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Se ha demostrado que durante las primeras horas de germinación en semillas existe lina

red de señalización que permite a las células de la semilla el reconocimiento de las condiciones

ambientales, con el fin de establecer el inicio de la proliferación. Este proceso es semejante aj.

que ocurre cuando las células animales se encuentran en la fase Gl temprana del ciclo celular.

El interés del grupo de trabajo desde hace tiempo es el estudio de las proteínas que

controlan la entrada al ciclo celular durante la germinación de maíz, como una forma de

conocer los factores bioquímicos y moleculares que regulan el proceso germinativo. En

particular, se ha puesto especial interés en un complejo formado por al menos dos proteínas:

una tipo ciclina D y una cdk (cinasa dependiente de ciclina, cdk-A). Estas proteínas se asocian

a su vez a la proteína PCNA (añtígeno nuclear de proliferación celular), factor esencial para la

replicación del ADN, por lo que se sugiere que. la entrada a la fase S podría ser controlada

desde la fase Gl a partir de estas asociaciones.

Bajo la idea de que en células animales se tienen evidencias de que PCNA es una

proteína que Se asocia a una gran variedad de proteínas involucradas en el ciclo celular; se

esperaría que PCNA de maíz tendiera a formar complejos semejantes, los cuales se verían

modificados conforme la germinación avanzara y dichos complejas, por evidencias en

corrimiento en geles nativos, tendrían un tamaño alrededor de 200 kDa.

En el presente trabajo se pretendió definir el tamaño aproximado de los complejos

proteicos que PCNA forma tanto en cultivos celulares como durante la, germinación de maíz, e

identificar proteínas de la fase Gl que se asocian a PCNA en estos complejos. Para lograr lo

anterior se trató de establecer uri sistema de cultivos celulares de plantas y sincronizar células,

con lo cual se tendrían tiempos y comportamientos más homogéneos, empleando como un

parámetro comparativo las fluctuaciones de estos complejos a lo largo de la germinación.

Desafortunadamente esto no pudo lograrse debido a la dificultad inherente al sistema

biológico.

Conjuntamente, se determinó mediante cromatografía de exclusión molecular y

ensayos de Western-blot, que PCNA se encontraba presente durante las primeras horas de

germinación en complejos proteicos que van desde 203 hasta 450 kDa y tamaños mayores

exclusivamente y en donde también, mediante ensayos de actividad, se buscó la presencia de la



ADN polímerasa, sin que fuera posible detectarla. Se determinó que PCNA permanece desde

las 3 h hasta las 15 h de germinación eri los complejos de alrededor de 59 a 170 kDa, en los

cuales se encuentra asociada con proteínas tipo ciclina D y cdk A, y utilizando ensayos de

actividad de cinasa se estableció que ciclina D*cdk A es capaz de fosforilar a su sustrato

natural, ZmRBR.

Cuando la germinación es estimulada con benciladenina, un fitorregulador que

promueve la división celular, PCNA sé presenta en complejos alrededor de 105 a 252 kDa, en

los cuales se asocia únicamente a la proteína cdk A de mayor tamaño.

Se concluye que PCNA, durante las primeras horas de la germinación está ptesente en

un complejos con ciclina D -̂ccJk-A, además dichos complejos están activos y son capaces de

actuar sobre su blanco natural para dar lugar a la fase S de ciclo celular. Además de que la

formación de este complejo se ve adelantada, con respecto a la germinación liormal, con la

adición de hormonas.
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El maíz es el único cereal originario de América. El origen exacto del maíz aún es

debatido, la mayoría de los investigadores señalan que el maíz se derivó de una hierba nativa

del Valle de Tehuacán, al sur de México, hace aproximadamente 4,600 años, y la cosecha de

este grano hizo posible el florecimiento de las grandes civilizaciones mesoamericanas.

Actualmente, esta planta es usada para la producción de forraje y como base para la

fabricación de una gran cantidad de alimentos, productos farmacéuticos y productos de uso

industrial. Debido a su productividad y adaptabilidad, el cultivo de maíz se ha extendido

rápidamente por todo el planeta y su producción ocupa el tercer lugar después del trigo y el

arroz.

Con base en lo anterior, surge la inquietud de emplear esta planta como modelo de

estudio y enfocar su investigación a diversos procesos, entre los que se encuentra la

germinación, que permitan el mejoramiento de la planta mediante la obtención de tiempos más

cortos de cosecha, condiciones dé siembra menos exigentes, mejoras en el contenido nutritivo

de la semilla y mayor accesibilidad de la semilla a la población.

Para iniciar el estudio del maíz se precisa conocer más acerca de la planta y sobre todo

de la semilla y así poder entender a esta última como un modelo biológico viable.

SISTEMA BIOLÓGICO: LA SEMILLA DE MAÍZ

El maíz es una planta fanerógama del subtipo de las angíospermas monocotiledóneas,

perteneciente a la familia de las poáceas (gramíneas), es un integrante de la tribu Maydae,

específicamente del género Zea y cuya especie mays, es la de mayor importancia nutriciónal.

Como se mencionó anteriormente, es una especie monoica, lo que significa que sus

inflorescencias, masculina y femenina, se ubican separadas dentro de una misma planta.

Aunque se considera inferior a otros cereales en cuanto a sus propiedades

nutrimentales, su grano es una excelente fuente de carbohidratos debido a su alto contenido de

almidones (80%). Además, la semilla de maíz, como muchas otras, posee un contenido bajo de

agua, aproximadamente del 10% lo que implica que posee un metabolismo muy reducido o

nulo (Kozlowski y Gunn, 1972; Jugenheimer, 1976; Bewley y Black, 1994).



Morfológicamente una semilla de maíz { f i g u r a 1) , está constituida

principalmente por tres estructuras básicas: el embrión, el endospermo y la cubierta seminal b

pericarpio. El tejido qué formará la planta adulta es el eje embrionario, que se compone por, la

radícula (rafe rudimentaria), la caliptra (tejido que recubre al meristemo radicular), la coleomza

(tejido que cubre la caliptra, raíz primaria suprimida), la plúmulá (tejido que se convertirá en el

tallo y las hojas dé la planta) y, finalmente, el coleoptilo, que en el eje embrionario es el sitio al

que se une el cotiledón. El embrión esta conformado por el eje embrionario junto con su

cotiledón. El endospermo es la capa que rodea al embrióri y funciona como la reserva

energética de la semilla debido a su alto contenido de carbohidratos. Finalmente, se encuentra

la cubierta seminal, que ste considera una de las estructuras más importantes de la semilla, ya

que de su composición y permeabilidad depende la interacctán de la semilla con el medio

ambiente y la conclusión de la germinación con éxito (BktweD, 1979; .Steeves, 1983; Mayer y

Poljakoff-Mayber, 1984; Bewley y Black, 1994).

Cubierta serrín al
Testa

Endospermo corneo
Enáospemiü arcíllate*

Es-cútelo (cotúedoti)

flumula

EptbEasto

Radícula
Cúliptrú
Caleorriza

&p\c&l

o

UJ

UJ

Figura i,. Estructura de la semilla de maíz. Modificado de Bidwell, 1979.



Importante de mencionar es el proceso de la germinación, fenómeno mediante el cual

se trata de explicar cómo un individuo prácticamente inerte como una semilla es capaz de

llegar a formar un sistema metabólico activo y altamente complejo como una planta.

LA GERMINACIÓN DE SEMILLAS

El término germinación involucra una gran variedad de procesos, que dependen en

particular del organismo en estudio. En las plantas la germinación tiene como común

denominador el inicio de procesos de desarrollo y crecimiento suspendidos durante la,

formación,de semilla, mediante la imbibición o entrada de agua a la semilla, difiriendo sólo el

concepto de su conclusión. Por ejemplo, para la agronomía la germinación culmina con la

emergencia de la plántula del suelo, lo que, implica un tiempo en que ya habrán ocurrido

múltiples procesos que involucran el crecimiento de todas las estructuras de la plántula; para la

fisiología vegetal, la germinación se termina con la elongación inicial y la protrusión de la

radícula, aún cuando en este momento no necesariamente se han presentado indicios de

proliferación celular en los tejidos.

Para nuestro grupo, la germinación es el proceso que comienza con la entrada de agua

a la semilla y que culmina con la consumación de la primera ronda de divisiones celulares,

siendo la germinación un proceso preparativo para el posterior desarrollo y proliferación de las

células en los tejidos que más adelante formarán la planta.

En realidad, la germinación consiste en la reanudación de un número muy grande de

procesos metabólicos que son activados por la entrada de agua a la semilla, fenómeno £|ue

presenta tres fases: la fase inicial ( I ) que se caracteriza por la entrada rápida de agua de una

manera física, produciendo rupturas en las membranas internas por el cambio estructural de

Ips lípidos en las membranas y, por ende, escape de solutos al medio; pero al mismo tiempo se

empiezan a reestructurar y reparar tanto las membranas, como otros componentes celulares,

ADN, mitocondrias, ribosomas y se comienzan a sintetizar proteínas, a partir de los ARNms

preexistentes. También se reanudan procesos de respiración para la producción de ATP, al

mismo tiempo que se comienzan a sintetizar nuevos AJÜSfms, ARNts y ARNrs (Ching, 1972;

Sen et a/> 197'4; Osborne et a/, 1980). En la fase II se observa una reducción casi total en la

entrada de agua a la semilla; durante esta fase disminuyen los procesos de reorganización

celular y se incrementa el número de mitocondrias. A partir de este momento las proteínas



sintetizadas derivan de los nuevos ARNms. Muchos autores dan por terminada la germinación

al final de esta fase, ya que es aquí donde se produce la profcrusión de la radícula, pero como se

mencionó previamente, nuestro parámetro de término de la germinación es diferente. La fase

III coincide con una nueva entrada de agua relacionada con el aumento de tamaño que1 sufren

las células de la radícula; es hasta esta fase donde cornienzan a movilizarse laá reservas de la

semilla, en el caso particular de maíz, los carbohidratos en forma dé almidón. El comienzo de

la duplicación del ADN (fase S del ciclo celular) se ubica entre las fases II y III (Osborne, et al,

1980,1983; Bewley, 1997).

Todos estos procesos deben estar fuertemente regulados, por su importancia en la

subsistencia de la especie. Existen controles sobre el desarrollo y proliferación a varios niveles,

en cualquier etapa de la vida de una planta, desde la formación de la semilla hasta la

culminación del crecimiento y desarrollo de la planta adulta (Bidwell, 1979)t Específicamente,

en el ámbito germinativo, se especula que el primer nivel llamado genético, dependerá de la

estimulación de la expresión específica de genes relacionados con la reanudación de actividades

metabplicas, proliferativás y de desarrollo. De la misma manera, el control a nivel de los

tejidos, comprende la modificación del desarrollo por medio de la síntesis o degradación de

hormonas vegetales, para activar o desactivar programas de desarrollo y diferenciación, tanto

en una acción individual, como en una acción conjunta o modificada al asociarse con otras

sustancias celulares (Sembdner etaí, 1994). Eil último nivel de control produce una respuesta en

la semilla; sé trata de las condiciones ambientales que conducen a la conclusión de la

germinación, como la luz disponible, la humedad y el pH del medio, la presencia de

nutrimentos, etc. En condiciones adversas de estos factores la semilla puede morir o entrar en

un estado denominado dormancia; es decir, la germinación se interrumpe íjasta que existan las

condiciones óptimas para concluirla (Bewley, 1997).

Lo anterior sugiere que existe toda una red de señalización celular que permite a la

semilla el reconocimiento de que las condiciones hídrícas están cambiado y de que las

estructuras celulares deben reconstituirse, señales que indican que la proliferación es posible.

Cabría pensar que durante las primeras hotas de la genrtinación de semillas, las células

mantuvieran un estado semejante a la fase Gl temprana del ciclo celular, ya que los diferente^

tejidos se están hidratando y activando su metabolismo, además de que las células están

desarrollando procesos reparativos y de reintegración membranal y organelar, recolectando



información y percibiendo su entorno con el fin de determinar, bioquímicamente, que tan

conveniente es que inicie la proliferación.

t*or lo anterior surge el deseo de estudiar a la germinación desde una nueva

perspectiva: el ciclo celular.

MODELO DE INVESTIGACIÓN : EL CICLO CELULAR

Todos los seres vivos tienen como misión fundamental el preservar sus características

esenciales de generación en generación, asegurando que todo su material genético se reparta en

forma equitativa entre las células hijas resultantes. Para ello, existe una molécula, el ADN que

debe ser duplicada exactamente, ya que es la molécula responsable de la herencia.

El ciclo celular es el proceso en el cual se encuentran comprendidos los eventos que

ocurren durante la reproducción celular. Este proceso está determinado por cuatro fases

diferentes, las cuales tienen como objetivo primordial asegurar que el ADN se duplique (fase S

o síntesis), se reparta adecuadamente entre dos núcleos o mitosis (fase M) y que dichos núcleos

formen posteriormente parte de dos células diferentes, al dividirse Ja célula madre (citocinesis).

Las dos fases restantes, denominadas Gl y G2 (gap, espacio o hueco) ocurren antes de la fase

de síntesis o de mitosis, respectivamente y en eljas se llevan a cabo una serie de eventos

metabójicos que tienen como fui establecer si las condiciones ambientales y de nutrimentos

son propicias para que ocurra el ciclo celular (Gl) o biéñ, si el ADN ha sido replicado

adecuadamente para que pueda segregarse (G2). En un sentido más estricto, puede definirse al

ciclo celular como utla sucesión de interfase y mitosis, es decir, un conjunto de eventos

metabólicos y regulatorios necesarios para la continuidad del cicló acompañados de rearreglos

citoplasmáticos y nucleares que permitan la repartición exacta del material genético (Howard,

1953;Hartwell, 1989, f i g u r a 2) .

Con el fin de asegurar una replicación exacta y unitaria del ADN, el ciclo celular se

encuentra regulado principalmente en dos puntos de control ("check points") que se localizan

en la fase Gl tardía, justo antes de la replicación del ADN y en el límite de la fase G2/M

previo a la mitosis (M). El desarrollo del ciclo celular depende de la actividad de diferentes

complejos formados por proteínas cinasas dependientes de ciclinas (cdk) y de cidinas como

subunidades regulatorías, las cuales fluctúan en cantidad a lo largo del cíelo acumulándose en

etapas específicas. El control más fino del ciclo celular está basado en la regulación de la

7



actividad de estos complejos e involucra diferentes niveles incluyendo transcripción,

interacción prbtejha-pfGteíria y fosforilación/desfosforilación (Jacobs, 1995; Hutchison y

Glover, 1995).

G2/M

Y \
\ \

\ v

w •/
••-: "l /

Factores
. - • i . .

- , Í ^ . H de •

Crecimiento

Gl / S

Figura 2. Esquema del ciclo celular en células de mamíferos. El ciclo celular en mamíferos
consiste básicamente de cuatro fases: la fase Gl, la síntesis de ADN (S), la fase G2 y la
mitosis (M). La transición entré las diferentes fases es regulada por complejos ciclina/cdk.
Diferentes ciclinas (A, B, D y E) están presentes durante las diferentes fases del ciclo e
interactúan con diferentes cdks (cdk4/6, cdk2 y cdc2cdkl). En ausencia de factores de
crecimiento las células detendrán su división y entrarán a un estado quiescente (GO).
Modificado de Hu Hernán y Boonstra, 2001.

Dada la complejidad que presenta él ciclo celular completo, nuestro estudio sólo se

concentrará en la fase Gl ya que los eventos fisiológicos presentes en esta fase son los que

ocurren en las etapas iniciales de la germinación, nuestro modelo de estudio.

LA FASE Gl

En eucariontes, el ciclo celular se inicia cuando las células salen de la etapa conocida

como GO, en lá cual han permanecido latentes, como consecuencia de una cascada de

señalización generada en el interior celular, por factores de crecimiento y de nutrimentos



presentes en el medio circundante, lo que, finalmente, se traduce en una señal de proliferación.

El complejo proteico encargado de interpretar estas señales es la pareja formada por una

proteína llamada ciclina D y una proteína cinasa, que puede ser la cdk4 o la cdk6; a este

heterodímero se le conoce como la puerta de entrada al ciclo celular y es quien regula el punto

R (réstriccióti) o punto de compromiso situado hacia el final c}e la fase Gl y partir del cual las

células serán conducidas irreversiblemente a duplicar su genoma (Hutchison and Glpverj

1995). La tarea principal de este complejo ciclina-cinasa es la de fosforilar a la proteína del

retinoblastoma (pRB) lo que permite el avance del ciclo hacia la fase S { f i g u r a 3 ) . pRB es

una proteína que se une a una serie de proteínas que participan en la regulación de la

transcripción y de esta manera influye tanto positiva, como negativamente en la expresión de

genes involucrados en el ciclo. En particular, pRB secuestra un tipo de factores

transcripcionales pertenecientes a la familia E2F-DP1, lo que inhibe la progresión a la faSe S

(regulación negativa). La fosforilación de pRB provoca la liberación de E2F-DP1, lo que le

permite funcionar como factor transcripcional. Entre los genes que son expresados cqmo

resultado de la acción del factor E2F-DP1 se encuentran varios que participan directamente en

el metabolismo del ADN, como son los de la ADN polimerasa a (la enzima con actividad de

polimerasa-primasa), la ADN Kgasa, la timidina cinasa y el antígeno nuclear de proliferación

celular (PCNA, proteína accesoria de la ADN polimerasa replicativa 5). También se estimula la

expresión de los genes que codifican para otras ciclínas, como son las ciclinas E y A; estas

ciclinas, junto con sus respectivas cinasas del tipo cdk2, participan de manera importante en la

regulación de la entrada de las células a la fase S (Hutchison y Glover, 1995).

Pero no solo la proteína pRB participa regulando negativamente el ciclo celular.

Existe una variedad de proteínas cuya misión es inhibir la actividad de los complejos ciclina-

cinasa y detener el avance del ciclo. De estas proteínas existen dos familias de inhibidores, la

familia de las proteínas CKI, cuyos representantes son las proteínas p21Cipl, r>27Kipl y

p57Kip2, que tienen como blanco a los complejos de ciclina D-cdk 4/6 y de cíclina E-cdk2. La

otra familia es la de las cuatro proteínas INK 4 (pl5, pió, pl8 y pl9), cuyo objetivo central es

el complejo ciclina D-cdk 4/6 (Hutchison y Glover, 1995).

Adicionalmente, se ha propuesto que el complejo eiclina D-cdk 4/6 cumple otra

función básica para el ciclo, que es la de secuestrar a una proteína importante para el control

del ciclo celular, PCNA, ya que se especula que la interacción PCNA-ciclina D impide que se

lleve a cabo la síntesis prematura del ADN durante la fase Gl (Pagano et al^ 1994). Durante la



transición G l / S , los niveles de ciclina D disminuyen considerablemente, lo t̂ ue permite la

liberación de PCNA y con ello su incorporación al complejo de duplicación.

PCNA es una proteína clave del ciclo celular y por ello conocer más acerca de su

función y regulación se vuejve fundamental.

pl5tpl6,pl8ypl9
JNK

Señales
intra y extfacelulares Activación de genes

que responden al factor E2F
Entrada a la Fase S

Figura 3. Mecanismos de control de la fase Gl del ciclo celular. En el punto de restricción (R), el
complejo ciclina/cinasa de Gl (ciclina D-cdk4/6) sfc mantiene inhibido por la presencia de
proteínas CKI o INK. Cuando las condiciones ambientales son propicias para la proliferación,
cfcijüft l)-edk 4/6 fosforita a pRb y elimina la inhibición sobre el factor transcripcional E2F. Se
inicia así, una regulación por ret roa I ¡mentación positiva que incrementará los niveles de las
cicUnas/c^nasas de las fases Gl/S y S, a la vez que permitirá la acumulación de proteínas propias
de la faíe'S. Modificado de Meijer y Murray,

ANTÍGENO NUCLEAR DE PROLIFERACIÓN CELULAR

Esta píóteína conocida como PCNA, fue originalmente identificado como un auto-

antigeno en la enfermedad autoinmune lupus eritetnatoso sistémico (Miyachi, 1978). Su

aparición periódica en núcleos durante la fase S, co-localizanÜo cíon la incorporación de

bromodesoxiuridína, sugirió su papel en la repHcación del ADN (Bravo, 1987).

PCNA es una proteína homotrjmérica ( i i i g u r a 4) que funciona como una

abrazadera móvil en el ADN. Este upo de factores existen comúnmente en todos los sistemas

biológicos y su función es ayudar a las ADN polimerasas (enzimas replicatiVas) a sintetizar

cadenas de ADN largas. Las abrazaderas móviles tienen en comútl una forma de anillo que es

capaz de colocarse alrededor del ADN, en el limite de la región de doble cadena con cadena

sencilla (fCelman, 1997) y el poder deslizarse libremente a lo largo de la doble hélice del ADN

en ambas direcciones (Kong, 1992; Krishna, 1994; Gulbis, 1996), por lo que su interacción con

las ADN polimerasas las estabiliza en el molde. Considerando su estructura cerrada de anillo, el

problema topológico de como la abrazadera móvil es cerrada alrededor del ADN se explica

mediante la presencia de factores conocidos como abrazaderas cargadoras que son necesarias
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para abrir los anillos cerrados. El factor de replicación C (RFC) tiene esta función para PCNA,

a través de su unión específica y su actividad de ATPasa (Tsutimoto, 1990; Lee, 1991).

Figura 4. Estructura tridimensional de PCNA. PCNA es un homotrímero en forma de anillo esencial
para la replicación del ADN. Contiene tres sitios principales de interacción con otras
proteínas. El primero de ellos se localiza en el centro del monómero (Asp 41-His 44) y es
llamado dominio central; a él se unen proteínas como RFC, la polimerasa delta, p21 y Fen 1.
Hacia la región de Lys 254-Glu 256 se localiza el dominio C-terminal» donde se unen proteínas
como RFC, Fen 1, Gadd45, p21 y polimerasa epsüon. Finalmente, en la región
correspondiente a los residuos Leu 121-Glu 132 se localiza el interdominio, en donde se une la
polimerasa delta. Adicionalmente a estos dominios existen otros sitios de interacción como el
Asp 97 necesario para unión a RFC y Ala 231-Val 233 implicados en la unión a p21.
Modificado de Oku. 1998.

Adicionalmente a su función como factor accesorio de las ADN polimerasas

procesivas, PCNA interactúa con otras proteínas, algunas de ellas involucradas en el

procesarniento de los fragmentos de Okasaki, reparación de ADN, reorganización de la

cromatina y en recombinación. Además, en los últimos años, se ha determinado que esta

proteína es capaz de interactuar con otras proteínas que se encuentran involucradas en el

metabolismo del ADN y en el control del ciclo celular, tales como Fen 1, ADN ligasa, ADN

topoisomerasa, ADN metil transferasa, uracil-ADN glicosilasa, proteínas de reparación

(MLH1, MSH2, XP-G) e inhibidores de cinasas como p21, por lo que se ha propuesto que
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puede tener un papel central, funcionando como una plataforma para el reclutamiento de

proteínas a la cromatina.

La t a b l a 1 resume las proteínas identificadas en relación a PCNA, las funciones

propuestas para ellas y el pasible significado de su unión a PCNA.

Tabla 1. Proteínas que interactúan con PCNA (Modificado de Kelman, Z;, 1997)

PCNA interactúa con Función de la ptoteína Papel que desempeña al
inte rae tu a r con PCNA

(RFQ

A DN polimerasa 6"

AON polimerasa í>

I'en 1

h'actor de Replicación C Cargado y descargado de la pinza
móvil (PCNA).

La unidad catalítica de la ADN
polimerasa 5 holoenzima (replicación

y reparación del ADN)

ADN polimerasa que se ha sugerido
se encarga de la síntesis de la cadena
discontinua, reparación de ADN y

control "check point".

Maduración de los fragmentos de
Okasaki (lOap cndonucleasa)

Se induce por daño a ADN
indicando un posible papel en la

reparación de ADN

l'rorcína G de Xerodmnapigmmlosum,
importante en la reparación por

escisión de nuclcótidos

Proteínas del "mismarch" de
reparación

Ciclinas de Gl

inhibidor de cinasas dependientes de
ciclinas, estabiliza el complejo ciclina-
cinasa, y avuda a su intcrnabzación al

rrúclco.

A RN polimerasa

Gadd45

XP-Ci

MSH2/ MLH1

(jciinas tipoD

p21

A RN polimerasa
(bacúlóvitus)

("argado/descargado de
PCNA

Requerida para la síntesis
proecsiva de ADN

Requerida para la síntesis
procesiva de ADN

Kstimula la actividad de
Fcn 1

Desconocido

Desconocido

Desconocido

Inhibe la replicación del
ADN

Inhibe la síntesis procesiva
del ADN

Requerida para la
transcripción genética



LA FASE Gi DEL CICLO CELULAR EN PLANTAS.

En la búsqueda de los elementos que regulan el ciclo celular en plantas se han

descrito una serie de genes homólogos. Los resultados obtenidos son indicativos de la

existencia de presuntas proteínas relacionadas a las descritas para mamíferos. Los genes que

codifican para las ciclinas de mitosis y las cdks fueron los primeros genes de ciclo celular

caracterizados en plantas. Sin embargo, aunque las ciclinas y las cdks están notablemente

conservadas, la semejanza estructural con proteínas existentes en levaduras y anímales no es

suficiente para asignarles un papel a estas proteínas, ya que el ciclo celular en plantas muestra

varías peculiaridades relacionadas con la organización del citoesqueleto, la citocinesis (Folies

y Quatrano, 1997; Heese et al, 1998), la reversión aún después de la diferenciación y las

respuestas al control hormonal (Jacobs, 1995; Shaul et al, 1996; Coenen y Lomax, 1997;

Meyerówitz, 1997).

Las ciclinas D fueron primeramente aisladas de Arabidopsis y alfalfa dada su habilidad

para complementar las mutantes correspondientes en levaduras (Dahl et ai, 1995; Soni et al,

1995). Basados en el análisis de la secuencia, este tipo de ciclinas han sido clasificadas en cuatro

distintos grupos: ciclina DI (cyc DI), cidina D2 (cyc D2), ciclina D3 (cyc D3) y ciclina D4 (cyc

D4), siendo la última considerada como un posible miembro del grupo de cyc D2 (Soni,, et al,

1995; Henaudin, etal, 1996; Murray, et al, 1098; De Veylder,, et al, 1999; Sorrell, 1999a).

De manera similar a las ciclinas D de animales, estas ciclinas contienen el motivo

LxCxE de unión a la proteína Rb; además, presentan un patrón de expresión estimulado por

fitoreguladores, sugiriendo que controlan la progresión de la fase Gl en respuesta a señales

extracelulares Pahl et al, 1995; Soni et al, 1995; Doonan, 1998; Riou-Khamlichi et al, 1999;

Sorrell, 1999). Se ha observado que la activación del ciclo celular por citocininas ocasiona la

inducción de cyc D3 en la transición Gl/S. Sin embargo,, las cyc D2 no son inducidas por

fitorreguladores, en cambio, se inducen en respuesta a la disponibilidad de sacarosa en el

medio (Soni, et al, 1995; Murray et al, 1998). Lo anterior concuerda con lo observado en

cultivos celulares donde la sacarosa induce la rápida aparición de cyc D2, estimulando con ello

la transición G0/G1 (Soni, et al, 1995; Sorrell, et al, 1999). Cabe mencionar que cyc D4

también se induce por sacarosa, sugiriendo que la inducción por sacarosa es una característica

general de las ciclinas D del grupo 2 (De Veylder, et al, 1999).
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Adicionalmente, las ciclinas D de plantas muestran interacción con proteínas tipo Rb,,

también descritas en plantas (Ach et al, 1997; Huntley etal, 1998), las cuales interactúa con una

proteína homologa a E¿F, recientemente identificada en plantas (Ramírez-Parra et al, 1999;

Sekine et al, 1999). Lo anterior confirma su papel en la regulación de la fase Gl vía un

mecanismo basado en Rb-É2F, aunquef los detalles de este mecanismo aún deben ser

determinados ( f i g u r a 5 ) .

Señales ,

ambientales c — - j * ! Ciclim D |

intrínsecas — —

u a D S • • i L icb iv iDi - —s» Activación de genes
que responden al factor E2F.

Entrada a la Fase S

Figura 5. Modelo de la fase Gl del ciclo celular en plantas. Las señales ambientales e intrínsecas
promueven un incremento en la ciclina D, la cual esta asociada a la cdk A. La actividad del
complejo se encuentra regulada por proteínas tipo CKJ y eimisas activadoras de cdks (CAK). Al
final de Gl, los niveles de la ciclina-cdk se incrementan y entonces el complejo fosforila a pRb
liberando con ello al factor transcripeional E2F de su represión por pRb. La activación de los
genes que responden a F.2F provoca la entrada a la fase S. Modificado de Meijer y Murray, 2001.

Cabe resaltar que las proteínas tipo cdk4 (la cinasa acompañante de ciclina D) y la

proteína p53 aún no se han descrito para este reino (Joubés, et al, 2000; Walbot, 2000).

Lo que se conoce, hasta la fecha, acerca de las cdks en plantas difiere en grado de

homología, estructura y funcionalidad a lo que se ha descrito para levaduras y animales (Jacobs,

1995; Mironov, et al, 1999; Umeda, el al, 1999). Han sido descritas 46 probables cdks en más

de 23 especies incluyendo algas, angiospetmas y gimnospermas, agrupadas en forma de cinco

clases (nombradas como cdk A, cdk B, cdk C, cdk D y cdk E) evolutivamente conservadas, lo

cual indica un alto nivel de complejidad en esta súper familia de cinasas (Mironov, et al, 1999).

Las cdks tipo A presentan una secuencia de aminoácidos conservada, PSTAIRE, la

cual se encuentra en el sitio en donde se unen las ciclinas a la cjnasa, siendo la responsable de

dar nombre a esta familia (Burssens, et al, 1998; Mironov, et al., 1999). Este tipo de cdks

complementan mutantes temperatura sensible en levaduras, lo cual fue la primera evidencia de

la funcionalidad de las cdk en plantas (Colasanti, et al, 1991; Ferreira et al., 1991; Hirt, et al,

1993). En éste grupo de cdks, el transcrito y los niveles de proteína no muestran un expresión
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preferencial por una fase del ciclo celular y además son detectadas, aunque en bajos niveles, en

tejidos diferenciados (Martínez, et al, 1992; Hemerly, et al, 1993). Estos resultados sugieren

una función dual de las cdks tipo A en plantas, lo que implica que actúan tanto en la

progresión a S como en el paso a M (Colasanti, et al, 1991; Ferreira, et al, 1991; Hirt, et alt

1993), sugiriendo que están involucradas en la proliferación celular y el mantenimiento de una

adecuada división celular en tejidos diferenciados durante el desarrollo de la planta (Martínez, et

al, 1992; Hemerly, et al, 1993). Recientemente se demostró que las cdk A pueden unirse a las

ciclinas tipo D de plantas (De Veylder et al, 1997; Nakagami et al, 1999) y que este complejo

cdk A-ciclina D es capaz de fosforilar, in mtro, a la proteína homologa a Rb de tabaco y esto

concuerda con el tiempo en que ocurre la transición de Gl a S (Nakagami, et al, 1999).

Las cdk B poseen el motivo PPTALRE (cdk Bl) o PPTTLRE (cdk B2; Burssens, et

al, 1998; Miroüov, et al, 1999). Estas cinasas son incapaces de complementar mutantes de

levadura (Imajuku, et al., 1992; Fobert, et al, 1996) y su patrón de expresión a nivel

traduccional como transcripcional si depende de la fase del ciclo celular; por ejemplo, el

transcrito de cdk Bl se acumula durante las fases S, G2 y M, mientras que cdk B2, es específico

de las fases G2 y M y su máximo de actividad de cinasa se obtiene durante la fase M (Fobert, et

al., 1996; Segers, et al., 1996; Magyar, et al., 1997; Umeda, et al., 1999). El análisis más en

detalle de la secuencia de las cdk B de plantas revela la presencia de 18-28 residuos de

aminoácidos presentes en la cdk 2 dq humanos, lo cual sugiere que tenderá a unirse

preferentemente a las ciclinas B de plantas (De Bondt, et al., 1993; Hanks, et al, 1988).

Las cdk C se caracterizan por la presencia del motivo PITAIRE, el cual también esta

presente en la cdk 9 (Defalco y Giordano, 1998). No se conoce aún su función, pero tomando

en cuenta su relación con la cdk 9, podría estar involucrada en el control de la transcripción

(Defalco y Giordano, 1998).

Se ha propuesto que los genes de plantas relacionados con cdk 7 sean llamados cdk

D. Estas cinasas tienen el motivo conservado N(T/F)TALRE. Las cinasas cdk 7 están

consideradas como proteínas bifuncionales involucradas en la activación dependiente de

fosforilación de otras cdks durante el ciclo celular (por ejemplo, función CAK) y la regulación

dependiente de fosforilación de la actividad de la ARN polimerasa II (Harper y Elledge, 1998).

Finalmente, las cdk tipo E, poseen la secuencia conservada SPTAIRE y se ha visto

que estas cinasas presentan una señal débil constitutiva durante la sincronización del ciclo

celular (Magyar, etal, 1997).
*.
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En lo que se refiere a la unión de las cdks de plantas a los inhibidores de cinasas,

tales como los de la fajtoilia Kip/Cip entre los que se encuentra p27Kfpl, se ha observado que

poseen 10-12 residuos conservados (Russo, et al^ 1096) que están involucrados en la unión con

el inhibidor, sugiriendo que las cinasas encontradas en (¿antas pueden uniese a los inhibidores

homólogos en plantas de esta familia. Por otro lado, la familia INK 4, que corresponde a otro

tipo de inhibidores de cinasas, esta ausentes en plantas» ya que este tipo de proteínas son

específicos para cdk 4 y cdk 6 de anímales. (Brotherton, etal, 1998; Russo, etal, 1998).

En maíz, aún no se Ijan identificado las proteínas equivalentes a la ciclina D y ú

factor transcripcional E2F. Sin embargo ya se cuenta con los genes homólogos de Í*CNA

(López etal., 1995) y de pRB , ZmRBR Que etal, 1996; Qutiérrez, 1998).
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Nuestro interés desde hace varios años ha sido el identificar y definir a las proteínas

del ciclo celular en plantas, tratando de entender su patrón de expresión, actividad y

asociaciones durante un evento de desarrollo particular como es la germinación.

Partiendo de la idea de que en una semilla seca no deberían estar presentes proteínas

propias de la proliferación celular, debido a que éstas debieron ser degradadas durante el largo

proceso de maduración y posterior proceso de latencia de la semilla, se podría suponer que las

proteínas que controlan el ciclo celular aparecen durante las primeras horas de la germinación.

Sin embargo, en semillas no germinadas se ha detectado la presencia de proteínas de la fase Gl

como son proteínas tipo ciclina D, cdk de Gl, E2F, pRB y p53; proteínas de la fase S como

PCNA, ADN poBmerasa a-primasa y ADN polimerasa 5 y de la transición G2/M como cdc2

y ciclina B, lo que resultó sorprendente ya que implicaba que las células embrionarias se

encuentran preparabas para proliferar (Coello y Vázquez-Ramos, 1995; García et al, 1997;

Cruz-García etal, 1998; Herrera etal, 2000).

Sin embargo, durante la germinación cada una de estas proteínas presenta un

comportamiento diferente. Por ejemplo, proteínas como las tipo cdk de Gl, E2F, ciclina B, la

ADN polimerasa a-primasa y la proteína tipo cdc2, no varían importantemente durante las

primeras 24 horas de germinación, o como en el caso de la ADN polimerasa 5 su actividad es

constante. La cantidad de otras proteínas como las presuntas ciclina D o su actividad (ciclina

D/cdk de Gl), p53, o bien de la proteína tipo pRB, decae importantemente conforme la

germinación avanza. Para otras proteínas, su cantidad (PCNA) o su actividad (ADN

polimerasa a-primasa, cdc2/ciclina fe) se incrementa (Coello y Vázquez-Ramos, 1995; García et

al, 1997; Cruz-García etal, 1998; Herrera-Téijeiro etal, 1999; Herrera etal, 2000).

Refiriéndonos específicamente a las proteínas presentes en las primeras horas de la

germinación, se sabe que la ciclina tipo Ü es una proteíqa relativamente inestable, de tal forma

que una vez que comienza la fase S, hacia las115 horas de germinación, la proteína tiende a ser

degradada (Cruz-García et al., 1998; Sánchez et al.r 2001). Al no estar presente ciclina D, la

actividad de la cinasa asociada decae con la misma cinética. Dado que la proteína tipo pRB

desaparece también durante las primeras horas de la germinación, el factor E2F se libera y

puede entonces actuar para permitir la entrada a la fase S. Es importante señalar que la cinasa
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asociada a la ciclina tipo D de plantas presenta una secuencia de aminoácidos PSTAIRE en el

sitio de unión a la ciclina (Mironov et al, 1999). Las proteínas cinasas de Gl presentes en

animales no contienen esta secuencia; sin embargo, en maíz, la cinasa que se asocia a la cidina

tipo D contiene PSTAIRE y, adicionahnente, se ha encontrado que no es una, sino dos

proteínas de diferente peso molecular,; ambas conteniendo la secuencia PSTAIRE (Sánchez et

al., 2001). En plantas, este tipo de cinasas han. sido clasificadas como de tipo cdk-A (Mironov et

<1999).

Durante la germinación de maíz, la fase S del ciclo comienza entre ks 12 y 15 horas

(Reyes-Jiménez, et al, 1991) y es en este momento en que se requerirá la acción de las ADN

polimerasas y sus proteínas accesorias. PCNA incrementa gradualmente su cantidad ele tal

forma que llega a un máximo hacia las 30 horas de germinación ( Herrera et al, 2000).

Por otro lado, la incubación en presencia de fiíorreguladores como las citocíninas,

provoca un acortamiento importante de la fase Gl del ciclo, de tal forma que la fase S

comenzará hacia las 4 horas de germinación, en lugar de las 12-15 horas que normalmente

tarda en comenzar. La ciclina tipo D, que comieríza a desaparecer hacia las 15 horas de

germinación normal; en presencia de las citoeininas, lo hace entre las 6 y las 15 horas de

germinación, mientras que la actividad de la cinasa acompañante decrece en forma

proporcional a la desaparición de la ciclina D. Lo anterior es congruente con la rápida entrada

de las células a la fase S. El metabolismo del ADN se adelanta de tal forma que las células

entran a la fase S del ciclo hacia las 4 horas de germinación. La cantidad de la proteína PCNÁ

llega a un máximo hacia las 6 horas de germinación estimulada y a estos mismos tiempos la

actividad de las ADN polimerasas a y 8 se incrementa varias veces, efecto debido

aparentemente a modificaciones proteicas post-tradüccionales (Cruz-García et al, 1998;

Gómez- Roig, datos no publicados).

Adicionalmente, PCNA ha sido clonada, secuenciada y sobreexpresada en el

laboratorio (López et al, 1995, 1997; Herrera et al, 2000) demostrando que es una proteína

altamente conservada entre especies; tiene un peso molecular de 29 kDa y su gene se expresa

en tejidos proliferativos como espigas, meristemos de tallo y raíz, y durante la embriogénesis

temprana (López et al, 1997; Herrera H al, 2000). No es evidente su expresión en

embriogénesis tardía o durante germinación. No obstante, la obtención de anticuerpos

homólogos ha permitido conocer que la proteíoa se encuentra durante la mayor parte del

proceso de formación de la semilla y sólo decae, a niveles muy bajbs, hacia las etapas finales de
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este proceso; durante la germinación, como ya se mencionó, se incrementa conforme ésta

transcurre hasta alcanzar un pico máximo durante la fase S.

POÍ otro lado, la asociación de PCNA al dímero ciclina D/cdk-A implica la

formacipn de dos tipos de complejos, cada uno conteniendo una diferente cdk-A. Estos

complejos ternarios contienen actividad de cjnasa que fosforilan no solamente a la histona Hl ,

un substrato característico para estas cinasas, sino también a la proteína de maíz ZmRBR. La

actividad dé cinasa asociada a PCNA alcanza máximos niveles hacia las 6 horas de germinación

y decae posteriormente (Sánchez et al., 2001). Esta caída en actividad coincide con la

desaparición gradual de la isoforma de cdk-A de menor peso molecular, por lo que se infiere

que la actividad de cinasa asociada a PCNA durante la germinación temprana es debida a esta

proteína. En general y como se había mencionado anteriormente, PCNA se mantiene asociada

en los complejos con las cinasas y la cicljna hasta las 15 horas de germinación, cuando la

cantidad de ciclina D disminuye notablemente dada su degradación (Cruz-García et al., 1998;

Sánchez et al., 2001). Es interesante que sea aproximadamente a estas horas cuando PCNA se

hace más visible dentro del núcleo celular, sugiriendo que al ser liberado de su asociación con

la ciclina, puede ahora actuar en el núcleo con el aparato de duplicación. Con excepción de lo

expuesto en los párrafos anteriores, la función de PCNA en plantas, así como de las proteínas

a las cuales se asocia, aún es desconocida.

Dados los antecedentes anteriores, surgía la necesidad de contar con un sistema en el

cual se pudiera monitorear de manera más clara el comportamiento de PCNA a lo largo del

ciclo celular y determinar que proteínas lo acompañan, a fin de comparar las fluctuaciones de

estos complejos a lo largo de la germinación. Lo anterior llevó a la idea de emplear cultivos

celulares de plantas y tratar de sincronizar células, con lo cual se tendrían comportamientos

más homogéneos. Aunado a lo antes mencionado, se había determinado que PCNA se

encuentra presente formando parte de complejos de alrededor de 200 kDa (Sánchez, et al,

2001), así que resultaba factible recurrir a la cromatografía de exclusión molecular para

fraccionar extractos proteicos de diferentes momentos de la germinación.

De esta manera, el proyecto de investigación se dividió en doé partes, la primera

encaminada al estudio del comportamiento de PCNA dependiente del ciclo celular y la segunda

enfocada a determinar el tamaño de los complejos en los cuales se haya presente PCNA

empleando a la germinación como modelo.
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Definir el tamaño de los complejos proteicos que forma PCNA tanto en cultivos

.celulares como durante la germinación de maíz e identificar proteínas de la fase Gl que se

asocian a PCNA en estos complejos.

En células anímales se tiene la evidencia de que PCNA es una proteína que se asocia a

una gran variedad de proteínas vinculadas en el ciclo celular; por lo tanto, PCNA tenderá a

formar complejos equivalentes en maíz, los cuales modificarán su composición conforme la

gerriiinación transcurra.
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Con el fin de comprobar la hipótesis se plantearon los siguientes objetivos :

GENERAL.

& Determinar el tamaño de los complejos proteicos de la fase Gl del ciclo celular a los

que se asocia PCNA tanto en cultivos celulares como durante la germinación de maíz.

PARTICULARES.

áí Establecer un cultivo sincrónico de células que permita determinal1 los tiempos en los

cuales ocurren las diferentes fases del ciclo Celular y así determinar como se modifican

los complejos asociados a PCNA.

& Determinar mediante cromatografía de exclusión molecular, el tamaño de los

complejos de los cuales forma parte PCNA. \

Ü> Esclarecer la identidad de las proteínas que co-eluyen con PCNA, buscando

específicamente complejos tipo ciclina D-cdk.

2 Estudiar el comportamiento del complejo ciclina D-cdk-PCNA durante la

germinación, monitoreando la presencia de la proteína y correlacionándola con la

actividad de dnasa asociada a este complejo.

& Determinar la variación de estos complejos durante la germinación estimulada con un

fitorregulador como bencÜadenina (BA).
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El propósito inicial fue establecer cultivos celulares líquidos, creciendo embriones

inmaduros de maíz en medio N6. Se tomaron muestras del cultivo cada tercer día y se

determinaron el peso s¡eco, el peso fresco y lá cantidad de proteína. Los problemas que

surgieron aquí hicieron que el trabajo se enfocara al modelo de la germinación.

Así, partiendo de extractos proteicos crudos de diferentes horas de germinación

(semilla seca, 3 h, 6 h y 15 h), se llevó a cabo el fraccionamiento de las proteínas mediante una

cromatografía de exclusión molecular usando una columna de Superdex 200.

Una vez fraccionadas las proteínas, dichas fracciones se concentraron, ya sea por

precipitación o eliminación de agua y a continuación se cargaron en geles de poliacrílamida al

11% y se transfirieron a membranas de immobilon, para, posteriormente, ser empleadas para

ensayos de Western-blot

Los ensayos de Western-blot permitieron detectar la presencia de proteínas tales

como PCNA, ciclina D, pRB y la cinasa asociada a ciclina D (cdk-A).

Después de los ensayos anteriores, se realizó inmunoprecipitación de las fracciones

para determinar asociación entre las proteínas detectadas y PCNA. Dicha asociación

nuevamente se determinó mediante anticuerpos.

Adicionalmente, a estos ensayos se efectuaron ensayos de actividad, tanto para

polimerasa, como para cinasa. El primero con el fin de detectar la posible presencia de la ADN

polimerasá en los complejos de alto peso molecular en los que se encontró a PCNA. Los

ensayos dé actividad de cinasa se efectuaron para determinar si el complejo ciclina D-cdk-A

asociado a PCNA se hallaba activo en los periodos muestreados.
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A continuación se enumeran los materiales y equipos empleados para el desarrollo de

la presente tesis. Los componentes de algunas soluciones y medios, así como su preparación se

detallan en el apéndice.

MATERIALES.

BIOLÓGICO

Semilla de maíz Zea mays L,. variedad Chalqueño.

Embriones de maíz inmaduros de 15-18 días después de polinización variedad

Tuxpeño.

REACTIVOS QUÍMICOS

Todos los reactivos utilizados fueron grado analítico.

El cloruro de sodio, el cloruro de magnesio, el ácido etilén-diamino-tetra-acético, el

fosfato mono-hidrogenado de sodio, el fosfato dí-hidrogenado de sodio, el hidróxido de sodio

y la sacarosa se adquirieron de J.T. Baker o MERCK.

La acrilamida, la metilén bis-acrilamida, el Tris base, se, adquirieron de GIBCO-BRL

Life Technologies Inc.

El p-mercaptoetanol, la benciladenina y el TEMED se adquirieron de SIGMA-

ALDRICH Chemicals.

La proteína A agarosa y las tabletas de inhibidores de proteasas (Complete ™) fueron

adquiridos de Roche.

El paquete ECL Western-blotting, la película fotográfica Hyperfilm, el anticuerpo

anti-conejo conjugado con peroxidasa y el [y-32 PJATP fueron de Amersham Pharmacia

Biptech.

Los marcadores de peso molecular para la columna de Superdex 200 fueron

adquiridos de Boehringer Mannheim.

Las membranas de immobilon PVDF fueron adquiridas de Millipore.
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Los anticuerpos polidonales anti-PSTAIRE y anti-ciclina D fueron de Santía Cruz

Biotech.

Los microtubos tipo Eppendorf y las puntas de plástico para micropipeta, se

adquirieron deRAlNIN Instrument Co.

EQUIPO

Se usaron los siguientes equipos: el autoclave, vortex y horno 4e marca ADEA. Las

micropipetaS de marca RAININ Instrument Co.; la centrífuga de velocidad media y la

microcentrífuga, ambas de marca Sorvall-Dupont; los aparatos de electroforesis vertical, las

fuentes de poder y el secador de geles, de marca GIBCO-BRL Life Technologies, Inc.; la

incubadora digital de marca líiermoline; la campana de flujo laminar horizontal, de marca

NuAíre, el FPLC y la columna Superdex 200 de la marca Amersham Pharmacia Biotech.

MÉTODOS,

Establecimiento de Cultivos Celulares de maíz.
Los cultivos de callos1 embriogénicos fueron establecidos a partir de embriones

«góticos inmaduros de maíz, cosechados 15-18 días después de polinización, proporcionados

por el Instituto Nacional de Investigaciones Forésteles y Agropecuarias (INIFAP), Campo

Experimental Zacatepec.

a) Desinfección del material.

Primeramente, las mazorcas de maíz se desgranaron y desinfectaron con etanol al

70 % por 1 minuto, se enjuagaron tres veces con agua desíonizada estéril y en seguida los

granos se colocaron en una solución de hipoclorito de sodio comercial al 3% final (ingrediente

activo al 6%) junto con 5 gotas de Tween 20 y 15 gotas de Microdyn por cada 250 mL durante

15 min con agitación constante. Finalmente, se enjuagaron cuatro veces cort agua desionizada

estérili

b) Establecimiento del cultivo de callos.

Una vez desinfectados los granos, se extrajeron los embriones inmaduros y

posteriormente se colocaron eii frascos de vidrio que contenían 20 mL de medio nutritivo N6

modificado ( ver apéndice )• Se colocaron de 4-5 embriones sobre el cultivo sólido procurando

que el eje embrionario estuviera en contacto con medio. Se dejaron crecer por 21 días en

condiciones de oscuridad a una temperatura de 25 ±2° Q revisándolos continuamente.
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Una vez que se obtuvo el callo, éste se separó del tejido madre para resembrarlo en el

medio de proliferación, en el cual permaneció durante dos semanas más, después de las cuales

fue necesario otro subcultivo para renovar el medio y depurar al callo de raíces y otras

estructuras diferenciadas.

c) Establecimiento de cultivos en suspensión.

El establecimiento de los cultivos en suspensión se efectuó inoculando 1, 2 o 3 g de

callo de embriones inmaduros de maíz en 30 mL de medio de cultivo líquido N6 modificado

(ver apéndice ) . Estos cultivos (cultivos madre), se mantuvieron en agitación constante en una

agitador orbital (Lab-Iine) a 100 rpm durante 4 días. Transcurrido este tiempo, las

suspensiones debieron ser subcultivadas. Durante el subcultivo, las suspensiones deben ser

tamizadas para desbaratar los agregados celulares y homogenjzar los cultivos. A continuación la

suspensión se distribuyó en matraces conteniendo medio N6 líquido. Posteriormente, se

incubaron a 28 °C en oscuridad y con agitación constante por 1 semana (Mórocz etal, 1990).

d) Evaluación de los cultivos celulares en suspensión

Para establecer el compOttamiento de los cultivos en suspensión se consideró el

crecimiento de dichos cultivos y la eficiencia de la maquinaria de síntesis de proteínas. Los

cultivos en suspensión fueron evaluados después del primer subcultivo, determinando peso

seco, peso fresco y cantidad de proteínas, tomando como tiempo inicial (TQ) el momento del

subcultivo. El peso fresco se determinó tomando alícuotas de 1.5 mL del cultivo fiara cada

repetición, se colocaron en tubos Eppendorf estériles de peso conocido y se centrifugaron á

2000 rpm durante 10 mih, se eliminó el sobrenadante y se determinó el peso de la muestra

inmediatamente. El peso seco se obtuvo de la misma muestra tomada pata peso fresco^ con la

diferencia de que los tubos se dejaton secar por dos días a 54 °C. La cantidad de proteínas se

determinó a partir de otra alícuota de 1.5 mL, se usaron las células y se extrajeron las proteínas

(ver más adelante) y finalmente se cuantificaron por el método de Bradford (Bradford, 1976).

Estos parámetros de crecimiento se tomaron por triplicado en tres de la cinco

repeticiones para cada tratamiento, dejando las otras dos como respaldó en caso de

contaminación. Las curvas de crecimiento se obtuvieron del promedio de estas repeticiones

graficando los datos con respecto al tiempo.
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Obtención de Ejes Embrionarios de maíz.
Mediante el uso de una navaja de un filo y de manera manual, se separó, casi en su

totalidad el endospermo y él escutelo del eje embrionario, procurando no dariar la estructura de

los ejes. Los ejes se utilizaron inmediatamente o se almacenaron a 4o C en un desecador hasta

su empleo.

Imbibición dé Ejes embrionarios de Maíz con o sin BA.
Se desinfectaron los ejes eñibrionarios utilizando hipoclorito de sodio 0.5% por 1

min. Se enjuagaron con agua estéril bidestilada/desionizada por 3-4 veces, dejándolos secar

completamente al aire estéril de la campana de flujo laminar. En cajas petri estériles se pusieron

papeles filtro estériles con suficiente solución de imbibición con o sin BA ( ver apéndice ) para

saturar el papel filtro y, sobre dicho papel, se colocaron los ejes embrionarios tomando como

tiempo de inicio de la irabibicióij el término de la colocación de dichos ejes en el papel. Se tapó

y selló cada caja petri con parafilm. A continuación, se incubaron a 25° C en oscuridad, por el

tiempo deseado (3, 6, y 15 h para germinación normal, 3 h para germinación estimulada con

BA).

Extracción de Proteínas,
Los ejes embrionarios (~ 1 g) se hompgeneizaron exhaustivamente en un mortero

con 5 mL de amortiguador de extracción ( vef apéndice ) . Inmediatamente, se procecjió a

centrifugar el homogenado a 150 000 g por 30 rain, a 4o C y se retiró la fase acuosa que es la

enriquecida en proteínas.

Cuantifícación de proteínas.
Utilizando un método espectofótométrico, se midió la absorbencia de 1 \iL del

extractq proteico crudo en una celda de cuarzo de 1 mL a 280 nm de longitud de onda, para

cuantifipar proteínas, aforando el volumen de la celda, con agua bidestjlada. Se determinaron las

lecturas tomadas restando el correspondiente blanco, y considerando que 0.8 mg/mL de

proteína — 1 U.A. a 280 nm. Con este dato se determinó la concentración en mg/mL de la

proteína presente en la muestra original.

Las mediciones anteriores se confirmaron mediante el método de Bradford

(Bradford, 1976). En este caso, se tomaron 5 \xL del extracto proteico crudo, 25 uL de NaOH

lísf y 200 uL de reactivo de Bradford y se aforaron a un volumen de 1 mL con agua
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bidestilada. A continuación se efectuaron las lecturas a 595 nrn en celdas de plástico.

Previamente, se efectuó una curva patrón con un estándar de albúmina, la cual nos permitió

establecer posteriormente la cantidad de proteína presente en la muestra original.

Fraccionanuento de proteínas. Cromatografía de exclusión molecular:
Superdex 200.

Él extracto proteico ya cuantificado (1 mL) se cargó a una columna de 120 rnL para

filtración en resina de gel Superdex 200, la cual está compuesta por un gel de agarosa y dextran

covalentemente unidos lo que le proporciona un rango de tamaño de poro de 24-44 £im y le

permite separar proteínas en una rango de peso molecular de 10 000—600 000 Da. La fase

móvil de la cromatografía fue el amortiguador de elusión ( ver apéndice )„ el cual sé adicionaba a

la columna a una velocidad de 0.75 mL/min y las fracciones recolectadas contenían un

volumen de 1.1 mL. La proteína se cuantificó mediante espectrofotometría a 280 nm. Los

estándares de peso molecular empleados fueron : ferritina (450 kDa), catalasa (240 kDa),

aldolasa (158 kDa), albúmina sérica bovina (68 kDa) y ovoalbúmina (45 kDa).

Concentrado de proteínas.
Dado que las fracciones derivadas de la cromatografía de filtración en gel contenían

bajas cantidades de proteína, se decidió concentrarlas empleando para ello dos métodos: uno

de ellos fue la precipitación por pH, empleando ácido tricloroacético (TCA) a una

concentración final del 10%, y para redisolver en con NaOH 0.1 N. El otro método y que fue

el que se usó preferentemente, fue concentrando el extracto proteico por medio de un equipo

de concentración con vacío, "Speed vac", el cual evapora el agua presente en la muestra.

Electrotransferencia e inmunodetección (Western blot).
Se tomó una cantidad equivalente a 30 |¿g (""10 fiL) de proteína concentrada de cada

una de las fracciones y se les adicionó amortiguador de carga (Laemmli, 1970). A continuación,

dichas muestras se calentaron a 95 °C por 5 min y se cargaron en un gel de poliacrilamida al

11% (SDS-PAGE). El gel se desarrolló con una diferencia de potencial eléctrico de 83 V hasta

que el colorante azul de bromofenol alcanzara aproximadamente 0.5 cm antes del final del gel.

Hecho lo anterior, el gel se transfirió a una membrana de Immobilon (0.2 |4¿n de poro),

mediante un sistema de transferencia en seco (LKB "Transblot aparatus") por 1.5 h empleando

para ello una intensidad de corriente de 0.075 Amp por membrana.
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A continuación, las membranas se trataron con solución de bloqueo ( ver apéndéte ) poi

1 h. Transcurrido el tiempo se les adicionó el primer anticuerpo [ anti-PCISf A policlonal

(dilución 1:1500), antí-Ciclina D policlonal (dilución hlOOO), anti-PSTAIRE policlonal

(dilución 1:1500), anti-pRb policlonal (dilución l:l50Ü) ] y se dejaron incubando con este

anticuerpo por 12 h a 4o C. Posteriormente se realizaron dos lavados con sQlüción de PBS lx

(ver apéndice )y un tercero con PBS junto con NaCl 0.5 M de 15 min cada uño a temperatura

ambiente. Subsecuentemente, se incubó a las membranas con el segundo anticuerpo [ anti-

coñejo conjugado con peroxitíasa (dilución 1:10 000) ]. Las membranas se lavaron 3 veces con

amortiguador PBS lx nuevamente. La detección se llevó a cabo colocando a la peroxidasa en

contacto con el reactivo ECL (sustrato) y exponiendo la membrana a tína película fotográfica.

Ensayos de inmunoprecipitadón.
Con las fracciones en las cuales se determinó la presencia de PCNA se realizaron

ensayos de co-inmunoprecipitación para determinar su asociación con otras proteínas.

Primeramente el anticuerpo anti-PCNA de maíz se incubó con ía proteína A agarosa

(dilución 1:5) a temperatura ambiente por 2 h empleando el amortiguador A ( ver apén4ice ) . A

continuación, al conjugado anterior se le añadió el extracto proteico o tracción proteica

(200 ¡ag) y esta mezcla se incubó por 12 h # 4o C con agitación constante. Subsecuentemente, la

mezcla se centrifugó en una mícrofuga (12 000 rpm) y el precipitado se lavó 5 veces con el

amortiguador A. La elusión de las proteínas unidas a la agarosa se efectuó adicionando

amortiguador de carga {Laemrnli, 1970). Los inmunoprecipitados se separaron mediante

SI)S-PAGE y posteriormente se analizaron por Western blot.

Ensayo de actividad de cinasa.
Los inmunoprecipitados se resuspendieron en 15 |iL de amortiguador de cinasa (ver

apéndice) junto con 5 |¿CÍ [y-2 P]ATP y 4 j¿g de GST-Zm&BR-C (dominio carboxilo terminal

de la proteína RBR de maíz) como sustrato. Se incubaron a 30°C por 30 min para dejar que

tuviera lugíar la reacción y posteriormente, se detuvo la reacción con amortiguador de carga

(Laeihmli, 1970). Después |as muestras se calentarori por 5 min y se separaron por SDS-

PAGE. El resultado se reveló mediante autorradiografía.
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Ensayo de actividad de polimerasa.
El ensayo consiste en la medición de la incorporación de timidina-[3H] en una cadena

de ADN por acción de la ADN polimerasa que se desee probar. A los extractos proteicos a

ensayar se adicionaron 40 JAL de amortiguador de reacción ( ver apéndice) se incubaron a 37° C

po¿ 30 min con agitación y a continuación, se adicionaron 5 mL de TCA al 10%.

Posteriormente, se filtraron al vacío, lavando con 10 mL de TCA al 10 %, después con 10 mL

de TCA al 5% y, finalmente, con 10 mL de etanol grado industrial, dejando evaporar casi a

sequedad. Los .filtros se terminaron de secar en un horno a 54° C por 30-60 min. Se agregaron

2 mL de solución de centelleo por cada filtro a un frasco vial leyéndose las cpm por 3 min.

Prueba de estimulación de la síntesis de ADN por BA en ejes embrionarios
de maíz.

Se imbibieron 3 series de 10 ejes embrionarios con solución de imbibición con BA

(10'6M) y 3 series de 10 ejes embrionarios con solución de imbibición sin BA por 24 h,

adicionando en todos los casos 20 u,Ci/mL de [3H]-timidina. Al finalizar el tiempo se eliminó

la solución de imbibición residual lavando, por cada 10 ejes embrionarios, con 5 mL de cítrato

de socjio al 5 % estéril, separándose como material radiactivo. Se agregaron 2 mL de solución

amortiguadora de lisis por cada 10 ejes embrionarios, homogenando perfectamente en un

politrón utilizando un vastago adecuado, procurando que no quedaran residuos de ejes

embrionarios.

Las macromoléculas se precipitaron con 1 mL de TCA al 20 % por cada 2 mL de

homogenado, reposando en hielo por 15 min. Se filtró al vacío, lavando con 10 mL de TCA al

10 %, después con 10 mL de TCA al 5 % y, finalmente, con 10 mL de etanol grado industrial,

dejando evaporar casi a sequedad. Los filtros se terminaron de secar en un horno a 54 °C por

30 min-1 hora. Se agregaron 2 mL de solución de centelleo por cada filtro a un frasco vial

leyéndose las cpm. durante 1 min.
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CULTIVOS CELULARES.

Con el fin de determinar el comportamiento de PCNA y los complejos que forma

durante la fase Gl en un sistema de células homogéneas, era necesario contar con un sistema

en el que se pudieran sincronizar células, por lo que la tarea consistía en establecer cultivos de

células en suspensión y comparar dichos resultados con los observados para una población de

células heterogéneas como las presentes en el eje embrionario.

Para cumplir con este objetivo, sé partió de cultivos de callos obtenidos a partir de

embriones cigóticos inmaduros de maíz para poder establecer los cultivos, ya que los

embriones inmaduros presentan una elevada actividad metabólica.

Los callos observados en estos experimentos presentaron consistencia friable, textura

glanular, color blanquecino a amarillento y presentaron una alta tasa de crecimiento,

descripción que corresponde con observaciones previas (Green y Rhodes, 1982: Morrish,

1987, Vasil, 1988) y los coloca como cultivos de callos embriógénicos de maíz tipo II.

Los callos tipo II son suaves, friables, crecen rápidamente y pueden mantener su

capacidad embriogénica durante largos períodos (Green, 1982; Tomes y Smith, 1985; Vasil y

Vasíl, 19^3), poseen agregados de células indiferenciadas algunas veces entremezcladas con

células vasculares y grupos de pequeñas células meristemáticas isodiamétricas en la superficie

de los agregados (fimons y Kieft, 1991), se presentan como células pequeñas, que se

encuentran densamente empacadas, con paredes delgadas, citoplasma abundante y basofíhco

que contiene muchas vacuolas pequeñas, gotas de Hpidos y granos de almidón (Fransz y Schel,

1991; 1994). Por lo tanto, resultaban ser un buen candidato para ser empleados en el

establecimiento de cultivos en suspensión.

Desafortunadamente, en contraste con el crecimientp observado para los cultivos de

callos, las células en suspensión no mostraron una capacidad de crecimiento. Es importante

mencionar que para obtener una suspensión celular mucho más homogénea es necesario partir

de un subcultivo, lo que implica que debe eliminarse el cultivo madre. Las evaluaciones de los

parámetros de crecimiento se hacen por lo tanto a partir del primer subcultivo, por lo cual no

se evaluó el comportamiento del cultivo durante el primer período de incubación.
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Los parámetros de crecimiento utilizados para evaluar los cultivos celulares en

suspensión son el peso seco, el peso fresco y la cantidad de proteína, los cuales se emplearon

en este trabajo para determinar la respuesta de lo? cultivos a diferente cantidad de inoculo

(f igura 6).

Cinética de Crecimiento a partir del peso fresco de células en
suspensión de maíz Iniciadas con tres densidades
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de maíz iniciadas a partir de tres densidades
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Figura 6. Cinética de crecimiento de las célalas de maíz en suspensión. A: determinación de peso fresco,
B; determinación de peso seco y C: determinación de cantidad de proteínas. Todas las
determinaciones se efectuaron por triplicado tomando alícuotas cada tercer día y ensayando tres
cantidades diferentes de inoculo inicial. La densidad 1,2 y 3 corresponden a 1,2 y 3 g de callo.
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Las curvas de crecimiento obtenidas de acuerdo a cada uno de los parámetros

medidos representan el promedio de tres repeticiones para cada punto de la curva. Cada

muestra fue tomada cada tercer día después del primer subcultivo para cada densidad.

Como se muestra en la f i g u r a 6, se probaron diferentes cantidades de inoculo (1,

2 y 3 g de callo) en los cultivos, con el fin de establecer las condiciones de células iniciales de

las cuales partiría el cultivo y el tiempo de crecimiento.

Sin embargo, al analizar cada uno de los parámetros (peso fresco, peso seco o

proteínas) no se observa que la cantidad de células se duplique o incremente. Además, si se

analizan cada una de las densidades por separado, se observa que no existe un pico máximo en

el cual coincidan cada uno de lo parámetros, lo cual indica que no existe repetibiÜdad entre los

experimentos.

Dado lo anterior resultaba muy difícil emplear este tipo de cultivos para realizar un

experimento subsecuente ya que, en primer lugar, no se tenía la certeza de que las células

estuvieran proliferando y, además, para llevar a cabo la sincronización de células es necesario

contar con células uniformes, es decir, de la misma edad Qo cual se determina por el tamaño de

cada célula). Para lograr lo anterior, se requiere eliminar todos los aglomerados celulares

presentes (células madres) de la suspensión, lo cual ocasiona, como ya se vio antes> que los

cultivos dejen de crecer. Esto indica qué, al menos para maíz, algunos componentes residentes

en las células madres o nodrizas son necesarios para el adecuado crecimiento del cultivo.

Debido al fracaso obtenido con los cultivos celulares sé decidió trabajar con el

sistema de estudio que por años se ha seguido en el laboratorio, la germinación de maíz y el

objetivo se enfocó no solo a los tiempos en los cuales se presenta PCNA durante el ciclo, sino

principalmente al tamaño de los complejos en los cuales se halla presente.

FRACCIONAMIENTO DE PROTEÍNAS DURANTE LA
GERMINACIÓN

Hasta ahora el tamaño de PCNA y los complejos que forma durante la fase Gl del

ciclo celular, se habían determinado mediante geles nativos de poliacrilamida. Se sabía que esta

proteína se une a otras proteínas formando asociaciones de alrededor de 200 kDa (Sánchez, et

al. 2001), por lo que resultaba interesante recurrir a una estrategia que permitiera conocer con
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mayor precisión el tamaño y la composición dé dichos complejos. Siguiendo con esta idea, se

decidió emplear la cromatografía de exclusión molecular para lograr este fin;

COMPORTAMIENTO DE PCNA.

Lo primero que se requería era fraccionar por Superdex 200 ex^ractoá proteicos de

diferentes horas jde germinación y detectar la presencia de PCNA en estas fracciones. Para

cumplir con este objetivo primeramente se detectp la presencia de PCNA por Western blot en

extractas proteicos totales j3e ejes embrionarios de semilla seca y de extractos proteicos de ejes

embrionarios germinados por 3, 6 y 15 h antes de ser fraccionados, con el fin de corroborar

que en los extractos estuviera presente nuestra proteína de interés.

PCNA

SS 3 h 6 h 15 h

Figura 7. Inmunodeieccíón de la proteína PCNA a lo largo de la germinación. Extractos proteicos
de ejes embrionarios de semilla seca (SS) y extractos proteicos de ejes embrionarios
germinados por 3, 6 y 15 h fueron separados por SDS-PACF, electrotransferidos e
iniminodctcctados con anticuerpos anti-PCNA de maíz.

' [' "La f i g u r a 7 muestra el comportamiento de PCNA durante la germinación. Se

observa que^PCNA está presente desde semilla seca y su cantidad se va incrementando

conforme avanza la germinación; lo anteripr concuerda con lo ya reportado (Herrera et al.,

2000). El siguiente paso consistió en llevar a cabo el fraccionamiento de dichos extractos y

detectar en esos fraccionados a la protéína.

En principio, los perfiles de elusión de las proteínas a través de la columba de

exclusión molecular mostraron diferencias durante la germinación { f i g u r a 8} .
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Figura 8. Perfil de elnsión de extractos proteicos a diferentes tiempos de la germinación. A:
fraccionamiento de extractos proteicos de ejes embrionarios de semilla seca, B: fraccionamiento
de extractos proteicos de ejes embrionarios de 3h de germinación, £: fraccionamiento de
extractos proteicos de ejes embrionarios de 6h de germinación y D: fraccionamiento de extractos
proteicos de ejes embrionarios de 15 h de germinación. La concentración en mg/mL fue obtenida
mediante el método de Bradford (ver materiales y métodos).
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En los cromatogramas ( f i g u r a s 8B, C, y D), se observa que durante la

germinación aparecen dos picos principales. El primero de estos picos se localiza entre las

fraqcioúes 40 — 60 (correspondientes a los pesos moleculares mayores a 450 000 Da) j el

segundo pico se presenta entre las fracciones de menor peso molecular, 85—95 (que

corresponden al tamaño de 35 000-41 000 Dá). Al parecer durante la germinación la población

proteica se presenta primordblmente en asociaciones de alto peso molecular..

Interesantemente, al cíomparar los resultados é,c semilla embebida con los mostrados

para semilla seca, el patrón de elusión es relativamente diferente. En semilla seca ( F i g u r a

8A), las proteínas sé presentan dispersas eri tres grandes picos, el primero correspondiendo a

proteínas o complejos de alto peso molecular (> 450 000 Da), un segundo localizado en un

rango de 450 000-+105 000 Da y el último involucrando a proteínas de 100 000-60 000. Lo

anterior nos indica que el tipo de protemas, en cuanto a p e s ° molecular, presentes en semilla

seca muestra diferencias con los que se presentan durante la germinación.
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29kDa

B ET 45 47 49 51 53 55 57 59 61 63 65 67 69 ET 71 73 75 77 79 81 83 85 87 89 91 93
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E t 45 47 49 51 53 55 57 59 61 63 65 67 69 ET 71 73 75 77 79 81 83 85 87 89 91 93

ET 45 47 49 51 53 55 57 59 61 63 65 67 69 ET 71 73 75 77 79 81 83 85 87 89 91 93

Figura 9. Fraccionamiento de proteínas de diferentes horas de germinación e inmunodetección usando
anticuerpos antí-PÚVA. A: fraccionamiento de extractos proteicos de ejes embrionarios de
semilla seca, B: fraccionamiento de extractos proteicos de ejes embrionarios de 3 h de
germinación. C: fraccionamiento de extractos proteicos de ejes embrionarios de 6 h de
germinación y D: fraccionamiento de extractos proteicos de ejes embrionarios de 15 h de
germinación. ET indica el extracto proteico total.
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Utilizando las fracciones proteicas de las diferentes horas de germinación, las

proteínas se separaron por SDS-PAGE y se detectó la presencia de P)CNA mediante Western

blot ( f i g u r a 9) .

En la f i g u r a 9A, se analizan los extractos proteicos procedentes de semilla seca,

en los cuales PCNA aparece entre las fracciones 61 a la 71, correspondientes a pesos

moleculares entre 450 000 y 163 000 Da, que como se ve a continuación son complejos

proteicos que desaparecen conforme la germinación avanza.

Hacia las 3 horas de germinación PCNA aparece en tres tipos de fracciones proteicas

( f i g u r a 9B). La primera de ellas corresponde a complejos proteicos de muy alto peso

molecular, es decir, aquellas proteínas o complejos cuyo tamaño es mayor al marcador de

ferritina (450 kDa); en estos complejos PCNA tendrá que venir asociada a proteínas de muy

alto peso molecular o estar formando complejos multiméricQS entre ella y otras proteínas. El

siguiente grupo corresponde a proteínas que aparecen entre 182 y 85 kDa; dentro de este rango

de tamaño esperaríamos encontrar a la proteína formando su característico trímero (90 kDa)

que se sabe es la forma más estable de la proteína y en la que se encuentra principalmente.

También es en este rango donde esperaríamos encontrar a PCNA cuando se asocia con un

complejo tipo ciclina-cdk (~ 170 000 Da). Cabe hacer notar que en estas fracciones se presenta

la mayor a cantidad de la proteína ( f i g u r a 9B). En el último rango de tamaños en el cual

se presenta PCNA es en proteínas de bajo peso, las cuales están entre las fracciones 79 a la 87

y que corresponden a un peso molecular entre 68 y 23 kDa, rango en el cual, de acuerdo a su

tamaño, estaría contenida la protéína en su forma dim^rica (60 000 Da) y en su forma

monomérica (30 000 Da). Aquí es donde se encuentra la menor cantidad de proteína.

Cuando se observan los complejos que forma. PCNA hacía las 6 y 15 h de

germinación, lo primero que salta a la vista es la desaparición de los complejos de muy alto

peso molecular, sugiriendo que estos complejos son propios de las primeras horas de

germinación. Por otro lado, los complejos comprendidos en el rango de 163—23 kDa persisten

durante la germinación y además su concentración se incrementa al avanzar ésta, de manera

semejante a lo que sucede cuando se monitorea a PCNA en los extractos proteicos de semjUa

germinada.

El tamaño de los complejos proteicos de muy alto peso molecular, (mayores a

450 kDa) en que se encuentra PCNA a las 3 h de germinación nos llevaron a preguntar si

PCNA se encontraba asociada a proteínas como las ADN polímerasas, enzimas de alto peso
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molecular. Por lo anterior, se decidió realizar ensayos de actividad de ADN politnerasa en estas

fracciones. No obstante, los resultados, aún con las fracciones proteicas concentradas, nunca

mostraron actividad de ADN polimerasa ( f i g u r a 10) . A pesar de lo antes mencionado,

no se puede descartar la presencia de este tipo de proteínas asociadas a PCNA.
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Figura 10. Ensayo de actividad de ApN polimerasa. Las barras corresponden a la timidina [3H]
incorporada al At)N iriolde ensayadas en los extractos proteicos fraccionados de 3h de
germinación. El control contiene la mezcla de reacción y agua. Las fracciones de la 50 a la 60
contienen a los complejos proteicos mayores de 450 kDa, y las fracciones de la 62 a la 72
contienen proteínas entre 146 y 437 kDa.

El siguiente paso consistió en averiguar la identidad de los acompañantes de PCNA

eri los complejos presentes entre 200 y 100 kDa, para ío cual, como se mencionó

anteriormente, un buen candidato resultaba ser él complejo sensor del ciclo celular: ciclina D-r

cdk, ya que en maíz ya se había reportado que existe una asociación entre una ciclina tipo D y

PCNA (Herrera et al, 2000).



COMPORTAMIENTO DE LA PROTE I NA TIPO CICLINA D.

A continuación, se determinó la presencia de las proteínas que forman el complejo de

ciclina/cinasa de la fase Gl mediante ensayos tipo Western blot en los extractos fraccionados

de las diferentes horas de la germinación.

La primera proteína que se analizó fue la dclina tipo D, para lo cual primeramente se

analizó la presencia de la proteína en extractos totales de semilla seca y de 3, 6 y 15 h de

germinación ( f i g u r a 11) .

tía j

ss ir>h
Figura 11. Inmunodetección de la proteína ciclina Dalo largo de la germinación. Extractos proteicos

de ejes embrionarios de semilla seca (SS) y extractos proteicos de ejes embrionarios germinados
por 3, 6 y 15 fa fueron separados por SDS-PAGE, electrótransferidos e inmunodetectados con
anticuerpos anti-ciclina D de Rumano.

La f igu ra 11 nos muestra que la proteína se encuentra presente en semilla seca y

durante la germinación, disminuyendo hacia las 15 h, tiempo en el cual se sabp qué comienza a

degradarse (Herrera et al, 2000). El anticuerpo empleado detecta a la proteína ciclina tipo D en

forma de un doblete durante todos los tiempos ensayados.

Una vez corroborado este comportamiento, el siguiente paso consistió en visualizar a

ciclina D en los extractos fraccionados { f i g u r a 12) . '

Dado que en semilla seca no existen complejos alrededor del tamaño en que se espera

que co-eluyan PCNA, ciclina D y cdk, para los posteriores experimentos solo se utilizaron los

tiempos de germinación 3, 6 y 15 h.
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Figura 12. Fraccionamiento por exclusión molecular de proteínas de diferentes horas de germinación e
inmunódetección usando anticuerpos anti-ciclina D. A: fraccionamiento de extractos proteicos de ejes
embrionarios de 3 h de germinación. B: fraccionamiento de extractos proteicos de ejes embrionarios
de 6 h de germinación y C: fraccionamiento de extractos proteicos de ejes embrionarios de 15 h de
germinación. ET indica el extracto proteico total.

Para estos extractos,, la detección de la proteína presentó algunos problernas

metodológicos que impidieron una visualjzación nítida» además de que la proteína ciclina tipo

D parece estar distribuida a, lo largo de todas las fracciones obtenidas, principalmente en los

extractos ¿le 3 y, en cierta medida, también en los de 6 h de germinación. Es probable que la

proteína que aparece en las fracciones en tamaños menores de 50 kDa represente degradación

de la ciclina tipo D, la cual como se ha descrito, es muy inestable (Cruz-Gairck et al,, 1998),

Por otro lado, el comportamiento en la proteína hacia las 15 h de germinación parece

ser errático, la mayor presencia de la proteína se localiza en la región en que la probable

ciclina D estaría como monómero (fracciones 75—81) y en aquejla región de arriba de 200 kDa

(fracciones 65-67). Para las 15 h de germinación la cantidad de la proteína disminuye

notablemente, lo que concuerda con el hecho de que este es el tiempo en el que comienza la

fase S y donde la proteína comienza a degradarse (Cruz-García et al, 1998; Herrera et al., 2000).

En todo caso, tanto a las 3 h como <$ las ó'h'de germinación es evidente que existe una buena

proporción de la proteína «tipo eítíjjlá- ^J^enjJ^'^maños donde se esperaría que se encóntraiia

en un complejo con PCNA. ' * *"*"
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El siguiente paso consistió en detectar a la proteína acompañante de la ciclina D, que

para el caso de plantas es una cinasa conocida como cdk A, la cual contiene la secuencia

PSTAIRE, píopia de las cínasas tipo cdc2 y que se localiza en el dominio de unión a ciclinas.

Justamente es esta secuencia la que nos permitió su detección, ya qué se contaba con un

anticuerpo dirigido contra dicha región.

COMPORTAMIENTO DE LA CDK,

Al igual que para las otras proteínas, primeramente se detectó a la cdk en extractos

totales, para corroborar su presencia y comportamiento durante la germinación.

CdkA

Figura 13. Inmunodetección de la proteína cdk A a lo largo de la germinación. Extractos proteicos de
ejes embrionarios de semilla seca (SS) y extractos proteicos de ejes embrionarios germinados por
3, 6 y 15 h fueron separados por SDS-PAGE, electrotrattsferidos e inmunodetectados con
anticuerpos anti-PSTAIRE.

Durante la germinación cdk A se presenta en forma de un doblete, en el cual la

proteúiá de mayor peso molecular (36 kDa) permanece constante a lo largo de la germinación,

mientras que la de menor peso (32 kDa) desaparece conforme la germinación avanza (Sánchez

et ed.x 2001), sugiriendo que esta proteína se encuentra regulada durante la fase Gl. A la fecha

se desconoce si se trata de dos proteínas o de la modificación post-traduccional de cdk A.

Nuevamente, el siguiente paso consistió en verificar el comportamiento de esta proteína en

extractos fraccionados de diferentes horas de germinación ( f i g u r a 14) .
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Figura 14. Fraccionamiento por exclusión molecular de proteínas de diferentes horas de germinación e
inmunodetección usando anticuerpos anti-PSTAIRE. A: fraccionamiento de extractos proteicos
de ejes embrionarios de 3 h de germinación. B: fraccionamiento de extractos proteicos dé ejes
embrionarios, de 6 h de germinación y C: fraccionamiento de extractos proteicos de ejes
embrionarios de 15 h de germinación. ET indica el estractb proteico total.

Al observar el comportamiento de la proteína cdk A, se encuentra que ésta se

comporta de manera semejante a PCNA, es ¡decir, hacia las 3 h de germinación la proteína se

présenla en complejos de alto peso molecular que van de las fracciones 49 a la 69

(correspondientes a los tamaños desde mayores de 450 000 a 203 000 Da), los que ya no están

presentes cuandb la germinación avanza (hacia las 6 y 15 h). Sin embargo, la proteína

permanece a lo largo de la germinación (3S 6 y 15 h) en complejos que van de 170 000 Da a

pesos menores de 45 kDa, que es en los tamaños en que también esta presente PCNA a estas

horas. Es importante recordar, que hasta la fecha no se ha reportado la asociación directa entre

PCNA y una cdk en plantas, por lo que para hablar de la formación de un complejo entre estas

proteínas tendríamos en principio que estar pensando también en la presencia de ciclina D, la

cual si se une directamente a PCÑA- « '
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Dado que la unión PCNA-cdk A debe ser indirecta y requiere de ciclina D, los

complejos que esperaríamos para estas proteínas tendrían un tamaño entre 120 000 y

170 000 Da, dependiendo del estado en que se encontrara PCNA, por lo que podemos decir

que existiría co-elusión entre estas tres proteínas solamente en este rango de tamaño.

Cuando se analiza cuidadosamente el comportamiento de las dos bandas de cdk A

reconocidas por el anticuerpo anti-PSTAIRE, se observa que pueden aparecer de manera

separada en algunas fracciones a lo largo del fraccionamiento y durante los diferentes tiempos

de germinación ensayados. Lo anterior resulta muy interesante si se sugiere que cada forma de

cdk A puede estar formando asociaciones proteicas y además, estas fracciones diferenciales

resultan una buena herramienta para monitorear la actividad de cinasa de cada una de las

formas de la cdk A por separado y así establecer cual de las dos formas de la proteína es la

responsable de la actividad de cinasa presente en la fase Gl del ciclo celular.

Cabe mencionar que existe gran cantidad de la cinasa en tamaños en los cuales no

podría encontrase asociada con PCNA como las presentes en las tracciones menores a

100 kDa, lo que también Índica que esta proteína podría encontrase asociada a otras proteínas,

ya sea junto con su ciclina, o independiente.

COMPORTAMIENTO DEZmRBR.

Finalmente, la última proteína que se decidió medir en estas tracciones fue ZmRBR,

la proteína Rb homologa en maíz, sobre la cual el complejo cidina-cinasa de Gl lleva a cabo su

función. Del mismo modo que las proteínas anteriores, se llevó a cabo el análisis de ZmRBR

en extractos totales de diferentes horas de germinación ( f i g u r a 1 5 ) .

Se sabe que la proteína ZmRBR de maíz tiene un tamaño de aproximadamente

90 Da, y que esta proteína desaparece durante las primeras hofas de la germinación, quizás

debido a que la proteína es marcada por fosforilación por el complejo ciclina-cinasa para ser

degradada. Se utilizó un anticuerpo homólogo, que es capaz de reconocer tres bandas; una de

ellas, de un peso molecular de 60 kDa, que es la que se reconoce más intensamente, desaparece

conforme la germinación avanza. Las otras dos bandas (90 y 30 kDa) son muy tenues y

también desaparecen hacia las 15 h. La proteína de 90 debería representar a pRb completa y las

otras dos proteínas posiblemente sean productos de degradación.



pRb

Figura 15. Inmunodetección de la proteína ZmRBR a lo largo de la germinación. Extractos proteicos de
ejes embrionarios de semillâ  seca (SS) y extractos proteicos de ejes embrionarios germinados por
3, 6 y 15 h fueron separados por SDS-PAGE, electrotransferidos e inmuno detecta dos con
anticuerpos anti-pRb de maíz.

Cuando se analiza el comportamiento de pRb en los extractos fraccionados se

observa lo siguiente ( f i g u r a 16) .
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Figura 16. fraccionamiento por exclusión molecular de proteínas de diferentes horas de germinación e
inmunodetección usando anticuerpos anti-pRb. A: fraccionamiento de extractos proteicos de ejes
embrionarios de 3 h de germinación. B; fraccionamiento de extractos proteicos de ejes
embrionarios de 6 n de germinación y C; fraccionamiento de extractos proteicos (le ejes
embrionarios de 15 h de germinación. ET indica ej extracto proteico total.
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A las 3 h de germinación, la proteína pRB se localiza entre la tracción 61 y la fracción

83, las cuales corresponden a tamaños que van de proteínas mayores de 450 000 Da a

proteínas con un tamaño de 45 000 Da. A las 6 y 15 h de germinación, esta proteína aparece en

las tracciones cuyos tamaños van de 400 a 200 kDa. Mientras que a las 3 y 6 h de germinación

la proteína aparece como bandas de 90 y 60 kDa, hacia las 15 h aparecen solo las bandas de 60

y 30 kDa, quizás indicando la degradación de pRB.

Datjos estos resultados, se puede decir que esta proteína no co-eluye con PCNA, ya

que su peso molecular (~90 kDa) liaría que el complejo PCNA-ciclina-cdk-pRb tuviera un

tamaño de alrededor de 270 000 Da, fracciones en las cuales PCNA no esta presente durante la

germinación.

La co-elusión de PCNA con proteínas clave de la fase Gl no tiene per se un

significado fisiológico, ya que sólo indica que las proteínas eluyen en las mismas fracciones; por

lo que, para demostrar la presencia del complejo PCNA-ciclina-cdk en las fracciones en que

co-eluyen las diferentes proteínas se emplearon dos estrategias. La primera consistió en realizar

ensayos de inmunoprecipitación empleando para ello el anticuerpo homólogo a PCNA. La

segunda estrategia consistió en determinar actividad de cinasa en estos inmunoprecipitados

pata corroborar no solo la presencia del complejo asociado a PCNA, sino también si dicha

asociación permitía que el complejo se encontrase activo.

Para llevar a cabo la primera estrategia se inmunoprecipitó con anticuerpos anti-

PCNA extractos proteicos totales de las diferentes horas de germinación, los que,

posteriormente, se visualizaron mediante Western blot detectando con anticuerpos anti-PCNA

( f i g u r a 17A).

La capacidad de inmunoprecipitación del anticuerpo anti-PCNA permite obtener una

buena cantidad de PCNA precipitada; sin embargo, mucha de la proteína se queda en los

lavados y en el sobrenadante. Aquí también es posible ver que la cantidad de PCNA presente

durante la germinación aumenta hacia las 15 h, dato que es evidente al observar la cantidad de

proteína que queda en los lavados y el sobrenadante.

A continuación se decidió buscar en estos precipitados, mediante ensayos de Western

blot a las otras dos proteínas presentes en nuestro complejos de interés. Sin embargo, dados

los problemas de inespecificidad mostrados por el anticuerpo anti-cliclina D, el ensayo se

redujo a buscar solo a la cdk ( f i g u r a 17B).
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Figura 17. A: Inmuaodetección usando anticuerpos anti-PCNA de los extractos proteicos totales
inmunoprecipítados con anti-PCNA provenientes de diferentes horas de germinación: senülla
seca (SS), 3» 6 y 15 h). B. Inmunodetección usando anticuerpos anti-PSTAIRE de los extractos
proteicos totales inmunoprecipitados con anti-PCNÁ provenientes de diferentes horas de
germinación: semilla seca (SS), 3, 6 y 15 h). C. Actividad de cinasa asociada a los
inmunoprecipitados con anti-PCNA provenientes de diferentes horas de germinación (3, 6 y
15 h). ET es el extractó total de 3 y 6 h, Ac es anticuerpo (anti-PCNA o anti-PSTAIRE), PA
proteína A agarosa, PP precipitado, SN sobrenadante y L lavado. IgG (imnunoglobulinas)
corresponde al autoreconocimiento del anticuerpo.
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Los resultados permitieron establecer que el anticuerpo anti-PCNA es capaz de

inmunoprecipitar a las dos proteínas que detecta el anticuerpo anti-PSTAIRE, salvo hada las

15 la donde sólo esta presente la banda de mayor peso molecular. Además se observa que

existe una buena cantidad de cdk A que no se asocia a PCNA, lo que es evidente al detectar la

presencia de la proteína en el sobrenadante y en el lavado.

La presencia de la cdk A en los inmunoprecipitados con anti-PCNA de los diferentes

extractos proteicos es una fuerte evidencia que indica que el complejo ciclina D-cdk A-PCNA

se encuentra presente durante la germinación.

En los extractos inmunoprecipitados se determinó la actividad de cinasa asociada al

complejo; el experimento se llevó a cabo en precipitados de 3, 6 y 15 h , empleando como

sustrato a la proteína pRb homologa de maíz (Zm RBR-̂ C), la cual es el blanco del complejo

ciclina D-cdk A durante la fase Gl del ciclo celular. Los resultados obtenidos se muestran en la

f i g u r a 17C, don^e se observa que existe fosforilación de la proteína pRB en todos los

extractos inmunoprecipitados de la diferentes hojras de germinación indicando que los

complejos tipo ciclina D-cdk asociados a PCNA, aunque no muy abundantes, se encuentra

activos, y tal como se esperaba, la actividad de cinasa presente hacia las 15 h de germinación

disminuye con respecto a los tiempos anteriores, ya que es en este momento cuando la ciclina

D comienza a degradarse y junto con ello el complejo comienza a desensamblarse.

FRACCIONAMIENTO DE PROTEÍNAS DURANTE LA
GERMINACIÓN ESTIMULADA CON BENCILADENINA.

Para llevar a cabo este estudio, se decidió emplear el tiempo de 3 h de germinación,

dado que bajo este tratamiento la replicación del ADN tiene lugar hacia las 6 h, tiempo en el

cual nuestro complejo de interés ya no se haya presente (Herrera et al-, 2000, Sánchez eí al,

2001).

De la misma forma que para los tiempos control, cuando se llevó a cabo el

fraccionamiento de proteínas mediante la columna de Superdex 200, se encontró un perfil de

elusión que se muestra en la f i gu ra 18 .
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Figura 18. Perfil ¿le efusión dé extracto proteico de ejes embrionarios de 1 h de germinación
estimulados con benciladenina. La concentración en mg/mL fue obtenida mediante el método de
Bradford (ver materiales y métodos)

Al observar el cromatograma ( f i g u r a 18) se encuentran predominantemente dos;

picos, el primero de eUos correspondiente a los pesos moleculares mayores de 450 kDa,

localizado entre las fracciones 40 a la 60, fracciones en las cuales también se presenta este pico

durante la germinación no estimulada. El segundo pico se presenta entre las fracciones 75 a la

85 que corresponden a peso moleculares de 105 a 35 kDa; este último pico durante

germinación no estimulada se presenta en fracciones posteriores, lo que podría dar indicio de

que cuando la germinación es estimulada, la presencia de proteínas de bajo peso molecular

disminuye.

COMPORTAMIENTO DE PCNA.

A continuación, con los extractos proteicos fraccionados f separados por SDS-PAGE

se procedió a detectar la presencia de PCNA mediante Western-blot ( f i g u r a 1 9 ) .

Pn esta figura, se observa que PCNA se localiza en las fracciones 67 a la 73, las cuales

Corresponden a los pesos moleculares de 252 a 131 kDa; en estos tamaños PCNA tendría que

estar presente principalmente en forma de trímero, ya que no hay indicios de proteínas de

menor tamaño que evidencien la presencia de las otras dos formas estequiométricas de PCNA

o formando complejos con otras proteínas alrededor de estos tamaños.
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Figura 19. Fraccionamiento de proteínas de 3 h de horas de germinación estimulada con benciladenina
e inmunodetección usando anticuerpos anti-PCNA. ET indica el extracto proteico total.

Cuando se compara este comportamiento con el que PCNA presenta durante la

germinación no estimulada, se encuentran diferencias importantes. En primer lugar, los

complejos de muy alto^peso molecular presentes a las 3 h de germinación control, ya no están

presentes, tal como ocurre conforme la germinación de semillas control avanza y, además, las

proteínas de bajo peso molecular también desaparecen. Adicionalmente, PCNA se concentra

en complejos de tamaños mayores a los que se encuentran a las 3 horas, e incluso a las 6 y 15 h

de germinación normal (alrededor de 252 a 105 kDa).

COMPORTAMIENTO DE LA CDK A.

Para comprobar que efectivamente los complejos en los que se localiza PCNA

correspondan al complejo ciclina D-cdk, s.e llevó a cabo la detección de la cdk A, participante

en este complejo { f i g u r a 20) .

PM >450
o o m co

36 kDa
32 kDa

ET 41 43 45 47 49 51 53 55 57 59 61 63 65 ET 67 69 71 73 75 77 79 81 83 85 87 89 91 93

Figura 20. Fraccionamiento de proteínas de 3 h de horas de germinación estimulada con benciladenina
e inmunodetección usando anticuerpos anti-PSTAIRE. ET indica el extracto proteico total.

53



Al analizar la f i g u r a 20 se encontró que la proteína cdk A aparece en las

fracciones 67 a la 77 que corresponden a los pesos moleculares de ¿252 a 85 Da, tamaños que

coinciden cpn las tracciones en las cuales se encuentra a PCNA; además, al igual que para

PCNA, no hay presencia de proteínas de menor tamaño. E$ importante notar que de las dos

bandas que reconoce el anticuerpo anti-PSTAIRE, la prpteína de mayor peso está presente en

las fracciones antes mencionadas, mientras qué la de menor tamaño, solo se presenta en las

fracciones de la 71 a la 77 (de peso molecular de 163 a 85).

Cuando se compara e$te cpmportamiento cpn lo observado en la, germinación

control, al igual que para PCNA, los complejos de muy alto peso molecular desaparecen así

como las proteínas de menor tamaño.

Dados los tamañps en los cuales la cdk A está co-eluye&do junto con PCNA, és

posible su asociación, ya que recordemos que estes proteínas no se unen directamente, sino

que requieren de ciclina D. Es importante hacer notar que existen dos fracciones en las cuales

está presente la cdk A pero no PCNA, lo cual habla de que t}o todos los complejos formados

por esta proteína durante la germinación estimulada con hormonas se tiene que encontrar a

PCNA.

Para darle un valor más fisiológico a la cp-elusión (Je PCNA y cdk A se realizaron

también ensayos de co-inmunoprecipitación para establecer el comportamiento de las

proteínas, tanto en el extracto no fraccipnado como en aquellas fracciones en las cuales se

presentó la co-elusión de ambas proteínas. Lps resultados se presentan en la f i g u r a 21 .

Al analizar esta figura, sé observa como PCNA se haya presente en todos los

extractos inmunoprecipitados, tanto en el extracto total como en las fracciones 67, 69, 71 y 73

(correspondientes a los pesos moleculares de 252, 203, 163 y 131 respectivamente) en los

cuales se esperaba y también puede observarse que el anticuerpo no es capaz de

imnunoprecipitar totalmente a la proteína presente en el extractp ya que gran parte de esta

aparece tantp en el sobrenadante como en el lavado. Cabe mencionar que en la tracción 45

(correspondiente a pesos moleculares superiores a 450 kDa) no se encuentra a PCNA taj y

como se observa en el Western blot del barrido de tracciones.
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Figura 21. A. Inmunodetección usando anticuerpos anti-PCNA de los extractos proteicos totales y
fraccionados inmunoprecipitados con anti-PCNA de 3 h de germinación estimulada con
benciladenina. B. Inmunodetección con anticuerpos anti-PSTAIRE de los extractos proteicos
totales y fraccionados e inmunoprecipitados de 3 ti de germinación estimulada con
benciladenina. ET es el extracto total de 3 h, Ac es anticuerpo (anti-PCNA o anti-PSTAIRE),
PA proteína A agarosa, A agua, PP precipitado, SN sobrenadante y L lavado. 45 corresponde
a la fracción de peso molecular mayor a 450 kDa, 67, 69, 71 y 73 corresponden a los tamaños
de 252, 203, 163 y 131 respectivamente. IgG (inmunoglobulinas) corresponde al
autoreconocimiento del anticuerpo.
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Cuando se busca en estos precipitados la presencia de la cdk A se observa que el

anticuerpo sólo es capaz dfc imnunoprecípitar la proteína de mayor peso molecular, p¡ero no así

a la de menor peso, tanto en él extracto total como en los extractos fraccionados, 67, 69, 71 y

73 (correspondientes a los pesos moleculares de 252, 203, 163 y 131 respectivamente), lo cual

se hace evidente cuando se observan los sobrenadantes, lo cual coincide con lo observado en

germinación no estimulada cuando las células se están preparando pata la entrada a la fase S,

hacia las 15 h y la cdk A de menor tamaño ya no esta presente. Además, es claro que PCNA no

es capaz de atrapar a toda la proteína cdk A presente en el extracto, tal y como sucede con los

extractos proteicos de germinación no estimulada.

56



El ptesente trabajo se había propuesto describir las asociaciones de la proteína PCNA

de maíz con proteínas del ciclo celular, las cuales se presentan durante la germinación, y

comparar estas asociaciones con lo que sucede en cultivos celulares sincrónicos. Para lograr

esto se trató de establecer cultivos celulares de células en suspensión, lo que no fue posible

debido a que no se observa incremento en el número de células con respecto al tiempo, lo cual

podría deberse a tres causas: la primera es que se debiera a muerte celular, lo cual era difícil de

demostrar ya que en el inoculo inicial no se determinó viabilidad en la células con lo cual no se

sabría el número de células realmente vivas desde un inicio; por otro lado, la falta de

crecimiento podría asociarse a la saturación del medio de cultivo debido a que la concentración

de células iniciales haya sido muy grande, aún cuando se probaron tres cantidades diferentes de

inoculo, y por último, se ha demostrado que las células de maíz requieren para su crecimiento

de las células madres ó nodrizas, lo que complica no sólo la proliferación y el mantenimiento

de las células sino también su posterior sincronización.

En cuanto a la asociación de PCNA con proteínas durante la germinación, se sabía

por ensayos en geles nativos, que PCNA formaba complejos de alrededor de 200 kDa durante

la germinación y dichos complejos desaparecían hacía las 15 h, prevaleciendo en tamaños de

alrededor de 100 kDa (Sánchez et al, 2001). Al observar los resultados generados por el

fraccionamiento cromatográfico se encuentra que la proteína PCNA presente en semilla seca

se asocia a complejos proteicos diferentes a los que va a formar durante la germinación. Lo

anterior es muy interesante si se1 considera que muchas de las proteínas involucradas en la

proliferación están presentes desde semilla seca (Coello y Vázquez-Ramos, 1995; García et al.,

1997; Cruz-García et al^ 1998; Herrera et al, 2000). Lo antes mencionado podría indicar que

cuando se establece la germinación, PCNA se moviliza de complejos proteicos que se

formaron durante la embriogénesís a otros que se requerirán durante la germinación.

Cuando se estudia a PCNA durante la germinación, a las 3 h se le encuentra en

complejos de muy alto peso molecular (localizados en tamaños mayores de 450 kDa) los que

desaparecen totalmente conforme las células entran a la fase Gl del ciclo celular durante la

germinación (después de las 3 h). En estas fracciones de alto peso molecular se decidió buscar

la presencia de ADN polimerasas, dado el tamaño de estas proteínas y a que a este tiempo se
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esta presentando una reestructuración y reactivación celular debido a la entrada de agua que

reactivará los sistemas de reparación del ADN (Ching, 1972; Osbome, et al, 1980; Zarain, et al,,

1986). Desafortunadamente la presencia de la ADN polimerasa no se puclo demostrar, aunque

de encontrarse se hallará inactiva.

Durante estas horas (3, 6 y 15 h) de germinación, predominan y persisten los

complejos de 105 a 163 kDa en donde áe determinó PCNA. Se ha demostrado, a partir de los

estudios acerca de su estructura, que la conformación espacial más abundante, estable y

conservada de anillo homotrimérico de PCNA, por lo que se puede sugerir que sea esta la

estructura presente en estos tiempos de germinación {Kuriyaii y O'Ponnell, 1993; Krishna, et

áf/.,1994). Además, se ha determinado que la unión de proteínas, como p21, al interdonunio de

PCNA, parece preferir esta topología circular de PCNA unida al ADN (Knibiehler* 1906).

De acuerdo a lo que se conoce para células de mamíferos, durante la fase Gl, PCNA

se asocia a un heterodímero formado por ciclina D-cdk 4/6 (Xiong et al, 1992), el cual en base

a los pesos estimados para cada proteína tendría un tamaño aproximado de 170 kDa,

considerando que PCNA está eñ su forma trímérica; pero si consideramos que

fisiológicamente este complejo es un tettámero que incluye a la proteína inhibidora de cdks,

p21, el tamaño de este complejo podría ser de hasta 190 kDá. lis importante mencionar que no

se conoce Ja estéquíometría con la cual PCNA se encuentra formando este complejo, aunque

se ha sugerido que el trímero puede tener 3 sitios potenciales de unión y J>or lo tanto puede

unjí 3 proteínas cjiferentes al mismo tiempo (Warbrick, 1998); además se ha determinado en

células de fibroblastos humanos que p21 se une a PCNA en una relación molar de

aproximadamente 1:1 (Ü, et al.,1996). Con base en lo anterior, pata estimar el tamaño del

complejo cicÜna-cdk con PCNA tendríamos que considerar las fracciones presentes entre los

tamaños de 120 hasta 200 kDa, donde el tamaño de este complejo dependerá del estado de

asociación en el cual se presente PCNA. Los tamaños por debajo de 120 kDá podrían

corresponder a los diferentes estados estequiométricos que presenta la proteína O a su

asociación con otras proteínas del mismo complejo (p21, ciclina D, por ejemplo) pero de

manera independiente (ver adelante).

Actualmente, pocos son los conocimientos que (se tienen acerca de las proteínas que

se asocian a PCNA en plantas. Trabajos previos a éste sugieren que PCNA se asocia a una

ciclina tipo D durante las primeras horas de la germinación y que esta asociación desaparece

hacia las 15 h, tiempo en el cual la ciclina es degradada (Cruz-Cíarcía, et al,1998; Herrera et al.,
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2000). En este trabajo se pudo demostrar un claro reconocimiento de una proteína tipo

ciclina D, en forma de doblete (esta proteína es blanco de cinasas) en extractos proteicos

totales; sin embargo, su inmunodetección en las fracciones después de Superdex 200, fue

menos nítida , con presencia en la mayoría de las fracciones, al menos en muestras de 3 y 6 h

de germinación. No obstante, la proteína co-eluye también en aquellas fraccionas donde

aparece PCNA y también cdk A. La inestabilidad de la putativa ciclina D se hace evidente al

aparecer en fracciones donde estarían presentes proteínas de menos de 40 kDa, hecho que

podría haber afectado la buena resolución en los ensayos de Western blot.

En cuanto a la pareja de ciclina D, la cdk de plantas, esta posee la secuencia

PSTAIRE, que caracteriza a las cdks tipo A. En los extractos proteicos de maíz están presentes

dos cdks que contienen el motivo PSTAIRE y ambas son capaces de unirse a PCNA. Es

importante resaltar que la cdk de menor tamaño desaparece hacia las 15 h de germinación, lo

cual también es evidente en los extractos inmunorirecipitados a estos tiempos (Sánchez, et al,

2001). El perfil de elusión en Superdex 200 de esta proteína presenta un comportamiento

semejante al que presenta PCNA, lo cual resulta interesante porque no existe evidencia de una

interacción directa entre PCNA y cdk A por lo que ha de considerarse que sólo en aquellas

fracciones en las qué también hubiese la presencia de ciclina D cabría postular un posible

significado funcional. Por otro lado, se ha reportado que PCNA puede asociarse directamente

a una cinasa tipo cdk 2 de humanos (Koundrioukoff, et al, 2000).

En lo que se refiere a la actividad de cinasa asociada a estos complejos, se observa que

está presente antes de que se inicie la fase S, desde las 3 h y también se han identificado las dos

formas de la cinasa tipo PSTAIRE. Es relevante notar que la actividad de cinasa disminuye en

relación con la cantidad de la cdk de menor peso molecular (32 kDa). Estos resultados sugieren

que de las dos cdks que se unen a PCNA, es la de 32 kDa la principal responsable de la

actividad de cinasa en estos complejos y sobre el sustrato ZmRBR (Sánchez, et al, 2Ó01).

En cuanto a la otra cdk (36 kDa) que se asocia a PCNA, ésta permanece constante y

es activa in mtro hacia las 15 h de germinación (fase S), tiempo en el cual la ciclina tipo D ya no

está presente y por tanto la actividad de cinasa asociada a esta cdk dependería de una ciclina

diferente a la presente en Gl (Sánchez et aly 2001).

Adicionalmente, se buscó a la proteína homologa de maíz ZmRBR en los extractos

fraccionados de diferentes horas de la germinación, encontrándose que pRb no co-eluye con

PCNA, en las fracciones en las cuales de acuerdo a su peso se esperaría, alrededor de 270 kDa.
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El anticuerpo homólogo utilizado reconoce tres proteínas de 90, 60 y 30 kDa y el peso

esperado para ZmRBR es de alrededor de 90 kDa. Es interesante observar que hacia las 15 h

de germinación, la proteína de 90 kDa desaparece, pero no así las otras dos (60 y 30 kDa), las

cuales están presentes durante estas horas de germinación. Aunque no se conoce la naturaleza

de estas proteínas, resulta interesante que siempre sean reconocidas por el anticuerpo antj-Rb

de maíz (Nájera-Martínez y Sánchez-Jiménez, datos no publicados)? principalmente la de 60

kDa, implicando tal vez que esta proteíüa sea producto de proteólisis de la de mayor peso

molecular (90 kDa). Es importante mencionar que hacia las 15 h de germinación es cuando el

ciclo celular avanza hacia la fase S, y para que ésto ocuitra es necesario que pRb sea fosforilada

y así inhibida. A est$ tiempo sólo están presentes las formas de 30 y 60 kDa; parecería que la

proteíüa de 60 kDa es la que es reconocida por el complejo con actividad de cinasa.

Por otro lado, la incubación en presencia de fitorreguladores como la benciladenina

(BA), provoca un acortamiento importante de la fase Gl del cíelo, de tal forma que la fase $

comenzará hacia las 4 horas de germinación, en lugar de las 12-15 horas que normalmente

tarda en comenzar. Estudios en Arabidopás (Soni, et al., 1995), han demostrado que las

citocininas regulan la progresión del ciclo celular en la transición Gl/S por inducción de la

transcripción del gen eye d3 (tipo ciclina D) y aumentan los niveles del transcrito de cdc2a (cdk

A; Hemefly, et al.s 1993). En maíz la ciclina tipo p , que comienza a desaparecer hacia las 15

horas de germinación normal, en, las nueras condiciones lo hace entre las 6 y las 15 horas de

germinación (Herrera et al, 2000; Sáfichez, fó al., 2001), mientras que la actividad de la cinasa

acompañante decrece en forma proporcional a la desaparición de la ciclina D (Sánchez, et al,

2001). Lo anterior es congruente con la rápida entrada de las células a la fase S. El metabolismo

del DNA se adelanta de tal forma que las células entran a la fase S del ciclo hacia las 4 horas dp

germinación.

Cuando se analizan las proteínas de 3 h de germinación estimulada con BJ^, se

observa que PCNA se localiza en fracciones de alrededor de 250-100 kDa; dicho fango sugiere

qué PCNA aparece preferentemente en forma de trímero, dado que la proteína no es detectada

en tamaños menores que corresponderían al dímero y al monóméro como sucede durante ía

germinación normal, lo que no es de extrañar tomando en cuenta que las células están

próximas a entrar a la fase S y por tanto se requiere que PCÑA adquiera esta' conformación,

para que durante la fase S pueda situarse sobre el ADN y servir como factor de procesividad

de la AD]Sf polimerasa replicativa. Adicionalmente, se conoce que la cantidad de PCNA llega a
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un máxjmo hacia las 6 horas, de germinación estimulada por BA y a estos mismos tiempos la

actividad de las DNA polimerasas a y 8 se incrementa varias veces, efecto debido

aparentemente a modificaciones proteicas postraduccionales (Cruz-García et al., 1998,

Sánchez, et al, 2001, Gómez-Roig, datos no publicados).

En lo que se refiere al complejo tipo ciclina D/cdk-A, medido indirectamente a través

de la cdk A, se encuentra que al estimular la germinación mediante la adición de cítocininas,

PCNA se disocia mucho antes de la proteína cdk A de 32 kDa y por ende del complejo Ciclina

D-cdk A, ya que hacia las 3 h el anticuerpo anti-PCNA no es capaz de detectarla, por lo que

puede inferirse que la actividad de cinasa medible a esos tiempos en el complejo debe

relacionarse con la proteína de 36 kDa. Actualmente se conoce que esta protéína de 36 kDa es

capaz de fosforilar a histona Hl, un sustrato de cinasas, pero cuando se usa a ZmRBR, la cual

como ya se mencionó, es el sustrato natural de las cinasas de Gl , no existe fosforilación. Lo

anterior confirma el hecho que la cdk A de 36 kDa se asocia a una ciclina diferente a la de Gl,

lo cual conlleva a la pérdida de especificidad sobre Rb y a una posible función diferencial aún

por esclarecer.

Como parte final de la discusión y citando el artículo de Huntley et al (1998),

pareciera ser que la divergencia entre mamíferos y levaduras, en la regulación de la transición

GJ/S, ha hecho difícil la predicción de controles similares en plantas, aunque el

descubrimiento de que en plantas existen proteínas relacionadas a pRb y ciclinas sugiere una

mayor similitud con los puntos de control de Gl /S en mamíferos, la estructura y conservación

funcional de proteínas presentes en plantas y humanos en este punto de control, nos lleva a

pensar que las plantas son significativamente más similares a mamíferos que a levaduras en el

control de Gl y en la salida a la fase S.
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Un complejo semejante al formado por ciclina D-cdk 4/6-PCNA, reportado en células

de mamíferos, se encuentra presente en células de maíz durante la primeras horas de

germinación.

Este complejo encontrado en maíz incluye a las proteínas tipo ciclina D, a las dos

proteínas cdk A (de 32 y 36 kDa) y PCNAf el cual presenta actividad durante la

germinación ya que, in mtroy se detectó fosforilación sobre su sustrato natural, la

proteína ZmRBR.

Durante la germinación estimulada con benciladenina, la asociación de PCNA con el

complejo ciclina D-cdk A, áe ve adelantada con respecto a la germinación normal.

Además de que en está asociación sólo está presente la proteína cdk A de 36 kDa.
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Con este estudio ya se tiene idea de los tamaños en los cuales se encuentra presente

PCNA durante la germinación. El siguiente paso debe consistir en analizar con mayor detalle

los complejos de muy alto peso molecular, tiara determinar que proteínas se encuentran

asociadas con PCNA en estos complejos y cuya presencia sólo es visualizada durante los

primeros momentos de la germinación.

Otro punto a enfocarse, es el de determinar que otras proteínas se hayan asociadas a

PCNA durante la germinación, ya que existe gran cantidad de PCNA que no se encuentra

asociada al complejo de cinasa d$ Gl.

También es importante determinar si la actividad de cinasa asociada al complejo que

se forma con PCNA durante la germinación estimulada, es diferencial en las diferentes

tracciones debida a la presencia o no de alguna de las formas de la cdk A. Si esta actividad de

cinasa esta relacionada con la cdk A de mayor peso molecular, cual es su función en estos

tiempos, implicando con ello el conocimiento de los blancos sobre los que actúa y su modo de

regulación.

Finalmente, dado que los cultivos celulares en suspensión de maíz no resultaron un

buen modelo de experimentación, podría ser conveniente utilizar cultivos celulares de otras

plantas como Arabidopsis, cuya manipulación experimental sea menos engorrosa y permita

establecer un sistema celular que pueda ser sincronizado y en el cual se puedan determinar los

tiempos en los cuales están ocurriendo los eventos del ciclo celular en plantas y, por supuesto,

comparar dichos eventos con los que se presentan durante la germinación.
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PREPARACIÓN DE SOLUCIONES.

MEDIO DE CULTIVO N6 MODIFICADO (inducción de caiio).

Soluciones de Macroj Micronutñentes-. Se prepara ajustando la concentración final a K N 0 3

18 mM, CaCl2» 2H2O 1.13 mM, MgSO4» 7H2O 0.75 mM, KH2PO4 2.94 mM, (NH4)2SO4

3.50 mM, MnSO4» H2O 35.32 mM, ZnSO4« 7H2O 5.21 mM, H3BO3 25,87 mM, KI 4.82 mM,

FeSO4» 7H2O 100 mM y EDTA (C14H4N2O10Na2» 2H2O) 100 mM.

Mezcla de Aminoácidos j vitaminas (Cóctel 20): Se ajusta la concentración final a

L-asparagina 66.62 fiM, L-arginina 57.40 jiM, L-áddo aspártico 56.35 |iM, glicina 306.38 (JM,

glutamina 410.67 j¿M, ácido glutámico 51 (JM, bioüna (vitamina B8) 4.10 jiM, ácido fóüco

(vitamina B9) 2.26 jiM, ácido nicotínico (vitamina B3) 12.18 [iM, piridoxina (vitamina BJ

7.30 |iM, riboflavina (vitamina B^ 0.26 |iM, tiamina (vitamina Bj) 8.90 p,M, myo-inositol

804.84 ^M y urea 749.25 pM.

El medio se prepara mezclando las sales inorgánicas, cóctel 20, sacarosa 30 g/L como

fuente de carbono, hídrolízado de caseína 200 mg/L, L-píolina 2.76 g/L, adenina sulfatada

10 mg/L, phytagel 2.7 g/L y como reguladores de crecimiento 2,4-D 2 mg/L y cinetina

0.05 mg/L. Se ajusta a pH 5.7 y se esteriliza en autoclave durante 18 min.

MEDIO DE CULTIVO N6 MODIFICADOf/Wed/o líquido).

Soluciones de Macroj Micronutñenter. Se prepara ajustando la concentración final a KNO3

18 mM, CaCl2» 2H2O 1.13 mM, MgSO4* 7H2O 0.75 mM, KH2PO4 2.94 mM, (NH4)2SO4

3.50 mM, MnSO4» H2O 35.32 mM, ZnSO4» 7H2O 5.21 mM, H3BO3 25.87 mM, KI 4.82 mM,

FeSO4» 7H2O 100 mM y EDTA (C14H4N2OlctNa2» 2H2O) 100 mM.

Mezcla de Aminoácidos j vitaminas (Cóctel 20): Se ajusta la concentración final a

L-asparagina 66.62 \iM, L-arginina 57.40 ¿iM, L-ácido aspártico 56.35 ¿iM, glicina 306.38 \iM,

glutamina 410.67 pJVI, ácido glutámico 51 flM, biotina (vitamina B8) 4.10 ^lM, ácido fólico

(vitamina B9) 2.26 fiM, ácido nicotínico (vitamina B3) 12.18 \lM, piridoxina (vitamina B6)
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7.30 |iM, riboflavina (vitamina I$¿ 0.26 JJM, tiamina (vitamina B^ 8.90 |iM, myo-inGsitól

804.84 |¿M y urea 749.25 \iM.

Él medio se prepara mezclando Jas sales inorgánicas, cóctel 20, sacarosa 30 g/L como

fuente de carbono, hidrolizado de caserna 200 mg/I,, L-proIina 2.7$ g/L, aderiiná sulfatada

10 mg/L y como reguladores de crecimiento 2,4-£> 1 mg/L y ciíjetina 0.1 mg/L. Se ajusta a

pH 5.7 y se esteriliza en autoclave durante 18 min.

MICRODYN.

Micrócida encargado de eliminar bacterias, esporas, algas y parásitos. Contiene

grenetinas de origen animal, plata coloidal y agua bidesula^da. Es estable al 0.048 %.

SOLUCIÓN DE IMBIBICIÓN.

Previamente se preparan soluciones de eloranfericol 10 mg/mL, sacarosa al 20%, KC1

1 M, MgCl2 1 M y Tris-HCl 1M pH=7.5. A continuación la solución de imbibición se prepara

ajüstando las soluciones anteriores a las siguientes concentraciones: 0.05 M de Tris, 0.05 M de

KC1, 0.01 M de MgCl2 y 2% de sacarosa. Se; esteriliza en autoclave, y una vez fHa se agregan

10 ng/mL de Cloranfenicol en condiciones de esterilidad.

AMORIGUADOR DE EXTRACCIÓN.

Partiendo de soluciones stock de Tris-HCl 1 M pH~7.5, , MgC^ 1 M, KC1 1 M,

p-mercaptoetanol 14.3 M, tritón X-l00, EDTA 0.5 Mi, se ajustón los componentes anteriores a

las siguientes concentraciones: Tris-HCl 0.07 M pH=7.5, -, MgCl̂  1 mM, KC1 0.025 M,

p-mercaptoetanol 0.Ó15 M, tritón 0.1 %, EDTA 5 mM y sacarosa 0.25 mM. A continuación se

esteriliza en autoclave, y antes de usarla se añade una tableta del cóctel de inhibidores de

proteasas (Complete™) por cada 50 ñiL de amortiguador.

REACTIVO DE BRADFORD.

Se pesan 0.25 g de azul de Coomasié G, se le adicionan 25.9 mL de ácido perdórico

(HCIO,,) y se afora la solución a un volümeii de 500 mL con agua bidestilada. Se filtra la

solución de ser necesario.
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AMORTIGUADOR DE ELUSIÓN.

Pata la preparación de ésta solución se requiere contar previamente con los siguientes

stocks; KH2PO4 1 M, K2HPO4 1 M, NaCl 5 M, j3-mercaptoetanol 14.3 M y PMSF 100 mM.

Las soluciones anteriores se ajustan a uíja concentración final de : KH2PO4 0.05 M, í y í P O 4

0.05 M, NaCl 0.1 M, p-mercaptoetanol 0.1 mM y PMSF 0.1 mM. Se ajusta a un volumen de

5000 mL con agua bidestilada y a un pH = 7.6 y se esteriliza en autoclave.

5DSPAGE.

Para la elaboración de este tipo de electroforesis se requiere de la preparación de

varias soluciones :

Solución stock delgelapilador2x: Pesar 7.88 g de Tris base y 0.4 g de SDS; aforar a 100

mL con agua bidestilada y ajustar a un pH =«= 6.8.

Solución stock delgel separador 2x : Pesar 23.64 g de Tris base y 0.4 g de SDS; aforar a

100 mL con agua bidestilada y ajustar a un pH = 8.8.

Solución de amlamida al 30% : Disolver 29.2 g de acrilamida y 0.8 g de N,N'-metilén-

bisacrilamida en un total de 60 mL de agua bidestilada. Calentar la solución a disolución.

Ajustar el volumen a 100 mL de agua. Esterilizar la solución por filtración (0.45 jóm de poro).

Verificar que el pH sea de 7.0 y guardar en botella oscura a temperatura ambiente.

Amortiguador de electrodos lOx : Disolver 30.22 g de Tris base, 144 g de glicina y 10 g de

SDS en 1 000 mL de agua bidestilada/desionizada. Ajustar a un pH = 8.3.

AMORTIGADOR DE CARGA (Reactivo de Laemmli).

Esta solución se prepara mezclando: Tris-HCl 0.1 MpH = 6.8, DTT 200 mM, SDS

4 %, azul de bromofenol 0.2 % y glicerol al 20 %. Se ajusta a un volumen de 5 mL.

AMORTIGUADOR DE TRASFÉRENCIA.

Se prepara ajustando la concentración final a glicina 192 mM, T r̂is-HCl 25 mM

pH = 8.3 y metanol al 20 %.



SOLUCIÓN BLOQUEADORA.

Se prepara disolviendo 1 g de leche descremada junto con PBS Ix y Tween 20. La

concentración del Tween 20 depende del anticuerpo que se use (0.6 % pata el primer

anticuerpo, 1.2 % para el segundo anticuerpo).

SOLUCIÓN PBS 10 x.

Pesar 40 g de NaCl, 1 g de KC1,13.6 g de Na2HPO4«7H2O y 1.4 g de NaH2PO4»H2O

y disolver en agua bidestilada hasta un volumen final de 500 mL. Ajustar a pH =7.4 y esterilizar

en autoclave.

AMORTIGUADORA.

Se prepara ajustando la concentración final a Tris-HCl 10 mM pH = 7.5 , NaCl

50 mM, EDTA 1 rnM pH = 8.0, azida de sodio 0,0^ °/o y el cóctel de inhibidores de proteasas

(Complete™).

AMORTIGUADOR DÉ CINASAS.

Adicionar los componentes para llevar la concentración final a Tris-HCl 70 nM

pH-7.5, EGTA 5mM pH~ 8.0, P~mercaptoetanol 5 mM, NaCl 150 mM, P-glicerolfosfato

60 mM, tf-Na3VO41 mM, NaF 25 mM y MgCL, 10 mM.

AMORTIGUADOR DE REACCIÓN.

Se prepara ajustando la concentración final a Tris-HCÍ 50 mM, KC1 15 mM, MgC^

3 mM, dATP 0.001 mM, dCTP 0.001 mM, dGTP 0.001 mM, ATP 0.01 mM, gUcerol 5%,

p-mercaptoetanol 0.4 mM, ADN activado 10 \lg y [3H]-dTTP 5

SOLUCIÓN DE BA 1 X 10"3 M.

Se disuelven 5.6 mg de BA (PM. 225.3 g/mol) con 1 mL de NaOH 04 N en 5 mL de

agua bidestilada y desionizada, con aforo final de 25 mL.

SOLUCIÓN CONTROL PARA BA.

Se prepara de la misma fofma que la BA 10"3 M pero sin agregar BA.
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SOLUCIÓN AMORTIGUADORA DE LISIS.

Se preparan soluciones de NaCl 3 M, Na4-EDTA 0.5 M pH= 8.0 y SDS 20 %. La

solución se prepara ajustando la concentración final a Q.15 M de NaCl, 0.01 M de Na4-EDTA y

0.5 % de SDS con un pH= 8.0. Se prepara al momento.
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