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RESUMEN

Se ha deméétrado que dufante Es pﬁmér'as.hor'és de .ge'j:mil.laci-é.ﬁ: en seﬁﬁ]lés' ef;iste una
red de sefializacién que perrmte a las células de la semilla el reconocimicnto de las condlclones
amblentales con el fin de establecer el inicio de la prohfetacmn Este proceso es seme;ante al
que ocurre cuando las células animales se encueﬂtran en Ia fase GI temprana del c1clo celular.

El mterés del grupo de ttaba]o desde hace tlempo es el estucho de las prOtemas qué
controlan la entrada al ciclo celulat durante Ia germmacxon de maiz, como una forma de
conocet los factores bioquimicos y moleculares que regulan el proceso germmauvo En
partlcular se ha puesto especial interés en un cbmple]o formado por al menos dos protcmas
una t1po cicling D y unia edk (cmasa depend.lente de ¢iclina, cdk- A) Estas protemas se asocian
a su vez a la proteina PCNA {anitigeno nuclear de pro]lferamon celular), factor esenctal para la
replicacion del ADN, por lo que se sugiere que. la entrada a la fase S poﬂﬁa ser controlada
desde la fase G1 a partir de estas asociaciones. 7 '

Bajo la idea de que en células animales se tienen evidencias de que PCNA es una
proteina que se asocia a una gran variedad de protefnas involucradas en el ciclo celulat; se
esperaria que PCNA de maiz tendiera a formar complejos semejantes, los cuales se verian
modificados conforme la germinacién avanzara y dichos complejos, por evidencias en
cotrimiento en geles nativos, tendrian un tamafio alrededor de 200 kDa.

En el presente trabajo se pretendié definir el tamaifio aproximado de los complejos
proteicos que PCNA forma tanto en cultives celulares como durante 1a germinacion de maiz, e
identificar proteinas de Ia fase G1 que se asocian a PCNA en estos complejos. Para lograr lo
antetior se traté de establecer uri sistema de cultivos celulares de plantas y sincronizat células,
con lo cual se tendtian tiempos y comportamientos mas homogéneos, empleando como un
patrametro comparativo las fluctuaciones de estos complejos a lo largo de la germinacion.
Desafortunadamente esto no pudo lograrse debido a la dificultad inherente al sistema
biologico.

Conjuntamente, se determind mediante cromatografia de exclusion molecular y
ensayos de Western-blot, que PCNA se encontraba presente durante las primeras horas de
germinacién en cotnplejos proteicos que van desde 203 hasta 450 kDa y tamafios mayores

exclusivamente y en donde también, mediante ensayos de dctividad, se buscé la presencia de la

L



ADN polimerasa, sin que fuera posible detectarla. Se determin6 que PCNA permanece desde
las 3 h hasta las 15 h de germinacién ent los complejos de alrededor de 59 a 170 kDa, en los
cuales se encuentra asociada con protefnas tipo ciclina D y cdk A, y utilizando ensayos de
actividad de cinasa se establecno que cichﬁa D*cdk Aes capaz de fosforilar a su sustrato
natural, ZwRBR. | '

' Cuando 1a genmﬂaqon es estlmulada con bencﬂademna un ﬁtorregulador que
promueve la division celular PCNA se presenta en comple]os alrededor de 105 a 252 kDa, en
los cuales se asocia Ginicamente a la protema cdk A de mayor tamafio.

- Se conc}uye que PCNA durante las pnmeras horas de la germmaclon €sta pfesente en
un comple]os con c1c]17t1a D&cdk—A ademas d1choé comple]os estan activos y son capaces de
actuar sobre su blanco natm’al Para dar lugar a la fase S de ciclo celular. Ademis de que la
foxmaaon de este comple}o se ve adelantada, con respecto a la germinacién normal, con Ia

E ad1c1on de hormonas.
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INTRODUCCION

7 El maiz es ¢l Gnico cereal ongmano de América. El ongen exacto del mafz atn es
debaudo Ia mayorm de los mvesugadores sedalan que o mafz se derivé de una hierba nativa
del Valle de Tehuacin, al sur de Mexlco hace aprox]madameﬂte 4, 600 anos y la cosecha de
este grano hizo poslble el ﬂorecunlento de las grandes civilizaciones mesoamericanas. '

 Actualmente, esta planta es usada para Ia produccmn de forra]e y como base para la
fabncac1on de una gran cantidad de ahmr:ntos productos farmacéuticos y productos de uso
industrial. Deb1d0 a su productividad y adaptablhdad el cultlvo de maiz se ha extendido
rapldarnente por todo el planeta ¥ su producclon ocupz el tercer lugar despues del trigo y el
arroz. .

_Con base en lo anterior, surge la inquietud de empléa_.r esta planta como modelo de

estudio y enfocar su investigacion a diversos pﬁocesos, entre los que se encuentra 13

germinacion, que permitan el mejoramiento de la p]ant_a meﬂiante Ia obtencién de Hempos mas

cortos de cosecha, condiciones de siembta menos exigentes, mejoras en el contenido nutritivo
de la semilla y mayor accesibilidad de Ia semilla a la poblacién.

Para iniciar el estudio del maiz se precisa conocer mas acerca de Ia planta y sobre todo

de la semilla y asi poder entender a esta dltima como un modelo bioiégico vizble.

SISTEMA BIOLOGICO: LA SEMILLA DE MAiZ

El maiz es una planta fanerégama del subtipo de las angiospermas monocotiledénéas
perteneciente a Ia familia de las poaceas (gramineas), es un integrante de la tribu Maydae :
especificamente del género Zea y cuya especle mays, es la de mayot importancia nutttclonal
Como se menciond antetiormente, es una especie monoica, lo que significa que sus
inflotescencias, 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%). Ademas, la semilla de maiz, 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).

" TESS CON
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Morfologicamente una semilla de maiz (fi gura 1) , estd constituida
principalmente por tres estructuras basicas: el embrién, et endospenno ¥ Ia cublerta seminal b
pencarplo El te}ldo que formara la planta adulta es el eje embrionatio, que se compone por, la
radicula (ralz rudlmentana) la cahptra (tejido que tecubre al metistemo rachqular) la eoleorriza
(tf:pdo que cubre la cahptra zalz pnmana supmmlda) la plumula( (tepda qpe se conVertlra en el :
tallo y las ho]as dela planta) A ﬁnalmente el caleopnlo que en el ¢je f;mbnonatio es el sitio al
que se une el couledOn El embnon esta tcnformado pot el cje embnonano junto con su
cotiledén. El endospenno s la capa que rodea al embnoﬁ y funciona como la reserva
enetgética de Ia semllla debldo 2 su alto contemdo de carbohldratos Fmalmente se encuentra
la cubierta semmal que se consldera una de las estructuras mis m‘xportantes de la semilla, ya
que de su composmlon y permeabﬂldad depende 1 interaccién de Ja semilla con el medio
ambiente y la conclusion de la germmacxon con €xito (Bldwe]l 1979; .Steeves, 1983 Mayer y

Pol]akoff Mayber 1984 Bewley y Black, 1994)

i— ~-Cubierta seminal
1weTesta
Capa de aleurona

e Endaspsmm corneo
—Endospermb amilices

Lt — Escuielo {colileddn} ]

- Coleoptile -

Pldmula

Meristemd apical
— Epiblasto

— Radicula
= Caliptra
Caleorriza

_ |..
£je embrionario

Figura 1. Estructara de la semilla de maiz. Modificado de Bidwell, 1979.




Importante de menéionar es el proceso de la germinacién, fenémeno mediante el cual
se trata- de explicar ¢c6mo ‘un individuo pricticamente inette como: una semilla es capaz de

llégat a formar un sistema metabélico activo 'y altamente complejo como una planta.

LA GERMINACION DE SEMILLAS

El término germinacién involucra una gran vatiedad de procesos, que dependen en
parﬁcular del organismo en estudio. En las plantas la germinacién tiene como comin
denominador el inicio de procesos de desatrollo y cregimiento. suspendidos durante la
formacién de semilla, mediante la imbibicién o entrada de agua a Ia semilla, difiriendo sélo el
concg:pto_._dé su conclusién. Por ejemplo, para la agronomia la germinacién culmina con la
‘emergencia de Ia plintula del suelo, lo que. implica un tiempo en. que ya habrin bcui:tido
multiples procesos que involucran el crecjnﬂeﬁtb de todas las estructuras de la plintula; para la
fisiologia vegetal, la germinacién se termina con la elongacién inicial y la protrusion de la
radicula, atin cuando en este momento no necesatiamente se han presentado indicios de
proliferacién celular en los tejidos. | o

Para nuestro grupo, la germinacién es el pi:o_ceso que comienza con la entrada de agua
a la semilla y que culmina con la consumacién de la pﬁmera ronda de divisiones celulares, -
siendo Ja germinacién un proceso preparativo para el posterior desarrollo y proliferacion de las
células en los tejidos que mis adelante formaran la planta.

En realidad, la germinacion consiste en la reanudacion de un mimero muy grande de
procesos metabélicos que son activados por la entrada de agua a la. semilla, fenémeno que
presenta tres fases: la fase inicial (1) que se caractetiza por la entrada ripida de agua de una
manera fisica, produciendo rupturas en las membranas internas por el cambio estructural de¢
lps lipidos en las membranas y, pot ende, escape de solutos al medio; pero al mismo tiempa se
cmpiézan a treestructurar y teparar tanto las membranas, como otros cq_mpdnentes celulares,
ADN, mitocondrias, ribosomas y se comienzan a sintetizar proteinas, a partir de Jos ARNms
preexistentes. También se reanudan procesos de respiracion para Ia produccion de ATP, al
mismo tiempo que se comienzan a sintetizat nuevos ARNms, ARNts y ARNrs (Ching, 1972;
Sen ef a/, 1974; Osbotne ¢f 4/, 1980). En la fase II se observa una reduccién casi total en la
entrada de agua a la semills; durante esta fase _dismjnuglren los procesos de reorganizacion

celular y se incrementa el nimero de mitocondrias. A partir de este momento las proteinas



sintetizadas derivan de los nuevgs ARNms. Muchos autores dan por terminada la germinacién
al final de esta fase, ya que es aqui donde se produce la protrusién de la radicula, pero como se
menciond previamente, nuestro parimetro de término de la germinacién es difetente. La fase
11 coincide con una nueva entrada de agua relacionada con ¢l aumento de tamafio que sufren
las células de la radicula; es hasta esta fase donde cofhienzan a movilizarse las reservas de la
semilla, en el caso particular de maiz, los Carbohidratoé en foﬂi}é de a‘.lrmid'c';n'. EI cdmlenzo de
la duplicacién del ADN (fase S del citlo celular) se ubica entre las fases 11 y 111 (Osbotne, ¢7 2,
1980, 1983; Bewley, 1997). -

Todos estos procesos deben estar fuertemente regulados, por su importancia en la
subsisten'ciﬁ de la especie. Existen controles sobre el desatrollo y proliferacién a varios fiiveles,
enn cualquier etapa de la vida de una plants, desde la formacién de la semilla hasta la
culminacién del crecithiento y desarrollo de Ia planta Adulta (Bidwell, 1979). ‘Especificamente,

" ‘en el ambito germinativo, se especula que el ‘p’j:ih;er-nivel llamado genético, dependeri de la

estixmﬂécién de Ia expresion especifica de genes relacionados con la reanudacién de actividades
metabdlicas, proliferativas y de desatrollo. De Ja° mistma manera, el control a nivel de los
tejidos, comprende la modificacion del desarrollo por medio de la sintesis o degradacion de
hormonas vegetales, para activar o desactivar programas de desattollo y diferenciacién, tanto
en una accién individual, como en una accién conjunta o modificada al asociarse con otras
sustancias celulares (Sembdner ef 4 1994). El dltimo nivel de conttol produce uha respuesta en
la semifla; s¢ trata de las boﬁdiciones ambientales que conducen a la conclusion de la
gernﬁﬁécién, como la luz disponible, la humedad y el pH del medio, la presencia de
'mn:t:imsahtbs', cte. Fn condiciones adversas de estos factores la semilla puedé morit o efttrar en
un estado denominado dormancia; es decir, la germinacibn se interrumpe haéta'que existan las
condiciones 6ptimas para concluirla (Bewley, 1997).

| Lo anterior sugiere que existe toda una red de sefializacién celular que permite a la
semilla el reconocimiento de que las condiciones hidricas estan ‘cambiado y de que las
estructuras celulares deben reconstituirse, sefiales que indican que la proliferacién es posible.
Cabtia Pénsar que dutante las primeras hotas de la germinacion de semillas, las célilas
mantuvieran un estado semejante a la fase G1 temprana del ciclo celulat, ya que los diferentes
‘tejidos se estin hidratando y activando su metabolismo, ademds de que las células estin

desarrollando procesos reparitivos y de reintegracién membranal y organelar, recolectando



informacién 'y percibiendo su entotno con el fin de determinar, bioquitnicamente, que tan
conveniente es que inicie la proliferacién.
Por lo anterior surge el deseo de estudiat a la germinacién desde una nueva

petspectiva: el ciclo celular.

MODELO DE INVESTIGACION : EL CICLO CELULAR

Todos los seres vivos tienen como mision fundamental el preservar sus caractetisticas
esenciales de generacion en generacion, 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 Ia herencia.

El ciclo celular es el proceso en el cual se encuentran comprendidos los eventos que
ocurrent durante la reproduccién celular. Este proceso esti determmado por cuatro fases
diferentes, las cuales tienen como objetivo primordial asegurar que el ADN se duplique (fase S
o sintesis), se reparta adecuadamente entre dos nicleos o mitosis (fase M) y que dichos nicleos
formen posteriormente parte de dos células diferentes, al dividirse la célula madre (citociﬁesis).
Las dos fases restantes, denominadas G1 y G2 (gap, espacio o hueco) ocurren antes de I fase
de sintesis o de mitosis, respectivamente y en ellas se llevan a cabo una setie de eventos
metabdlicos que tienen como fin establecer si las condiciones ambientales y de nutrimentos -
son prc;Eic;ias para que ocutra el ciclo’ celular (G1) o bien, si e ADN ha sido replicado
adecﬁadaﬁente 'paia que pueda segtegarse (G2). En un sentido mis estticto, puede definirse al
ciclo celular como utia sucesién de iﬁtérfasé- y mitosis, es decit, un conjunto de eventos
metabéiicos y regulatorios necesatios pata la continuidad del ciclo acompafiados de rearreglos
citoplasmiticos y nucleares que permitan la reparticion exacta del material genético (Howard,
1953; Hartwell, 1989, figura 2) . | |

Con el fin de asegurar una replicacién. 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 G1 tardia, justo antes de la replicacion del ADN y en el limite de la fase G2/M
previo a la mitosis (M). El desarrollo del ciclo celular depende de la actividad de diferentes
complejos formados por proteinas cinasas dependientes de ciclinas (cdk) y de ciclinas como
subunidades tegulatorias, las cuales fluctiian en cantidad a lo largo del ciclo acumulindose en

etapas especificas. El control mas fino del ciclo celular estd basado en la regulacion de la



actividad de estos complejos ¢ involucra diferentes niveles incluyendo  traniscripcion,
interaccion proteina-proteitia y fosforilacion/desfosforilacién (Jacobs, 1995; Hutchison y
Glover, 1995). '

Factores -
de
Crecimiento

Figura 2. Esquema del ciclo celular en células de mamiferos. El ciclo celular en mamiferos
consiste bisicamente de cuatro fases: la fas¢ G1, la sintesis de ADN (5), Ia fase G2 y Ia
mitosis . La transicién entré las diferentes fases es regulada por complejos ciclina/cdk.
Diferentes ciclinas (A, B, D y E) estin presentes durante las diferentes fases del ciclo e
interactian con diferentes edks (cdk4/6, cdk2 y cdc'z"""‘). En ausencia de factores de
-crecimiento las células detendran su divisién y entrardn a un estado quiescente (G0).
Maodificado de Hulleman y Boonstra, 2001,

Dada la complejidad que presenta el giclo celular completo, nuestro estudio sdlo se
concentrari en la fase G1 ya que los eventos fisiologicos presentes en esta fase son los que

ocurtren en las etapas iniciales de la germinacién, nuestro modelo de estudio.

LA FASE G1
En eucariontes, el ciclo celular se inicia cuando las células salen de la etapa conocida

como GO, en la cual han permanecdo latentes, como consecuencia de una cascada de

sefializacion generada en el intertor celular, por factores de crecimiento y de nutritmentos -



presentes en el medio cdrcundinte, lo que, finalmente, se traduce en ﬁﬂa sefial-de proliferacion.
El complejo proteico. encargado de _inferpretar estas sefiales -e"s.‘rla pareja - formada por una
proteina ]lamada. ciclina' D y-sﬁna proteina cinasa, que puedefser“;ja cdk4 o la cdké; a este
heterodimero se le conoce como la puerta de entrada al ciclo celular y es:quien regula el punto
R (restriccion) o punto de compromiso situado hacia el ﬁnal de la fase G1 y partir del cual las
células serin conducidas irreversiblemente a dﬁi)liéﬁt- 'su genoma (Hutchison and Glover,
1995). La tarea principal de este complejo ciclina-cinasa es la de fosforilar a la proteina del
retinoblastoma (pRB) lo que permite el avance del ciclo hacia la fase § (figura 3).pRB es
“una proteiﬂa que se upe a uﬁa serie de proteinas _.qﬁe participan en la regulacién de la
tranécripciéﬁ y de esta manera influye tanto positiva, (;omo negativamente en la expresién de
geﬁes _involucrados en el ciclo. En particular, pRB ‘secuestra un -tipo de factotes
trahsc;ipcionales pertenecientes a la familia E2F DPT lo :qiie idhibe Iz progtesién a la fase S
(regu]acmn negativa). Ia fosfotllaclon de pRB provoca Ia hberaclon de EZF DP1 lo que le
permite funcionar como factor transcnpclonal Entre los gencs que son: expresados como
resultado de la accién del factor B2F-DP1. se enc_uentt_an varios que-partlclpan dJrcctamente en
el metabolismo del ADN, como son los de la ADN polimerasa o (la enzitha con actividad de
po}imerasa-pﬁmasa),- la: ADN']iga'sa, la timidina cinasa y. el-antigeno nuclear: de proliferacion
celular (PCNA, protelna accesotia de la ADN polimerasa rephcauva o). También se estlmula la
expresién de los genes que codifican para otras clchnas como son Ias clchnas EvA; estas
clclmas, junto con sus respecttvas cinasas del tipo cdk2, partlcipan de manera importagte en la
regulacién de la entrada de las células 2 1a fase S (Hutchlson y Glover, 1995) |

Pero no solo la ptoteina pRB patticipa tegu]ando pegatlvamente el clclo celulal:
_Exlste una vaﬂedad de protemas cuya mision es mhlblr la actividad de los complejos ciclina-
cmasa y detener el avance del clclo De estas protcmas existen dos familias de mlnbldores la
farmha de las ptotemas CKI, cuyos representantes son las pzotemas p21Cip1, p27Kipl y
p57K1p2 que tienen como blanco a Ios compIe]OS de ciclina D-cdk 4/ 6 y de ciclina E-cdk2. La
otra familia es Ia de Ias cuatro protemas INK 4 (p15, p16 p18y p19), cuyo ob]etlvo central es
el comple}o ciclina D-cdk 4/6 (Hutchison y Glover 1995)

Adlclonalnlente se ha propuesto que el comple]o cmhna D-cdk 4/ 6 cumple otra
funcién basica pata el ciclo, que es la de secuestrar a una proteina impottante para el control
del ciclo celular, PCNA, ‘ya que se especula que Ia int.etaccién PCNA-ciclina D impide que se
lleve a cabo la sintesis prematura del ADN. duranté la fase (51 (Pagano e a/, 1994). Durante la
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transicién G1/S, los niveles de ciclina D disminujeq constderablemente, lo que permite Ia
liberacién de PCNA -y con ello su incorporacion al complejo de duplicacién. -
. PCNA es una proteina clave del ciclo celular ¥ por ello conocer mds acerca de su

funcién y regulacion se vuelve fundamental.

15, p16, pi8 y p19
INK

Sefiales o o
intra y extracelulares g Activacion de genes
- S 1fege j —3 quc gesponden al factor B2F

Entrada a Ja Fase §

{p21, p27 ¥ p57)

F;gura 3. Mecamsmos de control de la fase G1 del ciclo celular. En el punto de restriccion (R), el
complejo ciclina/cinasa de G1 (ciclina D-cdk4/6) sg mantiene inhibido por Ia presencia de
prote,mas CKI o INK. Cuando las condlclpnes ambientales son propicias para la proeliferacién,
citlina D-cdk 4/6 fosforila a pRb y elimina l1a inhibicién sobre el factor transcnpcmnal E2F. Se

.-~ inicia asf, una regulacién por retroalimentacién positiva que incrémentara los miveles de las
R clchyaslq;masas de las fiises G1/S y S, a la vez que permitira Ia acumulacién de proteinas propias
dela fale’ S, . Modificado de Meijer y Murray, 2001.

ANTIGENO NUCLEAR DE PROLIFERACION CELULAR

Esta ptote;ma conocida como PCNA, fue ongma]mente identificado como'un auto-
a.nugeno en la enfermedad autommune Iupus entematoso sistémico (Miyachi, 1978). Su
apancmn periddica en micleos dutante 1a fase S, co-localizando con la incotporacién de
bromodesoxmndma sugmo su papﬁzl en la replicacién del ADN (Bravo, 1987). '

PCNA es una proteina homotnmenca (figura 4) que funciona como ua
abrazadera mévil en el ADN. Este tipo dé factores existen comuimmnte en todos los sistemas
biolégicos y su funcién es ayudar a las ADN polifnérasas {(enzimas replicativas) a sintetizar
cadenas de ADN largas. Las abrazaderas moviles tienen en comiin una fﬁrx’na de anillo que es
capaz de colocarse alrededor del ADN, en el limite de la regién de doble cadena con cadena
sencilla (Kelman, 1997) y el poder deslizarse libremente a lo 1atg0 dela déble hélice del ADN
en ambas direcciones (Kong, 1992; Ktishna, 1994; Gulbis, 1996), por lo que su interdccitn con
las ADN polimerasas las estabiliza en el molde. Considetando su estructura cerrada de anillo, el
pfoblema topologico de como la abrazadera mévil es cetrada altededor del ADN se explica

mediante la presencia de factores conocidos como abrazaderas cargadoras que son fecesarias -
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pata abrir los anillos cerrados. El factor de replicacién C (RFC) tiene esta funcién para PCNA,
a través de su unién especifica y su actividad de ATPasa (Tsutimoto, 1990; Lee, 1991).

inios funcionales de PCNA

b3 - e

Tnterdominio
Deominie del
C-terminal
 Asp ST
 Dominio
cemtral

Ty

Figura 4. Estfuctura tridimensional de PCNA. PCNA es un homotrimero en forma de anillo esencial
para la replicacion del ADN. Contiene. tres sitios principales de interaccién con otras
proteinas. El primero de ellos se localiza en el centro del monémero (Asp 41-His 44) y es
llamado dominio central; a él se unen protefnas como RFC, la polimerasa delta, p21 y Fen 1.
Hacia la regién de Lys 254-Glu 256 se localiza el dominie C-terminal, donde se unen proteinas
come RFC, Fen 1, Gadd45, p21 y polimerasa epsilon. Finalmente, en la regién
correspondiente a los residuos Len 121-Glu 132 se ocaliza el interdominio, en donde s¢ une la
polimerasa delta. Adicionalmente a estos dominios existen otros sitios de interaccion como el
Asp 97 necesario para union a RFC y Ala 23I-Val 233 implicados en la unibn a p21.
Modificade de Oku. 1998,

Adiciénahnente 2 su funcién como factor accesorio de lass ADN polimerasas
procesivas, PCNA inte_rattﬁa con otras proteinaé, algunas de ellas mvolucradas en el
procesaniieﬁto de los fragmentos de Okasaki, reparacién de ADN, reotganizacion de la
cromatina y en recombinacion. Adémés, en los ultimos aﬁos, se ha determinado que esta
proteina es capaz: de interactuat con otras proteinas que se encuentran mvolucradas en el
metabohsmo del ADN y en el control del ciclo celular, tales como Fen 1, ADN hgasa ADN
topolsomerasa ADN metl transferasa uracil-ADN  glicosilasa, protemas de teparaaon

(MLH1, MSHZ XP-G) e inhibidores de cinasas como p21, por lo que se ha propuesto que

u



puede tener un papel central, funcionando como una plataforma para el tecluamiento de
- proteinas a la cromatina. |
ILa tabla 1 resutnelas protemas 1denttﬁéadas en relacién 2 PCNA, Ias funciones
propuestas para ellas ye el pdslble mgmﬁéado de su union a PCNA

Tabla 1. Proteinas que intéraétﬁah con PCNA (Moqiﬁcado de Kelman, Z., 1997)

Protemas del “ml match” de
. reparaclon“ _

ChndGl )

I‘nhlbldot de cmasas dependlentes de ,
clchnas estabﬂiza el comple]o ciclna-
gﬂasa y ayuc]a 4 su mtemahzamon al :

- ‘ARN pohmerasa
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LA FASE G1 DEL CICLO CELULAR EN PLANTAS.

En I busqueda de los elementos que regu]an el clclo celu]ax en plantas se han
descntd una setie. de genes homdlogos. Los resultados obtemdos son mdlcativos de Ia
exlstencla de presuntas protemas relaclonadas a las descntas para mamiferos. Los genes que
codifican para las ciclinas de mitosis y as cdks fueron Ios primeros genes de clclo celular
caractetizados en plantas. Sin embargo, aunque las ciclinas y las cdks estan notablemente
conservadas, la semejanza estructural con proteinas ex_tstgntes en levaduras y animales no es
suficiente para asignarles un papel a estas proteinas, ya que el ciclo celular en plantas muestra
varias peculiaridades tehcionadas con la otganizacién del citoesqueleto, la citocineéis (Fowles
y Quatrano, 1997; Heese et al, 1998), la reversion aun despuéé de la diferenciacion y las
reépuesfas al control hormonal (Jacobs, 1995; Shaul er 4/, 1996; Coenen y Lorha%, 1997;
Meyerowitz, 1997).

. Las ciclinas D fueton pmmeramente aisladas de Arabidopsis y alfalfa dada su hablhdad
para complementar Ias mutantes correspondlentes en levadutas (Dahl ¢z 4L, 1995; Som ez‘ aL
1995). _Basados en el anlisis c_le_la secuencia, este tpo de clc]inas har_zl su;lo clasificadas en cuatro
distintos grupos: ciclina D1 (cyc D1), ciclina D2 (cye D2), ciclina D3 (cyc D3) y ciclina D4 (cyc
D4), siendo la dltima eonsi&erada .(.:omo un posible mierﬁﬂro del grupo de cyc D2 (Sorﬁ, , ¢ al,
1995; Ren_audin, et af., 1996; Murray, et af., 199_8; De Veylder, » ¢t al, 1999; Sotre]l, _1999a).

- De manera similar a las ciclinas D de ammales estas ciclinas contienen el motivo
LxCxE de unién a la protema Rb; ademas, presentan un patron de expresion estimulado por
fitoreguladores, sugmt_an_do que controlan la progresién de la fase G,l en respuesta a sefiales
extracelulares (Dahl e af., 1995; Soni ef 4l., 1995; Doonan, 1998; Ribu—Kham.lichi et al.,I 1999;
Sortell, 1999). Se ha observado que la activacion del cic1=(_) celular por citocininas ocasiona la
mduccién_ de cyc D3 en la transicitn _Gi /8. Sin embargo, las cyc D2 no son inducidas por
ﬁtoxteguladores, en cambio, se indﬁcen en respuesta a la disponibilidad de sac-aro_sa en el
medio (Soni, ef 4, 1995; Mu]:tay ¢f al., 1‘998). Lo an_tetio_r concuerda con lo observadé en
cultivgs celulares donde la sacatosa in_t_iucc_la J,_'épida apaﬁc_ién__ de cyc 12, estimulando con ello
la transicion GO/G1. (Soni, e a_l., 1995; Sotrell, ef al, 19_99)7 Cabg mencionar que cyc D4
también se indu'ce por sacarosa, sugii:iendo que la indu_ccién po;; $aCArOsa es una caracteﬁsﬁca

general de las ciclinas D del grupo 2 (De Veylder, ¢z af, 1999).
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Adicionalmente, las t__:iclinas D de plantas muestran interaccién con proteinas tipo Rb,
también desctitas en plantas (Ach et al., 1997; Huntley e a/., 1998), las cuales interactia con una
pi:bteina homologa a E2F, ‘récientemente ‘ide'nﬁﬁcada en plantas (Rarrﬁtéz—Parra et al., 1999;
Sekmc et al, 1999) Lo anterior conﬁrma su papel en la regulamon de Ta fase G1 via un
mecanismo basado en Rb—EZF aunque’ los detalles de cste mecamsmo atn deben ser

detennmad()s {(figura 5.

Seftales

ambientales ¢ - —ip : 1 - Activacion de penes -
intitnsccas . ‘ v —— que responden al facror E2F.
i : Tintiada a ta Fase §

Figura 5. Modeclo de Ia fase G1 del ciclo celular en plantas. Las seiiales ambientales e intrinsecas
promucven un incremento en la ciclina D, la cial esta asociada a la edk A. La actividad del
complejo se encuentra regulada por proteinas tipo CK1 y cinasas activadoras de edks (CAK). Al
final de G1, los niveles de Ia ciclina-¢dk se incrementan y entonces el complejo fosforita a pRb
Iiberando con ello al factor transcrlpcmnai E2F de su represién por pRb. La activacién de los
genes que responden a E2F § provoca la entrada a la fase S. Modificado de Meijer y Murray, 2001.

Cabe resaltar que las protefnas tipo cdk4 (la cinasa acompanante de ciclina D) y la
ptoteina p53 atin no se han descrito para este reino (Joubés, e7 al., 2000; Walhot, 2000).

Lo que se conoce, hasta la fecha, dcerca de las cdks en plantas difiere en grddo'dé
homologla, estructura y funcionalidad a lo que se ha desctito paralevaduras y animales (Jacobs,
1995; Mironbv et al., 1999; Umeda, ¢f 4/, 1999). Han SldO descﬂtas 46 probables cdks en mis
de 23 especies mciuyendo algas, angiospermas y gimnospermas, agtupadas en forma de cinco
élasés"(nombradas como cdk A, c¢dk B, cdk C, cdk D y cdk E) evolutivamente conservadas, lo
cual indica un alto nivel de complejidad en esta siper fatnilia de cinasas (Mironov, ¢ 4/, 1999),

Las cdks tipo A presentan una secuencia de aminodcidos conservada, PSTAIRE, la
cual se encuenta en ¢l sitio en donde se unen las ciclinas a la cinasa, siendo la responsable de
dar nombre a esta familia (Burssens, ¢f 4/, 1998; Miﬁnov, el -al.,‘1999). Este tipci de cdks
complementan mutantes témperatuia"sénsible en levaduras, lo cual fue la primera evidencia de
la funcionalidad de las cdk en phnﬁs (Colasanti, ef 4/, 1991; Ferreita ef f, 1991; Hirt, ef al,

1993). En este grupo de cdks, el transctito y los niveles de proteina no muestran un expresién

o : El .
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- preferencial poriuna fase del ciclo celular y ademis son detectadas; 'auncjue en bajos niveles, en
tejidos diferenciados (Martinez, ef 4k, 1992; Hemerly, ¢f @l; 1993). Estos resultados sugieren
una funcién dual de las cdks tipo ‘A en plantas, lo.que implica que actian tanto en Ja
progresion a-S como en-el paso a M. (Colasanti, ef @/, 1991; Ferteira, et o/, 1991; Hirt, e o/,
1993), sugiriendo que estan involucradas en la‘proliferacién celular y el mantenimiento de unia
a&ecuada division celular en tejidos difereniciados durante el desatrollo de la planta (Martinez, ¢f
al., 1992; Hemetly; ¢f al., 1993): Recientemente se¢ demostrd que las cdk A pueden unirse a las
ciclinas tipo D de'planfas (De Veylder e/ o/, 1997; Nakagami ef 2/, 1999) v que este complejo
cdk A-ciclina-D es capaz de fosforilar, 7# 2, a la proteina homologa a Rb de tabaco y esto
concuerda con el tiempo en que ocurre la transicién de G1 4'S (Nakagami, ef 2/, 1999).

Las cdk B poscen el motivo PPTALRE (cdk B1) o PPTTLRE (cdk B2; Burssens, ¢
al., 1998; Mironov, ¢ 4/, 1999). Estas cinasas son incapices de complementar mutantes de
levadura (Imajuku, e 4, 1992; Fobert, e é/., 1996) y su patrén de expresion 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 especifico
de las fases G2 y M y su maximo de actividad de tinasa se obtiene durante la fase M (Fobert, et
al., 1996; Segers, et al.,, 1996; Magyar, et al, 1997; Umeda, et al, 1999). El analisis mas en
detalle de In secuencia de las cdk B de plantas revela la presencia de 18-28 residuos de
aminodcidos presentes en la cdk 2 de humandgs, lo cual sugieré que tenderi a unirse

_ pie_ferentemente a las ciclinas B de plantas (De Bondt, ef 2/, 1993; Hanks, ef al, 1988).

Las cdk C se caracterizan por la presenciardel motivo PFTAIRE, el cual también esta
presente en-la cdk 9 (Defalco y Giordano, 1998). No se conoce atin su funcién, pero tomando
en cuenta su relacién con la cdk 9, podtia estar involucrada en el control de la transcripcion
(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{I/FYT'ALRE. Las cinasas cdk 7 estin
consideradas como proteitias bifuncionales involicradas en la activacién dependiente de
fosforilacion de otras cdks durante el ciclo celular (por ejemplo, funcién CAK) y la regulacion
dependiente de fosforilacion de la actividad de la ARN polimetasa II (Hatper y Elledge, 1998).

Finalmente, las cdk tipo E, poseen la secuencia conservada SPTAIRE y se ha visto
que :estas cinasas presentan una sefial débil copstitutiva durante la sincronizacién del ciclo

celular (Magyar, ez al., 1997).
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"En lo que se refiere 2 la unién de las cdks de plantas a los inhibidores de. cinasas,
tales como los de Ja familia Kip/Cip entre los que se encuentta p27°", se ha observado que
poseen 10-12 residuos conservados (Russo, ¢f al, 1996) que estin involucrados én la unién c‘on '
el inhibidot, sugiriendo que las cinasas encontradas en plantas pueden unitse a los inhibidores
homélogos en plantas de esta familia. Por otro lado, la familia INK 4, que corresponde a dtro
tipo de inhibidores de cinasas, esta ausentes eﬁ‘plantas;.ya qﬁe.este tipo de proteittas son
especificos para cdk 4 y cdk 6 de animales. (Brotherton, ¢f o/, 1998; Russo, ¢f 4/, 1998).

En maifz, a20n no se han identificado las proteinas equivalentes a la ciclina Dy al
factor transcripcional E2F. Sin embargo ya se-cuenta con los genes homdlogos de PCNA
(Lopez ef al, 1995) y de pRB , ZmRBR (Xie ez 4/, 1996; Gutiérrez, 1998).

16



amﬁ@gmmmmmso;g

Nuestto mtetes desde hace varios afios ha s1do cl 1dent1ﬁcar y deﬁmr a las protemas
del c1clo celular en plantas tratando de entendet su patron de e‘xpresion actnndad y
asoc1ac10nes durante un evento de desarroﬂo partlculat como esla getmmaclon |

Partiendo de Ia idea de que en una semilla seca no debenan estar preseﬁtes protemas
proplas dela prohferaclon celular, debldo a que estas debieron ser degradadas durante el largo
proceso de maduracloﬂ y postenor proceso de latencm de la seml]]a se podtla suponer que las
'protemas que controlan el ciclo celular aparecen dua:ante las Pnpleras horas dela germmamon
Sin embargo en sermﬂas no gel:mmadas se ha detectado Ia ptesenaa de protemas de la fase G1

como son protelnas t1p0 c1cllna D, cdk de Gl E2F pRB y p53 ptotemas dela fase S como
PCNA, ADN pohmetasa -primasa y ADN pohmerasa dy de la ttan31c1on G2/ M como cdc2
y c1clma B, lo que resulté sorprendente ya que nnphcaba que las celulas embﬂonanas se
encuentran prepamglas para prohferar (Coe]lo y Vazquez—Ramos 1995; Garcla et al 1997,
Cruz-Garcia ef al., 1998 Hettera etal 2000) )

- Sin embaxgo durante Ia germmaclon cada una de estas | ptotemas presenta un
comportamlento dlferente Pot e}emplo proteinas como las tipo cdk de Gl EZ2F, ciclina B Ia
ADN polimerasa a—pnmasa y la protema tipo. cdc2 no varian unportantemente dutante Ias
ptimeras 24 hotas de germinacién, o como en el caso de la ADN polimerasa & su actividad es
constante. La cantidad de otras proteinas como las presuntas ciclina D o su a;:ﬁvi_dad- {ciclina
D/cdk de G1), p53, o bien de la proteina tipo pRB, decae imporl;antemente conforme la
ggminacién gvanzﬁ. Para otras p£qteﬁ1as, su cantidad (PCNA) o‘, su actividad (ADN
polimerasa o-primasa, cdc2/ciclina B) se incrementa (Caello y Vizquez-Ramos, 1995; Garcia e
al., 1997; Cruz-Garcia ef al., 1998; Herrera-Teijeiro ef 4f., 1999; Herrera of al., 2000). |

Refiriéndonos éspcciﬁcamente a las proteinas presentes en las primeras horas dé la
germinaci6n, se sabe que la ciclina tipo D es una proteina relativamente inestable, de tal forma
que unia vez que comienza la fase S, hacia las 15 horas de germinacién, la proteina tiende a ser
degradada (Cruz-Garcia et al, 1998; Sanchez et al., 2001). Al no estar presente ciclina 1D, la
actividad de 12 cinasa asociada decae.con la misma cinétii:a._ Dado que la proteina tipo pRB
desaparece también durante las primeras horas de la germinacion, el factor E2F se libera y

puede entonces actuar para permitir la entrada a la fase S. Es importante sefialar que la cinasa
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asdciada a la ciclina tipo D de plantas presenta una sgr‘_ue_nci_a de aminoacidos PSTAIRE en el
sitio de unién a la ciclina (Mironov ¢ 4l, 1999). Las proteﬁlas'cinaéas de G1 presentes en
ammales no contienen ¢sta secuencia; sin embargo, en maiz, la cinasa que se asocia a la ciclina
tipo D contiene PSTAIRE y, adicionalmente, se ha cncontrado que Do es una, sino dos
proteinas de diferente peso molecular ambas conteniendo la secuencia PSTAIRE (Sinchez et
al., 2001). En pla:ntas este upo de cinasas haq sido clasificadas como de tipo cdk- A (Mitonov ¢z
al., 1999)

' Dtu:ante la germinacion de mafz, la fase S del c1clo comienza entre las 12y 15 hotas
(Reyes Junenez of a{ 1991) y €5 en este momento en que se requerira la accion de las ADN
po]lmerasas y sus protemas acceSOﬂas PCNA incrementa gradua]mente su cantidad de tal
forma que llega a un méiximo hacia las 20 horas de germinacién (I—Ietrera et al., 2000). '

_ Pot otro lado la incubacién en presencia de fiforreguladores como las citocininas,
provéca un acortann_ento importante de la fase G1 del ciclo, de tal forma que la fase S
comenzari hacia las 4 hotas de gértﬁinacién, en lugér de las 12-15 horas que normialmente
tarda en comenzar. La ciclina tiPO D, que comietiza a desaparecet hacia las 15 horas de
germinacion normal; en presencia de las citpgininas, lo haé:e ‘entre las 6 y las 15 horas de
germinacion, mientras qué Ia aéﬁvidad de la cinasa 'acompaﬁ-ante decrece en forma
prdpéi:ciona,l ald desapaticiéﬁ de la ciclina D. Lo anterior es .congruénte con la ripida entrada
de las células a la fase S. El metabolismo del ADN se adelanta de tal fotma que las células
entran a la fase S del ciclo hacia las 4 horas de germinacién, La cantidad de Iz proteina PCNA
llega a un méximo hacia las 6 horas de germinacién estimulada y a ¢stos mismos tiempos la
actividad de las ADN polimerasas @ y 8 se incrementa varias véces, efecto debido -
apa;rentéménte a modificaciones proteicas post—tradiicﬁonales (Crﬁz—Gfu:cia et al, 1998;
Gémez- lidig,.datos 110 publicados). _ | _
Adicionalmente, PCNA ha sido clonada, secuenciada y sobreexpresada en el
laboratm:io (Lépéz et al., 1995, 1997; Herrera ef 4l, 2000) demostrando que es uga proteina
altamerite conservada entre especies; tene un peso molecular de 29 kDa y su gene se expresa
en tejidos proliferativos comd espigas, meristemos de tallo y rafz, y durante la embriogénesis
temprana (Lopez & al, 1997; Hertera o al, 2000). No es evidente su expresidon en
embfiogéne-sis‘ tardia o durante germingcién. No obstante, la obtencién de anticuerpos
homdlogos ha petmitido conocer que la proteina se encuentra durante la mayor patte del

proceso de formacion de la semilla y $6lo decae, a niveles muy bajos, hacia las etapas finales de
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este proceso; durante la germinacién, como ya se menciond, se incrementa c0nf0h11‘e ésta
transcurre hasta alcanzar un pico méximo durante la fase 5.

Por otro lado, la asociacién de PCNA al dimero ciclina D/cdk-A implica la
formacién de dos tipos de complejos, cada uno conteniendo una diferente cdk-A. Estos -
complejos ternarios contienen actividad de cinasa que fosforilan no solamente a la histona H1,
un substrato catactetistico pata estas cinasas, sino también 2 la proteind de maiz ZmRBR. La
actividad dé cinasa asociada a PCNA alcanza maximos niveles hacia las 6 horas de germinacion
y decae posteriormente (Sénchez et al, 2001). Esta caida en actividad coincide con Ia
desaparicion gradual de la isoforma de cdk-A de menor peso molecular, por lo que se infiete
que la actividad de cinasa asociada a PCNA durante la germinacién temprana es debida a esta
proteina. En general y como se habia mencionado antetiormente, PCNA se mantiene asociada
en los complejos ¢on las cinasas y Ia ciclina hasta las 15 horas de germinacion, cuando la
cantidad de ciclina D disminuye notablemente dada su degradacion (Cruz-Garcia et al., 1998;
Sanchez et al., 2001). Es interesante que sea aproximadamente 2 estas hoi‘as cuando PCNA se
hace mas visible dentro del nacleo celular, sugiriendo que al ser liberado de su asociacién con
la ciclina, puede 4hora actuar en el nicleo con el aparato de duplicacion. Con excepcién de lo
expuesto en los parrafos anteriores, Ia fancién de PCNA en plantas, asi como de las proteinas
a las cuales se asocia, atin es desconocida. |

Dados los antecedentes anteriotes, surgia la necesidad de contar con un sistema en el
cual se pudiera monitorear de manera mis clara el comportamiento de PCNA a lo largo del
ciclo celular y determinar que proteinas lo acom?aﬁan, a fin de comparar las fluctuaciones de
estos complejos a lo largo de la germinacion. Lo anterior ﬂevé a la idea de emplear cultivos
celulares de plantas y tratar de sincronizar células, con lo cual se tendrian comportamientos
mas homogéneos. Aunado a lo éntes menciohado, se habia determinado que PCNA se
enicuentra presente formando parte de complejos de alrededor de 200 kIDa (Sanchez, er 4/,
2001), asi que resultaba factible recurrir a la cromatografia de exclusién molecular para
fraccionar extractos proteicos de diferentes momentos de la germinacion.

De esta ‘manera, ¢l proyecto de investigacion se dividié én dos pattes, la primera
encaminada al estudio del comportamiento de PCNA dependiente del ciclo celular y la segunda
enfocada a determinar el tamafio de los complejos en los cuales se haya presente PCNA

empleando a la germinacion como modelo.
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RINCIPAL

PROPOSITO Pr

Definir el tamafio de los complejos proteicos que forma PCNA tanto en cultivos
celulares como durante la germinaciéon de maiz e identificar proteinas de la fase G1 que se

asocian a PCNA en estos complejos.

HIPOTESES

En células animales se ttene la evidencia de que PCNA es una proteina que se asocia a
una gran variedad de proteinas vinculadas en el ciclo celular; por lo tanto, PCNA tendera a
formar complejos equivalentes en maiz, los cuales modificarin su composicién conforme la

germinacion transcurra.
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ETIVOS

Con el fin de comprobar la hipétesis se plantearon los siguientes objetivos :

GENERAL.

& Determinar el tamafio de los complejos proteicos de la fase G1 del ciclo celular a los

que se asocia PCNA tanto en cultivos celulares como durante la germinacién de maiz.

PARTICULARES.

& Tstablecer un cultivo sincrénico de céhulas que permita determinat los tiempos en los
cuales ocutren las diferentes fases del ciclo celular y asi determinar como se modifican

los complejos asociados a PCNA.

= Determinar mediante cromatoggafia de exclusion molecular, el tamafio de los

complejos de lqs cuales forma patte PCNA. \

& Esclarecer la identidad de las proteinas que co-eluyen con PCNA, buscando

especificamente complejos tipo ciclina D-cdk.

X Dstudiar el comportamiento del complejo ciclina D-cdk-PCNA  durante la
germinacién, monitoreando la presencia de la proteina y correlaciondndola con Ia

actividad de cinasa asociada a este complejo.

X Determinar la variacién de estos complejos durante la germinacién estimulada con un

fitorregulador como benciladenina (BA).
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DISENO EXPERIMENTARL..

El propésito inicial fue establecer cultivos celulares ]iquidos, creciendo embriones
inmaduros de maiz en medio N Se tomaron muestras del cultivo cada tercer dia y se’
determinarod el peso seco, el peso fresco y ld cantidad de proteina. Los problemas que
surgieron agui hicieroni que el trabajo se enfocara al modelo de la germinacion.

Asi, partiendo de extractos proteicos crudos de diferentes horas de germinacién
(semilla seca, 3 h; 6 hy 15 h), se llevé a cabo el fraccionamiento de las proteinas mediante una
cromatografia de exclusion molecular usando una columna de Superdex 200.

Una vez fraccionadas las proteinas, dichas fracciones se concentraron, ya sea pot
precipitacién o eliminacion de agua y 2 continuacién se cargaron en geles de poliacrilamida al
11% y se transfitieron a membranas de immobilon, para, postedormente, ser empleadas pata
ensayos de Western-blot. :

Los ensayos de Western-blot permitieron detectar la presencia de protefnas tales
como PCNA, ciclina D, pRB y la cinasa asociada a ciclina D (cdk-A).

Después de los ensayos anteriores, se realizé inmunoprecipitacion de las fracciones
para determinar asociacion entre las proteinas detectadas y PCNA. Dicha asociacion
nuevamente se determiné mediante anticuerpos.

Adicionalmente, a estos ensayos se efectuaron ensayos de actividad, tanto para
polimerasa, como para cinasa. El primero con el fin de detectar Ia posible presencia de la ADN
poljmerasa en los complejos de alto peso molecular en los que se encontré a PCNA. Los
ensayos de 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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0S.

MATERIALES Y METOD

A continvacién se enumeran los materiales y equipos empleados para el desarrollo de
la presente tesis. Los componentes de algunas soluciones y medios, asi como su preparacion se

detallan en el apéndice.

MATERIALES.

BIbLOGICO
Seml]la de maiz Zea mays L. vanedad Chﬂiqueno

Embriones de maiz inmaduros de 15-18 dias despues de po]]mzacmn vanedad

Tuxpefio.

REACTIVOS QUiMICOS

Todos los reactivos utL]JZadOS fueron gtado analitico.

‘ " Bl doiuro de sodio, ¢l cloruro de magnesm el dcido etilén-diatninio- tetra-acético, el
fosfato mono—hldrogenado de sodio, el fosfato di-hidrogenado de sodlo, el hidréxido de sodio
v la sacatosa se adquitieron de J.T. Baker o MERCK. | '

La acrilamida, la metilén bis-acrilamida, el Tris base, se ad_quiﬁérbﬂ &e GIBCO-BRL
Life Technofogles Inc. R '

El B-mercaptoetanol la bena]ademna y ‘el TEMED se adqumm:on de SIGMA-
ALDRICH Chemlcals

La protema A agarosa y las tabletas de mhlbldores de proteasas (Comp]ete M) fueron
adquldos de Roche

El paquete ECL Western- blottmg, la pehcula fotogtaﬁca szperﬁlm el anﬁcuerpo
anti-conejo conjugado con peroxidasa y &l [‘1’—:"5"“1 PJATP fueron de Ametsham Pharmacia
Biotech. - N

Los marcadores de peso moleculat para la columna de Superdex 200 fueron
adqulndos de Boehrmger Mannhelm &

Las membranas de xmmobﬂon PVDF fueron adqumdas de Ml]hpore

27



Los anticuerpos policlonales anti-PSTAIRE y anti-ciclina D fuél;on de Santa Cruz
Biotech. DR : R

Los microtubos tipo Eppendorf y las puntas de plastico para nucrop1peta se
adqumeron de RAiNIN Insmunent Co.

EQUIPO

Se usaron los siguientes equipos: el autoclavéq vottex y horno de marca ADEA. Las
micropipetas de marca RAININ Instrument Co.; la cenirifuga de velocidad media y la
microcentrifuga, ambas de marca Sorvall-Dupont; los aparatos de electtof_o;:esis ﬁ;rtical, las
fuéntes de poder y el secador de geles, de matca GIBCO-BRL Life Teclinolbgiés, Inc; la
incubadora digital de marca Thermoline; la campana de finjo laminar hotizontal, de matca
NuAise, el FPLC y la columna Superdex 200 de Ia marca Amersham Pharmacia Biotech,

METODOS.

Establecimiento de Cultivos Celulares de mafz.
Los cultivos de callog embﬂOgénicos fueton establecidos a partiv de embriones

digoticos inmaduros de myaiz, cosechados 15-18 dias después de pollnlzac‘.lon pl:opoxclonados
pot el Instituto Nacional de Invesugaclones Forestales y Agropecuatias (INIFAP), Campo
Expetimertal Zacatepec.

| 1) Desinfeccién ﬂcl material, _

Primeramente, las mazorcas de maiz se desgranarofi y desinfeémron con etanol al
70 % por 1 minuto, se enjuagai'on tres veces con agua desionizada estéﬁl y en scguida los
granos se colocaron en una solucién de hipoclotito de sodio comercial al 3% final (ingrédie_nte
activo al 6%} .junto con 5 gotas de Trween 20 y 15 gbtaé rde Microdyn -por cada 250 mL dutante
15 min con agitacion constante Fmalmente se en]uagaron cuatto veces col agua desionizada
estenL _ .

" b) Establecimiento del cultivo de callos.

Una vez desinfﬁé‘tados los grapos, se extrajeion los embriones inmaduxds ¥
Posteﬁormente se coloca.roﬁ 7(:1\1 frascos de vidrio que éon,tem’an 20 mL de medio nutritive N6
modificado ( ver apéndice ). Se col_ocar-én de 4-5 embriones sobre el cultivo sélido prdcbrando
que el eje embrionario estuviera en contacto con medio. Se dejaron crecer por 21 dias en

- condiciones de oscuridad a una temperatura de 25 32° C, revisandolos continuamente.
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Una vez que se obtuvo el callo, éste se separd del tejido madre para resembratlo en el
medio de proliferacién; en el cual permanecié durante dos semanas mas, después de las cuales
fue necesario otro subcultivo para renovar el medio y depurar al callo de rafces y otras

estructuras diferenciadas.

c) Establecimiento de cultivos en suspension,

El establecimiento de los cultivos en suspensién se efectud inoculando 1,2 0 3 g de
callo de embtiones inmaduros de malz en 30 mL de medio de cultwo hqmdo N6 modificado
{ ver apéndiee ). Estos cultivos (culuvos mad.re) se mantuvicron ca ag1tac1on constante en ufnia
agitador orb1ta1 (Lab- Lme) a2 100 pm durante 4 dias. Transcusrido este Uempo las
suspenslones debieton set subcultivadas. Durante el subcultlvo las suspenslones debcn ser

tamlzadas para desbaratar los agregados celulares y homogemzar los cultwos A continuacion la

suspensién se. distribuy0o en matraces contemendo medio N hqmdo Postetiormente, se

mcubaron a 28 °C en oscuridad: ¥ con agitacién constante pot 1 semana (Mérocz ot af., 1990)

d) Evaluaczon de los cultivos celulates en suspensmn

Para establecer el comportamiento de los culdvos en suspensiéon se considerd el
crectmtento de dichos cultivos y la eficiencia de la maquinaztia de sintesis de proteinas. Lﬁs
cultivos en suspensién fueron evaluados después del ptimer subcultivo, determinando .pes.o
seco, peso fresco y cantidad de proteinas, tomando como tiempo inicial (T;) el momento del
subcultivo. El peso fresco se determind tomando alicuotas de 1.5 mL del cultivo para cada
repeticidn, se colocaron en tubos Eppendorf estériles de peso conocido y se centrifugaron a
2000 rpm durante 10 min, se elimind el sobrenadante y se determiné el peso de la muestra
mmediatamente. El peso seco se obtuvo de la misma muestra tomada para peso fresco, con la

diferencia de que los tubos se dejaton secat por dos diasa 54 °C. La cantidad de proteinas se

determiné a partir de otra alicuota de 1.5 mlL, se lisaron las célylas y se extrajeron las proteinas.

(ver mas adelante) y finalmente se cuantificaron por el método de Bradford (Bradford, 1976).
Estos péfﬁmegros de crecimiento .se =toncuetton.-por triplicado en tres -de la dnco

rep.eﬁdonés para cada tratamiento, dejando las otras dos como respaldo en caso de

contan:jnacién- Las curvas de crecimiento se obtuvieroﬁ del proﬁedio de estas rei)eﬁdones

graficando los datos con respecto al tiempo.
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- Obtencién de Ejes Embrionarios de maiz.

Mediante el uso de una nayaja de un filo y de manera manual, se sepatd; casi en su
totakidad el endospermo y ¢l escutelo del eje embriongrio, procutando no dafiat la estructura de
los ejes. Los ejes se utilizaron inmediatamente o se almacenaron a 4° C -en un desecador hasta

su empleo.

Imblblcwn de chs cmbrlonanos de Mafz con o sin BA.
Se desmfectaron los e]es etbrionarios utilizando h.lpocloﬂto de sodio 0.5% por 1

min. Se en)uagaron con agua esterll bldestllada/ desionizada por 3- 4 veces , dejandolos secar
completamente al aite estéril de Ia campana de ﬂu]o laminar. Bn ca]as petn estériles se pusieron
papelés filtro estériles con suficiente solacién de imbibicién con o sin BA { ver apéndice ) para
saturar el papel filtro y, sobre d1cho papel se colocaron los e;t:s embﬂonanos tomando como
tiempo de inicio de la melblclox;l el término de la colocacién de dlchos e}es en el papel Se tapd
y sell6 cada caja petti con paraﬁlm A contlnuacmn se mcubaron a25° Cen osdutidad, pot el
uempq deseado (3, 6, ¥ 15 h para germmamqn “normal, 3 h pata gemnacion estimulada con
BA). - '

Extracciéon de Proteinas.
‘Los ejes embrionatios (~ 1 g) se homogeneizaron exhaustivamente en un mortero

con. 5 ml de amortignador de extraccién ( #er apéndice ). Inmediatamente, se procedié a
centrifugar el homogenado.a 150 000 g por 30 min 2.4° C y se tetitd la fase acuosa que es la

enriquecida en proteinas.

Cuantlﬁcacwn de protcmas )
Utlhzando un mctodo espectofbtqmetﬂco se rmd10 1a absorbencla de 1 ;,LL del

extracto protelco crudo en una celda de cuarzo de 1 mL. 2 280 nm de lohgitud de onda, para
cuant:ﬁcax proteirias, aforando el Volumen de la celda con agua bldesnlada Se determmm:on las
lectu.tas tomadas restando el corresponrhente blanco, y conmderando qoe 0.8 mg/mL de
pmtema =1UA. a 280 nm. Con este dato se determmo la concentracion en mg/ml de la
proteina ptesente en la muestra ongmal.

Las mediciones antcriores se confirmaron mediante el metodo de Beadford

(Eradford, 1976). Fn este caso, se tomaron 5 pl, del extracto proteico crudo, 25 pl. de NaOH

IN y 200 pL de reactivo de Bradford y se aforaron a un volumen de 1 ml con agua
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bidestilada. - A - continuacién se efectuaron las lecturas a 595 nm en celdas de plastico.
Previamente, se efectué una cutva patrén con un estandar de albimina, la cual nos permitié

establecer postetiotmente lz cantidad de proteina presente en la muestra otiginal.

Fraccmnamwnto de proteinas Crpmatografia dc exclusmn molecular
Supcrdcx 200 |
| El extracto ptotelco ya cuantlficado (1 mL) se catgo a una columna de 120 ml, para

ﬁlttaaon en resina de gel Superdex 200, la cual esta compuesta por un gel de agarosa y dextran

covalentemente umdos lo que le proporclona un rango de tamagio de poro de 24—44 pm y le
permlte separar protemas en una rango de peso moleculat de 10 000600 000 Da. La fase
mévil de la cromatograﬁa fue el amoruguador de clusién ( ver @emﬁce b el cual s ad1c10naba a
ia columna a una velgadad de 0.75 mlL./min y las ﬁ:acc;ton_es ref_;plt_:_ctada,s contenfan un
volumen de 1.1 ml. La proteina se cuantificé mediante espectrofotometria 2 280 nm. Los
estindares- de peso molecular .empleados fueron : ferritina (450 kDa), catalasa (240 kDa),
aldolasa (158 kDa), albimina sérica bovina (68 kDa) y ovoalbiimina (45 kDa).

Conccntrado de protcinas.

Dado que las fracciones detivadas de Ia cromatograﬁa de ﬁltramon en gel contenian
bajas cantidades de protefna, se decidi6 concentrarlas empleando para ello dos métodos: uno
de éllqs fue I 'precipitac.ién -por pH, emfileaﬁdo ‘Acido tricloroacético (TCA) a una
concentracién final del 10%, y pata redisolver en con NaOH 0.1 N. El otro método y que fue
el que se uéé-p.:céferentemente, fue concentrando el extracto proteico por medio de un equipo

de concentracién con vacio, “Speed vac”, el cual evapora el agua presente en la muestra.

Electrotransferencia e inmunodeteccién (Western blot).

Se tomé una cantidad eéiuivalenté.a'?)'() 1 (""10 pL) de proteina concentrada de cada
una de las fracciones y se les adicioné.amortiguador de carga (Laemmli, 1970). A continuacion,
dichas muestras se calentaron a 95 °C pot 5 min y se cargaron en un gel de poliacrilamida al
1% (SDS PAGE). El gel se desarrollé con uiia diferencia de potencial clécttico de 83 V hasta
que el colorante azul de bromofenol alcanzara aproximadamente 0.5 cm antes del final del gel.
Hecho lo antetior, el gel se transfirié a una membrana de Immobilon 7(0.2 pm 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 continuaci6n, las membranas se trataron con solucién de bloqueo ( ver apéndiie ) pot
1 h. Transcurrdo el tiefnp@ se les adicioné el primer anticuerpo [ anti-PCNA. policlonal
(dilucién 1:1500), anti-Ciclina D policlonal (dilucién 1: 1000) anti-PSTAIRE policlonal
(dilucién 1:1500), anti-pRb policlonal (dilucién 1:1500) | y se dejaron incubando con este
anticuerpo por 12 h a 47 C. Posteriormente se realizaroh dos lavados con sqluclon de PBS 1x
{ ver apmdm } y un tercero con PBS junto con NaCl 0.5 M de 15 min cada uno a temperatura i
ambiente. Subsecuentemente, se incubd a las membranas con el segundo anticuerpo [ anti-
‘cohejo conjugado con peroxidasa (dilncién 1:10 000) ). Las membranas sé lavamﬁ 3 veces con
amortignador PBS 1x nuevamente, La deteccién se llevd 2 cabo colocando a Ia peroxidasa eﬁ

contacto con el reactivo ECL (sustrato) y exponiendo la membrana a una pelicula fotogﬁiﬁ_ca.

Ensayos de inmunoprecipitacién.

Con las fracciones en las cuales se determiné la presencia de PCNA se realizaron

- ensdyos de co-inmunoprecipitacion para determinar su asociacién con otras proteinas.

| | Primeramente ¢l anticuerpo anti-PCNA de maiz se incubé con la proteina A agarosa
(dilucion 1:5) a temperatura ambiente por 2 h empleando el amortiguador A ( ver apéndice ). A
continuacién, al conjugado antetior se le afadié el extracto proteicé o ﬁ:acc;ién protéica.
(200 pg) y esta mezcla se incub6 por 12 h 2 4° C con agitacién constante. Subsecuentemente, la
mezcla se centrifugd en una microfuga (12 000 tpm) y el precipitado se lavd 5 veces con el
amortiguador A. La elusién de las proteinas unidas a la agarosa se eéfectuéd adidonaﬁdo
amortigiador de garga (Laemmli, 1970). Los inmunoprecipitados se separaton mediante
SDS-PAGE y posteriormente se analizaron por Western blot. L

Ensayo de actividad de cinasa.

Los inmunoprecipitados se resuspendieron en 15 uL de amortiguador de cinasa ( ver
apéndice ) junto con 5 pCi [y-2 PIATP y 4 pg de GST-ZmRBR-C (dominio catboxilo terminal
de la proteina RBR de malz) como sustrato. Se incubaron 2 30°C por 30 min para dejar que -
tuyiera lugar la reaccién y postetiormente, se detuvo la reaccién con amortiguador de catga
(Laethmli, 1970). Después Jas muestras se calentaron por 5 min y se separaron por SDS-

PAGE. Fl resultado se revel6 mediante autorradiografia.
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Ensayo de actividad de polimerasa.

El ensayo consiste en la medicién de la incorporacién de timidina-[’H] en una cadena
de ADN por accié‘n de la ADN polimerasa que se desce probar. A los extractos proteicos a
- ensayar se adicionaron 40 pl de amortiguador de reaccién ( ver apéndice ) se incubaron a 37° C
pot 30 min con agitacién y a continuacion, se adicionaron 5 ml. de TCA at 10%.
Poéteriormente, se filtraron al vacio, 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 solucién de centelleo por cada filtro a un frasco vial leyéndose las cpm por 3 min.

Prueba de estimulacién de la sintesis de ADN por BA ¢én ejes embrioharios
de maifz.

Se imbibieron 3 seties de 10 ejes embrionarios con solucién de imbibicién con BA
(10°M) y 3 series de-10 ejes embrionatios con solucién de imbibicién sin BA por 24 h,
adicionando en todos los casos 20 pCi/mL de ’H]-timidina. Al finalizar el tiempo se eliminé
la solucién de imbibicion residual lavando, por cada 10 ejes embrionarios, con 5 mL de citrato
de sodio al 5 % estétil, separandose como material radiactivo. Se agiegaron 2 mL de solucién
amortiguadora de lisis por cada 10 ejes embrionarios, homogenando perfectamente en un
politron utilizando un vastago adecuédo, ptocurando que no quedaran re'siduos de ejes
embrionatios. |

Las macromoléculas se precipitaron con 1 mL de TCA al 20 % por cada 2 mL de
homogenado, reposando en hielo por 15 min. Se filtr6 al vacio, 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 tenninarc;m de secar en un horno a 54 °C por
30 min-1 hora. Se agregaron 2 ml de solucion de centelleo por cada filtto a un frasco vial

leyéndose las cpm. durante 1 min.
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RESULTADOS.

CULTIVOS CELULARES.

Con el fin de. determinar el comportamiento. de PCNA ¥y los‘ complejos que forma
durante la fase G1 en un siétemé de células hdfﬁbgéﬁéas, era necesario cofitar con un sistema
en ¢l que se pudieran sincronizar células, por lo que la tarea consistia en 'éétablecer cultivos de
células en suspensién y comparar dichos resultados con los obsetvados para una poblacién de
células heterogéneas como las presentes en el eje embrionario. o

Para camplir con este objetivo, se partié de cultivos de callos obtenidos a partir de
embriones cigoticos inmaduros de maiz paré :ia'éder establecer los cultivos, ya que los
embriones inmaduros presentan una el_evada agﬂvida_d_ metabdlica. _

Los callos obsefvados en ésfds expeﬁrhéntci“s présent_ﬂrc;ﬂ consistencia friable, textura
glanular, color blanquecino a amarillento y presentaron una alta tasa de crecimiento,
descripcién que” cotresponde con obsetvaciones previas {Green y". Rhodes, 1982: Mortish,
1987, Vasil, 1988) y los coloca como cultivos de callos eiﬁbribgénicos-de maiz tipo II.

Los callos tipo II son suaves, frables, crecen répidameni:é y ?ueden_mantener su
capacidad embriogénica durante largos penodos (Gteen, 1982; Tomes y Smith, 1985; Vasil y
Vasil, 1983), poscen agregados de células mdlferencxadas a]gunas veces entremezcladas con
células vasculares y grupos de pgquenas ceh_ﬂas m_erlstematlcas isodiamétricas en la superficie
de los agregados (Emons y Kieft, 1991), se presentan como células pequefias, que se
encuentran densamente empacadas, con paredes de]gadag, citoplaslha abundante y basofilico
que contiene muchas vacuolas pequeiias, gotas de lipidos y granos de almidén (Fransz y Schel,
1991; 1994). Pbr lo tanto, resultaban ser un buen candidato para ser empleados en ¢l
establecimiento de cultivos en suspension.

Desafortunadamente, en contraste con el creéimientp observado para los cultivos de
callos, las células en suspensién no mostraron una capacidad de crecimiento Es mmportante
mencionar que para obtener una suspenszon ce]ular mucho mas homogenea es ﬂecesano partir
de un subcultivo, lo que implica que debe e]nmnarse el cultivo madre. Las evaluacxones de los
parametros de crecimiento s¢ hacen por lo tanto a partir del primer subcultivo, por lo cual no

se evalué el comportamiento del cultivo durante el primer periodo de incubacion.
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Los patimettos de crecimiento utilizados para evaluar los cultivos celulares en
suspension son el peso seco, el peso fresco y Ja cantidad de proteina, los cuales se émpleafdn
en este trabajo para determinat la respuesta de los cultivos a diferente cantidad de indculo

(figura 6).

A . ' Cinética de Crecimiento a partir del péso fresco de células en -
' ‘ sukpension de malz jnicladas con tres densidades
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Figura 6. Cinética de crécimiento de las célilas de maiz en suspensién. A: determinacion de peso fresco,
B: determinacion de peso seco-y C: determinacion de cantidad de proteinas. Todas las
determinaciones se efectuaron por triplicado tomando alicuptas cada tercer dia y ensayando tres
cantidades diferentes de indculo inicial. La densidad I, 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 parametros
medidos representan el promedio de tres repeticiones para cada punto de la curva. Cada
muestta fue tomada cada tercer dia después del primer subcultivo para cada densidad.

Como se muestra en la figura 6, se probaron diferentes canﬁdﬁdes de in_éculo (1,
2y 3 g de callo) en los cultivos, con el fin de.establecer las condiciones de células iniciales de
las cuales partiria el cultivo y el tiempo de crecimiento.

Sin embatgo, al analizar cada uno de los pafémetros (peso fresco, peso seco o
proteinas) no se observa que la cantidad de células se duplique o incremente. Ademé.é, si se
analizan cada una de las derisidades por separado, se observa que 1o existe un pico miximo en
él cual coincidan cada uno de lo barémetfos, lo cual indica que:”no existe repetibilidad entre los
expetimentos. ' ' '

Dado lo anterior tesultaba muy dificil emplear este tipo de cultivos para tealizar un
expetimento subsecuente ya que, en primer Iﬁgaf, no se tenfa la certeza de que las células
estuvietan proliferando y, ademds, para llevar a cabo la siﬂcroniiacién de células es necesario
contar con céhulas uniformes, es decit, de la misma edad (10. cual se determina por el tamafio de
cada célula). Para lograr lo antetior, se requiere eliminar todos los aglomerados celulares
presentes (células madres) de la suspensién, lo cual ocasiopa, como ya se vio antes, que los
cultivos dejen de crecer. Esto indica que, al menos para maiz, algunos componentes tesidentes
en Jas células madres o nodrizas son necesarios para el adecuado crecnmento del Cultlvo

Debido al fracaso obtenido con los cultivos celulares s¢ decidié ttaba]ar con el
sistema de estudio que por afios se ha seguido en el laboratorio, la germinacion de maiz y el
bbjetivo se enfocé 1o solo a 1os tiempos en los cuales se preéentd PCNA dutante el ciclo, sino

principalmente al tamaiio de l!os complejos en los cuales se halla presente.

FRA CCIONAMIENTO DE PROTEINAS DURANTE LA
GERMINA CION

Hasta ahora ¢l tamafio de PCNA y los complejos que forma durante la fase G1 del
ciclo celulat, se habian determinado mediante geles nativos de poliactilamida. Se sabfa que esta
proteina se une a otras proteinas formando asociaciones de alrededor de 200 kDa (Sinchez, o

al. 2001), por lo que resultaba mnteresante recurrir a una estrategia que permitiera conocet con
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mayor precision el tamafio y la composicién de dichos complejos. . Siguiendo con esta idea, se

decidi6 emplear Ia cromatografia de exclusién molecular para lograr este fin.

COMPORTAMIENTO DE PCNA

Lo ptimero que se requena era ﬁ:acmonar pot Superdex 200 exi;ractos prbteicos de
diferentes hotas de germinacioén y detectar la presencia de PCNA en estas fracciones. Para -
cmnpiir éon este objetivo primeramente ser_detecté la présen_cia de PCNA por Western blot en
extractos proteicos totales de ejes emb;ionaﬁos de senﬂ}la seca y de extractos proteicoé de ejes
embrionatios germinados por 3, 6 y 15 h antes de ser &acc;i§nad03, con,. el ﬁn d.é caﬁoborar

que en los extractos estuviera presente nuestra proteina de interés.

PCNAf—-'—_

S 3h6h 15k

Figura 7. Inmunodetecmén de la proteina PCNA a lo largo de la germinacién. Extractos proteicos
‘de ejes embrionarios de semilla seca (SS) y extracios proteicos de ejes embrionarios
_germinados por 3, 6 y 15 h fueron separados por SDS-PAGE, ¢lectrotransferidos e
inmunodetectados con anticuerpos anti-PCNA de maiz.

-

“fa figura 7 muestra el comportannento de PCNA durante la gernnnaclon Se
. :,_ observa que, PCNA esta presente desde semllla seca y su cantidad se wva mcrementando
confotme avanza la germinacion; lo antetior concuerda con lo ya reportado (Heirera of 4l
2000). El slgmente paso consistid en Dlevar a cabo el &acclonmento de dichos extractos y
detectar en esos fraccionados a la proteina. ' K

En ptincipio, los perfiles de elusién de las proteinas a través de la columha de

exclusion molecular mostraton diferencias durante la germinacion {figurad 8).
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Figura 8. Perfil de clusién de extraclos proteicos a. diferentes tiempos de Ia germinacién. A:
fraccionamiento de extractos proteicos de ejes embrionarios de semilla seca, B: fraccionamiento
de extractos proteicos de ejes embrionarios de 3h de germinacién, C: fraccionamiento de
extractos proteicos de ejes embriounarios de 6h de germinacién y D: fraccionamiento de extractos

" proteicos de ejes embrionarios de 15 h de germinacién. La concentracion en mg/ml fue obtenida
mediante el método de Bradford (ver materiales y métodos).
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Ea los cromatogramas {figuras 8B, C, y D), se observa que durante la
germinacién aparecen dos picos principales. El primero de estos picos se localiza entre las
fracciones 40 — 60 (corre'spbndientes a los pesos tnoleculares mayores a 450 000 Da) y el
segundo pico se presenta entre las fracciones de menor peso molecular, 85-95 (que
corresponden al tamafio de 35 00011 000 D). Al parecer durante la germinacién la poblacion
proteica se presenita primordialmente en asociaciones de alto peso molecular.

Interesantemente, al comparar los iesulfados de semilla embebida con los mostrados
para semilla seca, el patrén de elusién es relativamente diferente. En semilla seca (Figura
8A), Ias proteinas s¢ presentan dispersas en tres grandes picos, el primero cotrespondiendo a
proteinas o complejos de alto peso molecular (> 450 000 Da), un éegundo localizado en un
rango de 450 000-105 000 Da y el dltimo involuctando a proteinas de 100 000—60 000. Lo
anterior nos indica gque el tipo de proteinas, en cuanto 3 peso molecular, presentes en semilla

seca muestra diferencias con los que se presentan durante la germinacion.

203
163
3
105

Wy 00 Y 10 W) QD o 00 U v
W N <N o

A : Rada
PM > 450 T & e

B ET 45 47 49 51 5355 57 59 61 63 65 6769 ET 71 73 75 77 79 81 83 85 87 89 91 93

ET 45 47 49 51 53 5557 59 61 63 65 67 69 ET 7173 75 77 78 79 81 83 85 87 89 91 93

BT 45747 49 51 53 55 57 59 61 63 65 67 69 KT 71 73 75 7779 81 83 858789 91 93

205D »

TT 45 47 49 51 55 55 57 50 61 63 65 67 60 BT 7173 75 77 79 81 83 8587 89 01 93

Figura 9. Fraccionamienio de proteinas de diferentes horas de germinacién e inmunodeteccion usando
anticuerpos anti-PCNA. A: fraccionamiento de extractos proteicos de ejes embrionarios de
semilla seca. B: fraccionamiento de extractos proteicos de ejes embrisnarios de 3 h de
germinacién. C: fraccionamiento de extractos proteicos de ejes embrionarios de 6 h de
germinacién y D: fraccionmiento de extractos proteicos de ejes embricnarios de 15 h de
germinacién. ET indica el extracto protelco total,
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Utilizﬁnd'o las fracciones proteicas de las difcrentes horas de germinacion, las
proteinas se separaton por SDS-PAGE y se detecté la presencia de'PQNA. mediante Western
blot ('figu'ra 9).

En la figura 9A, se analizan los exttactos ptoteicos 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 continuacién son complejos
proteicos que desapatecen conforme la germinacion avanza.

Hacia las 3 horas de germinacién PCNA aparece en tres tipos de fracciones proteicas
(figura 9B.)-... La primera de ellas corresponde a complejds proteicos de muy alto peso
mblecular, es deci];, aquellas proteinas o complejos cuyo tamaiio es mayor al marcador de
ferritina (450 kDa); en estos cémplejos PCNA tendra qﬁé venir asociada a proteinas de muy

alto peso molecular o estar formando complejos multiméricos entre ella y otras proteinas. El

siguiente grut)o cottesponde a proteinas que apérecen entre 182y 85 kDa;-déntto de este rango
de tamafio esperatiamos encontrar a la proteina formando su caracteristico trimero (90 kDa)
que se sabe es la forma miss estable de la proteina y en Ta que se encuentra principalmente.
También es eh_ este tango (ionde esperariamos eficontrar a PCNA cuando se asocia con un
complejo tipo ciclina-cdk (~ 1?0 000 Da). Cabe hacer notar que en ‘estas fracciones se ptesenta
Ia mayor a cantidad de la proteina (figura 9B).Enel 1’1Itirﬁo rango de tamafios en el cual
se presenta- PCNA es en proteinas de bajo peso, las cuales estdn entre las fracciones 79 a la 87
¥ que corresponden a un peso mOlecuiar entre 68 y 23 kDa, rango en el cual, de acuerdo a su
tamano, estaﬂa contemda la proteina en su forma dlme;tlca (60 000 Da) 'y en su forma
monomética: (30 000 Da) Aqm es donde se encuentta la menor cantidad de protema

_ "Cuando se observan los complejos que forma PCNA hama Ias 6y 15 h de
germinacién, lo primero que salta a Ia vista es la de;sapm_:tcmn de los complejos de muy alto
péso molecular, ‘sugiriendo que estos complejos son propios - de:las primeras horas de
germinacion. Por otro lade, los complejos comprendidos en el rango de 163—23 kDa persisten
durante la germinacion y ademds su conceritracién se incrementa al avanzar ésta, de manera
semejante 2 lo que sucede cuando se monitorea a PCNA en los' extractos profeiéos de semilla
germinada.

El tamafio de los complejos proteicos de muy alto peso molecular, (mayores a
450 kDa} en que se encuentta PCNA a las 3 h de germinacién nos llevaron a preguntar si

PCNA se encontraba asociada a proteinas como las ADN polimerasas, enzimas de alto peso
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moleculat. Por lo antetiot, se decidi6 realizar ensayos de actividad de ADN polimerasa en estas

fracciones. No obstante, los tesultados; atin con las fracciones proteicas concentradas, nunca

mosttaron actividad de ADN polimerasa (figura 10). A pesar de lo antes mencionado,

no sc¢ puede descartar la Presencia de este tipo de proteinas asociadas a PCNA,

Actividad de Polimerasa

50
'52
54
56
58
60
62 |
84
66
68
70
72

Contrel
Extracto Total

Fracciones

Figura 10. Ensayo de actividad de ADN poiimerasa. Las barras corresponden a la timidina [SH]
jncorporada al ADN miolde ensayadas en los extractos proteicos fraccionados de 3h de
germinacion, El control contiene la mezela de reaccién y agua. Las fracciones de 1a 50 a Ia 60
contienen = los complejos proteicos mayores de 450 kDa, y. las fracciones de la 62 a la 72
contienen proteinas entre 146 y 437 kDa. : : :

El siguiente paso consistié en avetiguat la identidad de Jos acompﬁﬁante's de PCNA
en los complejos presentes entre 200 y 100 kDa, para lo cual, c;.om_o se imenciono
antetiormente, un buen candidato resultaba ser ¢l complejo sensor del ciclo celular: ciclina D-
cdk, ya que en maiz ya se habia reportado que existe una asociacién entre una ciclina tipo D y
PCNA (Herrera ef al., 2000).
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COMPORTAMIENTO DE LA PROTEINA TIPO CICLINA D.

A contlnuaclon se determingG la presencla de las proteinas que forman el complejo de
ciclina/cinasa de la-fase G1 mediafite énsayos tipo Westem blot en los exttactos fraccionados
de las d1fe1:entes horas de la gettmﬁaclon o

7 La primera protema que se analizé fue Ia t:lchna tlpO D, paxa lo cual pnmeramcntc se
analiz6 la presenc;la de la ptotema en extractos totales de sel:mlla seca y de 3, 6 y 15 h de

gen:mnaaon (flgura 11)

'Figura‘ 11: Inmunodeteccion de la proteina ciclina D a lo largo d¢ Ia germinacién.-Extractos proteicos
- de ejes embrionarios de semilla seca (S5) y extractos proteicos de cjes embrionarios germinados
‘por 3, 6 y 15 h fueron separados por SDS-PAGE electrotransferldos e 1nmunodetectados con
‘anticuerpos anti-ciclina D de humano :

Iafigura 11 nos muestra qué la prcjt’einzi se encuﬁntr’a:pre'scnte én semilla seca y
durarte la germinacion, djsminhyendo hacia las 15 h, tiempo en ¢l cual se sabe que comienza a
degradarse (Hetrera ¢ al., 2000). El anficaetpo empleado detecta a la proteina ciclina tipo D en
forma de un doblete durante todos los tiempos ensayados. - - ' |

Una vez cotroborado este ‘compottamiento, el mgmeﬂte paso consistic en visualizar a
ciclina D en los extractos fraccionados (£ igura 12).

Dado que en semilla seca no éxisten complejos alrededor del tamafio en que se espera
que co-eluyan PCNA, ciclina D y cdk, para los posteriotes experitentos solo se utilizaron los

tiempos de germinacién 3, 6 y 15 h.
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- Figura 12. Fracciongmiento por exelusion molecular de proteinas de diferenteés horas de germinacion e
inmpnddeteccién usando anticuerpos anti-ciclina . A: fraccionamiento de extractos proteicos de ejes
‘embrionarios de 3 h de germinacién. B: fraccionamiento de extractos proteicos de ejes embrionarios
de 6 h de germinacién y C: fraccionamiento de exiractos proteicos de ejes embrionarios de 15 h de
germinacion. ET indicd ¢] extracto proteico total.
Para estos extractos, la. deteccidn de la proteina presentd algunos problemas
metodoldgicos que impidieron una visualizacion nitida, ademas de que Ia proteina ciclina tipo
D parece estar distribuida 2 1o largo de todas las fracciones obtenidas, principalmente en los
extractos de 3 y, en cierta medida, también en los de 6 b de germinacion. Es probable que 1a
proteina que aparece en las fracciones en tamafios menotes de 50 kDa représente degradacion
de la ciclina tipo D, Ia cual como se ha descnto es muy inestable (Cruz-Gatcia ef 4/, 1998).
Por otro lado, el comportamiento en la proteina hacia las 15 h de germinacion parece
ser erratico, la mayor presencia de la proteina se localiza en la region en que la probable
ciclina D estatia como monémero (fracciones 75-81) y en aquella region de arriba de 200 kDa
(fracciones 65-67). Para las 15 h de germinacién la cafitidad de la proteina disminuye
notablemente, lo gue concuerda con €l hecho de que este es el tiempo en el que comienza la
fase S y donde la proteinia comienza a degradarse (Cruz-Garcfa ¢ o/, 1998; Hetrera e al., 2000).

En todo caso, tanto a las 3 h COmo.ﬁ Ias 6"l de germinacién es evidente que existe una buena

proporcion de la protelna-tlpo mfhn& IP en,lg;;émanos donde se esperaria que se encontrara

e B
v it APTIES

en un complejo con PCNA. - -+
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El siguiente paso consistid en detectar a I proteina acompafiante de la ciclina D, que
para el caso de pIantas es una cinasa conocida como cdk A, la cual contiene la secuencia
PSTAIRE propm de las cinasas tlpO cde2 y que se localiza en ¢l dominio de unién a c1c]mas
Justamente es esta secuencia la que nos permitio su deteccién, ya que se contaba con un

éﬁticuerpo dirigido t.:on.tta::dicha region.
COMPORTAMIENTO DE LA CDK.

Al igual que para las otras proteinas, primeramente se-detecté a la odk en extractos

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

'8 3h 6h15h

Figura 13. Inmunodeteccion de la proteina edk A a lo largo de la germinacion. Extractos proteicos de
ejes embrionarios de semilla seca (SS) y extractos proteicos de ejes embrionarios germinados por
73,6y 15 h faeron separados por SDS—PAGE electrotransferldos € mmunodetectados con
antncuerpos antl-PSTAIRE L :

Durante la germihacién cdk A se Préseﬂfa en forma de un dobletg, en el cual la
ptotema de mayor peso molecular (36 kDa) pertnanece constante a lo largo de la germinacion,
tmenttas que la de mencjr peso (32 kDa) desapaxece conforme la getmmaclon avanza (Sanchez
ei al 2001) sugmbndo que esta protclna se encuem:ra regulada dusante la fase G1. A la fecha
se desconoce si se trata de dos protemas o de la modlﬁcaclon post—traducclonal de cdk A.
Nuevamente el 31gulente paso conslstlo en veﬂﬁcar el comportatmento de esta protelna en

éxtractos fraccionados de diferentes horas de getmmaclon ( £i 1gura 14).
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Figura 14, Fracclonamlento por exclusién molecular de protéinas de diferentes horas de germinacion e
inmunodeteccién usando anticuerpos anti-PSTATRE. A: fraccionamiento de extractos proteicos
de cjes embrionarios de 3 h de germinacién. B: fraccionamiento de extractos proteicos dé ejes
embrionarios de 6 h de germinacién y C: fraccionamiento: de exiractos proteicos de ejes
embrionarios de 15 h de germinacion. ET indica el extracto proteico total.

Al observar el comportamiento de la proteina cdk A, se encuentra qﬁe‘ ésta se
compotta de manera semejante a PCNA, es decit, hacia las 3.hl de germinacién la proteina se
presenta en complejos de alto peso molecular que van .de. las fracciones 49 a la 69
(correspondientes a los tamafios desde mayotes de 450 000 a 203 000 Da), los que ya no estin
?resentes cuando la germinacién avanza (hacia las 6 y 15 h)." Sin embatrgo, Ia Ptoteina
permanece a lo largo de la germinacion (3, 6 y'15 h).eﬁ compléjos que van de 170 000 -Da.a
pesos menotes de 45 kDa, que es en los tamafios en que tatnbién esta presente PCNA a estas

horas. Hs importante recordat, que hasta la fetha no se ha reportado la asociacién directa entre

ey

PCNA y una cdk en plantas por _lo jui€, para hablar de la formacién de un complejo entre estas

proteinas tendriamos en Rﬂncl 1 th estar 'ensando también en la ptesencla de c1c1ma D, la

cual st se une directamenté; a PN AL
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Dado que la unién PCNA-cdk A debe ser indirecta y requiere de ciclina 1D, los
complejos que esperatiamos para estas proteinas tendrfan un tamafio entre 120 000 y
170 000 Da, dependiendo del estado en que se encontrara PCNA, por lo que podemos decir
que existiria co-elusion entre estas tres proteinas solamente en este Iang() de tamatio.

Cuando se analiza cuidadosamente el compottamiento de las dos bandas de cdk A
reconocidas por el anticuerpo anti-PSTATIRE, s¢ observa que pueden aparecer de maneta
separada en algunas fracciones a lo latgo del fraccionamiento y durante los diferentes tiempos
de germinacion ensayados. Lo antetior resulta muy intetesante si se sugiere que cada forma de
cdk A pﬁede estar formando asociaciones -p'rotei(.:'as y ademas; estas fracciones difetenciales
tesultan una buena herramienta para monitorear la actividad de cinasa de cada una de las
formas de la cdk A por sepatado y asi establecer cual de las dos formas de la proteina es la
responsable de la actividad de.cinasa ptéesente en la fase G1 del ci¢lo celular. N

Cabe mencionar que existe gran cantidad de 1a cinasa en tamafios cn los cuales no
podria encontrase asociada con PCNA como las presentes en las fracciones menores a
100 kDa, lo que también indica que esta protéﬁm:podria encontrase asociada a otras proteinas,

ya sea junto con su ciclina, o independiente.

COMPORTAMIENTO DE ZmRBR,

~ Finalmente, Ia dltima proteina que se decidié medir en estas fracciones fue ZmRBR,
la proteina Rb homéloga en maiz, sobte la cual el complejo ciclina-cinasa de G1 lleva 2 cabo su
funcion. Del mism_o_ modo que las ptoteinaé anteﬁore:;, se. llevé a cabo el anilisis de ZmRBR
en éxtt:actos totales de Hiferentes horas de gemlinacié'n (figura 15}.
Se sabe que la proteina ZmRBR de maiz tiene un tamafio de éproxhna&amente
90 Da, y que esta proteina desaparece durante las primeras hotas de la gertinacién, quizds
debido. a que la proteina es matc.a.da por fosforilacton por el coﬁplejo ciclina-cinasa para ser
degr_adada. Se utilizé un anticuerpo homc'ﬂogo, qﬁe €s capaz.de reconocer tres bandas; una de
ellas, de un peso molecular de 60 kDa, que és la que se reconoce mds intensamente, desaparece
conforme la germinacion avanza. Las otras dos bandas (90 y 30 kDa) son muy tenues y
también desaparecen hacia las 15 h. La proteina de 90 deberia representar a pRb completa y las

otras dos protefnas posiblemente sean productos de degradacién.
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Figura 15. Inmunodeteccién dela protema ZmRBR a lo largo de la germinacién. Extractos proteicos de

ejes embrionarios de semll]q seca (SS) y extractos proteicos de ejes embrionarios germinados por

" +3,.6 y 15 h fueron scparados por SDS-PAGE, electrotransferidos e inmunodetectados con
anticuefpos anti-pRb de maiz.

Cuando se anahza el compommuento de pr en los extractos Etaccmnados se

observa lo slgulente (figura 1 6)
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Flgura 16. Fraccionamiente por exclusién molecular de proteinas de diferentes horas de germmaclén e
inmunodeteccién usando anticaerpos anti-pRb. A: fraccionamiento de extractos proteicos de cjes
embrionarios de 3- h de germinacion. B: fracciohamiento de extractos proteicos de ejes
embrionarios de 6 h de germinacion y C: fraccionamiento de extractos proteicos de  ejes
embrionarios de 15 h de germinacién. ET indica e} extracto proteico total.
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Alas3hde germinaéién, la proteina pRB se localiza entre la fraccién 61 y la fraccién
83, Ias cuales cortesponden 2 tamafios que van de proteinas mayores de 450 000 Da a
7 protél’nas con un tamafio de 45 000 Da. A las 6y 15 h de getmhlacién; esta proteina aparece en
las E;acciones".cuyos tamaﬁds:van de--4b0 2 200 kDa. Mientras que 2 las 3y 6 h de germinacién
la prbteiﬂ:i’_'zip.ﬁre‘ce como bandas de 90 ‘y 60 kDé, hacia las 15 h aparecen solo las bandas de 60
v 30°kDa, quizé.s indicando Ia degradacién de pRB. |

.Daclloé estos 'l.:ésu.lmd-os se piiedé decir qﬁe esta proteina no co-chiye con PCNA, ya
que su peso molecula_t (~90 kDa) hatia que el comple;o PCNA-ciclinacdk-pRb tuviera un
tamano de a]rededor de 270 000 Da fraceiones en las cuales PCNA 1o esta presente durante la

germmamon

. 1a co—eluslon de . PCNA con protetnas clave de la fase G1 no ticne per se un

slgmﬁcado ﬁsmloglco, ya que sélo mdica que las proteinas eluyen en las mismas fracclones, por
lo qpe, pata demostrar la presencia del complejo PCNA-ciclina- edk en las fracqones en que
co—é‘}uyen las diferentes protefnas se emplearon dos estrategias. La primera consistié en realizar
ensafyqs} de inmunoptecipitacién empleando para ello el anticuerpo homélogo a PCNA. La
Segunda éstratégia'-consistié en determinar actividad' de cinasa en estos inmunoprecipitados
pata corroborar no solo la presencla del comple]o asociado a PCNA, sino también si dicha
- asociacion penmua que e comple;o se encontrase activo. _

Para Hevar a cabo la primera estrategia se inmunoptecipité con anticuerpos anti-
PCNA  extractos, proteiéos totales- de las diferentes horas de germinacién, los que,
posteriormente, se visualizaron mediante Western blot detectando con atiticuerpos anti-PCNA
(figura 17A). h _ |

La caps;cidad' de inmunoprecipitacion del ﬁnﬁcﬁérpo anti-PCNA perinite obtener una
buena cantidad de PCNA_ Pregipitada; sin embargo, mucha de la proteina se queda en los
lasrados y en el sobrenadante. Aqui tambiéﬁ es posible ver que la cantidad de PCNA presente
durante Ja gemnnaclon aumenta hacia'las 15 h, dato que-es ewdcnte al observar la cantldad de
protema que queda en los 1avad05 yel sobrenadante

CA contmuaclon se decldlo buscar en estos preclpltados mediante ensayos de Western
blot 2 las otras dos prc_)tem'as'pr_esentes en nuestto complejos de irterés. Sin embargo, dados
los problemas de inespecificidad mostrados por el anticuerpo anti-cliclina D, el ensayo se

redujo 2 buscar solo 2 la edk (figura 1 7B)
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Figura 17. A: Inmunodeteccién usando anticuerpos anti-PCNA de los extractos proteicos totales
inmunoprecipitados con anti-PCNA provenientes de diferentes horas de germinacién: semilla
seca (8S), 3, 6 y 15 h). B. Inmunodeteccién usando anficuerpos anii-PSTAIRE de los extractos
proteicos totales inmunoprecipitados con anti-PCNA provenientes de diferentes horas de
germinacion: semilla seca (8S), 3, 6 y 15h). C. Actividad de cinasa asociada a los
imnunoprecipitados con anti-PCNA provenientes de diferentes horas de germinacién (3, 6 y
15h). ET es el extracto total de 3 y 6 h, Ac es anticuerpo (anti-PCNA o anti-PSTAIRE), PA
proteina A agarosa, PP precipitado, SN sobrenadante y L lavade. IgG (inmunoglobulinas)
corresponde al autoreconocimiento del anticuerpo.
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Los resultados peﬂmtieton establecer que el anucuerpo anti-PCNA es capaz de
inmunoprecipitar a las dos protefnas que detecta el antlcuerpo anti-PSTAIRE, salvo hacia las
15 h donde sélo esta presente la banda de mayor peso molecular. Ademis se observa que
existe una buena cantidad de cdk A que no se asocia a PCNA, lo que es cvidente al detectar Ia
presencia de la proteina:en el sobrenadante y en el Iavado

La presencia de la cdk A en los mmuﬂopreapltados con anti-PCNA de los diferentes

extractos ptoteicos es una fuerte evidencia que indica. que el comple]o cichina D-edk A-PCNA
s¢ encuentra presente durante la germmaclon

En los extractos inmunoprecipitados se determind la actividad de cinasa asociada al
complejo; el experimento se llevo a cabo‘ en precif;itf;dos de 3, 6 y 15 h , empleando como
sustrato a la protema pr homologa de: maiz (Zm RBR-C); la: cual es el blanco del“complejo
ciclina D-cdk A durante la fase G1 del ciclo celulat. Los resu]tados obtemdos se muestran en la
figura 17C, donde se obsetva que existe fosforilaciéon de la proteina pRB en todos los
extractos inmunoprecipitados - de la diferentes horas - de- germinacién mdicando que los
complejos tipo ciclina D-cdk asociados a PCNA, aunque no muy abundantes, se encuentra

activos, v tal como se esperaba, la actividad de cinasa presente hacia las 15 h de germinacién

disminuye con respecto a los tiempos antetiores, ya (ae es en este momento cuando la ciclina

D comienza a degradarse y junto con ello el complejo comienza a desensamblarse.

FRACCIONAMIENTO DE PROTEINAS DURANTE LA
GERMINACION ESTIMULADA CON BENCILADENINA.
Para llevar a cabo este estudio, se dec:lcho empleat el tlempo de 3hde getmmaclon
+ dado que ba;o este tratamiento Ia replicacién del ADN ticne lugar ‘hacia Ias 6 h, tlempo en el
cual huestro complejo de interés ya no se haya presente (Herrera ef 4/, 2000, Sinchez ef o/,
2001).
& De la misma forma qﬁe, pata los tiemipos. control, cuando se Ilevc’) a cabo el
fraccionamiento de proteinas mecﬁante 1a columna de Superdex 200, se encontrd un perfil de

elusion que se'muestra en la figura 18.
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Figura 18. Perfil de clusién - dé extracto proteico de ejes embrionarios de 3-h de germinacién
estimulados con benciladenina. La concentracién en mg/mL fue obtenida mediante el método de
Bradford (ver materiales y métodos) : '

Al observar el cromatogratha (figura 18)se encuentran predominantemente dos
picos, ‘el primefo de ellos cotrespondiente a los pesos moleculates mayores de 450 kDa,
localizado entre las fracciones 40 a la 60, fracciogies en las cuales también se presenta este pico
durante la germinacién no estimulada, El segundo pico se presenta entre las fracciones 75 a la
83 que corresponden a peso moleculares de 105 a 35 kba; este Wltimo pico durante
germinacion no estimulada se presenta en fracciones posteriores, 10 que podria dar indicio de
qué cuando la germinacién es estimulada, la presencia de proteinas de bajo peso molecular

disminuye,

COMPORTAMIENTO DE PCNA.

‘A continuacidn, con los extractos proteicos fraccionados ¥ separados por SDS-PAGE

se procedio a deteétar la presencia de PCNA mediante Western-blot (figura 19} .
En esta figura, se observa que PCNA se localiza en las fracciones 67 ala 73, las cuales
7 éoneﬁponden 2 los pesos moleculares de 252 a 131 kDa; en estos tamafios PCNA tendsia que
estar presefite principalmente en fo@a de trimero, ya que no hay indicios de proteinas de
menor tamafio que evidencien la presencia de las otras dos formas estequiométricas dé PCNA

o formando complejos con otras proteinas alrededor de estos tamafios.
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Figura 19. Fraccionamiento de proteinas de 3 h de horas de germinacién estimulada con benciladenina
¢ inmunodeteccién usando anticuerpos anti-PCNA. ET indica el extracto proteico total.

Cuando se cotnpara este comportamiento con el que PCNA presenta durante la
germinacién no estimulada, se encuenttan diferencias importantes. En primer lugar, los
complejos de muy alto peso moleculat presentes a las 3 h de germinacion control, ya no estin
presentes, tal como ocurre conforme la germinacién de semillas control avanza y, ademds, las
proteinas de bajo peso molecular tambiéﬁ desaparecen. Adicionalmente, PCNA se concentra
gn complejos de tamafios mayores a los que se encuenttan a las 3 horas, e incluso alas 6y 15h

de germinacién normal (alrededor de 252 a 105 kDa).

COMPORTAMIENTO DE LA CDK A.

Para comptobar que efectivamente los complejos en los que se localiza PCNA
correspondan al complejo ciclina D-cdk, se llevd a cabo la deteccién de la edk A, parﬁcipante

en este complejo (figura 20).
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Figura 20. Fraccionamiento de proteinas de 3 h de horas de germinacién estimulada con benciladenina
¢ inmunodeteccién usande anticuerpos anti-PSTAIRE. ET indica el extracto proteico total.
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Al analizar Ia figura 20 se encoitré que la proteina cdk A aparece .en Ias
fracciones 67 a la 77 que coﬁesponden a los peé.'os moleculares de 252 a 85 Da, tamafios que
coinciden con las fI_:ﬂCCiOﬁ_ES_ en las cuales se encuentra a PCNA; ademis, al igual que para
PCNA, no hay presencia de p&oteinas de menot tamaﬁb..l*'ls. importante notar qﬁe de las dos
Banﬂas que reconoce ¢l anticuerpo anti-PSTAIRE, la protefna de mayor peso esti presente en
las fracciones antes mencionadas, mientras que la de menor tamafio, solo se presenéa en las
: ftacéiones"dc‘l'a 71 ala 77 (de peso molecular de 163 a 85) _ '

Cuando se compata este comportamiento con lo observado en la germinacion
control, al igual que para PCNA, los complejos de muy alto peso molecular desaparecen asi.
como las proteinas de menor tamafio. '

Dados los tamaﬁ,o§ en los cuales Ia cdk A esti cb—eluyendo 'jm;lto con PCNA, ¢&s
posible su asociacién, ya que tecordemos que estas proteinas no se unen diectamente, sino
o qué requieren de ciclina D. Es jmporténté hacer notai'que existen dos fracciones en las cuales
7. estd ptesente la ¢dk A pero no PCNA, lo cual habla de que no todos los éomplejps forinados
pot esta proteina durante la germinacibn estimulada con hormonas se tiene que encontrar a
PCNA. | o o

Para datle un valot mis fisiolégico 2 la co-elusién de PCNA y cdk A se realizaron
también ensayos de co-inmunoprecipitacion para establecer el comportamiento de las
proteinas, tanto en el extracto no fraccionado como en aquellas fracciones en las cuales se
present6 la-co-elusién de ambas proteinas. Los resultados se presentan enla figura 21.

Al analizar esta figura, se obsetva como PCNA se haya presente en todos los
ext;aétos inmunoprecipitados, tanto en el extracto fotal como en las fracciones 67, 69, 71 y 73
(cotrespondientes 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 proteina presente en el extracto ya que gran parte de esta
- aparece tanto en-el sobrenadante como en el lavado. Cabe mencionar que en la fraccién 45
(coz:réspondiente a .pes-os moleculares supetiores a 450 kDa) no se encueritra 2 PCNA tal y

como se observa en el Western biot_del- barrido de fracciones.
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Figura 21. A. Inmunodeteccion usando. anticuerpos anti-PCNA de los extractos proteicos totales y
fraccionados inmunoprecipitados ¢on anti-PCNA de 3 h de germinacion estimulada con
benciladenina. B. Inmunodeteccién con anticwerpos anti-PSTAIRE de los extractos proteicos
totales y fraccionados e immunoprecipitados de 3 h de germinacién estimulada con
benciladenina. ET es el extracto total de 3 h, Ac es anticuerpo (anti-PCNA ¢ anti-PSTAIRE),
PA proteina A agarosa, A agua, PP precipitado, SN sobrenadante y L lavado, 45 corresponde
a la fraceion de peso molecular mayor a 450 kDa, 67, 69, 71 y 73 corresponden a los tamafios
de 252, 203, 163 y 131 respectivamente. IgG (inmunoglobulinas) corresponde al
autoreconocimiento del anticuerpo.

1

33




Cuahdo se busca en estos precipitados la presencta de la cdk A se obsetva que el
anticuerpo s6lo es capaz de imnunoprecipitar la proteina de mayor peso moleculit, perd no asi
arl'a'de-menor"pes'o,- tanto et el extracto total como'en los ‘extractos fraccionados, 67, 69, 71y
73 (cm:tespondlentes alos Pesos molecﬂares de 252 203,163y 131 respectlvamente) Io cual

'se hace’ ev:ldente cuando se. observan los sobrenadantes 10 cual comclde con Io observado en

gernnnam(m no estxmulada cuando las ceIu}as se estin preparando pata Ia entrada a I fase S,
hacia Ias 15hyla cdk A de menot tamafio ya no esta pr;esente Ademas es claro que PCNA no
es capaz de atrapar a toda Ia proteina cdk A presente en el extracto, tal y como sucede con los

extractos protemos de. gemunaaen no esmnulada
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El presente ﬁ:abajo se habia propﬁesto describir Tas aa-sociaci(-)'nés' ae la pfdteina PCNA
de ‘maiz con protemas del ciclo celular, las cuales se presentan dura.nte la germinacién, y
comparar estas asociaciones con lo que sucede en calfivos celulates sincronitos. Para lograr
esto se tratd de establecer cultivos celulares de celulas en suspeﬂslon lo qug no fue poslble
debldo a que 1o se observa mcremento en el nimero de células con respecto al tiempo lo cual
podna debersa a tres causas: la pﬂmera es que se debiera a muerte celular, 1o cual era dlﬁcﬂ de
demostrar ya que en el inoculo mlclal no se determ.lno vmblhdad en la células con lo cual no se
sabtfa ¢l némero de celulas realmente vwas desde un inicio; por otro ]ado la falta de
creclmlento podna asoclarse ala saturaclon del medio de cultlvo debldo a que la concentracién
de células mlcmles haya sido muy grande aun cuando se probaron tres canudades diferentes de
moculo y por ultlmo se ha demosttado que las células de matz requierent para su crecimiento
de las celulas madres ) nodnz\as lo que comphca no solo Ia prohferaaon yel mantenmnento
de las celulas sino tamblen su)postenor sincronizacion. 7
En cuanto 2 la asociacién de PCNA con proteir.las. durante la gertrﬁnﬁcién, sc sabia
pot ensay;os'-e::n gelés nativ'bs que PCNA formaba cémpléjos de alrededor 66'200 kDa durante
la germmaclon y dlchos complejos desapaxeaan hacia las 15 h, prevaleclendo en tamaiios de
alrededor de 100 kDa (Sanchez et al., 2001) Al observar los resultadcis generados por el
ftacmonamlento cromatograﬁco se encuentra que la protelna PCNA presente en semilla seca
se asocia a comple]os ptotelcos d1ferentes a los que va a fotmar durante la germinacion. Lo
antenor es muy mteresante si se consldera que muchas de las protemas involucradas en la
pro]]feracmn estin presentes desde semilla seca (Coello y Vazquez Ramos 1995; Garcia ef al.,
1997 Cruz- Gatcla et al, ‘1998 Hetrera et al., 2000) Lo antes mencionado podrla indicar que
cuando se establece la germinacion, PCNA se moviliza de complejos Ptotcncos que se
formaton darante la erﬁbﬁogénesis 2 otzos qﬁe se fequetirén durante la gérnﬁnacién. -
- Cuando se estudia 2 PCNA durante la getmmaaon a las 3 h se le encuentra en
complejos de muy alto peso molecular (Iocahzados en tamafios mayotes de 450 kDa) los que
desapafrecen totalmente conforme las cclulas entran a la fase G1 del ciclo celu]at durante la
geﬁﬁhlaciéﬂ (dgséués de las 3 h). Tin estas fracciones de élté) peso moleculat se decidié buscar

Ia preséhcia de AIjN polimerasas, dado el tamafio de estas proteinas y a que a este tiempo se
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esta presentando una reestructuracién y reactivacién celular debido a la entrada de agua que
reactivar Jos sistemas de reparacién del ADN (Ching, 1972; Osborne, ef aZ,.' l19.80'- Zarain, et af,,
1986). Desafortunadamente la presencia de la ADN polimerasa no se pudo demostrat, aynque
de encontratse se hallara ma}ctwa _

Dusante estas horas (3, 6 y 15 h) de germmauon predomman y perslsten los
complejos de 105 a 163 kDa en donde se determiné PCNA. Se ha demostrado, a partlr de los
estud1os acerca de su esttuctura, que In ccmforchion espacml mas abundante estable y
conSerVada de anillo homotrimérico de PCNA por lo que se puede sugerit que sea esta la
estructura presente en estos tiempos de germmacion (Kunyaﬂ y O Donne]], 1993; Knshna, ef
al, 1994). Ademis, se ha determinado que la umon de proteinas, como P21, al mterdommiq de
PCNA, parece prefem esta topologla clrcular de PCNA unida al ADN (Kmbmhler, 1996).

De acuerdo 2 lo que se conoce para células de mamlferos durantc la fase G1, PCNA
) _ se asocia a un heterodimero formado por ¢iclina D—cdk 4/6 (Xzong et al., 1992) el cual en base
| a. los pesos estimados para cada prq)telna tendria un WMHO aptoxlinado de 170 kDa,
conmdexando que PCNA esti en su forma tﬂmetlca, pero si conslderamos que
fisiol6gicamente este complejo es un tetrimero que mcluye a la proteina mhlbldora de cdks,
p21. el tafnaﬁo de este complejo podtia ser de hasta 190 kDa. Es importante mencionar que 1io
se conoce Ja estequiomettia con la cual PCNA se encueritra formando este comple]o aunque
se ha sugetido que el tmnero puede tener 3 sitios potencxales de unién y por io tanto puede
unit 3 protefnas diferentes al mlsmo tiempo (Warbnck, 1998); ademas se ha determinado en
células de ﬁbroblastos humanos que p21 se une a PCNA en una relacibn molar de
aprommadarpente 11 1, o al.,1996). Con base en lo anterior, pata estimar el tamano det
comple]o ciclina-cdk con PCNA tendriamos que conslderar las: fracclones presentes entre los
tamafios de 120 hasta 200 kDa, donde el tamafio de este comple]o dependera del estado de
asociacién en el cual se presente PCNA. Los tamafios por debsjo de 120 kD4 podrian
co&espondet a los diferentes estados estequidmétricéé que presenfa 1a pxoteina © 2 su
asociacién con otras protefnas del rmsmo c0mp1e}o (p21, ciclina D, por e;emplo) pero de
manera independiente (ver adelante).

Actualmente, pocos son los conocmeﬁtos que se tienen acerca de las protemas que
se asocian 2 PCNA en plantas. Trabajos previos a éste sugieten que PCNA se asocia 2 wna
mchna tipo D durante las pﬂmeras horas de la germinacién y que esta asociacién desapatece

hacla las 15 h, tiempo en el cual la ciclina es degradada (Cruz~Garc1a et al., 1998 Herrera et 4.,
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2000). En este trabajo se pudo demostrar un claro reconocimiento de una.proteina tipo
cictina D, en forma de doblete (esta proteina es blanco de cinasas) en extractos proteicos
totales; sin embatgo, su inmunodeteccion en las fracciones después de Superdex 200, fue
menos nitida , con presencia en la mayoria de las fraccioneé, al meno.s en m’uesttas-de 3y6h
de germinacién. No obstante, la proteina co-eluye también.-en aquellas fracciones donde
aparece PCNA'y también cdk A. La inestabilidad de Ia putativa ciclina D se hace evidente al
aparecer en fracciones donde estarian '-presentes proteinas de menos de 40 kDa, hecho que
podria haber afectado la buena resolucion en los ensayos de Western blot. _

En cuanto a la pateja de cicina D, la odk de plantas, esta posee la secuencia
PSTAIRE, que caracteriza a las cdks tipo A. En los extractos proteicos de maiz estin presentes
dos cdks que contienen el motivo PSTAIRE y ambas son capaces de unitse a PCNA. Es
importante resaltar que 1a cdk de menor tamafio desaparece hacia las 15 h de germinacién, lo
cual también es evidente en los extractos inmunoprecipitados a estos tiempos (Sﬁnchei, et al.,
2001). El perfil de clusién en Superdex 200 de esta proteina preéenta un comportamiento
semejante al que presenta PCNA, lo cual resulta interesante porque no existe evidencia de una
interaccién difecta entre PCNA y cdk A por-lo que ha de considerarse que sélo en aquellas
fracciones en las que también hubiese la presencia de ciclina D cabria postular un pésible
significado funcional. Por otro lado, se ha reportado que PCNA puede asociarse ditectamente
a una cinasa tipo cdk 2 de humanos (Koundrioukoft, e7 a/, 2000).

Enlo que se¢ reﬁere.a la actividad de cinasa asociada a estos complejos, se observa que
esta 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 Ia act_ividaci de cinasa disnjinuyé en
relacién con la cantidad de la cdk de menor peso molecular (32 kDa). Estos resultados sugieren
que de las dos cdks que s unen 2 PCNA, es la de 32 kDa la principal responsable de la
actividad de cinasa en estos complejos y sobre el sustrato ZmRBR (Sanchez, ¢f 4/, 2001).

" En cuanto a la otra cdk (36 kDa) que se asocia a PCNA, ésta permanéce constante y
es activa 7z i hacia las 15 h de germinacion (fase‘S), tiempo en el cual la ciclina tipo D ya no
estd présente y por tanto la actividad de cinasa asociada a esta cdk dependerfa de ﬁna ciclina
diferente a la presente en G1 (Sanchez ef o/, 2001). |

Adiczonalmente, se busco a la proteiﬂa homologa de maiz ZmRBR en los ex&actos
fraccionados de diferentes horas de la germinacién, encontrandose qﬁe pRb no co-eluye con

PCNA, en las fracciones en las cuales de acuetdo a su peso se esperatia, alrededor de 270 kDa.
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~ El anticuerpo homélogo utilizado reconoce tres protefnas 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 germinacién, la proteina de 90 kDa desaparece, peto no asi las otras dos (60 y. 30 kDa), las
cuales estin presentes durante estas horas de germinacién. Aurque no se conoce la naturaleza
de estas proteinas, resulta interesante que sietnpre sean reconogidas por el anticuerpo-anti-Rb
de maiz (Najera-Martinez y Sanchez-Jiménez; datos no publicados), priilcipahnentela de 60
kDa, implicando tal vez que esta proteina sea producto-de protedlisis de la de mayor peso
molecular (90 kDa). Es importante mencionar que hacia las 15 h de germinacién es cuando el
ciclo celular avanza hacia la fase S, y pata que ésto ocutra es necesario que pRb sea fosfotilada
y asi inhibida. A este tiempo sélo estin presentes Tas formas de 30 y 60 kDa; parecetia que la
proteina de 60 kDa es la que es reconécida por el complejo con actividad de cinasa.

Por otro lado, 1a incubacién en presencia de fitorreguladores como la benciladenina
 (BA), provoca un acortamiento importante de la fase G1 del ciclo, de tal forma que Ia fase S
.‘ comenzard hacia las 4 horas de germinacion, en lupar de lag 12-15 horas-qﬁe normalmente
tarda en corﬁenzar. Hstudios en . Arabidgpsis (Soni, et al, 1995), han demostrado que las
citocininas regulan la progresién del ciclo celalar en la’ ttaﬁsicién G1/S por induccién de la
transcripcion del gen ¢y 43 (tipo ciclina D) y aumentan los niveles del transcrito de rdc?q {cdk
A; Hemetly, o af, 1993). En mafz la ciclina tipo D, que comienza a desaparecer hacia las 15
hotas de gemﬁnacién normal, en las nuevas condiciones lo hace entre las 6 y las 15 horas de
germinacion (Herrera ¢f al, 2000; Sanchez, ¢ al, 2001),smienttas que la actividad de la ¢inasa _
acompafante decrece en fotma proporcional a la desaparicion de. la: cidina D (Sanchez, ef 4,
2001). Lo-anterior es congruente con la r:ipicfa entrada de las células a la fase S. El metabolismo
del DNA se adelanta de tal forma que las ¢élulas entran 1 la fase' S del ciclo hagia las 4 horas de
germinacion. |

Cuando se analizan las proteinas de 3 h de germinacién estimulada con BAt,_ se
observa que PCNA se localiza en fracciones de alrededor de 250-100 kDa; dicho rango sugiere
que PCNA aparece prefereritemente en forma de trimero, dado que la proteina no es detectada
-en tamarfios menores que correspondetian al dimero y al mondmero como sucede durante la
germinacion normal, lo que no es de extrafiar tomando en cuenta que las células estin
préximas a entrar a la fase S y por tanto se requiete que PCNA adquiera esta conformacién,
para. q‘l.‘lﬁ' durante Ia fase S pueda situarse sobre el ADN y servir como factor de procesividad

de la ADN polimerasa replicativa. Adicionalmente, se conoce que la cantidad de PCNA Hega a
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un maximo hacia las 6 horas de germinacion estimulada pot BA y a estos miSmos tiempos la
actividad de las DNA polimerasas @ 7 § se incrementa varias veces, .efecto debido
apatentemente a modificaciones proteicas postraduccionales (Cruz-Garcfa et al, 1998,
Sanchez, e al., 2001, Gomez-Roig, datos no publicados).

En lo que se refiere al complejo tipo ciclina D/cdk-A, medido indirectamente a través
de Ia cdk A, se encuentra que al estimular lIa germinaéién mediante la adicién de citocininas,
PCNA se disocia mucho antes de la proteina 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 1o que
puede inferirse que la actividad de cinasa medible a esos tiempos en el complejo debe
relacionarse con la proteina de 36 kDa. Actualmente se conoce que esta proteéina de 36 kDa es
capaz de fosforilar a histona H1, un sustrato de cinasas, pero cuando se usa a ZmRBR, la cual
como ya se menciond, es el sustrato natural de las cinasas de G1, no existe fosforilaciéon. Lo
anterior confirma el hecho que la cdk A de 36 kDa se asocia 2 una ciclina diferente a la de G1,
lo cual conlleva a la pérdida de especificidad sobre Rb y a una posible funcién diferencial atin

por esclarecer.

Como parte final de la discusién y citando el articulo de Huntley er 4/ (1998),
pareciera set que la divergencia entre mamiferos y levaduras; en la regulacién de la transicién
G1/S, ha hecho dificil la prediccién de controles similares en plantas, aunque el
descubrimiento de que en plantas existen proteinas relacionadas a pRb y ciclinas sugiere una
mayor similitud con los puntos de control de G1/S en mamiferos, Ia estructura y conservacion
funcional de proteinas presentes en plantas y humanos en este punto de control, nos leva 2
pensar que las plantas son significativamente mas similates a mamiferos que a levadutas en el

conttol de G1 y en la salida a la fase S.
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CONCLUSIONES.

& Un complejo semejante al formado pot ciclina D-cdk 4/6-PCNA, repottado en células
de mamiferos, se encuentra presente en cé¢lulas de maiz durante la pﬁmeras hotas de

germinacién.

ﬂ Este complejo enéontrado en maiz incluye a las proteinas tipo ciclina D, 2 las dos
proteinas cdk A (de 32 y 36 kDa) y PCNA, el cual presenta actividad dutante Ia
germinacin ya que, in wifro, se detectd fosforilacion sobre su sustrato natural, la

proteina ZmRBR.

) Durante la getminacién estimulada con benciladenina, la asociacién de PCNA con el
complejo ciclina D-cdk A, e ve adelantada con iespecto a la germinacién normal.

Ademis de que en esta asociacién sélo esta presente la proteina cdk A de 36 kDa.
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PERSPECHTIVAS.

Con este estudio ya se tiene idea de los tamafios en Jos cuales se encuentra presente
PCNA durante la germinacion. El éiguiente paso debe consistir en analizar con mayor detalle
los complejos de muy alto peso molecular, para determinar que proteinas se encuentran

“asociadas con PCNA en estos complejos v cuya presencia solo es visualizada durante los -
primeros momentos de a germinacion.

Otro punto a enfocarse, es el de determinar que otras proteinas se hayan asociadas a
PCNA durante Ia germinacion, ya que existe gran cantidad de PCNA que no se encuentra
asociada al complejo de cinasa de G1.

También es importante determinar si la actividad de cinasa asociada al complejo que
se forma con PCNA durante la germinacién estimulada, es diferencial en las diferentes
fracciones debida a la ptesencia o no de alguna de las formas de la edk A. Si esta actividad de
cinasa esta relacionada con la cdk A de mayor peso molecular, cual es su functon en estos
tiempos, itmplicando con ello el conocimiento de los blancos sobre los que actiia y su modo de
regulacion.

Finalmente, dado que los cultivos celulares en suspensién de maiz no resultaron un
buen modelo de expetimentacién, podria ser conveniente utilizar cultivos celulares de otras
plantas como .4rabidgpsis, cuya manipulacién expetimental sea menos engotrosa y permita
establecer un sistema celular que pueda ser sincronizado y en el cual se puedan determinar los
ttempos en los cuales estin ocurriendo los eventos del ciclo celular en plaptas y, por supuesto,

comparar dichos eventos con los que se presentan durante la germinacion.
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APENDICE.

PREPARACION DE SOLUCIONES.

MEDIO DE CULTIVO N MODIFICADO (Induccién de callo).

Soluciones de Macro y Micronutrientes: Se prepéra ajustando la concenttaéién final a KNO,
18 M, CaCle 21,0 1.13 mM, MgSO,e 7H,0 0.75 mM, KH,PO, 2.94 mM, (NH4),S0,
3.50 mM, MnSQ,e H,O 35.32 mM, ZnSO,s 7H,0 5.21 mM, H,BO, 25.87 mM, KI 4.82 mM,
FeSO,e 7H,0 100 mM y EDTA (C;,H,N,O,,Na,e 2H,0) 100 mM.

Mespla de Aminodcides y vitaminas (Coctel 20): Se ajusta la concentracién final a
I-aspatagina 66.62 1M, L-arginina 57.40 M, L-4cido aspértico 56.35 UM, glicina 306.38 M,
plutamina 410.67 pM, cido glutimico 51 {M, biotina (vitamina Baj 410 pM, 4cido félico
(vitamina B,) 2.26 uM, cido nicotinico (vitamina B;) 12,18 uM, piridoxina (vitamina BY)
7.30 pM, riboflavina (vitamina B,) 0.26 pM, tiamina (vitamina B,) 8.90 pM, myo-inositol
804.84 UM y urca 749.25 PM.

El medio se prepara mezclando las sales morganicas, coctel 20, sacarosa 30 g/L como
fuente de carbono, hidrolizado de caseina 200-mg/L, T-prolina 2.76 g/I.,-adenina sulfatada
10 mg/1., phytagel 2.7 g/I. y como reguladores de crecimiento 2,4-D 2 mg/I. y cinctina
0.05 mg/L.. Se ajusta a pH 5.7 y se esteriliza en autoclave durante 18 min.

MEDIO DE CULTIVO N; MODIFICADO(Medio liquido).
S .eylulcziom;f de Macro y Micronutrientes: Se prepara ajust:_lﬁdo la concentracion final a KN O3
18 mM, CaCle 2H,0 113 mM, MgSO,s 7TH,0 0.75 mM, KH,PO, 2.94 mM, (NH4),50,
3.50 mM, MnSO,» H,0 35.32 mM, ZnSO,» 7TH,0 5.21 mM, H,BO, 25.87 mM, KI4821hM
FeSOge 7TH,0 100 mM y EDTA (C,,HN,O,Na,e 2H,0) 100 mM.
© Mesela de Aminodcides y vitaminas (Céetel 20). Se ajusta la concentracion final a
L-asparagina 66.62 pM, L-arginina 57.40 puM, L-dcido aspéttico 56.35 uM, glicina 306.38 uM,
glutamina 410.67 pM, 4cido gh_ltéﬁ]ico 51 pM, biotina (vitamina By) 4.10 pM, 4cido félico

(vitamina Bg) 2.26 pM, acido nicotinico (vitamina B,) 12.18 puM, piridoxina (vitanﬁnﬂ B



7.30 pM, tiboflavina (vitamina B,) 0.26 M, tamina (vitamina B,) 8.90 uM, miyo-inositol
804.84 M y urea 749.25 PM. o
El medio se prepara mezclindo las sales inorganicas, coctel 20, sacarosa 3_0 g/ 1. como
fuente de carbono, hidrolizado de caseina 200 mg/L, L-prolina 2.76 g/L, adenina sulfatada
10 mg/L y como :teguladores de crecimiento 2, 4D 1 mg/L v citetina 0.1 mg/L Se ajusta a.

pH 5.7 Tyse esteriliza en autoclave durante 18 min.

MICRODYN.
Microcida encargado de eliminar bacterias, esporas, algas y ipérésﬁtos. Contiene
grenetinas de origen animal, plata coloidal y agua bidestilada. Es estable al 0.048 %.

SOLUCION DE IMBIBICION.

Previamente se prepatan soluciones de cloranfericol 10 mg/ml, sacarosa .al 20% KCl
1 M, MgCl, 1 My Tris-HCI 1M pH=7. 5. A continuacién la solucién de imbibicié se ptepara
ajustando las soluciones antetiores a las siguientes concentracioties: 0.05 M de Tris, 0.05 M de
KClL, 0.01 M de MgCl, v 2% de sacarosa. S¢ esteriliza en autoclave, y una vez fria se agregan

10 ug/ml. de Cloranfenicol en condiciones de esterilidad.

AMORIGUADOR DE EXTRACCION. .

. Partiendo de soluciones stock de Tris-HCl 1 M pH=7.5, , MgCL 1 M, KCl 1 M,
B-mercaptoetanol 14.3 M, tritén X-1 00 EDTA 0.5 M, se ajustan los cornponéntes anteﬁores a
las siguientes concentraciones: Tﬂs—HCI 0.07 M pH 7.5, , MgCL 1 mM, KCI 0.025 M,
B-—metcaptoetanol 0.015 M, tritén 0.1 % EDTA 5 mM y sacarosa 0.25 mM. A continuacion s

esteriliza en autoclave, y antes de usatla se afiade una tableta del coctel de inhibidotes de

pfoteaéas (Complete™) por cada 50 tl. de amortiguador. -

REACTIVO DE BRADFORD.

Se pesan 0.25 g de azul de Coomasie G, se le adicionan 25.9 ml., de 4cido perclético
(HCIO)) y se afora la solucién a un volumen de 500 ml. con agua bidestilada. Se filtra la

solucion de ser necesatio.




AMORTIGUADOR DE ELUSION. *

‘Para la preparacién. de ésta solucién se requiere contar previdmente con los siguientes
stocks: KH,PO, 1 M, K,HPO, 1M, NaCl 5 M, Bémefcaptoétanbl 143 My PMSF. 100 mM.
Laé soluciones anteriores se ajustan a uha concentracién final de : KH; 'PO 0.05 M, KZH'PO
0.05 M, NaCl 0.1 M, B- mercaptoetanol 0.1 mM y PMSF 0.1 mM. Se a]usta a un volumen de
5000 mL con agua bidestilada y aun pH 7. 6 y se esteriliza en autodave

SDS PAGE

Para la élaboracién de este tipo de electroforesis se requiere de Ia preparacién de
varias soluciones : } '
_ Solucidn stock del gel apilador 2x : Pesar 7.88 g de Tﬂs base y 0 4 g de SDS aforar a 100
- mLcon agua bidestilada v ajustar a un pH - 6.8, ' '
" Solucitn stock del gel separador 2% : Pesar 23.64 g de Tis basé.y 0.4 g de SDS; aforar a
100 mL con agua bidestilada y ajustar a un pH = 8.8. R
Solucion de acrilamida al 30% : Dlsolver 292 ¢ de acnlarmda y 0. 8 g de N,N"-metilén-
bisactitamida en un total de 60 mL de agua bldestdada Calentar la soluaon a dtsoluc;on
A]ustar el Volumen a 100 mL de agua. Esten]]zar la soluclon por ﬁltraclon ©. 45 Hm de poro)
Verificar- que el pH sea de 7.0 y guardar en botella oscura a temperatura ambiente.
Amortignador de electrodos 10x : Dlsolver 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 = 83. -

AMORTIGADOR DE CARGA (Reactlvo de Laemmll)

Esta solucién se prepara mezclando Tris-HCI 0.1 M pH = 6.8, D’IT 20() mM SDS
4 %, azul de bromofenol 0.2 % y ghcerol al 20 %. Se ajusta a un volumen de 5 mlL. '

AMORTIGUADOR DE TRASFERENCIA. ~

Se prepatra a]ustando la concenttacién ﬁnal a ghcma 192 mM, T‘rls—HCl 25 mM
pH = 8.3 y metanol al 20 %. : S N .




SOLUCION BLOQUEADORA.

Se prepara disolviendo 1 g de leche descremada junto con PBS 1x y Tween 20. La
concentiacion del Tween 20 depende del anticuerpo que se use (0.6 % pata el primer

anticuerpo, 1.2 % para el segundo anticuerpo).

SOLUCION PBS 10 x.

Pesar 40 g de NaCl, 1 g de KCl, 13.6 g de Na,HPO,#7H,O y 1.4 g de Nal,PO,#H,0
y disolver en agua bidestilada hasta un volumen final de 500 ml.. Ajustar 2 pH =7.4 y esterlizar

en autoclave.

AMORTIGUADOR A.
Se prepara ajustando la concentracién final 4 Tris-HCl 10 mM pl = 7.5 , NaCl

50 mM, EDTA 1 mM pH = 8.0, azida de sodio 0,02 % y el coctel de inhibidores de proteasas

- (Complete ™).

AMORTIGUADOR DE CINASAS.

Adicionar los componentes .para llevar la concentraciéon final 4 Tris-HC1 70 oM
pH=7.5, EGTA 5mM pH= 8.0, ﬁ-me;capmetanbl 5 mM, NaCl 150 mM, B-glicerolfosfato
60 mM, 6-Na,VO, 1 mM, NaF 25 M y MgCl, 10 mM. |

AMORTIGUADOR DE REACCION.

Se prepara ajustando la concentracién final a Tris-HCI 50 mM, KCl 15 mM, MgClL,
8 mM, dATF 0.001 mM, dCTP 0.001 mM, dGTP 0.001 mM, ATP 0.01 mM, glicerol 5%,

B-metcaptoetanol 0.4 mM, ADN activado 10 ug y [’H]-dTTP 5 uCi/ml..

SOLUCION DE BA1X 107> M.

Se disuclven 5.6 mg de BA (PM. 225.3 g/mol) con 1 mi. de NaOH 0.1 N en 5 mL de
agua bidestilada y desionizada, con aforo final de 25 ml..

SOLUCION CONTROL PARA BA.
Se prepara de la misma forma que la BA 10° M pero sin agregar BA.



SOLUCION AMORTIGUADORA DE LISIS.

Se preparan soluciones de NaCl 3 M, Na,-EDTA 0.5 M pH= 8.0 y SDS 20 %. La
solucién se prepara ajustando la concentracion final a 0.15 M de NaCl, 0.01 M de Na EDTAy
0.5 % de SDS con un pH= 8.0. Se prepara al momento.
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