer" Cc;., Br’qokline,‘ MA) con diferentes-
' co}nbinaéiongs de cebadof'és (éperon Technoiogies,‘Iﬁc., 5an Dieéo, CA). La g:omfmracfén de\ las
pobfaciones‘de\ARN mehsager;os se hi‘zo a partir de ejeé embrionarios embebidos pbr 15 horas en
agua o con cifgcininas (dels&rifb -en el articul;: 1), "Los EeSUITédos oblfenidos’mdes'rmn rﬁuy pc;cas
diferencias entre los transcritos corresporidientes a las pobldciones control y las inducidas. Al igual
qL;e los resultados del sondeo de bibliotecas de ADNc, las diferencias detectadas entre ambas
poblaciones consistieron dnicamente en el incremento o disminucéén en la cantidad de los mensajes
afectados,

Debido a que nuevamente no pudieron detectarse genes cuya gxpr;esién alterada del todo o -

nada por efecto del fitorregulador, se siguieron las siguientes estrategias experimentales

a) Se realizaron modificaciones al protocolo de DD, con el fin de mejorar la definicién de las

bandas en el gel y de esa manera incrementar las posibilidades de detectar mensajes “inducibles”.

Las innovaciones introducidas fueron dos fundamentalmente:
a.i  La modificacién del protocolo de marcaje radiactivo y del tiempo de germinacién en el
que se analizaron las poblaciones de mensajeros. Los ensayos iniciales se realizaron incorporando
[0*?P]-dCTP durante la reaccién de PCR, con lo cual quedan marcados todos los segmentos de
ADN que estdn siendo amplificades. La modificacion consistié en marcar el cebador de anclaje
oligo-dTuMN con [y*]-ATP mediante la ADN Polinucledtido Cinasa del fago T4 (GIRCO-BRL,
Gaithesburgh, MD); con esta modificacién se espera que Se marquen sélamente los segmentos de

ADN que provengan de un ARN mensajero, evitando de esa manera la deteccién de segmentos

(9% )
i



que se arr\\pl‘ifi’que‘rli por hiBriddcién del de;:c’trﬁero cuebador-’uni'verSuI (5‘—6ACCT§CC;&‘C-‘3') en
diferentes segmentos de un mismo ADNc © con ADN genémico contaminante. :
a.ii La \c;lefe.rminacién del perio&;) 'de gér'mindcién \idc’meo para detectar diferencias en l)cr
‘ expr'esic';n génica, Iniéialmenjre, este periodo se qécogié tomando como Exisa los resultados &el
sondeoAc‘ie las bibliotecas de ADNc, puelsfo que con estos eﬂégyos las mayores cfiférgncias en‘la
expresion de os génes detectados se observaron prec’isaménfe. a las 15 horas (descr'ifo"eﬁ el
arﬁcullo‘ 1). :Sin embargo, el\ ar;c"il‘isvis de Iosj efectos de citocininas sobre la sintesis d}; ADN
durante la germinacién muestra que\ es en.el\per'iod;z comﬁ}'endido entre las 3 y las 6 horas
cuando estas fitohormonas ind-ucen un incr;emenfo en este pro;eso, que se mantiene hasta las 24
horas’(que fue el dltimo tiempo estudiado) aiin cuando el fitorregulador ya no e‘sT‘e presente en
el medio. La otra modificacién consistié por Tam‘oﬁ en realizar el andlisis DD con mensajeros de 4

horas de germinacién en lugar de emplear mensajeros de 15 horas como se habia hecho

anteriormente.

b. Por otro lado se estudiaron los efectos de citocininas sobre la expresién de dos productos
homélogos de maiz relacionados con la proliferacién celular: el ADNc de la ciclina ZmCycII, una
ciclina que tiene similitud en su secuencia con el grupo de ciclinas tipo A (Renaudin et al., 1994),
aunque complementa una mutacidn en levaduras para ciclinas de 61 y el ADN¢ correspondiente a un
franscrito expresado durante la germinacién de semillas de maiz, aislado mediante ensayos de DD a
partir de semillas osmoacondicionadas (Cruz-Garcia, datos no publicados); este mensaje se expresa
preferentemente en tejidos con alta proliferacion celular como meristemos apicales y radiculares,

y durante la germinacién de ejes embrionarios, pero no se expresa en hoja ni en tallo.



2.‘4.0 Modificaciones al protocolo de “'Differenfial} bisplay"_

Los resultados de los ensayos con las inhg\{aciones krﬁré:ducidas mostraron un mﬁyor‘ ndmero de
difere‘ncias'en‘_cuanfé ’q la induccién;de men;ajes' por cifociﬁinas: Juntfo con aqueﬂ&s mensajes cuya
cantidad aurﬁen‘ra o disminuye, se detectaron algunos segmentos de ADNc de diferen'rés Tamaﬁo;;

© que aparentemente aparecen o desaparecen por efecto de la fitohormono, como se muestra en la

figura 4.

Transcriptasa Reversa e

BARM-1

BAEM~1

BAEM-2 ]

BAEM-3 ]
BAEM-4 . ]

BAEM-5 ____ Lo/
BAEM-6 . L

BAEM-7 e
BAEM-8 —mum ]

BAEM-9 ._._..__,_m “ *

Citocnina - o+ -+

Figura 4. "ARN Differential Display” de transcritos aislados de ejes embrionarios de 5 horas de

germinacién en presencia de solucién control (carriles 1y 4) o de citocininas (carriles 2 y B),



La nomenclatura asighada @ esflos ‘segm'e;n‘ros dé ADNe incluyé a los meﬁsajés reprimidos po:‘ﬂ
citocininas (BARM) y a aquellos cuya sintesis aumenta por el efec‘ro’ hormonal (BAEM). La pdsferior'
: car‘acfer‘izacit’if:\q de estos éegmen‘ros consis‘i‘rié en la co}'roboracién de la esTin;Ulaéién‘ por citocininas de
tos niveles de los respectivos transcritos medlun're, ensayos de Nor‘rher'n blot y su secuenciacién par-a
\compar'acllon en bancos de daTos

Los segmerlrros marcados en la Ifigqr‘a 4 se eluye:jon del gel y se reamplificaron.’Despuéé de dos
”r5ndas de reamplificacion por PCR, se ob’ruvier;on bandas del T;:maﬁo observado en ei gel de]
secuenciacién sélamente para a‘lgunos de ellos; para Iasj bandas BAEM-\(), éAEM-? y BAEM-B se
obtuvieron barrides (figura 5). Los segmenfo§ reamplificados de BARM-1, B)AEM—I, BAEM-2 y BAEM-9
se clonar'on‘ en el vector pCR2.1 (Stratagene, La Joya, CA). La clona con el inserto B—ARM—I se denominé
entonces pZmR1, la clonq con el inserto BAEM-1 se denominé pZmE1 y asi sucesivamente. En la figura 6

se muestra como ejemplo un ensayo de restriccién de estos plésmidos.

L. BARM-1 6. BAEM-4 11. BAEM-8 ly 2, pZmR1 + EcoRl

2. wemmme- 7. Escalera 100pb 12 BAEM-9 3y 4. PZmE2 + EcoRl

3. BAEM-1 8. BAEM-5 13 BAEM-10 Sy 6. PZmES + EcoRl

4. BAEM-2 9. BAEM-6

5. BAEM-3 10. BAEM-7

Figura 5. Reamplificacién de segmentos de ADNc Figura 6. Clonacién en pCR2.1 de segmentos de

aislados del gel de DD. ADNc reamplificados.



Caracterizaciéh de ADNc clonados.

- a) Caracterizacion de' BARM-1.
La c;iona pZmél co‘n'l'i‘ene un inserto de ‘865 pdres. de Easas, tamafio correspondiente a|-pr'-oduc’ro
BARM-1 (figurd ‘5). En la secuencia anotada abajo se em‘:uerifranrsombr'ea-dt‘)s fos ‘cebadorgs que se -
1 u:rilizc{roh enel DD. | |

Secuencia Nucleotidica: .
‘ 5% - GAATTCGGCT

GAGAAGATGT

CAGAGACGCA TTCATATGTT TGACTGCAAA TTCGCTTGCA
GAGCTTCCTG CTGGCAGTGT TATTGGAAGT GCTTC’I_‘CTGC GGAGACAATC
TCAGATTCTC TACAGATATC' CATCACTGAA AGTAGTTAAC '\I‘TCAGAGGAA
ATGTTCAGAC ACGGTTAAGG AAACTCAAGG AGGGAGATGT CTCTGCTACA
TTGTTGGCAC TGGCTGGATT AAGGAGGCTA AATATGGCAG AAAATGCAAC
TGCTGTACTA TCAGTGGAAG AAATGCTTCC  AGCAGTTGCC CAAGGTGCTA
TTGGAATACC TTGCCGAAGC AATGATGACA AAATGATGGA GTATCTATCA
GCGTTGAACC ATGAAGATAC CACATTAGCT GTTGCATGTG AAAGAGAATT
TTGGCAGTTC TTGATGGTAA CTGCCGAACT CCAATTGCAG CCTATGCTTA
CCGTGACAAT GATGGGAATT GCTCATTCCG  CGGTCTATTG TCTTCCCCAG
ATGGATCTAA AGTATTTGAG ACAACGAGAA GTGGACCGTA CTCTTITGAC
GACATGGTTG AGATGGGCAA AGATGCTGGT CATGAACTGA AGGCAAAGGC
TGGGCCTGGA TTCTTTGATA GCTCGCAATG AAAAGAATGA GCGGCCATGA
GCAATTTCAA TTGTCACTCT TITGGGTAGA AACAGAGGGC CCAAGTAGAG
TGTGGAGAGG TTTGTTTTTG TTTCTTCTTT CTCCTGCTAA TTCTGCTAAA
GAAGGGTGTA CCTGGTGTAG TGGTGAGCCG AGTCATCAGG TCGCGGGTTC
GAAGCATCCA GTCTCCGTAT TTGCGGGAGA AGTTTGTCTC GGommeemmmmreeee




Comparacin de la secuencia nucleotidica. ~La comparacién de estd secuencia se

* hizo en el banco EMBL con el programa "Fasta3 Database Searches”, encontrando similitud con

" los siguientes productos génicos:

The best scores are: \
A'rrs4335 5' end;
PSHEMCA X73418
ATHEMC X73535
ATHEM X73839
SCHEM3PDG Z11745"
CVHEMACD 12/92M96364
CIHEMA 11/95D28503
MM63724 W59637
MM1160838 Aa244934
ECHEMC X04242
ECHEMCD

BSHEMAXC 7/96M57676

En todos estos géneros, los genes referidos (hem A, B, € o 3) codifican la enzima

Similar to hydroxymethylb °

P.sativium hemCA mRNA

A.thaliana gene fof hemC
A.thaliana gene for hemC

S.cerevisiae hem3.

Chlorobium‘\{ibrioform hemACD

-Clostridium josui hemA,

Soares mouse emb
Soares mouse
E. coli gene hemC

E. coli genes hemC and hemD

Bacillus subtilis gene hemA

(http://www2.ebi.ac.uk/fasta3/).

~ length

(409)

(1856)
(3602)
(3422)
(2051)
(3041)
(5979)
(456)
(601)
(1957)
(4260)

(6634)

Yo iQentity
67.98
70.89
73.42
73.42
54.30

55
40
60
60
42
42

32

Porfobilindgeno desaminasa (Uraporfirinégeno IIT cosintasa, hidroximetilbilano sintasa). Esta

enzima se encarga de catalizar la reaccion de desaminacién de 4 porfobilindgenos para producir

una molécula de hidroximetilbilano, requerida para la primera ciclizacién del anillo tetrapirrdlico

que da lugar al uroporfirinégeno ITI con ayuda de una cosintasa, durante la sintesis de porfirinas.

Secuencia deducida de aminodcidos. La determinacién de la secuencia de aminodcidos

codificada en este segmento de ADNc se hizo con el programa "ExPASy Translate Tool"

(http://expasy.hcuge.ch/www/dna html).
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10 20 30 - 40 50 TR
DLPREDVRDAFICLTANSLAELPAGSVIGSASLRRQSQIiYRYPSLKVVNFRGNVQTRLRKLKEG :
70 - 80 90 100 - 1o 120 130
GDVSATLALAGLRRLNMAENATAVLSVEEMLPAVAQGAIGIPCRSNDDKMMEYLSALNHEDT
140 150 - 160 170 180 190
'TLAVACEREPWQFLMVTAELQLQPMLTVTMMGIAHSAVYCLPQMDLKYLRQRREVDRTLL
210
TTWLRWAKMLVMNS#HH

RQRL‘GLDSLIARNEKNERPStopAIéIVTLLGRNRGPKStopSVERF
VFVSSFSCStopFCStopRRVYLVStopWStopAESSGRGFEASSLRICGRSLSRSKKK

B )

Comparacién de la secuencia peptidica deducida en bancos de datos.

La comparacién con secuencias peptididcas reportadas se hizo en el Banco SwissProt con el
programa Blast (Basic Local Alignment Search Tool, http://www.genome. ad.jp/SIT/BLAST.html)

Sequences producing High-scoring Segment Pairs: Length identity
HEM3_Pisum sativum Porphobilinogen Deaminase EC 4.3.1.8 369 74.64
HEM3 _Arabidopsis thaliana ' Porphobilinogen Deaminase EC 4.3.1.8 382 70,63
HEM3_Proteus mirabilis Porphobilinogen Deaminase EC 4,3.1.8 313 50 76
HEM3 __Escherichia coli Porphobilinagen Deaminase EC 4.3.1.8 313 47.1
HEM3_Pseudomonas aeruginosa Porphobilinagen Deaminase EC 4.3.1.8 172 47.72
HEM3_Bacillus subtilis Porphobilinogen Deaminase EC 4.3.1.8 3i4 34.9
HEM3_Chlorebium vibrioforme Porphobilinogen Deaminase EC 4.3.1.8 128 36,36
HEM3_Homo sapiens Perphobilinogen Deaminase EC 4.3.1.8 361 29.4
HEM3_Sacharomices cerevisiae Porphobilinogen Deaminase EC 4.3.1.8 127 29.0
HEM3_Mus musculus Porphobilinogen Deaminese EC 4,3.1.8 115 28.6
HEM3_Campylobacter pylori Porphebilinogen Deaminase EC 4.3.1.8 140 421
HEM3_Clostridium josui Perphobilinogen Deaminase EC 4.3.1.8 120 48.28
HEM3_Rattus norvegicus Porphobilinogen Deaminase EC 4.3.1.8 110 28.2
HEM3_Yersinia pestis Porphobilinogen Deaminase EC 4.3.1.8 183 50
HEM3_Methanococcus j. Parphobilinogen Deaminase EC 4.3.1.8 435 34.68
HEM3_ _Euglena grassilis Porphobilinogen Deaminase EC 4.3.1.8 480 36.0
HEM3_Campylobacter pylor: Porphobilinogen Deaminase EC 4.3.1.8 151 46.0
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A continuacién se muestra un esquema donde se compara parte de la secuencia de BARM-1 -
con algunas secuencias de las especies de la lista anterior, escogidas para demostrar la

conservacidn en la escala evolutiva:

Organism . , ‘ Mat\ch\

e e e e s S T —— ey

Maize: 1

Pea: 158 | 211
. Arab: 171} x ! G ‘ } 227
E.coli: 101 EDERDARY SEDAL VG RGY P 149
Chlor: 87 : ' “ 117
Yeast: 122 158
Human:133 169.
Mouse:133 169
Rat: 133. 169
4* : 3*

Maize: 55 } 107
Pea: 212\ 64
Arab: 228 LSKL Q66KVQATL KRLSM M . 281

E.coli: 150 RUSKLIDNGEYDATILAVAGLKRE GLESRIRAA PEISLPAVGQEAVEL 205

Chior: 118 LNTRFKKFDEGDFDAMMLAYAGVYRLEESDRT TEILPHE TMLPAVEQGALGT
Yeast: 159 TQTRLQKLDD ----unnmum-- LASAGLMRM GLENRITQRFHSDTMYHAVGQGALEI 215
Human:170 LNTRL’RF(LDEQQEFSAIILATAGLQRMGWHNRVGQILHPEECMVAVGQGALGV 224
Mouse:170 LNTRLRKLDELQEFSAIVLAVAGLQRMEWQNRVEQILHPEECMYAVEQEALAY 224

Rat: 170 LNTRLRKLDEL=-----mvmu .. AVAGLQRMGWQNRVEQILHPEECMYAVGQGALAY 224
3*

Maize:108 PCRSNDDKMMEYLSALNHEDTTLAVACEREF 136

Pea: 265 ACRSNDDKMAEYLASLNHEETRLAISCERAF 293

Arab: 282 ACRTDDDKMATYLASLNHEETRLAISCERAFLETL 314

E.coli:206 ECRLDDSRTRELLAALNHHETALRVTAER 232

Chlor: 222 ETRTDDAETREIVRVLNDDNTEMCCRAIIERALLRHL 204
Scerev:216 EIRKGDTKMMKILDETCDLNATICCLSERALMRTL 248
Human:225 EVRAKDQDILDLVGEYV LHDPETLLRCIAERAFLRHL 257
Mouse:225 EVRAKDQDILDLVSVLHDPETLLRCIAERAFLRHL 257
Rat: 170 EVRAKDQDILDLVGV LHDPETLLRCTAERAFLRHL 257



En la secuencia peptidica anterior estdn numerados con asterisco, dominios que corresponden
a sitios de modificdcién postraduccional que se detallan a continuacién. La bisqueda de patrones
~ de modificacién se hizo con el programa "BCM Gene Finder”.

(http:/ /do;r.i mgen.bem.tme.edu:933 1/gene-f inder/ gf.html)

~ 1* cAMP Phosphorylation Site Pattern. ]
- DE cAMP and cGMP-dependent protein kinase phosphorylation site: K}
Sites found: 1 Expected number: 0.2245 95% confidential interval: 1

. # Start End Bxpected Site sequence -
1 34 37 0.2245

2* Protein Kinase C Phosphorylation Site Pattern.

DE  Protein kinase C phosphorylation site. [ST:IRKY);
Sites found: 2 Expected number: 1.8885 95% confidential interval: 4
# Start End Expected Site sequence
1 32 34 1.8885 SLR

2 45 47 1.8885 SLK

3* Casein Kinase I¥ Phosphorylation Site Pattern
DE Casein kinase Il phosphorylation site. [ST}-x(2)-[DE].
Sites found: 3 Expected number: 1,7647 95% confidential interval: 4

# Start End Expected Site  sequence

1 18 21 1.7647 SLAE
2 91 94 1.7647 SVEE
3 110 113 1.7647 SNDD



Andlisis dé transcrito(s) para BARM-1 durante la germinacion.

<— ARNr 285
<« ARNr 185

<

ARNP 285
ARNF 185

-«

1234
Citocinina -+ -+

Germinacion (hY 661515

Citocinina
Germinacion (h)

Figura 7. Deteccidn de transcritos para la clona BARM-1 durante la germinacion de mafz.
A = autorradiografia ; B = Bromuro de etidio.

El segmento de ADNc BARM-1 hibrida con un ARN mensajero de aproximadamente 3,000
bases. El transcrito estd presente desde las 6 horas de germinacién pero disminuye su
concentracién a las 15 horas. La adicién de citocininas acelera la desaparicién del mensaje (figura
7) de tal manera que a las 15 horas dificilmente se detecta.

En hoja madura, este gen es inducido por citocininas de manera similar a otros genes del
aparato fotosintético; no obstante, en las etapas tardias de la embriogénesis de semillas existe la
degradacién activa de clorofila y de antocianinas, eventos que constituyen, junto con otros
procesos como la sintesis de proteinas de reserva y la tolerancia a la desecacion, marcadores de

maduracién en la embriogénesis (Parcy ef al., 1997). De esta manera, no parece extraio que las

44



citocininas, fitohormonas inductoras del proceso germinativo (Van Staden, 1983), aceleren la
degradacidén de fensajeros asociados con la sintesis de clorofila como’ parte del mecanismo que
elimina eventos residuales de la embriogénesis y orienta el metabolismo hacia el reinicio de la

proliferacién durante la germindcidn.

Andlisis de transcrito(s) para BARM-1 en diferenfes tejidos de maiz.

< ARNP 285 | < ARNr 285
- . ARNr 185
< ARNr 185 1 Raiz -
1Raiz 2 Hoja §
2 Ho‘ja 3 CG”O
3 Callo

Figura 8, Expresidn de BARM-1 en diferentes tejidos,
A= Autorradiografia; B= Bromuro de etidio.

Para la clona pZmR1 se hizo un estudio de expresién en diferentes tejidos de pldntula de
cuatro semanas. Como es de esperarse para un producto involucrado en la sintesis de clorofila, en
pldntula fisioldgicamente activa se detecta expresién del correspondiente transcrito en hoja

madura, pero dificilmente se observa en raiz y en callo en proliferacion (figura 8).



' b) Caracterizacién de BAEM-2.
La clona pZmE2 contiene el inserto BAEM-1 de 432 pb marcado en la figura 5. En la
secuencia s encuentran sembreados los cebadores que se utilizaron en el DD.

Secuencia Nucleotidica: : S
' 5= GAATTCGGCTT GA

TGAAGAACAT
‘AAAATTGAGG
GCTCAAAGAG
GATCTTCGGT
CTGCCAAAGA
TGTTAGCCAA

TGATCGAGGA

GTATGAACTG

TCGAGACAAG

GCGITGCCTG

GATTTATTTG

AAAATAGGAT

GTTGAGCCTT

TAAGGAGGGT

TTGTTGAAGA
ACCCGTCTAG
GCCCCCCTGE
AGGAGAAAAG
GTTGGTTGTG

TGTGATCGCG

GAGTTGAGTT

GTCTTGTCCT
GAGGATACAT

ATAGTGAATC'

CAACAAAGTC |

CTAGGCTGTG
GTCTATCTCT

AGGAGAATGG

GAGCGCfAAG
CAGGCGGCAA
CAATGGATGC
GTTAAGACCC
TGCCTCTCCC

TTCAGTCTTC

ACTATTTGTG

AGTACTTGGT GATGTAACCA AATTTGTTAT

TGTTGTTGTT  GTommmeemee

iAAGCCGAATﬂ:-S'

En esta secuencia no se encontré ningin marco de lectura, pero al compararla al nivel de
nucleétidos en diferentes bancos, se encontré similitud significativa (67%) dnicamente con un

tramo corto del extremo 3" no traducible de un gene de Lemna gibba. La comparacién en los bancos

EMBL/Genbank  se  hizo con el programa  'Fasta3  Database Searches”
{(http://www2. ebi.ac.uk/fasta3/).

The best scores are: length % identity
LGNPR1 X64327 Lemna gibba gene nprl (1573) 66.67

El gen nprl pertenece a una familia de genes (nprl-3) de Lemna gibba cuyos transcritos se
acumulan durante tratamientos de obscuridad probablemente por mediacidn del fitocromo, y que al
nivel de aminodcidos tiene similitud con proteinas abundantes durante la embriogénesis de semillas

de trigo, arroz y cebada, cuya concentracién es regulada probablemente por el dcido abscicico.
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Andlisis de transcrito(s) para BAEM-2 durdn’re la germinacion.

A

Citocinina
Germinacion (h)

6 & 15 15

B

BAEM-2

ARNr 285
ARNPr 185

1234
-+ - + {Litocinina
661515  Germinacién (h)

Figura 9. Deteccidn de transcritos para la clona BAEM-2 durante Ia germinacién de rncuz

A = autorradiegrafia; B = bromure de etidio.

El inserto de pZmE?2 se cortd con EcoRl, y se utilizé como sonda para el ensayo de Northern

blot. Puede observarse en la figura 9 que este inserto hibrida con un transcrito de

aproximadamente 2,400 bases, cuya concentracion no presenta cambios apreciables entre las 6 y

las 15 horas, pero en presencia de citocininas se promueve un incremento en la cantidad del

transcrito en ambos tiempos. Este comportamiento es interesante debido a que parte de la

secuencia nucleotidica de esta clona tiene similitud con el extremo 3" no fraducible del gene nprl

de Lemna gibba. En las etapas tardias de germinacidn, la expresién del gene es reprimida por

efecto del fitocromo, probablemente a través de la accidén del dcido abscicico. En maiz, durante

tiempos tempranos de germinacién las citocininas promueven un aumento en la cantidad del

mensaje.

¢) Caracterizacion de BAEM-5.
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La- clona -pZmE5 contiene el inserto BAEM-5 de 314 pares de bases. En la secuencia se

encuentran sombreados los cebadores utilizados para el DD:

" - Secuencia Nucleotidica:

5’ < GAATTCGGCTT |

P

CATATCCAAA CCTGCACTTG

TTATTGAGAT  ATATGAAAAG CTTCTCATTA CTA\GGTATAGT TTCTAGCCAT
GCTCTCTCTG  TCTTTCCATT . AGAATGGCTA GGTTCAAGCT TGGCTCGTCA ‘
ACCCTATCAC AACCCTCTTT. TACCAGGGCT TGGGATTTGC TATTTTGAAG
ACAACGTAGG TGAAGTTGTG TATTGAATAG CAAATGTTAA ATATATCTTA
TCATTGTGAG TCATTGTGAG AATGGAAGAA Commmemee e

CCTCCATGAA

ATGCTTGAAA

GAGTTCCTGC

TACCTAATGC

W AAGCCGAATTC - 37

Comparacién de la secuencia Nucleotidica. La comparacién de la secuencia se hizo

de la misma manera que para BAEM-2:

The best scores are:

length % identity
EM_BA:MJU67573 U67573 Methanococcus jannasi {10094) 66.67
EM_PL:AC002534 Ac002534 Arabidopsis thaliana (74674) 66.3
EM_PL:NTNTRAE L26272 Nicotiana tabacum ntRablle (843) 65.9
EM_BA:VFRAC  MI9039  Vibrium fischeri regulatory protein (1684) 64.7
EM_BAVFLUX  YQ0509  Vibrium fischeri luxR, I and C (1866) 64.7

Los genes de Methanococcus jannasi y de Arabidopsis thaliana corresponden a secuencias
gendmicas de proyectos de secuenciacién de ambos organismos, que estdn siendo identificadas. El
gene ntRablle de Nicotiana tabacum codifica una probable proteina de unién a GTP de la
subfamilia de Ras, que estd unida a membrana y que podria estar involucrada en transduccién de
sefiales. Los genes de Vibrium fischeri corresponden a una proteina reguladora (luxR) de un operdn

que regula una via luminiscente.
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Secuencia: deducida de aminodcidos. La determinacién de la secuencia de
aminodcidos codificada en este segmento de ADNc se hizo con el programa "ExPASy Translate -
Tool* éh‘rfp'//expasy hcuge.ch/www/dna.html). Los seis marcos de lectura po‘reﬁciales contienen
varios codones de terminacidn, por Io que se hizo una bilsqueda con eI programa “BCM Gene

Finder* (http://dot.i |mgen bem. 'I'mc edu 9331/gene—fmder‘/gf html) para detecfar‘ pos:bles exones

dentro de esta secuencia, obteniéndose los siguientes resultados:

4 # of potential exon: R
from base 57 - to base 215 w=-122 © ORF = 3 of the first exon
Exon- 1 amino acid sequence = 53aa

10 20 " 30 40 50
MLIEIYEKLLISRYSSSHALSVFPLEWLGSSLARQPYHNPLLPGLGICYFEDN

Comparacién en bancos de datos de la secuencia peptidica codificada en este

exon. La comparacidn con secuencias reportadas se hizo en el Banco SwissProt con el programa

Blast (Basic Local Alignment Search Tool, http://www.genome.ad.jp/SIT/BLAST himi)

Match Identity
1* 2* 2
LLISRYSSSHALSVFPLEWLGSSLARQPVHNPLLPGLGVCIY Zea mays BAEM-2
NLQEYLTRHVISWEDLRKL@SSLARGIAH Human TGF-beta Rec,
NLQEYLTRHVISWEDLRKLGSSLARGIAH Rat TGF-beta Rec.
NLQEYLTRHVISWEDLRKLGSSLARGIAH Mouse TGF-beta Rec.
LSDFLKANVVSWNELCHIAETMARGLAYLHED Bovin Activin Rec, II
LSDFLKANVVSWNELCHIAETMARGLAVLHED Human Activin Rec. TT
LSDFLKANVVSWNELCHIAETMARGLAYLHED Mouse Activin Rec. II
LSDFLKANVVSWNELCHIAETMARGLAYLHED Sheep Activin Rec. TT
SLYDYLQLTTLDTVSCLRIVLSIASGLAHLH Bovine Ser/thre Rec.
LSWPVRLHLALDIARGLRYLHS Human Testis Kinase I
LSWPVRLHLALDIAQGLRYLHA Rat Testis Kinase I
WSQRVSFAKDIASGMAYLHS Human Lim Demain Kinase I
WSQRVSFAKDIASGMAYLHS Mouse Lim Domain Kinase T
WSQRVSFAKDIASGMAYLHS Rat Lim Domain Kinase I
WQQKVRFAKGTASGMAYLHS Rat Lim Domain Kinase IT
EDLCKNPLTMEDLICYSFQVARGMEFLAS Vascular Growth Factor Ree,
TODYLKGNIITWNELCHVAETMSRGLSYLHEDVPW Human Activin Rec. TIB
TDYLKENIITWNELCHVAETMSRGLSYLHEDVPW Mouse Activin Rec. IIB
TOYLKENIITWNELCHVAETMSRGLSYLHEDVPW Rat Activin Rec. TIB
quo 1
e
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En la secuencia peptidica anterior estdn remarcados dominios que corresponden a los sitios
de modificacién post-traduccional que se detallan a continuacién. Se utilizé el programa “BCM .

Gene Finder” (h'rfp://_do’r.imgen.bcm.fmc.edu:9331/gene-finder/gf.h‘rml).

1* Microbodiés C-terminal targeting signal Pgttefn. \

-DE Mlcrobodles C-terminal Site:  [SAL

£
Earich

Sites found: 1 Expected number: 0. 4954W 95%‘conﬁdent1a1 mterval 2

# Start End Expected Site sequence\
1 18 20 0.4954 HA

2* N-myristoylation Site Pattern.

DE N-myristoylation site:

1 30 35 1.8885
1 45 350 1.8885

Como se observa en la pdgina anterior, el péptido codificado ‘en el probable exdn tiene
similitud con proteinas de especies animales que tiene como caracteristica comin el funcionar
como receptores celulares con actividad de cinasas de serina/treonina y de tirosing (ver pdgina
anterior). Aunque el grado de igualdad se da casi exclusivamente con motivos de miristoilacién
(que se requiere en estas proteinas para poder unirse a otras) y de etiquetacién para su
localizacién en membrana, el hecho de que se parezca mds a receptores que a ofras de las muchas
proteinas que se localizan en membrana puede ser un rasgo significativo. Este hecho puede ser
mds relevante si se considera que a nivel de nucledtidos este ADNc tiene similitud con una
proteina de unién a GTP, tipo Ras, de Nicotiana tabacum que podria estar involucrada en procesos

de transduccién de sefales (Haizel ef al., 1995).

n
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Andlisis de.fkanscrifb(s) para BAEM-5 durante la germinacién..

A : B

~— ARNr 285 ARNFr 285

ARNr 185
« ARNr 185

12 3 4 )
- =" + + Citocinina
615 615  Germinacion (h)

Citocinina -~ - + +

Germinacion (h) 6 15 6 15

Figura 10. Deteccidn de transcritos para BAEM-5 durante la germinacién de maiz..
A= Autorradiografia; B= Bromuro de etidio.

El inserto de pZmED se corts con EcoRI y se utilizé como sonda para el ensayo de northern
blot. Puede observarse en la figura 10 que el inserto hibrida con un transcrite de
aproximadamente 2, 800 bases, que estd presente a las seis horas de germinacién pero que no se
detecta a las 15, En presencia de citocininas se promueve un aumento en la cantidad del mensaje
tanto a las 6 como a las 15 horas (figura 10). Como puede observarse, el tratamiento hormonal no
promueve efectos sobre esta clona del todo o nada, pero si promueve un aumento de su expresion

en tiempos tempranos de germinacidn.
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2 .4.b Efectos de citocininas sobre marcadores moleculares del ciclo

celular en maiz.



Introduccion

Los sondeos dlfer'encmies de blblno‘recas de ADNc y los ensayos de RNA Differential Display
se reallzaron con Ia |nTena;:lon de detectar genes expr'esados especxflcamenfe dur‘an're la
ger'mi'nacién de | maiz, e iden‘rifica‘r"los‘;‘ para conocer su funcién po‘r'\ apalogfa con genes
an’rer'ior-menfe-des-crifoé'e“n‘ la iifer'a‘rur-a.fUna desventaja de esta \aproximdcién consiste en que
los presuntos genes: pueden ‘rener; ;;oca o ninguna similitud: con sfecuencids descritas, o qué su
exp;-esién’sea extremadamente bcja o restringida A'a un pef*iocip de ‘tiempo tan corto que su
deteccién resulte demasiado complicada. |

Otra estrategia experimental p&m invesfigaf mécanismos moleculares que regulen estos
procesos consiste en analizar la expresién de genes especificos, con una funcién conécida, la cual
se SOS.pecha involucrada: en la regulacidn del fendmeno en estudio. De esta manera, puede
monitorearse la expresién de estos genes, utilizndolos como marcadores moleculares bajo
estimulacién externa o condiciones experimentales previamente definidas. Debido a que en el
presente proyecto se propone que la terminacién exitosa de la germinacién requiere de la
conclusidn de la primera ronda de divisiones celulares en las zonas meristemdticas del embridn, se
siguié esta segunda estrategia para analizar la expresién de dos ADNe relacionados con procesos
de proliferacién celuiar en células de maiz. Uno de los ADNc corresponde a una ciclina de majz
denominada ZmCycII (Renaudin ef al, 1994), y el otro ADNc corresponde a un producto de 700
pb denominado AA9, clonado en el vector pCR2.1 y aislado mediante ensayos de DD de semillas
osmoacondicionadas de maiz (Cruz-Garcia, resultados no publicados). Este ditimo transcrito se
expresa preferentemente en tejidos con alta proliferacién celular como meristemos apicales y
radiculares, y durante la germinacién de maiz.

En esta parte del proyecto se analizé la expresién de ambos transcritos durante la

germinacién de ejes embrionarios de maiz, normal o acelerada con citocininas.

L
[9%)



Expresion de Zm,CycI’I durante la germinacién de maiz.

< ARNr 28s
o ARNI" 185
1 2 3 4
- - + o+ “Citocinina
6 15 6 15 Germinacion (h)

Figura 11. Efecto de citocininas sobre la expresién de la ciclina ZmCycIT durante la germinacién’

temprana de maiz. Carriles 1y 2, solucién control; carriles 3 y 4, solucién de benciladenina 1075M.

La clona ZmCycII de maiz es un ADNc de 1,900 bases que fue donada amablemente por el Dr.
Sundarezan Verkatesan de Cold Spring Harbor Laboratory. Este ADNc se utilizé como sonda
para detectar los niveles del correspondiente transcrito durante la germinacién de maiz. Como
puede observarse en la figura 11, la concentracién del transcrito de aproximadamente 1,900 pares
de bases es baja y no parece variar apreciablemente en los tiempos de germinacién estudiados. La

adicién de citocininas promueve un aumento importante sobretodo a las 6 horas de germinacidn.

Expresion de AA9 durante la germinacién de maiz.
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s ARNr 285

" +—— ARNr 188

) 1.2 3 4
Citocining -+ -

Germinacion(h) 6 6 15 15

Figura 12. Efecto de citocininas sobre la expresién de la clona AAS durante la germinacién temprana

de mafz. Carriles 1y 3, solucidn control; carriles 2 y 4, solucién de benciladenina 10-M.

La clona AA9 de maiz es un ADNc de 700pb que fue donada amablemente por el Dr. Felipe
Cruz Garcia. Este ADNc se utilizé cemo sonda para detectar los niveles del correspondiente
transcrito durante la germinacién de maiz. Como puede observarse en la figura 12, el transcrito
de cerca de 3,000 bases apenas se detecta a las 6 horas de germinacion pero su concentracién
aumenta para las 15 horas. En presencia de citocininas existe un aumento considerable del
transcrito en la etapa inicial, pero a las 15 horas el tratamiento hortonal produce un incremento
mds discreto.

Este transcrito ha sido caracterizado por el Dr. Cruz Garcia. E! encontré que esta clona se
expresa en tejidos de maiz con alta proliferacién celular (datos no publicados). En el presente
modelo de aceleracién de la germinacién con citocininas, e! correspondiente gene parece inducirse

en tiempos mds tempranos por el tratamiento hormonal.
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Capitulo IIT Efectos de citocininas sobre proteinas del ciclo celular.
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3.1  Materiales y Méfddos

El material y los métodos utilizados en este Lapitulo se describen en el articulo que se

presenta a continuacién,

3.2 Resultados

Los resultados del presente Cépi‘rulo comprenden, en principio, la aeTeccién en maiz de
pr‘oTeinc-xs homc’!iogas a las siguientes pr-ofeinaé reguladoras del ‘cic‘io celular eucaridtico:
proteinas pb3, Ciclina D-1, E2F y Ciclina B. También, el andlisis de los efectos de las citocininas
sobre estas proteinas durante la germinacién de maiz. El estudio se llevé a cabo utilizando
anticuerpos heterdlogos dirigidos confra proteihas de humano y abarcan la deteccion por
Western blot de las putativas proteinas, la inmunoprecipitacién de la cinasa cdk-4 y las Ciclinas

B-1y B,y la deteccidn de actividad en inmunoprecipitados de la cinasa cdk-4 y la ciclina D-1.

3.3 Articulo 2: “Effect of Stimulating Maize Germination on Cell

Cycle Proteins.”

En este articulo se presentan de manera conjunta los efectos de dos procesos de
aceleracion de la germinacién, el osmoacondicionamiento y la adicién de citocininas. El articulo

fue sometido a la revista Physiologia Plantarum y actualmente se encuentra en prensa.
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Effect of stimulating maize germination on cell cycle proteins.
Felipe Cruz-Garcia*, José Juan Zlfiiga-Aguilar* and Jorge M. Vazquez-

Ramos

Cruz-Garcia*, F., Zafiiga-Aguilar*, J.J. and Vazgquez-Ramos, J.M. 1988,
Effect of stimulating maize germination on cell cycle proteins.-

Physiol. Plant. 00:000.

The germination process can be accelerated if seeds are stimulated
either by adding cytokining or by osmopriming. Under these conditions,
cells in maize embryo axes shorten the time at which the first round
of DNA replication and mitosis takes place, thug advancing the cell
cycle. Using heterclogous antibodies against different cell gycle
proteins, we have followed the behaviour of several markers for G1
phase (Cyclin D, E2F and p53) and a marker of &2 phase {(cyclin B}
under either control or “accelerated” germination conditions. The
results showed two classes of behaviour: either there was no variation
in the amount of the protein present under control or accelerated
germination conditions, represented hy cyclin B- and E2F-type
proteinsg, or the amount of the proteing was drastically reduced, more
rapidly under accelerated germination, as was the case for cyeclin D-
and p53-type proteins. Although the cyclin D-type protein was de novo
synthesized during germination, the balance was towards degradation so
that there was no cyclin D detected by 15 h after germination in
benzyladenine-treated and csmoprimed seeds. A Cdk4-type protein seemed

to be present in cyclin D immuncprecipitates and its kinase activity



paralleled the fluctuations of the cyclin amount during germination.
These data are discussed in the context of early seed germination.
Key words- Benzyladenine, cell cycle, germinaticn, osmopriming, Zea
mays .

Cruz-Garcia*, ZhGfiiga-Aguilar* and Vazquez-Ramos (corresponding author,
E-mail-jorman@servidor.unam.mx) . Departamento de Bioguimica, Facultad
de Quimica, UNAM. Ave. Universidad y Copilco, México D.F. 045190,
México.
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Introduction

In crder to fulfil its role as an intermediate in plant reproduction,
a geed wust germinate, a procegs that involves re-activation of
metabolism and re-initiation of growth. Most of the cells in a dry
seed embryo are in Gl phase and move into the S phase only after
several hours of imbibition (Bewley and Black 1994). In maize seeds,
activation of the S phase and appearance of mitotic figures during
germination can be accelerated either by incubating embryo axes with
cytokinins or by germinating osmoprimed seeds. In either case, the
beginning of the § phase is shifted from around 12-15h of imbibition
under normal germination conditions, to arcund 4-6h of imbibition
under “accelerated” germination conditions (Reves-Jiménez et al. 1991;
Cruz-Garcia et al. 1995). As a consequence, the whole cell cycle is
advanced.

The process of seed osmopriming involves the initiation of the
germination process without allowing radicle protrusion due to
restrictive osmotic conditions present in the imbibition solution
(Heyvdecker and Coclbear 1277); the beneficial effect of osmeopriming is
preserved in re-dried osmoprimed seeds (Bradford 1986). Some
controversy exists concerning the extent of DNA synthesis
{replication) that may take place during the osmopriming of seeds,
since research carried out in pepper and tomato seeds have offered
evidence of some DN2 replication occurring in root tip cells during
osmopriming (Bino et al 1992, Lanteri et al 19%3}); on the other hand,
no evidence of DNA replication or mitosis was found in meristems of

primary and secondary roots of osmoprimed maize seed axes {(Cruz-Garcia



et al 1995) and in osmoprimed leek embryos (Ashraf and Bray 1993),
perhaps suggesting differences between species. Although maize embryo
axes consist of a mixture of tissues, only cells in the meristematic
regions of roots and mesocotile are activated into the cell cycle in
non-osmoprimed germinating seeds {(0-36 h, Baiza et al 198%), and
during germination after osmopriming (0-20 h, Cruz-Garcia et al 1995).
Cytokinins stimulate the activity of enzymes related to the cell
cycle, such as poly ADP ribose polymerase, protein kinase(g) and DNA
polymerase(s), whose activities increase during the first hours of
germination (VAzquez-Ramos and Reyes 1990, Zdfiiga-Aguilar et al.
1995) . Interestingly, in benzyladenine-stimulated axes, calcium-
independent protein kinase activity reaches a maximum at 15 h of
germination, a time at which mitotic figures start appearing under the
influence of the phytoregulator (or after osmopriming) . Biochemical
evidence indicates that this kinase activity corresponds to a p34°%?-
like protein (I. Herrera-Teigeiro, unpublished data), the kinase
responsible for promoting the G2/M transition in eukaryotic cells
(Norbury and Nurse, 1$92). Since the amount of this p34%9.like
protein kinase does not change during germination, whether cytokinins
are added or not, the increase in kinase activity appears to be due to
enzyme activation. Cytokinins appear to promote the translocation of
the p34°“-like protein, probably bound to its corresponding partner
cyclin B protein, from the cytoplasm to the nucleus, where this
complex should be activated {I. Herrera-Teigeiro, unpublished data).
Whereas the involvement of a p34°“?-like protein would explain the
stimulation by cytokinins of the G2/M phase of the cell c¢yele during

maize germination, it does not account for the dramatic shortening of



the S phase that is observed during early germination. Thus the
mechanism of stimulation of the cell cycle by cytokinins probably
involves the participation of other cell cycle proteins that act
during early Gl to prepare cells for progression into the § phase.

We have followed the behaviour of a number of putative cell cycle
proteins during both normal and “accelerated” maize germination by
using heterologous antibodies to three proteins of Gl phase, cyclin D,
p53 and E2F and a protein of G2/M, cyclin B, the partner of p34°%,

Cyclin D triggers the commitment to progress into the cell cycle
during early Gl (Won et al. 1992, Baldin et al. 1993) and is
associated to a cyclin-dependent kinase, CDK4 or CDK6. Its function
appears to be counteracting the cell cycle inhibitory effect of the
retinoblastoma protein, pRB (Ewen et al. 1993). The p53 protein is a
checkpoint molecule that senses the cellular status before the
commitment te the cycle, halting the process in Gl if, for instance,
the DNA is damaged (Lane 19%2); p53 mechanism includes the promotion
of transcription for gene products that inhibit the action of @1
cyclin-CDK complexes (El Deiry et al. 1993).

The transcription factor E2F is involved in the transcription of
genes whose products participate in the S phase of the cycle (Nevins
1992). Its activity is down regulated by binding to pRB (Hiebert et
al. 1522); upon phosphorylation of pRB by cyclin D1-CDK4(6), E2F is
released from the complex with pRB so that it can act as a
transcription factor (Sherr 1994).

Finally, cyclin B is associated with p24®°?, forming what was
known for some time as MPF, oxr maturation (M-phase) promoting factor

{(Norbury and Nurse 1392).



In the present paper, we present data showing the behaviour of
these putative maize cell cycle proteins during normal and stimulated
germination, and discuss the mechanism by which cytokinins and/or seed

osmopriming might stimulate the germination process.

Materials and methods

Plant Material

Maize seeds (Chalquefic Variety) with 95% germination were used. Embryo
axes were hand dissected from dry seeds and used immediately or kept
at 4°C in a desiccator until use.

Materials

Cyclic AMP-dependent kinase inhibitor and 6-benzylamino purine were
from Sigma-Aldrich, &t. Louis MC, USA; protein A-agarose, calf thymus
histone H1 and protease inhibitor cocktail tablet {Complete™) were
from Bdehringer-Mannheim, Mannheim, Germany; Hyperfilm ECL and ECL
Western blotting detection reagent were from Amersham Internaticnal
PLC, Little Chalfont, England; Immobilon PVDF membranes were from
Millipore, Bedfoxd MA, USA; acrylamide, N,N bis-acrylamide, goat anti-
rabbit IgG (H+L)-Premium Quality peroxidase labelled, Cat. # 13859-012
and goat anti-mouse IgG (H+L)-Premium Quality peroxidase labelled,
Cat. # 13871-017 were from Gibco-BRL, Life Technologies, Gaithesburg
MD, USA; Rabbit anti-gocat IgG (H+L) horse radish peroxidase conjugate,
Cat. # 61-620 was from Zymed, San Francisgo CA, USA; cyclin D1 {(H-295)
rabbit polyclonal IgG against full length human protein, Cat. # sc-
753, p53 (Pab-240) mouse monoclonal IgG against 212-217 peptide of

human protein, Cat. # sc-99, E2F-1 (C-20) rabbit polyclonal IgG



e

against 418-437 peptide of human protein, Cat. # sc-1%3, p34°% (17)
mouse meonoclonal IgG against full length human protein, Cat. # sc-54,
eyelin Bl (H-433) rabbit polyclonal IgG against full length human
protein, Cat. # sc¢-752 and Cdk4 (H-22) goat polyclenal IgG@ against
280-303 peptide of mouse protein, Cat. # sc-601 were from Santa Cruz
Biotechnology Inc, Santa Cruz CA, USA; [y-*°P]-adencsine 5'-

triphosphate, 222 Tbg-mmol™ was from New England Nuclear, Du Pont,

Bostonn MA, TUSA.

Maize seed osmopriming

Conditions for maize seed osmopriming were reported prreviously {Cruz-
Garcia et al. 1995). Briefly, seed lots {25 seeds each) were imbibed
in a -1.7 MPa polvethylene glycel (PEG) solution for 10 days at 25°C.
PEG was then removed and osmoprimed seeds were germinated, without re-

drying, under optimal hydration conditions for the indicated time

pericds.

Protein extraction

Maize embryo axes were imbibed for 0, 3, 5, 10, 15 and 24 h in sterile
imbibition buffer (sucrose 2%, Txis HCl 50 mM pH 7.6, KCl 50 mM, MgCl,
10 mM and chloramphenicol 10 pg ml™?) either in the presence or absence
of benzyladenine (BA) at a concentration of 10°°M, or after seed
osmepriming. Axes were homogenized at 4% with extraction buffer (70
mM Tris-HCL, pH 7.5, 1.0 mM MgCl,, 25 mM KCl, 0.25 mM sucrose, 15 mM
B-mercaptoethanol, 0.1% Triton X-10C¢, 5 mM EDTA, 50 mM NaF, 1 mM
Na,vC,, 80 mM PB-glycerophosphate, 10 mM benzamidine and protease
inhibitor cocktail}. Protein extracts were centrifuged at 150000 g for

30 min at 4°C, and protein amount was determined (Bradford 1976). For



cyclin D-like protein determinations, extraction buffer also contained
1% SDS and 4 M urea since the protein seems to be very labile; in this
case, extracts were used immediately.

Immunoblots

Proteins (ca. 30 ug) were separated by SDS-PAGE electrophoresis (13%)
for 2 h at 20 mA, the gels were washed with transfer buffer (20 mM
Tris-HCl, pH 10.4, 150 mM glycine, 20% methancl) and proteins were
transferred to PVDF filters (0.2 pm pore size) by means of a LKB
Transblot apparatus for 1.5 h at 1 mA/cem®. The semi-discontinuous
buffer system recommended by the manufacturers was used. Membranes
were washed in TBS (30 mM Tris-HCl pH 7.4, (¢.15 M NaCl), transferred
to saturation buffer (TBS containing 5% semi-skimmed milk and 0.6%
Tween 20} for 1 h and then the first antibody was added to saturation
buffer and incubated overnight at 4°C with gentle agitation. Membranes
were washed twice in TBS and conce in TBS-0.5M NaCl and then probed
with the second antibedy for 1 h at room temperature. Membranes were
again washed as above and visualized by the Enhanced Chemiluminescence
method (ECL, Amersham).

Antibodies

All antibodies were used at a 1:2000 dilution for Immuncblot analysis.
All immunoblots were repeated at least 3 times.

Immunoprecipitation

This was performed according to Durdn et al. (1984). Total protein (50
Lg) was pre-treated with protein A-agarcse and then diluted 10-fold
with buffer A (10 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTZ, 0.05%

Nenidet P-40, 1 oM PMSF and 1 mM benzamidine). Anti-human p34°9e?



antibody at a 1:100 dilution, or anti-human cyclin D1 antibody at a
1:50 dilution, or pre-immune serum was added and the mixture was
incubated overnight at 4°C with gentle agitation. Buffer A-
equilibrated protein A-agarcse was added and the mixture was incubated
2 h at room temperature with gentle agitation; the resin was washed
three timee with buffer B (100 mM Tris-HCl, pH 7.5, 1 mM NacCl, 0.05%
Nonidet P-40 and 0.025% Triton X-100) and twice with buffer A. The
bound complex was used as the source of enzyme for histone Hi
phosphorylation assayed as described below or eluted with sample
buffer for SDS-PAGE (Laemmli 1970) for immunoblot processing.

Histone H1l kinase assay

The methodology described by Feiler and Jacobs (1990) with some
modifications was followed. To prepare protein extracts, imbibed maize
axes were homogenized with 10 volumes of extraction buffer. Extracts
were filtered through three layers of Miracloth and the filtrate was
centrifuged 30 min at 150000 g at 4°C; 50 ug of protein was diluted
two-fold with dilution buffer (70 mM Tris-ECl pH 7.5, 5 mM EGTA, 5

mM f-mercaptoethanol, 150 mM NaCl, 60 mM B-glycerophosphate, 1 mM Na, Vo,
25 mM NaF and protease inhibitor cocktail), and taken as the kinase
source. For the kinase assay, the reaction mixture contained 1 ug of
protein extract in 20 Ml of dilution buffer and 20 pul of reaction
buffer (70 mM Tris-HC1l pH 7.5, 10 mM MgCl,, 5 mM pB-mercaptoethanol,

5 mM EGTA, cAMP-dependent kinase inhibitory peptide, 20 uM ATP, 7.4
kBg [y-**P]ATP and 40 pg wml™ histone H1l). Under these conditions the
reaction was linear for at least 15 min. The reaction was stopped

after 10 min by adding stop mix and the proteins were loaded ontc an

10



SDS-PAGE gel, separated by electrophoresis and the gels prepared for

autoradiography.

Results

We have used antibodies raised against several human cell cycle
proteins to identify possible cognate proteins in cells from maize
embryo axes. Antibedies against cyclin D1, E2F, p53 and cyclin B
recognised fairly clean bands in maize protein extracts (fig. 1), and
were used to study the behaviour of the putative equivalent proteins
in maize under conditions in which germination was accelerated sither
by seed osmopriming (Cruz-Garcia et al. 1995) or by stimulation with
BA (Reves-Jiménez et al. 1991).

It is noteworthy to find all these types of proteins in dry
seeds. We had previously found that cell cycle proteins such as DNA
polymerases and p34°® were also present in dry maize seeds (Coello et
al. 1992; I. Herrera-Teigeiro, unpublished data), and that their
amounts did not vary during the germinaticn process (Coello and
Vazguez-Ramos 1295) .

The antibody against human cyclin B detected a 35-kDa band in
maize tissues, whereas the protein was approximately of 60 kDa in
human cells (fig. 1C, Pines and Hunter 1989). The sequence recognized
by the antibedy in human cyclin Bi is VEQHTLAKYLMELT, which is similar
to that present in the central region of maize cyclin CycZmII, which

when transfected promotes nuclear disassembly in Xenopus cocytes
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(Renaudin et al. 1994). A very close match to this sequence is also
found in plant A2-type cycling (Renaudin et al. 1996). The putative
cyclin B was present in dry seeds and its amount remained fairly
constant during the 0-24 h-period measured, whether seeds were
germinated under control conditions (fig. 2A), under the influence of
BA {fig. 2B) or during germination after seed osmopriming {(fig. 20C).
The lewvel of cyclin B in 10 day-osmoprimed seed axes was similar to
that found in dry seeds (fig. 2C). This antibody has been used in
immunoprecipitation experiments using maize protein extracts, and it
co-precipitates a 34-kDa protein with histone Hl-kinase activity that
is recognised by a homologous antibody against maize p34°® (I.
Herrera-Teigeiro, unpublished data). The reverse experiment, the
immuncprecipitation of maize protein extracts with an anti-human
P34 antibody, was carried out. A 35-kDa protein was co-precipitated
that was recognized by the anti-cyclin B antibody (fig. 3); as
expected, immunoprecipitation of maize protein extracts with the anti-
cyclin B antibody precipitated a 35 kDa protein (fig. 3). The second
antibody used to recognize immunoprecipitated proteins was goat anti-
rabbit, and therefore only recognizes IgGs in anti-cyclin B

precipitates (rabbit anti-human) and not in anti-p34°°? precipitates

{fmouse anti-human) .

The antibecdy against human E2F detected a band of around 60 kDa
in maize tissues, a size very similar to that found in human cells
{fig. 1B; Nevins 1992). The protein was also present in dry seeds and
remained at a constant level during germination of control seeds (fig.

4A) . Neither BA treatment of maize axes (fig. 4B) nor osmopriming
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(fig. 4C) caused significant changes in the amount of the E2F-like
protein during early germination when compared to protein levels
present in dry seeds, although a slight decrease in the amount wasg
ckserved by the end of the pericd measured {Fig. 4B and C). In 19-day
osmoprimed seeds there was a lower level of the E2F-like protein,

compared to the amount present in dry seeds (fig. 4C).

The antibody against human cyclin D1 detected a band of around
50 kDa in maize tissues and a band of around 34 kDa (fig. 1D) in human
cells (Xiong et al. 1991). The sequence recognized by this antibody is
EVETITRRAYPDANLLNDRVLRAM, and plant D cyclins contain similar sequences
(especially D1 and D2 types) in the EVETIRRA and in the DREVLRAM tracks
of the seguence (Renaudin et al. 1996). Dry seeds contain a
significant amount of this protein; however, it gradually decreased
during germination of control axes {fig 5a). This drop in the amount
of the cyclin D-like protein occurred earlier, and it was steeper in
BA-treated maize axes so by 15 h of germination only trace amounts of
protein could be detected (fig. 5B). The behavicur of this protein in
germinating osmoprimed axes, although similar, was more erratic since
there was a sharp drop at 5 h of germination and a sudden rise at 10 h
to drop again and disappear after 15 h (fig. 5C). This behaviour was
reproducible. Interestingly, 10 day-osmoprimed seed axes contained
trace amounts of thig pretein, much less than the amount present in
dry seeds or after 3 h germination after osmopriming (fig. sC).
Therefore, de novo synthesis of the cyclin D-like protein was followed
by germinating both control and osmoprimed seed axes in the presence

of cycloheximide, a protein synthesis inhibkitor. The results showed
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that ¢yclin D protein was present in 3 h-imbibed control axes in the
presence of cycloheximide, although at a lower level than in control
axes without cycloheximide at the same time (fig. 5A); however, it was
absent after 10 h, indicating that after 3 h of imbibition of control
axes, all cyclin D-like protein present was synthesized de novo (fig.
54) . In germinating osmoprimed seed axes treated with cycloheximide,
cyclin D was absent all the time (fig. 5C) indicating that seads
released from osmopriming must synthesize the protein from the start.

Immuncprecipitation of maize protein extracts with either anti-
cyclin D or anti-Cdk4 antibodies co-precipitated a protein with
histone H1 kinase activity (fig. 6} that contained a 38 kDa protein
immunorecognized by an antibody against mouse Cdks (fig. 7). In this
figure, the bands at around 50 kDa in the immuncoprecipitates
corresponded to the heavy chain IgG protein; the light chain IgG
protein of around 20 kDa could also be cbserved in some
immunoprecipitates. The immuncprecipitated human Cdk4 protein gave the
size band expected, i.e., around 32 kDa (fig. 7). Some residual IgG
heavy subunit and the Cdk4-like protein can be seen in the
supernatants.

The immunoprecipitated histone Hi-kinase activity was followed
during germination of control, BA-treated and osmoprimed seed axes.
The kinase activity pattern resembled quite closely the amount of
cyclin D-like protein detected by the antibody (fig. 8): whereas
kinase activity was detectable at 5, 10 and 15 h of germination of
centrol axes, it disappeared at 15 h of germination under the
influence of BA and showed the fluctuating behaviour under osmopriming

conditions, with no detectable activity at 5 h, recovery of activity
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at 10 h and total absence of activity at 15 h, indicating that the
obgerved pattern in the lmmuncblet (fig. 5) was not an artifactual
result.

The antibedy against human p53 detected a band of 50 kDa in
maize tissues (Eig. 124), very c¢lose to the 53 kDa band found in human
cells (Lane 1992). The p53-like protein was alsc present in dry seeds,
remained approximately constant up to 10-15 h of germinatiocn, and then
declined in amount (fig. 9A). This decline was steeper, occurring
after only 5-6 h of germination in both BA-treated axes and

germinating osmoprimed axes; trace amounts of protein were left after

24 h (fig. 9B and C).

Digcussgion

Metabolic events during maize germination, especially those leading to
cell division, are not synchronous; several hours have to pass after
imbibing seeds before DNA replication and mitosis are observed and
these take place at different times in different meristematic tissues
of the embryc axes (Baiza et al. 1989). Apparently, only a few cells
within these meristems are capable of dividing. In this context,
acceleration of germination, either by adding phytohormones or by seed
priming, resulting in a shortening of the interval before which DNA
replication and mitosis take place [(Reyes-Jiménez et al. 1991, Cruz-
Garcia et al. 1995), seem to have the effect of reducing the time at
which cell populations within the meristems of secondary and primary
roots are activated to enter the c¢ell division cycle, producing a

synchronization effect. DNA replication and mitosis should thus be
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considered important events during maize germination. It would be
expected that cell cycle proteins were involved in the regulation of
these events and should constitute excellent markers to follew the
timing at which the different phases of the cell c¢ycle take place
under these germination conditions.

We have used heterologous antibodies to follow the amounts of wvarious
prgteins through the cell cycle; despite this, there are elements that
lend validity to the results presented. In the case of both cyclin-
like proteins, there are sequences of the corresponding plant cyclins
that can be targeted by the antibodies used. Moreover, for both
cyclins analyzed we found a corresponding kinase activity. For p53 and
E2F proteins, we suggest their presence based on the molecular masses
detected, and the specific recognition of these and virtually no other
protein in immunoblots.

We have found that all cell cycle proteins measured are present
in dry seeds, something that seems to be the rule rather than the
exception. In previous work we reported three soluble DNA polymerases
present (and active) in dry maize seeds (Coello et al. 1992). The
amcunt of one of them, DNA polymerase 2, a replicative type enzyme,
does not vary during the 0-48 h period of germination measured (Coello
and VAzquez-Ramos 1995). We have also found that another important
cell cycle protein, the kinase p34°?, ig also present in dry seeds
and its amount does not vary during germination, even in BA-treated
axes (I. Herrera-Telgeiro, unpublished data). The constant levels
found for the cyclin B-like and E2F-like proteins during germination,
whether under contrel or under accelerated conditions, may therefore

not be surprising and may suggest a secondary role during accelerated
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germination. We have previously reported that even though maize DNA
polymerase 2 amount is constant during germination, its activity
fluctuates so that it reaches a fourfold increase in activity by 24 h
which coincides with the phosphorylation of the enzyme (Coello and
Vadzquez-Ramos 1995) . Maize p34°? protein also does not vary during
germination (as detected by an homologous antibody), but its activity
increases gradually and BA promotes an even higher kinase activity and
an earlier translocation into nuclei, its site of action (I. Herrera-
Teigeiro, unpublished data). Cyclin B is the partner of p34°%? in the
complex known as MPF. Thus, it is important that the anti-p34°92
antibody used co-immunoprecipitates a protein of the same size as that
recognized by the anti-cyclin B antibody and that this complex shows
histone H1 kinase activity; this would suggest that the putative
cyclin B protein is transported together with p34° to nuclei and
that this would alsc occur faster if cells are stimulated either by BAa
or by the priming process.

E2F protein, the trxanscription factor necessary for the
expression of S-phase genes, has not been reported in plants, and
therefore there are no details on molecular mass or activity. The
protein detected in maize protein extracts by the heterologous
antibody has a similar molecular mass. In mammalian cells, E2F seems
to be regulated mainly at a postranslational level (Sherr 1996);
perhaps the same situation holds for the putative maize E2F. It would
be most interesting to explore the possibility that E2F is released
from its inhibitory complex with pRb by the accelerating germination

conditions, thus letting S-phase genes to be expressed.
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Conversely, the putative cyclin D and p53 proteins show a very
different behaviour during germination. Both are present in dry seeds,
but gradually disappear as germination advances, and BA treatment as
well as oswmopriming cause a faster disappearance. The function of
cyclin D is to sense the metabolic state before cells are committed to
undergo the cell cycle (Sherxy 1993} ; cyclin D ig degraded under
conditions in which growth factors are removed, although it appears to
be rather stable when cells are engaged in proliferation (Sherr 1998).
The protein recognized and immunoprecipitated by the heterclogous
anti-cyclin D1 antibody has an associated histone Hl kinase activity
and an associated Cdk4-like protein kinase and is degraded during
early germination at times when DNA replication is taking place
(Reyes-Jiménez et al. 199i}. This was shown by the experiments with
cycloheximide. The turnover seems to be faster under accelerated
germination.

The apparent short half-life of the maize cyclin D-iike protein
contrxasts with the behaviour of its human counterpart, since seed
germination is a process that triggers cell proliferation. Perhaps
plant D-type cyclins are regulated differently than mammalian D
¢ycling, or proliferation during seed germination isg under a control
program different from that at other stages of plant development.
Another possibility would be that D-type cyclins in plants could carry
out functions similar to those of mammalian E-cyclins, which are
normally degraded during S phase (Sherr 1996) and have histone H1 as a
preferred in vitro substrate. Regardless, it would be necessary that
before disappearing, the cyclin D containing kinase phosphorylated the

pRb protein, thus releasing E2F, an hypothesis worth exploring.
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P53 1s a protein that halts the cell cyele under conditions of
DNA damage; otherwise, the protein is degraded (Lane 1992). A p53-like
protein has not been described in plants, although evidence of its
presence through germination was given for maize cells using an
heterologous antibody: the p52-like protein disappeared as germination
progressed (Georgieva et al. 199%4). We corrohorate these results and
in addition show that both BA and priming treatments promote a faster
disappearance, suggesting an earlier activation of the cell cycle.

Finally, we want to point out the similarity betwsen the effects
of exogenous BA and the priming treatment on seed germination. The
starting material differs in that dry maize embryo axes received
cytekinins together with the imbibition buffer, whereas axes from
osmoprimed seeds were under restrictive water conditions for 10 days
and then they were germinated without re-drying; notwithstanding this,
both treatments advance DNA replication and mitosis with similar
timing (Reyes-Jiménez et al. 1991, Cruz-Garcia et al. 1995) and appear
to do it in a gimilar fashion at the molecular level as the behaviour
of the cell cycle markers studied here indicate, strongly suggesting
that osmeopriming halts cells very early in Gl phase in maize axes. It
is expected that both treatments will produce their effects through
similar signalling pathways, perhaps involving the same signal
transduction cascade, and provide a physiological model to study the

mechanism by which the cell cycle is regulated during germination.
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Fig. 1. Immunorecognition of maize and human cell cycle proteins.
Protein extracts from 6 h-imbibed maize axes were separated by SDS-
PAGE and prepared for immunocblot analysis, using for
immuncrecognition: A, anti-human p53 antibody; B, anti-human E2F
antibody; C, anti-human cyclin B antibody and D, anti-human cyclin D
antibody. Zm, Zea mays, H, human c¢olen cancer cells (normal human
colon cells for p53).

Fig. 2. Immunorecognition of the cyeclin B-like protein. Maize embryo
axeg were imbibed for 0 {(ds), 3, 5, 10, 15 and 24 h under control
conditions (A}; in the presence of 10™°M BA (B) or after 10 days
osmopriming (C). Proteins from each sample were separated by SDS-PAGE
and prepared for immunoblot analysis. An antibody against human cyclin
B was used. Op, axes from 10 days osmoprimed seeds; GAP, germination
after osmopriming.

Fig. 3. Co-immunoprecipitation of cyclin B- and p34cdc2-type proteins.
Protein extracts from € h imbibed maize axes were immunoprecipitated
using antibodies against human p34™% (p34°*) or human cyclin B (Cyc
B} . Proteins in the immunoprecipitates were separated by SDS-BAGE and
prepared for immuncklot analysis. The antibody against human cyclin B
was used for immunorecognition. IPP, immunoprecipitate; SN,
supernatant after immunoprecipitation; TP, total protein extract.
Fig. 4. Immunorecognition of the E2F-like protein. Procedures were
ildentical to those described in fig. 2. 2An antibody against human E2F
protein was used.

Fig. 5. Immunorecognition of the cyclin D-like protein. Procedures

were identical to those described in fig. 2, except that in these
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experimentsg, contreol and osmoprimed maize axes were additionally
treated with cycloheximide (CH) and then imbibed for 3, 10 and 15 h.
Fig. 6. Histomne Hl kinase activity in anti-cyelin D antibody
immunoprecipitates. Protein extracts from 6 h imbibed maize axes weres
immuncprecipitated using either an anti-cyelin D antibody (CycD) or an
anti-Cdk4 antibody {(Cdk4), and the precipitates were used as a source
of histone H1l kinase activity (Hl). TP, activity in total protein
extracts.

Fig. 7. Co-immunoprecipitation of a Cdk4-like protein. Protein
extracts from 6 h-imbibed maize axes were lmmunoprecipitated by using
either anti-human cyclin D (CycD) or anti-mouse Cdk4 (Cdka)
antibodies. Proteins in the immunoprecipitates were separated by SDS-
PAGE and prepared for immunoblot analysis. The antibody against Cdk4
was used for immunorecognition. TP, total maize protein extract; IPP,
immunoprecipitate of maize proteins; SN, supernatant of maize
proteins; IPP, immuncoprecipitate of human proteins (colon cancer
cells) .

Fig. 8. Histone Hl kinase activity in cyclin D-like complexes during
germination. Protein extracts from 5, 10 and 15 h imbibed maize axes,
either in the absence of BA (control, lanes 1, 4 and 7), in the
presence of BA (lanes 2, 5 and 8) or after osmopriming {lanes 3, 6 and
9), were immunoprecipitated by using anti-human cyclin D antibody and
the precipitates were used as a source of histone H1 kinase activity.
Fig. 9. Immunoreccgnition of the p53-like protein. Procedures were
identical to those described in fig. 2. An antibody against human p53

protein was used.
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4.1 Discusion.

La Discusion estd dividida en tres partes: de los resultades de los efectos de citocininas
sobre la expresién génica; de los resultados de los efectos de citocininas sobre protefnas de mafz,
andlogas a proteinas reguladoras del ciclo celular eucariético; y finalmente, sobre posible(s)

mecanismo(s) mediante el(los) cual{es) las citocininas estimulan el metabolismo durante la

germinacién de maiz
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4 .1.1 Efectos de Citocininas sobre la Expresién Génica Durante la
Germinacion de Maiz.

El fenémeno de la germinacién ha sido objeto de diferentes estudios encaminados a
determinar ‘si este proceso constituye un estado de diferenciacién dentro de las dI'S'I‘inTC‘lS etapas
del desarrallo en e ciclo de vﬁda\de una plan;ra, o si por ofro lado constituye un periodo en el que
simplemente se deﬁene el metabolismo y la entrada de agua promueve la reacﬂvacitén de aquellos
procesos que quedaron detenidos ;!ur-an're la desecacién en la embriogénesis. Debido a que la
sintesis de proteinas se.establece rdpidamente Aespués del inicio de la imbibicion (Bewley énd
Black, 1994), se han llevado a cabo diversos estudios para examinar el papel, durante las etapas
Temprands de germinacién, de los A-RNrn almacenados en la semilla seca. Los resultades han sido
ambiguos:

Por un lado, se ha sugerido un papel funcional para los ARNm almacenados en la semilla seca:
esta interpretacién se basa en el hallazgo de polipéptidos con tamafios y secuencias similares, al
comparar los productos de traduccién in vitro de mensajes aislados de semilla seca con los
productos de mensajes aislados de semillas germinadas (Brooker et al., 1978). También, se ha
demostrado que en algunas especies, la adicidn de inhibidores de la ftraduccidn no afecta ni la
cantidad ni la calidad de proteinas sintetizadas en etapas tempranas de germinacién (Hammet and
Katterman, 1975).

Por otra parte se ha sugerido un papel pobre o restringide para los ARNm almacenados en
semilla seca debido a que algunos de ellos codifican proteinas de reserva o polipéptidos de muy
bajo peso molecular, que pueden ser reemplazadas por nuevos polipéptidos al inicio de la

germinacién (Delseny er al., 1977: Carlier et al., 1980; Martin and Northcote, 1981).
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Con base a diversos antecedentes expel"'imenfales‘ob'renidos en nuestro Iabor'a‘ror'!'o, entre los

_que se encuentran principalmente la reversion por a-amanitina de la estimulacién de la siﬁfesis de

ADN por citocininas y la modificacién por estas fitohormonas de la poblacién de ARN mensajeros

‘ traducibles a las 6 horas de germinacidn, existia la posibilidad de que las citocininas promovieran

cambiog en la expresidn génica durante la germinacién de maiz. Para investigar esta posibi Iidad,l

durante el inicio del presente proyecto se decidié utilizar la técnica experimental mds indicada
para ese enfonces, el sondeo diferencial de una biblioteca de ADNc.

Después de sondear independientemente dos bibliotecas de ADNc de 4 y 15. horas de
germinacién, se detectaron y aisla‘r'on una serie de clonas. Para las dos mds representativas, se
enconiré por medio ensayos de northern blot que las citocininas indujeron sélamente una
potenciacién en la expresién de los correspondientes transcritos. Con la sonda 9.4 se detecté un
franscrito cuya concentracién disminuye conforme la germinacién avanza, y la adicién de
citocininas dnicamente adelanta la desaparicién. Con la sonda 13.1 se detectd un transcrito que
estando presente en la semilla seca, incrementa progresivamente su concentracién a lo largo de
las primeras 15 horas de germinacién y la adicién de citocininas solamente magnifica el incremento
(descrito en el articulo 1).

Como puede observarse, mediante la técnica del sondeo diferencial de bibliotecas de ADNe
no pudieron aislarse genes cuya expresién fuese modificada del *todo o nada” por las citocininas,
pero los experimentos realizados con c-amanitina indican que durante la germinacién se requiere
de la actividad franscripcional para que este proceso se desarrolle. Las razones para no haber
podido detectar estos cambios transcripcionales pueden radicar en que aquellos genes que se

expresen diferencialmente, por su naturaleza reguladora deben estar escasamente representados
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en la pobl‘acién total de ARNrmensajer'os, 0 que su éxpr;asién es altamente transitoria y en los
tiempos en los que se realizé el esh]dio no se encuentran significé:’rivamen’re representados,

Si efectivamente el problema en la deteccién de ;xpresién diferencial radica en una baja
r-epr'esen’ra’rividad‘ de los transcritos cc;r'r'espondien'res; las probabilidades de defecc'ién y
aislamiento de estos genes serdn mayores utilizando uﬁa Técnica mds potente para el andlisis
comparafi\;b de pobflaciones de ARN mensﬁjeros provenientes de células expuestas a diferentes
estimulos, condiciones o tiempos de tratamiento,

En el ensayo de "RNA Differential Display" se amplifican exponencialmente, por medio de la
reaccién en cadena de la polimerasa, ADNc sintetizados a partir de sub-poblaciones del total de
ARN mensajeros, los cuales provienen de células expuestas a diferentes condiciones (Liang and
Pardee, 1992). Los ADNc producidos son separades en un gel de secuenciacién y las bandas
comparadas enire si por medio de marcaje isotépico o tincion con< plata, Puesto que las mayores
diferencias entre las poblaciones de mensajeros de semillas control e inducidas, detectadas
mediante sondeo diferencial de biblictecas de ADNe, se presentaron a las 15 horas de
germinacion, el primer ensayo de DD se realizé con ARN poliadenilado de ese periodo. No
obstante, debido a que los resultados fueron similares a los de los sondeos diferenciales, se
decidié estudiar otra etapa de germinacién en la cual existieran mayores probabilidades de
detectar expresidn génica diferencial, para lo cual se realizaron una serie de experimentos que
consistieron en estimular la germinacién de maiz mediante la adicién exégena de citocininas por
diferentes periodos, con el propésito de encontrar tiempos especificos en los que la adicién de
citocininas causaran una respuesta fisioldgica mds evidente. Los resultados mostraron que cuando
las citocininas estdn presentes de manera continua durante las primeras 24 horas de germinacién,

inducen una estimulacion bifdsica en la sintesis de ADN: un pico a las 9 horas y posteriormente un
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incremento constante desde las 12 hasjd las 244 horas. Cuando las citocininas son 6di;:ionqdas
durante iqs tres primeras horas se presenta (nicamente el pico inicial, pero cuando gon
adicionadas dur'anfe el periodo comprenciido entre las 3 y las 6 horas si se presentan las dos
fases, aunque la respuesta es menor (articulo 1).

En el periodo combrendido entre las 3y las 6 horas‘de.\g'er-minac:ién las ci'i'olcininas estimulan
la sintesis de ADN de ménera similar a cuando estdn presentes todo el fiemi:o, GLIII:l cuando son
retiradas posteriormente del medio de imbibicién. Esto indicar'iu\‘que en este periodo existé la
influencia sobre algdnrevenfo o proceso, el cual parece promover la estimulacién de eventos
poé‘reriores. Por este motivo, se decidié repetir el ensayo de ADD, partiendo de ARN mensajeros
extraidos de ejes embrionarios de 5 horas de germinacién en presencia de citocininas.

Con las modificaciones descritas en "Resultados adicionales”, la utilizacién de esta técnica
permitid la deteccion de segmentos de ADNc que en primera instancia parecen inducirse o
reprimirse por la accién hormonal (nivel transcripcional: articulo 1y resultados adicionales), pero
que después de la corroboracién por northern blot de los correspondientes niveles de transcritos,
mostraron una vez mas resultados similares a los anteriormente obtenidos: genes que aumentan o
disminuyen su expresién por efecto de citocininas, pero ninguno afectado como “todo o nada”. La
secuencia del ADNc BARM-1 corresponde a un gene de mantenimiento, sin embargo, al igual que
las secuencias de BAEM-1y BAEM-2, contiene sitios de modificacidn post-traduccional que las
convierten en moléculas interesantes desde un punto de vista de requlacién, como se describird a
continuacidn.

La clona pZmR1 contiene un ADNc de 865 pares de bases e hibrida con un ARN de
aproximadamente 3,000 bases. El transcrito estd presente en semilla seca pero su concentracién

disminuye conforme avanza la germinacién y el efecto hormonal acelera la desaparicién del
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mensaje. La comparacién de su secuencia nucleotidica y la polipéptidica de,ducidaz muestran un alto
grado de sirr\ﬂlifud e iguéldad con la enzima Porfobilinégeno Desaminasa de géneros evolutivamente
tan distantes como bacterias (Escherichia coli, Bacillus &ubtilis), levaduras (Sacharomyces
_cerevisiae), algas-(Euglena gracilis, Chlorobium vibrioforme), plantas (Pis,um;arivum, Arabidopsis
thaliana) y animales (fa‘rén, rﬁ’ra y humcmp). Aungue no se ‘riené el marco de lecﬂlr‘d abierto, la
gran similitud e igualdad entre es;fas secuencias pérmi’ren asegurar que el inserto de la c‘lona'
pZmR1 contiene la secuencia complementaria del ARN que codifica la enzimaHPor'fobilinc‘Sgeno
Desaminasa de m_afz. Esta enzima lleva a cabo la primera reaccién de ciclacién en la formacién del
anillo tetrapirrdlico del uroperfirindgeno III durante la sintesis de pr‘ofopor'fi’r*inas. Es
interesante el hecho que teniendo un papel importante en la sfnfesis de precursores de clorofila,
la expresién del gen disminuya en una etapa del desarrollo en la cual no tiene aparentemente un
papel relevante. Sin embargo, se ha demostrado que un proceso que ocurre durante la maduracién
de ciertas semillas es la degradacién de clorofila, y esto se correlaciona con la capacidad para
sintetizar proteinas de reserva (Parcy et al, 1997). No obstante ser considerado un gene de
mantenimiento del aparato fotosintético, BARM-1 contiene en su secuencia 3 motivos de
fosforilacion por diferentes proteinas cinasas: Proteina Cinasa dependiente de AMP ciclico
(proteina cinasa A), Proteina Cinasa € y Caseina Cinasa IT. Las tres cinasas estdn involucradas en
vias de transduccién de sefiales. De esta manera, es interesante que una sefial hormonal como las
citocininas aceleren la degradacién del mensaje para una enzima involucrada en la sintesis de
clorofila, durante las etapas tempranas de la germinacién. Parte del comportamiento anterior se
comprueba al detectar expresién del transcrito en hoja, pero poca en raiz y callo en proliferacién

(nivel transcripcional: resultados adicionales).
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La clona pZmE2 contiene un ADNc de 432 pares de. bases. En ensa*os de northern blot,
hibrida con un transcrito de 2,400 bas,és, el cual estd ‘presen‘re en semilla seca y su concentracién
aumenta paula'l'\incmenfe conforme avanza la Qermihacién; en presencia de cifocininas el aumento
es mayor. El ADNC tiene simi}lifud con et- extremo 3” no 'rradu;:i ble d:zl gen Ignpri, perteneciente a
una familia de tres genes que codifican p‘r'bTeir’\as abundantes en semiilas de Lemna gibba, de
funcién desconocida, cuya expresidn es reprimida en etapas tardias de germinacién por efecto del
fitocromo (Okubara and Tobin, 1991) a Travéé, probablemente, de la hediacién del dcido absaicic‘o ‘
(ABA). En ofros tejidos, como hoja madura, la expresién de estos genes se reprime por efecto de
la luz: se ha sugerido que el comportamiento en estos tejidos puede estar regulada a diferentes
niveles (Okubara and Tobin, 1993). Durante la germinacién de i'naiz, las ci’rocil‘qinas inducen un
aumento inicial de.pZmEZ. No se sabe si en ambas especies Ic;; regulacién es diferente o estas
proteinas rﬁenen funciones diferentes.

La clona pZmES contiene un ADNc de 314 pares de bases. Los ensayos de northern blot
muestran un transcrito de 2,800 bases que estd presente a las 6 horas de germinacién y casi
desaparece para las 15 horas. En presencia de citocininas la cantidad es mayor para ambos
tiempos. La secuencia del ADNc tiene similitud con algunas secuencias reportadas; aunque para
algunas de ellas no se conoce la funcidn, sy similitud c‘on el gen ntRablle de Nicotiana tabacum,
que codifica para una putativa proteina de unidn a GTP de la sub-familia de Ras. Este hecho
pareceria no tener relevancia, debido a que la similitud se presenta en un tramo corto: sin
embargo, si bien esta secuencia nucleotidica no incluye un marco de lectura, se encuentra la
sefializacién de un putativo exdn entre los nuclestidos 55 y 215, el cual codifica para un
polipéptido de 53 aminodcidos. La comparacién de la secuencia de este polipéptide en bancos de

datos muestra similitud con dos motivos de modificacion post-traduccional en el dominio
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citoplasmdtico de receptores con actividad de cinasas de serina/treonina, entre los. que se
eﬁcuenfr‘an é! receptor de TGF-B (Traﬁsfor'ming Growth Factor) de humano (Lin er al.,\19:94), de
rata (Tsuchida et al., 1953) y de ratén (Suzuki er al., 1994)5 el receptor de activina IT de humano
(Hilden et al., 1994), de rata {(Matzuk et al.; 1992), de ratdn (Mizuno et al., 1994) y de activina IT
y IIB de bovi‘no (Ethier ef al., 1994); y cinasas tipo LIM de serinq/’ri'eoni\na que tienen funciones
inip&r?én'rés durante la diferenciacién testicular en rpedéres (Proschel et al., 1995) y en humano
' (Mizuno ez al., 1994),

Los receptores de TGF-B modulan su unién a otros factores membranales mediante, entre
otras cosas, el enlace de dcido miristico a residuos de asparagina en el extreme amino terminal ;
mientras que las cinasas LIM contienen dedos de zinc involucrados también en la unién a otras
proteinas (Proschel et al., 1995). La principal modificacién post-traduccional que comparten estos
receptores con BAEM-5 es precisamente una miristoilacién; parecerfa por lo tanto, que esta
modificacién podria estar relacionada con la capacidad para unirse a otras proteinas, aunque debe
hotarse que las similitudes detectadas entre los motivos presentes en BAEM-2 y estos
receptores/cinasas (que por otro lade son muy parecidos entre ellos) se encuentra principalmente
en el dominio catalitico citopldsmatico de estos dltimos. No obstante, el que la secuencia peptidica
tenga similitud con un buen niimero de receptores con actividad de cinasa y no con otras proteinas
localizadas en membrang, y el que la secuencia nucleotidica se parezca en un segmento a una
proteina de unién a &TP tipo Ras, hace interesante el hecho de que las citocininas induzcan un
incremento en la cantidad del transcrito,

Aungue el principal nivel de regulacidn en los sistemas de transduccién de sefiales mitogénicas
ho es en la sintesis de proteinas, tanto en estos sistemas como en los puntos clave de regulacién

del ciclo celular, la fosforilacién de proteinas juega un papel preponderante. Eil estudio posterior
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de este producto de ADNCc clonado -por ejemplo la bisqueda del marce de lectura abierto- debe
ofrecer resultados mds precisos. ’

Recapiful;:ndo sobre la identidad y comportamiento de los ADNEc aislados h&s’ra' el momento,
independientemente .del papel que los respectivos productos codificados tengan durante la
germinacién de maiz, sué respectivos rﬁensajes es;rcin* presentes en la semilla seca; y 1al
esfii'nulacién- en la sintesis de los franscritos deépués del inicio de Ig imbibicién puede representar
un aumento o un adelanto de las funciones celulares codificadas por ellos.

Este comportamiento no es inusual ya que existen en la literatura reportes que ofrecen
pruebas de transcripcién durante etapas tempranas de la germinacién, de mensajes almacenados
en senilla seca; por ejemplo, algunos de los mensajes almaceﬁados en semillas de Vigna
unguiculata son sintetizados nuevamente desde las 4 horas posteriores al inicio de la imbibicién
(Suzuki and Minamikawa, 1985). Datos como el anterior sugieren un papel active durante las
primeras horas de germinacién, de los ARNm almacenados (Sédnchez de Jiménez and Aguilar,
1984). Estos resultados Apoyan la hipétesis de que la imbibicién y la germinacidn son parte de un
proceso continuo de desarrollo desde la embriogénesis hasta antes del crecimiento post-
germinativo de la pldnfula (Suzuki and Minamikawa, 1985), Desde ese punto de vista, no deberian
existir marcadas diferencias metabélicas entre los (ltimos estadios de maduracién de la semilla y
las etapas tempranas de la germinacién. Sin embargo, nuestros resultados con inhibidores del
proceso transcripcional y con la estimulacién por pulsos de citocininas demuestran que la
germinacién requiere necesariamente de la franscripcién de nuevos mensajes y que el periodo
cuando esto es necesario podria ser entre las 3 y las 6 horas. Ambos puntos de vista pueden no

ser contrarios del fodo: La transcripcidn de la mayor parte de los mensajes al inicio de la

imbibicion puede estar definida desde la embriogénesis, pero la transcripcién de genes
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regulatorios que estén involucrados en el establecimiento de la germinacién puede constituir uﬁ
. fendmeno de n;ovo, y con las Téc;r{icas empleadas en este estudio no pudieron aislarse.
Ap‘o‘ydndose en estos conc;epfos y en los datos 6BTenidos en el presente trabajo con relacion a
los efectos de citocininas c; nivel transcripcional, puede sugerirse que el grueso del patrén de la
expresién génica desplegado durante el establecimiento y ei desarrollo de Ig germinacién estd
probablemente determinado desde el proceso de maduracién de la semilla. Sin embargo, no se
descarta el hecho de que las técnicas empleadas no permitieron detectar la expresién de genés
‘cu‘ya expresion sea exclusiva de etapas de la germinacidn, ya sea bor'que estos se encuentran
extremadamente poco representados en el total de transcritos o porque son expres;dos

puntualmente durante la germinacién,
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412 Efectos de Citocininas sobre Proteinas Reguladoras del Ciclo
Celular.

El bloqueo de las células en G1 o en su fase anterior (Gb) como punto de par'rlidq hacia la
diferenciacién es un proceso comin en células ;ﬁcariom‘es y se ha demostrade que las células
detenidas .en G61/60 mantienen altos niveles de v‘iabiliddd por extensos periodos de ‘riempo‘
(Yanishevsky, 1981). La mayoria de los datos disponibles sobre la éer‘minacién de embriones de
maiz indican que durante la maduracién de la semilla la mayor parte de las células embrionarias
estdn blogueadas en la fase 61 del ciclo celular (Deltour and Jacgmard, 1974), y adn después de
12 horas del inicio de la imbibicién, ]a' mayoria de las células (75%) permanecen en la fase 61. Aun
cuando un porcentaje importante de células se empieza a mover hacia la fase S en estas etapas,
no se detectan figuras mitéticas en secciones seriadas de embriones de maiz (Baiza et al., 1989,
Georgieva et al., 1994),

Debido a que, de acuerdo a nuestra hipétesis, la conclusién exitosa del proceso germinativo
en las semillas implica la conclusién de! primer ciclo celular, y a que en sistemas de eucariontes
superiores la regulacién del ciclo es llevada a cabo por proteinas altamente conservadas, se
resolvié estudiar la presencia en maiz de algunas de estas proteinas, escogidas con base a su
relevancia en los puntos clave para la reactivacién de la proliferacién y en los puntos de control de
avance del cicle celular, principalmente en las transiciones 61/5 y 62/M. Una vez detectada la
existencia en maiz de proteinas andlogas, se procedié a estudiar su comportamiento durante la
germinacién normal y acelerada con citocininas.

Como herramienta metodoldgica se emplearon anticuerpos policlonales dirigidos contra los

siguientes marcadores del ciclo celular en humano:
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l.la pﬁo‘reim; anti-tumoral p53, una proteina relacionada con la percepciéﬁ del estado celular
en la fase 61, y que impide la entrada al cic[o bajo condiciones adver;sas, por ejemplo dafic en el
- ADN.

2. La ciclinal Dl,)que‘es la ciclina mds relacionada con la respuesta a Ia' transduccidn de
sefiales exTer'nc;s, proliferativas o nutfricionales, y responsable, como parte de un complejo :
ciclina/cdk, del avan“ce. sobre el punto de restriccién R en la fase G1.

5. El factor ‘Irr'anscr'ipcional‘EZF, una proteina involucr‘adc\l‘ en la ’rlr'ansicién 6l1/s y-en la
transcripcion de genes fundamentales para la sintesis del ADN,

4. La ciclina B, la proteina encargudﬁ, también como parte de un complejo ciclina/cdk,  de
regular la transicién en la interfase G2/M.

Mediante ensayos de Wes’rer'n blot, se (Iogr'é la deteccion de bandas tnicas én extractos de
ejes embrionarios de maiz, con todos los anticuerpos utilizados adn bajo las condiciones mds
rigurosas. En principio, estos resultados constituyen el ﬁrimer indicio de que efectivamente
existen en maiz protefnas andlogas a las correspondientes proteinas de humano utilizadas para
producir los anticuerpos. Todas las proteinas estdn presentes en la semilla seca, pero tienen
diferente comportamiento conforme avanza la germinacién y responden de manera particular al
estimulo mitegénico por citocininas.

En general, los resultados muestran durante la germinacién normal dos tipos de
comportamientos para las proteinas detectadas: la cantidad de proteina para las putativas E2F-1,
ciclina B y p53 no cambia apreciablemente durante las primeras 24 horas de germinacién,
mientras que para ciclina DI ocurre una disminucién paulating, de tal modo que después de las 15

horas la proteina presenta un nivel extremadamente bajo.
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En presencia de citocininas se presentan iguhlrﬁen?e dos tipos de respuestas: no se ﬁbser*van
efectos sobre la cantidad de las proteinas E2F y ciclina B. Pero estas fitchormonas promueven la
degradacién de p53 y de ciclina D1 después de 6 Horas de iniciada la imbibicién, ya qt,Je‘Ia
cantidad de ambas pro‘réinas disminuye drdsticamente a las 9 horas.

Debido a que el uso de cénﬁcuerpos heTerélqgos infroduce ‘un elemento de incertidumbre
sobre: los resultados obtenidos, se réalizaron experimem‘ﬁs encaminados a detectar en estas
proteinas de maiz las actividades enziméticas asociadas a las homdlogas de humano, con el fin de
aumentar los elementos que aségur'en la iden‘ridﬁd de las profein;zs detectadas.

Las ciclinas constituyen las subunidades regulatorias de los complejos ciclina/cdk, con
actividad de cinasa (Pines, 1993). Por este motivo, las proteinas detectadas en maiz con los
anticuerpos anti ciclina D1 y anti ciclina B deben estar asociadas con una cinasa. Para comprobar
esto se realizaron los siguientes ensayos:

a) Se inmunoprecipitaron extractos de maiz de diferentes tiempos de germinacién con
anticuerpos dirigidos contra las ciclinas D1y B;

b) Se inmuncprecipitaron los mismos extractos con anticuerpos dirigidos contra las cinasas
cdk 4 y cdc2, que son subunidades cataliticas asociadas con la ciclina D1 y la ciclina B,
respectivamente.

Ambos inmunoprecipitades se utilizaron para determinar por un lado la presencia de la
contraparte asociada, y por otra parte para realizar ensayos de fosforilaciéh sobre la Histona H1,
que es un sustrato especifico para las cdks.

Los anticuerpos heterdlogos dirigidos contra estas ciclinas y cdks inmunoprecipitan proteinas
del mismo peso molecular que las detectadas por inmunoblot a partir de extractos totales de

maiz, y co-inmunoprecipitan a las respectivas proteinas asociadas (a saber ciclina B con cde2 y
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ciclina D1 con cdk4). Asimismo, estos inmunoprecipitados contienen una actividad de cinasa que
fosfon;'ila a la Histona H1. Esta actividad presenta el mismo comporfamiento que la ciclina
D1 durante los tiempos de germinacién estudiados; estd presente en éemilla secay djsmia‘quye a las
15 horas, pero en presencia de citocininas la disminucién es mds acentuada. Tanto la cantidad de
proteina como ia actividad de cinasa asociada desaparecen antes de lo normal pdr‘ el 'rra'ramignfo
hormonal; como esta actividad se requiere pﬁr‘a el paso sobre el punto R del ciclo, puede
sugerirse gue las citocininas adelantan el tiempo de accidn de estos complejos, degraddndose la
ciclina D cuando ya no se requiere (figura 13, comparar con la figura 3 de la introduccién).

Para las proteinas p53 y E2F-1, que tienen actividad como factores de transcripcion, no hay
reporfes sobre su presencia en maiz y solo se conoce un ensayo para demostrar el estado de
activacién de p53 en tejidos tumorales de humano (Flaman et al., 1995). Por lo tanto, los Unicos
elementos que se tienen para aseguﬁar su presencia son los resultados de los experimentos de
inmunoblot, que muestran la clara identificacién de una sola banda.

Junto con las proteinas estudiadas en el desarrollo del presente proyecto, en nuestro
laboratorio se ha reportado la presencia en semillas secas de maiz, de proteinas como las ADN
polimerasas (Coello ef al., 1992) y una proteina homéloga a la cinasa p34°¢%* (Herrera-Teigeiro,
datos no publicados). La cantidad de estas proteinas no cambia durante la germinacién pero
presentan cambios en su actividad. La ADN polimerasa 2 incrementa su actividad después de las
15 horas de germinacién, evento asociado con un aumento en sus niveles de fosforilacién (Coello,
1995). La cinasa p34°* presenta un incremento en actividad en tiempos coincidentes con su

transportacién al nicleo (Herrera-Teigeiro, datos no publicados).
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Figura 13. Efecto de citocininas sobre proteinas del ciclo celular de maiz.
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De manera-similar, las putativas profefnas del ciclo celular de maiz estdn todas presentes en
semilla seca, Mientras que las prq‘rei-nas'de’rec‘radas con los am‘icﬁerpos diriéidos contra el factor
antitumoral ﬁ53, el factor transcripcional E2F-1 y la ciclina B mantienen una concentracién
constante durante las priméra‘s 24 Hofas de germinacidn, la proteina cor‘rgspoﬁdien’re a la ciclina
D1 presenta una disminucidn remarcada hacia las 15 horas.

El hecho de que pr'o‘reinas importantes para el reinicio de la proliferacién ce!uiar; se
encuentren almacenadas en la samillafseca, sugiere que durante la etapa de madura&ién debe
presentarse un programa molecular con el que se asegure el establecimiento exitoso del reinicio
de la proliferacidn, una vez que se lleven a cabo los proceses de reparacién del dafio acumulado
durante la etapa de quiescencia metabélica. Coincidente con esta suposicién, se ha propués’ro que
durante la etapa de embriogénesis pueden formarse pozas especificas de me‘rabo!i’rds, que serdn
utilizados durante el periodo de imbibicidn; pe;r' ejemplo, se ha sugerido la existencia en semillas
secas de maiz de una poza de timidilato que serd utilizada en tiempos tempranos de la germinacién
para asegurar que los procesos de sintesis reparativa y replicativa del ADN se inicien
independientemente de la sintesis de novo de proteinas (Georgieva et al., 1994),

Con lo anterior como antecedente, y considerando los efectos tanto de los inhibidores de la
transcripcidn y la traduccién como los de la adicién exégena de citocininas, es posible propener un
modelo que represente la activacién del metabolismo durante el establecimiento de esta

importante etapa del desarrollo de una planta, lo que se describird a continuacién.
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4.1.3 Efectos de Citocininas Durante la Germinacién de Maiz.

La respuesta de algunos procesos moleculares a la adicién exdgena de ;i'rocininas durante la
ger‘rﬁimcién de maiz, .;ugiere que este grupé de-fiforregulador‘es actda a diferentes t;liveles.

UTi[iz;qndo como pardmetro la estimulacién de la sintesis de ADN, puede decirse que
dependieﬁdo del tiempo de adicidn, las ‘ci‘rocinin&s pueden promover eventos tempranos’y eventos
tardios. Se ha pensado que los primeros pueden estar relacionados con procesos de reparacién
(Osborne, 1983; Zgr‘al’n et al., 1987) y los tardios pueden relacionarse francamente con eventos
replicé’rivos o proliferativos (Galli et al., 1981; Zarain et al., 1987; Reyes et ul., 1991). Sin embargo,
debe resaltarse el hecho de que es en el perfodo comprendido entre las 3 y las 6 horas cuando los
procesos moleculares responsables de la promocién de eventos tardios son estimulados por las
citocininas.

Al nivel de sintesis de ARN mensajeros, nuestros resultados muestran un cierto nimero de
mensajes afectados por las citocininas, pero no parecen hacerlo al nivel de "todo o nada”. Los
efectos observados con el uso de a-amanitina si implican la existencia de transcripcidén de novo,
pero el hecho de no haber detectade genes que se expreﬁen diferencialmente puede mas bien
radicar en la competencia de las técnicas empleadas. De hecho, es de esperarse que un gen
regulador tenga precisamente un nivel bajo y un periodo limitado de expresién, lo que constituye
un problema metodolégico para su deteccidn.

Al nivel de sintesis de proteinas, las citocininas no afectan la concentracion de proteinas cuya
actividad es importante una vez que se reinicié el ciclo celular (E2F-1y ciclina B), pero si afectan
tanto la concentracién como la actividad de proteinas involucradas en el establecimiento del

compromiso molecular para la entrada al ciclo (p53 y ciclina D1).

103



Con base a este compor"rarnienfq, puede sugerirsz\ un mecanismo de‘accio’n de las ciTo;{ni,nqs
durante la germinacién de mc‘c;’z, regulandc; directa o indirectamente la actividad ;ie eﬁzimas
importantes que estdn preseri'rgs desde la semilla seca, como las proteinas p53 y ciclina DL Ambas
protginds constituyen el blanco final de cascadas de transduccién de una amplia variedad de
sefiales, mediante las cuales la célulq percibe su entorno y modula su destino mefabéliéo. De esta
maner;a, sefiales mitogénicas, nu'rric‘iona[es y de diferentes tipos de estrés son percibidcgs por la
célula y frqnshifidas a esfa§ proteinas durante la etapa 61 del ciclo celular antes de la transicién
sobre el ‘pum‘o R, |I3udiendo la célula en esta etapa decidir el rumbo hacia la prolifer'acié-n, la
quiescencia o la diferenciacién (Hutchison and Glover', 1995). Debido a que estas proteinas sén
estimuladas por las ci’rocipinas durante la germinacién de maiz, sefia posible proponer que estos
fitorreguladores actuaran a través de alguna ruta de transduccién de sefiales.

Al respecto, existen en la literatura trabajos que muestran fosforilacién in vitro de p53 por
cinasas dependientes de ciclinas (cdks), proteina cinasa € (PKC), caseina cinasa II (CKII) y cinasas
activadas por estrés (SAP-K) (Milne et al., 1995). Estos reportes ofrecen claras evidencias de que
la capacidad de unién al ADN de p53 es activada por fosforilacién independiente en cada uno de
tres sitios del dominio carboxilo terminal, por cdks, proteina cinasa C y caseina cinase IT. Estas
interacciones se presentan también a nivel fisioldgico.

Existen evidencias de la estimulacién de la actividad de pH3 a través de vias de transduccién
de seflales que involucran a cinasas de serina/treonina tipo HOG! de levaduras o JNK de
eucariotes superiores (Milne et al., 1995). Ambos tipos de proteinas estdn presentes en médulos
de transduccién tipo MAP cinasas (cinasas de proteinas activadas por mitégenos) que median

repuestas a diferentes tipos de estrés, mddulos que han sido recientemente detectados en
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plantas (Nishihama et al., 1995), y ;que podrian estar frenando el ciclo celular durante la
germinacion de semiilas, en funcidén de la ccn‘ridc;d limitada de agua. ’

Los datos obtenidos en el presente ’rr'&bajo muestran que la cantidad, de p53 disminuye hasta
desdpareqer por el efecto hormonal. Si uno de los efectos de la pu'ra'rivc; pr53 es regular
négafivqmenfa la actividad de !a ciclina D1 en su complejo r;'iclina/cdk y con ello inhibir la
germinacidn, es posible suponer que lo hacé anticipadamente en pregencia de ci‘rociniﬁas.

De‘esfa'manem, la actividad del putativo complejo ciclinaD-1/cdk4 de mafz r'e.pr'eSe‘nTar'ia el
blanco de vias de ‘rr‘ansdt.;ccién de sefiales que m'odulc;n el avance de la reactivacién del
metabolismo durante la germin&cién (inducidas por mitégenos o por seflales generadas por la
entrada de agua a la semilla), y vias que medulan negativamente este proceso (en respuesta a la
canfidad limitada de agua presente en el embrién quiescente -estrés hidrico-, Bajus
temperaturas, efc.), como se propone al comparar las etapas de quiescencia y de imbibicién de
semillas, con la regulacién de la pr&liferacién en funcion de factores externos descrita en
eucariotes superiores (figura 14),

Actualmente, los sistemas de transduccién de sefiales tipo MAP cinasas estdn siendo
ampliamente estudiados, conociéndose la existencia de al menos tres vias paralelas que perciben
una diversidad de estimulos externos como factores de crecimiento, factores nutricionales y de
diferentes tipos de estrés, y que pueden incluir la transcripcién génica como parte del mecanismo
de accidn. El presente modelo de estimulacidn de la germinacién mediante la adicién externa de un

factor mitogénico, resulta bastante atractivo para proseguir los estudios analizando los tipos de

vias que participen en la interpretacién de los estimulos externos en células vegetales.
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¢Entrada de agua a la semilla ? ZDeshidratacionen
‘ semiila madura?

Dario al ADN

Factores de crecimiento Baja temperatura
Factores mitogenicos ) - ‘ Estres hidrico
Receptores tirosina cinasas SAP-K, JNK-K?
p53
Ras-Grb2-MAPK? /
‘ p21
iTranscripcion diferencial? ey
Ciclinas D1, D2 y D3/cdka y 6
G1
M S

Figura 14, Modelo propuesto que relaciona el establecimiento de la germinacién v el reinicio de la

proliferacién celular (Modificado de Hutchison, 1995).
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4.2 Conclusiones.

. Los mecanismos mediante los cuales las citocininas promueven efectos sobre la sintesis del
ADNYy el ciclo celular durante la germinacién de maiz, se presentan efectivamente a niveles
transeripcional y traduccional.” A nivel Tr‘anscmpcmnal modulan la- sintesis de mensajes

" potencialmente r'egulables por transduccién de sefiales; a nivel Tr‘aduccwnal promueven Ia

desapamcuon (v por lo tanto adelantarian la actividad) de proteinas mvolucradas en Ia

regulacién de la entrada al ciclo celular. .

. Mediante ensayos inmunolégicos logré demostrarse la presencia en maiz de protefnas
reguladoras del ciclo celular ampliamente descritas en eucariotes superiores, pero cuya
presencia no habia sido inequ'ivoccmenfe demostrada en plantas. Estas proteinas son el
factor anti-tumoral p53, la ciclina DI, la cinasa dependien;re de ciclinas cdk4, el factor

transcripcional E2F y la ciclina B.

. Las citocininas inducen un cambio en la cantidad las proteinas P53 y ciclina D1, al mismo
tiempo que modulan la actividad de una cinasa asociada de esta Gltima. Por lo tanto, puede
sugerirse que una forma mediante la cual las citocininas estimulan el metabolismo del ADN y
acortan el ciclo celular durante la germinacién de maiz es promoviendo la actividad de

factores protéicos que constituyen puntos finales de vias de transduccién de sefiales y que

regulan la entrada al ciclo celular.

. Ya que tanto las protefhas estudiadas como los ARN mensajeros afectados por las
citocininas estdn presentes en la semilla seca, el grueso del patrén transcripcional
desplegade durante la germinacién debe probablemente estar definide desde la etapa de
embriogénesis. La expresién de novo de genes regulatorios especificos de la germinacién

debe estar sujeta a una regulacién mds fina en cuanto a la cantidad y al tiempo en que estos

deben transcribirse.
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