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I ntroduccion.

La formacién de las eemillas es esencial para la supervivencia y
dispersién de la mayoria de las especies vegetales.

Aproximadamente un 70% del alimento viene direct te de

las semillas.
Las sgemillas mAs Limportantes cultivadas por el hombre para la

alimentacidén como fuente de carbohidratoc son los cereales, como el mafz,

Malz (Zea mays):

Planta graminea monSica de la familia de las angiospermas, de
tallo macizo, flores masculinas en racimos terminales y flores femeninas en
espigas, con granoe gruesos y amarilloa.

oOriginaria de América del Sur,la composicisn del grano de maiz es
la siguiente:

Principales aminodcidos presentes:

Lipidos 4% Ac. glutémico 26%
Proteinas &% Leucina 19%

Almiddn 74% Alanina 108

Su grano es muy nutritivo y ademis utilizado industrialmente, su
aceite Be utiliza en la alimentacién y en 1la preparacién de barnices,
margarina y jabones,por su alte ‘contenido de almidén se utiliza como materia
. prima para su obtencién y para la produccién de alcohol.

Por esto la importancia de realizar estudios en torno de 6l.
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Figura #1: Estructurade una semiila de maiz,



Semillas.

2) Estructura (Mayer & Poljakoff-Mayber, 1989 (a)).

Una semilla ver as morfolégi compleja, conteniendo

tejidos de diferente composicidn genética.

Existen tres estructuras b&sicas: embrién,endospermo y taesta
{(Figura #£1}.

La testa forma la barrera ontre ei embrién y su medio ambiente, su
permeabilidad al agua y a gases le da un papel importante para que se lleve a
cabo la germinacién, ya que si se bloquea la entrada de agua, la germinacién
no pueda ocurrir.

El endospermo puede peraistir como tejido de almacenamiento, que
contiene materiales que- utilizarf el embriSn durante 1la germinacién; o

alt 1 e puede d parcial o totalmente, quedando como un %ejido
rudimentario particularmente en aquellos casos en los que los cotiledones
sirven como 6rgancs de almacenaje.

El embrién est& constituido por el eaja embrionario que se
desarrollari en la nusva planta, y por hojas seminales o cotiledoneas; en el
caso do las monocotileddéneas como el mafz cuentan con un cotiledsn, que forma
el escutelo alrededor del cual 8e encuentra una capa de células denominada
aleurona, la cual es muy importante durante la germinacién de la semlilla; en
un extremo del embrién se encuentra la radficula que formari la rafz de la

planta; el otro extremo, la pliémula, formard el tallo y las hojas.

b) Composicién (Mayer & Poljakoff-Mayber, 1989 (b)),

Los principales materiales de reserva acumulados en los tejidos de
almacenaje de las samillas son: carbohidratos {azGcares, olige y

pelisacAridos), proteinas, lipidos y minerales, especialmemte fosfatcs.



Los carbohidratos se almacenan de diferentes maneras:

wComo granos de almidén, en leucoplastos; wwcomo componentes de
la pared celular; mcomo hemicelulosa y otros polisaciridos.

Las proteinas de reserva se acumulan en cuerpos proteicos.

Muchas semillas almacenan lipidos como reserva principal de
carbono y energfa.

El foefato almacenado por las semillas se encuentra como fitina,
que es la sal de calcio y magnesio del hexafosfato de inositol. Esta ae
acumula en 1os_cuerpcn proteicos. El f6&eforo es liberadc de la fitina por
hidrélisis enzimitica, esta hidrSlisis ademis libera calcic y magnesic (Reddy
et al., 1982).

Adem&s de los compueetos principales mencionadce, las semillas
contienen una gran cantidad de otras sustanclas como alcaloides, pigmentos,

compuestos fenblicos, vitaminas y fitohormonas.

¢) Desarrollo (Mayer & Poljakoff-Mayber, 1989 (c)).

El desarrollo de una semllla inicia con la fertilizacidn del Svulo
Y sigue una serie de eventos embriogénicos que finalmente formardn una
semilla.

Se distinguen cuatro etapas en el desarrollo de una eemilla:
1)Histodiferenclacién. En la cual se forma la semilla; 2)Maduracién. Durante
la cual el embridn alcanza su tamafio miximo y se acumulan la mayoria de los

materiales de reserva; 3)D ién; 4)Qui a. La gemilla estd lista para

germinar.

La maduracién de las semillas est§ estrechamente relaclonada con
la desecacién. La mayoria de las semillas madurae contienen de un S a un 10%
de agua; @l embrién es aparentemente tolerante a la deaecacién.

La mayoria de las semillas maduras (al final del segundo estado}
no germinarin si no pasan por una etapa de desccacién previa. Eate cambic de
comportamiento después de la desecacién, estd acompaiado por un cambic en la
naturaleza de las protefinas sintetizadas, por lo tanto el perlodo de
desecacién parece ser en muchas semillas una etapa esenclal para el desarrollo

(Kermode & Bewley, 1986).



Germinacién,

a) Definicién,

La germinacién fué definida por Evanari (1957) como un proceso
limitado por la inanicién de la hidratacién y el inicio de la elongaclén
radicular. Esta definicién ha aido adoptada por aquellos fisi6logos que estén
de acuerdo en que una semilla ha germinado cuando su radicula ha atravesado

los recubrimientos de la semilla y en el caso de los embriones aislados,

do han a elongarse.

Varios autores (Rollin,1975; Tissaoui and Céme, 1975) han mostrado
que el proceso total de la germinacién tiene lugar en tres fases sucemsivas:
imbibicién, germinacién sensu stricto y crecimiento.

Los primeros dos eventos, imbibicién y germinacién sensu stricto
son considerados eventos tempranos de la germinacidn y el crecimiento como
evento tardio,

La imbibicién corresponde a la toma de agua por las semillas y
estd determinada por tres factores: la composicién de 1la semilla, la
permeabilidad de las cubiertas de la semilla y la disponibilidad de agua en el
medio; la toma de agua es réplda durante los primeros sesenta minutos y ocurre
tanto en semillas viablea como en no-~viables; despufas de este tlempo la
actividad metabSlica del embrién aumenta y el consumo de agua es por lo tanto
resultado de esta actividad (Vertuccl et al., 1987). El aumento de humedad
reestablece la actividad fisiolégica de organelos, entre ellos sistemas
membranales, mitocondrias, nicleo, polisomas, macromoléculas, Acidos nucleicos
¥ enzimas necesarias para que la respiracidén, la cual en semillas secas es
muche mds lenta, se incremente produciendo por lo tanto el ATP necesario para
los eventos germinativos y de crecimiento. La velocidad de entrada de agua es
muy importante para que la reestructuracién de los componentes del embrién sea
de una manera ordenada y controlada, evitindo asi dafos durante el proceso
(Puke, et al., 1986).

La germinacidn sensu stricto es la verdadera fase de germinacién.
Es un proceso de activacién del embrién, el cual no est& acompaflado por ningln
cambio morfoléSgico aparente; més sin embargo, varios eventos ocurren, como

sintesis de proteinas, de RNA y reparacién del ADN nuclear.



El crecimiento est& marcado por el principioc de la elongacién de
ia radicula y por un cambio nignificativo en el estado fisiolSgico que esn
resultado de la expansidén celular, replicacién del ADN y por lo tanto de las
divisiones celulares y movilizacién de reservas (Osborne, 1983). En algunas
samillas la divisién celular precede a la elongacién, mientras que en otras ee
ha observado lo contrario (HBerlyn, 1972).

Ha sido c¢laramente mostrado {Céme, 1980/1981,1982) que la
germinaciébn sensu stricte y el crecimlento son fenémenos de diferente
naturaleza y que no involucran los mlismos mecanismos requlatorios.

Cada uno de los eventos anteriormente nombrados presenta etapas
potenciales de control, en las cuales pueden operar deferentes sistemas de
ragulacién.

La fase crucial del procesc de germinacién, es la germinacién
gensu stricto, ya que de esta fase depende que se pueda dar el crecimiento y
f£inalmente se forme una planta.

El momento exacto en el cual termina la garminacién y comienza el
crecimiento es diffcil de eatablecer; e=t. ha provocado diferenclas en la
daefinicién de germinacién, principalmente por que ee asmocia con la protrusidn
de la raiz en la semilla, el cual es en realidad un resultado del crecimiento.

Kuestro grupo de investigacién conasidera a la germinacién como
todos los procesos que 8¢ llevan a cabo en una semilla deede la toma de agua
(imbibicién) hasta el momento pravic a la aparlci6n de las primeras divisiones

celulares, es decir la germinacién sensu stricto.

b) Proceso.

El que se dé o no la germinacién y el cémo se d& estd regulado
tanto externa como ilnternamente.

Externamente influyen factores ambientales apropiados, como la
disponibilidad de agua, luz, oxIgeno, algunos quimicos y la temperatura. Estas
condiciones varfan de acuerdo con la especie y variedad de planta y estén
determinadas tanto por las condiciones que prevalecieron durante la formacisdn

de la semilla como por factores hereditarics.



Internamente la germinacién estd influenciada por los eiguientes
controlest
®genético: Seleccién de la informacién que se va a expresar.
worganismico: Mediado por estimulos generados como resultade de la
organizacién que han alcanzado las células en un organismo; woOtros
controles: Capacidad de respuesta de las células a diferentes
estimulos, balance entre las concentraciones de sustancias

estimuladoras e inhibidoras (fi )} e i en

su gitio de accién.

La germinacién es un proceso complejo que involucra la lnteraccién
da varics tejldos diferentes y de distintoa procesos bliogquimicos y bloffsicos
en estos miemos tejidos,

c) Metaboli durante ln germinacié

Inicialmente las semillas durante la imbibicién plerden muchas
sustanclas incluyendo electrolitos, compuestos de bajo peso molecular y aan
proteinas, Esta pérdida cesa - gradualmente, debido aparentemente a ‘1a
reparacifén de las membranas celulares (Marbach & Mayer,198S).

El metabolismo y por lo tanto’ la tasa de respiracién de una
semilla seca es muy bajo y aumentan paulatinamente mientras la semilla se va
hidratando (figura # 2)(Spragg & Yemm, 1959). La germinacién es un procesc que
requiere energia y es por. lo tanto dependiente de la respiracibn., Este proseco
es fécilmente observable durante la germinaclién.
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d)Metabolismo de los Acidos Nucleicos durante la germinacion.

ADN

Lag propledades del ADN aleslado de semillas secas diflere del
extraido de embriones germinadeos {Chen & Osborne, 1970). El ADN de las
semillas scecas es muy resistente a condiciones advarsas como calor o©
deshidratacién. Poco se sabe hasta ahora de sus propiedades.

La relacién histonas/ADN cambia durante 1la germipacién en
embricnes de cacahuate (Grellet et al., 1977); estos cambios podrian eatar
relacionados con los cambios propuestos en la actlvidad transcripeional
durante la germinacién.

Durante la germinacién Be presentan también camblos cuantitativos
y cualitativos de proteinas no-histonas en la cromatina.

Aunque la sintesis duplicativa del ADN se detecta primordialmente
tarde durante la germlnacidn, {(aproximadamente a las 15 horas después del
inicic de la imbibicién en sjes embrionarios de malz (v&zquez-Ramos & Lépez,
1987)), 8@ cbserva una sintesis apreciable de ADN anterior a la sintesis de
protefnas (Macry et al., 1972). Esta sintesis temprana es debida a 1la
reparacién del ADN que se dafié durante el almacenaje de las aemillas (Osborne
et al., 1984; azq & O 1986; Elder et al., 1987). Por é&sta

razén esta reparacién inmediatamente después de la imbibicién, es de gran
importancia en los procesos posteriores de divlisidn celular y crecimiento.

Esta reparacién involucra la actividad de una ADN-ligasa, esta
actividad aumenta muy répidoc inmediatamente después de la imbibicién en
embriones freacos de arroz y es la misma que posteriormente trabaja durante la
duplicacién del ADN (Elder et al., 1987). AdemSs, durante la germlnacién se

incrementa la actividad de la ADN-polimerasa.

ARN

Laes Bsemillas maduras contienen ARN mensajeros de larga vida

la embriogé is, cuyi traduccién no se llevé a cabo en eoe

momento, probablemente por regulacién hormonal (Ihle & Dure,1972). Algunos de

estos ARN mensajeros al o son dadi rapi s, mientras gque

otroa son traducidos (Dommes & Van de Walle, 1983).



SSlamente unas pocas enzimas de las involucradas en el metaboliasmo
del ARN han eido estudiadas en detalle. Una de ellas la ARN-polimerasa pareca
estar preeente en semillas secas, y se ha encontrado que au actividad aumenta
anteriormente a la sintesis de ARN en la germinacién (Sugita, & Sasaki, 1982).

La seintesis de ARN y la formacién de polisomas ocurren muy
temprano durante la germinacidn (Waters, & Dure, 1866).

Otras formas esenciales de ARN para la sintesis de proteinas como
ARN ribosomales 'y ARN de transferencia se encuentran en semillas secas y son
formados también muy répidamente en al inicio da la germinacién (Galau, &
Dure, 1980/81).

Sa ha demostrado gque durante la germinaci6én ee aumenta la
actividad de las amlinoacil-tARN sintetasas (Anderson & Fowden, 1970).

€) Metabolismo de proteinas durante la germinaciéon.

S&nchez-Martinez et al., (1986) siguieron la regulacién de 1la
expreslén genftica en embriones en desarrolle de mafz desde los veinte dias

después de la polinizacién hasta la total ién y los
temprancs de la germinacién. Ellos identificaron tres grupos de polipéptidos:

wmpolipéptidos presentes en el embrién en desarrollo, algunos de loa

cuales no pueden ser detectados en semlillas maduras secas,

mientras otros persieten aGn durante las primeras dos horas de

imbibicién y desaparecen después de ocho horas.

mpolipéptidos ausentes en embriones jévenes, pero que ee formaron
durante su maduraciSn. Algunos de estos son de vida corta y no se
encuentran en la semilla. seca, mientras otros persisten por

diferentes tiempos durante las etapas iniclales de la germinacién.
wmEl grupo de polipéptidos que est&n ausentes en el embrién en

desarrollo y en la semilla seca y est&n presentes solamente

durante la germinacién.
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Perg, (¢cufiles son las gellales que determinan que los ARN

mensajeros pre-existentes sean o no traducidos y cuales las que promuevan la

ipcidn y i6n especifica de genes de germinacién?. No se conoce
adn, pero, hay evidencias que indican que el paso de desecacién pravio a la
imbibicién juega un papel importante para el cambio en el patrén de sintesis
de proteinas de uno de proteinas de reserva a aquél de protefnas
caracteristicas de la germinacién (Bewley, 1982; Kermode et al., 1986).

Fitorreguladores.

Las células de vegetales superiores son capaces de interactuar de
diversas formas; estas interacciones son mediadas por diferentes mensajeros

quimicos, como los fltorreguladores (Letham, 1978).

8) Definicion,

Loas fitorreguladores o fi a8 gon

P que se
comportan como activadores, inhibidores y/o comunicadores que actGan
generalmente de manera indirecta regulando el crecimiento, desarrollo y
metabolismo vegetal de modos especificos y a muy bajas concentraciones (Moore,
1979).

Estos compuestos son moléculas relativamente simples,
particularmente comparadas con los esteroides activos en tejidos animales.
Contienen ralativamente muy poca informacién intrinseca como para ejercer al
amplio espectro de efectos que han eido observados en la germinacién y en el

metabolismo vegetal, por lo gque se pliensa que deben interactuar con otras

moléculas y modificarlas, d de que finalmente
produzcan respuestas pleiotrSpicas; aunque algunas pueden actuar directamente
a nivel genético, como inductores o represores de la transcripcién de algunos
genes., ’

Las fitohormonas tienen diferentes efectos en distintos tejidos, a
diferentes tiempos y concentraciones, por lo que 8su disponlbilidad en
determinadoc momentc se relaciona con su actividad; esta disponibilidad esti

regulada de diversas maneras: por sintesis, por transporte hacia o desde un

11



lugar, por modificacliones, almacenaje o destruccién. Asi que los efectos de
los fitorreguladores est&n mediados por el metabolismo y por la capacidad de
las células para responder a estos en determinado momento. Esta capacidad de
respueata depende de la sensibilidad de las células y puede variar durante el
desarrollo y como respuesta a sefiales externas (Traewavae, 1982),

Existe suficiente evidencia para establecer que las fitohormonas
son muy importantes para el control de la germinacién.

Las fitohormonas conslderadas como inductoras o inhibidoras de la
germinacidén de semillas son las auxinas, giberelinas, &cido absclsico (ABA),
citocininas y el etileno (Figura #3). .

se han reportado proteinas que wunen a las fitohormonas
especificamente, estas protefnas podrfan actuar como Bus receptores (Libbeng
et al., 1985; Stoddart, 1986; Hornberg & Weller, 1984; Venis, 1985; Hall,
1986} .

La bfisqueda del mecanismo molecular por el cual estas fitochormonase
actGan, ha llavado al encuentro de otras moléculas involucradas en su accién
de lo cual se han desarrollado dos propuestas:

Una es que las poliaminas, las cuales se incrementan en tejidos de
plantas tratadas con auxinas, giberelinas y cltocininas, podrian actuar como
“segundeos mensajercs™ de estas hormonae (Galston, 1983).

La segunda propuesta es gque la pequefia proteina calmodulina esté
de alguna manera involucrada en el mecanismo de accién de las hormonas, esta
proteina cuando forma complejos con calcio, estimula la actividad de una gran
cantidad de enzimas de cé&lulas eucaribticas. En plantas esta proteina se ha
enceontrado en el citoplasma, cloroplastes y en el nficleo asociada a la
cromatina (Jarrett et al.,1982; Matsumoto et al.,1983).

Han comenzado a surgir reportes gue relacionan al complejo calcio-
calmodulina con la secuencia de eventos entre la accién primaria de las
fitohormonas y la expresifn morfolSgica de los efectos reguladores hormonales.
Sin embargo, se necesita m&s investigacién para definir claramente la
intervencién del complejo calcio~calmodulina en el mecanismo hormonal en las

plantas.
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b) Generalidades, sintesis y I

Auxinas;

La auxina mis importante es el &cldo indolacético {IAA), el cual
se sintetiza de varias maneras, iniclando con la ruta del shikimato (MLflin &
Lea, 1977), por sintesis de novo del anillo indol (Mockaitls et al., 1973), o
a partir de triptofano, con la triptamina y el indol-3-acetaldehido como
intermediarios (Miflin & Lea, 1%77).

El IAA en las semillas se encuentra libre y conjugado formando
ésteres: arabinésido da IAR, IAA-mic~inositol, arabinésido de IAA-mio-inositol
{Epsteln, et al., 1980). Estos compueatos son considerados como precursores
del IAA activo, el cual durante la germinacién es liberado enzimiticamente y
prokablemente traneportado a la punta del coleoptilo. El IAA libre y el IAA-
inomitol son metabélicamente interconvertibles (Hangarter & Good, 1981).

El nivel de IAA en lan semlllas es regulado por transporte desde
el endospermo, hidr6lisis de loa conjugados y por su oxidaci6n; ademis de

sintetizarse de novo durante la germinacién.

Giberdinas;

Lae giberelinas son una gran familia de &cidos diterpénicos; hasta
ahora se conocen 72 diferentes giberelinas de las cuales 61 han aldo
encontradas en plantas superiores y m&s de la mitad en semillas (Albeone, et
al., 1984). Adem&s se han identificado una gran cantidad de sus conjugadoe. El
nivel de giberelinas fluctda durante el desarrollo de una semilla, asi que es
dificil relacionar directamente el desarrolle con un nivel dado de
giberelinas.

Su sintesis ha sido blen estudiada; existen tres rutas separadas
para su sintesis que comprenden diferentes giberelinas intermediarias, de las
cuales algunas son activas y otras no (Crozier, 1983). Las semillas tienen la
capacidad da interconvertir las diferentes giberelinas; estc les permite
regular el nivel de giberelinas activas cuando sea necesario.

Las giberelinas m&s activas en:plantas superiores son GA, , GA, ¥y

GA,,,



Cltociniuas:

Las citocininas se definen como aquellos compuestos que en
presencia optima de auxinas, inducen la divisién celular o citocinesis, de
donde se deriva su nombre (Miller et al., 1955).

La primera cltocinina identificada fu& la zeatina, extraida da
semillap de mafz (Letham, et al., 1964). Las ;:Ltoc!.ninas hasta ahora
caracterizadas son adeninas sustituidas: zeatina, isopentanil adenina,
isopentenil-adenosina y sus derivados; estes se encuentran como conjugados: De
ribosa: ribosil-zeatina, ribosil-dihidrozeatina (ZHR); de glucosa: glucSeido
de zeatina; y de ambos azlicares: ribosll-zeatin-gluc&sido, Otras mis son
producto de la reduccién de la zeatina, como la dihidro-zeatina. »

En el metabolismo da las citocininas hay dos enzlmas principalesa:
la AMP-A*-isopentenil-transferasa o citocinin~sintetasa que actlla durante su
sintesis y la cltocinin-oxidasa que interviene en la degradacién de la zeatina
a adenina y adenosina (Whitty & Hall, 1974},

Los pustituyentes O-glucoeidicos de las formas conjugadas evitan

la degradacién por la citocinin-oxidasa de la cadena i ide sustituy
(Parker et al.,1978).

Las citocininas son interconvertidas de sus formas inactivas
{conjugadas) a osus formas Aactivas por mecanismoe desconocidos(Van Staden,
1973) y el equilibric entre estas difiere en diferentes estados del desarrollo
{Hewett & Wareing, 1973).

Adem&s se han identificado algunas citocininae en algunos tipos de
ARN de transferencia de loas gue se liberan por hidrélisis (Burrows et al.,
1971) .

Existen derlvadom eintéticoe de 1la cinetina donde el grupo
furfurllo es remplazado por otros grupos, como la benciladenina, los cuales
tienen también actividad de citocininas. :

Las citocininas son secretadas por el eje embrionario (Ilan &

Gepstain, 1981).

Los niveles de citocinas ee i mar el
desarrollo de las semillas, principalmente cuande los tejidos eest&n creciendo
muy activamente (Pinfield, & Stobart, 1972). Este efecto es consistente con la

idea del papel de estae en el control del crecimjento celular.
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La presencia de ABA ha sido reportada en mucham semillas y frutaas.
Ha sido obtenido también de diferentes semillan inmaduras, en forma libre y
conjugada como glucosil-éster y glucésido. Tanto la forma libre como las
formas conjugadas se encuentran en el embrién y en el endospermo (Millborrew,
1974) .

Su racién t el desarrollo de la semilla,

alcanzando uno o dos picos, y declina r&pidamente durante la desecacién de la
semilla,

La ruta de sintesis involucra la transformacién de &cido
mevalénico e lsopentenil-pirofosfato a ABA (Popjdk & Cornforth, 1966).

El metabolismo de ABA es complejo y comprende su conjugacién, su
inter i6n y i6n (Walton, 1980/81).

Etileno:

Lae eemillas son capaces de producir etileno; su produceibn
aumenta durante la Imblbicién. Su sintesis se lleva a cabo taeniendo como
precursor metionina, la cual es convertida a S-adenosil metionina y
posteriormente a &cido l~amino ciclopropano-1 &cido carboxflice (ACC) pm.“ la
Acc-gintetasa; este ACC es el intermediarioc inmediato del etileno (Adams &
Yang, 1979).

El stileno es mestabolizado en las semillas, pero no es claro ai
este metabolismo es indispensable para que pueda actuar como una hormona

{sanders et al., 1986).

¢) Efectos de los fitorreguladores.
Aurzinas:
Los efectos de hormonas del tipo IAA en la germinacién han

provocado deade hace tiempo controversia. Numerosos estudios han proporcionado
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resultados ambiguoa, observéndose estimulacién o inhibicién dependiendo de la
concentracién de IAA y del tipo de semilla usada.

Las auxinas se caracterizan por su habilidad de promover 1la
elongacién de embrionas crecidos en la oscuridad,

Seglin Jones y Prasad, 1992; durante los primeros minutos después
del tratamiento con auxinas se aprecian dos respuestas medibles. Una de estas
es la acidificacién del espacio intermedic entre la pared celular y la
membrana plasm&tica, esta acidificacién est& estrechamente correlacionada con
los cambios en la extensibilidad de la pared celular. La otra respuesta ripida
es un cambic en el nivel de algunos tranacritos. Ambos procesos aon

importantes para la elongacién:

Cambios en la pared celular: El mecanismo bioquimico de ruptura de
la pared celular durante la elongacién no es claro; sin embargo, las auxinas
modulan la actividad de la ATPasa asoclada a membrana. La induccidén de aesta
actividad tiene dos consecuencias: Hiperpolarizacién de la membrana, y 1la
disminucién del pH del espacio entre la pared celular y la membrana
plasmitica; esta acidificacién puede provocar la ruptura de la pared celular
por dos mecanismos:

a)Que los protones directamente rompan los enlaces sensibles a pH

bajo con o entre los polimeros de la pared.

b)Que la disminuclén del pH active anzimas hidroliticas que rompan

estos enlacen.

Ninguna de estas suposiciones pueden ser apoyadas por evidencia

experimental directa.

Activacidén genéticas El segundo efecto inmediato de lae auxinas es
la estimulacidén de la transcripcién de algunoe genaes; eate efecto puede tener
como finalidad mantener la pared celular para evitar adelgazamientos de esta
durante la elongacién, esto podrfa llevarse a cabo a través de la sintesis de
enzimas . importantes en el metabolismo de la pared celular, y de otras
protainas como: proteinas ribosomales, protein-cinasas, calmodulina, proteinas

de unién a auxinas {ABP's), etc.
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En la mayoria de los casos el papel de estas proteinas en al
crecimlento se desconoce; ain embargo, las caracteristicas de las sacuencias
que codifican para algunos de estos mensajes los agrupan en una familia de
genas involucrados en el crecimiento madiado por auxinas, los cuales se han
denominado SAUR (pequefias secuencias estimuladas por auxinas).

Es probable gue adem8s del crecimiento celular, algunos de estos
genes estén también involucrados en otros eventos como cltocinesis y
diferenciacidn celular (Gea et al., 1991; Van der Zaal et al., 1987).

Jonea & Prasad (1992) explican la diversidad de loas fendmenos
desencadenados por el tratamiento con auxinas mediante la accién de receptores
especificos, uno nuclear y otro localizado en la membrana plasmitica que
desencadena la acidificacién de la pared celular.

La anterior hipStesis se apoya en el descubrimiento de dos
proteinas de unidén a auxinas {ABP) que pueden actuar como BuB raceptores, una
de 22-kilodaltones (KDa) que se localiza preferencialmente en el reticulo
endoplésmico y en membrana plasmitica; y otra proteina de 65-kilodaltones que
tiene una localizacién nuclear.

: En la elongacién pueden participar ambas ABPsg, mientras que en la
maduracisén y diferenciacién puede estar Ainvolucrada la ABP de 65-kDa
principalmente. Esto hace pensar también en una modulaciSn de la respuesta por
fluctuaciones en la cantidad y localizacién de receptores.

Hay una interrelacién entie el calcio y el mecanismo de accién de
las auxinas ya que la concentracién endSgena de calcio est& regulada por
&stan. La aplicacién exégena de auxinas provocan la salida de calcio de los
microsomas hacia el citoplasma, lo gue produce un cambio en la velocldad de
las reacciones dependientes de calcio y calelo-calmodulina (proteina

acarreadora de calcio}.

Giberelinas:

El &cido giberélico estimula la germinacién de las semillas en la
oscuridad (Khan et al., 1956). Aungue los efectas del &cido giberélico (GA)
parecan ser wvimilares a aquellos producidos peor la luz, algunas evidencias
apoyan la idea de que su modo de accién no es ldéntico (Ikuma & Thimann,

1960).
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Las giberelinas son capaces de romper la latencia en algunas

aemillas. Durante 1la Interrupcién de la dormancia, se ha reportado

4 un en el nivel de giberelinas (Frankland & Wareing,
1966) .

El tratamiento de semillas de ceraales con GA induce rapidamentae
la hidrélisis de almiddn en el endospermo, la hidrélisis de protefnas en la
capa de aleurcona y la aparicidn de foasfato libre (Paleg, 1962}).

Por mucho tiempo el punto de vista aceptado del modc de accién de
las giberelinas en la germinaci6én de careales era que estos compuestos son
transportados del escutelo o del eje embrionarin a la aleurona donde es
percibido a nivel de membrana plasmitica, de aqui se transfiere la informacién
por transduccidn de sefiales para que finalmente se desancadenen los diferentes
afectos en las células; entre los principales efectos encontrados se encuentra
la esatimulacién de la sintesis de enzimas especificas activas durante la
germinacitn {Weiler & Wieczorek, 1981).

De entre las enzimas estimuladas por el tratamiento con GA, la a-
amilasa ha eido la mis estudiada ,El trabajo de Varner et al.,{1965) llové al
importante descubrimiento de gue GA controla la ocintesis de la w-amilasa; este
efecto es a nivel transcrpcional, ya que puede suprimirse con inhibldores de
la sinteale de ARN.

Posterlormente, se encontré que las giberelinas eran sintetizadas
en la aleurona también en respuesta a algin factor orlginado en el embrién
(Jacobsen & Chandler, 1987}.

Ou-Lee et al,,{1988) demostraron la presencia de un factor
originado en el embrién por el tratamiento con GA que se .une a una regién
promotora del gen de la oa-amilasa; esta regién estd conservada entre
diferentes especies de plantas y se propone gue de esta manera el tratamiento
con GA promueva la expresién de estea gen y finalmente la estimulacién de 1a
cantidad de a-amilasa.

Pollaid en 1969 estudi6é la aparicién pecuencial de varias
actividades enzimitican como efecto del tratamiento con GA,. Enzimas como la fi-

1,3-gl + la fosf la ATPasa y otras se vuelven activas

antes del inicio de la sinteais de la c-amilasa; este aumento en la actividad
es independiente de la eintesis de proteinas. En estos casos, el afecto de GAz
puede ser mimetlzado por AMP; (Newton & Brown, 1986}, lo que apoya.  la

hipétesis del mecanismo por transduccion de seiales.
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Debe pubrayaree gue ai bilen la formacién de la a-amilasa es un
marcador convenlente para identificar el efecto de GA y ha sido usada para
esclarecer la naturaleza de los afectos inducidos por esta hormona, la
cinteols de u-amilasa ccurre después de la germinacién.

No ohstante, las giberelinasn, endégenas o exSgenas son
consideradas como factores necesarios en la induccién de la germinaclén,

aunque su papel exacto no esté ain entendido.

Citocininas:

Miller en 1958 mostrd que la cinetina promueve la germinacién de
semill'aa. Posteriormente se aleld y caracterizé una citocinina natural de
semillas de mafz (zeatina), gque actuaba de la mioma manera que la cinetina
(Letham et al., 1964). Los ribdtidos y ribdsidos de =zeatina presentes en
semillas, son menos eficlentes en la estimulacién de la germinacién que 1la
zeatina libre (Van Staden, 1973).

En el caso de semillas de manzana el aumento an el nivel de
citocininas coincide con el inicio de la liberacién de la latencia (Kopecky et
al., 1975), ABA antagoniza este efecto.

Algunos efectos provocados por las citocininas aon:

= Inducen la inlciacién del brote meristemftico e inhiben 1la

formacién de rafices adventicias.

- Provoca un aumento en el contenido total de protefnas Klimbt,
(1976). Trabajande con cotiledones de pepino, Gwézdz (1979}
sugiere gue el mecanismo por el cual las citocininas estimulan la

sintesis da proteinas es a nivel trnducéional, activande a los

polirri anteri d © incr su nimero al
aumentar la afinidad de los ribosomas por el templ’udn. En
cotiledones de frijol se ha observado un aumento en la cantidad de
algunas enzimas como la lsocitrato-liasa y enzimas proteocliticas
(Penner & Ashton,1967).

~ 1Incrementa la actividad especifica de algunas enzimas como!

Endopeptidasas, pirofosfatasas, l-pir ilasa

20



{Karavaikc et al., 1978), ribulosa-bifoafato-carboxilasa (Harvey
et al., 1974), ARN-polimerasa {Kulaeva, 1981), ADN-polimerasa
(VAzquez-Ramos & Reyes, 1990).

=~ Produce un aumento en la cantidad de dcidos nucleicos.
ADN: En cortes de raices de cacahuate e observa un aumento en el
contenido de ADN previo a la divieién celular con la subsecuente
clitodiferenciacién (Simpson & Torrey, 1977; Simard,1971; Tauji et
al.,1979); en ejea embrionarios de maiz tratados con benciladenina
s@ advierte un aumento en la cantidad de ADN total por célula
(Vazquez~Ramos & Reyes, 1990).

ARN: El tratamiento provoca un aumento en todas las espacies de
ARN: ribosomal, mensajero y de transferencia (Mathysse & Abrahams,
1970), aument&ndose por lo tanto la cantidad de polirribosomas
{Muren & Fosket,1977).

Retarda ia senescenciajy la primera indicaclién de
senescencla o deterioro vegetal es la disminuciSn en el contenido
da ARN (Osborne, 1962; Naito et al.,1978). La accién primaria de
la bencil-adenina (cltocinina sintética), es mantener o
incrementar el contenido de ARN retardando de esta manera la

senescencia (Yokoyama et al., 1980).

- Estimulacién de la transcripcién de algunos genos como aquellos gue
codifican para la subunidad pequeiia- de la ribulosa-bifoasfato-
carboxilasa (rbcS) y cab que codifica para las proteinas de unién
a Clorofila a y b.

- Estimula el nGmerc de cloroplastos por célula, su diferenciacién y
la sintesis de clorofila (Fletcher & McCullagh, 1971; Tsuji et

al., 1979).

Las citocininas son idas como f invol d en la

divisién celular (Fosket & Short,1973). El tratamlento con citocininas induce
la entrada a mitosis de cé&lulas de meristemos apicales de Sipapis
alba,{Bernier et al., 1977},
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Su modo de accién en el control de la divisldn celular no se
conoce afin.

Originalmente se pensd que la cinetina sustitufa a la luz roja en
la germinacién. Posteriormente ee demostrs que sensibiliza a las semillas, de
munefa que una pequefia dosis de luz pueda inducir au germinacién.

Ademis de la interaccién con la 1luz, 1las citocininas también
interactfian con otros compuestos aplicados exdgenamente como ABA , GA, etileno
y auxinas.

Se han sugerido algunos posibles mecanismos de accidén de las
citocininas. En base a su presencia en algunos ARN de transferenclia, ne ha
sugerido que actGan controlando el metabolisme proteico a nivel traduccional,
pero la evidencia estd lejos de ser convincente (Skoog & Armstrong, 1970;
Thomas, 1977). Otra sugerencia Involucra un efecto scbre el AMP, o en la

permeabllidad de membranas (Thomas, 1977). Desafortunadamente ninguna de estas

g lan la preg de cuil es el mecanismoc por el cual actfan

las citocininas y cuéles son sus eitios de aceién.

ABA:

Existe una correlacién inversa entre la concentraciSn de ABA en el

embrién de frijol de soya y eu habilidad para germinar (Walton, 1980/81). Los

efectos de ABA son ientes de su pr ia continua.

Cuando ABA es aplicada ex&genamente previene la germinacién de
semillas de muchas especiaes.

La mayoria de las semillas en desarreollo no germinarin haata que
el proceso de desecacién se lleve a cabo; esta desecaci6én coinecide con una
disminucién considerable en el nivel de ABA. Si el contenido de ABA es
reducido artificialmente por lavado de los embriones, estos son capaces de
germinar y el porcentaje de germinacién estard correlacionado con el tiempo de
lavado {Ackerson,1984).

ABA induce la sintesis de proteinas de reserva e inhibe 1la
sintesis de carboxipeptidasa €, la cual es considerada come una “enzima
especifica® de la germinacién {Dure, 1985). Aunque ABA no parece ser la sefial

critica que determine el apagado de los genes responsables del desarrollo, se
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ha sugerido sin embargo, que previene la germinacién prematura de embriones
durante su desarrollo {Dure, 198S}.

ABA interactia con otros fitorreguladores, particularmente con
citocininas y &cido giberélico (GA). cuando la capa da aleurona de embriones
de cebada es tratada con ABA, la sintesis de la mayorfia de las proteinas
inducidas por GA es bloqueada, pero también se induce la formacién de muchos
nueves polipéptidos. ABA bloguea ia acumulaclédn de ARN mengajero da la o=
amilasa (Higgins et al., 1977). Rhora es claro que GA y ABA regulan la
sintesis de a-amilasa.

ABA controla negativamente la cantidad de la subunidad pequefia de
la Rubisco (ribulosa-bifosfato-carboxilasa) a nivel tranecripcional, y es
necesaric en embriones inmaduros de trigo para mantener el gen rbc silenciado;
esta inhibicién no es anulada por luz lo gue indlca’' que la represién mediada
por ABA involucra un mecanismo diferente al de la activacién de estos genen
por luz.

Los afectos de ABA en el metabolismo son variados. Hay evidencia
que augiere que ABA interfiere con el metabolimmo de los &cidos nuclejcos —ADN
¥ ARN- (Villiers, 1968). La sintesis de proteinas por si misma no es
directamente inhibida por ARBA (Ihle & Dure, 1972},

Ademis, ABA produce efectos en la transpiracién, ya que inhibe la
apertura de estomas (Tucker & Mansfield, 1971}.

La inhibicién de 1a saintesis de algunos sistemas enzim&ticos por
el tratamientoe con ABA no parece suficiente para explicar el efecto de
inhiblcién de 1a germinacién. Aparentemente la sintesis de algunas proteinag
clave estd siendo suprimida.

La idea de gque ABA es responsable de encender o apagar genes que
raegulan la latencia se ha sugerldo repetidamente. Esto se apoya en la
comprobacién de que la deshidratacién durante los estadios tardios del
desarrollo de las semillas esti acompafiada por la acumulaclén de ABA.

Parece ser gque ABA juega un papel importante en la habjlidad de
las plantas para regular cambios en la expresién genética en respuesta 3 la
pérdida de agua, ya que muchos de los genes expresados en tejidos marchitos se
exprenan tamblén durante los estadics tardios de la embriogénesis, cuando el
nivel de ABA aumenta. Estudios de secuenciacién de proteinas sugieren que
estos genes codiflcan para polipéptidos que protegen a los tejidoe de plantas
durante periodos de pérdida de agua.
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Durante el estrés sallno y el de bajas temperaturas, se elevan los
niveles de ABA end&gena, aunque a menor nivel que el observado después de la
deficlencia de agua, por lo que ABA puede ser un mediador comin para la

induccién de la expresién genética en a a dif prasionss

ambientales (Hasson, & Poljakoff-Mayber, 1980/81).

ABA también actla en la regulacién de la movilizacién de jionas
cambiando los potenciales de membrana, ya que inhibe la extrusidn de protones
¥ la toma de lones potasic (Dentl & Cocucci, 1979).

Etilene:

El conocimiento del papel del etileno en 1la germinacién de
semillap es muy pobre.

El etileno tiene un amplio rango de efectos, desde unce
fuertemente estimulantes hasta otros muy inhibitorics. De manera general se le
clasifica como una hormona inhibitoria, pere aunque no se conocen totalmente
sus efectos, estos son tan variados que desafia una clasificacién euperficial,

Durante la imbibicién la preoduccién de etileno aumenta. Se ha
observado que el etileno estimula la germinacién da algunas espacies
(Esashi,1976); estimula la maduracién de frutos y la abscisién o deterioro de
las hojas, Estos efectos parecen ser el resultado de la estimulacién de
algunona procesos de sintesis, asi gue sus efectos inhibitorios pueden deberse
en gran parte a un efecto de estimulacién en la sintesis o actividad de
enzimas hidroliticas (Ketring,1977}.

El etileno afecta @l nivel de otras hormonas y a su vez au
produccién puede ser afectada por ellas; se sabe que el IAAR estimula la
produccién de etileno (Liebermann, 1979). Existe una serie de interacciones
intrincadas entre el etileno, otras hormonas y factores amblentales (Schanbeck
& Egley, 1980).

El etileno inbibe 1la elongacién de «tallos y Ppromueve el
crecimiento de raices. Esta inhibicién est& acompaiada por la inhibicién de la
biosintesis de GA, (la giberelina mis activa); sin embargo, no se sabe si esta
inhibicién es resultado de un efecto directo o indirecto del etileno. El
tratamiento de hipocotiles de malz con etileno inhibe el crecimiento, esta

inhibicién no puede ser explicada totalmente por la disminucién en la cantidad
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de giberelinas, ya que al agregar glberelinas activas a hipocotilos tratados
con etileno el efecto inhibitorio se revierte 85lo parclalmente ({Pearce et
al., 1991).

Se ha demostrado la existencla de una proteina d’e membrana que uneg
etileno y se ha sugerido que podria actuar como Bu receptor, aungue esto no ha
sido comprobado.

Interaccién Hormonal,

La investigacién en germinacién, indica que los niveles de losp
fitorreguladores varfan antes y durante la germinacidn. El balance o
interacclén de las fitohormonas, mis que la suma de sus acclones individuales,
es lo quf: determina el desarrollo integral de una planta (Trewavas, 1982).

Todo el problema de la sintesis, modo y sitio de acclén de las
fitohormonas no est& ni por mucho resuelto, pero la relevancia de este tema en

la germinacién es obvia.

Ciclo Celular.

El ciclo de diviasién celular eucarlético conetituye una serie de
procesos interrelacionadoa que se han desarrollado para crear dos células
hijas genéticamente idénticas de una célula madre.

La funclén principal de este ciclo es la replicacién fiel del

y eu amiento en los cromosomas.

El cicle celular puede ser dividido en cuatro fases: G, S, G, y M.
En la fase G, o fase de "gap" o brecha, que comienza inmediatamente después de
una divisién celular, no se observa ninguna modificaci6n citolégica, aungue He
realizan diverscs procesos preparativos para entrar a la fase S, o fase de
sintesia, que es ol estado de mayor actividad sintética, durante el cual se
duplica el ADN; después de esta sigue la fase G, donde diferentes procesce
metabélicos y de crecimiento se llevan a cabo, a la vez que los preparativos..
para la entrada a mitosis (), etapa de divisl6n celular. Las fases G,, S y G,

conatituyen la interfase.
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En clertas condiciones, las células no won estimulables, y
permanecen en un estado de reposc o G,. Para que las células salgan de este
estado, es necesarlo que sean modificadas pox: factores de crecimiento.

La sintesis de macromoléculas como ADN, ARN y proteinas, est§
regulada de un modo caracter{stico durante el cicle celular. El ADN y las
histonas componentes de la cromatina se sintetizan sélamente durante la fase S
Y no durante las fases G, © G,. En contraste, el ARN, las proteinas
citoplasmiticas y los organelos son sintetizados continuamente durante toda la
interfase. Sin embargo, durante la mitosis cesa toda sintesis de ADN , ARN y
la sintesis proteica se reduce considerablementa.

La sucesién de las diferentes fases del ciclo celular necesitan de
la accién de diversos factores reguladores que goblernan el paso y tiempo por
las diferentes etapas.

Los estudios sobre la regulacidn del clelo celular ‘se han

en répidos post~-traduccionales, en particular
fosforilaciones y desfosforilaciones. Es «claro gque los procesos de
fosforilacisén y desfoaforilacién de proteinas eon los mecanismos principales
que controlan o asiaten una variedad de eventos en la interfase y en mitosis
(Chiatante et al., 1987; Trewavas & Blowers, 1990).

La mayor parte del conocimiento de la regulacién del ciclo celular
viene de estudios hechos en Saccharomyces cerevisiae y Schizosaccharomyces
pombe (Nurse, 1990). Sin embargo, datos reclentes han mostrado la existencia
de un mecanismo universal de control com@Gn a todas las células eucarléticas.
Un participante importante en este mecanismo es un complejo proteico llamado
cinasa de la fase M que tiene una actividad de serin-treonin-cinasa; estd
formade por una fosfoprotefna llamada ciclina y otra fosfoproteina con
actividad catalitica llamada p34°%? con un peso molecular de 34 KDa. Este
complejo proteico es activado en las fasea mitdética y meiética.

La cinasa de la fase M tiene diferentes nombres dependiendo del
aistema en que Be ensaya su actividad; MPF o factor promotor de la melosis,
nombrado asi por estimular a los oocitos de Xenopus para entrar a meiosis o
cinasa de Hl porque fosforila a la histona Hl In vitro.

Una caracterietica importante de 1la subunidad catalitica del
complejo es su alto grade de conservacién entre especies filogenéticamente
distantes. Los genes cdc2 de S.pombe y Bu contraparte en S.cerevisias, CDC28,

son funcionalmente intercamblables (Beach., 1982); mia aln, el hom&logo humano
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de  cdc2 puede complementar una mutante cdc2 defectuosa de S.pombe (Lee &
Nurse, 1987). La secuencia de aminodcidos de todos los homSloges funcionales
de cdc2 muestran regiones de conservacién total, las cuales aon probablemente
enanciales para su interaccién con otros componentes de la maguinaria del
ciclo celular.

El producto del gen cdc2/CDC28 tiene una funcién central en la
regulacién del progreso del ciclo celular. Es reguerido en los puntos de
decisién de las fames G, y G, para la entrada a S y M respectivamente (Nursa &
Bisset, 1981}.

) La subunidad p34 es por sl miamma una cinasa en condiciones in
vitro; in vivo su actlvidad esti regulada por {nteracciones con diferentes
proteinas Yy por diferentes modificacicnes post-traduccionales como
fosforilaciones y desfosforilaciones en sitiocs particulares y dependientes del
ciclo celular.

Entre las proteinas que interaccionan con esta proteina se

ancuentrans

a) Las ciclinas., Estas proteinas fueron primeramente ldentificadas
por su acumulacién caracteristica durante la interfase, segulda
por una destruccién abrupta en la mitosis (Draetta et al., 1989);
actGan como subunidad reguladora para la activacién de la cinasa y
para la selecclén apropiada de sus sustratos (Murray & Xirschner,
1990).

Las ciclinas son también fosforiladas para regular tanto sBu
asociacién como la actividad de pd4e™” (Fé&lix et al., 1990).

Las ciclinas se clasifican en tipo AR (tres diferentes), B (dos
diferentes), C, D, y E; debido a diferencias a nivel de secuencia,
localizacién subcelular, tiempo de acumulacién, de destruccién y
por su participacién en diferentes tiempos durante el ciclo
celular (Minshull et al., 1990; Hunt, 1991).

b

El producto del gen sucl en S. pombe, interacciona fisicamente con
p34°97? y esta interacclén contribuye a regular su actividad; ademis
el producto de suc! parece ser necesario para la salida de M

(Nurse, 1990).

27



€) El producte del gen weel es una proteina-cinasa que funciona como
inhibidor de la actividad de p34, al fosforilarla (Russel & Nurse,
1987). El productoe de mikl es también una cinasa que actfia como

homSloge redundante de weel! {Lundgren et al,, 1991).

d) El producto del gen cdec25 (p80), el cual es un inductor de 1la
mitosis dosis dependiente, que funciona en oposicién a los
productos de weel y mik]! (Lundgren etr al., 1991}, activa a p34
durante la transicidn @,/4 al desfosforilar directamente sus
residuca; parece ser que interactGa fisicamente con la ciclina B y
promueve asi la desfosforilaciSn de p34c*? (Millar & Rusell, 1992).

@) El producto del gen nimA tiene actividad de cinasa y fosforila al
producto del gen weel y lo inhibe; por lo tanto nimA revierte la
inhibicién de la actividad de la cinasa p34 por el producto de

weel.

Durante el ciclo celular de animales y para que la divisién
celular se inicie se necesita la activaclén de diferentes cinasas, las cuales

van a actuar do di i tas. La cantidad de proteina

p34°*? es constante a lo largo del ciclo celular, las proteinas ciclinas las
cuales Be acumulan 8610 durante la interfase van a ser fosforiladas y estas
fosforilaciones van a estimular gu asoclacién con p34°9?, pependiendo de 1la
etapa del ciclo celular, esta asociacidn se llevarid a cabo con ciclinas tipo B
{durante G,/M) o bien con ciclinas E o ciclinas A (durante G,/S); esta unisén va
a provocar la fosforilacién de p34 en diferentes sitios dependiendo de 1la
ubicacién de la célula dentro del ciclo celular. Durante Gl va a estar
principalmente fosforilada en serina-277; esta fosforilacién disminuye
marcadamente al avanzar la célula hacia la fase S. Al llegar a la fase S y
durante G, ocurren otra serie de fosforilaciones en la proteina p34: treonin-
14, tirosina-15, y traeonina-167, estas fosforilaciones van a mantener & 1la
cinasa de la fase ¥ inactiva y por lo tanto van a detener la entrada a mitosis
(Solomon et al., 1990; Kirschner, 1992).

Una vez que la célula estd apta para entrar a mitosis se lleva a
cabo una activacién abrupta de cdc2. Esta activacién estd asoclada con 1la

desfoaforllacién de los residuos en tirosina-15 y treonina-14 por
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pBO°9?5(Gould & Nurse, 1989). AL final de la mitosis, la actividad de cdc? es
abolida por un sistema de proteasas que destruye la subunidad de ciclina del
complejo (Glotzer et al., 1991).

En células de vertebrados la ciclina A puede unir a una de dos
cinasas: p34c¥? y una proteina relacionada, p33°%? (cinasa 2 cliclina-
dependiente), que tiene un 65% de homologia en pecuencia con p34°%7; este
complejo parcce costar lnvolucrade en la promoclén de la duplicacidén del ADN
nuclear y ademfs interviene en tiempos postericres en el ciclo celular {Pines
& Hunter, 1990}. Esto suglere que ademés de eucariontes inferiores como
lavaduras, en eucariontes superiores también existen ccmplejos diferentes y
eppecificos para los pasos decisivos del ciclo celular G,/S y G,/¥ favoreciendo
con esto niveles diferantes de regqulacién (Dirick & Hasmyth, 1991).

La cinasa p34cdc2 fosforila protefnas clave del cicle celular;
esta fosforilacién desencadena 1los cambios asociados c¢on los eventos
especificos de la fase M, incluyendo condensacidén cromosomal, cnoamblaje del
huso mitético, re-organlzaclén del citoesqueleto, ruptura de la envoltura
nuclear y camblos en la forma celular (Doré&, 1990).

Entre los sustratos in vitro de esta cinasa hasta shora
identificados se encuentran:

»0 La l&mina nuclear (B2).

= Vimentina (proteina del anillo de contraccién celular).

= Caldesmon {inhibidor de ATPasa).

app60*'¢  (proto-oncogen que interviene en el re-arreglo del
citoesqueleto y on el anclaje de las células al basamento}.

= Hucleolina (proteina organizadora del nucleolo).

~ElL antigeno T de SV4A0 (promoviendo la proliferacidn viral).

wp53, fosfoproteina nuclear que estd implicada en la regulacidn del
ciclo celular y en la transformacién neoplésica (Lane & Benchimol,
1990} .

w La ARN polimerasa III.

~La subunidad 1y del factor de elongacibén 1 del aparato traduccional.

~ La clclina B.

- La ADN polimcrasa
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Mlentras que el mecanismo b&sico que controla la divisién celular
es universal, la regulacién de este mecanismo durante el crecimiento puede
variar entre diferentes organismos (Krek & Nigg, 1989). En S.pombe, por
ejemplo, el nivel de ARN mensajero del gen cdc? no varfa apreciablemente, adn
en células detenidas en la fase G, del ciclo celular (Durkacz et al., 1986};
8in embargo, la estimulacién de células quiescentes de ratén en cultive
provoca una inducclén significativa de la sintesis del mensaje de cdc2 (Lee et
al., 1988). En células de animales por lo tanto, la cinasa p34°*? parece estar
regulada a nivel transcripcional y por lo tanto hay una correlacién entre la
abundancia del mensaje y el estado proliferativo de un tejido (Krek & Nigg,
1989).

Se ha comprobado la exiatencia de protalnas parecidas a p34, pero
codificadas por genes diferenteos (Colasanti et al., 1991), las cuales forman
una familia de proteinas relaclonadas estructuralmente, pero no equivalentes
en funcién {(Jimenez et al., 1990)}; esto abre la posibilidad de que haya otro
nivel de regulacién del gene cdc2 en el cual diferentes proteinas p34 lleven a
cabo diferentes funciones durante el ciclo celular y sean utilizadas en
dife.ren:es programas de desarrollo, por ejemplo, adulto contra juvenil o
meiosis contra mitosis.

El hecho de que la actividad de la cinasa de la fase M sea
regulada por fosforilacién y desfosforilacién ha enfocado la atencién en un
mecanisme de cascada de cinasas y fosfatasas que parecen ser claves en el
ciclo celular. Estas actividades, junto con otros factorea, proporclionan un
balance de inductores y activadores que pueden liberar a la célula para que
pueda pasar un limite o retardarla hasta que algunas condiciones intrinsecas o
extrinsecas se satlsfagan.

Actualmente Be considera que el clclo celular consiste de
transiciones de un estade regulatorio a otro. Estas transiciones son
controladas por mecanismos regulatorios mediante los cuales la célula verifica
Bu estado para poder entrar al siguiente.

¢Para qué existen controles celulares en miltiples puntos del
cicle celular?. Existe un control de tamafio celular, probablemente en G,/S y
G,/M para asegurar que la divisién produzca dos cé&lulas hijas lo
suficientemente grandes para ser viables. Existe otro control gque monitorea la
duplicacién y asegura que el ADN ha sgido totalmente duplicado antes que la

célula se divida. Se sospecha gue p34 interviene entre las seiiales de tamafio
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.celular y la regulacién de los tiempos del ciclo celular (Enoch & Nurse,
1990).,
Todos lom genes conocidos que intervienen en el pasoc da G, a M

parecen estar ampliamente conservados en la evolucién.

Ciclo celular en plantas.

El anélisis del cicle celular y su regulacidén en plantas
supericres no esti tan avanzado como lo esti el de animales y microorganismos.

Ensayos inmunolégicos usando un anticuerpo contra p34°%Y,  han
indicado 1a presencia de una proteina de 34 KDa en el alga verde
Chlamydomonas, asi come en Arabidopsis y avena (John et al., 1%89). Esta fué
la primera indicacién de la exlstencia de un homSlogo de p34°®? en plantas
superiores. M&s recientemente, se han identificado y aislade los homélogos de
otras plantas como cachuate, mafz, alfalfa, chichare, =zanahoria (Colasatl et
al., 1991, Feller & Jacobs, 1990; Ferreira et al., 1991; Hirt et al., 1991),
lap cuales pe ldentificaron ademés como homélogos funcionales, al complementar

mutantes cdc2 de levaduras.

Germinacién y ciclo celular,

Durante el desarrollo y maduracién de los cotiledones de zanahoria
se presenta una detencién de la divisién celular que e8sti acompaiada de una
disminucién de 16 veces en el nivel de la proteina p34. El tratamiento de

cotiledones d: de ia con auxinas provoca que las celulas e

desdiferencien en callos; esta dead!.fe’:en:iac&én estd acompafiada por la
restauracién del nivel de p34° (Grost et al., 1991), lo que suglere que al
igual que en animales, los cambios en el nivel de la proteina p34 estén
relacionados con el camino que una célula vegetal tomark, iniciar la
proliferacién o ).;a diferenciacién {John et al., 1990}; sin embargo, no se
puede concluir si p34°%? astd regulando los momentos iniciales, durante el
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encendido para la diferenciaclén o sl as consecuencia del encendido mismo. Se
ha . cbservade que cuande la divisisSn de cé&lulas de zanahoria se datiene
artificialmente por limitacién nutricional, se siguen detectando niveles altos
de-p34, lo que indica que la detencién de la divisién celular durante 1la
diferenciacidén no es resultado directo e inevitable de la disminucién en la
cantidad de p34°Y?, slno que esta respuesta es el resultado de la interaccién
de diferentes factores.

Se ha probado que el ARN mensajero de cdc2 de mafiz es abundante en
tejidos dividiéndose activamente, en células no-diferenciadas como meristemos
apicales y hojas inmaduras, pero eeti casi ausente en tejidos compuestos de
tejidos terminales diferenciados como hojas maduras (Colasanti et al., 1991},
aungue no se ha analizado cémo se correlaciona la cantidad de ARN mensajero de
P34, con la cantidad de proteina y con su actividad.

Cicio celular y fitohormonas.

Las fitohormonas como auxinas y citocininas tlenen una funcién
importante en la regulacién del desarrollo y crecimiento, en parte a través de
afectar la divisién celular (Corat et al., 1991).

Ccomo primer paso para entender los efectos de las auxinas y
eitocininas en la divisidn celular, tenemos que entender los paaos
ragulatorios bésicos que controlan la divisién celular de las plantas y cémo
las hormonas los afectan.

En cé&lulas en cultivo de tabaco, al estudiarse los nivelen de
citocininas (zeatina y robosil-zeatina) durante el ciclo celular, se encontrd

que su cantidad y actividad aumentan de cuatro a cinco veces en el limite

entre las fases G, y M. Estos niveles de i no se pr an en otras
etapas del ciclo celular, por lo que se piensa que las citocinipas aplicadas
ex6genamente ejercen Bus efectos especificos en la fase G, como anteriormente
ae t_ubla sugerido (Fosket, 1977).

cémo es que las fltohormonas participan en la regulacién del ciclo
celular es todavia materia de especulacién.

Ya que se ha cemprobado que los controles regulatorios bisicos de

1a divipién celular est&n evolutivamente conservados on plantas y dada la
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icas en i6n con la

facilidad con la cual son plantas tr
dificultad de obtener animales transgénicos,
experimental excelente para estudiar el control de la divisién celular durante

las plantas ofrecen un sistema

el desarrollo de un organismo multicelular.
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A ntecedentes.

En nuestro laboratoric estamos interesados en el estudio del
metaboliamo del ADN durante la germinacién de semlllas especialmente de malz.
Trabajamos con ejes embricnarics da malz, ya que ofrecen la ventaja sobre
otroa cereales de tener un periodo de més da.lo heras antes que la sintesis
duplicativa de ADN iniclie, por lo que se cuentan con estas horas para estudiar
lo que sucede durante la germinacién sensu estricto, es decir antes de Que
suceda la primera diviaién celular.

Las citocininas estimulan la germinacién de las semillas asi como
la aintesis de ADN y la divieién celular(Miller et al., 1956; Van Staden, J.
1983; Galli, 1984), por lo gque astudiamos 1los .efectos de una citocinina
eintética - benciladenina - (BA) en el metabolismo del ADN durante la
gaerminaclén de ejes embrionarios de mafiz.

Alradedor de este modelo nuestro grupe de trabajo ha obtaenido
reaultados interesantes que lnvolucran a esta fitohormona sintética en el
metabolismo del ADN y en el progreso del ciclo celular; entre estos se

encuentran los siguientas:

@ BA estimula la sintesis de ADN de tipo reparativoe en ejes
embrionarios y~irradiados y cambia el patrén de sintesis de ADN de
ejes embrionarios no-irradiados de unc indefinido a uno netamente
reparativo; esto suglere que benciladenina estimula de alguna
manera la reparacién del ADN en el inicio de 1la germinacién
(zarain et al., 1987 ; V&zquez-Ramos et al., 1988).

w Se comprobs que el tratamiento con BA estimula la actividad de una
ADN poll nuclear(vk R & Reyea, 1990).
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m La adiclén de benciladenina a ejes embrlonarios de malz provoca que
la duplicacién del ADN nuclear ocurra antes que en los ejes
control, e incrementa hasta tres veces el indice mitético. Estos
repultados podrian indicar que la benciladenipna estimula 1la
iniciacién de eventos del ciclo celular en tiempos m&s cortos con
respacto a los controles (Reyes et al.,1991).

Esto lo podria realizar al promover la actividad de proteinas que
modulan el ciclo celular, entre las que se podrfan encontrar
cinasas importantes como la protefna p34°9? , ya gue se observé que
el tratamiento con benciladenina estimula la fosforilacién de
protefnas totales y la actividad de c¢ipasas independientes de
calclo {(Reyes, Tesls de maeatrfia 1991). Esto podria sugerir que la
cinasa p34°%? (cinasa lndependiente de calcio), la cual se ha

demostardo en otros eletemas como esencial para la entrada a

mitosis, sea en parte resp ble de los ef producidos por

benciladenina.

Por lo anterior nos interesa estudiar af la benciladanina

© es le da los efectcs sobre el metabolismo del ADN y el
ciclo celular observados anteriormente regulando transcripcionalmente la

expresién de cde2.
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Hpétesis:

Se postula que la benciladenina acelera los eventos del ciclo
celular y la germinacién estimulando la transcrpcién del gen homélogo de cdc2
de mafz.

Objetivos:

Objetivo general:

Establecer una relacién entre el acortamiento del clcle celular
por el t:acan_xlenco con benciladenina y la estimulacién de la transcripcién del
gen homélogo de cde2 en semillas de mafz a lo largo del tiempo de germinaclén
Y c‘recimlentn.

Objetivos particulares:

1) Aprender a manejar las técnicas para:

¢ E]l aislamiento de ARN Integro de ejes embrionarios de maiz
{germinados con y sin benciladenina).

¢ La separacién de ARN total en geles desnaturalizantes.
* Las hibridaclones tipo Northern.
® Las hibridaciones tipo Southern.
2) Utilizande las anteriores metodologias, establecer a8l el

tratamiento con benciladenina estimula la tranascripcitn del. gen homblogo de

cdcZ2 en ejes embrionarios de maiz.
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Mteriales.

Material Biolégico.
* Semillas de malz (Zea mailz linneaus), variedad chalquefio. De

astas se disectaron a mano los ejes embrionarios y

guardaron hasta su upo en desecadores a 4°C.

® Cepa MC 1061 de E. coli.
hedR mcrB araD139 Afara ABC-leu)7679
AlacX74 galV galK rpal thi

Sustancias o Reactivos.

3 Col -2

para la incub,

sAmortiguador de imbibici6n:

Tris-HCl, pH 7.6 50mM
Kel 50mM
Mgcl, 10mM
Sacarosa 2%
Cloranfenicol 10 ug/ml

e5olucisn de benciladenina {107 M)

Esta @olucién se diluye con amortiguador de imbibicién, hasta
una concentracién de 107! M.

para la d inacion de la actividad de bencilad

sAmortiguador de homogenizacién (pH 7.5)

Nacl 0.15
EDTA 0.108
SDS 0.5%

eSolucién de lavado
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citrato de sodio 1%
Timidina 20pg/ml
Soluciones para la extraccién dc ARN total.

sAmortiguador de extraccién.

Bromuro de Cetiltrimetilamonio (CTAB} 1Y
Tris-HCl pHE 100mM
Acido etilendiaminotetraacftico(EDTA} 20mM
Cloruro de sodio{NaCl) 1.4M
pmercaptoetanol . 1%

sSolucién de precipitacisn.

CTAB 1%
Trie-HCl pH 8 50mM
EDTA 10mM
p-mercaptoetanol 1%

eSolucién de CsaCl 1M

Tris-HCl pH S0mM
EDTA Smi
NaCl 50mM
cscl 1

sSoluclén de CsCl 5.7M

Tris«HCl pPHB 50mM
EDTA SmM

HaCl S0mM
csCl 5.7M

sSolucién de resuspensidn.

Tris-HCl 1M 10pl
EDTA 0.5M . 2u1
fi-mercaptoetanocl iop)
Agua c.b.p. iml

sIgotiocianato de Guanldina(26).



Isotiocianato de guanidina 8M
. MES pH 7 20mM
EDTA 20mM
Eeterilizaci6n por filtraclén. Antes de usarse agregar:
p-mercaptoetanol 50mM

sLiCl-Urea (4M-8M). Esterilizacién por flltracién.

sCloroformo : Alcohol isoamflico (C:AI) 24 : 1

sFanol equilibrade con Tris-HCl(0.1M) pH8 tratade con DEPC.
Guardar en frasco &mbar a 4'C.
<»Soluciones para la extraccién de ARN total de células HeLax
eAmortiguador PBS
Nacl 1SmM
KCl 3ImM
Na,HPO,-7 H,0 Sm
NaH,PO; a0 2mH
eSolucidn de lisis. .
EDTA pHS 10mM
Sbs 0.5%
*Soluclén de precipitacién.
Acetato de Sodio pH 5.2 0.1H
EDTA pHB 10mM
> Sol para fa scy ion de ARN poliadenilado, en col de oligo(dT)- celulosa.

eAmortiguador de carga.

Nacl 0.5 8
Tris-HClL pH 7.5 20mM
EDTA - mM
*KOH _ 0.1M
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sAmortiguador de lavado.

Nacl 0.1M
Tris-HCl pH 7.5 20mM
EDTA 1mM

*Amortiguador de elucién.

Tria-HCl pH 7.S 10mM
EDTA ’ 1mM
Sol para geles d li de ARN,

'Amc;rtigundor de carga 1l0X.

Glicerol 50%
EDTA 1mM
Azul de bromofenol 0.4%
Xilen-cianol o.4%

sAmortiguador de fosfato de Sodio O.SM, pH 7

Solucién 1 M de NaH,PO, 39ml

Soluci6n 1M de Na,lPO,.7H,0 61ml

Agua 100ml
samorti d de el ie 10x

Amortiguador de foafato de sodio pH 7 100mM

EDTA 10me

eSolucién concentrada de bromuro de etidio 10mg/ml de agua.
<»Solucioncs para northern.

Prehibridaci6én e Nibridacién:
*Reactivo de Denhardt 100X.
éouvlnn pirrolidona (PVP) 28
" AlbGmina bovina 2%
ricoll - 400 2%



Esta solucidn no me asteriliza.

eSolucidn concantrada de ADN fragmentado da esperma da salmén
10mg/ml.

*SDS 10%

Transferenciag

eSolucidén S§SC 20X pH 7

NaCl 0.154
citrato de Sedio 0.0154
=»Soluci parap in de coll de Sephad
oTE pH 7.6
Tris-HCl (pH7.6) ) 10mM
EDTA pHB 1mM
>Sol para ion y cxp

eSoluclén concentrada de CaCl, 1M. Esterilizacién por filtracién.

eSolucién concentrada de Ampicilina (50mg/ml). Esterilizacién
por filtracién

eSolucién concentrada de isopropiltio f~D-galactéeido(IPTG)
'0.2g/ml. Esterilizacién por filtracién

eSolucién dea 5 mo-4~cloro=3-indolil  -f-D-
galactésido (X-gal} 20mg/ml.

Qal

para |a obtencion de pldsmidos (lisis alcalina)

eSolucién I
Glucosa 50mM
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Tris-HCl pHB
EDTA

eSolucibn II
NaOH
SDS

eSolucién III
Acetato de potasic SM pH4.8
Acideo acético glacial
Agua

»SolucisSn para el gradlente de CacCl.
STE
CacCl
Bromuro de etidio {10mg/ml}

eSolucién STE.
Nacl
Tria pH7.5
EDTA

25mM
10mM

0.2N
1.0%

60ml
11.5ml
28.5ml

Sml
5.84
0.5 ml

10mM4
10mM
imM
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Mtodos.

L 23 i6n de solucion de beneilad,

Pesar lo suficiente para preparar 5-10 ml de benciladenina 107M,
disolver en HCl 1N {100-150fl} aforar con agua desionlzada,
Esterilizar por filtracién. Para la imbibicién diluir esta
solucién con el amortiguador de imbibicién a una
concentracién final de 10'M.

<»Solucion control.

Prepararla de lgual manera que la eolucién anterior, pero aln

benciladenina.

=>»Prucba de actividad para Ia solucién de benciladenina:

1)Lavar 20 ejes embrionarios de maiz con una solucién al 0.1% de
hipoclorito de sodia por un minuto. Eanjuagar abundantemente
con agua estéril.

2)Dividir los ejes embrionarics an dos cajas petrl estérlles y
adicionar para la imbibicién 100u1 de amortiguador de
fmbibicién con 20uci/ml de timidina tritiada (una caja con
amortiguador coptrol y otra con amortlguador con BA). Incubar
24 horan a 25°C.

3)Terminado el tiempo de incubacién lavar los ejes embrionarios
con 10ml de citrato de sodio al 1s.

4)En mortero triturar y homogenar con 1.2ml de amortiguador de
homogenizacién, Flltrar en gasa.

S)Pasar a un tubo y afiadir 1m)l de &cido triclorocacético (TCA) al
20w, dejar una hora a 4'C. Filtrar al vacio, lavar c;wn TCA al
Se, etanol y secar los filtrom.

6)Determinar 1las cuentas por minuto (cpm) en contador de

cantellco.
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PImbibicién:

l)Lavar 1g de ejes embrionarios de mafz con una solucién de
hipoclorito de sodio al 0.1% por un aminuto. Enjuagar
abundantemente con agua est&ril,

2)Secar los ejes embrionarios en un papel flltro estéril y
colocarlos en una caja Petri estéril entre dos hojas de papel
filtro. Adicionar Sml de amortiguador de imbibicién (control
© con benciladenina). Incubar por el tiempc necesario a 25°C.

3)Al termimar la incubacién, enjuagar con agua estéril y

congelar con nitrdgeno liquido hasta su uso.

=»Extraccidn de ARN.
Precauciones.
Para aevitar que el material con el cual se trabajard para la
extracciédn y manipulacién de ARN sea fuente de ARNasmas, ee

tratari de la siguiente maneras

Material de vidrio y metal:
~Lavar con jabdén y enjuagar.
-Enjuagar con H,S0, concentrade, enjuagar bien con
agua.
-Hornear a 170°C por 12 - 24 horas.

Material de plastico:

-se utilizard nuevo y estéril.

Soluciones y agua desionizada:

~pdicionar a la solucidén o al agua 0.1\ de DEPC,
agitar toda la noche a 37°C.

-Esterilizar en autoclave a 15 libras/pulg? una hora
o esterilizar por filtracién a través de filtros
con un diimetro de poro de 0.2} en el caso de que
las soluciones no puedan ser esterilizadas por

autoclave.
Trabajar en todo momento con guantes.
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Aislamicnto de ARN de plantas.

eAislamiento con detorgente catiénico(Taylor & Powsll, 1982),

1)Congelar con nitrégeno liquido una cantidad conoclda de tejldo
vegetal en un mortero y moler hasta tener un polvo fino.
Tranaferir a un tubo siliconizado. Reguspender an
amortiguador de extraccién hirviente, aproximadamente 10-12
h\l/g de tejido. Agitar bien, pasar ripidamente a un bajfio
marfa a 55°C. Incubar una hora, agitar ocasionalmente.

2)Afiadir un volumen de C3:AI, agltar suavemente. centrifugar a
13,000xg por diez minutos.

3)Transferir la fase acuosa & otro tubo. Afladir 1/10 de volimen
de la solucién de CTAB al 10% y repetir la extraccién con
C:AI el total de veces gque sea necesaric para eliminar la
interfase de proteinas,

4)Tranferir la fase acuosa a oOtro tubo. Afladir un volGmen de
amortiguador de precipitaclén. Mezclar y dejar a temperatura
amblente una hora.

5)Centrifugar a 2,000xg. Retirar el sobrenadante con pipeta
Pasteur, secar al vacfo. Resuspender en CsCl 1M. Colocar en
tubus sobre un colchédn de CaCl §.7M y centrifugar de 12 a 14
horas a 120,000g a 20°C.

E)Retlra: el sobrenadante con pipeta Pasteur y :esuspx_ander el
botén que corresponde al ARN en solucién de resuspensién.

7)Precipitar con 2.5 volGmenes de etanol abmoluto frio y dejar
para precipitacién total 30 minutos a =-70'C. centrifugar a

12,000xg por 10 minutos a 4°C. Resuspender en agua.

sExtraccién de ARN utilizando isotiocisanato de guanidina.
l)congelar un gramo de ejes embricnarios de mafiz y macerar en
morteroc hasta tener un polvo fino.
2)colocar el polvo en un tubo siliconizado con sclucidn 26
(10ml/g de tejido) enfriada en hielo por 5 minutos. Agitar.
3)Eliminar proteinas por extraccién con un volumen de fenol-

. C:Al; agitar, centrifugar a 10,000rpm por 30 minutos. Repetir



la extraccién de la fase acuosa hasta la eliminaci6n de la -
interfase protelica.

4)Vaclar 1la fase acuosa de la extraccién en otroc tubo
slliconizado y agregar 1/10 de volumen de Scido acético 1M y
0.7 volGmenes de etanol absoluto frfo. Dejar 20 minutos a -
70°C; centrifugar a 10,000rpm por 10 minutoa a 0°c.

$)Lavar doma vaces con etanol al 70% frio.

€)Lavar con acetatoc de sgodio 3M pH5.2 (10ml/g da tejido).
centrifugar a 10,000rpm por 10 minutos a 4°C.

7)Lavar dos veces con etanol al 70%; secar al vacio y
resuspender en agua.

8)Precipitar con un volumen de eolucién de cloruro de litio;
incubar a -20°C por dos horas. Centrifugar a 15,000xg por 20
minutos a 0°C, descartar el scbrenadante y lavar con etanocl
al 708 frio dos veces. Resuspender en agua en el menor

volumen poeibla.

eExtraccién de ARN total de células de mamifero (HeLa).

1)cCentrifugar las células a 1,300xg por 15 minutos a 4°'C,
deacartar el sobrenadante. Lavar con diez volGmenes de PBS
frio centrifugando cada vez de la misma manera.

2)Resuspender en EDTA-SDS (10 ml/ml de células).

3)Agregar acetato de sodio-EDTR (10 ml/ml}.

4)Eliminar proteinas por extraccién con un volumen de fenol-
C:AI, agitar y centrifugar a 5,000xg por 15 minutos a 4°C las
veces que Bea necesario., Transferir la fase acuosa a un tubo
con 11% de Tris-HCl pHS y 4.5% de NaCl,

5)Agregar dos vollimenes de etanol absoluto fric. Mezclar y dejar
para precipitacién total una hora a -20'C; cenatrifugar a
§,000xg por 30 minutos a 0°C. Lavar con etanol al 70%, secar

el botén al vacio y resuspender en agua.

=»Purificacion de ARN poliadenilads

1)Resuspender la resina de oligo-dT celulosa en amortiguador de

carga (300mg/ml}).
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2)Llenar una columna de lml con la resina. Lavar la columna en
el siguliente orden con cinco volGmenes de columna:
-Agua
=KOH 0.1M
=Agua
3)Lavar la columna con cinco volGmenes de columna con
amortiguador de carga, hasta que el pH del efluente sea menor
de 8.
4)Calentar el ARN disuelto en agua a 65°C por cinco minutos,
enfriar inmediatamente en hielo hasta temperatura ambiente.
S)Ajustar la solucién de ARN a la concentracién del amortiguador
de carga. Adicionarlo a la columna.
6)Colectar el eluido, calentar a 65°C por 5§ minutos y aplicar
nuevamente a la columna; colectar el eluido.
7)Lavar la columna con 10 volimenes de amortiguador de carga,
colectando fracciones de 1 ml.
8)Checar 1la fracciédn en que eluye el ARN no poliadenilado
colocando Sul de cada fraccién sobre un papel celofén y
agregarle a cada gota S5 Ml de una solucién de bromuro de
etidioc y cobeervar fluorescencia en el transiluminador de
ultravioleta.
9)Lavar abundantemente la columna con amortiguador de lavado.
10)Eluir al ARN poliadenilado que se haya pegado a la resina con
2-3 volfimenes de columna de amortiguador de alucién en
alicuotas de 400pl. Determinar las fracciones con.- ARN
poliadenilado de igual manera gque para el ARN no
poliadenilado.
11)Mezclar todas las fracciones de ARN poliadenilado, precipitar
con 1/20 de volumen de acetato de sodio y 2.5 volfimenes de
etanol absoluto frio, Dejar para precipitacién total 30
minutos a -70°C.
12)centrifugar a 10,000xg por 15 minutos a 4°C, lavar con etanol

al 7087, secar al vacio y resuspender en agua.

ID inacion de la ion de ARN.

Espectrofotométricamente:
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Considerando que 1DO,;; contiene aproximadamente 40pg de ARN
por mililitro, determinar la densidad Sptica de cada muestra y
calcular la concentracién con la anterior relacién. Determinar
la densidad &ptica de cada muestra a 280nm; la relacidn
DO240/D0,q0 da una estimacién de la pureza de &cidos nucleicas
con respecto a la cantidad de proteinas; valores entre 1.8 y 2
indican una muestra pura en &cidos nucleicos.
Por clectroforesis en minigeles de agarosa:

Debido a que en los extractos de plantas exiasten compuestos
aromiticos que sa detectan a 260nm, la determinacién

trof: rica de la cién de &cidos nucleicos no

es tan precisa, por lo que para igualar la cantidad de ARN
cargado en los geles desnaturalizantes de ARN, se tlenen que
realizar minigelea de agarosa, adem&s de que con esta prueba se

determina su integridad.

“»Separacién de fragmentos de ARN en geles desnaturalizantes de agarosa,
sDesnaturalizacién con formaldehido y formamida (Sambrook 1990).
1)Preparar una solucién de agarosa con agua para tener al final
con el formaldehide y el amortiguador de electroforesis un
gel al 1ls. Fundir en autoclave.
2)Preparar la céimara de electroforesis y sus accesorios de la
sigulente manera:
~Lavar con extrin, enjuagar con agua abundantemente.
-Enjuagar con etanol y dejar secar.
-Llenar con una solucién de HO, al 3% y dejar 10 milnutos a

temperatura ambiente.

~Enjuagar con agua tratada con DEPC.

3)Una vez lista la agarosa se deja enfriar hasta 50°C, se le
agrega el formaldehide y el amortiguador de electroforesis
10X para tener concentraciones de 6% y 1X respaectivamente.
Decantar en la céimara de electroforesis.

4)Dejar gelificar por 30 minutos.

5)Preparar las muestras de la sigulente manera:
ARN 4.581
Amortiguador de electroforesis 10X 2.0pL
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Formaldehido 37% 3.5u)
Formamida 100% 10.0u1

Incubar a 55°C por 15 minutos para desnaturallizar; colocar
rédpidamente en hiele, dar un pulso de centrifugacién, y
agragar amortiguador de carga 10X hasta una concentracién
final de 1X.

6)Sumergir el gel con amortiguador de electroforesis 1X vy
precorrerlo por 5 minutos al voltaje que se va a utilizar
durante la corrida del gel.

7)Colocar las muestras en el gel. Aplicar un voltaje de 3~4V por
centimetro de separacién entre los electrodos.

9)Al final de la corrida, tefiir el gel con bromuro de etidio a
una concentracidén final de 0.5ug/ml. Observar el gel con un
transiluminador de ultravioleta y medir las distancias de
migracién de los ARN ribosomales (235 y 165). Enjuagar el gel

en agua tratada con DEPC hasta la transferencia.

eElectroforesis de ARN después de la desnaturalizacién con glioxal
y dimetilsulféxido (DMSO), (Sambrook et al., 1990).

1)En tubos eppendorf colocar:

Glioxal &M 5.4pu1
DMSO 16.0u1
Amortiguador de fosfato de sodio(pH7)0.1M 3.0u1
ARN S.4pl

Mezclar, incubar por una hora a 50°C. Colocar inmediatamente en
hielo.

2)Preparar la cdmara de electroforesis de la misma manera que en
el método anterior.

3)Disolver la cantidad de agarosa necesaria para tener una
solucién al 1% en amortiguador de fosfatos 10mM (pH7) ‘en
autoclave a 15 lb/pulg? por 15 minutos, dejar enfriar a 50°C
y vaciar en la cémara de electroforesis. Dejar gelificar por
a0 minutos. Sumergir al gel con amort iguader de
electroforesis 1X. Precorrer el gel por S minutos.

4)Agregar amortiguador de carga a cada mueatra; cargar al gel.

Aplicar un voltaje de 3-4V por centimetro de separacién de
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los electrodos. Recircular el amortiguador de electroforesis
durante toda la corrida.

5)Cuando el azul de bromofenol del amortiguador de carga haya
migrade 3/4 partes del gel, tefir con bromuro de etidio
{0.5pug/ml) por 30-45 minutos. Determinar la distancia de
migracién de los ARN ribosomales. Dejar enjuagando en agua

tratada con DEPC hasta la tranaferencia.

<»Transferencia por capilaridad de ARN scparado en geles de agarosa hacia soportes sélidos.
1)Enjuagar el gel en la solucién de transferencla por 15
minutos.

2)Instalar la ci&mara de transferencia de la siguiente manera:

— Papel Whatman 3MM
— \/ombrana de ntfoceiuicsa
N

Pape! Whatman 3MM

Sumergir los papeles Whatman 3MM y el filtro de nylon o de
nitrocelulosa en agua desionizada hasta hidratacién total,
posterjormente sumergirlos en SSC 20X por 10 minutos.

Colocar las capas de papel y el soporte evitando la

formacién de burbujas.

3)Dejar transferir por 12 horas como minimo. Una vez terminada
la transferencia sacar el filtro, dejarlo secar al aire y
finalmente hornearlo por dos horas a 80°C en un horno al

vacio.
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=>Preparacién de Filtros para Slot-blot.
l)Lavar el aparato de slot de la misma manera como se hace para
la cimara de electroforesis.

2)Preparar las muestras de la siguiente manera:

Formamida 100% 20pl
Formaldehido 37% 7l
ssc 20X 2p1

3)Cortar el filtro de nylon del tamafio adecuado al nGmero de
muestras, sumergirlo en agua desionizada estéril hasta
hidratacién total, posteriormente sumergir en SSC 20X por 1
hora. Colocar el filtro en el aparato de slot; colocar las
muestras, accionar el vacio y dejar que se filtre toda la
solucidn.

4)Secar el filtro al aire y hornearlo 2 horas a 80°C en horno al

vacio.

“»Preparacion de la sonda.
eDigestionas con endonucleasas de restriccién.
1)Colocar en un tubo Eppendorf estéril el ADN a cortar (0.2-
1ug), agregar la cantidad suficlente de agua para tener 18yl
totales.
2)Agregar 2pul del amortiguador comercial({l0X) adecuado para la
endonucleasa a utilizar, mezclar.
3)Agregar 1-2 unidades de la endonucleasa de restriccifn,
mezclar. Incubar a la temperatura apropiada.
4)Checar los cortes en un minigel de agarosa al 0.8%.
5)SL la segunda enzima de restriccién trabaja con el mismo
amortiguador que la primera enzima agregar a la mezcla de
reaccién anterior 1-2 unidades de la segunda endonucleasa de
restriccién; incubar a la temperatura adecuada por el tiempo
necesario; volver a checar en un minigel de agarosa al 0.8%\.
6)Detener la reaccidédn agregando EDTA 0.5M{pH8) a una
concentracién final de 10mM.
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ePurificacién de los fragmentos de ADN restringidos.

l)Separar las reacciones de digestién en un minigel de agarosa
al 0.8%.

2)Tedir con bromuro de etidlo (0.5ug/ml) por 15 minutos,
cbservar con l&mpara de luz ultravioleta de longitud de onda
larga y verificar si las diferentes bandas han logrado una
buena separacién.

3)Cortar el fragmentc de agarosa que contiene la banda de ADN
que se utiljizard como aonda, coloecarlo en un tubo
eppendorf(0.5ml) con pelo de &ngel y una perforacién en el
fondo. Colocar este tubo dentro de otro tubo Eppendorf(1.5Sml)
y centrifugar 5 minutos a 12,000 rpm. B

4)Agregar 100 Kl de TE y centrifugar de nuevo colectando en el
mismo tubo; llevar a 400pl con TE. Extraer con fenol-C:Al una
vez y otra con cloroformo.

5)La fraccién acuosa de la (ltima extraccién se precipita con
1/10 de volumen total de acetato de sodio 34 (pH 5.2) y 2.5
voliimenes de etanol absoluto frio; dejar a -20°C por dos
horas. Centrifugar a 12,000xg por 30 minutos a 4°C.

6)Lavar el botén con etanol al 70% y resuspender en STE (pH 7.6)
en el menor volumen posible. Calcular la concentracién en

base a la cantidad de ADN cortado iniclalmente.

eMarcaje. Extensién por “Random Primer" (Feingberg & Volgestein;
1984).
El marcaje se realiza con paquetes comerciales de extensidn,
los cuales contienen todos los reactivos necesarios.
En el marcaje por “"random primer” se utiliza una mezcla de
hexanucledStidos que sirven como "primer” para gque el ADN que
va a servir como molds pueda ser utilizado por el fragmento
Klenow de la ADN polimerasa I de E.coll. Este fragmento
carece de actividad de exonucleasa 5'-?3', ademis de tener una
actividad de exonucleasa 3'-»5' muy disminuida por el pH de la
reaccién (6.6}, lo que evita perder radiactividad
incorporada. Uno de los dNTP para la polimerizacién es
radiactivo ([u-*?P)dCTP).
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1)Desnaturalizar el ADN linearizado en bafilo de ebullicién
por 5 minutos y colocar inmediatamente en hielo.
Centrifugar.

2)Adicionar 1los sigulentes reactivos del paqueta de
extensidén en un tubo Eppendorf:
-6pl de Amortiguador de extensldn 5X
-6)l de mezcla de dNTPs sin dCTP.
-La cantidad de ADH desnaturalizado a marcar.
~La cantidad suficiente de {«-7PJdCTP para tener SOuCi.
-1pl de enzima Klenow.
-Agua para completar 30pl

3)Mezclar, centrifugar y dejar a temperatura ambiente por
aproximadamente 5 horas.

4)betener la reacciéin agregando 3ul de EDTA O.5M

eSeparacién do la marca no incorporada (columnas de Sephadex G-
50).
-Preparacién de la resina:
l)Agregar lentamente la resina a agua desionizada estéril
{1g/16ml), dejarla reposar, tirar el agua y repetir esto
unas 5 veces.
2)Decantar el agua del Gltimo paso de lavado y equilibrar con
TE {(pH7.6), esterilizar en autoclave a 10 1b/pulg? por 15
minutos y guardar a temperatura ambiente.
~Preparacién de la columna.
1)Empacar la resina en una columna de aproximadamente 1ml de
volumen con pelo de &ngel estéril en el fondo (jeringa de
insulina estéril). Lavar dos veces con aproximadamente 100yl
de STE por centrifugacién a 1,600xg cuatro minutos a
temperatura ambiente.
~Separacién.
1)Agregar a la reaccldn de marcaje STE para tener 200 pl
finales. Mezclar y tomar 1 pl en un tubo Eppendof,

colocarlo en un vial para contador de centellco.



2)Cargar la solucién a la columna, centrifugar a 1,600xg 4
minutos a temperatura ambiente. Colectar el eluido en un
tubo Eppendorf, de este eluido tomar 1 ml y colocarlo en
un tubo Eppendorf y é&ste en un frasco para contador de
centelleo.

3)Determinar las cuentas por minuto (cpm) Cerenkov de las
muestras de los dos lavados; calcular con estos datcs el
pcrcentaje de incorporacién de la marca radiactiva y 1la
actividad especifica de la sonda.

4)Agregar 0.1 volumenes de NaOH 1N, calentar a 37°C por cinco
minutos.

<> Hibridacion tipo Southern y northern.
-Prehibridacién e Hibridacién:

1)Preparar la solucién de prehibridacién conforme a las
especificaciones del experimento (aproximadamente
0.2ml/cm?).

2)Sumergir el filtro de nitrocelulosa a hibridar en SSC 6X
hasta que esté completamente hGmedo. .

3)Colocar el filtro dentro de una bolsa de pléstico para
hibridacién, agregar la solucién de prehibridacién. Sellar
la bolea sin que se formen burbujas y sumergir en un bafio
de agua por una a dos horas como minimo a la temperatura
determinada para cada experimento.

4)Terminado el tlempo de prehibridacién, agregar la sonda
desnaturalizada a la misma solucién en el caso de filtros
de nitrocelulosa; para filtros da nylon camblar 1la
solucién por 1la solucién de hibridacién y agregar la
sonda. Sellar la bolsa sin gue se formen burbujas e
incubarla sumergida en bafio de agua el tiempo y a la
temperatura determinada por el experimento.

5)Una vez terminade el tlempo de hibridacién, retirar 1la
boisa del bafio de incubacién, eliminar la solucién de
hibridacién en un contenedor para radiactividad y sumergir

inmediatamente el filtro en la solucién de lavado y
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proceder a lavar segin las especificaclones de cada
experimento.
6)Monitorear con contador geiger los pasos de lavado; cuando

oe consldere limpio, preparar para autorradiografia.

-Rutorradiografia.
l)Colocar el filtro ain hGmedo en un soporte entre dos hojas
de egga-pack.
2)En cuarto oscuro poner el filtro en un cassette para
autorradiografia, colocarle encima una pelicula para rayos
X y poner ambos entre dos pantallas intensificadoras de
tungstenato de calcio. Guardar a =~70°C por el tlempo
necesario.
3)Revelar la pelicula de la siguiente manera:
-Sumergir la pelicula en la solucién reveladora por 5
minutoa.
-Enjuagar abundantemente con agua.
-Sumergir la pelicula en solucién fijadora por cinco
minutos.

=Enjuagar abundantemente con agua.

“»Transformacion de E.coli.

1)Tomar 4 &6 5 colonias de E.coli MC1l061, e inocular 3 ml de
medio Luria 1liguido. Incubar toda la noche a 37°C con
agitacién fuerte.

2)Inocular con 300pl del cultivo anterior 30ml de medio Luria
liquido. Incubar a 37°C con agltacién fuerte y dejar crecer
hasta la fase logaritmica (D.O.,, de 0.2).

3)Enfriar en hielo por diez minutos. Centrifugar a 5K por §
minutos a 4°C. Resuspender el botSn celular en la mitad del
volumen inicial de CaCl, 100mM. Dejar reposar 30 minutos en
hielo.

4)Adicionar a 200p1 de esta suspensién celular aproximadamente
50ng de ADN (plésmidos con los que Be quieren transformar las

células: pRK172 y pl0a) en un volumen no mayor de 10ul.
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5)Incubar en hielo por 30 minutos, calentar a 42°C por dos
minutos y colocar en hielo inmediatamente.

6)Agregar 0.8ml de medio Luria a este tubo Eppendorf e incubar a
37°C por 45 minutog.

7)Colocar en placas de medio Luria con Ampicilina (50pg/ml de
medio) 40ul de la solucidn concentrada de X-gal y 4pul de la
solucidén concentrada de IPTG, esparcirlos, dejar absorber y
sembrar las células transformadas Y un control ein

transeformar. Incubar toda la noche a 37°C.

=»Purificacion de plasmido por lisis alcalina

1)Tomar entre 4 y 5 colonias de cé&lulas transformadas,
inocularlas en 30 ml de medio Luria con ampicilina (S5O0pg/ml}
e incubar a 37°C con agitacién fuerte hasta fase logaritmica
(D.O.geo~ 0.6).

2)Inocular 500ml de medio Luria con ampicilina 50ug/ml con 25 ml
del cultive anterior. Incubar 2.5 horas a 37°C con agitacién
fuerte. Centrifugar 15 minutos a 13,000rpm a 4‘C.

3)Rasuspender el botén celular en 10ml de Soluclén I contenlendo
5mg/ml de lisozima.

4)Transferir a tubos de centrifuga. Incubar a temperatura
ambiente por cinco minutos.

5)Agregar 20ml de Solucién II fresca. Mezclar y colocar en hielo
por 10 minutos.

6)Agregar 15 ml de una solucién fria de acetato de potasio
{solucién III). Mezclar e incubar en hielo por cinco minutos.

7jCentrifugar a 70,000xg por 20 minutos, a 4°C.

8)Transferir el sobrenadante a tubos siliconizados y agregar 0.6
volimenes de isopropanol. Mezclar y dejar a temperatura
ambiente por 15 minutos.

9)Centrifugar a 12,0009 por 30 minutos a temperatura ambiente.

10)Lavar el botén con etanol al 70%. Disolver el botén en STE

para preparar un gradiente de CsCl.



<> Gradicnte de CsCl:

l)Medir el volumen de la solucién de ADN. Agregar lg de CsCl por
cada mililitro y disolver totalmente,

2)Agregar 0.8ml de una solucidn de bromure de etidioc (l0mg/ml)
por cada 10 ml de la solucién de ADN/CsCl. Mezclar. La
densidad final de la solucién deberid ser de 1.55g/ml (indice
de refraccién = 1.,3860) y la concentracién de bromuro de
etidio da 740ug/ml.

3)Centrifugar la solucién-a 60,000rpm por 24 horas a temperatura
ambiente.

4)colectar la banda correspondiente al ADN plasmidico con una
Jeringa estéril de 1ml en un tubo estéril.

S)Eliminar el bromuro de etidio con lavados de alcohol
isoamilico. Agregar tres volfimenas de agua y dos de etanol
abgoluto frio. Incubar 15 minutos a 4°C. Centrifugar a
10,000xg por 15 minutos a 4°C. Lavar con etanol al 70% tres
veces. Disolver el ADN precipitade en TE pHS8.

Incubacién de células de E.coli MC1061 para expresién de plasmido pl0a:

1)De las células transformadas con pl0a, tomar una colonia e
incubar en medic Luria liquido a 37°C toda la noche con
agitacidn.

2)Inocular en otro matrdz con medio Luria con Ampicilina
{50pg/ml) un volumen tal de esta suspensién celular para
lograr una dilucién de 100 veces. Incubar en prescncia de
IPTG hasta una densidad &ptica de aproximadamente 0.7.

3)Extraer de esta suspensién el ARN total.



Resultados.

Northern-blot
Esta té&cnica comprende la hibridacién de ARN inmovilizado en
soportes s6lidos como nitrocelulosa o nylon, con una sonda da ADH en
solucién{Alwine et al. 1979}.
El desarrollo de esta técnica involucra los siguientes puntos:
1) Extraccién de ARN total del tejido a estudlar.

2) Separacién dal ARN extraido por cromatograffia en geles

d lizantes de

3) Transferencia de los ARN separados a un soporte sélidoc de nylon o
nitrocelulosa.

4) Pre-hibridacién e hibridacién con la sonda de interés.

Extraccion de ARN total.

Para la obtencién del ARH total de ejes embrionarios de maiz se

siguieron Db&si dos p los que e fueron adaptando hasta
establecerse el método que satieface los requisitos para obtener un ARN
integro y con un alto grado de pureza..

En el primer protocolo, la lisis celular para la extraccién del
ARN me hace con ayuda del detergente bromuro de cetiltrimetilamonio ({CTAB),
EDTA y f-mercaptoatanol. Esta solucidén ademfs de 1lisar las células,
desnaturaliza protefinas entre lam que ge podrian encontrar ARNasas (Taylor &
Powell, 1982).

Los ARN extrafdos por este método no mostraban evidencias claras
de estar degradados al observaree en gales de agarosa; sin embargo, otro

& de ién algunas ventajas sobre el primero. Entre
estass

mwMenor tiempo de incubacién en el extracto celular total. Esto es una

ventaja, debido a que entre mayor tiempe so incube el extracto

celular total se favorece la intoraccién da algunas ARNasas que no



hayan podido ser desnaturalizadas con la eolucién de extraccién,
increment&ndose la posiblilidad de degradacisén del ARN.

mpMenor manipulacién durante la eliminacién de ADN, la cual en el
primer protococlo se realiza por un gradiente de cloruro de cesio y

en el segundo medlante precipitaciones diferenciales.

mEl uso da agentes caotrdpicos (isotiocianato de guanidina y
clorhidrato de guanidina), los cuales junto con el p-
mer 1 como r G como lizantes

potentes que eliminan la estructura secundaria de las protelnas y

por lo tanto inactivan totalmente & las ARNasas (Cox 1968).

Los ARN obtenidos con este protocolo de extraccién mostraron un
alto grado de pureza y de calidad. Lo que se puede apreciar en los geles de

agarcsa de estas muestras:

Electroforesis .de ARN total de ejes embrionarios de mafz.
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Elcctroforesis en geles de agarosa,

Para esto se probaron fundamentalmente dos procedimientos de
dasnaturalizacién del ARN: uno gque utiliza 2.24 de formaldehido (Thomas,
1980), y otra técnica que utiliza Glioxal 6M y Dimetilsulfoxido (DMSO)
{McMaster & Carmichael, 1977).

Aunque el poder de resolucién de ambos 8l es aproxi

el miemo (Miller 1987), se probhé el segundo método ya que en la literatura se
reporta que las sefiales detectadas por northern de los ARN en geles de glioxal
Y DHSO son més finas, ademés de evitarse la moleatia y el riesgo de trabajar

con formaldehido.

Transferencia.

La transferencia de las muestras se realizé hacia dos wsoportes:
primeramente nitrocelulosa y postaeriormente nylon. Este cambio se hizo debido
a que el segundo aoporte es wmenos frigil y por lo tanto ms f&cil de

manipular.

Hibridaciones.

Para la realizacién de la prehibridacién e hibridacién, existen
diferentes protocolos que varfan sagin las caracteristicas de la sonda
utilizada y de su homologia con las muestras a hibridar.

Estos protocolos difieren en los siguientes aspectos:

e La temperatura y el sgolvente utilizades (por ejemplo 68°C en
solucién acucsa o 42°C en 50% de formamida},

e El volamen del solvente, y el tiempo de hibridacién (grandes
volGimenes por perlodoas largos hasta de trea dias o volimenes
minimos por periodos tan cortos como 4 horas).

e E1l grado y método de incubacién durante la hibridacién (con
agitacién continua o estacionaria).

s El usoc de agentes diferentes para bloguear los filtros antes de ser

hibridados.
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* La concentracién de la sonda marcada radiactivamente y su actividad
especifica.

* El uso de compuestos como sulfato de dextrdn (Wahl et al., 1979) o
polietilenglicol (Amasino, 1986) los cuales incrementan la tasa de
reasociacién de &cidos nucleicos.

* La intensidad de los lavados después de la hibridacién.

Para las hibridaciones primeramente se utiliz& el plismido pRK-172
como monda para hibridar ARN dav mafz. Este plismido contiene un ADNc del
homéloge funclonal humano de cdec? {Lee & Nurse). Este plésmido al utilizarlo
como sonda para hibridar muestras de mafz merd una scnda no homSloga, por lo
que la hibridacién se debe realizar en condiciones de poca severidad para
favorecer la hibridacién de la sonda con el ARN de mafz.

Para esto la primera estrategia a sgeguir fué v disminuir la
temperatura de hibridacién.

Tomando en cuenta la homologia entre la sonda y el ARN mensajero
corraspondiente de maiz, que es del 63%, (Lee & Nurse, 199) la temperatura de
fusion (Tm) para el hibrido formado entre la sonda y el ARN mensajerc es de
37¢C, la cual es muy baja para usarla en el experimento, ya que favorece mucho
lan hibridaclones ineepecificas aumentande la relacién fondo/sedal, lo que
hace diffcil identificar una seflal positiva de entre las seflales de fondo.

La temperatura para una hibridaciédn 100% hom&loga es de 68°C
(Sambrook et al ;1989). considerando una homologia del 63%, se trabajé
primeramente con una temperatura de 55°C, es decir 13 grados centigrados menos
que la temperatura utilizada para sondas con 100% de homologia.

Los primeros filtros contenian por carril aproximadamente 20ug de
ARN total de ejes embrionarios de malz incubados por diferentes horas con y
sin benclladenina. Las primeras horas estudiadas fuercn: O, 3, 6, 9 y 15 horas
depspués del inicio de la imbibiciédn. Estas muestras fueron separadas
electroforfticamente en geles desnaturalizantes de formaldehide, y se
transfirleron a membranas de nltrocelulosa, ’

Las condiclones de hibridacién que se utilizaron fueron:
Prehibridacién:
Tiempo: 4 horas
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Temperatura: 55°C.

Solucién:
® Ssc sX
* SDS j:13
* Reactivo de Denhardt 5%
¢ Amortiguador de fosfatos SOmM
* ADN de esperma de salmén 200ug/ml

Bibridacién:

Tiempo: 24 horas

Temperatura: $5°C

Soluciént
La misma quo la de la prehibridacién, a le que Be le afiade la
sonda marcada radiactivamente.

Porcentaje do incorporacién de la marca: 42%

Actividad cspecifica de la sonda radlactiva: 7X10%cpm/ug ADN.

De estos primeros intentos, no #e obtuve ninguna sefal de
hibridacién, asi que sa continuaron haciendo modificaciones a las condiciones
de hibridacién: ’

Se disminuyé la temperatura en dlez grados centigrados de 55°C a
45°C, para aumentar la probabilidad de umna hibridacién. Al dieminuir 1la
temperatura las hibridaciones inespecificas aumentan, asi que los lavados se
van 0 realizar de manera mis severa, para eliminar en lo més posible el fondo
inespecifico que Be pudiera encontrar bajo estas condiclones.

Se realizaron las sigulentes hibridacliones manteniendo el miemo
tlempo y 1las miemas solucicnes de prehibridacién e hibridaclén. La
prehibridacidn se realizé a 55°C y la hibridacién a 45°C. El lavade se hizo de
la siguiente manera:

15 minutos, una vez, a temperatura amblente, con una soluclién de
SSC 2X, SDS 0.1% y dos veces con una solucién de SSC 0.2X, 0.18SDS,

con estas condiciones de hibridacién tampoco se obtuvo ninguna
sefial de hibridacién.



Posteriormente se probaron algunos aspectos que se consideraron

importantes:

® Que la sonda est& bien desnaturalizada antes de agregarla al buffer

da hibridacién. En ,la 1literatura, se recomienda un m&todo de
desnaturalizacién de la nonda con una solucién de sosa 1IN (0.1
volimenes), calantando a 37°C por cinco minutos (Sambrook et aly
1989). En adelante se desnaturalizaron de esta manera las gondag

para las hibridaciones.

Incluir un control positivo de hibridacién ADN-ADN. Para este ge
cargd un carril con ADN del plésmido, en una cantidad tal gque se
pueda apreciar bien una banda de hibrldacién (100pg).

Incluir un control positivo de hibridacién de ADN-ARN. Para esto sa

cargé un carrll con ARN total humano; asi la sonda serfa 100%
homéloga al ARN, favoreciéndose con mucho la obtenci6én de sedlales
de hibrldacién., Para este punto ne axtrajo ARN total de células
Hela.

* Obtener y utilizar ARN de ejes incubados por mis horas (24, 48 y 72

heoras), debido a que entre mayor sea el tiempo de incubacién habrd
mayor nGmero de mitoais y por lo tanto m&s ARN mensajero de p34°%?
+ ya gque el gen se estarfa trascribiendo en un mayor nGmero de
células. Se sabe que en tiempos menores de doce horas de
incubacién, el nGmerc de mitosis es ineignificante en ejen

embrionarios de maiz (Balza et al; 1986).

® Aumentar la cantidad de plismido a marcar y por lo tanto de sonda

durante la hibridacién, de 50ng a 100ng, ya que estid reportado que
para detectar ARN mensajeros de baja abundancia se debe de upar al
menos 100ng de sonda cuya actividad especifica exceda 2x10%cpm/pg
de ADN (Sambrook et al; 1989). Aunque no se sabia en ese momento
qué tan abundante era este mensaje, se trabajé como poco abundante

para favorecer las probabilidades de hlbridaclén.
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* Modificar 1las soluciones de prehibridaci6én e hibridacién; ee
recomienda para ARN mensajercs de baja abundancia 1la sigulente
Bolucién: SSC 6X o SSPE 6X (cuando ee usa formamida), reactivo de
Denhardt 5X, SDS 0.5%, ADN de esperma de salmén fragmentado y
desnaturalizado 100 pg/ml (Sambrook et al; 1989).

Los filtros hibridados considerando los puntos anteriores
contenfan las siguientes muestras: pl&smido PRK172 (100pg), ARN total humano
{20ug), ARN total {(20jg) de ejes embrionarios de malz incubados por 24 y 48
horas con y sin benciladanina.

Las condiciones de hibridacién fueron las siguientesn:
Prehibridaciéng

Temperatura: 45°C.
Tiempos 24 horas.
Solucibns
® S5C 6X
* Reactivo de Denhardt 5X
® SDS 0.5%
® Amortiguador de fosfatos SOmM
* ADN de esperma de salmdn desnaturalizado 100 pg/ml

Hibridacidn:

Tiempo: 24 horaa

Temperaturas 45°C

Solucidn:
La misma que la de la prehibridacién, a le que se la afiade la
sonda marcada radiactivamente.

Porcentaje de incorporacién de la marca: 45%

Actividad especifica de la sonda: 1.6x10°cpm/ug da ADN.

De estos y adlo se seflal en el carril donde se
encontraba la sonda, lo que indicaba que la sonda sl estaba hibridando contra

af miema, y por consiguiente estas condiciones son las correctas para la

64



hibridacién ADN-ADN, pero en el caso del ARN humanc donde se eaperaba una
seflal positiva, no se encontrd ninguna. Esto estaba indicando que algo estaba
fallando en la hibridacién ARN-ADN, lo que se estaba reflejando en la falta
de msefal de hibridacién en las muestras de ARN de malz.

Se probaron otras modificaciones en las condiciones de
hibridacién, entre ellas:

e Inclufr en la mezcla de hibridacién Sulfato de Dextr&n como agente

concentrador; este polimero aniénico excluye el agua, concentra la

sonda y favorace por lo tanto la hibridacién.

e Enriquecer los carriles con ARN mensajeros. Purificar el ARN total
en columna de oligo~dT celulosa, con la cual se eeparan los ARN
mansajeros poll-adenilados. Esto se hizo para las muestras de ARN
humane.

e Inclulr ARN de tejidos de maf:z que se estén dividiendo activamente,
para favorecer la cantidad de células en divieidén y por lo tanto
si este gen es regulado transcripcionalmente durante la divisién
celular la cantidad de este mensaje para la hibridacién también
estard favorecida.

Para esto se trabajé con mesocotllos, debido a qus en estos
tejidos la mayoria de las células se est&n dividiendo.

Los filtros contenian las siguientes muestras: ARN polu’ humano,
ARN poliA~ humano, ARN total humano, ARN total de mesocotilo, plésmido pRK
172. Algunos de estos se hibridaron con las siguientes condiciones:

Prehibridacién:

Tiempo: 5 horas.
Temperatura: 45°C
Solucién:
e SSC 6X
® Reactivo de Denhardt 5X
» Amortiguador de fosfatos 50mM
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¢ SDS 0.S%

* ADN de esperma de salmén desnaturalizado 100 pg/ml
Hibridaciéns

Tiempo: 24 horas
Temperatura: 45'C.
Solucién:
La miama que la de prehibridaclén, mis la sonda radiactiva.
Actividad especifica de la sonda: 1x10%cpm/pg de ADN.

Otros flltros ee hibridaron con las mismas condiciones excepto que
contenfan 10% de sulfato de dextrén extra.

En estos filtros encontramos solamente sefial de hibridacién en el
carril con el ADN de plésmido, por lo que ee consider$ que ni el sulfato de
dextrin, nl la wmeparacién de ARN mensajeros por la columna de oligo-dT
celulosa daban alguna ventaja; asf pues se siguid trabajando con ARN total y
la mezcla sin sulfato de dextr&n.

Pogteriormente ae trabajé con al inserto del plésmido

iente a la a del ADNc del homSlogo de p34°%? humano como

sonda, ya que de esta manera ge evita gque todo el vector #e marque
radiactivamente y por lo tanto, la radiactividad se utiliza para marcar
solamente aquello que se va a hibridar con el mensaje que nos interesa; de
eeta manera también se favorece la cantidad de sonda radlactlva especifica que
se hibride con el ARN mensajerc.

Para esto se cortd el plismido con las enzimas de restriccidn
EcoRL y Xbal, de las cuales segiin el mapa de restriccién de el plasmido pRK-
172, (figura #4) ee obtenfan dos fragmentos, uno de 591 pares de bases que
corraspondla al 73% del inserto sl cual se utilizaria como sonda, y otro
segmento de 2.47 Kb que correaponde al vector y a un segmento de 225 pares de

bases del inserto.

Ademfis see vari6 otro factor, al incluir formamida en la
hibrldacién.

La formamida actiGa como agente alizante las

hibridaciones separando lon hibridos de &cidos nuclelcos formados, por lo que
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cuando se trabaja con ella para favorecer condiciones de alta especificidad,
la temperatura que se utiliza es de 42°C y no de 68°C como la que se utillza en
condiciones sin formamida. Esto se hizo, ya gque anteriormente en el
laboratorio se habfan realizado hibridaciones con estas condiciones para genes
de histonas de maiz obteniéndose buenos reaultados.

Partiendo de las condiciones para 100% de homologia reportadas en
los manuales {Sambrook et al; 1989), y consliderando una homologia entre la
sonda y el RARN mensajero del homSlogo de cdc2 de mafz del 63%, se
establecieron las siguientes condiciones de hibridaciéns

* 42°C con SON de formamida. Estas condiciones sSe raalizan para
hibridacliones eeveras de 1008 de homologia; s8e wutilizaron
conpiderando las muastras de ARN humano en los filtros,

s S5°C, Esta la usamoe también como condiclén de alta severidad, sain
formamida.

® 40°C con 47% de formamida. Estas condicliones son para hibridaclones
de menor eeveridad.

Los filtroe utilizados para estos experientos procedleron de un
mismo gel que contenia las sigulentes muestras: plasmido PRK172, ARN total
humano (20pg), ARN total de ejea embrionariosm de maiz incubados por 24 y 48
horas con y sin benciladenina (20pg).

Las condiciones con que se trabajaron estos filtros fueron las
siguienten:

Prehibridacién:

Tiempo: 3 horas

Temperatura: la indicada para cada experimento.

Solucién:
® S5C (23
* SDS 0.5%
» Amortiguador de fosfatos SOmM
* Reactivo de Denhardt 5%
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*ADN de esperma da salmén 100 pg/ml
M8a la cantidad de formamida en los experimentos donde me

incluyé ésta.
Hibridacién:
Tilempo: 24 horas
Temperaturas La indicada para cada experimento.
Solucién:

La misma que para la prehibiridacién de cada ensayo difarente.

El resultado mostr6 que en todos los filtros hibridados la Gnica
sefial fud la de la sonda; el ARN humano no estaba hibrid&ndo con la sonda.
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Para entonces nos llegd el plésmido pl0a que contlene el ADNc del
gen homdlogo ‘de c¢de2 de mafz (Colasanti et al., ;1991), el que se utilizarfa
como sonda 100% homSloga. Esto aumenta de manera critica la probabllidad de
hibridacién y debido a que las hibridaclones de muestras de maiz con asta
sonda se pueden llevar a cabo bajo condiciones de alta eeveridad, se favorece
1a deteccidn de sefales sobre el ruido de fondo.

De aste plismido se extrajo el inacrto correapondiente al ADNc de
cdc2 con las enzimas de restriccién Smal y KpnI, lo que segin el mapa de
rastriccién (figura #5) nos daba dos fragmentos de ADN: uno de 1l.4kb que
correspondfa al inserto, y otro de 2.8Kb que correspondfa al vector. El
inserto es el que se utiliz6 para todas las siguientes hibridaciones.

Con este inserto como sonda se realizd primeramente un Southern-
blot.

£l filtro hibridado contenia 7 muestras: ADN de mafz y ADN humano
cortados con EcoRl, Hind III y Bam HI cada uno; ademia ADN de Aradidopsis
thaliana cortado con Eco RI.

Este filtro sa hibridé con las sigulentes condiciones:
Prehibridacién:
Tiempo: cinco horas

Temperatura: 65°C.
solucién (0.2ml/ecmé de filtro):

® SSC 6X
® Denhardt's 5%
e 5DS 0.5%
e Buffer de fosfatos S0mM

* ADR de esperma de salmén 100ug/ml

Bibridacién:

Tiempo: 24 horas.

Temperatura: 65°C. -
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Solucibni,
La misma que la de prehibridacién, més la sonda radiactiva.
Porcentaje de incorporacién de marca radiactiva: 50%

Actividad especifica de la sonda: 2.3x10%°cpm/ug ADN.

Lavados:

Tiempo Temparatura Solucién

*15 minutos ambiente §SC 2X,SDSs 0.1%
15 minutoa ambiente SSC 0.2X, SDS O.1%
* 1 hora 60°C SSC 0.2X, SDS 0.1%

Exposicidn:cinco dfas (figura #6).

Se pueden apreciar sefiales de hibrldacién en todas las muestras,
lo que demuestra la alta homologfia y coneervacién que guardan los genes
homblogos a cdc2 de los diferentes organismos, considerando que con la sonda
de maflz observamos sedales en todas las muestras; anterlormente se realizé un
Southern-blot utilizando la sonda derivada del plasmido pRK172, en este
experimento sa analizaron las mismas muestras, y se observaron también
hibridacién en todas ellas (resulatdo no moetrado}.

Las bandas observadas @e encuentran en diferentes pesos
moleculares, algo esperado debldo a la diferente disposicién de este gen en
los genomas de los respectivos organismos.

Aunque con este ensayo no podemos estimar el nimerco de copias de

este gen, we puede apreciar que ge a poco P dado la
presencia de pocas bandas de hibridacién.

Esta misma sonda se utilizd para estudios de northern.

ta cantidad del ARN mensajore buscado en el carril da muestra
afecta de manera directa la probabjlidad de hibridacién de la sonda; esta
cantidad de ARN mensajerc puede estar variando por alguno de los siguientes
factores: que el tejldo tenga de por sl poco del ARN mensajero que eatamos
buscando © que se esté degradando en alguno de los pasos de manipulacion,

desde su extraccion hasta la hibridacion.
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Figura #6. Southem-blot de ADN de ejes embrionarios de maiz cortado con Eco RI, Hind
1T y Bam HI (carril 1, 3 y 5 respecti ); de ADN de linfocitos |

cortado con Eco RI, Hind 1If y Bam HI (carril 2, 4 y 6 respectivamente); y ADN de
Arabidopsis thaliana cortado con Eco Rl (carril 7).
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Para eliminar la posibilidad de degradacién del ARN

En eBtos ensayos

se consideraron por lo tanto los

durante

extraccién se adquirieron paguetes de extraccién comerciales.

* Muastras da ARN de alta calidad.

e Sonda 100% homéloga.

El primer filtro que se hibrids,
ARN total de aejes embrionarics de maiz incubados pox 0,

ein benciladenina (20pg por carril), y se transferieron a filtro de nylon.

la

slguientes

tenfia las ocigulentes muestras:

15 y 24 horas con y

Las condiciones que so probaron para estas hibridaciones fuaron

las siguientes:

Prehibridacién:

Tiempo: 3 horas
Temperatura: 65°C

Solucidns

* SSC

® SDS

¢ Amortiguador de foafatos
® Denhardt”®

e ADN de esperma de salmén

Hibridaciéng:

Tiempo: 24 horas
Temperatura: 65°C

Solucién:

La misma que 1a de la prehibridacién,

6X
0.5%
50mM
5X
100p1g/ml

pero sin reactivo

Denhardt; més la sonda radiactiva.

Porcentaje de incorporacién de la marca: 45%

Actividad especffica de la sonda: 1.23x10%pm/pg de ADN.

"
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De esta hibridacién se obtuvo una sefial muy tenue en el carril que
corresponda a la muestra de 24 horas de incubacién tratada con benciladenina
{Resultado no mostrado).

La distancia de migracién donde Be ubica esta sefial correspone a
un peso molecular aproximado de 1.4 kb, le que c¢orresponde €on el peso
molecular reportado para el mensaje del gen homSlogo de cde2 de maiz
(Colasanti et al., 1991),

Para aumentar la intensidad de la sefial se considerS aumentar la
cantidad de ARN total en los geles, para favorecer asl la cantidad de mensaje
a ser hibridado, por lo que para cada muestra se cargaron 100ug de ARN total.

Se realizt primeramente un Northern slot-blot, ya que como as un
método mas rapido que ‘el northern-blot nos ayudarla a establacer lag
condiclones &ptimas de hibridacién en menor tiempo y una vez eetablecidas
estas, se realizarian los northern-blot.

El northern slot-blot contenia las siguientes muestras:

ARN total de ejes embrionarios de matz, incubados por O, 6, 15,
20, 24, 36, y 48 horas con y sin benciladenina (100 pg por carril), ADN de
malz como control positivo de hibridaclén, ADN del fago lambda como control
negativo de hibridacién. Las mueotras fueron transferidas a filtro de nylon y
el filtro ne hibrid6 con las aigulentes condiciones:

Prehibyridacidén:

Tiempo: Toda la noche.

Temperatura: 65°C.

La w®olucién se hizo con las mismas concentraclones gque en la
anterior hibridacién.

Hibridacién: .

Tlempo: 24 horas.
Temperaturas 65C.
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Solucidn: R
La misma que para la prehibridacién, con la diferencia gue no
contiene reactivo de Denhardt por ser filtro de nylon, y ademis
la sonda radlactiva.

Porcentaje de incorporaclén de marca radiactiva: 38%

Actividad especifica de la sonda: 1x10%cpm/pg de ADN.

De este ensayo se pueden observar sefiales de hibridaclén (Pigura
#7), sobre todo en muestras de tiempos mis largos de incubaclén (24 y 48
horas); astas sefales son mayores en las muestras tratadas con benciladenina,
especialmente en las de 24 y 48 horas. Ademis se aprecia qua las sefiales
aparecen antes en las muestras tratadas con benciladenina que en Bus

respectivos controles.

La técnica de northern slot-blot puede favorecer la aparicién de
sefiales inespecificas de hibridacién, ya que si en las muestras habia una
cantidad considerabla de ADN contaminante, se hibridar& con la sonda y la

safial obtenida por la hibridacién no corr: ai a los
niveles del ARN mensajero; adem$s, aunque las muestras se desnaturalizan antes
da ser Incorporadas al filtro, el ARN de las diferentes muestras no se oxpone
a la sonda de igual manara, sobre todo en filtros con tanta cantidad de &cidos

nucleicon (100ug) y esto puede influir en la hibridacién.
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rigura #7. Northem-siot dec ARN totai de cjes embrionarios
de maiz incubados por difcrentes horas y con
difcrentes tratamicntos utilizando una sonda del
homélogo de cdc2 de maiz ( BA: benciladenlna,
c: cunlml‘, DNA: DNAde maiz).
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Por lo tanto se decidié realizar loe silguienten experimuntos en
geles dasnaturalizantes de agarosa, es decir roalizar northern-blot; eata
tecnica, ademis de superar las anteriores dasventajas, non indica el tamade
dal mensaje.

Rdemis en ostos ensayos se incluyd un control de ARN. Para coto po
aprovechd que el plésmido pl0a es un vactor de expresién, con ol cual al
infectar células de E.coli se pucde inducir la exprealdn de la sacuoncia
clonada, ya que se encuentra bajo el control de un promotor induciblae, on onte
caso el promotor de lactosa. Al crecer las célulan trannformadas en prosencla
de isopropiltic [i-D-galactésido (IPTG), wse induce la tranacripclén de la
sacuencia clonada, en este caso del ADNc del gen homélogo de cdc2 de mafe. Por
lo tanto al transformar las bacterias con plOa y al lincubarlao en pranoncla de
IPTG @@ va a sintetlizar una gran cantidad de MRN mensajero de aota secuonclaj
@ste ARN mensajerc seri idéntico a la sonda, por lo que serid un buan control
positivo de hibridacién ARH-ADN.

Para esto, B8 comprobé primero que efectivamonte al incubar
células transformadas con plO0a, en prasencia de IPTG oo induce la expresién de
la secuencia clonada; y se establecieron las condiciones do hibridaclén para
este ARN mensajero, mediante un ensayo de northern-blot.

Esta hibridacién se reallzé a un filtro de nitrocelulooa quo
contenia las eiguientes mueatras: ARN total de células transformadas o
inducidas con 1PTG, ARN total de células transformadas no inducidas, y otro
carril con 10ng de sonda.

Las condiciones de hibridacién para eote flltro fueron lao

siguientes:

Prehibridaciéng

Tiempo: tres horas.

Temperatura: 65°C.-°

Solucién:
* SSC 6X
e amortiguador de fosfatos 50mH
* Reactiva de Denhardt 5%

7%




* SDS 0.5%
* ADN de eaperma de salmén 100pg/ml

Hibridacién:

Tiempo: 24 horas.

Temparatura: 65°C.

Solucidn:
La misma que para la prehlbridacién, pero s8in reactivo de
Denhardt y m&m la sonda radliactiva.

Porcentaje de incorporacién: S4%

Actividad especifica de la sonda: 2x10%cpm/pg de ADN.

Lavados:

Tiempo Temperatura Solucidn
*15 minutos amblente S5C 2X, SDS 0.1%
*30 minutos 40°c ssc 0.2X, SDS 0.1%
*1 hora §5°C SSC 0.2X, SDSO.1s

Exposicién: dos dias.
La figura #8 presenta el resultado de esta hibridacién; se

observan bandas de hibridacién tanto en el carril con la sonda, como en el

carril con el ARN total de las células transformadas e inducidas.

STA TESIS MO DEBE
SR OE LA GRUOTECK
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rigura #8. Northern - biot dc ARN total de £ colf transformada con
pl0a ¢ inducidas con IPTG (Carsil 2), Control positivo con
plismido p10a (Carrill).



Para el caso del ARN de células, se observan dos bandas, una de
menor migraci6én que corresponde al plésmido, y una de mayor mlgracifn que
corresponde al mansajero del ADNc de cdc2; esta mefial no ge encuantra en la
misma distancia de migracién que la sonda, es declr del inserto extraido, pues
este mensaje adembs del ADHc de cdc2, tiene un segmento de la enzima fi-
galactosidasa, ya que el inserto clonado estd fusionado a un segmento del gen
para esta proteina, y se transcribe como un mensajerc de mayor tamafio.

Con este experimento ee pudo ccmprt:;bar que el método de northern-
blot estaba funclonando bien, por lo que tal vez lo que estaba afectando a los
resultados para las muestras de maiz fuera la cantidad de mensaje, el cual
probablemente sea bastante escaso on ejes embrionarios de maiz.

Laas condiciones para la hibridaclén de este mensaje con la sonda
eran buenas, por lo que s8¢ utilizaron para los posteriores ensayos de
northern-blot.

Los flltros contenian las siquientes muestras: ARN total de
c6lulas bacterianas transformadas con pl0a e inducidas con IPTG, ARN total de
cé&lulas c?unsfomadan con pl0a sin inducir, ARN total {100ug por carril) de
ejes embrionarios de malz de 0, 24 y 48 horas de lncubaclén con y sin
benciladenina.

En la figura #9 se muestra unc de estos filtros hibridados con las
condiciones antas menclonadas. El tiempo de exposiclén para este filtro fu& de
6 dfas.

Se encontraron gsefiales de hibridacidén en todos los carriles y con
aproximadamente igual intensidad a una distancia de migracién de 1.4kb la cual
corresponde al tamafio molecular reportado para el ARN mensajero homélogo de
p34°%? en mafz (Colasanti et al., 1991).

Por lo tantc en todas las horas de incubacién de los ejes
embrionarios con presencia o ausencia de BAR, se ancontrd fgual cantidad

aproximada de mensaje desde las cerc horas hasta las 48 horas.
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rigura #9. Northern-blot dc ARN total de: E.coll transformadas con plOa ¢
inducidas con IPTG y de E coli sin inducir (carriles 1 y 2
respectivamente), de ¢jes cmbrionarios de maiz incubados por 0, 24 y 48
horas con y sin benciladenina (carrltes 3, 4, 5, 8 y 7 respectivamente).
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Discusibn.

Los diferentes protocolos para ta hibrldacién de diferentes
sondaa buscan favorecer la tasa de hibridacién mediante la manipulacién
de algunas varlables, entre ellas: temperatura, volumen de la solucién,
concentracién de la sonda, fuerza iénica, tiempo de hibridacién, y
condiciones de lavado.

El porcentaje de homologia entre la sonda y el &cldo
nucleico buscado, afecta directamente la tasa de hibridacién. En el caso
de la hibridacién entre el ARN mensajerc del hombloge de c¢dc2 de mafz y
la ponda derivada del plasmido pRK172, las diferentes manipulaciones de
las varjables anteriores durante la hibridacién no redundaron en ningln
resultado positivo; la baja homologia entre la sonda y el ARMN mensajero,
del 63%, afectd de manera determinante los resultados; esto se demuestra
posteriormente al utilizar una sonda 100% homSloga derivada del plasmido
pl0a, con la cual se obtuvieron gefiales de hibridacién.

La cinética de la reaccién de hibridacién es dificil de
predecir a partir de consideraclones tebricas, en parte porque la
concentracién exacta del Acido nucleico inmovilizado y que asté
disponible a ger hibridado es desconocida. Esto se observd c.la:amenta en
este caano, pues segin los resultados parece ser que en ejes embrionarios
de mafz existe una cantidad muy pequefia de este ARN‘ mensajero, lo que
dificults m&s la obtencién de sefiales de hibrldacién, aGn utilizando una
sonda totalmente homéloga.

Los rasultados de los experimentos de Northern-blot nos

indican lo siguiente (Pigura #8):

eLa gefial da hibridacién corresponda a un peso molecular de
1.4Kb, el cual es el reportado para el ARN mensajero del
hom&logo de cde2 de mafz {Colasanti et al., 19%1}).
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*El" mensaje de p34°%? en ejes enbricnarics de mafz es muy
ascaso, ya que se necssitd trabajar con 100pg de ARN total
para poder detectar una sefial de hibridacién. La cantidad de
a@ste menpaje en ejes embrionarios de mafz, a diferencia de
otros tejidos de malz estudiados (Colasanti et al., 1991),
pedria ser independiente de la proliferacién celular, o
también podria deberse a que el nlmero de células gue se
activan para proliferacién eea comparativamente menor. LaS
cé&lulas de tejldos meristemiticos de ejes embrionariom de
malz incubados por 24 y 48 horas se encuentran dividiéndose
actlvamente. Sin embargo, la proporcién de estas células en
divipién activa es relativamente baja en cada tiempa, no
mayor del 2%, (Balza ot al., 1989) lo gue podria influir en
la cantidad de mensajes de productos relacionados con el

control del ciclo celular.

*El ARN mensajero de p34°%? pe encuentra desde las cero horas;
esto indica que las células no neceaitan transcribir este
gaen para tener la cantidad de proteina necesaria para la
primera divisién celular, nl para las subsiguientes,
comportindose como si fuera un mensajerc de vida media
larga, sugiriendo de esta manera que forma parte de los ARN
mensajeros almacenados en la semilla durante el periodo de
desecasién anterior a la germinacién. Por lo anterior se
puede pensar que en ejes embrionarios de maiz el gen cdeZ no
esti oiendo regulado tranacripcionalmente.

eEl tratamiento con la benciladenina no parece estimular la

cantidad de este ARN mensajera.

El experimento de HNorthern-blot se hize por traplicade,
obteniéndose los mismos resultados en todos los experimenton; sin
embargo, el resultado del experimento de Northern-slot (Figura #7), nos

indica resultados contrarios, ya que se observa claramente cémo el
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tratamiento con benciladenina estimula. la aparicién de la sefial de
hibridacién antes que en los controles sin benciladenina, principalmente
en muastras de tiempos largos de lncubacién: 24 y 48 horas. Aunque los
exparimentos de Northern-slot favorecen la aparicién de sedfiales
positivas falsas por el ADN contaminante que puedan tener las muestras,
debe hacerse notar que en ninguna de las otras muestras se encuentran
sefiales de la magnitud de las de 24 y 48 horas con benciladenina, lo gque
nos indica que se debe seguir trabajando al respectoc para poder
establecer con certeza la expresién transcripcicnal de este gen durante
la germinacién de ejes embrionarios de maiz y el posible efecto de la
benciladenina.

Esto no excluye sin embarge la posibilidad de que las
clitocininas ejerzan su accidén a través de la proteina p34, estimulando
su cantidad y/o su actividad; esto se apoya en algunos resultados
obtenldos en nuestro laboratorio, en los cuales se demuestra que el
tratamiento con benciladenina de ejes embrionarios de maiz, produce un
incremento en la actividad de cinasas totalea, y mis especificamente de
cinasas independientes de calclio, entre las gue sc podria encontrar la
proteina p34 (Reyes, J., Tesis de maestria).

La estimulacién de la entrada a mitosis de lasm células de
ejes embrionarios de maiz tratados con benciladenina podria ser por lo
tanto el resultado de la estimulacién de la actividad de esta enzima,

para lo cual se deben seguir realizando experdi t. que lo .

Adem&s de levaduras y vertebrados, se han descubierto
hom6logos funcionales de p34°*? en diferentes plantas lo que demuestra
que esta proteina se encuentra muy consarvada a lo largo da la escala
filogenética; esto puede observarse en el experimento tipo Southern
(rigura #6), donde se cbservan sefales de hibridacisén en todos los
carriles, los cuales contienen muestras de ADN de maliz, Arabidopsis
thaliana y humano; lo que indica que por lo menos hay cuatro copias del
gen en mafz o que exlste mss de un gen que codifique para proteinas
homSlogas da p34, ya que en el trabajo de Colasanti et al., (1991),
encuentran por lo menos dos genes cdc2 distlntos, pero muy ralacionados

gue guardan una homologfa del 96% entre si.
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Finalmente, aungue la hipétesis no pudo ser comprobada con
certeza, los objetivos particulares en los cuales se planeaba aprender a
manejar las técnicas que en esta tesis ee utillizaron fueron cublertos,
@l establecer pi existe una relaclén entre el acortamineto dal ciclo
celular por el tratamiento con benciladenina y la estimulacién de la
transcripcién del gen homSlogo de c¢de2 en semillas de mafz a lo large de
la germinacién y crecimiento necesita de mis trabajo que en este momento

e realliza en nuestro laboratorio.
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