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RESUMEN

En la presente tesis hemos analizado el efecta que tiene la
citocinina sintética bencil-adenina (BA) en el metabolismo del DNA
y la divisidn celular durante la germinacidén de ejes embrionarias
de mafz. Laos resultados aobtenidos muestran que la BA estimula una
s{ntesis de DNA preferencialmente en el ndgclea, de los ejes
embrionarios. La replicacién del DNA, en presencia del
fitorregulador, llega a su fin aproximadamente a las 15 horas de
iniciada la imbibicidén y ademis la presencia de fiquras mitdticas
es notaoria a las 24 horas de imbhibicidn. Asimismo se encontrd que
la BA promueve una estimulacidn significativa en la incorparacidén
de £P1 a las protefnas, durante las 3 y & horas de iniciada la
germinacidén, junto con ello 1la actividad de proteinas-cinasas
independientes de Caz*. Dentro de este tipo de proteinas—-cinasas

Cdcz, la cual al analizarla por

se detectdé la presencia de la p34
inmuno-blot muestra un doblete cuando las ejes embrionarios han
sido imbibidos por 24 horas en presencia de la BA. Los resultados
muestran que la BA modifica la requlacidén de alguna(s) evento(s)
que participan en la divisidén celular, por lo que ésta se presenta
a tiempos mis cortos que en los ejes embrionarios no tratadas con

la BA.



INTRODUCCTION
LA SEMILLA

La formacidén de una semilla es esencial para la superviviencia y.
dispersidén de la mayoria de las especies  vegetales (y adn para
muchas especies animales que dependen de estas estructuras para su

alimentacidnl.

El desarrollo de la semilla se inicia con la fertilizacién del
évulo, el cual faormarid el embridn; asimismo se aorigina una
cubierta o testa para la proteccidn de éste. For otro lado,
también se sintetizan reservas alimenticias, las cuales son 1la
consescuencia de la expresidn de ssdlo ciertes genes en - esta fase de
la embriogénesis (Duré, 19835) qhe serviridn para poder sostener el

desarrallo del organismo hasta que es autotréfo (Bewley % Black).

Una vez formada la semilla se inicia una desecacidén progresiva de
los tejidos. El contenida de humedad de la semilla completa cae
desde 80-90 % hasta un 10 % en pocos dias. La desecacidén cambia
prafundamente la actividad de las células. La sintesis de
macromoléculas, tales como DNA, RNA y proteinas se detiene; el
embrién entra en un estado de minima actividad metabdlica (Bewley
% Black).

Para la mayoria de las semillas el secado es el evento terminal en
el desarrollo, guiando ésto a una fase de "reposo" metabdlico. EIl
factor que se requiere para reanudar la actividad metab&lica del
organisme y reiniciar su crecimienta y desarrollo es en gran

medida la adicién de agua.



GERMINACION

Desde el punto de vista bioquimico, la germinacidn podria
definirse como la serie de eventos moleculares que anteceden a la
primera divisidn celular (cf. Meléndez, 1990). El aqua es
esencial para que ocurra la germinacidén. Cuando la semilla esta
en contacto con el agua se lleva a cabo lo que se conoce como

imbibicidn.

La hidratacidn de los organelas secos (mitocondrias, ribaosomas,
ndcleos, membranas, etc.) en las células de la semilla y de
macromoléculas (enzimas, RMNAt, RNAm, DNA, etc.) activa las

funciones de estaos elementos de manera secuencial (Ching, 1972).

Si bien la toma de agua es una condicién necesaria, no es
suficiente. La germinacidn es un evento que requiere, ademas,
energia, la cual es praporcionada por los proceseos de oxidacicén,
en los que se involucra un intercambio gaseoso, salida de bidxido
de carbono y entrada de oxigeno (Mocquot et al., 1981), entre

atros muchos eventos metabdlicos.

ALGUNOS ASPECTOS BIOQUIMICOS DE LA GERMINACION

La capacidad de las células de mantener una homeostasis esti
basada en 1la informacidn genetica que poseen, la cual es
aexpresada, preservada, replicada Y modificada por cuatro
mecanismos celulares: i) sintesis de protefnas; ii) reparacidén del
DNA; iii) replicacién del DNA y iv) recombinacidn génica (Alberts

et al., 1983).

Ademis, para el caso de los vegetales, es posible que el control
natural de la germinacion involucre una interaccidn de
fitorreguladaores, tanto inhibidores como promotores de fendmenos
metabdlicos (Khan, 19675 Adicott, 1972). Por lo tanto los
fitorrequladaores pueden actuar en concierto para determinar

durante el ciclo de vida de 1la planta respuestas fisioldgicas



tales como: tropismo, crecimiento de yemas laterales, divisidn
celular, etc. (Khan, 1971). La germinacidn esti sujeta a una muy
precisa reqgulacién, la complejidad de lo cual se origina en la
interaccidén de varios factores externos y en las caracteristicas

intrinsecas de la semilla.

Las semillas contienen una gran variedad de enzimas, entre las que
se cuentan las relacionadas con 1los eventos metabdlicos que
condujeron a este organismo a su madure=z. La mayoria de estas
enzimas son resistentes a la desecacidén y se activan tan pronto

como la imbibicidén se lleva a cabo (Simon, 1984).

Durante la germinacidn, la secuencia de eventos que parece ser
comin a un gran numera de embriones de gramineas puede dividirse
en: i} eventos tempranos, los cuales incluyen: hidratacidn,
sintesis de proteinas, sintesis de RNA y reparacidén del DNAj ii)
eventos tard{os o secundarios: expansidn celular, replicacidén del
DNA y mavilizacidén de reservas (Osbarne, 1983). Cada evento
brepresenta un estado potencial de regulacidn en el cual un sistema
de control puede operar para el buen término de la germinacidén

(Deltaour, 198%).

La actividad biogquimica y fisioldgica de los ritmos bioldgicas en
las plantas estd asociada con varios aspectos genéticaos, que
intervienen en la requlacidn temporal de las funciones vitales. El
ritmo y sintesis de macromoléculas son aspectos importantes en el

desarraollo del embridn durante la germinacidén (Yadav, 1976).
SINTESIS DE PROTEINAS Y RNA

La sintesis de proteinas no ocurre en la semilla que se encuentra
en estado latente, sinoc que se reinicia cuanda las células estan
suficientemente hidratadas para permitir que los ribosomas se
asocien con el RNAm. Se ha observado que los polisamas se
encuentran ausentes en las semillas y su estructuracién ocurre

durante la imbibicién (Marcus & Feeley, 1964).



En embricnes secos de trigo existen los elementos necesarios para
la sintesis de proteinas, la cual se inicia en los primeros
minutos después de la imbibicién (Marcus et al., 1970; Osbarne,
1982; Siman, 1984). En 1979, Cheung y col., mostraron evidencias
que indicaban que en ejes embrionarios de trigo, después de 40
minutos de imbibicidén, la sintesis de proteinas era principalmente
por RNAm sintetizado de novo mas que por el que pudiera estar
almacenado (Cheung ot al., 197?9). Por otro lado existe sintesis
de proteinas en los primerocs minutos de imbibicidn de mafz, la
cual puede ser debida a RNAm almacenada (Sanchez— Martinez et al.,
1986) o a una sintesis de novo. En este sentido, existen
evidencias que muestran que la sintesis de protefnas de nowvo puede
ocurrir en la ausencia de sintesis de RNA, tanto en semillas de
algoddn (Duré % Waters, 1985) como en embrianes de trigo (Chen et

al-, 19a8).

Resultados de este tipo apoyan el concepto de que durante la etapa
temprana de la germinacidén, la sintesis de proteinas estid dirigida
unicamente por RNAm de vida media larga y que dicha molécula es
sintetizada durante la embriogénesis y reactivada como molde sdéla

después de la imbibicidn.

Otros estudios muestran que en embriones de trigo algunasde los
RNAmM almacenados codifican para proteinas de reserva (Mory et al.,
1978). Esto paodria significar que parte del RNAm almacenado es el
restante del que fue traducido durante la maduracidn de la
semilla, pero nao fue degradado cuando la semilla se secd. Desde
luego que lo anterior no descarta la posibilidad de que dentro de
estaos RNAm almacenados puedan existir algunos espec{ficos para la

germinacidén.

La pregunta crucial y que permanece sin respuesta, es si estos
mensajeros de vida media larga, que estin presentes en el embridn
seco, juegan un papel controlador en la germinacién y a qué tiempao
los mensajeros sintetizados de novo saon esenciales para el

desarrolla. Para el caso particular de mafz, parece ser que si es



inhibida la sintesis de proteinas la germinacidén no se lleva a

cabo (Sanchez % Aguilar, 1984).

La sf{ntesis de RNAm es detectada durante las primeras horas de
imbibicidn, tanto en ridbanc como en trigo. Dommes & Van de Walle
(1983), seflalan que la mayorfa de las moléculas de RNA
sintetizadas en la radicula, duante la primera hora de imbibicidn,

corresponden a RNAm.

SINTESIS DE DNA

Farece ser que la sintesis de DNA gue primero ocurre durante la
cerminacidn temprana de la mayoria de las gramineas, correspande a
un tipo de sintesis no-programada, la cual se postula que podria
ser de tipo reparativo (Osborne, 19845 Galli, 198735 Zarain et al.,
1987). La sintesis de tipo replicativo se inicia horas después

(Osborne et al., 1984; Baiza et ai., 198%9).

La reparacidn del DNA parece ser de vital importancia durante 1la
germinacidén temprana, ya que si no se lleva a cabo este evento el
embridn no germina, o si la hace se incrementa la posibilidad de
que ocurran aberraciones cramosdémicas (Osborne et al., 1984). En
este mismo sentido, Gutierrez (1987) sefiala que la reparacién por
escisidén de uracilos en maiz parece ser un mecanismo finamente
regulado en los diferentes tipos celulares del organismo y depende
del grado de proliferacidn y desarrolleo celular. Particularmente,
células en proliferacidén como los embriores, parecieran tener una
mavar capacidad de reparacién del DNA, que las células con una
diferenciacidn terminal o celulas no proliferativas (rav. par

Mitchell & Hartman, 1970).

El tiempo exacto en que comienza la sintesis duplicativa del DNA
parece ser muy variable y es dependiente de 1la especie vegetal,
siendo desde 3 hasta 14 horas posteriores a la imbibicién (Chean y

Osbarne, 1970; Mory et al., 1972; Baiza et al., 1989).



CAMBIOS MORFOLOGICOS DEL NUCLEO

lLa reactivacidén nuclear durante la germinacidn es acompaffada par
modificaciones en la expresidén geénica (Dowes % Van de Walle,
1983), la cual conlleva el crecimiento y diferenciacidén de las

células embrionarias.

Deltour (1985), seffala que en la mayoria de los vegetales, una ve:z
gue la maduracién de la semilla se ha llevado a caba, las células
se detienen en la fase Gi del cicla celular. En general, se
postula que el contenida 2C de DNA de los embriones ofrece un
menor blanco a los factores que inducen mutaciones, que el
contenida de 4C. Pero sin embargo, el contenida 4C, a su vez,
podria amortiguar mutaciones, debido a que los genes homélogos
darfan a la célula una mayar prababilidad de sobrevivencia

(Kondrashov % Crow, 19913 Perrct et al., 19%1).

Con respecto & la cromiatina, algunos reportes indican que se
encuentra altamente condensada en el eje embrionario deshidratado.
Durante los primeros momentos de la imbibicidn se observa una
notable dispersidén (Sargent % Osborne, 1980), lo cual es
interpretado como una destrepresidn qgénica, que se manifiesta en

actividad enzimatica y sintesis de nowvo de RNAm (Jendrisak, 1980).

Por otro lado, en las semillas de maiz se observan abundantes
ribonucleoprotefnas (RNPs) nuclecopldsmicas, tanto granulares como
fibrilares (Deltour et al., 1979; Risuefio & Motrenao, 1979, las

cuales se postula son estructuras que contien RNAm de vida—larga.



LA DIVISION CELULAR EN CELULAS VEGETALES Y ANIMALES.
MECANISMO INVOLUCRADO EN SU REGULACION

Durante el ciclo de vida de los vegetales, la divisién celular
tiene lugar en las zonas conacidas como meristemos, estis regiones
anatdémicas del vegetal son las encargadas de conferir el
crecimiento celular (Horgan, 1984). Particularmente, la presencia
de una concentracidén Sptima de auxinas y citocinas regulan el
momento de la divisidn celular, el mecanismo de cémo actuan estos
fitorreguladores es poco conocido. Sin embargo, se conoce que 1la
cinasa p34CdC2 la cual es una de las principales en la regulacidén
de la divisién celular en células animales, también se encuentra
en los vegetales y su posible papel en este evento podria ser

similar en ambos tipos de células.

En células animales, para que la divisidn celular se inicie es

necesario que se lleve a cabao una activacién de proteinas-
cinasas. La cinasa p34CdCE ( o su homélogo génico cdelg) es una
de las principales involucradas en la regqulacidén del ciclo celular

junto con una familia de protei{nas conocidas como ciclinas. A 1lo

?4cdc2

largo del ciclo celular 1la cantidad de protefna p3 es

constante, pero las proteinas ciclinas se acumulan sélo durante la
c

. . . L, 82

interfase. La ciclina y 1la proteina p34 deben entonces

asociarse para formar un complejo que aun no tiene actividad de

cinasa. Este complejo sufre desfosforilacién en la proteina

p34Cdce y la fosforilacidén de la ciclina, lo cual conlleva a que
la proteina p34cdc2 tenga actividad de cinasa. La actividad de 1la
cinasa pBOCdCES acelera estos cambios, mientras que el producto
del gene wee: los retarda. Una verz activada la cinasa p34CdC2 sa
induce la degradacién de la ciclina, llevandao as{ a la
inactivacidn de la cinasa p34cd52' lo cual sucede al final de 1la

metafase, quedindose as{ hasta el siguiente ciclo de divisidén
celular -ver esquema en la siguiente pigina- (rev. por Draetta,
19905 Nurse, 1990; Freeman and Donoghue, 19913 Broek et al.,
1991).
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Modelo del ciclo de la proteina-cinasa p3 (circulo externo)
~durante el ciclo celular. La proteina-cinasa p34Cdcz no tiene
actividad durante la mayor parte del ciclo celular, pero como re
sultado de la asociacidn con ciclinas fosforiladas comienza a --
hacerse activa como cinasa en el punto STAR y en la mitosis (en
esta fase se le denomina Maturation Promoting Factor -MPF-).

Estas dos formas activas pueden también estimulat su activacidn

y/0 inactivacidn.

Murray A. (Nature 342:14-15, 1989)
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ACCION DE FITORREGULADORES

A través de todo su ciclo de vida, las plantas responden a una
variedad de seflales exdégenas y enddgenas, tales como: 1luz,
gravedad, temperatura, sustancias micrabianas y fitorreguladores,
para regular diferentes procesos fisiolégicos; Los mecanismos de
camo estas seflales son traducidas y convertidas en una respuesta

son poco caonocidos.

Una de las interacciones mas conocidas son las mediadas por
mensajeros quimicaos: los fitorreguladores. Se conocen seis grupas
bédsicos de fitorrequladores, clasificadaos de acuerdo a su
naturaleza quimica y a sus efectos fisioldgicos: auxinas, &acido
absci{sico, citocininas, etileno, giberelinas y &cido Jjasmdnico. A
continuacidén se mencionaran algunos eventos en los que participan
cada uno de estos fitorreguladores durante la germinacidn vy
posterior desarrollo de la planta —~a excepcidén del etileno y el
4cido Jjasmdnico, que actuan preferencialmente durante la
maduracién de frutos y en la senescencia de la planta (rev. pat

Engrild, 198%9)-.

Auxinas. Promueven la elangacidén celular e intervienen en la
diferenciacidn celular. Se sugiere que las auxinas pueden cambiar
los niveles de algunos RNAm especi{ificas (Theologis, 198463 ;
asimismo, se reporta gue inducen cambios en la fosforilacidn de
protefnas en epicotilos de chicharoc (Poovaiah et al., 1987). Se
han encontrada proteinas que parecieran ser receptores membranales

especi{ ficos para este fitorregulador (Walker & Zhang, 1990).

Acida Abscisico. Este fitorreguladar inhibe el crecimiento
(Addicott, 196%); su modo de accidén parece ser afectanda el
metabolisma de 4cidos nucleicos (Van Overbeek et al.,1967;
Villers, 1948; Walton et al., 1970, Steward and Smith, 19725
Barlow and Pilet, 1984). Su eliminacidén durante el inicio de 1la
germinacién pareciera por lo tanto ser impartante para que este

eventa pueda llevarse a cabo.



Giberelinas. Durante la germinacién el embridn sintetiza 4cido
giberélico (AG) el cual difunde hacia el endospermo hasta alcanzar
la capa de aleurona, que responde sintetizando y secretando hacia
el endospermo almidonoso diferentes hidrolasas, entre las cuales
se encuentra la a~amilasa. Bernal (1984), sefiala que el AG induce
la sintesis de novo de ARNm de la a—amilasa y debido a é&sto se
sintetiza dicha enzima, la cual es necesaria para los fendmenas

que conllevan hacia la germinacidn de trigo.

CITOCININAS. La existencia de sustancias especificas que pueden
controlar la divisidén celular en plantas fue postulada desde muchao
tiempo antes de que fueran conocidas estas sustancias. Weisner
(citado por Hargan) les dio el nombre de caontraoladares quimicos de

la divisién celular de plantas.

En 1956, despu@s de &3 affos de lo postulado por Weisner, se aislé
un factor que induce la divisidén celular al cual se le identificd
como &-(furfurilaminc)purina y se le llamé cinetina (Miller, et
al., 1956).

En sentido genérico tenemos que las citocininas san definidas como
sustancias que en presencia de concentraciones dptimas de auxinas,
inducen la divisidn celular (Hargan, 1984). A las citocininas se
les ha identificado como promotores de la germinacién (Van Staden,
1983) . Cuando se aplican exdgenamente a embriones de P. vulgarts
se obtienen aumentos de hasta un 25 % en su crecimiento. La
germinacidén y crecimiento de plantulas pueden estar influenciados
por mids de un fTitorregulador y las evidencias sugieren que las
citocininas juegan un papel importante en estos eventos (Adicott,
1972).



EVENTOS FISIOLOGICOS Y~-0O METABOLICOS EN LOS QUE
PARTICIPAN LAS CITOCININAS

Morfogenesis

Una de las respuestas m4s sobresalientes que se observan al
agregar citocininas a cultivos in vitro de células vegetales, es
que promueven la diferenciacidng este fendmeno se presenta
principalmente cuando las citocininas estidn en combinacidn con las
auxinas (Skoog and Miller, 12573 Ferrée and Tarrey 1976, Bopp and
Jacob., 1984&). Ademds, promueven la regeneracion de dpices de P.
vulgaris a partir de sus hojas (Malik & Sakena, 1991); la
formacidn de yemas laterales (Vanderkrieken et al., 19921), la
oroancaénesic de los 4pices (Smigocki et al., 19883 Smigocki &
Owens, 19895 Van Dijck et al., 1988)3 la induccion floral (Lejeune
et al., 1988). En plastidios, las citocininas aceleran la
biogénesis del cloroolasto y promueven el incremento de la enzima
ribulosa-1, S-difosfato carboxilasa/oxigenasa (Longa et al., 1979;
Lerbs et al., 1983).

Retraso de la senescencia

lLas citocininas, aplicadas exdgenamente, disminuyen la tasa de
degradacidn de la clorofila y de protei{nas, con un concomitante
retraso en la senescencia. Se sugiere que una de las formas en
que actdan las citocininas, es en la estabilizacidn de los
polisomas (Scrivastana, 194693 Berridge and Ralph, 19469) .
Asimisma, inhibe la accién del 4Acido jasmdénico el cual esta
invalucrado en la senescencia de la planta (rev. por Engrild,
1989) .



Citocininas y luz

Existe una interaccién entre los eventos promavidos por la luz vy
aquellos promovidas por citocininas, en algunaos casos las
citocininas pueden sustituir a la luz durante el control de una
gran cantidad de fendmenos bioldgicos: germinacidn (Miller, 1958),
sintesis de pigmentos (Kohler and Conrad, 194&) y desarrollo de

cloraoplastos (Parthier, 1979).
Citocininas y Acidos Nucléicos

Finalmente, el tratamiento con citocininas a haojas de frijol y a
cotiledones de pepino induce un considerable incremento en el
contenido de RNA total (Zwar, 19735 Naito et al., 1978,
19793 Yokoyama et al., 1981). Phillips y Torrey (1973), y Sympson
(1977), sefalan que en raices de chicharo, existe un incremento en
el contenido de DNA, (que coincide con la divisién celular),
producido por la cinetina. Otros autores también han encontrado
un incremento en el contenidao de Acidos nucléicos al aplicar
exdpgenamente citocininas a tejidos vegetales (Khan and Heit, 19&%3
Grierson et al., 1977; Tsuji et al.,1979; Yokoyama et al., 1980).
Por otro lado se ha sugerido que las citocininas pueden prevenir
el efecto inhibidor del &cido abscisico (Khan, 19&67; Sussex et
al., 1975) incrementando el contenidoc de Acidos nucleicos
(Albanell et al., 1983). Asimismo, se reporta que existe wuna
relacidén del contenido del fitorregulador con el ciclo celular
(Parker et al., 1978). La accién de auxinas y citacininas es
necesaria para que los pratoplastos de Petuntia entren a la fase de

sintesis de DNA (Bergounioux et al., 1988). Algunos datos que

apoyan este Gltimo efecto han sido proporcionados paor Nishinari y

Syono (198&4)3; estos autores encuentran que se manifiesta un
drastico incrementa de citocininas en los l{imites de la fase Gz/H,

y otros mis ligeros durante la fase S del cicle celular.
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ANTECEDENTES =

Camo ha sido seflalado en la parte introductoria, las citocininas
estimulan la sintesis de 4cidos ntdcleicos. En el laboratorio se
ha estudiado el efecto que tiene la bencil—-adenina (BA, una
citocinina sintética) sobre la sintesis de DNA gue se lleva a cabo
durante las primeras horas de germinacién de ejes embrionarios de

Zea mays L. (var. Chalqgueia).

Algunos resultados obtenidos hasta el momento muestran aque se
lleva a cabo un bajo, pero constante, nivel de sintesis de DNA
durante las primeras horas de la germinacidén de mai =
(Vazquez—Ramos y Lépez, 19846). Esto pareciera ser un fendmena
comin en las gramineas; de hecho existe evidencia de gque esta
sintesis puede setr de tipo reparativao (Osbaorne et al., 1984;
Vézquez—Ramos and Osborne, 1986). Ademas esta sintesis temprana
pudiera ser vital para la viabilidad de semillas y acurre antes de
que se inicie la sintesis replicativa (Osborne et al., 1984).

Zarain y col. (1987), analizaron cualitativamente el tipo de
sintesis de DNA que se lleva a cabo durante las primeras horas de
la germinacidén de maiz. En estos estudios encontraron que
mientras en embriones de semillas control no existe una sintesis
de DNA predaminante (nho se puede diferenciar entre si{intesis de
tipo reparativao y replicativo), al imbibir los ejes en presencia
de BA se hacen ostensibles dos fendmenos: i) se incrementa la
sintesis total de DNA y 1ii) se detecta principalemente una
sintesis de tipo reparativo. Estas mismos estudios se realizaron
en ejes y—irradiados, en los que existe una predominancia de
s{ntesis de DNA de tipo reparativa, en presencia de BA é&éste tipa

de s{ntesis fue mucho mis notable.



As{mismo, se ha encontrado que al imbibir los ejes embrionarios en
presencia de BA la actividad de 1l1la DNA polimerasa nuclear se
activa na sucediendo esto con la actividad de la DNA polimerasa
citopldsmica. Este aumento en la actividad pareciera no estar
mediadao por un aumento en la s{ntesis de novo de dicha enzima, pot+
lo que pareciera ser mediado por una modificacidn postraduccional

de esta enzima (V4zquez—Ramos & Reyes, 1990; Ramas, 1990).



HIPOTESIS

Se postula gque la BA estimula preferencialmente 1la sintesis
de DNA nuclear y que esto se debe & la modificacion cavalente
de las enzimas del metabolismo del DNA, de tal manera que los
eventos del ciclo celular se aceleran y la germinacién ocurre
en menar tiempo. Asimisma, la actividad de proteinas-
cinasas serid blanco importante en el mecanismao de accién de

la BA.

OBJETIVYOS

Determinar si el nucleo es el organelo en donde se estimula

preferencialmente la sintesis de DNA por BA.

Determinar si la estimulacidn de la sintesis de DNA por BA

modifica el contenidao total del DNA

Evaluar la actividad de 1la enzima ADP-ribosil polimerasa
durante las primeras horas de agerminacidn de ejes

embrionarios tratados o no con BA.

Medir si existe un aumento en la actividad de cinasas cuando

los ejes embrionarios se imbiben en presencia de BA.

Evaluar si en los ejes embrionarios de mafz existe una
. : cdc2 . L e
cinasa tipo p34 y si su actividad e modifica por la

accién de la BA.
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MATERT AL

Amoortiguador de Imbibicidn:

Tris—-HC1l, pH 7.6 SO

KC1 . S0 .
HgClz 10. "
Sacarosa 2 %
Cloranfenicol 10 ng/ml

Amortiguador de Extraccidn de Nucleos:

Trig—HCl, pH 7,4 1S5 mM
Sacarosa 0.3 ™M
cloruro de potasio 10 mM
Cloruro de sodio ) 15 "
2-mercaptoetanol 135 "
Espermidina 0.50 ¢

Amortiguador de Ensayc para la ADP-ribosil

Tris—HCl, pH 7.9 S0
Mgl:l2 12.
f3-mercaptoetancl S
Na_EDTA 1
NAD ([3H]—adenina) 20

mM
5

Ci/m

Amortiguador de Extraccion de Proteinas:

Tris—HCl, pH 8 70
EDTA 3
2—-mercaptoetanol 15
DTT =
leupeptina 50

18

mM
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mol



Amortiguador de Dilucidn:

Tris-HCl, pH 7.5 70 mM
EGTA ) s "
DTT 1 "
NaCl 180
3~glicerol—-faosfato o
leupeptina 3 ug/ml

Amortiguador de Ensayo para la Cinasa Hi:

Trris—HC1l, pH 7.5 70 mM

MgCl,, 10 "

DTT - T "

EGTA S «

Péptido inhibidor de la

cinasa dependiente de AMPc 1 M

ATP 20 o omo

aTP [p-32p1 0.1 uCi (3000 Ci/mmol)
Histona H1 tipo III 4 ma/ml '

PARA EL INMUNOBLOT:

Amortiguador de Transferencia:

Tris—-HCl, pH 7.4 20 mM
Glicina 150 mM
Metanol T 20 %

Amortiguador Salino (TBSD:
Tris—-HCl, pH 7.4 S0 mM
NaCl 0.1 M

Solucién de Saturaciodn:
Tween 0.05 %4 (v/v)
Leche descremada S %

Estos reactivos en TBS
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Sustrato Insoluble de la Peroxidasa:

4-clora-1i—-naftol (Siama., USA) 22 Q
metanol 11

TBS I3 mil .
Hyd, al 30 % a2 a1

Solucicn Anddica 1:
Tris-HCl, pH 10.4

Metanol
Solucion Anddica 2:
Tr:s—-HCl, pH 10.4

Metanol

Solucién Catdédica 3:

4—amino—-n—hexano—caproico’

Metanol ) 20_y ZZ”KV/V)‘
PARA INMUNOPRECIPITACION:

Amortiguador A o de Interaccicn ‘Ag-Ac:

Tris—HCl, pH 7.5 10 mi
NaCl 150 "
EDTA ) I "
Nenidet P—40 o.05 %

Amortiguador B:

Tris-HC1, pH 7.5 100 md
MaCl B T
EDTA 1 mM
Nonidet P—30 ' . 0:05 %
Tritdén X—100 o 0.25 %
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METODOS

En todos los experimentos se utilizardn semillas de maiz (var.
Chalauefio). las cuales tenian un PS5 %4 de germinacidn despuss de 48

haras. Los ejes embrionarios se disectvaron manualmente.

Los ejes embrionarios se ponian a crecer en amortiguador de

imbibicién, el cual contenia, 2n caso de que los ejes fueran a ser

tratados con ls bencili-adenina, 107" M de este Titorregulador.

EXTRACCION DE NUCLEOS (sequn Cheah % Osborne. 1970 . Ltna ve=z
finalizsoo ei <Tiemoo ae imbibicion respectivo. los ejes
emorionarios <& hemogeneizan con & ml  de amorsiguador de
exgraccidn de nuclecs. fosrteriormente se filtra. a - traves de 3
capas ge Miracioth. Se centrifuga a 800 x ¢ durante 15 minutos.
Al ta&rmino de este tiempo se desecha el sobrenadante y la pastilla

obtenida es el extracto nuclear con ague se trabajs.

ENSAYO DE ADP-RIBOSILACION (segun Grey % 3ryant, 1984), Cuarenta
ul del extracto nuclear cse recuspenden en 60 ul del amotrtiguador

ooiimerasa (volumen tota: 400 2»1?.

de enssvo pars la Al~—-~ibo
La mezcla s=2 1ncuba a “C: la reaccion se detiene con la adicion
ae un volumen igual de TCA al 10 4 (w/v) frio. Una hnora despoues
el precipitado se coiecta =n filtros de papel Wnatman GF-C. Las
filtraos se lavan (x2) con TCA S % (w/Vv) v una vez con atanol. Los
filtros son entonces secados vy la incorpotacion de NAD CEHJ se
mide en lfiquido de Bray (1972).

INCORPORACION DE [ 3CP1 A PROTEINAS (segun Perez =t «i., 1987): Los
ejes embrionar:o0s de maiz incubados el tiempo respectiva con O sin
BA reciben un pulso de 32 pi-ortofosfato (11.1 MBa ml~!) durante
las dltimas 3 horas del tiempo de imbibicidn. Después de este
tiempo, al extracto posribosomal se le agrega protamina 10 Z (10
M1/ml)y ., Las proteinas se precipitan con TCA 10 Z%. La

incorporacidén de [32P] se determina par duplicado en alf{cuotas de
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200 pl en. un contador de centelleo, s1guienda el - métoda de . Bray
(1972). ' S ’

OBTENCION DE EXTRACTO PARA MEDIR LA CINASA H1 (sequn Feiler X%
Jacons, 1990} : Un arama de ejes embrionarios, previamente
imbibidos segun el tiempao a determinar, se - homogeneizan con 10
voldmenes de amortiguador de extraccidn de proteinas. Los
extractos ce filtran a través de I capas de Miracloth v
posteriormente se hace una ultracentrifugacidn a 1850 Q00 x g
durante 30 minutos a 4°C. E1 sobrenadante se lleva a 35 % de
saturacidn can (NH‘)ZED4. Las oroteinas prec:ipitadas se colectan
por centrifugacion a 16 000 ¢ g durante I0G¢ minutos a 2%, El
botdn precipitado se resusoende en el amortiguador de dilucidn,
para después dializario en contra de este mismo amortiguador.
Después de la diialisis, las particulas insolubles se remueven por
centrifugacion a 16 Q000 xx g aurante 30 minutos a 4°c. Con el
extracto proteinico obtenido pot este procedimiento =se hace el

ensavo para la cinasa Hl. :inmunoprec:ipitacion e inmunoblot.

ENSAYO PARA LA CINASA H1. La mezcla de reaccién consiste de 4 ug

de praoteina en 20 ul de amaortiaouvador de dialisis mas 20 a1 de

amorticuador de ensayvo para la cinasa Hi. La mezcla tiene un
valumen total de 40 pul. Lz reaccidn se detiene con la adicién de
TCA al 10 %Z Trio o caon 30 z1 de amortiguador de muestra 2X.

Cuando se detiene la reaccicen con amortiguador de muestra se hacen
geles de poliacrilamida al 15 %4, los cuales se tifien con azul de
Coomass:ie (Leaemmli, 1970, para lueco destefiit, secar v
posteriarmente exponer en una pelicula Cronesx (Dupont, USA.) a

-70°C durante 4 dias.

INMUNOBLOT (seaun Towbin =2t al., 1979). Una vez realizada la
electroforesis, el gel de acrilamida se lava brevemente en el
amortiguador de transferencia . Se recorta una membrana de
nitrocelulosa de 0.45 um (Scheiler % Schuell) del misma tamafio del

gel que también se lava con amortiguador de transferencia. A
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continuacidn se usa el siquiente procedimiento: 3 piezas de papel
MM, del mismo tamafo del gel, moJsadas en la solucidén catodica 3,
san colocadas en el polo negativo del aparato de
electrotransferencia (LKB, Electrophore [1); enseguida se coloca
=2l gel, papel de nitrocelulosa (0.45 um), 3 piezas de papel 3IMM

mojadas en la solucidén anddica 2 v por Gltimo & piezas de papel

ZMM mojadas en la solucidén anddica 1 , la cual queda en el polo
positivo del aparato de electrotransferencia . La transferencia
se realiza durante una hora a 60 voitios. El filtro con las

proteinas transferidas se lava con TBS (15 minutos) con agitac:idn.
El filtro se incuba con la soiuc:idn de saturacidn durante un

minimo de una hora a temperatura zmbiente ¥y con agitacidn.

Enseguida se realizan dos lavados con TES (1S minutos cada una).
Se incuba con el anticuerpo x-FSTARIR (dilucidn 1:100) en solucidén
ge saturacidén vy con agitacidén durante 14 horas a 4%, Se hacen
dos lavados del filtro con TBE (1S5 minutos cada uno). Sequida a
esto se hace un lavado con TBS que tiene 1! M de NaCl y un lavado
con TES (1S minutos). Se incuba =2n baflo con acitacidn (2 horas a
temperatura ambiente) can inmunoglobulinas con jugadas con
oeroxidasa (1:3000, kethesda Receatrch Laboratories) en solucién de
saturacién. Se realizan dos lavados con TBS (15 minutos cada
unaol). Por dltimo. se revela con 2i sustrato para la peroxidasa.
El producto de la reaccidn (en Torma de precipitado azul) soore la
banda de proteina reconccida por =21 anticuerpao, suele aparecer en
aproximadamente un minuto. La reaccion se detiene diluvendo con
agua. (E1l anticuerpo a-FSTAIR reconoce especi{ficamente la
secuencia polipeptidica EGVFSTAIREISLLKE, que se ha demostrado
estar solamente en la cinasa p34:i:£; es un anticuerpo paoliclonal
obtenido =n conejo; fue donado amablemente por el Dr. Jean—-Claude
L.abbé, del CMRS e INSERM, Francia. Su utilizacidén ha sido
descrita en varios artf{culos: Labbe et al., 1988; Labbé et al.,
1989; Dorée et al., 19892 Felix et alj 19893 Nishitani et al.,
1991).
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INMUNOPRECIPITACION (segun Duran % Bach. 19€4). A 40 ug de
proteina en 400 ul del amortiguador A se les affade el anticuerpo
a-PSTARIR (dilucidn 1:20). Se incuba 14 horas a 4DC con aaitacidn
suave. Se afaden 20 pnl de proteina A-sefarosa (Bethesda Research
Labaoratories. Life Technoloagies, Inc) v se 1incuba 2 horas a
temperatura ambiente con agitacidn suave. Se lava 3 veces con
amortiguador B y daos con amortiguador A en una microcentrituga.
Una vez hechaos los lavados se agrega amortiguador de muestra y el

antigeno solubilizado se analiza por electroforesis.

ENSAYO DE ACTIVIDAD DE LA CINASA HiI EN AMORTIGUADOR QUE CONTIENE
LA RESINA DE AFINIDAD CON LA PROTEINA p13°%°¢?

1220, & 20 pa de proteina que estan en =0 gl de amortiguador de

(seqgun Feter et al..

extracc:on para proteinas se les afiade 10 gyl de l1la resina de

-Sucit
3 (daonada

agarosa aque tiene acoplada a la proteina pl
amablemente por el Dr. Jean—-Claude Lapee del CNRS e INSERM,
Francia): se deja en agitacion suave durante 14 horas a 4%, Al
termino de este tiempo se microcentrifucs este extracto durante 30

segundcs y se toman 40Q ul del sobrenadante para hacer el ensavo de

la histona H1l, tal y como ya na sido indicado anteriormente. (La
—suct .. .
proteins pld se une al final de la metatase a 1la cinasa
L ,cqcE . - .
p34 y Dor esta atinidad, se le ha utilirado para poder extraet

a asta cinasa)l.
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RESULTADOS
En el presente trabaioc profundizamos en el estudio del mecanismo
por el cual la citocinina bencil—-adenina pudiera estar estimulando
la sintesis de DNA durante la germinacién de ejes embrionarios de
maicz, sintesis gue pareciera no ser aebida a una sintesis de ncocvue
de la DNA polimerasa, va gue aun en presencia de inhibioores de la
transcripcidén yv/o sintesis de proteinas la estimulacidn persicste

(Vazquez—-Ramos % Reves, 1990).

En este trabaijo se wutilizaron tecnicas tanto citolégicas como
bioguimicas. El estudio citolcgico, gue va se ha publicado v se
anexa al final de esta seccion, tuva coma fin caonocer si  la
sintesis de DNA estimuiacs oar el Titorreculador <ce localiczaoa
pretferencialmente en un organelo esoecitica. A continuacilaén se
resumirdn estos resultados brevemente, lo cual servira come
intraduccidén a la siguiente parte del trabajo. (La secuenci:a ae
Tiguras de que consta toda la tesis se@ numerara de la siguience
ma&neras las figuras 1-3 junto con la tabla I corresponaen a las
resultados del articulo. la numeracicén ae las fiouras y tablias as
aue consta el resto del manuscrito comienzan a partir del No. 4 v

II. respectivamente).

Conforme transcurre el tiempa de imbibicidén de ejes embrionarics
embebidos con BA (D-6 h), las autorradiogratias obtenicas muestran
aue la marca de timidina [“H1 e incotrpora hacia la regidn nuclear
(Fig. 1 D v F;, mientras gque =n =sles 2mbrionarics no tratados <on
BA 2sto no sucede (Fic. 1| € v £). Este resultado sugeria aque los
2Jes embrionarios tratacos zon EA realizan una ogran reparacicn
ael DNA o bien se iniciaba la fase S (replicacidn del DNA) del
ciclo celular. Las mediciones espectrofotométricas mostraron en
los ejes tratados con BA la existencia de un aumento en la
cantidad de DNA nuclear, la cual se duplica a las 13 horas de
imbibicidén (Fig. 2), dato que sugiere que el DNA se ha replicado;
mientras que para ejes embrionarios no tratados, la duplicacién
ccurre horas después. Con estos resultados se podf{a suponer dgue
}as células de los ejes tratados con el fitorregulador tenderian a

=
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dividirse en un tiempo mas corto que las ge los ej)es na trazados.
La Fig. 3 muestra que efectivamente a cualguier tiemoo gue se mide
el indice mitdtico, los ejes tratados con la BA muestran mayar
numero de figuras mitdticas (vease rvambieéen la Tabla 1I7. Los
anteriores resultados muestran aue la BA estia i1nterviniendo 2en
alguna(s) via(s) gue estin involucradas en la regulacién del ciclo

celular. Hasta aaqui los resultados del articulo gque se anexa.

Asimismo., como se sefiald al inicio.’ la estimulacion enzimatica de
la DNA polimerasa parec:era ser debida a una madificacidn
covalente de la enzima. Ls ADF-ribosil Polimerasa es una enzima
nuclear que se ha enconsrado que estid activa princioalmente
durante eventos del metebolisma del DNA, su actividaa se
maniTiesta por la ADF-ribosilac:icen de varias enzimas Qque estan
invalucradas en la reparacicn y replicacidén del DNA (Durkacz et
al., 1980; Adamietz % Rudoioh, 198435 Grey % Bryant, 19843 Ferro &
Baldomerao, 1984; Greer % kaplan. 1986: Dai et al., 19873 trupitza
% Cerutti, 1989: EBoulikas, 198%: Alvarez—Gonzélexz % Althaus, 19893
Ménissier—-de Murcia ot al., 1989:; EBoulikas, 1990; Gradwohl =: al.,
1920)., Debido a esto decidimos evaluar la actividad de la
ADP—tibosil polimerasa durante la germinacidn de los eles

embrionarios de maf{z, tratados o no con la BA.

En la Fig. 4 se observa la cinetica enzimatica realizada para el
ensayvoc de la ADP-ribosil polimetrasa, la cual muestra un
comportamiento lineal hasta los 8 minutos de reaccidn. Con este
ensavao se evalud la actividad de 1la ADP-ribosil Polimerasa a
diferentes tiempos de imbibicidén. La Tabla II muestra que cuando
los ejes embrionarios son imbibidos en presencia de BA, las
extractos muestran una mavor actividad de la ADF-r1i1bos11
FPolimerasa a las 6 v @ horas de imbibicidn (comparada con el
control sin BA), disminuyendo la actividad a las 12 horas, incluso
por debajo del control. Estos datos sugieren una gran actividad de
la ADP- ribosil polimerasa que podria estar relaciocnada con la
reparacidn y/o la replicacidn del DNA gue ocurre a estos tiempos

particulares (-BA, 12 h; +BA & ¥y 9 h) en ambos tipos de ejes.
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cpm x 104

a
] B
-A
as 1 2 . .
minutos

Fig. 4. Ensavo de la Enzima ADP-ribosil Polimerasa.
- . o
Alicuotas de un extracto nuclear se incuban a 25 Ca

diferentes tiempos en el amortiguador de ensayo para la
ADP-ribosil Polimerasa. La reaccidn se detiene con TCA
al 10 s; después de una hora el precipitado se filtra -
en papel Whatman GF-C #1 y se mide la incorporacién de
ADP(3H-adenina).
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Tabla II.

Ejes embrionarios de maiz,

Haras de

imbibicidn

Actividad Especifica de la ADP- ribosil

tratados o no con EA.

Actividad Especi fica .

~ BA

*
(DS )

(cpm/ng prot.)

+ BA
t 0.79 7.14 = 1.3
+ 0.58 7.68 =.1.60
+ 1.59 &.05 = 0.46

Polimerasa de

Estimulacidén por

BA (%)



For otra parte, actualmente se conoce que uno de 1los mecanismos
que operan para que el ciclo celular se lleve a cabo esta mediado
por un aumento en la fosforilacidn de varias proteinas (Dunphy &
Newport, 19883 Cyert % Thorner, 1989; Criops—-Wolfman et al. 1989
Maller, 1990; Trewavas % Blowers. 1990: Freeman % Donognue, 1991).
Por tal motivo, evaluamos el efecto gque tiene la BA saobre 1la
actividad de las proteinas-cinasas presentes durante las primeras

horas de la germinacidén de ejes embrionarios de mafz.

La Tabla IIlI muestra el efecto gque tiene 1la BA sabre la
. . 3z - . ;

incorporacion de [Pl a proteinas a 3 v & horas de imbibicidn.
Se observa que en ambos tiempos existe un aumento signiticativo en

iz incorporacidn de este isdtopo.

Tabla III. Estimulacidén de la incorporacidn de 32rp1 a proteinas

de =jes embrionarios imbibidos en presencia de BA.

Horas de imbibicidn Incremento ( 4 ) #*DS

com/ug prot.

3 E 37+ 8 %
5 82 * 14
* N=3

D]
a



Caon el objeto de conocer si dentro de este conjunto de proteinas-
cinasas estimuladas se encontraban las independientes de calcio,
las cuales se sugiere estin participando en laos eventos que
reaulan la divisidén celular, se usd la metodolcofia reportada pDP.
Feiler % Jacobs (19%90). Fara tal obietivo se probd si los
extractos obtenidos tenian actividaa de proteinas—-cinasas
independientes de ca*. La Fig. S muestra la cinética enzimatica
de cinasas independientes de Ca2+, que utiliza como sustrata la
histona Hi. 'La cinética muestra un comoortamienta 1lineal hasta

los 10 minutos.

minutos

Fig. 5. Cinétina de las proteinas-cinasas independientes de Calcio.
Una alicuota de ejes embrionarios homogeneizados en presencia de --
EGTA se incuban a 37 °c a diferentes tiempos en el amortiguador de -
ensayo para la cinasa H1. La reaccidn se detiene con TCA al 10 %. -
El precipitado se filtra en papel Whatmar GF_C #1 para después medir

= 2
la incorporacidn de (3 P).
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Ademés, se evalud si la actividad de proteinas—cinasa era
madificada por el  hecho de haber homogeneizado los ejes
embrionarios con o sin EGTA. Para esto lo que se hizo fue obtener
extractos proteinicos de ejes embrionarios que han sido
homaogeneizados con y sin EGTA; en =ste ultimo caso el reactivo gse
agrega al momento de realizar el ensavo. Al aareaar el EGTA
durante la homogeneizacion el ca?" es auelado v las
proteinas—-cinasas que son dependientés de este 146n divalente
tendrdn una mfnima actividad: por lo tanto sélo se cuantifica la

. . . . . Z4+
poblacién de enzimas indecendientes de Ca™ .

Como se sefiala en la Fia. 6 v Tapla 1V, los extractos obtenidos
con EGTA tienen una menor actividad de cinasas comparado con los
extractos obtenidos en ausencia del reactivo guelante, siendo esto
un indicio de que se eliminan diversas proteinas—-cinasas y auedan
preterencialmente las independientas de Ca2+. MAs importante aun,
2 aprecia que en las muestras gque tienen BA existe una mavaor

. . . . L. 2+
actividad de proteinas—-cinasas 1naependientes de Ca (Tabla IV).

-t

2

Fic. 6. Autorradiografia de un gel de poli- -

acrilamida. Las muestras obtenidas después de

hacer el ensayo para proteinas-cinasas indepen-
dientes de calcio son corridas. Se utiliza co~
mo sustrato exdgeno la histona H1.

Carril 1. Muestra obtenida homogeneizando los

ejes embrionarios en presencia de EGTA.

Carril 2. Muestra obtenida homogeneizando los

ejes embrionarios sin EGTA.




Tabla IV. Ensayo de prgteina-cinasa, con  extr
obtenido en presencia o ausencia de EGTA de el

imbibidos durante 3 horas an ausencia o presencia

Tino de Extracto Ejes Embrionarios Imbibid

(com/ug prot.)

-BA
A 4537
B 7161
B* SO%8
A Extracto abtenido en presencia de EGTR
B Extracta obtenido en ausenc:a de EGTA
B Extracto anterior. Al momento de  realizan

agtrega EGTA

“
5]

acto proteinico

es embrionarios

de BA.

os 3 Horas

+BA

el . ensayo



Agi, con este ultimo experimento observamos que BA esta
estimulando la actividad de proteinas-cinasas totales y, de manera
interesante, la actividad de proteinas-cinasas independientes de
ca®*. Este dltimo tipo de proteinas-cinasas parecen sepr las
responsables ae regular eventos del ciclo celular (rev. por Cross,
198%; Lohka., 198%9). Por tal motivo, realizamos experimentos para
canocer si las proteinas—cinasas indepnendientes de Caz+ tienen
variaciones en su actividad a tiempos de 1mbibicién mas larcos,

que es cuando se lleva a cabo la divisidn celular (Fig. 3).

La Tabla V muestra aque la actividad de las proteinas—cinasa es
notariamente mavor en laos ejes embrionarios imbibidos durante 24
hatras con BA. A este tiempo, como se anrecia en la Fig. 3. existe
una mavor canvicad ge Tiguras mitdticas ocara ios ejes embrionarios

tratados con EBEA.

TABLA V. Ensayo de actividad de la proteina-cinasa :ndegendiente
de Ca”'de axtractos obtenidaos en presencia de EGTA. La treaccidn

se dertuvd a los 10 minutos.

Horas de imbibicidn Actividad Espec:i fica

tepmsidg prot.) *DS

- BA + BA
* *
1S . ?638 = 1892 12285 + 1482
24 32232 £ 23T S6702 * 4128
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Hasta aqui los experimentcs realizados indican la estimulacicn de

Z+
3

proteinas—cinasas independientes de Ca dentro de este conjunto

de cinasas se encuentra la p34Cdce, enzima gue en células animales
egs una de las principales en la requlacidn del ciclo celular,
Fara probat+r la precsenc:a de esta enzima en nuestro ensavo
enzimitico realizamos @) siguiente experimento: se agregod una

~sucl
=

resina de atinidad (sgarosa scoplaca con la proteina pl y ver
meétodos) a un extracta oroteinlco de ejes embrionar:os 1mblb:dos
por 15 horas., se dejid en :ncubacidn v luego se tomd una alicugta
para prabar si existia fosTorilacidn en la histona Hi =n el =2nsavo

(ver métodos).

L.a Fig. 7 muestra gue cuanco -un. extracto oproteico obtenido en

presencira de EGTA se preincuna con i1a agarnsa aue tiene acosliada

. ~sucl
la proteina pl3 y posteriormente se toma una alficuota opara
hacer el ensave hacia la histona Hl se observa que la
Tosforilacién hacia esta histonadisminuve considerablemente

(carril 1), no sucediendc 2sto en 21 extracto al aque no s le
agregd la resina (carril 2). indicando estos resultados gque sxiste
una actividaa de cinasa hac:a la histona Hl gue aisminuve cuanao

g e i

tipo 34 .

[\

Pig., 7. Autorradiografia de un gel de poli=
acrilamida en donde se cargan las muestras -
de extractos proteicos gque fueron preincuba-
dos con la resina de agarosa que tiene aco--

suc!

plada la proteina pi3 y a los que des- -

pués se les hizd el ensayo para la cinasa H1.

Carril 1. Extracto preincubado con la resi-
na de agarosa—p135UC1
Carril 2. Extracto preincubado sin la resi-

na de agarosa—p135uc’.



Fara recontirmar la presencia de la proteina m54:c < ce realizé un
inmuno-blot de los ejes embrionarios 1mbibidos durante 24 haras
con el anticueroo o—PSTAIR, el cual reconoce ecnecificamente a
esta proteina~-cinasa. En la Fig. 8 se aprecia gque 2l anticuerpo
solo reconoca una banda de 34 kKd. el cual es el rpeso molecular
reportado para la D34:dcz de todos los oarganismos eucariontes
hasta el momento estudiados (rav. por Minshull =t al., 19893

Moreno et al., 1989).

As{, los ejes embrionar:ios tienen la proteina-cinasa i1ndependiente

2+ . cdc2 . .
de Ca” ', b34 (ser/tre). Mas adn. en la Fig. 9 se opserva un
inmuno-blot de muestras de diferentes tiempaos ae imbibicidn. Se

logra apreciar gue las muestras, independientemente del tiempo de

imbibicicsn (6 y 24 haras), tienen el mismo carrimiento

N e 2
electroforético de la proteina tioo p34cac“ de mafz v ademas se

logra aoreciar en todas ellas otra banda. la cual es mucho mas

conspicua en los ejes embrionarios aque han sido incubados durante

24 horas en orecencia del Titorregulador. El dobiete aque se
detecta wmediante esta metodolooia, segun los datas de la
literatura, pudiera corresponder a la forma activa de la cinasa
038°%°% (ggloman et al., 1990; Nishitani e¢ al.. 1591).

Este resultado pareciera indicar que la cinasa tipao p34cdcf de

maiz alcanza su mavor actividad a las 24 horas de imbibicidn
cuando se incuban los ejes en presencia de BAj tiempo al cual
también observamos que las células de los ejes emorionarios de

maiz muestran un mayor indice mitdtico (Fig. 3.



__Fig..8. Inmuno-blot de extracto proteico obtenido de ejes
embrionarios imbibidos 24 horas.

E1 inmuno-blot se realizd con el anticuerpo a-PSTAIR.
Carril 1. Extracto total de proteinas.

Carril 2. Inmunoprecipitacion.
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Fig. 9. Inmuno-blot de extractos de ejes embrionarios
imbibidos 6 y 24 horas con o sin BA.

E1 inmuno-blot se realizé con el anticuerpo «-PSTAIR
Carril 1. 6 horas -BA

Carril 2. 6 horas +BA

Carril 3. 24 horas -BA

Carril 4. 24 horas +BA
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Abstract

We have studied by means of cytology and
autoradiography the effect of benzyladenine
(BA, a synthetic cytokinin) on DNA metabolism
during early maize germination.The data indi-
cate that BA stimulates nuciear DNA replication.
The doubling of the amount of nuclear DNA in
BA-treated axes occurs earlier than in non-
treated axes, and there is a three-fold increase
in the mitotic index at 24 h of germination.
These resuits provide further corroboration for
the suggestion that the stimulation of DNA syn-
thesis observed relates to a nuclear replicative
type of synthesis. Possible mechanisms of ac-
tion of BA are discussed.

Keywords: benzyiadenine, cell division. DNA
synthesis, germination, maize, Zea mays

Introduction

Phytoregulators or plant hormones are substances
considered to have fundamental roies in the regu-
lation of the life cycle of plants (Trewavas, 1981,
The cytokinins are one class of phytoreguiators whose
role was first described as promotion of cell division
(Miler et al.. 1956). Further studies have shown that.
among other events. cytokinins stimulate nucleic acid
synthesis: the synthetic cytokinin  benzylademine
stimulates RNA synthesis in Phaseolus  vulgaris
(Fletcher. 1969: Naito er al.. 1978: Yokovama 1 al..
1980) and DNA synthesis in Phaseoius vulgarts and
Citrudlus vulgaris (Yokoyama er al.. 1980. 1981: Galli.
1984).

We have been investigating the effect of benzylad-
eninc (BA) on DNA metabolism during maize germi-
nation. DNA synthesis is enhanced by BA from the
beginning of germination. The stimulation produces

* Correspondence

i peuk of DNA synthesis about 6 h following the
start of germination (Vizquez-Ramos and Reyes.
1990). The enhanced DNA synthesis during the earlier
0-3 h period appears ta be mainly of a repair type
(Zarain er al.. 1987). DNA polyvmerase activity is also
stimulated by BA. and this polymerase activity is
located in nuclei (Viizquez-Ramos and Reyes. 1990).
Recently. Houssa er al. (1990). reported a possible
stimulation of replication origins in Sinapis and short-
ening of DNA replication by added cytokinins.

We have investigated the mechanism of stimula-
tion of DNA metabolism by BA. by means of cyto-
logical und autoradiographic techniques in order to
determine intracellulas location of the DNA synthesis
promoted by BA and also its effect on ceil division
during maize germination. The resuits of this study
are presented here.

Material and methods
Seeds

Zva mays (var. Chalqueno) seeds were kindly
provided by Productora Nacional de Semillas (Pro-
nase), Coyoacan. México D.F. The seed lot had a
percentage germination of 93% after 48 h. Maize
embryo axes were hand dissected and. if not used
immediately, were maintained in a desiccated state
over solid CaCl, at 4°C.

Chemicals

Benzyladenine. pectinase, RNase A. chloram-
phenicol. and Tris (tristhydroxymethyllaminome-
thane) were obtained from Sigma Chemical Co., St
Louis. MO, USA. (Methyl->H) thymidine (85-90 Ci/
mmol) was obtained from New England Nuclear,
Boston. MA, USA. Glwaraldehyde was obtained
from Polysciences. Ilford L4 emulsion was obtained
from llford Co.. England. Glycide ether 100 was

.obtained from Merck. USA.
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Irradiation of embryo axes

Embryonic axes in plastic Petri dishes were ex-
posed to y-irradiation from a cobalt source in a
Gamma Cell 200 (AECL) irradiator for a period of
120 min to achieve an irradiation dose of 1000 Gray.

Imbibition of maize axes

Muaize axes were disinfected using 0.3% NaClO
for 1 min, washed four times with sterile distilled
water and incubated ut 25°C between two sterile discs
of Whatman paper No. [, for different time periods.
The sterile imbibition buifer contained 30 my Tris-
HCI pH 7.6. 2% sucrose. 10 pg:ml chioramphenicol
and when needed. benzyl adenine (1 x 107*M) and
or (*H) thymidine (50 pCi/ml). The (*H) thymidine
was added to the imbibition buffer during 3 h-pulses
from 0-3 and 3-6 h. At the end of each incubation
period, the axes were fixed by submerging them in a
mixture of ethanol-acetic acid {3:1) for 24 h at room
temperature. passed to 70% ethanol and kept at 4°C
until dissection (Sharma and Sharma. 1980). Meris-
tematic regions of primary root (radicular meristem)
and mesocoty! (apical meristem) were dissected from
the axes under a light microscope (Baiza et al.. 1989).
Samples were prepared as described below.

Microspectrophotometry

Samples were fixed in 70% cthano! for 30 min at
room temperature. They were then treated with 3%
pectinase in 0.16 M phosphate buffer at pH 7.2 for
12 h at 37°C and rinsed three times with the same
buffer. Squashes were prepared and digested with
100 pg/ml RNase A for 12h at 37°C. After this
treatment, we used a procedure for DNA staining
based on enzymatic digestion followed by an assay
for basophilic structures as described by Smetana
(1967) with some modifications. Comparative esti-
mations of the DNA content per nucleus were carried
out in 1% acidic (pH 1.6) toluidine blue-stained
preparations. DNA content of each anaphase group
of chromosomes (2C) was similar to the DNA content
at 3 h of imbibition.

Densitometric measurements were made under
standardized conditions. in a standard Zeiss micro-
scope with optovar (2 x ), coupled with an SF pho-
tometer and electronic control PMT. A circular
diaphragm of 0.63 mm in diameter was used to cover
the whole area of the nucleus. Observations were
carried out at a magnification of x 100 using immer-
sion oil, with the illuminating lamp powered with
regulated current. A red filter was also used (maximal
transmittance at 620 nm) complementary to the blue
staining (maximal absorbance at 625 nm). The inverse
of the transmiitance in each nucleus was plotted as
an estimation of the amount of DNA in arbitrary
relative units.

In order to test the specificity of the stain for
DNA under these conditions. we treated some cells

* with alcoholic acidic toluidine blue after R Nase diges-

tions. This alcoholic dye stains RNA specifically. The
absence of colour after the digestion indicates that
no RNA was present.

Autoradiography

Samples for light microscopy autoradiography
were prepared as for electron microscopy: they were
fixed in 2.5% glutaraldehyde in 0.16 M phosphate
buffer at pH 7.2 for 2 h at room temperature. then
dchydrated in gradual concentrations of ethyl alcohol
followed by propylene oxide and embedded in glycide
ether 100. Semithin sections (approx. 200 nm thick)
were obtained. Ilford L4 emulsion was applied on to
slides and developed with D-19 (Kodak) after
| month of exposure. After development. toluidine
blue-borax was used for general staining (Vazquez-
Nin et al.. 1986).

Mitotic index

For mitotic index determinations. samples were
imbibed for 10, 15 and 24h in the presence of BA
as described above. Controls had no BA. Semithin
sections of material fixed and embedded for electron
microscopy, stained with toluidine blue-borax. were
used. A total of 3000 cells in three different experi-
ments were examined. Mitotic figures were observed
at x 100.

Results

Benzyladenine (BA) stimulates DNA synthesis
during early maize garmination (Zarain er af.. 1987:
Vazquez-Rumos and Reyes. 1990). Maize embryo
axes were imbibed for different periods in the presence
or absence of BA and (*H) thymidine: root meristems
were sliced and processed for autoradiography to
determine the cellular localization of the label. v-
Irradiated axes were also BA-treated for the same
lengths of time for comparison. In the latter treat-
ment, a DNA repair process would be expected to
occur during the first hours of germination. Figure |
shows the results obtained. Little label is found in
3 h-imbibed untreated axes (5.1 0.7 grains) and this
is located mainly in the cytoplasm (Fig. [A) 3h-
imbibed. BA-treated axes showed slightly more label
(7.8+0.7 grains), some of which appeared in the
nuclear region (Fig. IB); for vy-irradiated axes we
obtained similar results (data not shown). At 6h,
axes with no BA, whether irradiated or not, showed
more label than at 3 h and it was also mainly located
in the cytoplasm (Figs 1C and 1E); however. in BA-
treated axes (irradiated or not) label is located in the
nuclei (Fig. 1D and IF, arrowheads) and in the non-
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Amount of DNA/nucleus

(Arbitrary units)

imbibition  time (h)

Figure 2. Microspectrophotometric measurements of the
amount of DNA per nucleus in maize axes at different
times of imbibition with (black barsy or without {white
bars) benzyladenine. The arbitrery units were estimated as
the inverse of the transmittance per nucleus. There is a
progressive increase in the amount of DNA in BA-treated
nuclei which doubles at 15 h preparing the cells to enter
mitosis. Bars represent the average of DNA measured in
300 nuclei per sample (#S.D.). Numbers are without with
BA respecuvely: 3 h. 1.240.06 and 1.4+0.09:6 h. 1.3=0.12
and 1.6 +0.19: 10 h. 1.3£0.13and 2.0 £0.4: 15 h, 1.5=0.25
und 2.3 £0.36.

irradiated samples (1D) the nucleoli seem o be
heavily labelled (arrows). It has been reported that
BA stimulates a repair-type DNA “synthesis in’ 3 h-
inbibed maize axes both v-irradiated and untreated
(Zarain er al.. 1987). Whereas nuclear label in Figs 1C
and 1E would be suggestive of repair-type labelling,
Figs ID and [F show heavy labelling. more indicative
of replicauve rather than repair-type synthesis.

The amount of DNA present in 3. 6. 10 and I3 h
imbibed axes with/without BA was estimated (Fig. 2).
It was found that there is a progressive increase in

Figure 1. Autoradiography of maize axes imbibed for 0-3
or -6 h in the presence-ahsence of benzyladenine tBA).
Maize axes received 3 h (methyl-*H) thymidine-puises in
the periods of 0-3 (A-B) or 3-6 h (C-F) of imbibinen in
the presence (B. D. F) or absence (A. C. E) of BA. Control
axes (A, B. C. D): y-irradiated axes (E. F). In controis A
and C. label is poor and distributed throughout the cell.
When BA is present, B and D. label concentrates mainly
in the nucleus and at 6 h (D) there appears to be label in
the nucleoli (arrows). A semitangential section of a nucleus
shows label in the nucleoplasm (arrowhead). When y-
irradiated uxes are incubated in the presence of BA (F)
label is localized mainly in the nucleus (semitangential
section in F); compare to that of D (arrowheads). Bar=
5 um.
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the amount of DNA in the cells of BA-treated axes
so that at 15h the DNA content of the cells had
doubled suggesting the presence of cells in the G2
phase of the cell cycle before mitosis. [t is important
to note that at 3h of imbibition maize cells have
been found predominantiy in the Gl phase of the
cell cycle (Dehiour. 1985); we have also found that
the nuclear DNA content at 3 h is similar to that of
half-anaphases (2C) or early G1 cells tresults not
shown). Axes imbibed for 15 h without BA have cells
which exhibit only a small increase in DNA content.
and 4C values are reached by 24 h (not shown. Baiza
et al.. 1989).These results were further corroborated
by measuring the mitotic index of cells of axes
imbibed with/without BA for 10. 15 and 24 h (Fig. 3).

Prophases start to appear about 10 h following
the start of imbibition (as determined by chromatin
condensation and the absence of nucieoli) in both
with/without BA imbibed axes but there is always a
higher proportion when BA is present. By 24 h there
are more than 3 times as many mitotic figures in BA
treated axes than without BA: the frequency of the
various mitotic stages is presented in Table 1. Most
mitotic cells are in prophase and prometaphase. but
a few prometaphases and telophases can be seen.
Mostly interphase and some prophase cells are ob-
served in the control. Similar results 1o those de-
scribed above were obtained when mesocotyl
meristems were used.

Discussion

Benzyladenine stimulates DNA synthesis in germi-
nating seeds (Galli. 1984: Zarain er el 1987) and it
has been proposed that this synthesis is either a repair

Mitotic Index (%)

Imbibition time (h)

Figure 3. Mitotic index in maize axcs at difference times of
imbibition in the presence (black bars) or absence (white
bars) of BA. Numbers (with S.D.) are with/without BA
respectively: 10h, 0.8+0.2 and 0.5+0.1: 15h. 1 "+0 1 and
0.5+0.1;24 h, 34404 and 1.2+0.3.

Table 1. Frequency of mitotic figures in 24 h imbibed maize
embryo axes (BA. benzyladenine)

Phase - No. of cells

—BA ‘+BA
Interphase 2964 ; 2886
Prophase 36 . : 72
Prometaphase 0 Rt
Metaphase 0 6
Anaphase 0 0
Telophase 0 9
Mitotic index 1.2% 3.95%

type (Zarain eral.. 1987) or an amplification type
(Galli. 1984). The resulis presented in this paper
suggest that BA also promotes the start of replicative
DNA synthesis at carlier times during maize germi-
nation than in control seeds. which start much later
(by 15 h. Baiza er al.. 1989). The nuclei of cells of 6 h
BA-treated axes show heavy labelling (some of it
apparently in nucleoli). whereas non-BA ‘treated tis-
sues show scatter labelling throughout the cells. In
v-irradiated axes there is also label present but it is
located throughout the cell whilst when BA is present
the label appears over the nuclei. although apparently
not over nucleoli. At 3 h. the label over nuclei of BA-
treated axes might represent a repair-type synthesis
since it is very similar to that found in v-irradiated
axes with/without BA (Zarain eral. 1987). v-Ir-
radiated axes were used since in these axes it is
expected to find an increase repair synthesis at times
when no replication takes place in maize (0-6h.
Baiza er al.. 1989). Germination percentage in these
axes decreases with time of imbibition due to the
general damage caused by y-irradiation, although our
evidence shows that BA increases 1hc germination
capacity of y-irradiated axes by 3-3 5 fold (Zarain
etal., 1987).

The comparative estimation of nuclear DNA per
cell indicates that by 15h. cells of BA-treated axes
have doubled their original amount of DNA suggest-
ing that the cells are now in the G2 phase and are
ready for mitosis. Support for this suggestion is given
by the increase in the number of mitotic figures at
15 h and especially at 24 h when axes are imbibed in
the presence of BA. with as many as three times as
many mitotic figures present in BA treated as in non-
BA treated axes at 24 h. -

We have reported that BA stimulates not only
DNA synthesis but also nuclear DNA polymerase
activity during maize germination (Vizquez-Ramos
and Reyes, 1990). This stimulation is apparently not
due to synthesis of the enzyme but to the synthesis
or stimulation of another factor that then stimulates
polymerase activity. The increase in these activities
might result in the initiation of the cell cycle events
at earlier times than in control seeds. Perhaps the G1
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stage of cell cycle is shortened since this stage has
been considered 1o be a regulatory point (Pardee.
1989). It is tempting to speculate thut BA promotes
the activity of proteins that modulate the cell cycle,
especially since the presence of cell cyvele controlling
kinases such as CDC2 have been recently demon-
strated in several plant systems tJohn «ral.. 1990).
We are currently pursuing investigations into these
proteins in maize.

(CONACYT grants 880374 and 903713
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DI S CUSION

A partir de que en 19546 se .postula a las_ ~citocininas como
promotoras de la divisidn celular (Millér et al., 19846}, una serie
de evidencias han probade gue este fitorreculador esti, ademis,
intervinienda en una civersidad de eventas metabolicos v/o

fisioldgicos durante el ciclo vital de los veagetales.

En uno de los primeras trabajos realicados con citocininas se
seffald gque existia un incremento en el contenido de DNA al aagregar
este fitorregulador a tejido medular de N. tabacum (Das et al.,
1956). Investigaciones posteriores indicaron aue se manifestaba
un incremento tanto en el contenido de ARN como en =21 de DNA al
affadir las citocininas a diferentes tejidos vecgetales (Mikulovitch
%+ Kulaeva, 1977; Galli, 1984; Naito et al., 19785 Tsuii, 1979:
Yokoyama et al., 1980, 1%81).

Si bien es claro que se incrementa el contenico de DNA al agregar
citocininas, no se sape con precisidén a que puede carresoondet
este efecto (rev. por Vizauez—-Ramos % Reves, 1989). Zarain y col.
(1987) encontraron gue ia EBA estimula oprererencialmente 1a
sintesis de DNA de tipo reparativo en ejes embrionatios de marz &
3 hotas cespues de la 1mpipicion. En concordancia con los datos
anteriares Galli (1984) geRala que existe un incremento en la
sintesis de DNA nuclear en cotileaones de sandia cuando se agreaqa
la BA, sintecsis que no corresponde a una de tipo replicativo.
Ademis posteriores estudios de nuestro grupo de trabajo sefialan
aue se incrementa la sintesis de DNA as{ como la actividad de la

DNA palimerasa nuclear.
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En el presente trabajo. cen ios estudios citédlocicos comoraobamos
aue la BA estimula durante las primeras horas de la germinacidén (&
h), la incorporacidn de timidina &EHJ hacia el nucleo, lo cual
posteriormente praomueve divisidén celular del tejido meristematico
(arti{iculo anexal; recsultados similares han sidoc obtenicos en
meristemos de Stinapis (Houssa et al., 1990). Los anteriores
resultados comorueban que la BA estia promoviendo la division
celular; sin embarqQo, como ha sido sefalado anteriormente, la
estimulacidn temprana en la sintesis de DNA pareciera no ser
debida a sintesis de nueva polimerasa (VAzgquez—Ramos % Reyes,
19%90). Con la idea de protundizar en el posible mecanismgo que
pPudiera estar involucrado =n este fendmeno decidimos evaluar la
actividad de enzimas que moaitican covalentemente a proteinas aque

intervienen en el metabol:smo del DNA.

Una de tales enzimas es la ADF-Ribosil polimerasa. Encontramos
que en los ejes embrionarios imbibidaos en presencia de EA, la
activicdad de la ADF-ribos:i1l nolimerasa muestra mayvor activigad,
con respecto a la del control. Esto podria sugerir gue una alta
actividad de 1la ADP-ribosil Folimerasa a las & horas seria
indicativa de =ventos gue t:ien&n gue ver con ia reparacicn ysa
replicacidn del DNA. Parsa los sjes embrionar:ios no tratacos. la
mavor actividad de la ADFP-ribosil Polimerasa es a las 12 haras lo
gue indicaria gue la sintesis replicativa de DNA se 1inicia mas
tarde. Resultados similares a lo agufl seffalado han sido daecritos
par Grey & Bryvant (1984) quienes trabagjanodao caon chichara
analizaron el comportamiento de la ADP-rihbosil palimerasa durante

la germinacion.

Asimismo, es conocido gue la fosforilacidn de oroteinas que esti
relacionada con diversos eventos metabdlicos entre los que se
encuentra la regulacién deil ciclo celular (Fabisz—Kijowska et al.,
1987; Hunter, 19873 Chiatante et al., 1987; Trewavas & Blowers,
1990). En este mismo sentido, una cascada de eventos de

fosforilacidn parecen llevarse a cabo previo a la fase S del ciclo
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celular y puegen estar megiando la activacidn de las enzimas
responsables de la replicacidn del DNA (Dunphy and Newport, 19883

Cyert & Tharner, 1989; Maller, 19903 Freeman % Donoahue, 1991)

Farticularmente, nuestros tresultados muestran  gue los ejes
embrionarios embebiagos en presencia de BA tienen un incremento en
la fostorilacidn de oproteinas conforme avanza la aqerminacidn,
aspectao ague pudiera ser deblido a que se estin activanco elementos
gque intervienen en este Tendmeno. De hecho existen adiversas
evidencias, en estos sistemas de estudio, gue muestran que previo
a la replicacidn del DNA se fosforilan wvarias enzimas aque
participan en ella, incluyendo la DNA polimerasa (Ackerman 2t al.,
1988; Cripps-Wolfman e: al., 19893 Radtke & Untereager, 19883
Donalson % Gerner, 15873 krauss et al., 1987; Kaiserman et al.,

1988).

Asi, la fosforilacidn de proteinas pudiera ser un mecanlsmo
inicial para gue las celulzss de 1los ejes embriognarios de mai:z
puedan salir del estado Gi. en el que se encuentra la mavaria
(DEltéur, 1985; Baiza st al., 198%9) y oromaover la activacion de
oroteinas resoonsables de la replicacidn del DNA. AN mas, es
conociao que dutrante ta Tase 51 no se reguiere de la sintesis de
proteinas para avanzar hacia la G: tardia punto en €1 que s1 es
necesario la sintesis de novo (cf. Gauthier-Rouviere et cal.,
19?1), por lo que la Tase Bt e un esvadio de control del ciclo
celular qgue mavoritariamente se ve afectaco oar sefiales

extracelulares (Pardee, 1989).

Ahora bien, una ve:z iniciada la replicacidn del DNAR, <ésta tiene
que terminar y haber duolicado fielmente el cenoma para que pueda
llevarse a cabo la divisi¢n celular. Nuestros resultados muestran
gue las diversas fases de la divisidn celular se encuentran en los
ejes embrionarios imbibidos en BA a tiempos mis tempranos que las
no tratados (Fig. 3 vy Tabla I), por lo gque podemos sugerir gque ha

habido una completa replicacidén del DNA que permite a las células

45



dividirese.

Los datos anteriores permitieron estudiar si la BA aestaba
invelucrada en la activacidén de cinasas especificas para la
divisidn celiular. Los catos del curso de reaccicén del ensayo para
cinasa independiente de Caz* muestran aue & las 24 horas . de

imbibicién cen BA se alcanza una actividad alta (Tablia V).

Particularmente la cinasa que se ha reportado como involucrada en
la requlacidén ae la divisidn celular de celulas animales es 1la
cinasa indepenaiente de Ca’* p34°%C(Muray % Kirscnner, 198%9;
Dore, 19903 Nurse, 1990). Se loaro detectar por inmunoblot una

cdeZ
aen los

proteina de las mismas caracteristicas de la p3d
diferentes tiempos de imbibicidén (Fia. 9). El hecha interesante
es aue al hacer el inmunoblot, se treconocid un doblete en la
muestra de 24 h de impibicidn en presencia age BA, lo cual se ha
sugerido gue pudiera correspondetr al estvado activo de la cinasa
03492 (galomon et al., 1990; Nishitani et @i., 1991). Si bien
lo anterior no ha sido evaluaao en vegetales. los datos obtenidos
por diversos investigadores utilizando sistemas vegetales muestran
una serie de oanaas sobre la de 34 kD en las fracciones en gque se
encuentra la mavor activioad de la cinasa tipo p34:c:2, lo cual
pudiera indicar moogificaciones del estado activa de esta cinasa

(Feiler ¥ Jacoos. 19905 John =2t al., 19290).

Los anteriores resultados sugieren gue la BA promueve :a divisidn
celular concomitantemente & la activacion de la enzima tipo

cdec .
« S1N 2MDArgo N0 conocemos si <«sta corresoohae a sintesis

p34
de novo de la =2nzima 0 a su activacicn par otras proteinas, como

es el caso para celulas animales.
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CONCLUSIONES

Podemos seffalar que la cituéiﬁiha';sintética Benzil-adenina esti

estimulando los siguientes eventos: .

o 3 S .
La incorporacion ae timidina ("Hl en el nucleo de celulas de
ejes embrionarios de maiz, lo  cual - involucra sintesis de DNA

nuclear.

La actividad de la enzima ADP-ribosil Polimerasa a tiempos

en donde se lleva a cabao la reparacidn y/o repiicacidén del DNA.

l.a fosfor:lacién progresiva de proteinas conforme transcurre

el tiempo de imbibicion.

L.a estimulacidén de un tipo de proteinas—cinasas que son

R 2+
independientes de Ca .

. . . 2+
En el arupo de cinasas independientes de Ca se encuentra la

L cdcd . .
proteina p34 . la cual es importante en - la reaquliacién de la

proatresi1dén del ciclo celular.

Interesantemente. la BA pareciera estar involucrada en el

. - L acdsZ2 §
mecanismo que pudiera estar activando la cinasa p34 vy de esta

manera promover la divisidén celular.
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