
um VERsr DAD HACI oN,~( ,,:1rfo¡,¡p1{Á DE 11E:t,r co 

.>;:·.·.·::.";< -):'' .,,_, 
- ·-,·.:::;. 

DI vt ST ON ~Í~ fs,.t}¿:r,¿k> bE ~·~SGRADO . 
/,·-~'°"'' 

ESTUDIO SOBRE EL POSIBLE MECANISHO DEACCION DE LA 

BENZIL-ADENINA EH LA ESTIHULACION DE LA SHITESIS DE 

ADN Y LA.DIVISION CELULAR, DURANTE LA GERHINACION DE 

EJES EHBRIONARIOS DE HAIZ C.Zec mays U. 

Tesis presentada por 

JORGE REYES JIHENEZ 

para obtener el grado de 

HAESTRO EN CIENCIAS QVIHICAS 

CB I O Q U I H I C A) 

TKS~s. c:oN: 
J'AU 1i r ~. ~·&:.cm 
"":'"~~·=~~t!:·~ .. ---~ 

MEXICO, O. F., NOVIEHBRE DE 1991 

6 
2Q_., ,.. 

/ 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



INDICE 

Res úmen •••••••••••••••••••••••••••••••••••• ~ '· ••••••••• 

Introducción •••••••••••••••••••••••.•••••••••••••••• · •• 

La Semilla ••••••••••••••••••.••••••.••••••••••••• 

La Germinación ••••••••••••••••••.••••••••••• 

Algunos Aspectos Bioquimicos de la 

Germinación .••••.•••.•••••••••••••••••• 

Síntesis de Proteínas y ARN ••••••• 

Síntesis de ADN •••••.••••••••••••• 

Cambios Morfológicos del Núcleo ••. 

La División Celular en Células Animales y 

Células Vegetales. Mecanismo Involucrado 

2 

3 

3 

4 

4 

5 

7 

8 

en su Regulación................................. 9 

Acción de los Fitorreguladores •••••••.••••••• •,•.. 11 

Eventos Fisiológicos y/o Metabólicos en 

los que Participan las Citocininas. •• • • • • • • • 13 

Antecedentes .•••••••••••••••••••••••••••••• •'•"• ••• ~.... 15 
_1¡, ., 

Hipótesis y Objetivos ••••••••••••••••••• ~ 2. ~'; •• <...... 1 7 

Material.............................................. 18 

Métodos. • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 21 

Resul lados. • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 25 

Articulo: Reyes J., Jiménez-García L. F., González 

M. A. & Vázquez-Ramos J. H. C1991J. Benzyladenine

Stimulation oC Nuclear DNA Synthesis and Cell Division 

in Germinating Maize. Seed Sci. Res. 1:113-117....... 37 

Discusión. • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 43 

Conclusiones.......................................... 47 

Referencias.......................... . . . . . . . . . . . . . . . . . 48 



R E S U H E N 

En la presente tesis hemos analizada el efecto que tiene la 

citacinina sintética bencil-adenina CBAl en el metabolismo del DNA 

y la división celular durante la germinación de ejes embrionarias 

de maíz. Las resultados obtenidas muestran que la BA estimula una 

síntesis de DNA preferencialmente en el núcleo, de los ejes 

embrionarios. La replicación del DNA, en presencia del 

fitarregulador, llega a su fin aproximadamente a las 15 horas de 

iniciada la imbibición y además la presencia de figuras mitóticas 

es notoria a las 24 horas de imbibición. Asimismo se encontró que 

la BA promueve una estimulación significativa en la 

de C
32

PJ a las proteínas, durante las 3 y 6 horas de 

incorporación 

iniciada la 

germinación, junto con ello la actividad de proteinas-cinasas 

independientes de Ca2
+. Dentro de este tipo de proteinas-cinasas 

se detectó la presencia de la p34cdcc, la cual al analizarla par 

inmuna-blot muestra un doblete cuando los ejes embrionarios han 

sida imbibidas par 24 horas en presencia de la BA. Los resultadas 

muestran que la BA modifica la regulación de alguna(s) evento(s) 

que participan en la división celular, por lo que ésta se presenta 

a tiempos más cortos que en los ejes embrionarios no tratados can 

la BA. 
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I N T R o D u e e I o N 

LA SEMILLA 

La formación de una semilla es esencial para la superviviencia y. 

dispersión de la mayaria de las especies vegetales <y aún para 

muchas especies animales que dependen de estas estructuras para su 

alimentación>. 

El desarrolla de la semilla se inicia con la fertilización del 

óvulo, el cual formará el embrión; asimismo se origina una 

cubierta o testa para la protección de éste. Par otra lada, 

también se sintetizan reservas alimenticias, las cuales san la 

con52cuencia de la e):presión de sólo ciertos genes en esta fase de 

la embriagénesis <Duré, 1985) que servirán para poder sostener el 

desarrollo del organismo hasta que es autotrófa <Bewley g, Blacld. 

Una vez formada la se~illa se inicia una desecación progresiva de 

las tejidas. El contenida de humedad de la semilla completa cae 

desde 80-90 i. hasta un 10 7. en pacas dias. La desecación cambia 

profundamente la actividad de las células. La síntesis de 

macramaléculas, tales coma DNA, RNA y proteinas se detiene; el 

embrión entra en un estado de minima actividad metabólica 

8' Blackl. 

<Bewley 

Para la mayaria de las semillas el secada es el evento terminal en 

el desarrollo, guiando ésta a una fase de "repaso" metabólica. El 

factor que se requiere para reanudar la actividad metabólica del 

organismo y reiniciar su crecimiento y desarrolla es en gran 

medida la adición de agua. 
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GERHINACION 

Desde el punto de vista bioquímico, la germinación podría 

definirse como la serie de eventos moleculares que anteceden a la 

primera división celular Ccf. Meléndez, 1990). El agua es 

esencial para que ocurra la germinación. 

en contacto con el agua se lleva a cabo 

imbibición. 

Cuando la semilla 

lo que se conoce 

esta 

como 

La hidratación de los organelos secos Cmitocondrias, ribosomas, 

núcleos, membranas, etc.> en las células de la semilla y de 

macromoléculas (enzimas, RNAL, RNAm, DNA, etc.> activa las 

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

Si bien la toma de agua es una candici6n necesaria, no es 

suficiente. La germinación es un evento que requiere, adem~s, 

energía, la cual es proporcionada por los procesos de oxidación, 

en los que se involucra un intercambio gaseoso, salida de bióxido 

de carbono y entrada de o><igeno IMocquot et aL., 1981>, entre 

otros muchos eventos metabólicos. 

ALGUNOS ASPECTOS BIOQUIHICOS DE LA GERHINACION 

La capacidad de las células de mantener una homeostasis está 

basado en la información genetica que poseen, la cual es 

expresada, preservada, replicada y modificada por cuatro 

mecanismos celulares: il síntesis de proteínas; iil reparación del 

DNA; iiil replicación del DNA y ivl recombinación génica CAlberts 

et aL., 1983). 

Además, para el caso de los vegetales, es posible que el control 

natural de la 

fitorreguladores, 

metabólicos <Khan, 

germinación involucre una interacción de 

tanto inhibidores como promotores de fenómenos 

1967; Adicott, 1972). Por lo tanto los 

fitorreguladores pueden actuar en concierto para determinar 

durante el ciclo de vida de la planta respuestas fisiológicas 
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tales como: tropismo, crecimiento de yemas laterales, división 

celular, etc. Cl(han, 1971). La germinación está sujeta a una muy 

precisa regulación, la complejidad de lo cual se origina en la 

interacción de varios factores externos y en 

intrínsecas de la semilla. 

las características 

Las semillas contienen una gran variedad de enzimas, entre las que 

se cuentan las relacionadas con los eventos metabólicos que 

condujeron a este organismo a su madurez. La mayoria de estas 

enzimas son resistentes a la desecación y se activan 

como la imbibición se lleva a cabo CSiman, 1984). 

tan pronto 

Durante la germinación, la secuencia de eventos que parece ser 

común a un gran número de embriones de gramíneas puede dividirse 

en: il eventos tempranas, los cuales incluyen: hidratación, 

síntesis de proteínas, síntesis de RNA y reparación del DNA¡ iil 

eventos tardíos o secundarios: expansión celular, replicación del 

DNA y movilización de reservas (Osborne, 19831. Cada evento 

representa un estado potencial de regulación en el cual un sistema 

de control puede operar para el buen término de la germinación 

CDeltour, 1985). 

La actividad bioquímica y fisiológica de los ritmos biológicos 

las plantas está asociada can varios aspectos genéticos, 

intervienen en la regulación temporal de las funciones vitales. 

ritmo y síntesis de macromoléculas son aspectos importantes en 

desarrollo del embrión durante la germinación CYadav, 1976). 

SINTESIS DE PROTEINAS Y RNA 

en 

que 

El 

el 

La síntesis de proteínas no ocurre en la semilla que se encuentra 

en estado latente, sino que se reinicia cuando las células están 

suficientemente hidratadas para permitir que los ribosomas se 

asocien con el RNAm. Se ha observado que los polisomas se 

encuentran ausentes en las semillas y su estructuración ocurre 

durante la imbibición CMarcus & Feeley, 19641. 
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En embriones secos de trigo existen los elementos necesarios para 

la síntesis de proteínas, la cual se inicia en los primeros 

al., 1970; Osbarne, minutos después de la imbibición CMarcus et 

1982; Simon, 1984>. En 1979, Cheung y col., mostraron evidencias 

que indicaban que en ejes embrionarios de trigo, después de 40 

minutos de imbibición, la síntesis de proteínas era principalmente 

por RNAm sintetizado de novo más que por el que pudiera estar 

almacenado <Cheung et al., 1979>. Por otro lado existe síntesis 

de proteínas en los primeros minutos de imbibición de maíz, la 

cual puede ser debida a RNAm almacenado <Sánchez- Martínez et al., 

1986) o a una síntesis de novo. En este sentido, existen 

evidencias que muestran que la síntesis de proteínas de novo puede 

ocurrir en la ausencia de síntesis de RNA, tanto en semillas de 

algodón CDuré & Waters, 1985) como en embriones de trigo CChen et 

al., 1968). 

Resultados de este tipo apoyan el concepto de que durante la etapa 

temprana de la germinación, la síntesis de proteínas está dirigida 

unicamente por RNAm de vida media larga y que dicha molécula es 

sintetizada durante la embriogénesis y reactivada como molde sólo 

después de la imbibición. 

Otros estudios muestran que en embriones de trigo algunasde los 

RNAm almacenados codifican para proteínas de reserva CMory et al., 

1978). Esto podría significar que parte del RNAm almacenado es el 

restante del que fue traducido durante la maduración de la 

semilla, pero no fue degradado cuando la semilla se secó. Desde 

luego que lo anterior no descarta la posibilidad de que dentro de 

estos RNAm almacenados puedan existir algunos específicas para la 

germinación. 

La pregunta crucial y que permanece sin respuesta, es si estas 

mensajeros de vida media larga, que están presentes en el embrión 

seca, juegan un papel controlador en la germinación y a qué tiempo 

los mensajeras sintetizados de novo son esenciales para el 

desarrollo. Para el caso particular de maíz, parece ser que si es 
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inhibida la sintesis de proteínas la germinación 

cabo CSánchez & Aguilar, 1984). 

na se lleva a 

La síntesis de RNAm es detectada durante las primeras horas de 

imbibición, tanto en rábano cama en triga. Dammes & Van de Walle 

C1983l, señalan que la mayaría de las moléculas de RNA 

sintetizadas en la radícula, duante la primera hora de imbibición, 

corresponden a RNAm. 

SI NTESI S DE DNA 

Parece ser que la síntesis de DNA que primero ocurre durante la 

germinación temprana de la mayaria de las gramíneas, corresponde a 

un tipa de síntesis na-programada, la cual se postula que padria 

ser de tipo reparativo COsborne, 1984¡ Galli, 1987; Zaraín et al., 

1987). La síntesis de tipo replicativo se inicia horas después 

<Dsborne et ai., 1984; Baiza et aL., 1989). 

La reparación del DNA parece ser de vital importancia durante la 

germinación temprana, ya que si no se lleva a cabo este evento el 

embrión no germina, o si lo hace se incrementa la posibilidad de 

que ocurran aberraciones cromosómicas COsborne et al., 1984). En 

este mismo sentida, Gutierrez (1987) señala que la reparación por 

escisión de uracilos en maíz parece ser un mecanismo finamente 

regulada en las diferentes tipos celulares del organismo y depende 

del grado de proliferación y desarrolla celular. Particularmente, 

células en proliferación como las embriores, parecieran tener una 

mayar capacidad de reparación del DNA, que las células can una 

diferenciación terminal o células no proliferativas 

Mitchell ~< Hartman, 1990). 

<rev. por 

El tiempo exacto en que comienza la síntesis duplicativa del DNA 

parece ser muy variable y es dependiente de la especie vegetal, 

siendo desde 3 hasta 14 horas posteriores a la imbibición (Chean y 

Osborne, 1970¡ Mary et al., 1972¡ Baíza et al., 1989). 
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CAMBIOS HORFOLOGICOS DEL NUCLEO 

La reactivación nuclear durante la germinación es acampaRada por 

modificaciones en la expresión g~nica <Dowes & Van de Walle, 

1983>, la cual conlleva el crecimiento y diferenciación de las 

células embrionarias. 

Deltaur <1985i, sefíala que en la mayaría de las vegetales, una vez 

que la maduración de la semilla se ha llevada a cabo, las células 

se detienen en la fase G1 del cicla celular. En general, se 

postula que el contenida 2C de DNA de los embriones ofrece un 

menor blanca a los factores que inducen mutaciones, que el 

contenido de 4C. Pera sin embarga, el contenida 4C, a su vez, 

podría amortiguar mutaciones, debido a que los genes homólogos 

darían a la célula una mayor probabilidad de sobrevivencia 

<Kondrashov & Crow, 1991; Perrot el al., 19911. 

Con resoecto a la cromátina, algunos reportes indican que se 

encuentra altamente condensada en el eje embrionario deshidratado. 

Durante los primeros momentos de la imbibición se observa una 

notable dispersión <Sargent & Dsborne, 1980), lo cual es 

interpretado como una desrepresión génica, que se manifiesta en 

actividad enzimática y síntesis de novo de RNAm (Jendrisak, 19801. 

Por otro lado, en las semillas de maiz se observan abundantes 

ribonucleoproteinas <RNPs) nucleoplásmicas, tanto granulares como 

fibrilares <Deltour el al., 1979; Risuefío & Moreno, 1979), las 

cuales se postula son estructuras que contien RNAm de vida-larga. 
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LA DIVISION CELULAR EN CELULAS VEGETALES Y ANIMALES. 

MECANISMO INVOLUCRADO EN SU REGULACION 

Durante el ciclo de vida de los vegetales, la división celular 

tiene lugar en las zonas conocidas como mer1stemos, estás regiones 

anatómicas del vegetal son las encargadas de conferir el 

crecimiento celular CHorgan, 1984>. Particularmente, la presencia 

de una concentración óptima de auxinas y citocinas regulan el 

momento de la división celular, el mecanismo de cómo actuan estos 

fitorreguladores es poco conocido. Sin embargo, se conoce que la 

cinasa p34cdcZ la cual es una de las principales en la regulación 

de la división celular en células animales, también se encuentra 

en los vegetales y su posible papel 

similar en ambos tipos de células. 

en este evento podría ser 

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

necesario que se lleve a cabo una activación de proteinas

cinasas. La cinasa p34cdcc ( o su homólogo génico cdcc8l es una 

de las principales involucradas en la regulación del ciclo celular 

junto con una familia de proteínas conocidas como ciclinas. A lo 

largo del ciclo celular la cantidad de proteína p 34cdc2 es 

constante, pero las proteinas ciclinas se acumulan sólo durante la 

interfase. La ciclina y la proteína p34cdc2' deben entonces 

asociarse para formar un complejo que aún no tiene actividad de 

cinasa. Este complejo sufre desfosforilación en la proteína 

p34cdc.:? y la fosforilación de la ciclina, lo cual conlleva a que 

la proteina p34cdcc tenga actividad de cinasa. La actividad de la 

cinasa pSOcdc.:?5 acelera estos cambios, mientras que el producto 

del gene we~z los retarda. Una vez activada la cinasa p34cdc.:? se 

induce la degradación de la ciclina, llevando asi 

inactivación de la cinasa p34cdcc, lo cual sucede al final 

a la 

de la 

metafase, quedándose asi hasta el siguiente ciclo de división 

celular -ver esquema en la siguiente página-

1990; Nurse, 1990; Freeman and Donoghue, 

1991>. 
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ACCION DE FITORREGULADORES 

A través de todo su ciclo de vida, las plantas 

variedad de seffales exógenas y endógenas, 

gravedad, temperatura, sustancias microbianas y 

para regular diferentes procesos fisiológicos. 

responden a una 

tales como: luz, 

fitorreguladores, 

Los mecanismos de 

como estas seffales son traducidas y convertidas en una respuesta 

son poco conocidos. 

Una de las interacciones más conocidas son las mediadas por 

mensajeros quimicos: los fitorreguladores. 

básicos de fitorreguladores, clasificados 

Se conocen seis grupos 

de acuerdo a su 

naturaleza quimica y a sus efectos fisiológicos: auxinas, ácido 

abscísico, citocininas, etileno, giberelinas y ácido jasmónico. A 

continuación se mencionarán algunos eventos en los que participan 

cada uno de estos fitorreguladores durante la germinación y 

posterior desarrollo de la planta -a excepción del etileno y el 

ácido jasmónico, que actúan preferencialmente durante 

maduración de frutos y en la senescencia de la planta 

Engrild, 1989)-. 

Crev. 

la 

por 

Auxinas. Promueven la elongación celular e intervienen en la 

diferenciación celular. Se sugiere que las auxinas pueden cambiar 

los niveles de algunos RNAm especificas CTheologis, 1986!; 

asimismo, se reporta que inducen cambios en la fosforilación de 

proteínas en epicotilos de chicharo CPoovaiah et al., 1987). Se 

han encontrado proteinas que parecieran ser receptores membranales 

especificas para este fitorregulador CWalker & Zhang, 1990). 

Acido Abscisico. 

(Addicott, 1969); 

Este fitorregulador inhibe el crecimiento 

su modo de acción parece ser afectando el 

metabolismo de ácidos 

Villers, 1968; Walton et 

Barlow and Pilet, 1984). 

núcleicos <Van Overbeek 

al., 1970, Steward and 

Su eliminación durante el 

et al., 1967; 

Smi th, 1972; 

inicio de la 

germinación pareciera por lo tanto ser importante para que este 

evento pueda llevarse a cabo. 
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Giberelinas. Durante la germinación el embrión sintetiza ácido 

giberélico CAG> el cual difunde hacia el endospermo hasta alcanzar 

la capa de aleurona, que responde sintetizando y secretando hacia 

el endospermo almidonase diferentes hidralasas, entre las cuales 

se encuentra la a-amilasa. Berna! (1984>, senala que el AG induce 

la síntesis de novo de ARNm de la a-amilasa y debida a ésta se 

sintetiza dicha enzima, la cual es necesaria para 

que conllevan hacia la germinación de trigo. 

las fenómenos 

CI TOCI NI NAS. La existencia de sustancias especificas que pueden 

controlar la división celular en plantas fue postulada desde mucho 

tiempo antes de que fueran conocidas estas sustancias. Weisner 

(citado por Hargan> les dio el nombre de controladores quimicas de 

la división celular de plantas. 

En 1956, despues de 63 anos de lo postulado por Weisner, se aisló 

un factor que induce la división celular al cual se le identificó 

como 6-Cfurfurilaminolpurina y se le llamó cinetina 

ai., 1956). 

<Mil ler, et 

En sentido genérico tenemos que las citacininas san definidas como 

sustancias que en presencia de concentraciones óptimas de auxinas, 

inducen la división celular <Horgan, 1984). A las citacininas se 

les ha identificado cama promotores de la germinación CVan Staden, 

1983). Cuando se aplican exógenamente a embriones de P. vuiearis 

se obtienen aumentas de hasta un 25 t. en su crecimiento. La 

germinación y crecimiento de plántulas pueden estar influenciados 

por más de un fitarreguladar y las evidencias sugieren que las 

citacininas juegan un papel importante en estas eventos CAdicatt, 

1972). 
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EVENTOS FISIOLOGICOS Y/O HETABOLICOS EN LOS QUE 

PARTICIPAN LAS CITOC:ININAS 

Horfogenesis 

Una de las respuestas más sobresalientes que se observan al 

agregar citocininas a cultivos in vitro de células vegetales, es 

que promueven la diferenciación; este fenómeno se presenta 

principalmente cuando las citocininas están en combinación con las 

auxinas CSkoog and Miller, 1957; Ferré and Torrey 1976, Bopp and 

Jacob, 19861. Aoemás, promueven la regeneración de ápices de P. 

uu.l¡;?arts a partir de sLts hojas <Malik & Sakena, 19911; la 

formación de yemas laterales CVanderkrieken et al., 19911, la 

organogénesi!= de los ápices <Smigocki et al., 1988; Smigocki lle 

Owens, 1989¡ Van Dijck et al., 19881; la induccion floral <Lejeune 

et al., 1988>. En plastidios, las citoc1n1nas aceleran la 

biogénes1s del cloroolasto y promLteven el incremento de la enzima 

ribulosa-1, 5-difosfato carboxilasa/oxigenasa (Longo et al., 1979; 

Lerbsstal., 1985). 

Retraso de la senescencia 

Las citocininas, aplicadas exógenamente, disminuyen la tasa de 

degradación de la clorofila y de proteinas, con un concomí tan te 

retraso en la senescencia. Se sugiere que una de las formas en 

que actúan las citocininas, es en la estabilización de los 

pal isomas CScrivastana, 1969; Berridge and Ralph, 19691. 

Asimismo, inhibe la acción del ácido jasmánico el cual está 

involucrado en la senescencia de la planta !rev. por Engrild, 

19891. 

13 



Citocininas y luz 

Existe una interacción entre los eventos promovidos por la luz y 

aquellos promovidos por citocininas, en algunos casos las 

citocininas pueden sustituir a la luz durante el control de una 

gran cantidad de fenómenos biológicos: germinación CMiller, 1958), 

síntesis de pigmentos CKohler and Conrad, 1966) y desarrollo de 

cloroplastos CParthier, 1979>. 

Citocininas y Acidos Nucléicos 

Finalmente, el tratamiento con citocininas a hojas de frijol y a 

en el 

1978, 

cotiledones de pepino induce un considerable incremento 

contenido de RNA total CZwar, 1973; Naito et aL., 

1979;Yokoyama et aL., 1981). Phillips y Torrey C1973l, y Sympson 

(1977>, sei'lalan que en ralees de chicharo, existe un incremento en 

el contenido de DNA, Cque coincide con la división celular), 

producido por la cinetina. Otros autores también han encontrado 

un incremento en el contenido de ácidos nucléicos al aplicar 

exógenamente citocininas a tejidos vegetales CKhan and Heit, 1969; 

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 ácido abscísico CKhan, 1967; Sussex et 

aL., 1975) incrementando el contenido de ácidos nucleicos 

CAlbanell et aL., 1985). Asimismo, se reporta que existe una 

relación del contenido del fitorregulador con el ciclo celular 

CParker et al., 1978). La acción de aux1nas y ci tocininas es 

necesaria para que los protoplastos de Petunia entren a la fase de 

síntesis de DNA CBergounioux et al., 1988). Algunos datos que 

apoyan este óltimo efecto han sido proporcionados por Nishinari y 

Syono (1986)¡ estos autores encuentran que se manifiesta un 

drástico incremento de citocininas en los límites de la fase 6
2

/M, 

y otros más ligeros durante la fase S del ciclo celular. 
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ANTECEDENTES 

Como ha sido seRalado en la parte introductoria, 

estimulan la sintesis de ácidos núcleicos. En el 

las citoc1ninas 

laboratorio se 

ha estudiado el tiene la bencil-adenina CBA, una 

citocinina sintética) sobre la síntesis de DNA que se lleva a cabo 

durante las primeras horas de germinación de ejes embrionarios de 

Z9a mays L. Cvar. ChalqueRol. 

Algunos resultados obtenidos hasta el momento muestran que se 

lleva a cabo un bajo, pero constante, nivel de síntesis de DNA 

durante las primeras horas de la germinación de 

CVázquez-Ramos y López, 19861. Esto pareciera ser un fenómeno 

común en las gramíneas; de hecho existe evidencia de que esta 

síntesis puede ser de tipo reparativo COsborne et al., 1984; 

Vázquez-Ramos and Osborne, 19861. Además esta síntesis temprana 

pudiera ser vital para la viabilidad de semillas y ocurre antes de 

que se inicie la síntesis replicativa COsborne el al., 19841. 

Zaraín y col. (19871, analizaron cualitativamente el tipo de 

síntesis de DNA que se lleva a cabo durante las primeras horas de 

la germinación de maíz. En estos estudios encontraron que 

mientras en embriones de semillas control no existe una síntesis 

de DNA predominante <no se puede diferenciar entre síntesis de 

tipo reparativo y replicativol, al imbibir los ejes en presencia 

de BA se hacen ostensibles dos fenómenos: i) se 

síntesis total de DNA y ii) se detecta principalemente una 

sintesis de tipo reparativo. Estos mismos estudios se realizaron 

en ejes y-irradiados, en los que existe una predominancia de 

síntesis de DNA de tipo reaarativo, en presencia de BA éste tipo 

de síntesis fue mucho más notable. 
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Asimismo, se ha encontrado que al imbibir los ejes embrionarios en 

presencia de BA la actividad de la DNA polimerasa nuclear se 

activa no sucediendo esto can la actividad de la DNA palimerasa 

citoplásmica. Este aumento en la actividad pareciera no estar 

mediada par un aumenta en la síntesis de novo de dicha enzima, por 

lo que pareciera ser mediado por una modificación pastraduccional 

de esta enzima <V<izquez-Ramos & Reyes, 1990; Ramos, 1990). 
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HIPOTESIS 

Se postula que la BA estimula preferencialmente la sintesis 

de DNA nuclear y que esto se debe a la modificacion covalente 

de las enzimas del metabolismo del DNA, de tal manera que los 

eventos del ciclo celular se aceleran y la germinación ocurre 

en menar tiempo. Asimismo, la actividad de proteinas-

cinasas será blanco importante en el mecanismo de acción de 

la BA. 

OBJETIVOS 

Determinar si el núcleo es el organelo en donde se estimula 

preferencialmente la síntesis de DNA por BA. 

Determinar si la estimulación de la sintesis de DNA por BA 

modifica el contenido total del DNA 

Evaluar la actividad de la enzima ADP-ribosil polimerasa 

durante las primeras horas de germinación 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 maíz existe una 

cinasa tipo p34cdcc y si su actividad se modifica por la 

acción de la BA. 
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Arnoortiguador de Imbibición: 

Tris-HCl, pH 7.6 

KCl 

MgClz 

Sacarosa 

Cloranfenicol 

MATERIAL 

50 

50 

10 

2 

10 

mM 

7. 

µg/ml 

Amortiguador de Extracción de Núcleos: 

Tris-HCl, pH 7,4 15 mM 

Sacarosa 0.3 M 

cloruro de potasio 10 mM 

Cloruro de sodio 15 

2-mercaptoetanol 15 

Espermidina 0.50 

Amortiguador de Ensayo para la ADP-ribosil polimerasa: 

Tris-HCl, pH 7.9 50 mM 

MgCl~ 
L 

12.5 

~-mercaptoetanol 5 

Na
2

EDTA 1 

NAD <r 3HJ-adenina) 20 Ci/mmol 

Amortiguador de Extraccion de Proteinas: 

Tris-HCl, pH 8 70 mM 

EDTA 3 

2-mercaptoetanol 15 

DTT 5 

leupeptina 50 µg/ml 
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Anx:>rtiguador de Dilución: 

Tris-HCl, pH 7.5 

EGTA 

DTT 

NaCl 

~-glicerol-fosfato 

leupeptina 

70 mM 

5 

150 

80 

3 µg/ml 

Amortiguador de Ensayo para la Cinasa H1: 

Tris-HCl, pH 7.5 

MgCl~ 

DTT 

EGTA 

.<. 

Péptido inhibidor de la 

cinasa dependiente de AMPc 

ATP 

ATP [y-
32PJ 

Histona Hl tipo III 

PARA EL INMUNOBLOT: 

Amortiguador de Transferencia: 

Tris-HCl, pH 7.4 

Glicina 

Metanol 

Amortiguador Salino CTBS'): 

Tris-HCl, pH 7.4 

NaCl 

Solución de Saturación: 

Tween 

Leche descremada 

Estos reactivos en TBS 

70 mM 

10 

1 

5 

1 µM 

20 

0.1 µCi 

4 

20 

150 

20 

mg/ml 

mM 

mM 

50 mM 

0.15 M 

(3000 

O. 05 'l. Cv/v) 

5 'X. 

19 

Ci/mmoll 



Sustrato Insoluble de la Peroxidasa: 

4-cloro-1-naftol (Sigma, USAl 22 mg 

metanol 

TBS 

Solucicn Anódica 1: 

Tris-HCl. pH 10.4 

Metano! 

Solucion Anódica 2: 

Tr1s-HCl, 

Metano! 

pH 10.4 

Solucicn Catódica 3: 

6-amino-n-hexano-caproico 

t1etanol 

PARA INMUNOPRECIPITACION: 

11 

33 

44 

t) .. 3 

20 

20 

Amortiguador A o de Interaccion Ag-Ac: 

Tris-HCl, pH 7.5 

NaCl 

EDTA 

Nonidet P-40 

Amortiguador B: 

Trü;-HCl, pH 7. 5 

NaCl 

EDTA 

No:"lidet P-40 

Tritón X-100 

20 

ml 

ml 

µl 

t.· (v/v) 

10 mM 

150 

0.05 l. 

100 mM 

M 

mM 

º'º5 l. 

0.25 l. 



HETODOS 

En todos los experimentos se utilizar6n semillas de maíz <var. 

Chaloueño). las cuales tenían • .. m 95 'f. de germinaci6n desoues de 48 

horas. Los eJes embrionarios se disec~aran manualmente. 

Los ejes embrionarios se ponian a crecer en amortiguador de 

imbib1ciOn, el cual contenia~ en caso de que los eJes fueran a ser 

tratados con la bencil-adenina, 10-
4 

r1 de este fitorregulador. 

EXTRACCION DE NUCLEOS (según Cheah ~ Osborne. 1970). Lna vez 

finalizo.ca ei -riemoo ae ~moib1ción resoectiva~ los E~le5 

emor1onar:os se homogeneizan con 8 ml de amor-:::19uador de 

ex~racción de nuclec5. Pcs~erlormente se filtra a traves de 

capas ae Mit~acloth. Se centrifuga a 800 x g durante 15 minutos. 

Al término de este tiemoo se desecha el sobrenadante y la pastilla 

obtenida es el extrac~a nuclear con aue se trabaja. 

ENSAYO DE ADP-RIBOSILACION (según Grey !l.< !Jryant, 1984l. Cuarenta 

µl del extrac~o nuclear se resuspenden en 360 µl del :;.mort1guador 

de ensayo o~t·s la A~=-~!bos:l aoli~erasa <volumen to~ai 400 ;...:l). 

La mezcia s2 inc'.J.ba a ::s-c: la reacción se dei;1ene C':Jn la aaic1on 

ae un volumen igual de TCA al 10 'f. (w/vl frio. Una ~':Jra despues 

el precip1taao se colecta en filtros de paoel Wnatman GF-C. Las 

filtros ee lavan 1~2) con TCA 5 % (w/v) y una vez con etanol. Los 

filtros son entonces secaaos y la incorporación se 

mide en liquido de Bray 119721. 

INCORPORACION DE c 3~PI A PROTEINAS <según Pérez ,,_.t aL., 1987): Los 

ejes embrionar:os oe mai= incubados el tiempo respec~iva con a sin 

BA reciben un pulso de 32CPJ-ortofosfato <11.1 MBq ml- 1
l durante 

las últimas 3 horas del tiempo de imbibici6n. Después de este 

tiempo, al extracto posribosomal se le agrega protamina 10 7. <10 

µl/mll. Las proteinas se precipitan con TCA 10 'f.. La 

incorooraci6n de c3 zPJ se determina por duplicado en alícuotas de 

21 



200 µl en un contador de centelleo, siguiendo el método de Bray 

(1972). 

OBTENCION DE EXTRACTO PARA MEDIR LA CINASA Hl (según Feiler ~ 

Jacoos, 1990): Un gramo de eJes embrionarios, previamente 

imbibidos según el tiempo a determinar, se homogene1:an con 10 

volúmenes de amortiguador de extracción de prote1nas. Los 

extractos se filtran a través de 3 caoas de Niracloth y 

posteriormente se hace una ultracentrifugac16n a 150 000 X g 

durante 30 minutos a 4°C. El sobrenadante se lleva a de 

saturación con INH.1
2
So,. Las oroteinas orec1oitadas 

por centrifugación a 16 000 :: g durante 30 minutos 

se colectan 

a 4°C. El 

bot6n orecip1tado se resusoende en el amortiguador de dilución, 

para después dializar!o en contra de este mismo amortiguador. 

Después de la Oiálisis, las particulas insolubles se remueven por 

centrifugacion a 16 00() x g durante 30 minutos a Con el 

extracto proteinico obteniao por este procedimiento se hace el 

ensayo para la c1nasa Hl. :nmunoprec1pitacion e inmunoblat. 

ENSAYO PARA LA CINASA H1. La mezcla de reacción consiste de 4 µ9 

de proteína en 20 µl de anortiguador de diálisis mas 20 ~l de 

amortiguador de ensayo para la cinasa Hl. La mezcla tiene un 

volumen total de 40 µl. La reacción se detiene con la adición de 

TCA al 10 % fr~o o con 40 ul de amortiguador de muestra 2X. 

Cuando se detiene la reaccicn con amortiguador de muestra se hacen 

geles de poliacrilamida al 15 %, los cuales se tinen con azul de 

Coomassie (Laemmli, 19701, luego destefiir, 

posteriormente exponer en una pelicula Cronex 

-7o0 c durante 4 dias. 

IDupont, 

secar y 

USA.I a 

INHUNOBLOT !según Towoin et aL., 19791. 

electroforesis, el gel de acrilamida se 

Una vez realizada la 

lava brevemente en el 

amortiguador de transferencia Se recorta una membrana de 

nitrocelulosa de 0.45 µm <Scheiler & Schuell) del mismo tama~o del 

gel que también se lava con amortiguador de transferencia. A 
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continuación se usa el siguiente procedimiento: 3 piezas de paoel 

3MM, del mismo tamaño del gel, maJadas en la solución catódica 

son colocadas en el polo negativo del aparato de 

electrotransferencia CLKB, Electrophore Ill; enseguida se coloca 

el gel, papel de nitrocelulosa C0.45 µm), 3 piezas de papel 3MM 

mo3adas en la solución an6dica 2 ~ por última 6 piezas de papel 

3MM majadas en la solución anódica 1 , la cual queda en el polo 

positivo del aparata de electrotransferencia 

se realiza durante una hora a 60 voltios. El 

La transferencia 

filtro con las 

prateinas transferidas se lava con TBS 115 minutas) can agitación. 

El filtra se incuba can la soluc:ón de saturación durante un 

minimo de una hora a tempet~atura amoiente y con agitación. 

Enseguida se realizan das lavados can TBS <15 minutas cada una). 

Se incuba can el anticuerpo a-PSTAIR (dilución 1:1001 en 

ae saturación y can agitación durante 14 horas a 4°C. 

solución 

Se hacen 

das lavados del filtro can TBS !15 minutos cada unol. Seguida a 

esto se hace un lavado con TBS que tiene M de NaCl y un lavado 

can TBS 115 minutos). Se incuba en baño can agitación 12 horas a 

temoeratura ambiente) con 1nmunog labul in as conjugadas can 

oerox1ciasa 11:3000 1 Bethesda Research Laboratariesl en saluc1on de 

saturac:i6n. Se realizan dos lavados can TBS 115 minutas cada 

una). Par última, se revela con el sustrato para la pero}:iaasa. 

El producto de la reacción len forma de precipitada azul) saore la 

banda de proteína reconocida por al anticuerpo, suele aoarecer en 

aoroximadamente un minuta. La reacc1on se detiene diluyendo con 

CEl anticuerpo a-PSTAIR reconoce especiiicamente la 

secuencia palipeptidíca EGVPSTAIRE!SLLKE, que se ha demostrado 
-...J-:::-

estar solamente en la cinasa p34--~-; es un anticuerpo paliclonal 

obtenido en conejo; fue donada amablemente por el Dr. Jean-Claucie 

Labbé, del CNRS e INSERM, Francia. Su utilización ha sida 

descrita en varios articulas: Labbá et al., 1988; Labbé et al.., 

1989; Darée el al.., 1989 Felix el al; 

1991). 
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INMUNOPRECIPITACION <segun Durán ~ Bach. 1984). A 40 µg de 

proteina en 400 µl del amortiguador A se les afíade el anticuerpo 

a-PSTAIR (dilución 1:201. Se incuba 14 horas a 4°c con agitación 

suave .. Se afíaden 20 µl de proteina A-sefarosa CBethesda Research 

Laboratories. Life Technologies, lnc.' se incuba 2 horas a 

temoeratura ambiente can agitación suave. Se lava 3 veces con 

amortiguador 8 y dos can amortiguador A en una microcentr!fuga. 

Una ve= ~echos los lavados se agrega amortiguador de muestra y el 

antigeno so!ubili=ado se anali=a por electroforesis. 

ENSAYO DE ACTIVIDAD DE LA CINASA Hl EN AMORTIGUADOR QUE CONTIENE 

LA RESINA DE AFINIDAD CON LA PROTEINA p13suct <según Peter et al., 

1990). A 20 µg de proteína que estan en ~O µl de amortiguador de 

extracc:on para orate1nas se les afiade 10 µl de la resina de 

agarosa que tiene acoclada a la protelna pl 3 suc1 !donada 

am.,.blemente por el Dr. Jean-Claude Laceé del CNRS e INSERM, 

Francia): se deja en agitacion suave durante 14 horas a 4°C. Al 

término de este tiempo se m1crocentr~1tuga este extracto durante 30 

segunde~ y se toman 40 µl del sobrenadante para hacer el ensayo de 

la his•ona Hl, tal y como ya ha sido indicado anteriormente. CLa 

prote~na p13suci se une al final de la mete fase a la 

p34cdc2 , por esta afinidad, se le ha utili=ado para poaer 

a es'ta c:1nasa) .. 
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R E S U L T A D O S 

En el presente trabaJo profundi=amos en el estudio del mecanismo 

por el cual la citocinina benc1l-adenina pudiera estar estimulando 

la sintesis de DNA durante la germinación de ejes embrionarios de 

ma.t=:, síntesis que pareciera. no ser aeb1da a una sintesis de n.cu"::" 

de la DNA polimerasa, ya aue aun en presencia de inhibioores de la 

transcripción y/o síntesis de proteinas la estimulación persiste 

(Vázquez-Ramos ~Reyes, 1990i. 

En este trabajo se utilizaron tecnicas tanto citológicas como 

bioquimicas. El estudio citolcgico, aue ya se ha publicado v se 

anexa al final de esta sección, tuvo como fin conocer si la 

sintesis de DNA estimulaaa aor el fitort~egulador se local1;:aoa 

oreferencialmente en un organe10 esoecifico. A continuación se 

resumirán estos resultados brevemente, lo cual servirá como 

introducción a la siguiente aarte del trabajo. (La secuenc1a ce 

'figLlras de que consta toda la tesis se numerará. de la siguiente 

manera: las figuras 1-3 jun~o con la tabla I corresoonoen a los 

resultados del articulo. la numeracion ae las figuras y tablas ae 

aue consta el resto del manuscrito comienzan a oartir del No. 4 y 

II. r-esoectivamentei. 

Conforme transcurre el tiemoo de imbibición de ejes embrionarios 

embebidos con BA 10-6 hl, las autorradiografias obten1aas muestran 

aue la marca de tim1dina CJHJ se !ncorpara hacia la región nuclear~ 

(Fig. D y F)! mientras que en eJes embrionarios no tratados con 

BA esto no sucede CFig. 1 e y E>. Este resultaoo sugeria que los 

eJes embrionarios ~rataaos =on EA realizan una gran reoaracicn 

ael DNA o bien se iniciaba la fase S lreolicación del DNAl del 

ciclo celular. Las meaic1ones esoectrofotométr1cas mostraron en 

los ejes tratados con BA la ex1stenc1a de ~n aumento en la 

cantidad de DNA nuclear, la cual se duplica a las 15 horas de 

imbibición CFig. 2l, dato que sugiere que el DNA se ha replicado; 

mientras que para ejes embrionarios no tratados, la duplicación 

ocurre horas aespués. Con estos resultados se podia suponer que 

las c4lulas de los eJes tratados con el fitorregulador tenderian a 
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dividirse en un tiempo mas cor~o aue las ce las eJes na tt'a~ados. 

La Fig. 3 muestra que efec~1vamente a cualauier tiemaa aue se mide 

el indice mitótica, las ejes tratados can la BA muestran mayar 

n~mero de figuras mit6ticas <veáse también la Tabla Il. Los 

anteriores re5ultadas mue:tran aue la BA esta interviniendo ~n 

alguna(sl via(s) aue están involucradas en la regulación del ciclo 

celular. Hasta aaul los resultados del articulo que se anexa. 

Asimismo, como se seHaló al inicio.· la estimulación enzimática oe 

la DNA polimerasa pareciera ser debida a una modificación 

covalente de la enzima. La ADP-ribosil Polimerasa es una enzima 

nuclear que se ha encon~rado que está activa princicalmente 

durante eventos del metc.bolismo del DNA, 

manifiesta por la ADP-ribos1lac1an ce varias 

su actividad :e 

enzimas que estan 

involucradas en la reoaraci:::n y rep 1 icación del DNA (0Ltrkacz et 

aL., 1980; Adamietz & Rudoloh, 1984; Grey & Bryanc, 1984; Ferro & 

Baldomero, 1984; Greer ~< Kaolan, 1986: Dai et aL., 1987; t<ruoitza 

& Cerutti, 1989; Boulikas, 1989; Alvarez-Gonzélez & Althaus. 1989; 

Ménissier-de Murcia .;>t aL •• 1989: Boulikas, 1990; Gradwohl et :iL., 

19901. Debido a esto decidimos evaluar la 

ADP-ribosil polimerasa dLtrante la germinación 

embrionarios de maiz, tratados o no con la BA. 

actividad 

de los 

üe la 

e.1es 

En la Fig. 4 se observa la cinética enzimática realizada para el 

ensayo de la ADP-ribosi 1 pol imerasa, la cual muestra Ltn 

comoortamiento lineal hasta los 8 minutos de reacción. Con este 

ensayo se evaluó la actividad de la ADP-ribosil Polimerasa a 

diferentes tiemcos de imbibición. La Tabla II muestra aue cuando 

los ejes embrionarios son imbibidos en 

extractos muestran una mayor actividad 

presencia 

de la 

de BA, los 

ADP-r1bos1l 

Polimerasa a las 6 y 9 horas de imbibición (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 relacionada con la 

reparación y/o la replicación del DNA que ocurre a estos tiempos 

particulares 1-BA, 12 h¡ +BA 6 y 9 hl en ambos tipos de ejes. 
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Fig. 4. Ensayo de la Enzima ADP-ribosil Polimerasa. 

Alícuotas de ~n extracto nuclear se incuban a 25 ºe a 

diferentes tie.':'.pos en el amortiguador de ensayo para la 

ADP-ribosil Polimerasa. La reacción se detiene con TCA 

al 10 %; después de una hora el precipitado se filtra -

en papel What:::ian GF-C #1 y se mide la incorporación de 

ADP(
3
H-adenina). 
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Tabla II. Actividad Especifica de la ADP- ribosil Polimerasa de 

Ejes embrionarios de maíz, tratados o no con BA. 

Horas de 

imbibición 

6 

9 

12 

* n=3 

Actividad Esoecifica .,. 
C±DS > 

(cpm/µg prot. > 

- BA + BA 

3.16 ± 0.79 7.14-1.31 

6.56 ± 0.58 7.68 = 1.60 

14.90 ± 1.59 6.1)5 = 1).46 

28 
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Por otra parte, actualmente se conoce que uno de los mecanismos 

que operan para que el ciclo celular se lleve a cabo está mediado 

por un aumento en la fosforilación de varias proteínas <Dunphy & 
Newport, 1988¡ Cyert & Thorner, 1989; Criops-Wolfman et al. 1989; 

Malier, 1990: Trewavas !!< Blowers. 1990: Freeman ~. Donognue, 199ll. 

Por tal motivo, evaluamos el efecto oue tiene la BA sobre la 

activ1aad de las proteinas-cinasas presentes durante las primeras 

horas de la germinación de ejes embrionarios de maiz. 

La Tabla III muestra el efecto aue 

incoraoracion de C3 zPJ a proteinas a 3 y 6 

tiene 

horas 

la BA sobre la 

de imbib1c1én. 

ee observa que en ambos tiempos existe un aumento significativa en 

la incorporación de este isótopo. 

Tabla III. Estimulación de la incorporación de 3 zCPJ a proteinas 

de ejes embrionarios imbibidos en presencia de BA. 

Horas ae imbibición 

3 

6 

* n=3 

29 

Incremento ( % ) ±DS 

cpm/µg prot. 

37 ± 8 .. 

82 ± 14 



Con el objeto de conocer si dentro de este conjunto de prote1nas

c inasas estimuladas se encontraban las independientes de calcio, 

las cuales se sugiere están participando en los eventos que 

regulan la división celular, se usó la metodologia reportada por 

Feiler ~ Jacobs 119901. Para tal ob.!et1va se probó si los 

extractos obtenidos tenian act1vidao de pro~einas-cinasas 

independientes de Ca2
•. La F1g. 5 muestra la cinética enz1má.t1ca 

de cinasas independientes de ca2
+, que utiliza como sustrato la 

histona Hl. ·La cinética muestra un 

los 10 minutos. 

1.2 

\.{) 1.0 

~ 
>< o.a 
E. e- 0.6 

0.4 

0.2 

0.5 2 3 

minutos 

comoortamiento lineal hasta 

11 1 10 

Fig. 5. Cinétina de las proteinas-cinasas independientes de Calcio. 

una alícuota de ejes embrionarios homogeneizados en presencia de 

EGTA se incuban a 37 ºe a diferentes tiempos en el amortiguador de -

ensayo para la cinasa H1. r..a reacción se detiene con TCA al 10 i. -

El precipitado se filtra en papel Whatman GF C #1 para después medir 

la incorporación de (
32

P). 

30 



Además, se evaluó si la actividad de proteinas-cinasa era 

modificada por el hecho de haber homogeneizado los 

emb~ionarios con o sin EGTA. Para esto lo aue se hizo fue obtener 

extractos proteinicos de ejes embrionarias que han sido 

homogeneizados con y sin EGTA; en este ultimo caso el reactivo se 

agrega al momento de realizar el ensayo. Al agregar el EGTA 

durante la homogeneización el Ca 2
+ es auelado y las 

proteinas-cinasas que son dependientés de este ión di val ente 

tendrán una mínima actividad: por lo tanto sólo se cuantifica la 

población de enzimas indeoendientes de Ca 2 +. 

Como se senala en la Fig. 6 y Taola IV 0 los extractos obtenidos 

con EGTA tienen una menor ac~ividad de cinasas comparado con los 

eNtractos abten1oas en ausencia del reactivo quelante, siendo esto 

un indicio de que se eliminan diversas proteihas-cinasas y auedan 

preferencialmente las indeoendientes de Caz+ Más importante aún, 

BA existe una mayor se aprecia que en las muestras aue tienen 

actividad de oroteinas-cinasas inoeoendientes de Ca2 + <Tabla IV>. 

1 2 

Fis. 6. Autorradiografía 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 exógeno la histona Hl. 

Carril 1 . ~!uestra obtenida homogeneizando los 

ejes embrionarios en presencia de EGTA. 

Carril 2. ~1uestra obtenida homogeneizando los 

ejes embrionarios sin EGTA. 
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labia IV. Ensayo de pro•eina-c1nasa, con 

obtenido en presencia o ausencia de EGTA de 

extracto pratein1co 

eJes embrionarios 

imbibidos durante 3 horas en ausencia o presencia de BA. 

Tioo de Extracto 

A 

B 

e· 

Ejes Emorionarios Imbibidos 3 Horas 

<com/µg prot.) 

-BA +BA 

4537 8284 

7181 11554 

5095 787A 

..:i E::tracto obtenido en oresencia de EGTA 

B Extracto obtenido en ausencia de EGTA 

Extracto anterior. Al momento de realizar el ensayo se 

agrega EGTA 
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Asi, con esce último experimento observamos oue BA está 

estimulando la actividad de proteinas-cinasas totales y, de manera 

interesante, la actividad de proteinas-cinasas independientes de 

e 2+ a . Este último tipo de prote1nas-cinasas parecen ser las 

resoonsables ae regular eventos del ciclo celular~ (rev. por Cross, 

1989; Lohka, 19891. Por tal motivo, realizamos experimentos para 

conocer si las orote1nas-cinasas indeoendientes de Ca2 + 

variaciones en su actividad a tiempos de imbibición mas 

tienen 

largos, 

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

La Tabla V muestra oue la actividad de las proteinas-cinasa es 

notoriamente mavor en los ejes embrionarios imbibidos durante 24 

horas con BA. A este tiempo, como se aorec1a en la Fig. 3. existe 

una mayor can"t1aad ae figuras mi tóticas oara los e ... 1es embr.tonarios 

tratados con BA. 

TABLA V. Ensayo de actividad de la proteina-cinasa lndeoend iente 

de Caz+ de axtractos obtenidos en presencia de EGTA. 

se decuvó a los 10 minutos. 

La 

Horas de imbibición 

15 

24 

* n=3 

33 

Actividad Especifica 

cepm/µg prol. > :DS 

- 8A + BA 

9638 = 1892 
... 

12255 

32232 :t 2339 56702 

reacción 

:t 1482 ... 

:t 4128 



Hasta aqui los experimentos realizados indican la estimulacicn de 

proteinas-cinasas independientes de Caz+; dentro de este conjunto 

de cinasas se encuentra la p34cdcZ, enzima que en células animales 

es una de las principales en la regulación del ciclo celular. 

Para probar la presenc:a de esta enzima en nuestro ensavo 

enzimitico realizamos el siguiente experimenta: se agrego 

resina de afinidad lagar~asa acoplada con la proteína p13sucl, 

una 

ver 

métodos> a un extracto oratein1co oe ejes embr1anar1os 

por 15 horas~ se deJó en incubación y luego se tomó una al1cuota 

para probar si existia fosforilac1ón en la histona Hl en el 2nsayo 

<ver métodos). 

La F19. 7 mue~tra que cuanao un extracto prote~co obtenido en 

presencia de EGTA se ore1ncuoa con la agarosa aue tiene acooldda 

la proteina pl3.S1.!Cl y posteriormente se toma una alícuota oara 

hacer el ensayo hacia la histona Hl se r.:iserva que la 

fosforilación hacic.. hls~onadism1nuye considerablemente 

<carril 1), na suceaiendo esto en el extracto al oue no se le 

agregó la resina (carril 2). indicando estos resultados oue 2::1s~e 

una actividad de c1nasa hac:a la h1s~ona H1 aue a1sm1nuye cuanao 

se eiim1na la cinasa i;ipo :.::.:.='i.cZ 

?ig. 7. Autorradiografía de un gel de poli~ 

acrilamida en donde se cargan las muestras -

de extractos proteícos que fueron preincuba

dos con la resina de agarosa que tiene aco-

plada la proteína p13sucl y a los que des- -

pués se les hizó el ensayo para la cinasa Hl. 

Carril l. Extracto preincubado con la resi-

na de agarosa-p13sucl 

Carril 2. Extracto preincubado sin la resi

na de agarosa-p13sucl 
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Para reconf1rmar la pr9sencia de la protel.na o34;:d.::Z se r•eal izó un 

inmuno-blot de los eJes embrionarios imbibidos durance 24 horas 

con el anticueroo a-PSTAIR, el cual reconoce esoecificamente a 

esta prote1na-c1nasa. En la Fig. 8 se aprecia que el 

sólo reconoce una banda de 34 ~d. el 

reoortaoo para la p34=dcz de todos 

hasta el momento estudiados (rev. 

Moreno <>t al., 1989>. 

cual es el o eso 

los organismos 

por Minshull et 

anticuerpo 

molecular 

eucar1ontes 

cü., 1989; 

Así., los e.jes embrionarios 
Z+ c...J,- :::-

de Ca , 034 -- <ser/tre). 

tienen la proteina-cinasa independiente 

Más aún. en la Fig. 9 se aoserva un 

inmuno-blot de muestras de diferentes t1emoos ae imb1b1ci6n. Se 

logra apreciar aue las muestras, indeoena1entemente del tiempo de 

imb1bic1ón <6 y 24 horas), tienen el mismo corrimiento 

electroforético de la proteina tioo p34cdc2' de maiz 

logra aoreciar en todas ellas otra banda. la cual 

y además se 

es mucho más 

conspicua en los ejes embrionarios ~ue han sido incubados durante 

24 horas en or~esencia del f i torregulador. El doblete oue se 

detecta mediante esta metodologia, según los datos de la 

literatura, pudiera corresoonder a la forma activa de 

p34cdc2' <Solomon et al., 1990; Nishitani et aL .. 1991). 

la cinasa 

Este resultaao careciera indicar que la cinasa tipo p34cdc2' de 

mai z alcanza su mayor actividad a las 24 horas de imbibición 

cuando se 1ncuoan los eJes en presencia de BA: tiemao al cual 

tamoién ooservamos que las células de los eJes emarionarios de 

mai = muestran un mayor indice mitótico <Fig. 3). 
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Fig. 8. Inmuno-blot de extracto proteico obtenido de ejes 
embrionarios imbibidos 24 horas. 
El inmuno-blot se realizó con el anticuerpo a-PSTAIR. 
Carril l. Extracto total de proteínas. 
Carril 2. Inmunoprecipitación. 
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Fig. 9. Inmuno-blot de extractos de ejes embrionarios 
imbibidos 6 y 24 horas con o sin BA. 
El inmuno-blot se realizó con el anticuerpo a-PSTAIR 
Carril l. 6 horas -BA 
Carril 2. 6 horas +BA 
Carril 3. 24 horas -BA 
Carril 4. 24 horas +BA 

37 



Sced Scie!IC<' Rt•search ( 19911 l. 113-11 i 113 

Benzyladenine-stimulation of nuclear DNA synthesis and 
cell division in germinating maize 
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Abstrae! 

We have studied by means al cytology and 
autoradlography the effect al benzyladenine 
(BA, a synthetlc cytokinin) on DNA metabolism 
during early maize germination.The data indi
cate that BA stlmulates nuclear DNA replication. 
The doubling al the amount al nuclear DNA in 
BA-treated axes occurs earlier than in non
treated axes, and there is a three-fold increase 
in the mitotic index al 24 h al germination. 
These results provide further corroboration far 
the suggestion that the stlmulation of DNA syn
thesis observed relates to a nuclear repllcative 
type of synthesls. Possible mechanisms al ac
tlon of BA are discussed. 

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

Jntroductlon 

Phytorcgulators or plant hormones are substanccs 
considered to have fundamental roics in thc re"u
lation of the life cycie of plants 1Trowavas. 19SI l. 
The cytokinins are one dass of phytorcgubtors "hose 
role was first describcd as promotion oi cdl d1vtsion 
(Milicr et al .. 1956). Further studies ha\c shown 1ha1. 
among mhcr events. cvtokinins stimulatc nucleic acid 
svnth;sis: the synthctic cytokinin bcnzyladcmne 
siimulates RNA synthesis in Plw.seulus rul~ariJ 
(Fletcher. 1969: :"laito e1 al .. 1978: Yokoyama <'I al .. 
1980) and DNA svnthcsis in Plwseoius rnlgans and 
Citrullus 1'11/garis ('Í'okoyama et al .. 19SO. l<Í81: Galii. 
1984). 

We ha ve been investigating the etfect of benzylad
eninc (BA) on DNA metaboiism during maizc germi
nation. DNA svnthesis is enhanced bv BA from the 
bcginning of g~rmination. The stimul~tion produces 

• Correspondcnce 

a peak ar DNA synthesis about 6 h following the 
start of germination 1 \·ázqucz-Ramos and Reyes. 
l 990l. The enhanced D:"'A S\'nthesis durinu the eariier 
0-3 h period appcars to be. mainly of a ~epair type 
(Za rain l!t al .. i 987). D:"' . .\ poiymerase acti\'ity is also 
stimulated by BA. and this polymcrase acti,·ity is 
located in nuciei IVúzquez-Ramos and Reyes. 1990). 
Rcccntly. Houssa l!I al. 11990). reponed a possibic 
stimulation of rcplication origins in Sinapis and short
cning of DNA rcpiication by addcd cytokinins. 

\\"e havc in\'cstigatcd thc mcchanism of stimula
tion of DNA metabolism bv BA. bv means üf c\'lo
logicai and autoradiographic techniques in order to 
e.le termine intraceliular lc>cntion of thc O:'\ . .\ svnthesis 
promoted by B..\ and also its clfect on ccii di\'ision 
during maizc ucnnination. Thc results ol this studv 
are p;escmcd ÍÍcrc. · 

Material and methods 

Seeds 

Zea 111ay.1· (var. Chalqueñol seeds were kindiy 
provided by Productora :'\aciana! de Semillas 1 Pro
nasc¡. Coyoac:in. México D.F. The seed lot had a 
pcrccntagc germination of 95% nfter 48 h. :'>laize 
embrrn axes were hand disscctcd and. ir not uscd 
imme.diatcly. wcre maintained in a dcsiccated state 
over salid CaCi, at 4·C. 

Chemica/s 

Benzvladcninc. pectinase. RNase A. chloram
phcnicol: and Tris (tris¡ hydroxymethyllaminome
thanel were obtained from Sigma Chemical Co .. St 
Louis. MO. USA. (Methyi-3H) thymidine (85-90 Ci/ 
mmol) was obtained from New En2land Nuclear, 
Boston. MA. USA. Glutaraidehyde- was obtained 
from Polysciences. llford L4 emulsion was obtained 
from llford Co .• En2land. Giycide ether 100 was 
obtained from Merck:usA. 
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lrradlatlon 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 achie\•e an irradiation dose of 1000 Gray. 

lmblbltlon of maize axes 

Maizc axes were disinfccted using 0.5~0 NaCJO 
for 1 min. washed four times with sterile distilled 
water and incubated at 25"C between two sterile discs 
of Whatman paper No. l. for different time periods. 
The sterile imbibition buffer contained 50 m~t Tris
HCI pH 7.6. 2% sucrose. 10 µg·ml chloramphenicol 
and when needed. benzvl adenine ( 1 x 1o··~11 and 
or (3H) thymidine (50 µc¡,·mlJ. The r'H1 thymidinc 
was added to the imbibition buffer during 3 h-pulses 
from 0-3 and 3-6 h. At the end of cach incubation 
period. the axes were fixcd by submcrging thcm in a 
mixture ofethanol-acctic acid 13:1) far:.¡ h at room 
temperature. passed to 70% ethanol and kept at .J'C 
until dissection (Sharma and Sharma. 19501. ~!eris
tematic regions of primary root (radicular meristem 1 

and mesocotyl (apical meristeml wcre disS<...:ted from 
the axes under a light microscope ( Baiza e1 al .. 19891. 
Samples were prepared as described below. 

Mlcrospectrophotometry 

Samplcs were fixed in 70% ethanol for 30 min at 
room temperature. They were then treated with 5% 
pectinase in 0.16 M phosphate buffer at pH 7.2 far 
12 h at 37'C and rinsed three times with the samc 
buffer. Squashes wcre prepared and digestcd with 
100 ¡1g;ml RNase A for 12 h at 37'C. . .\fter this 
treatment. we used a procedure far D:-<A staining 
based on enzvmatic dieestion followed b\' an assa\' 
for basophili~ structures as described b;· Smetan; 
(1967) with sorne modifications. Comparati\'e esti
mations of the DNA content per nucleus were carried 
out in 1 % acidic (pH 1.6) toluidine blue-staincd 
preparations. DNA content of each anaphase group 
ofchromosomes (2C) was similar to the D'.':A 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 of0.63 mm in diameter was used to co,·er 
the whole area of the nucleus. Observations were 
carried out at a magnification of x 100 using immer
sion oíl, with the illuminating lamp powered with 
regulated current. A red fil ter was also u.sed (maximal 
transmittance at 620 nm) complementar)· to the biue 
staining(maximal absorbance at 625 nml. The inverse 
of the transmittance in each nucleus was plotted as 
an estimation of the amount of DNA in arbitran· 
relative units. -

In order to test the specificity of the stain for 
DNA under these conditions. we treated sorne cells 
with alcoholic acidic toluidine blue after RNase diees
tions. This aicoholic dye stains RNA spc'Cifically. The 
absence of colour after the digestion indicates that 
no RNA was present. 

Autoradlography 

Samples for light microscopy autoradiography 
werc prcpared as for electron microscopy: they were 
fixed in 2.5% glutaraldchyde in 0.16 ~f phosphate 
buffer at pH 7.2 for 2 h at room tempcrature. then 
dchydrated in gradual concentrations of ethyl alcohol 
followcd by propylenc oxide and embcdded in glycide 
ether 100. Semithin sections (approx. 200 nm thick) 
wcrc obtained. Ilford L.J emulsion was applied on to 
slidcs and developed with D-19 (Kodak1 after 
1 month of exposure. After development. toluidine 
blue-borax was used for general staining (Vázquez
Nin et al .• 1986). 

Mltotic index 

For mitotic index determinations. samples were 
imbibcd for 10. 15 and 24 h 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. wcre 
used . .-\ total of 3000 cclls in three different experi
ments \\.'ere examined. l\.fitocic figures wcre observed 
Ut X J00. -

Results 

Benzyladenine (BA) stimulates DNA synthesis 
during early maize garmination (Zarain et al .. 1987: 
Vázquez-Ramos and Reyes. I 990). Maize emb11·0 
axes were imbibcd for dilferent periods in the presence 
or absence of BA and ('H) th\·midine: root meristems 
were sliced and processed t'or autoradiography to 
determine the cellular localization of the label. ·1-
Irradiated axes were also BA-treated for the same 
lcngths of time for comparison. In the latter treat
ment. a DNA repair process would be expected 10 
occur during the first hours of germination. Figure 1 
shows the results obtained. Little labcl is found in 
3 h-imbibed untreated axes 15.I ±0.7 grainsJ and this 
is located mainly in the cytoplasm (Fig. IAl: 3 h
imbibed. BA-treated axes showed slightly more label 
(7.8 ±0.7 grains), sorne of which appeared in the 
nuclear region (Fig. 1 B); for -r-irradiated a.~es we 
obtained similar results (data not shown). At 6 h, 
axes with no BA, whether irradiated or not, showed 
more label than al 3 h and it was also mainly located 
in the cytoplasm (Figs 1 C and JE); however. in BA
treated axes (irradiated or not) label is located in the 
nuclei (Fig. 1 D and 1 F. arrowheads) and in the non-
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Figurt• 2. \licrospccrrophotomctric mcasurcmcnts L'f thc 
;:1moun1 of D:'\'A pcr nucleus in maizc axes at díffercnt 
times of imhihition \'-'ilh (b!ad. barsJ or without /\\hite: 
barsl bcnL\'ladcninc. The arbitrJr.· units wcrc cstimatcd as 
thc in\'crs~ of 1hc transmittanCt! · pcr nuclcus. Therc is a 
progrcssi\'e incrcasc in thc arnount of D~A in BA·tre•m:d 
nuclc!i which doublcs at 15 h prcparing the cells to i:nter 
mitosis. Bars reprcscnt thc a\"erngc of D~A mcasurOO in 
300 nudci pcr samplc ( ±S.D.1. ~umbcrs are: without \\ith 
BA rcspcctl\ cly: J h. 1.2 ±0.06 and 1.4 ± 0.09: 6 h. /,:; =0.12 
and l.6zll.19: 10 h. 1.3±0.13 and 2.0±0.4: 15 h. l.5=0.25 
and 2.3:: IJ.36. 

irradiatcd samples ( 1 D) the nucleoli seem to be 
hcavily labcllcd (arrows1. lt has bcen reponed that 
BA stimulatcs a repair-type DNA synthesis in 3 h
inbibcd maize axes both ·r-irradiated und untreated 
(Zarain el al .. 1987). Whereas nuclear label in Figs 1 C 
and 1 E would be suggesti,·e of repair-type labelling. 
Fi•s 1 D and 1 F show hca\'\' labclline. more indicative 
u(replicauve rather than ~epair-typ'é synthesis. 

The amount of DNA present in 3. 6. 10 and 15 h 
imbibed axes with1without BA was estimated !Fi•. 2). 
lt was found that there is a progressi\'c increa5e in 

Figure l. ..\utoradiography o( maize axes imbibed fur U-3 
or 0-6 h in thc prcsc:ncc·absencc of bcnzyladi:ninc: 18 . .\I. 
~1aizc axes rcccivcd J h fmcthyl·JH) thyrnit..iinc:·pui~:i in 
thc pcriods of 0-3 (A-Bl or )-oh CC-Fi of imb1bitton in 
thl! prcscncc (B. D. F) ar abscnci: (A. C. E) of BA. Clmtrol 
axes 1A. B. C. D); ·¡-irraúiatc'd axes (E. F). (n controls A 
am.f C. labcl is poor and distnbutcd throughout thc L~IJ. 
\Vhcn BA 1s prcscnt. B and D. Jabcl t:onccntratl!S mainly 
in thc nucleus and at 6 h (DI thcre appcars to be labcl in 
thc nuclcoli (arrows). A scmimngcntial section of a nudeus 
shows label in thc nudcoplasm (arrowhead). Whcn y
irradialed axes are incubatcd in the prescncc of BA (fl 
label is localizcd mainly in the nucleus (semilangential 
scction in F}; compare to that of D (arrowhcads). Bar= 
5µm. 
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lhe amount of DNA in the cells of BA-lreatcd axes 
so that at 15 h the DNA conlcnl oi the cells had 
doublcd suggesting the presence of cells in the G2 
phase of thc ccll cyclc befare mitosis. lt is importanl 
to note lhat at 3 h of imbibilion maize cells have 
been faund predominantly in thc G 1 phase of the 
cell cycle (Ocllour. 1985): wc ha\c also found thal 
the nuclear DNA contcnt at 3 h is simiiar to thal of 
half-anaphases (2C) or carly G 1 cclls 1 resuils nol 
shown). Axes imbibed far 15 h without BA havc cells 
which exhibit onlv a small increasc in DNA contcnt. 
and 4C valucs ar~ reached bv 24 h ! not shown. Baiza 
et al .. 1989).These results wcre further corroborated 
bv measuring the mitotic index of cells of axes 
i~bibed with/without BA far 1 O. 15 and 24 h ! Fig. 3 ). 

Prophases start to appcar about 10 h following 
the start of imbibi1ion (as dctermined b,· chromaiin 
condensaiion and the abscnce of nudeolil in both 
with1without BA imbibed axes but there is alwavs a 
higher proportion whcn BA is prcscnl. By 24 h therc 
are more than 3 times as manv mitotic ñoures in BA 
lrcalcd axes than "ithout BA: thc frequ.ency of the 
various mitotic stages is prcsented in Table l. :\1ost 
mitotic cells are in prophase and prometaphasc. bu1 
a few prometaphascs and telophases can be seen. 
Mostly interphase and sorne prophase cells are ob
served in lhe control. Similar results 10 1hose de
scribed above were obtained when mesocotyl 
mcristcms \\·ere used. 

Discussion 

Benzvladenine siimuiates DNA smthesis in gcrmi
nating séeds (Galli. 1984: Zara in eÍ al .. 1987) "Und it 
has been proposed that this synthesis is either a repair 
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Figure 3. Mitotic indcx in maizc axes at differcnce times of 
imbibition in lhc prescncc (black barsl or abscncc (white 
bars) of BA. Numbcrs (with S.D.) are "'ithl\<ithout BA 
respcctively: 10 h. 0.8±0.2 and 0.5±0.l: 15 h. 1.2±0.1 and 
0.5±0.1; 24 h, 3.4±0.4 and 1.2±0.3. 

Table l. Frcqucncy of mítotíc figures in 14 h imbiberl maizc 
cmbryo axes IBA. bcnzyladcnine) 

Phasc No. of cells 
-BA +BA 

lntcrphasc 2964 2886 
Prophasc 36 72 
Promcrnphasc o 27 
Mctaphasc o 6 
Anaphasc o o 
Tclophasc o 9 
Mitotic indcx l.:!~~ 3.95% 

type (Zarain et al .. 1987) or an amplification type 
(Galli. 1984). The results presented in this paper 
suggest that BA also promotes the start of replica ti ve 
DNA svnthesis at earlier times during maize rrermi
nation than in control seeds. which start much later 
(by 15 h. Baiza et al .. 1989). The nuclei of cells of 6 h 
BA-trea1ed axes show heavv labelling (sorne of it 
apparently in nucleolil. whe¡eas non-BA 1re~ted tis
sues show scatter labelling throughout the cells. In 
y-irradiated axes there is also label present hut it is 
located lhroughout the cell whilst when BA is present 
the la bel appcars over the nuclei. although apparently 
not over nucleoli. At 3 h. the la bel over nuclei of BA
treated axes might represent a repair-type synthesis 
since it is very similar to that found in y-irradiated 
axes with/without BA tZarain et al .. 1987). y-lr
radiated axes were used since in these axes it is 
expccted to find an increase repair synthesis at times 
whcn no replication iakcs place in maize !0-6 h. 
Baiza et al .. 1989). Germination percentage in these 
axes dccreases with time of imbibi1ion due to the 
general damage caused by ·1-irradiation. although our 
evidence shows lhat BA increases the germination 
capacity of ;·-irradiated axes by 3-5 fald 1Zarain 
et al .. 1987). 

The comparative estimation of nuclear D~A per 
cell indicates that bv 15 h. cells of BA-lreated axes 
ha ve doubled lheir o.riginal 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 espccially at 24 h when axes are imbibed in 
the presencc of BA. with as many as three times as 
many mitotic figures present in BA treated as in non
BA treatcd axes al 24 h. 

We have reported that BA stimulates not only 
DNA synthesis but also nuclear DNA polymerase 
activity during maize germination (Vázquez-Ramos 
and Reyes, l 990). 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 G 1 
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stagc of ccll c\'cle is shoricncd jinc~ rhis "Stal!c has 
beeñ considcr~d 10 be a regulutur) poi ni 1 P.1rdec. 
1989). lt is tempting to specula1c thu! B..\ promotes 
thc uctivity or pro1eins tha! modulatc thc cell cyclc. 
espccially since !he presence of cell cycle con1rolling 
kinases such as CDC~ have heen recently demon
strated in severa! pbnt systems dohn , 1 al .. 1990). 
\Ve urc currcntly pursuing im·cstigutions into thcst! 
protcins in maize. 
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D I S C U S I O H 

A partir de que en 1956 se postula a las citocininas como 

promotoras de la división celular CMiller et al., 

de evidencias han orobado oue este f itorregulador 

1956), una serie 

está. además, 

interviniendo en una oivers1dad oe eventos metabol1cas y/o 

fisiológicos durante el ciclo vital de los vegetales. 

En uno de los primeros traoaJos reali=ados con c1tocin1nas se 

seRaló que existía un incremento en el conten100 de DNA al agregar 

este fitorregulador a te,í1do medular de N. tabacwn. <Das et al., 

1956). Investigaciones posteriores indicaron aue se 

un incremento tanto en el contenido de ARN como en el 

anadir las citocininas a diferentes teJidos vegetales 

& Kulaeva, 1977; Galli, 1984; Naito et al., 1978; 

Yokoyama et al., 1980, 1981). 

manifestaba 

oe DNA al 

CMikulov1tch 

Tsuji, 1979; 

Si bien es claro que se incrementa el contenioo de DNA al agregar 

citocininas, 

este efecto 

no se saoe con precisión a qué 

Crev. por Vázauez~Ramas & Reyes, 

puede 

1989). 

carresoander 

Zara1n y cal. 

(1987) encontraran oue la BA estimula preterenc1almente la 

sintesis de DNA de t100 reoara~1vo en ejes embr1onat'1os de maiz a 

3 horas aespues de la imo101c1ón. En concordanc1a con las datas 

anteriores Galli 11984) seKala que existe un incremento en la 

sintesis de DNA nuclear en cotileoones de sandia cuando se agrega 

la BA, síntesis que no corresoonde a una de tipo replicativo. 

Además posteriores estudios de nuestro grupo de trabaJo se"alan 

que se incrementa la s1ntesis de DNA asi como la actividad de la 

DNA polimerasa nuclear. 
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En el presente trabaJo, con los estudios citólogicos comorobamos 

oue la BA estimula durante las primeras horas de la germinación (6 

hl, la incorporación de timidina 3 cHJ hacia el núcleo, lo cual 

posteriormente promueve división celular del tejido meristemático 

!artículo anexo); resultados similares han sioo obtenioos en 

meristemos de Sinapts <Houssa et aL .. , 1990). Los anteriores 

resultados comorueban que la BA está promoviendo la división 

celular; sin embargo, como na sido se"alado anteriormente, la 

estimulación temprana en la sintesis de DNA pareciera no ser 

debida a síntesis de nueva polimerasa IVázouez-Ramos & Reyes, 

1990). Con la idea de profundizar en el posible mecanismo oue 

pudiera estar involucrado en este fenómeno decidimos evaluar la 

actividad de enzimas que mooifican covalentemente a oroteinas aue 

intervienen en el metabal tsmo del DNA. 

Una de tales enzimas es la ADP-Ribosil polimerasa. Encontramos 

que en los eJes embrionarios imbibidos en presencia de BA, la 

actividad de la ADP-ribosil oolimerasa muestra mayor activioad, 

con respecto a la del control. Esto podría sugerir aue una alta 

actividad de la ADP-ribosil Polimerasa a las 6 horas sería 

indicativa de eventos aue ~1enen aue ver con la reoaracicn y/o 

replicación del DNA. Par·a los ejes embr1onar1os no ~rataaas. la 

mayor actividad de la ADP-ribosil Polimerasa es a las 12 horas lo 

que indicaria aue la slntesis replicativa de DNA se in1c1a más 

tarde. Resultados similares a lo aoui se"alado han sido oecritos 

por Grey & Bryant íl984) quienes trabaJando con chicharo 

analizaron el comportamiento de la ADP-ribosil polimerasa durante 

la germinación. 

Asimismo, es conocido aue la fosforilación de orote1nas que está 

relacionada con diversos eventos metabólicos entre los que se 

encuentra la regulación del ciclo celular IFabisz-KiJowska et al., 

1987; Hunter, 1987; Chiatante et al., 1987; Trewavas & Blowers, 

1990). En este mismo sentido, una cascada de eventos de 

fosforilación parecen llevarse a cabo previo a la fase S del cicla 
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celular y pueoen escar meoianoo la activación oe las enzimas 

responsables de la reolicación del DNA IDunohy and Newport, 1988¡ 

Cyert & Thorner, 1989; Maller, 1990¡ Freeman & Donoghue, 19911 

Particularmente, nuescros resultados muestran aue los ejes 

embrionarios embebioos en presencia de BA tienen un incremenco en 

la fosforilación de oroteinas conforme avan=a la germinación, 

asoecto que pudiera se~· aeoida a oue se están act1vanao elementos 

que intervienen en este fenómeno. De hecno ex1s~en 01versas 

evioencias, en estos siscemas de estudio, que muestran que previo 

a la replicación del DNA se fosforilan varias en=imas que 

participan en ella, incluyendo la DNA pol1merasa (Ackerman at al., 

1988; Cripos-Wolfman e! ac., 1989; Radtke & Untereqger, 1988; 

Donalson & Gerner, 1987; ~.rauss et al., 1987; Kaiserman et al., 

1988). 

Asi, la fosfor1lación de proceinas 

inicial para que las celulas de los 

pudiera ser un mecanismo 

eJes embrionarios de maiz 

puedan salir del estaco G1. en el que se encuentra la mayoria 

(Deltour, 1985; Ba1za et al .• 1989) y promover la activación de 

proteinas resoonsables de la reolicac1ón del DNA. AL!n mas~ es 

conoc1ao que duran"T;e La Tase G1 no se requiere de la síntesis de 

proceinas para avanzar hacia la G1 tardía punco en el que s1 es 

necesario la s1ntes1s d& novo (cf. Gauthier-Rouv1ere ec al., 

1991), por lo que la fase G1 es un escadio de control del ciclo 

celular que mayori car1amente se ve afectaao oor señales 

extracelulares !Pardee, 19891. 

Ahora bien. una vez iniciada la reolicación del DNA, ésta tiene 

que terminar y haber duolicado fielmente el genoma para que pueda 

llevarse a cabo la división celular. Nuestros resultados muescran 

que las diversas fases de la división celular se encuentran en los 

ejes embrionarios imbibidos en BA a tiempos más tempranos que los 

no tratados CFig. 3 y Tabla Il, por lo que podemos sugerir que ha 

habido una completa replicación del DNA que pérmite a las células 
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dividirse. 

Los datos anteriores permitieron estudiar si la BA estaba 

involucrada en la activación de c1nasas espec~ficas para la 

división celulat'. Los catos del curso de reacción del ensayo para 

cinasa independiente de Caz+ mues•ran aue a las 24 horas de 

imbibición con BA se alcanza una actividad alta <Tabla V). 

Particularmente la cinasa que se ha reportado como involucrada en 

la regulación ae la división celular de celulas animales 

cinasa indepenaiente de Caz• p.34cdc2' <11uray & l<irscnner, 

es la 

1989; 

Dore, 1990; Nurse, 1990>. 

prote1na de las mismas 

Se logro detectar oor inmunoblot una 

caracter1sticas de la p34cdc 2 en las 

diferentes tiemoos de imbibición IFig. 91. El hecho interesante 

es aue al hacer el inmunoblot, se reconoció un doolete en la 

muestra de Z4 h de 1moibición en presencia ce 8A, lo cual se ha 

sugerido que pudiera corresoonder al es•ado activo de 

p34cdcZ (Solomon e! aL." 1990; Nishita.ni ec. el., 1991). 

la cinasa 

Si bien 

la antet'ior no ha s100 evaluaao en vege~ales. los datos obtenidas 

por diver~os lnvestigadares utilizando sistemas vegeta.les muestran 

una serie de oanaci.s sobre la de 34 kD en las fracciones en que se 
,-,..;-;;;:, 

ercuentra la mayor activioaa de la c1nasa tioa p34-~--, lo cual 

pudiera indicar mooificaciones del estaco ac~ivo de es~a cinasa 

<Feiler<<Jacoos. 1990; Johnet al., 1990). 

Los anteriores resultaoos sugieren que la BA promueve ia div1s1ón 

celular concom1cantemente a t100 

p34cdc2', sin emoargo no conocemos s1 ~s'ta c:orresoonae a s1ntesis 

de not.10 de le en::1ma o a su activacicn oar otras proteinas, como 

es el caso para celulas animales. 
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e o N e L u s I o H E s 

Podemos seffalar que la citociriina sintética Benz1l-aden1na está 

estimulando los siQuientes eventos: 

La incoroorac1on oe timiOina ( 3 Hl en el nticleo de células de 

ejes embrionarios de maiz, 

nuclear. 

lo cual involucra síntesis de DNA 

La activioad de la enzima ADP-ribosil Polimerasa a tiempos 

en donde se lleva a cabo la reoaración y/o replicación del DNA. 

La fosfor1lación progresiva de proteinas conTorme transcurre 

el t1emoo de imbib1cion. 

La estimulación de un 

1ndeoendientes de Caz•. 

tipa de proteinas-cinasas que son 

·En el Qruoo de c1nasas independientes de Caz• se encuentra la 

proteína p34cdc.2, la cual es imoortante en la reQuiac1on de la 

pr0Qres1ón del ciclo celular. 

Interesan~emente. la BA pareciera estar involucrada en el 

mecanismo que oudiera estar activando la cinasa p34c::i.c;.2 y de esta 

manera promover la división celular. 
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