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/ntroducción. 

La formación de las semillas es esencial para la eupervivencia y 

disperei6n de la mayorla de lae especies vegetales. 

Aproximadamgnte un 70\ del alimento humano viene directamente de 

las semillas. 

Las semillas máe importantes cultivadas por el hombre para la 

alimentaci6n como fuente de carbohidratoa son los cereales, como el maI.z. 

Ha1z (Zea mays): 

Planta gramínea mon6ica de la familia de las angloepormae, de 

tallo macizo, flores masculinas en racimos terminales y floreo femeninas 

espigas, con granee gruesos y amarillos. 

Originaria de América del Sur, la ccmposicl6n del grano de ma!z 

la siguiente: 

Princ111alcs :unlno;icldos 11rcscnlcs: 

L1pidos .. Ac, glutámico 26• 

Protetnaa S\ Leucina 19\ 

Almidón 74\ Alanina 'º' 

Su grano ee muy nutritivo y ademle utilizado industrialmente, su 

aceite se utiliza en la alimentaci6n y en la preparación de barniceo, 

margarina y jabonee,por 11u alto contenido de almidón se utiliza como materia 

prima para su obtención y para la producción do alcohol. 

Por esto la importancia de reallz;tr estudios en torno de 61. 
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Figura /11: Estrnctura de una semilla de maíz. 
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Semillas. 

a) Estructura (Mnycr & Poljnkoff·Mnyber, 1989 (a)). 

Una semilla verdadera ea morfol6gicamente compleja, conteniendo 

tejidos de diferente compoolci6n genética. 

Existen tres estructuras bA.sicaa: embri6n,endospermo y testa 

(Pigura 11), 

LA testa forma la barrera ontre el embrión y su medio ambiente, su 

permeabilidad al agua y a gasea le da un papel importante para que ae lleve a 

cabo la Cilerminación, ya que al se bloquea la entrada de agua, la germinación 

no puede ocurrir. 

El endospermo puede persistir como tejido de almacenamiento, que 

contiene materiales que utilizar.! el embrión durante la 9erminaci6n1 o 

alt•rn&tlvamenta puede de9enerar parcial o totalmente, quedando como un tejido 

rudimentario particularmente en aquellos 

sirven como órganos de almacenaje. 

los que loa cotiledonea 

El embrión eatl constituido por el eje embrionario que ae 

desarrollar.! en la nueva planta, y por hojas seminales o cotiledon••I en el 

caeo da la• monocotiledóneao coma el maiz: cuentan con un cotiledón, que forma 

el escutalo alrededor del cual se encuentra una capa de células denominada 

aleurona, la cual •• muy importante durante la germlnac16n da la semilla1 

un extremo del embrión se encuentra la radtcula que formarA. la ratz: de la 

planta1 el otro extremo, la plúmula, formarl al tallo y las hojas. 

b) Composición (Maycr & Poljakoff·Maybcr, 1989 (b)), 

Los principales materiales da reaarva acumulado• en loe t•jidoe de 

almacenaje de las semilla• carbohidrato• (az:Cicarea, aligo y 

poliaacA.rldoa), proteinaa, lipidoa y minerales, •apecialmemte foafatoe. 



Los carbohidratos se almacenan de diferentes maneras 1 

i..iComo granos de almidc5n, en leucoplastoe; -como componentes de 

la pared celular; lñlComo hemiceluloaa y otros polieaci!iridos. 

Las proteina.s de reoerva. so acumulan en cuerpea proteicos. 

Muchas semillas almacenan lI.pidos como reserva principal de 

carbono y energía. 

El fosfato almacenado por las semillas EJO encuentra como fitina, 

que es la sal de calcio y magnesio del hexafoefato de inositol. Eata ae 

acumula en los. cuerpos proteicos. El fósforo es liberado do la fitina por 

hidr6liaia enzimi!itica, eatn hidr6lisie ademi!ia libera calcio y magnesio (Reddy 

et al., 1982). 

Ademtis de loe compuestos principales mancionadoe, las semillas 

contienen una gran cantidad de otras austanclas como alcaloides, pigmentos, 

compuestos fenc5licos, vitaminas y fitohormonas. 

e) Desarrollo (Mnycr & Poljakoff-Mnybcr, 1989 (e)). 

El desarrollo de una aemilla inicia con la fertilización del óvulo 

y sigue una serle de eventos embriogénicos que finalmente formarán una 

semilla. 

Se distinguen cuatro etapas en el desarrollo de una semilla1 

l)Histodiferenciacic5n. En la cual se forma la aemllla; 2)Maduraci6n. Durante 

la cual el embri6n alcanza su tamaño m6.ximo y se acumulan la mayorl.a de los 

materiales de reserva; J)Oeeecaci6n; 4)Quieecencia. La semilla está !iota para 

germinar. 

La maduración de las semillas estA estrechamente relacionada 

la desecación. La mayoría de las semillas maduras contienen de un S a un 10\ 

de agua1 el embric5n es aparentemente tolerante a la desecación. 

La mayoría de las semillas maduras (al final del segundo estado) 

no germinar.in si no pasan por una etapa de deeocacl6n previa. E•te cambio de 

comportamiento después de la desecación, eet,\ acompai\ado por un cambio en la 

naturaleza de las protetnaa: sintetizadas, por lo tanto el periodo de 

deeecaci6n parece ser en muchas semillas una etapa esencial para el desarrollo 

(Kcrmode & Bewley, 1906). 



Gcrminncióu. 

a) Delinición. 

La germinación fué definida por Evanari (1957) como un proceso 

limitado por la inanición de la hidratación y el inicio de la elongación 

radicular. Esta definici6n ha sido adoptada por aquellos fisiólogos que eatlín 

de acuerdo en que una semilla ha germinado cuando su radicula ha atravesado 

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

cuando han empozado a elongaree. 

Varios autores (Rollin,1975; Tiesaoui and come, 1975) han mostrado 

que el proceso total de la germinación tiene lugar en tres fases auceaivass 

imbibición, germinaci6n scnsu strlcto y crecimiento. 

Loe primeros dos eventos, imbibición y germinación sonsu stricto 

son considerados eventos ternpranoe de la germinación y el crecimiento como 

evento tardío. 

La imbibición corresponde a la toma de agua por las semillas y 

estA determinada por tres factores: la composición de la semilla, la 

permeabilidad de las cubiertas de la semilla y la disponibilidad de agua en el 

medio; la toma de agua es rápida durante los primeros seoenta minutoo y ocurre 

tanto en semillas viables como en no-viableo; despulis de este tiempo la 

actividad metabólica del embrión aumenta y el consumo de agua es por lo tanto 

resultado de esta actividad (Vertucci et al., 1987), El aumento da humedad 

reestablece la actividad fisiológica de organeloo, entre elloa •istemas 

membranales, mitocondriae, núcleo, polisomas, macromol1kulae, lícidoa nucleicos 

y enz.imao neceoarlas para que lo reepiraciOn, l.a cual en semillae eecas ea 

mucho mA.s lenta, ae incremente produciendo por lo tanto el ATP necesario para 

los eventos germinativoe y de crecimiento. La velocidad de entrada de agua ea 

muy importante para que la reestructuración de loe componentes del embrión sea 

de una manera ordenada y controlada, evitlíndo ast da~oe durante el proceso 

(Duke, et al., 1986). 

La germinaci6n sensu striceo es la verdadera fase de r¡¡:erminaci6n. 

Ea un proceso de activaci6n del embrión, el cual no estA acompañado por ningún 

cambio morfol69ico aparente1 m.!íe sin embargo, varios eventos ocurren, como 

sinteais de protet.nas, de RNA y reparación del ADH nuclear. 



El crecimiento eet4 marcado por el principie de la elongaci6n de 

la radI.cula y pcr un cambio aignificativo en el eetadc fisiológico que ee 

reeultado de la expansi6n celular, replicaci6n del ADN y por le tanto de lae 

divisiones colularee y movilización de reeervas (Osborne, 1983). En algunas 

semillas la divisi6n celular precede a la elongaci6n, mientras que en ctraa 

ha observado le contrario (Berlyn, 1972). 

Ha eido claramente mostrado (COme, 1980/1981, 1982) que la 

germinación sensu st.rict.a y el crecimiento sen fenómenoe de diferente 

naturaleza y que no involucran loo mismos mecanismos regulatorios. 

Cada uno de los eventos anteriormente nombrados presenta etapas 

potenciales de control, en las cuales pueden operar deferentee sietemaa de 

regulaci6n. 

La fase crucial del proceso de germinación, es la germinación 

sensu strlcto, ya que de oota faso depende que ee pueda dar el crecimiento y 

finslmente se forme una planta. 

El momento exacto en el cual termina la germinación y comienza el 

crecimiento es dificil de establecer; P."°'.,.• ha provocado diferencias en la 

definici6n de germinación, principalmente por que se aoocia con la protrusi6n 

de la ral'..z en la semilla, el cual es on realidad un resultado del crecimiento. 

Nuestro grupo de investigación considera a la germinaci6n como 

todos los proceeoe que se llovan a cabo en una semilla desde la toma de agua 

(imbibición) hasta el momento previo a la aparición de las primeras divisiones 

celulares, es decir la germinación sansu atrlcto. 

b) Proceso. 

El que se dé o no la germinación y el cómo se dé eetA regulado 

tanto ex.terna como internamente. 

Externamente influyen factores ambientales apropiados, como la 

disponibilidad de agua, luz, oxígeno, algunoe qu!micoa y la temperatura. Eetaa 

condiciones varI.an de acuerdo con la eepecie y variedad de planta y eatAn 

doterminadae tanto por las condicloneo que prevalecieron durante la formación 

de la semilla como por factores hereditarios. 



Internamente la germinación eot.i influenciada por loa siguientes 

controles: 

1j11Qenét:ico: Selección de la información que se va a expresar. 

ll!IQrga:n!smicoi Mediado por eotimulos generados como resultado de la 

organización que han alcanzado las células en un organismo1 11111oeros 

controles: Capacidad de respuesta de las células a diferentes 

eatimuloo, balance entre lae concentraciones de sustancias 

eetimuladoras e inhibidoras (fitohormonas) externas e internan en 

su sitio de acción. 

La germinaci6n es un proceso complejo que involucra la interacci6n 

de varioe tejidos diferentes y de distintos procesos bioquimicos y biofisicos 

en estos miemos tejidos. 

e) Metabolismo durante In gcrminnci6n. 

Inicialmente las semillas durante la imbibici6n pierden muchas 

sustancias incluyendo electrolitos, compuestos de bajo peso molecular y aún 

proteinas. Esta pérdida cesa gradualmente, debido aparentemente a la 

reparación de las membranas celulares (Harbach & Mayar, 1985). 

El metaboliamo y por lo tanto la tasa de respiración de una 

semilla seca es muy bajo y aumentan paulatinamente mientras la semilla so va 

hidratando (figura I 2) (Spragg & Yemm, 1959). La germinaci6n es un proceso que 

requiere energta y ea por lo tanto dependiente de la respiraci6n. Este proseco 

es f6cilmonta observable durante la germinación. 



Figura #2. Tasa de respiración y coclenle respiratorio (RO) de semillas 

de trigo genninando a 20°c. I, lf, IJI • Diferentes cstldos 

de rcspir.:ición, los cuaics se rclac:ionan con los estados de 

hidr:itación mi H10/g hr. (Lcvnri, 1960). 

,. 



d)Mctabolismo de los Acidos Nucleicos durnnte la ¡:crminación. 

ADN 
Las propiedades del ADN aislado de semilla• secas difiere del 

extraido de embriones germinados {Chen & osborne, 1970). El ADN de laa 

semillas oecaa os muy resistente a condiciones adversas como calor o 

deshidrataci6n. Poco se oabe haota ahora de sus propiedades. 

La relación hietonas/ADN cambia durante la germinación 

embriones de cacahuate (Grellet et. al., 1977) 1 estos cambios podrían estar 

relacionados con loe cambios propuestos en la actividad transcripcional 

durante la germinaci6n. 

Durante la germinaci6n se presentan también cambios cuantitativos 

y cUalitativoe de proteínas no-histonas en la cromatina. 

Aunque la stntesis duplicativa del ADN se detecta primordialmente 

tarda durante la germinación, (aproximadamente a las 15 horas después del 

inicia de la 1mbibici6n en ejes embrionari,os de matz (VA.zquez-namos G López, 

1987)), •• observa una síntesis apreciable de ADN anterior a la síntesis de 

proteínas {Mary et al., 1972). Esta s1ntesis temprana es debida a la 

reparación del ADN quo se dai'i6 durante el almacenaje de las semillas (Oaborno 

et al., 1984; Vázquez-Ramos & oeborne, 1986¡ Elder et al., 1987). Por ésta 

raz6n esta reparación inmediatamente despu6s de la imbibición, es de gran 

importancia en los procesos posteriores de división celular y crecimiento. 

Esta reparación involucra la actividad de una ADN-ligasa, esta 

actividad aumenta muy rApido inmediatamente después de la imbibici6n 

•mbriones frescos de arroz y ea la miema que posteriormente trabaja durante la 

duplicación del ADN (Elder et: al., 1987). Adem.ia, durante la germinación 

incremonta la actividad de la ADN-polimeraaa. 

ARN 

Las semillas maduras contienen ARN m.naajeroa de larga vida 

formados duranta la embriog6nesiu, cuya traducci6n no se llevó a cabo en eoe 

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

estos ARN mensajeros almacenados aon degradados r.ipidamente, mientras qua 

otroa son traducidos (Dommea & Van de Walla, 1983). 



S6lamente unas pocas enzimas de las involucradas en el metabolismo 

del ARN han el.do estudiadas en detalle. Una de ellas la ARN-polimeraea parece 

estar presenta •n semillas secas, y se ha encontrado que su actividad aumenta 

anteriormente a la síntesis de ARN en la germinación (Sugita, & saeaki, 1982). 

La atntesie de ARN y la formaci6n de polieomae ocurren muy 

temprano durante la germinación (Waters, & Dure, 1966). 

Otras formas esenciales de ARN para la síntesis de proteínas como 

ARN ribosomalee y ARN de transferencia se encuentran en semillas eecas y son 

formadoe tambilin muy rápidamente en el inicio de la germinaci6n (Galau, & 

Dure, 1980/81). 

se ha demostrado que durante la germinación se aumenta la 

actividad de lae aminoacil-tARN eintetaeas (Anderson & Fowden, 1970). 

e) Metnbolismo de proteínas durante la eerminaci6n. 

S&nchez-Martí.nez et: al., (1986) siguieron la regulac16n d• la 

axpreei6n gen6tica en embriones en doearrollo de matz desda loe veinte dtae 

deepu6e de la polinhaci6n hasta la total maduraci6n y durante loe eatados 

tempranos de la germinaci6n. Ellos identificaron tres grupos de polip6ptidos1 

-Polip6ptidos presentes en el embri6n en desarrollo, algunoa de los 

cuales no pueden ser detectados en semillas maduras secas, 

mientras otros peroieten aún durante las primeras dos horas de 

imbibición y desaparecen deepu6s de ocho horas. 

•Polip6ptidoa ausentes en embriones j6venea, pero que se formaron 

durante eu maduraci6n. Algunos de estos son de vida corta y no ae 

encuentran en la semilla asca, mientras otros persisten por 

diferentes tiempos durante las etapas iniciales de la germinaci6n. 

-El grupo de polip6ptidoe que est&n ausentes en el embri6n en 

desarrollo y en la semilla aeca y eet&n presentes solamente 

durante la germinación. 

10 



Pero, ¿cuili.lea aon las señales que determinan que loe ARN 

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

tranecripci6n Y traducción eepecI.fica de genes de germinaci6n?. No se conoce 

afin, pero, hay evidencias que indican que el paso de desecación previo a la 

imbibición juega un papel importante para el cambio en el patrón de eI.ntesie 

de proteinas de uno de protoI.nas de reserva a aquél de protetnas 

caracterteticae de la germinación (Bewley, 1982; Kermodo et al., 1986). 

Fitorreguladores. 

Las célulae de vegetales superiores son capacee de interactuar de 

diversas formas; estas interacciones son mediadas por diferentes meneajeroo 

quI.micos, como loe fitorreguladores {Letham. 1918). 

a) Definición. 

Loa fitorreguladoree fitohormonaa son compuestos que so 

comportan como activadores, inhibidoras y/o comunicadores que actClan 

generalmente de manera indirecta regulando el crecimiento, desarrollo y 

metabolismo vegetal de modos especificoe y a muy bajas concentraciones (Hoore, 

1979). 

Estos compuestos moléculas relativamente simples, 

particularmente comparadas con loe eeteroidao activos en tejidos anima.leo. 

Contienen relativamente muy poca información intrínseca como para ejercer el 

amplio espectro de efectos que han sido observados en la germinac16n y en el 

metabolismo vegotal. por lo que se piensa que deben interactuar con otras 

moll!culaa y modificarlas, generando cascadas de evento• quo finalmente 

produ&can respuestas pleiotr6plcae¡ aunque alguna• pueden actuar directamente 

a nivel genfltico, como inductores o represores de la. transcripción de algunos 

genes. 

Las fitohormonae tienen diferentes efectos en distintos tejidos, a 

diferentes tiempos y concentraciones, por lo que su dleponlbilldad an 

determinado momento se relaciona con su actividad¡ esto. di1Jpcnibllidad eotl 

regulada de diversas maneras: por slnteeia, por tranoporte hacia o da•da un 

11 



luqar, por modificaciones, almacenaje o destrucción. As! que los efectos de 

loe fitorreguladores estin mediados por el metabolismo y por la capacidad de 

las c&lulaa para responder a estos en determinado momento. Esta capacidad de 

respuesta depende de la sensibilidad de las c&lulas y puede variar durante el 

desarrollo y como respuesta a señales externas (Trowavao, 1982). 

Existe suficiente evidencia para establecer que las fitohormonas 

son muy importantes para el control de la germinación. 

Las fitohormonao consideradas como inductoras o inhibldoras de la 

germinación de semillas son las auxinas, glberelinas, ácido absclsico (ABA), 

citocininaa y el et lleno (Figura #J). 

se han reportado proteínas que las fitohormonas 

específicamente, estas proteínas podr!an actuar como sus receptores (Libbeng 

et al., 1985; Stoddart, 1986¡ Hornberg & Weiler, 1984; Venia, 1985¡ Hall, 

1986). 

La búsqueda del mecanismo molecular por el cual estas fitohormonas 

actCl.an, ha llevado al encuentro de otras moláculas involucradas en ou acción 

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 citocininas, podrían actuar 

"segundes mensajeros" de estas hormonas (Galeton, 1983). 

La segunda propuesta ea que la pequeña proteína calmodulina esté 

de alguna manera involucrada en el mecanismo de acción de laa hormonas, esta 

proteína cuando forma complejos con calcio, estimula la actividad de una gran 

cantidad de enzimas de células eucari6ticaa. En plantas eota proteína ha 

encontrado en el citoplasma, cloroplastos y en el núcleo asociada a la 

cromatina (Jarrett et al.,19821 Hatsumoto et al.,1983). 

Han comenzado a surgir reportes que relacionan al complejo calcio­

calmodulina con la secuencia de eventos entre la acción primaria de las 

fitohormonas y la expresión morfológica de loa efectos reguladores hormona.lea. 

Sin embargo, se necesita mAe investigación para definir claramente la 

intervención del complejo calcio-calmodulina en el mecanismo hormonal en las 

plantas. 

12 
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Acldo glberéllco. G~ (Glberellna 3), 

Citoclninas. 

6 - bencll amino purlna (BA) 

(Citocinlna sintética) 

Figura #3. Sustancias que actúan como filohonnonas. 
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b) Gcncrnlidndes, sEnlesis y loc11liz11ció11, 

Au1i11ns: 

La auxina mlis importante es el Acido indolacético (IAA), el cual 

sintetiza de variao maneras, iniciando con la ruta del shikimato (Hiflin & 

Lea, 1977), por eíntaeis de novo del anillo indol (Hockaitie et al., 1973), o 

a partir de triptofano, con la triptamina y el indol-J-acetaldehido como 

intermediarios (Hiflin & Lea, 1977). 

El IAA en las semillas ee encuentra libre y conjugado formando 

6eteree: arabin6eido de IAA, IAA-mio-inositol, arabinósido do IAA-mio-inoeitol 

(Epstein, et al., 1980). Estos compuestos son considerados como precursores 

del IAA activo, el cual durante la germinación ea liberado enzimliticamente y 

prot-ablemente transportado a la punta del c:oleoptilo. El IAA libre y el IAA­

inositol son metabólicamente interconvertiblee (ffangarter & Good, 1981). 

El nivel de IAA en lao eemillao es regulado por transporte desde 

el endospermo, hidrólisis de loe conjugados y por su oxidación¡ adem.Se de 

sintetizarse de novo durante la germinación. 

Gibcn'-linas: 

Las 9iberelinae oon una gran familia de Acidos diterpénicoe; hasta 

ahora ea conocen 72 diferentes giberelinae de las cuales 61 han sido 

encontradas en plantas superiores y m.!e de la mitad en eemillao (Albone, et 

al., 1904). AdemAa se han identificado una gran cantidad de sus conjugados. El 

nivel de giberelinas fluctúa durante el desarrollo de una eemilla, as.t que es 

dificil relacionar directamente el desarrollo nivel dado de 

9iberelinaa. 

Su síntesis ha sido bien estudiada; existen tres rutas separadas 

para su síntesis que comprenden diferente• giberelinas intermediarias, de las 

cuales algunae son activas y otras no (Crozier, 1983). Las semillas tienen la 

capacidad de interconvertir las diferentes giberelinaa; esto lee permite 

regular ol nivel de 9iborelinas activas cuando sea necesario. 

Las giberelinas rn.t\s activas en· plantas superiores son GA1 , GA.1 y 

Gl\~\I' 



Clloclniuas: 

Las citocininas se definen como aquellos compuestos que 

presencia optima de auxinas, inducen la división celular o citocinesie, de 

donde se deriva su nombre (Millar et al,, 1955). 

La primera cltocinina identificada fuá la zeatina, extratda de 

semillao de matz. (Letham, et al,, 1964). Las citocininae hasta ahora 

caracteriz.adas adeninas sustituidas: z.eatina, isopentonil adenin.ll, 

isopentenil-adenoslna y sus derivados; eotos se encuentran como conjugados: De 

riboeai ribosil-zeatina, ribosil-dihidroz.eatina (ZHR) ¡ de glucosa: glucósido 

de zeatina; y de ambos azCicareo1 ribosil-zeatin-glucósldo, Otras m.is son 

producto de la reducción de la zeatina, como la dihidro-zeatina. 

En el metabolismo de las citocininas hay dos enzimas principales: 

la J\HP-A'-isopentenil-transforasa o citocinin-slntetasa que actCia durante su 

eintesis y la citocinin-oxidaea quo interviene en la degradación de la zeatina 

a adenina y adenoeiina (Whitty & Hall,1974), 

Los sustituyenteo o-glucoetdicoa de las formas conjugadas evitan 

la degradación por la citocinin-oxidasa de la cadena isoprenoide sustituyente 

(Parker et al.,1978). 

Las citocininaa son interconvartidae de sus formas inactiva• 

(conjugadas) a ouo formas activas por mecanismos deoconocidos(Van Staden, 

1973) y el equilibrio entro estas difiere en diferentes estados dol desarrollo 

(Hewett & Wareing, 1973). 

Ademlis se han identificado alguna a citocininas en algunos tipos de 

ARN do transferencia de los que se liberan por hidróliaie (Burrows •t al., 

1971). 

Existen derivados sintéticos de la cinetina donde el grupo 

furfurilo es remplazado por otros grupos, como la benciladenina, loa cuales 

tienen también actividad de citocininaa. 

Las citocininas son secretadas por el eje embrionario (Ilan {i 

Gepstain, 1981). 

Los niveles de citocinas se incrementan marcadamente durante el 

desarrollo de las semillas, principalmente cuando loo tejidos aatlin creciendo 

muy activamente (Pinfield, & Stobart, 1972). Eata efecto ea consistente con l• 

idea del papel de estas en el control del crecimiento celular. 
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ABA (átidu abschico): 

La presencia de ABA ha sido reportada en muchao semillas y frutan. 

Ha sido obtenido también de diferentes semillao inmaduras, en forma libre y 

conjugada como 9lucoeil-éstor y 9luc6sido, Tanto la forma libre como las 

formas conjugadas se encuentran en el embrión y en el endospermo (Millborrow, 

1974). 

Su concentración aumenta durante el desarrollo de la semilla, 

alcanzando uno o dos picos, y declina rli.pidamente durante la desecación de la 

semilla. 

La ruta de síntesis involucra la transformación de Acido 

mo\•al6nico e ieopentenil-pirofoefato a ABA (Popj.ik & cornforth, 1966). 

El metabolismo de ABA es complejo y comprende su conjugación, su 

interconverei6n y degradación (Walton, 1980/81), 

Elilcno: 

Lae semillas son capaces de producir etileno; su producción 

aumenta durante la imbibición. su stntesis se lleva a cabo teniendo como 

precursor metionina, la cual convertida s-adenoeil metionina y 

posteriormente a &cido 1-amino ciclopropano-1 li.cido carboxilico (ACCJ por la 

ACC-aintetasa; este ACC es el intermediario inmediato del etileno (Adame & 

Yang, 1979). 

El et!leno es metabolizado en las semillas, pero no es claro si 

este metabolismo es indispensable para que pueda actuar como una hormona 

(Sandera et: al., 1986), 

e) Efectos de los fitorre¡:uladores. 

Aulinas: 

Loa efectos de hormonas del tipo IAA en la germinación han 

provocado desde hace tiempo controversia. Numerosos estudioe han proporcionado 
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resultados ambiguos, observándose estimulación o inhibición dependiendo de la 

concentración de IM y del tipo de semilla usada. 

Las auxinae se caracterizan por su habilidad de promover la 

elongación do embriones crecidos en la oscuridad, 

Según Janes y Prasad, 1992; durante los primeros minutos después 

del tratamiento con auxinas se aprecian dos respuestas medibles. Una de estas 

es la acidificación del espacio intermedio entre la pared celular y la 

membrana plasm.§.tica, esta acidificación estA estrechamente correlacionada con 

los cambios en la extensibilidad de la pared celular. La otra respuesta rApida 

es un cambio en el nivel de algunos transcritos, Ambos procosos son 

importantes para la elongación1 

Cambios en la pared celular: El mecanismo bioqu!.mico de ruptura de 

la pared celular durante la elongación no es claro¡ sin embargo, las auxinas 

modulan la actividad de la ATPaea asociada a membrana. La inducción de esta 

actividad tiene dos consecuoncias: Hiperpolariz:aclón de la membrana, y la 

disminuci6n del pH del espacio entre la pared celular y la membrana 

plasmlitica; esta acidificación 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 poli.meros de la pared. 

b)Que la disminución del pH active enzimas hldrollticas que rompan 

eotos enlaces. 

Ninguna do astas suposiciones pueden ser apoyadas por evidencia 

experimental directa. 

Activación gen6ticas El segundo efecto inmediato de la• auxinas es 

la eatlmulaci6n de la transcripción de algunos genes1 este efecto puede tener 

como finalidad mantener la pared celular para evitar adelgazamientos de esta 

durante la elongación, esto podría llevarse a cabo a travlis de la s!nteais de 

enzimas importantes en el metabolismo de la pared celular, y de otras 

protelnas comos proteínas rlbosomales, protein-cinasas, calmodulina, proteínas 

do unión a auxlnas (ABP' s), etc. 
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En la mayoria de loe caeos el papel de estas proteinae en el 

crecimiento se desconoce; ein embargo, las caracterteticae de lae eecuenciae 

que codifican para algunos de estos mensajes loe agrupan en una familia de 

genes involucrados en el crecimiento mediado por e.uxinas, los cuales se he.n 

denominado SAUR (pequei\ae secuencias estimuladas por auxinas). 

Es probable que ademlle del crecimiento celular, algunos de estos 

genes estén también involucrados en otros evontoa como citocinesie y 

diferenciación celular (Gee ee al., 19911 Van der Zaal eé: al., 1987). 

Janes & Prasad ( 1992) explican la diversidad de los fenómenos 

desencadenados por el tratamiento con auxlnae mediante la acción de receptores 

especificas, uno nuclear y otro localizado en la membrana plasm.§.tica que 

deeencadena la acidificación de la parnd celular. 

La anterior hip6teeis se apoya en el descubrimiento de dos 

proteI.nas de unión a auxinae (ABP) que pueden actuar como sus receptores, 

de 22-kilodaltones (KOa) que se localiza preferencialmente en el retículo 

endoplásmico y en membrana plasm&tica¡ y otra proteína de 65-ki.lodaltonea que 

tiene una localización nuclear. 

En la elongación pueden participar ambas ABPe, mientras que en la 

maduración y diferenciación puede estar involucrada la ABP de 65-kDa 

principalmente. Esto hace pensar también en una modulaci6n de la reepuesta por 

fluctuaciones en la cantidad y localización de receptOree. 

Hay una interrelación entt:e el calcio y el mecanismo de acci6n de 

las auxinas ya que la concentración endógena de calcio estA regulada por 

éstas. La aplicación ex6gena de auxinas provocan la aalida de calcio de los 

microsomae hacia el citoplasma, lo que produce un cambio en la velocidad de 

las reacciones dependientes de calcio y calcio-calmodulina (proteína 

acarreadora de calcio). 

Gibcrclinas: 

El 6.cido giberélico estimula la germinación de las semillas en la 

oscuridad (Khan ee al., 1956). Aunque loe efectos del .§ciclo giberélico (GA) 

parecen ser similar.es a aquellos producidos por la luz., algunas evidencias 

apoyan la idea de que su modo de acci6n no ea idéntico (Ikuma & Thimann, 

1960). 
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Las giberolimu:i son c11paces de romper la latencia en algunao 

semillas. Durante la interrupción de la dormancia, ha reportado 

frecuentemente un aumento el nivel de giberelinao (Frankland & Wareing, 

1966). 

El tratamiento de semillao de cereales con GA induce rápidamente 

la hidr61iois de almidón en el endospermo, la hidrólisis de prcteinas en la 

capa de aleurona 'i la aparición de fosfato libre (Paleg, 1962). 

Por mucho tiempo el punto de vista aceptado del modo de acción de 

las giberelinao en la germinación de cereales era que estos compuestos son 

transportados del escutelo o del eje embrionari" a la aleurona donde es 

percibido a nivel de membrana plasm&tica, de aquI. se transfiere la información 

por transducción de señales para que finalmente se desencadenen los diferentes 

efectos en las clrlulas; entre loo principales efectos encontrados se encuentra 

la estimulación de la si.ntesis de enzimas especificas activan duran".;;e la 

germinación (Weiler & Wiecz.orek, 1981). 

De entre las enzimas estimuladas por ol tratamiento con cA, la 

amilasa ha sido la mA.s estudiada .El trabajo de Varner et: al., (1965) llov6 al 

importante deocubrimiento de que CA controla la ointesie de la a.-amilasa; este 

efecto es a nivel transcrpcional, ya que puede suprimirse con inhibidorea de 

la sintesis de ARN. 

Posteriormente, se encontró que las giberelinaa oran sintetizadas 

en la aleurona también en respuesta a algún factor originado en •l embrión 

(Jacobsen & Chandler, 1987). 

ou-Leo ot al., (1988) demostraron la presencia de factor 

originado en el embrión por el tratamiento con GA que se .une a una región 

promotora del gen de la a.-amilasa1 esta región est6 conservada entre 

diferentes especies de plantas y so propone que de esta manera el tratamiento 

con GI\ promueva la expreaión de este gen y finalmente la estimulaci6n de la 

cantidad de u-amilaea. 

Pollard en 1969 estudió la aparición eecuencial de varias 

actividades enzim.!iticao como efecto del tr.:itamiento con GA1 • Enzimas como la P-
1,J-glucanasa, la foefo-monoesterasa, la ATPaea y otras se vuelven activas 

antes del inicio de la síntesis de la a.-amilasa; este aumento en la actividad 

es independiente de la síntesis de proteínas. En estos caeos, el efecto de GA3 

puede ser mimetizado por AMPc (Newton & Brown, 1986), lo qua apoya la 

hipóteeie del mecanismo por transducción de sei\alea. 
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Debe eubrayaree que si bien la formación de la u-amilasa ea un 

marcador conveniente para identificar el efecto de GA y ha sido uaada para 

eoclarecer la naturaleza de loa efectoa inducidoo por osta hormona, la 

otnteoio de u-nmilasa ocurro deepuée de la germinación. 

No obstante, las giberelinao, endógenas exógenas 

consideradas como factores necesarios en la inducci6n de la germinación, 

aunque su papel exacto no esté aún entendido. 

Cllochilnus: 

Millar en 1958 mostró que la cinotina promueve la germinación de 

semillas. Posteriormente se aleló y caracterizó una citocinina natural de 

semillaa de matz (zeatina), que actuaba de la mioma manera que la cinetina 

(Letham se al., 1964), Los ribótidoe y ribóeidos de zeatina presentes 

Bl:°millaa, son menos eficientes en la estimulación de la germinación que la 

zeatina libre (Van Staden, 1973). 

En el caso de semillas de manzana el aumento en el nivel de 

citocininas coincide con el inicio de la liberación de la latencia (Kopecky et 

al., 1975), ABA antagoniza este efecto. 

Algunos efectos provocados por las citocininas eon: 

- Inducen la iniciación del brote •eriatemlitico 

formación de raíces adventicias. 

e inhiben la 

- Provoca un aumento en el contenido total de proteínas Kllimbt, 

(1976). Trabajando con cotiledones de pepino, Gw6zdz (1979) 

•ugiere que el mecaniemo por el cual lae citocininaa estimulan la 

síntesi• de protetnas es a nivel traduc~ional, activando a los 

pol1.rribosomae anteriormente formadoo o incrementando su n~mero al 

aumentar la afinidad do loo riboocmau por ol templado. En 

cotiledones de frijol ee ha observado un aumento en la cantidad de 

algunas enzimas como la isocitrato-liasa y enzimae proteoliticas 

(Penner & Ashton,1967), 

- Incrementa la actividad eapecí.f"ica de algunas easimas comoi 

Endopcptidasae, pirofoefataeas, fosfoenol-piruvato-carboxila•a 
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(Karavalko et: al., 1978), ribulosa-blfosfato-carboxilasa (Harvey 

et: al., 1974), ARN-polimeraoa (Kulaeva, 1981), ADN-polimerasa 

(Vázquez-Ramos & Reyes, 1990). 

- Produce un aumento en la cantidad de ácidos nucleicos, 

ADN: En cortes de ratees de cacahuate se observa un aumento en el 

contenido de ADN previo a la diviei6n celular con la subsecuente 

citodiferenciaci6n (Simpson & Torrey, 1977; Simard,1971; Tsuji et 

al., 1979); en ejes embrionarios de maíz tratados con benciladenina 

se advierte un aumento en la cantidad de ADN total por célula 

(Vázquez-Ramoe & Reyeo, 1990). 

ARN: El tratamiento provoca un aumento en todas las eopecies de 

ARN: ribosomal, mensajero y de transferencia (Hathysse & Abrahams, 

1970), aumentándose por lo tanto la cantidad de polirrlbosomas 

(Muren & Foskot,1977), 

Retarda la senescencia; la primera lndicaci6n de 

senescencia o deterioro veget11.l os la disminución en el contenido 

de ARN (Osborne, 1962¡ Naito et al., 1978). La n.cci6n primaria de 

la bencil-adenlna (citocinina sint6tica), mantener 

incrementar el contenido de ARN retardando de esta manera la 

aenescencia (Yokoyama ee al., 1980), 

- Eatimulaci6n do la trnniocripci6n de nlgunos genes como aquollos que 

codifican para la subunidad pequeña de la ribulosa-bifoafato­

carboxilasa (rbcS) y cab que codifica para las protetnas de unión 

a clorofila a y b, 

- Estimula el número de cloroplastoe por célula, su diferenciación y 

la stntesis de clorofila (Fletcher & HcCullagh, 19711 Tsuji et: 

al., 1979). 

Las citocininas son reconocidas como factores involucrados en la 

división celular (Foaket & Short, 1973). El tratamiento con cltocininao induce 

la entrada mitosis de cálulas de meri11temoa apicales de sinapls 

alha,(Bernier et: al., 1977), 
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Su modo de acción en el control de la división celular no 

conoce aún. 

Originalmente se pensó que la cinetina eustitula a la luz roja 

la germinación. Posteriormente se demostró que sensibiliza a las semillas, de 

manera que una pequeña dosis de luz pueda inducir su germinación. 

Adem.§.e de la interacción con la luz, las citocininae también 

interactúan con otros compuestos aplicados ex6genamente como ABA , GA, etileno 

y auxinas. 

se han sugerido algunos posibles mecanismos de acción de las 

citocininae. En base a su presencia en algunos ARN de transferencia, se ha 

sugerido que actúan controlando el metabolismo proteico a nivel traduccional, 

pero la evidencia está lejos de ser convincente (Skoog & Armetrong, 1910; 

Thomae, 1977). otra sugerencia involucra un efecto sobre el AMPc o en la 

permeabilidad de membranas (Thomae, 1977), Desafortunadamente ninguna de estas 

eugerenciaa contesta la pregunta de cu.§.1 es el mecaniemo por el cual actCaan 

las citocininas y cuálee son sus sitios de acción. 

ADA: 

Existe una correlación inversa entre la concentración de ABA en el 

embrión de frijol de soya y su habilidad para germinar (Walton, 1980/Bl). Los 

efectos de ABA son dependientes de su presencia continua. 

Cuando ABA es aplicada exógenamente previene la germinación de 

semillas de muchas especies. 

La mayorta de las semillas en desarrollo no germinarAn hasta que 

el proceso de desecación se lleve a cabo; esta desecación coincide con una 

disminución considerable en el nivel de ABA. Si el contenido de ABA es 

reducido artificialmente por lavado de loe embriones, estos son capacee de 

germinar y el porcentaje de germinación estar.& correlacionado con ol tiempo de 

lavado (Ackerson, 1984). 

ABA induce la etnteeie de proteínas de reeerva e inhibe la 

einteeia do carboxipeptidasa e, la cual es considerada como una "enzima 

especifica" de la germinación (Dure, 1985). Aunque ABA no parece ser la señal 

critica que determine el apagado de loe genoo responsables del doaarrollo, se 
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ha sugerido ein embargo, que previene la germinación prematura de embriones 

durante eu desarrollo (Dure, 1985). 

ABA interactúa con otros fitorreguladores, particularmente con 

citocininae y 6.cldo giborélico (GA), cuando la capa de aleurona de ambrionea 

de cebada oe tratada con ABA, la síntesis de la mayoría de las proteínas 

inducidas por CA es bloqueada, pero también se induce la formación de muchos 

nuevos p-olipéptidos. ABA bloquea la acumulación de ARtl mensajero de la 

amilaea (Higgine et al., 1977). Ahora es claro que CA y ABA regulan la 

elnteeie de cr.-amilasa. 

ABA controla negativamente la cantidad de la eubunidad pequeña de 

la Rubioco (ribuloea-bifoefato-carboxilaea) a nivel transcripcional, y 

necesario en embriones inmaduros de trigo para mantener el gen rbc eilenci.e.do; 

esta inhibición no es anulada por luz: lo que indica· que la represión mediada 

por ABA involucra un mecanismo diferente al de la activación do estos geneB 

por luz. 

Los efectos de ABA en el metabolismo son variados. Hay evidencia 

que sugiere que ABA interfiere con el metabolismo de los .!i.cidos nucleicos -ADfl 

y ARN- (Villiers, 1968). La sintesie de prote1nas por si misma no es 

directamente inhibida por ABA (Ihle & Dure, 1972). 

AdemAs, ABA produce efectos en la transpiraci6n, ya que inhibe la 

apertura de estomas (Tucker & Hansfield, 1971). 

La inhibición de la s1ntesie de algunos sistemas enzimAticos por 

el tratamiento con ABA no parece suficiente para explicar el efecto de 

inhibición de la germinación. Aparentemente la eintesis de algunao prote1nao 

clave estA siendo suprimida. 

La idea de que ABA ea responsable de encender o apagar geneo que 

regulan la latencia ea ha sugerido repetidamente. Esto se apoy,zi. en la 

comprobación do que la deshidratación durante los estadios tardioa del 

desarrollo de lao semillas eetA acompai\ada por la acumulación de ABA. 

Parece aer que ABA juega un papel importante en la habilidad de 

las plantas para regular cambioo en la expresión genl!tica en reopueata a la 

párdida de agua, ya que muchoo de loa genes expresados en tejidos marchitos se 

expreaan tambi4!n durante loa estadios tardios de la embriogénesia, cuando el 

nivel de ABA aumenta. Estudios de aecuenciaci6n de proteinae sugieren que 

estos geneo codif lean para polipéptidoo que protegen a loa tejidos de plantas 

durante periodos de pérdida de agua, 
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Durante el eotrée oallno y el de bajao temperaturas, se elevan loe 

niveles de ABA ond6gena, aunque a menor nivel quo el obeervndo deopuás de la 

deficiencia de agua, por lo que ABA puede ser un mediador común para la 

inducción de la expresión genética en respuesta a diferentes presiones 

ambientales (Hasoon, & Poljakoff-Mayber, 1980/Bl). 

ABA también actúa en la regulación de la movilización de iones 

cambiando loe potenciales de membrana, ya que inhibe la extrusión de protones 

y la toma de iones potasio (Oenti & cocucci, 1979). 

Elilcno: 

El conocimiento del papel del etileno en la germinación de 

oemUlas es muy pobre. 

El etileno tiene un amplio rango de efectos, deede 

fuertemente estimulantes hasta otros muy inhibitor ice. De manara general se le 

clasifica como una hormona inhibitoria, pero aunque no oe conocen totalmente 

sus e!ectoo, estos son tan variados que deeafia una clasificación superficial. 

Durante la imbibición la producción de etileno aumenta. se ha 

observado que el etileno estimula la germinación da algunas especies 

(Esaehi,1976); estimula la maduración de frutos y la abscisión o deterioro de 

laa hojas. Estce efectos parecen ser el reault~do de la estimulaci6n de 

algunos procesos de sinteois, as:t que sus efectos inhibitorios pueden deberse 

en gran parte a un efecto de estlmulación en lü s:tntesis o actividad de 

enzimas hidrolit1cas (J<etring, 1977). 

El etileno afecta el nivel de otran hormonas y a su vez 

producción puede ser afectada por ellas; se sabe que el IAA estimula la 

producción de etileno (Lleberrnann, 1979). Existe una serle de interacciones 

intrincadas entre al etlleno, otras hormonns y factores ambientalen (Schonbeck 

& Egley, 1980). 

El etileno inblbe la elongación de tallos y promueve el 

c~eclmiento de ralees. Esta inhibición ostá acompañada por la inhibición de la 

biostntesis de GA
1 

(la glberelina m§e activa); sin embargo, no se sabe si esta 

inhibición es resultado de un efecto directo o indirecto del et lleno. El 

tratamiento de hipocotilos de matz con ctilono inhibe el crecimiento, enta 

inhibición no pueda sor explicada totalmente por la diominución en la cantidad 
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de giberolinas, ya que al agregar giberelinas activas a hipocotilos tratados 

con etilono el efecto inhibitorio se revierte s6lo parcialmente (Poarce et 

al., 1991). 

Se ha demostrado la existencia de una proteina de membrana que una 

etileno y se ha sugerido que podria actuar como eu receptor, aunque esto no ha 

sido comprobado. 

Interacción Uormonal. 

La investigación en germinación, indica que los niveles de loa 

fitorreguladores varian antes y durante la germinación. El balance o 

interacción de las fitohormonas, mAs que la suma de sus acciones individuales, 

es lo qu~ determina el desarrollo integral de una planta (Trewavas, 1982). 

Todo el problema de la sintesis, modo y sitio de acción de las 

fitohormonae no eetA ni por mucho resuelto, pero la relevancia de este tema en 

la germinaci6n es obvia. 

Ciclo Celular. 

El ciclo de divisi6n celular eucarlótlco conetituye una serlo de 

proceeoe interrelacionados que se han desarrollado para crear dos células 

hijas genéticamente idénticas de una célula madre. 

La función principal de este ciclo es la replicación fiel del 

genoma y eu empaquetamiento eo loe cromosomas. 

El ciclo celular puede ser dividido en cuatro fases: G1, s, 0 1 y M. 

En la fa•• G
1 

o fase de "gap" o brecha, que comienz.a inmediatamente después de 

una división celular, no se observa ninguna modificación cit.ológica, aunque ae 

realizan diverso• proceaoe preparativos para entrar a la fase s, o fase de 

sl'..nteala, que ea ol estado de mayor actividad sintética, durante el cual •• 

duplica el ADN1 después de esta sigue la fase G_. donde diferentes proceso• 

metab6licoe y de crecimiento se llevan a cabo, a la ve;; qua loe preparativos 

para la entrada a mitosis (H), etapa de dlviei6n celular. Las faeee G1, S y G1 

conetituyen la interfase. 
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En ciertas condiciones, las células no son estimulablea, y 

permanecen en un estado de reposo o G0 • Para que las células salgan de este 

estado, es necesario que sean modificadas por factores de crecimiento. 

La sinteais de macromoléculas como J\DN, ARN y proteinaa, astl 

regulada de un modo caractertstico durante el ciclo celular. El ADN y las 

histonas componentes de la cromatina se sintetizan sólamente durante la fase s 

Y no durante las fasea G¡ o G;• En contraate, el ARN, las proteinas 

citoplasmtiticas y loe organelos non ointetizadoa continuamente durante toda la 

interfase. Sin embargo, durante la mitosis cesa toda sintesis de J\DN , ARN y 

la sinteeie proteica se reduce considerablemente. 

La suceoi6n de las diferentes fases del ciclo celular necesitan de 

la acción de diversos factores reguladores que gobiernan el paso y tiempo por 

las diferentes etapas. 

Loe estudios eobre la regulación del ciclo celular ·se han 

concentrado 

fosforilaciones 

eventos ri!ipidos poot-traduccionalee, en particular 

desfosforilaciones. Es claro que loe procesos de 

fosforilaci6n y desfoeforilaci6n de proteínas son los mecanismos principales 

que controlan o asisten una variedad de eventos en la interfase y en mitosis 

(Chiatante et al., 1987; Trewavas & Blowers, 1990). 

La mayor parte del conocimiento de la regulación del ciclo celular 

viene de estudios hechos en Saccharomyces cerevi.siae y Schizosaccharomyces 

pombe (Nurse, 1990}. Sin embargo, datos recientes han mostrado la existencia 

de un mecanismo universal de control comlln a todas las células eucari6ticas. 

Un participante importante en este mecanismo es un complejo proteico llamado 

cinasa de la fase H que tiene una actividad de serin-trconin-cinasa; est¡ 

formado por una fosfoprotelna llamada ciclina y otra foefoproteina con 

actividad catalI.tica llamada pJ4edc2 con un peso molecular de 34 KDa. Este 

complejo proteico ea activado en las fases mit6tica y mei6tica. 

La cinasa de la faee 1f tiene diferentes nombres dependiendo del 

aietema en que ne ensaya su actividad; MPF o factor promotor de la meloaie, 

nombrado asl por estimular a loa oocltoe de Xenopus para entrar a meio11is o 

cinasa de Hl porque fosforila a la histona Hl J.n vi.ero. 

Una característica importante de la subunidad catalitica del 

complejo es su alto grado de conservación entre eopecies filogen6ticamente 

diatanteo. Loe genes cdc2 de s.pombe y su contraparto en S.cerevi.siae, CDC28, 

son funcionalmente intercambiables (Beach., 1982) 1 m¡s aún, el hom6logo humano 
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de cdc2 puede complementar una mutante c:dc:2 defectuoea de S .pamba (Lee & 

Nurse, 1987). La secuencia de aminoAcidoa de todos los homólogos funcionales 

de cdc2 muestran regionee de conservación total, lao cualeo aon probablemente 

aaencialea para au interacción con otros componentes de la maquinaria del 

ciclo celular. 

El producto del gen cdc2/CDC28 tiene una función central en la 

regulación del progreso del ciclo celular. Ea requerido en los puntee de 

decisión de las faaes G1 y G1 para la entrada a s y H respectivamente (Nurse & 

Biaset, 1981). 

La subunidad p34 ea por ai misma una cinasa en condiciones in 

vít.ro¡ in vivo su actividad est.1 regulada por interaccionea con diferentes 

proteinas por diferentes modificaciones post-traduccionales 

fosforilaciones y desfosforilaciones en aitios particulares y dependienteo del 

ciclo celular. 

Entre las proteinas que interaccionan con esta proteina se 

encuentran; 

a) La• c!cli.nas, Estas protetnas fueron primeramente identificadas 

por su acumulación caracteristica durante la interfase, seguida 

por una destrucción abrupta en la mitosis (Draetta et al., 1989); 

actCian como subunidad reguladora para la activación de la cinaoa y 

para la selección apropiada de sus sustratos (Hurray & Kirechner, 

1990). 

Las ciclinas son también fosforiladae para regular tanto su 

asociación como la actividad de p34.;.-r.: (Félix ec: sl., 1990). 

Las ciclinas se clasifican en tipo A (tres diferentes), B (dos 

diferentes), e, D, y E; debido a diferenciae a nivel de secuencia, 

localización aubcelular, tiempo de acumulación, de destrucción y 

por su participación en diferentes tiempos durante el ciclo 

celular (Minehull et al., 1990; Hunt, 1991). 

b) El producto del gen aucl en s. pombe, interacciona físicamente con 

p34t:J:: y esta interacción contribuye a regular su actividad; adem§.e 

el producto de suc:l parece ser necesario para la salida de H 

(Nurse, 1990). 
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e) El producto del gen weel es una proteina-cinaea que funciona como 

inhibidor de la actividad de pJ4, al fosforilarla (Russel & Nurse, 

1987). El producto de mikI es tambi6n una cinasa que actúa como 

homólogo redundante de ueel (Lundgren et al,, 1991). 

d) El producto del gen cdc:lS (pBD), el cual es un inductor de la 

mitosis dosis dependiente, que funciona en oposición a loe 

productos de weeI y mikl (LUndgren et al,, 1991), activa a p34 

durante la transición GdH al desfosforilar directamente 

residuos; parece ser que interactúa físicamente con la ciclina e y 

promueve as! la desfosforilaci6n de p34i:a:2 (Millar & Rusell, 1992). 

e) El producto del gen nimA tiene actividad de cinaea y fosforila al 

producto del gen weel y lo inhibe1 por lo tanto nimA revierte la 

inhibición de la actividad de la cinasa p34 por el producto de 

weeI. 

Durante el ciclo celular de animales y para que la división 

celular se inicie se necesita la activación de diferentes cinasas, las cuales 

van a actuar desencadenando diferentes respuestas, La cantidad de protelnn 

pJ4o;dc2 es constante a lo largo del ciclo celular, las proteínas ciclinas las 

cuales se acumulan sólo durante la interfase van a eer fosforiladas y estas 

fosforilacionOe van a estimular su asociación con pJ4ooc2. Dependiendo de la 

etapa del ciclo celular, esta asociación se llevar.§ a cabo con ciclinas tipo B 

(durante G1/H) o bien con ciclinas E o ciclina!J A (durante Gi/S); esta unión va 

a provocar la fosforilación de p34 en diferentes sitios dependiendo de la 

ubicación de la célula dentro del ciclo calular. Durante Gl va a estar 

principalmente foeforilada serina-:-277; esta foeforilación disminuye 

marcadamente al avanzar la célula hacia la fase s. Al llegar a la fase s y 

durante G1 ocurren otra serie de fosforilacionea en la proteína pJ4: treonin-

14. tiroeina-15 1 y treonina-167, es tao foeforilaciones van a mantenor a la 

cinaaa de la faso H inactiva y por lo tanto van a detener la entrada a mitosis 

(Solomon et al., 1990; Kirechner, 1992). 

una vez que la célula estA apta para entrar a mitoeis se lleva a 

cabo una activación abruptil de cdc2. Esta nctivaci6n está aeociada con la 

desfoeforilaci6n de loe residuos tiroslna-15 treonina-14 por 
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p0acdc2s(Gould & Nurse, 1989). Al final de la mitosis, la actividad de cdc2 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.:1a1 y una proteina relacionada, pJJC'd"~ (cinasa 2 ciclina­

depondionte), que tiene un 65'\ de hcmologta en secuencia con p34i:de2; esto 

complejo parece estar involucrado en la promoción de la duplicación del ADU 

nuclear y además interviene en tiempos posteriores en el ciclo celular (Pinos 

& Hunter, 1990), Eoto sugiere que ademi'.\e de eucariontes inferiores como 

levaduras, en eucariontes superiores también exioten complejos diferentes y 

oopeci.ficos para los pasos decisivos del ciclo celular G¡/S y GJH favoreciendo 

con esto niveles diferenteo de regulación (Dirick & Haemyth, 1991). 

La cinasa pJ4Cdc2 fosforl la protetnas clave del ciclo celular; 

esta foeforilaci6n desencadena los cambios aeociados con los 

especi.ficos de la fase H, incluyendo condensación cromosomal, anoamblaje del 

huso mit6tico, re-organización del citoesqueleto, ruptura de la envoltura 

nuclear y cambioa en la forma celular (Doré, 1990). 

Entre los sustratoa in vitro de esta cinasa hasta ahora 

identificadoo Be encuentran: 

..o La lllmina nuclear ( 82). 

• Vimentina (proteína del anillo de contracción celular). 

~ Caldesmon (inhibidor de ATPasa). 

0111pp6ouc (proto-oncogen que interviene en el re-arreglo del 

citoesqueleto y on el anclaje de las células al basamento), 

tl'fl Hucleolina (prototna organizadora. dol nucleolo). 

-iEl anti.geno T do SV40 (promoviendo la prolifcraci6n viral), 

•p53, fosfoprotetna nuclear que estlí implicada en la regulación del 

ciclo celular y en la tranaformaci6n noopllisica (Lane & 8enchimol, 

1990). 

i,.-: La ARN pollmerasa 111. 

1r-1La subunidad l"f del factor de elongación 1 del aparato traduccional. 

-• La ciclina e. 

·~ La ADU poli.maraea 1t 
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Mientras que el mecanismo b&sico quo controla la división celular 

universal, la regulación de este mecanismo durante el crecimiento puede 

variar entre diferentes organismos (Krek & Nigg, 1989). En s.pombe, por 

ejemplo, el nivel de P.Rtl mensajero del gen cdc2 no varia apreciablemente, aún 

en células detenidas en la faso G
1 

del ciclo celular (Durkacz et: al., 1986) 1 

sin embargo, la estimulación de células quiescentes de ratón en cultivo 

provoca una inducción significativa de la slntesis del mensaje de cdc2 (Lee ot 

al., 1988), En células de animales por lo tanto, la cinasa p34"".r~ parece estar 

regulada a nivel transcripcional y por lo tanto hay una correlación entre la 

abundancia del mensaje y el estado proliferativo de un tejido (Krek & Nigg, 

1989). 

Se ha comprobado la existencia de protelnas parecidas a p34, pero 

codificadae por genes diferentoe (Colasanti et al., 1991), las cuales forman 

una familia de protelnas relacionadas estructuralmente, pero no equivalentes 

en función (Jimenez et: al., 1990)1 esto abre la posibilidad de que haya otro 

nivel de regulación del gene cdc2 en el cual diferentes protelnas pJ4 lleven a 

cabo diferentes funciones durante el ciclo celular y sean utilizadas en 

diferentes programas de desarrollo, por ejemplo, adulto contra juvenil 9 

moiosis contra mitosis. 

El hecho de que la actividad de la cinasa de la fase H sea 

regulada por fosforllaci6n y desfosforilación ha enfocado la atención en 

mecanismo de cascada de cinasas y fosfatasae que parecen ser claves en el 

ciclo celular. Estas actividades, junto con otros factores, proporcionan un 

balance de inductores y activadores que pueden liberar a la célula para que 

pueda pasar un limite o retardarla hasta que algunas condiciones intrinsec;as o 

extrlnsecas so satisfagan. 

Actualmente se considera que el ciclo celular consiste de 

transiciones de un estado regulatorio a otro. Estas transiciones 

controladas por mecanismos regulatorios mediante los cualeo la célula verifica 

su astado p3.ra poder entrar al siguiente. 

¿Para qué existen controles celulares en múltiples punteo del 

ciclo celular?. Existe un control de tamaño celular, probablemente en GJS y 

G1/H para aoegurar que la división produzca dos células hijas lo 

suficientemente grandes para ser viables. Existe otro control que monit.orca la 

duplicación y asogura que el ADll ha sido totalmente duplicado antes que la 

célula se divida. Se sospecha que p34 interviene antro las señales de tamaño 
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celulaC' y la regulación do loe tiempos del ciclo celular (Enoch & Nurse, 

1990). 

Todos l~o genes conocidos que intervienen en el paso de G1 a Jf 

parecen estar ampliamente conservados en la evolución. 

Ciclo celulnr en plnntns. 

El análisis del ciclo celular y au regulación en plantas 

superiores no eat.!i. tan avanzado como lo está el de animales y microorganismos. 

Ensayos inmunológicos uoando un anticuerpo contra pJ4C''*:, han 

indicado la presencia de una proteína de 34 KDa en el alga verde 

Chlamydomonas, así como en Arabidopsis y avena (John et: al., 1989). Esta fué 

la primera indicación de la existencia do un homólogo de p34'*2 en plantas 

auperloree. HA.e recientemente, se han identificado y aislado loa homólogos de 

otras plantas como cachuate, mat:t, alfalfa, chícharo, :ianahorh. (Colaeati et 

al., 1991, Feiler & Jacobe, 1990; Ferreira et al., 1991; Hirt et al., 1991), 

las cuales ee identificaron ademoie como homólogos funcionales, al complementar 

mutantes cdc2 de levaduras. 

Germinación y ciclo celular. 

Durante el desarrollo y maduración de los cotiledones de zanahoria 

presenta una detención de la división celular que eatA acompa¡,,ada de una 

dit1minuci6n de 16 veces en el nivel de la prote.ína p34. El tratamiento de 

cotiledones maduros de zanahoria con auxinas provoca que las celulas 

deadiferencien en callos; esta desdife~enciación eetA acompañada por la 

reetauraci6n del nivel de pJ4-=.i.;:: (Grost ee al., 1991), lo que ougiere que al 

igual que en animales, loe cambios en el nivel de la prots!na p34 est6n 

relacionados con Et1 camino que una célula vegetal tomarA, iniciar la 

proliforaci6n o la diferenciación (.John ee al., 1990); sin embargo, no 

puede concluir si pJ4'd~:: est:i regulando loe momentos iniciales, durante el 
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encendido para la diferenciación o el es consecuencia del encendido mismo. se 

ha obeervado que cuando la división de células de zanahoria se detiene 

artificialmento por limitación nutricional, se siguen detectando nivele3 altos 

de p34, lo que indica que la detención de la división celular durante la 

diferenciación no es resultado directo e inevitable de la disminución en la 

cantidad de p34ede~, sino que esta reopuesta es el resultado de la lnteraccl6n 

de diferentes factores. 

Se ha probado que el ARN mensajero de cdc2 de malz es abundante en 

tejidos dividiéndose activamente, en células no-diferenciadas como merietemos 

apicales y hojas inmaduran, pero estli casi ausente en tejidos compuestos do 

tejidos terminales diferenciados como hojas maduras (Colasanti et al., 1991), 

aunque no se ha analizado cómo se correlaciona la cantidad de ARN mensajero de 

p34, con la cantidad de proteína y con su act.lvidad. 

Ciclo celular y fitohormonas. 

Las fitohormonas como auxinas y citocininas tienen una función 

importante en la regulación del desarrollo y crecimiento, en parte a través de 

afectar la división celular (Corst et al., 1991). 

Como primer paso para entender los efectos de las auxinas y 

citocininas la divisi6n celular, tenemos que entender los pasos 

regulatorios básicos que controlan la división celular de las plantas y cómo 

las hormonas loa afectan. 

En células en cultivo de tabaco, al estudiarse los niveles de 

citocininas (zeatina y robosil-zeatina) durante el ciclo celular, se encontró 

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

entre laa fases G1 y H. Estos niveles de incremento no se presentan en otras 

etapas del ciclo celular, por lo que se piensa que lao citocininas aplicadas 

ex6genamente ejercen sus efectos específicos en la fase a, como anteriormente 

aa ~abta sugerido (Foeket, 1911). 

cómo es que las fitohormonae participan en la regulación del ciclo 

celular es todavta materia de especulaci6n. 

'itJ. que se ha comprobado que los controles regulatorios básicoo de 

la división celular estA.n evolutivamente conoervados plantas y dada la 
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facilidad con la cual son generadas plantas transgénicaa en comparaci6n con la 

dificultad de obtenar animales tranegénicos, las plantas ofrecen un aiStema 

experimental excelente para estudiar el control de la división celular durante 

el de•arrollo de un organismo multicelular. 
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Á ntecedentes. 

En nuestro laboratorio estamos interesados en el estudio del 

metabolismo del ADN durante la germinación de semillas especialmente de matz. 

Trabajamos con ejes embrionarioo de matz, ya que ofrecen la ventaja sobre 

otros cereales de tener un periodo do m.!s de 10 horas antes que la e!ntesis 

duplicativa de ADN inicie, por lo que se cuentan con estas horas para estudiar 

lo que sucede durante la germinación sensu estricto, es decir antes de ~a 

suceda la primera división celular. 

Las citocininae estimulan la germinación de las semillas asl como 

la stnteeis de ADN y la divia16n celular(Hiller et al., 1956; Van Staden, J. 

1983; Galli, 1984), por lo que estudiamos los .efectos de una citocinino 

sint6tica - benciladenina - (BA) en el metabolismo dal ADN durante la 

germinación de ejes embrionarios de ma!z. 

Alrededor da esta modelo nuestro grupo de trabajo ha obtenido 

reaultados interesantes que involucran a esta fitohormona sint6tica en el 

metabolismo del ADN y en el progreso del ciclo celular; entre estos ae 

encuentran loa siguientes: 

BA eotimula la s!ntesia de ADN de tipo reparativo en ejes 

embrionarios y-irradiado& y cambia el patrón do s!ntesia de ADN da 

ejes embrionarios no-irradiados da uno indefinido a uno nata.mente 

reparativo¡ esto sugiere que benciladenina estimula de alguna 

manera la reparación del ADN en el inicio de la g•rminaci6n 

(Zara!n et al., 1987 / Vhquez-Ramoa et al., 1988). 

-. se comprobó qua el tratamiento con BA estimula la actividad da una 

ADN polimera.sa nuclear(V.lz:quaz:-Ramoa &: Reyea, 1990). 



mi La adición da benciladenina a ejes embrionarios de malz provoca que 

la duplicación del ADN nuclear ocurra ante• qua en loa eje• 

control, a incrementa hasta treo veces el Indice mit6tico. E•toa 

raaultadoa podrlan indicar que la bonclladenina estimula la 

iniciación de eventos del ciclo celular en tiempos m!.s cortos 

respecto a loa controles (Reyes et al.,1991). 

Esto lo podrla realizar al promover la actividad de protetnas que 

modulan el ciclo celular, entre las que ae podrlan encontrar 

cinaaaa importantes como la protetna p34c:de2 , ya que se obaerv6 qua 

el tratamiento con benciladenina estimula la fosforilaci6n de 

protolnaa totales y la actividad de cinasas independientes de 

calcl.o (Reyes, Tesla de maeatrta 1991), Esto podrta sugerir que la 

cinasa p34'"1: 2 (cinasa independiente de calcl.o), la cual ae ha 

demostardo en otros sistemas como esencial para la entrada a 

mitosis, sea en parto responsable de loe efecto& producidos por 

benciladenina. 

Por lo anterior nea interesa estudiar ai la benciladenina 

desencadena o es responsable de los efectos sobre el metabolismo del ADN y ol 

ciclo celular observados anteriormente regulando tranecripcionalmente la 

exprosi6n de cdc2. 

35 



llpótesis: 

Se po•tula qua la benciladenina acelera loa eventos del ciclo 

celular y la germinaci6n estimulando la transcrpci6n dol gen homólogo de cdc2 

de ma!.z. 

objetivos: 

Objetivo general: 

Establecer una rolaci6n entre el acortamiento del ciclo celular 

por el tratamiento con benciladenina y la eatimulaci6n de la tranecripci6n del 

gen hom6logo de cdc2 en semillas de ma!.z a lo largo del tiempo de germinaci6n 

y crecimiento. 

Objetivos particulares: 

1) Aprender a manejar las técnicas parat 

• El aislamiento de ARN integro de ejes embrionarios de ma1z 

(germinados con y sin benciladenina). 

• La separaci6n de ARN total en geles deenaturalizantes. 

• Las hibridaciones tipo Horthern. 

• Las hibridacionee tipo Southern. 

2) Utilizando las anteriores metodologtae, establecer si el 

tratamiento con benciladenina estimula la tranacripcl6n del. gen homólogo de 

cdc2 en ejes embrionarios de maíz. 
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Materiales. 

l\faterinl Biológico. 

• Semillas de matz { zea mai;r: 1 tnneays), variedad chalqueño. De 

aetas se disectaron a mano los ejos embrionarios y 

guardaron hasta su uso en desecadores a 4•c. 

Cepa Me 1061 de ~. 

hsdR mere araDlJ9 A(ara ABC-leu)7679 

AlacX74 galU galK rpeL thi 

Sustancias o Reactivos. 

-+Soluciones para la incubación; 

•Amortiguador de imbiblc16n: 

Trie-HCl, pH 7,6 

KCl 

MgCl, 

sacarosa 

Cloranfenicol 

50mM 

50mM 

lOmM 

2\ 

10 µg/ml 

•soluci6n de bencUadenina ( io-J M) 

Esta eoluci6n se diluye con amortiguador de imbibici6n, hasta 

una concentración de io-~ H. 

-+Soluciones para Ja dctcrmin::ición di: la acli\'idad de bcnciladcnina: 

•Amortiguador de homogenización (pff 1. 5) 

NaCl 

EDTI\ 

sos 

•Sol u e i6n de lavado 

0.15 

Q,lOH 

0,5\ 
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Citrato de sodio 

'l'imidina 

l\ 

20µg/ml 

,.Soluciones para la extracción de ARN total. 

•Amortiguador de extracción. 

Bromuro de Cstiltrimetilamonio (CTAB} 

Tris•HCl pHS 

Acido etilendiaminotetraacl!tico (EDTA} 

Cloruro de sodio(NaCl) 

P-mercaptoetanol 

•Solución de precipitaci6n. 

CTAB 

Trio•HCl pH 8 

EDTA 

P-mercaptootanol 

•Solución de cacl lM 

Tris•HCl pH 

EDTA 

NaCl 

CsCl 

•Solución de CaCl S.?M 

Tria•HCl pHB 

EDTA 

HaCl 

CeCl 

•Solución de reeuspensión. 

Tris•HCl lM 

EDTA O.SM 

P-mercaptoetanol 

Agua 

•Iaotioclanato de Guanldina(Z6). 

2\ 

lOOmH 

20mM 

1.4M 

1\ 

l\ 

SOmM 

lOmM ,. 

SOmM 

SmM 

SOmM 

lM 

SOmM 

SmM 

SOmM 

S. 7M 

10µ1 

2µ1 

10µ1 

c.b.p. lml 

38 



Iaotiocianato de guanidina 

.KESpH7 

EDTA 

8M 

20mM 

20mM 

Eaterilizaci6n por filtraci6n. Antes de usarse agregan 

P-marcaptoatanol SOmM 

•LiCl-Urea (4H-BH). Esterilizaci6n por filtración. 

•Cloroformo i Alcohol iaoam!lico (C:AI) 24 i l 

•Fenal equilibrado con Trls•HCl(O. lH) pHB tratado con DEPC. 

Guardar en frasco Ambar a 4ºC. 

-.soluciones para la extracción de ARN total de células HeLa:· 

•Amortiguador POS 

HaCl 

KCl 

Ha2HP04·7 H20 

NaH2P04• H20 

•Solución da liaia. 

EDTA pHB 

SDS 

•Solución de precipitación, 

Acetato de Sodio pH 5. 2 

ED'1'A pHB 

lSmM 

JmM 

SmM 

2mM 

lOmM 

O.S\ 

O.lH 

lOmM 

•Soluciones para fa separación de ARN poliadenilado, en columna de oligo(dT)~ celulosa. 

•Amortiguador d• carga. 

HaCl 

Tria•HCl pH 7.5 

IOTA 

•ltOH 

0.5 H 

20mM 

· lmM 

O.lH 

39 



•Amortiguador de lavado. 

Nacl 

'l'ri••HCl pH 7.5 

EDTA 

•AIPOrtiguador da eluci6n. 

Tria•HCl pH 7. 5 

2DTA 

•Soluciones para geles dcsnacuralizantes de ARN. 

•Amortit¡taador da carga lDX. 

Glicerol SO\ 

ED'l'A lmM 

Azul da bromofenol 0.4\ 

Xll•n-cianol o. 4t 

•An!Ortiguador da fOBfato de Sodio O.SH, pH 7 

O.lH 

20rnK 

lrnK 

lOrnK 

lmM 

8oluci6n 1 H de HaHzP04 39ml 

Solución lM de Na2HP04• 7H20 61ml 

Agua lOOml 

•Amortiguador de electroforesis lOX 

Amortiguador da fosfato de aodio pH 7 

SOTA 

lOOmM 

lDmM 

•Soluc16n concentrada de bromuro de etidio lOmg/ml de agua. 

•Solucimcs para nortbcm. 

•ntaillridaci6a • 8J.hridaci6a1 

•Reactivo de Denhardt 1oox. 
Pollvlnil plrrolidona (PVP) 

AlbGalna bov lna 

Picoll .. 400 

40 



Esta solución no ue eotorillz.a. 

•Solución concentrada de ADN fragmontado de esperma de salmón 

lOmg/ml. 

•SOS 10\ 

~r•n•ferencia s 

•Solución SSC 20X pH 7 

NaCl o. lSM 

Citrato de Sodio 

.+Soluciones para preparación de columna de Sephadcx: 

•TE pH 7.6 

Trie•HCl (pH7.6} 

EDTA pHB 

.+Soluciones para transfonnación y cspresión. 

O.OlSM 

lOmM 

lmM 

•Solución concentrada de Cacl2 lM. Eeteriliz.aci6n por filtraci6n. 

•Soluci6n concentrada de Ampicilina {SOmg/ml}. Esteriliz.aci6n 

por filtración 

•Solución concentrada de ioopropiltio P-o-galact6eido(IPTG) 

0.2g/ml. Esterilización por f'Utraci6n 

•Solución concentrada de S-Bromo-4-cloro-J-indolil -P-o-
galact6•ido (X-gal) 20mg/ml. 

.+Soluciones para la obtención de plásmidos (lisis alca.lina). 

•Soluc16n I 

Glucosa SOmM 
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Tris•HCl pHB 

EDTA 

•Soluci6n II 

Na OH 

sos 

•Soluci6n III 

Acetato de potasio SM pH4, 8 

Acido ac6tico glacial 

Agua 

•Soluci6n para el gradiente de CsCl. 

STE 

ca el 

Bromuro de etidlo (lOmg/ml) 

•Soluci6n STE. 

Nacl 

Tris pH7. 5 

EDTA 

25mM 

lOmM 

0.2N 

1,0\ 

60ml 

11.Sml 

28.Sml 

9ml 

S.BM 

o.s ml 

lOmM 

lOmM 

lmM 
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Mtodos. 

-.Preparación de solución de bcnciladcnina: 

Pesar lo suficiente para preparar S-10 ml de benciladenina 10· 1H, 

dieolver en HCl lN ( 100-lSOµl) aforar con agua deo ionizada. 

Esterilizar por filtración. Para la imbibición diluir esta 

eoluci6n el amortiguador de imbibici6n 

concentraci6n final de 10-•H. 

~Solución control. 

Prepararla de igual manera que la aoluci6n anterior, poro sin 

benciladenina. 

~Prueba de activid:i.d para la solución de bcnciladcnina: 

!)Lavar 20 ejeo embrionarioo de matz con una aoluci6n al 0.1\ de 

hipoclorito de sodio por un minuto. Enjuagar abundantemente 

con agua estéril. 

2)Dividir los ajeo embrionarios en doa cajas petri eat6rile11 y 

adicionar para la imblbici6n 100µ1 de a.mortiguador de 

Lmbibici6n con 20µCi/ml de timidina tritiada (una caja con 

amortiguador control y otra con 11mortiguador con BA). Incubar 

24 horas a 2s•c. 

l)Terminado el tiempo de incubación lavar loe ojea embrionarios 

con lOml de citrato de sodio al 1',, 

G)En mortero triturar y homogenar con 1.2ml de amortiguador de 

homogenizaci6n. Filtrar en gaaa. 

S)Paaar a un tubo y añadir lml de A.cido tricloroacético (TCA) al 

20,, dejar una hora a 4'C. Filtrar al vacto, lavar con TCA al 

s,, etanol y secar los filtren. 

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

centelleo. 
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+Imbibición: 

l)Lavar lg de ejes embrionarios de ma!z con una solución de 

hipoclorito de sodio al 0.1\ por un minuto. Enjuagar 

abundantemente con agua estéril. 

::Z)Secar loa ejes embrionarios en un papel filtro eatt1ril y 

colocarlos en una caja Petri eet6ril entre dos hojas de papel 

filtro. Adicionar Sml de amortiguador de imbibición (control 

o con benciladenina). Incubar por el tiempo neceeario a 2s•c. 

3)Al terminar la incubación, enjuagar con agua eetltril y 

congelar con nitrógeno liquido hasta 

+Extracción deARN. 

Precauciones. 

Para evitar que el material con el cual ee trabajará para la 

extracción y manipulación de ARN sea fuente de ARtlaeas, 

tratar4 de la siguiente manera: 

Material de vidrio y met.ali 

-Lavar con jabón y enjuagar. 

-Enjuagar con H,so. concentrado, enjuagar bien con 

agua. 

-Hornear a l 70"C por 12 - 24 horas. 

Material de plástico t 

-se utilizarti nuevo y est~ril. 

Solucione• y a9ua desionizadai 

-Adicionar a la solución o al agua 0.1, de DEPC, 

agitar toda la noche a 37"C. 

-Esterilizar en autoclave a 15 libraa/pulg2 una hora 

o esterilizar por f iltraci6n a través de filtros 

con un diA.metro de poro de 0.2µ en el caso de que 

las soluciones no puedan ser esterilizadas por 

autoclave. 

Trabajar en todo momento con guantes. 
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AlslnmlctUo de ARN tic 11l:1111:u:. 

•Aisla•i•nto con detorgente cati6nico(Taylor 5 Powell, 1982), 

!)Congelar con nitrógeno liquido una cantidad conocida. de tejido 

vegetal en un mortero y moler hasta tener un polvo fino. 

Transferir tubo sil iconizado. Resuapender 

amortiguador de extracción hirviente, aproximadamente 10-12 

m1/g de tejido. Agitar bien, pasar r&pidamente a un baño 

maria a ss•c. Incubar una hora, agitar ocasionalmente. 

2)Añadir un volumen do C;AI, agitar suavemente. centrifugar a 

lJ, oaoxg por diez minutos. 

J)Transferir la fase acuosa a otro tubo. Añadir l/10 de volOmen 

de la solución de CTAB al 10\ y repetir la extracción con 

C:AI el total de veces que sea necesario para eliminar la 

interfase de proteínas. 

')Tranferir la fase acuooa a otro tubo. Añadir un volO.men de 

amortiguador de precipitación. Mezclar y dejar a temperatura 

ambiente una hora. 

S)Centrifugar a 2,000xg. Retirar el sobrenadante con pipeta 

Pasteur, secar al vacío. Resuapender en CsCl lM. Colocar 

tubos sobre un colchón de CoCl S. 7M y centrifugar de 12 a 14 

horas a 120,000g a 2o•c. 

6)Retirar el sobrenadante con pipeta Paoteur y resusp".lnder el 

botón que corresponde al ARN en solución de resusponsi6n. 

7)Procipltar con 2.5 volúmenes de etanol abooluto frie y dejar 

para precipitación total JO minutos a -70'C. centrifugar a 

12,000xg por 10 minutos a 4"C. Reouspender en agua. 

•Extr•cci6n de ARH utilizando isotioci•nato da guanidin•, 

l)Congelar un gramo de ejea embrionarios do maI.z y macerar 

mortero hasta tener un polvo fino. 

2)Colocar el polvo en un tubo eiliconizado con ooluci6n Z6 

(lOml/g de tejido) enfriada en hielo por 5 minutoo. Agitar, 

l)Eliminar protelnas por extracci6n con un volumen de fenol­

C:AI1 agitar, centrifugar a 10,000rpm por JO minutos. Repetir 



la extracción de la fase acuosa hasta la eliminación de la 

interfase proteica. 

4)Vaciar la fase acuosa de la extracción en otro tubo 

siliconizado y agregar 1/10 de volumen de A.cido acético lM y 

a. 7 volGmenos de etanol absoluto frío. Dejar 20 minutos 

1o•c1 centrifugar a 10, OOOrpm por 10 minutos a o 0 c. 

5)Lavar dos vecea con etanol al 70\ fr!o. 

6)Lavar con acetato de sodio JM pHS.2 (lOml/9 de tejido). 

centrifugar a l0,0001·pm por 10 minutos a 4ºC. 

7 )Lavar dos veces con etanol al 70\; 

reeuspender en agua. 

al vac!o y 

B)Precipitar con un volumen de solución de cloruro de litio; 

incubar a -20°c por dos horas. Centrifugar a 15,000xg por 20 

minutos a OºC, descartar el sobrenadante y lavar con etanol 

al 70\ fr1o dos veces. Resuspender en agua en el menor 

volumen posible. 

•Extracción de ARH total de c6lula• de mamífero (UeLa). 

!)Centrifugar las cálulae a 1,JOOxg por 15 minutos a 4•c, 

descartar el sobrenadante. Lavar con diez volGmenes de PBS 

fr!o centrifugando cada vez de la misma manera. 

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

J)Agregar acetato de sodio-EDTA ( 10 ml/ml), 

4)Eliminar proteínas por extracción con un volumen de fenol­

C:AI, agitar y centrifugar a s,OOOxg por 15 minutos a 4ºC las 

veces que sea necesario. Transferir la fase acuosa a un tubo 

con in. de Trls•HCl pHB y 4,5\ de NaCl. 

5)Agregar dos volGmenes de etanol absoluto fr1o. Mezclar y dejar 

para precipitación total una hora a -20"C; centrifugar a 

s,OOOxg por JO minutos a o•c. Lavar con etanol al 70\, aocar 

el botón al va.cto y reauspender en agua.. 

•Purificación de ARN poli:1dcnilndo. 

l)Resuspender la resina do 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 siguiente orden con cinco volúmenes de columna: 

-Agua 

-KOH O.lM 

-Agua 

l)Lavar la columna con el.neo volúmenes de columna 

amortiguador do carga, hasta que el pH del efluente sea menor 

de e. 
4)Calentar el ARN disuelto en agua a 65ºC por cinco minutos, 

enfriar inmediatamente en hielo hasta temperatura ambiente, 

5)Ajustar la solución de ARN a la concentración del amortiguador 

de carga. Adicionarlo a la columna. 

&)Colectar el eluido, calentar a 55cc por 5 minutos y aplicar 

nuevamente a la columna; colectar el eluido. 

7)Lavar la columna con 10 volúmenes de amortiguador de carga, 

colectando fracciones de l ml. 

B)Checar la fracción en que eluye el AAN no poliadenilado 

colocando Sµl de cada fracción sobre un papel celoU.n y 

agregarle a cada gota 5 µl da una solución de bromuro de 

etidio y observar fluorescencia en el transiluminador de 

ultravioleta. 

9)Lavar abundantemente la columna con amortiguador de lavado. 

lO)Eluir el AR!l polladenilado que se haya pegado a la resina con 

2-3 volúmeneo de columna de amortiguador de eluci6n en 

altcuotas de 400¡11. Determinar las fracciones ARN 

poliadenilado de igual 

poliadenilado. 

que para el ARN 

ll)Hozclar todae las fracciones do ARN poliadenilado, precipitar 

con 1/20 de volumen de acetato de oodio y 2. 5 volúmenes de 

etanol absoluto frío, Dejar para precipitaci6n total 30 

minutos a -1o•c. 
12)Centrifugar a 10,000xg por 15 minutos a 4°c, lavar con etanol 

al 70,, secar al vacio y reauspender en agua. 

9*Dctcm1inación de la conccn1ración de ARN. 

Espectrorotoinétricamcntc: 
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Considerando que 1002.;u contiene aproximadamente 40µg de ARN 

por mililitro, determinar la densidad óptica do cada muestra y 

calcular la concentraci6n con la anterior relación. Determinar 

la densidad óptica de cada muestra a 2B0nm1 la relación 

D0260/Do200 da una estimación de la pureza de .!cidoo nucleicos 

con respecto a la cantidad de prote!nao; valores entre 1.8 y 2 

indican una muestra pura en &cldoo nucleicos. 

Por clcctrororcsls en mini~clcs de ng:1rosa: 

Debido a que en loe extractos de plantas existen compuestoe 

arom.!ticos que detectan 260nm, la determinación 

espectrofotom~trica de la concentración da .S.cidos nucleicos no 

ee tan precie&, por lo que para igualar la cantidad de ARN 

cargado en los geles deonaturalizantes de ARN, se tienen que 

realizar minigeles de agarosa, adom.!a de que con esta prueba se 

determina su integridad . 

..¡.separación de fragmentos de ARN en geles dcsnnturalizanles de agarosa. 

•Desnaturalización con formaldehido y for:maD1ida (SaDlhrook 1990). 

l)Preparar una solución de agaroea con agua para tenor al final 

con el formaldehido y el amortiguador de electroforesis 

gel al 1,. Fundir en autoclave. 

2)Preparar la c.!mara de electroforesis y sus accesorios de la 

siguiente manera: 

-Lavar con extr.S.n, enjuagar con agua abundantemente. 

-Enjuagar con etanol y dejar secar. 

-Llenar con una eoluci6n de H1o, al 3\ y dejar 10 minutos a 

temperatura ambiento. 

-Enjuagar abundantemente con agua tratada con DEPC. 

3)Una vez lista la a9arosa se deja enfriar hasta so0c, oe le 

agrega el formaldehldo y el amortiguador de electroforeais 

lOX para tener concentraciones de 6' y lX respectivamente. 

Decantar en la c6mara de electroforesis. 

t)Dejar geliflcar por 30 minutos. 

S)Preparar las muestras de la siguiente manera; 

ARN 4.5µ1 

Amortiguador de electroforesio lOX 2.0µ1 
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Formaldehldo 37\ 

Formamida 100\ 

3. 5µ1 

10. Oµl 

Incubar a 55°c por 15 minutos para desnaturalizar¡ colocar 

rApidamente en hielo, dar un pulso de centrifugación, y 

agregar amortiguador de carga lOX hasta una concentración 

final de IX. 

&)Sumergir el gel con amortiguador de electroforesis lX y 

procorrerlo 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 separación entre loe electrodos. 

9)Al final de la corrida, teñir el gel con bromuro de etidio a 

una concentración final de 0.5µg/ml. Observar el gel con un 

transiluminador de ultravioleta y medir las distancias de 

migración de loe ARN ribosomales (23S y 16S). Enjuagar el gel 

en agua tratada con OEPC hasta la transferencia. 

•El•ctroforeaia de ARH deapuia de la desnaturalización con glioxal 

y dimetilaulf6xido (DMSO), (Sambrook et al., 1990). 

l)En tubos eppendorf colocar: 

Glioxal 6M 

DMSO 

Amortiguador de fosfato de sodio(pH7)0.lM 

ARN 

5.4µ1 

16.0µl 

J.Oµl 

5.~µl 

,Mezclar, incubar por una hora a SOºC. Colocar inmediatamente 

hielo. 

2)Preparar la cámara de electroforesis de la misma manera que en 

el método anterior. 

3)Disolver la cantidad de agarosa necesaria para tener una 

solución al 1\ en amortiguador de fosfatos lOmM {pH7) 'en 

autoclave a 15 lb/pulg2 por 15 minutos, dejar enfriar a so0 c 

y vaciar en la cimara de electroforesis. Dejar gclificar por 

30 minutos. sumergir el gel amortiguador de 

electroforesis lX. Precorrer el gel por 5 minutos. 

4)Agregar amortiguador de carga a cada muestra¡ cargar al gel. 

Aplicar un voltaje de J-4V por centímetro de separaci6n de 



los electrodos. Recircular el amortiguador de electroforesis 

durante toda la corrida. 

S)Cuando el azul de bromofenol del amortiguador de carga haya 

migrado 3/4 partea del gel, teñir con bromuro de etidio 

(O~ Sµg/ml) por 30-45 minutos. Determinar la distancia. de 

migraci6n de los 1\RN ribosomales. Dejar enjuagando en agua 

tratada con DEPC hasta la transferencia. 

~Transferencia por capilaridad de ARN separado en gc1cs de agarosa hacia soportes sólidos. 

!)Enjuagar el gel en la solución de transferencia por 15 

minutos. 

2)Instalar la clmara de transferencia de la siguiente manera: 

Peso-! 600 g 

_-_ - ::::___ __ _ 
=----=---=- - ~-- -/ 

Papel abaO<bente 
---~:-

••uc"- de '-.f~~5~E~~~-MP~•·pe~I W~ha~lma~n 3MM 
.- ""' Membrana de nltrocelulosa 

! l!'"•forenc~ 6 
"''" ¡~g'"'J 

1 
Papel Whatman 3MM 

sumergir los papelee Whatman JMM y el filtro de nylon o de 

nitrocelulosa en agua desioniz.ada hasta hidratación total, 

posteriormente sumergirlos en SSC 20X por 10 minutos. 

Colocar las capas de papel y el soporte evitando la 

formación de burbujas. 

J)Dejar transferir por 12 horas como mínimo. Una vez terminada 

la transferencia sacar el filtro, dejarlo secar al aira y 

finalmente hornearlo por dos horao a BOºC en un horno al 

vacío. 
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-Ji Preparación de Filtros para Slat·blot. 

!)Lavar el aparato de olot de la misma manera como se hace para 

la cAmara de electroforesis. 

2)Preparar las muestras do la siguiente manera: 

Formamida 1001. 

Formaldehido 37\ 

SSC 20X 

20µ1 

7µ1 

2µ1 

3)Cortar el filtro de nylon del tamaño adecuado al número de 

muestras, sumergirlo en agua desionizada estéril hasta 

hidratación total, posteriormente sumergir en ssc 20X por 1 

hora. Colocar el filtro en el aparato de slot; colocar lao 

muestras, accionar el vacio y dejar que se filtre toda la 

solución. 

4)Secar el filtro al aire y hornearlo 2 horas a BOºc en horno al 

vacío . 

.,..Preparación de la sonda. 

•Dige•t.iones con endooucleaH• da restricci6n. 

!)Colocar en un tubo Eppendorf est6ril el ADH a cortar (0.2-

lµg), agregar la cantidad suficiente de agua para tener 18µ1 

totales. 

2)Agregar 2µ1 del amortiguador comercial(lOX} adecuado para la 

endonucleasa a utilizar, mezclar. 

l)Agregar 1-2 unidades de la endonucleaea de restricci6n, 

mezclar. Incubar a la temperatura apropiada. 

4)Checar loe cortes en un minigel de agarosa al O.B•. 

5)Si la segunda enzima de restricción trabaja con el milmo 

amortiguador que la primera enzima agregar a la mezcla da 

reacción anterior 1-2 unidades de la segunda endonucleasa de 

restricción; incubar a la temperatura adecuada por el tiempo 

necesario; volver a checar en un minigel de agarosa al 0.8\. 

6 )Detener la reacción agregando EDTA O. SM{pHB) una 

concentraci6n final de lOmM. 
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•Purificación de los fragmentos de ADN restringidos. 

!)Separar las reacciones de digestión en un minigel de agarosa 

al O.B'\. 

2)Teñir con bromuro de etidio (0.Sµg/ml) por 15 minutos, 

observar con lámpara de luz ultravioleta de longitud de onda 

larga y verificar si las diferenteo bandas han logrado 

buena separación. 

3) Cortar el fragmento de agaroea que contiene la banda de ADN 

que utilizarA sonda, colocarlo tubo 

eppendorf(0.5ml) con pelo de ángel y una perforaci6n en el 

fondo. Colocar este tubo dentro de otro tubo Eppendorf(l.Sml) 

y centrifugar S minutos a 12,000 rpm. 

4)Agrogar 100 µl de TE y centrifugar de nuevo colectando en el 

mismo tubo; llevar a 400µ1 con TE. Extraer con fenol-C:AI 

vez y otra con cloroformo. 

S)La fracci6n acuosa de la última extracción se precipita 

1/10 de volumen total de acetato de sodio JH (pH 5.2) y 2.5 

volfimenes de etanol absoluto fr!o1 dejar a -2o•c por dos 

horas. Centrifugar a 12,000xg por 30 minutos a 4ºC. 

6)Lavar el bot6n con etanol al 70~ y resuepender en STE (pH 7.6) 

en el menor volumen posible. Calcular la concentración 

base a la cantidad de ADN cortado inicialmente. 

•Marcaj•. Exten•i6n por ''Randa• Primer" (Peingberg & Volge•tein; 

1984). 

El marcaje se realiza con paquetee comerciales de extensión, 

los cuales contienen todos los reactivos necesarios. 

En el marcaje por "random primer" se utiliza una mezcla de 

haxanucle6tidoe que sirven como •primer" para que el l\DN que 

va a servir como molde pueda ser utilizado por el fragmento 

Klenow de la ADN polimeraea. I de E.&2.ll.. Este fragmento 

carece de actividad de exonucleaea 5'~3', además de tener una 

actividad de exonucleasa 3•-¡.5' muy disminuida por el pH de la 

reacci6n (6.6)' lo que evita perder radiactividad 

incorporada.. Uno de los dNTP para la polimerización es 

radiactivo ( (rJ.-12P)dCTP). 
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l)Deenaturallzar el ADN linearizado en baño de ebulllci6n 

por minutos colocar inmediatamente hielo. 

centrifugar, 

2)Adiclonar loa siguientes reactivos del paquete de 

extenei6n en un tubo Eppendorf; 

-6µ1 de Amortiguador de extensi6n 5X 

-6µ1 de mezcla de dNTPs sin dCTP. 

-La cantidad de 1\DU desnaturalizado a marcar. 

-La cantidad suficiente de [a.-11 P)dCTP para tener SOµCl. 

-1µ1 de enzima Klenow. 

-Agua para completar JO~ll 

3)Mezclar, centrifugar y dejar a temperatura ambiente por 

aproximadamente S horas. 

4)Detener la reacción agregando Jµl de EDTA O.SH 

•Separaci6n do la mnrca no incorporada (colwnnas de Sephadex G-

SO). 

-Preparación de la resina: 

l)Agregar lentamente la resina a agua desionizada estéril 

{lg/16ml), dejarla reposar, tirar el agua y repetir esto 

unas s veces, 

2)0ecantar el agua del último paso de lavado y equilibrar con 

TE (pH7.6), esterilizar en autoclave a 10 lb/pulg~ por 15 

minutos y guardar a temperatura ambiente. 

-Preparación de la columna. 

!)Empacar la roaina en una columna do aproximadamente lml de 

volumen con pelo de ángel entéril en el fondo (jeringa de 

insulina· estéril). Lavar dos veces con aproximadamente 100µ1 

de STE por centr ifugaci6n a 1 1 600xg cuatro minutos a 

temperatura ambiente. 

-Separación. 

l)Agregar a la reacci6n de rn01rcaje STE para tener 200 µ1 

finales. He:::clar y tomar 1 ~11 en un tubo Eppendof, 

colocarlo en un vial para contador de centelleo. 



2)Cargar la solución a la columna, centrifugar a 1, 600xg 4 

minutos a temperatura ambiente. Colectar el eluido en 

tubo Eppendorf, de este e luido tomar 1 ml y colocarlo 

un tubo Eppendorf y linte en un frasco para contador de 

centelleo. 

l)Determinar las cuentas por minuto (cpm) Cerenkov de las 

muestras de los deo lavados; calcular con estos datos el 

pcrcentaje de incorporaci.6n de la marca radiactiva y la 

actividad especifica de la sonda. 

4)1\gregar 0.1 volumcnee de NaOH lN, calentar a 37~c por cinco 

minutos. 

~Hibridación tipo Southcm y northcm. 

-Prebibridaci6n e Hibridaci6n: 

l)Preparar la eoluci6n de prehibridaci6n conforme a las 

especificaciones 

0.2ml/cm2 ). 

del experimento (aproximadamente 

2)Sumergir el filtro de nitrocelulosa a hibridar en ssc GX 

hasta que esté completamente húmedo. 

J)Colocar el filtro dentro de una bolea de pUietico para 

hibridaci6n, agregar la soluci6n de prehibridaci6n. Sellar 

la bolea sin que se formen burbujas y sumergir en un baño 

de agua por una a dos horas como mí.olmo a la temperatura 

determinada para cada experimento. 

4)Terminado el tiempo de prehibridaci6n, agregar la sonda 

desnaturalizada a la misma solución en el caso de filtros 

de nitrocelulosa; para filtros de nylon cambiar la 

soluci6n por la soluci6n de hibridaci6n y agregar la 

sonda. Sellar la bolsa sin que se formen burbujas e 

incubarla sumergida en baño de agua el tiempo y a la 

temperatura determinada por el experimento. 

S)Una vez terminado el tiempo de hibridación, retirar la 

bolea del baño de incubaci6n, eliminar la soluci6n de 

hiDridación en un contenedor para radiactividad y sumergir 

inmediatamente el filtro en la solución de lavado y 
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proceder a lavar según las especificaciones de cada 

experimento. 

6)Honitorear con contador geiger los pasos de lavador cuando 

ae considere limpio, preparar para autorradiografta. 

-1\utorrodiagrafia. 

!)Colocar el filtro aún húmedo en un soporte entre deo hojas 

de egga-pack. 

2)En cuarto oocuro poner el filtro · en un cassette para 

autorradiografia, colocarle encima una película para rayoe 

X y poner ambos entre dos pantallas intensificadoras de 

tungstcnato de calcio. Guardar a -70ºC por el tiempo 

neceeario. 

3)Revelar la película de la siguiente manera: 

-sumergir la película en la solución reveladora por 5 

minutos. 

-Enjuagar abundantemente agua. 

-sumergir la película solución fijadora por cinco 

minutos. 

-Enjuagar abundantemente con agua • 

.+Transformación de E.coli. 

!)Tomar 4 ó S colonias de E.coli HC1061, e inocular 3 ml de 

medio Luria liquido. Incubar toda la noche a 37ºC con 

agitación fuerte. 

2)Inocular con 300µ1 del cultivo anterior 30ml de medio Luria 

líquido. Incubar a 37ºC con agitación fuerte y dejar crecer 

hasta la fase logarítmica (O.O.uo de 0.2). 

3)Enfriar en hielo por diez minutos. Centrifugar a SK por 5 

minutos a 4ºC. Resusponder el botón celular en la mitad del 

volumen inicial de CaCl: lOOmM. Dejar reposar 30 minutos en 

hielo. 

4)1\dicionar a 200Jll de aeta suspensión celular aproximadamente 

SOng de ADN (plásmidos con loo que se quieren transformar las 

células: pRK172 y plOa) en un volumen no mayor de 10µ1. 
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S)Incubar en hielo por 30 minutos, calentar a 42ºC por dos 

minutos y colocar en hielo inmediatamente. 

6)1\gregar 0.8ml de medio Luria a esto tubo Eppendorf e incubar a 

37ºC por 45 minuten. 

7 )Colocar en placas de medio Luria con Ampicilina ( SOµg/ml de 

medio) 40~il de la solución concentrada de X-gal y 4µ1 de la 

solución concentrada de IPTG, esparcirlos, dejar absorber y 

sembrar las células transformadas y 

transformar. Incubar toda la noche a 37ºC. 

~Purificación de pl<ismido por lisis alcalina 

control sin 

l)Tomar entre colonia o de células transformadas, 

inocularlas en 30 ml de medio Luria con ampicilina (SOµg/ml) 

e incubar a 37ºC con agitación fuerte hasta fase logarttmica 

(D.O.s~o - 0.6). 

2)Inocular SOOml de medio Luria con ampicilina SOµg/ml con 25 ml 

del cultivo anterior. Incubar 2.5 horas a 37"C con agitación 

fuerte. centrifugar 15 minut~s a 13,000rpm a 4"C, 

J)Rosuepender el botón celular on lOml de Solución I conteniendo 

Smg/ml de lisozima. 

4)Transferir a tubos de centrifuga. Incubar a temperatura 

ambiente por cinco minutos. 

5)1\gregar 20ml de Solución II fresca. Mezclar y colocar en hielo 

por 10 minutos. 

6)1\gregar 15 ml de una solución fria de acetato de potasio 

(solución III). Mezclar o incubar en hielo por cinco minutos. 

7)Centrifugar a 70,000xg por 20 minutos, a 4ºC. 

8)Transferir el sobrenadante a tubos siliconizados y agregar 0.6 

volúmenes de isopropanol. Mezclar y dejar a temperatura 

ambiente por 15 minutos. 

9)Centrifugar a 12,000g por 30 minutos a temperatura ambiente. 

lO)Lavar el botón con etanol al 70%. Disolver el botón en STE 

para preparar un gradiente de CsCl. 
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~Grndicnti: de CsCI: 

l)Hodir el volumen de la solución de ADll. Agregür lg de caCl por 

cada mililitro y disolver totalmente. 

2)Agregar 0,Sml de una solución de bromuro do etidio (lOmg/ml) 

por cada 10 ml de la solución de ADN/cacl. He:tclar. La 

densidad final de la solución deber& ser de l.559/ml (indice 

do refracción • 1.3060) y la concentración do bromuro de 

etidio do 740µg/ml. 

J)Centrifugar la solución a 60,000rpm por 24 horas a temperatura 

ambiente. 

4)Colectar la banda correspondiente al ADN plasm!dico 

jeringa estéril de lml en un tubo est~ril. 

5)Eliminar el bromuro de etidio con lavados de alcohol 

isoam!lico. Agregar treo volúmenee de agua y dos de etanol 

absoluto fr!o, Incubar 15 minutos a 4"c. Centrifugar a 

10,000xg por 15 minutos a 4°c. Lavar con etanol al 70t. tres 

veces. Disolver ol ADN precipitado en TE pHS. 

-+Incubación de células de JllQ]j MC1061 para expresión de plásmido plOa: 

l)De las c6lulao tranoformadas con plOa, tomar una colonia e 

incubar en medio Luria liquido a J7c-c toda la noche con 

agitación. 

2) Inocular en otro matrliz con medio Luria con Ampicilina 

(50µg/ml) un volumen tal de eota suspeneión celular para 

lograr una dilución do 100 voces. Incubar en preooncia do 

IPTG hasta una densidad óptica de aproximadamente 0.7. 

3)Extraer de esta suspensión el 11.Rfl total. 



Resultados. 

Northern~blot 

Esta t6cnica comprende la hibridación de ARN inmovilizado 

soportes sólidos como nitrocelulosa o nylon, con una sonda de ADH 

eoluci6n{Alwine et al. 1979}. 

El deoarrollo de esta técnica involucra los siguientes puntosr 

1) Extracci6n de ARN total del tejido a estudiar. 

2) Separación del ARN extraido por cromatografia qelos 

deanaturaliza.ntea da ag:arosa. 

3) Tranaferencia de lo• ARN separadoo 

nitrocelulosa. 

soporte e6lido de nylon o 

G) Pre-hibridación e hibridación con la sonda de interéa. 

Extra<:cion de ARN total. 

Para la obtención del ARH total de ejes embrionarios de mah se 

aiquieron b.iaicamente dos protocolo• que fueron adaptando haata 

eatableceraa •l m6todo que aatiaface l.o• requieitoe para obtener un ARN 

Integro y con un alto grado d• pureza •. 

En el primer protocolo, la lisia celular para la extracción del 

ARN aa haca con ayuda del detergente bromuro do cetiltrimetilarnonio (CTAB), 

EDTA y P-mercaptoetanol. Esta solución ademia da liaar las células, 

da•naturali:a protatnae entra las que ae podrtan encontrar ARNasaa (Taylor & 

Powall, 1902). 

Lo• ARN extraídos por eate método no mostraban evidencias claras 

de eatar degradados al obeervaree en galea de agaroaa¡ sin embargo, otro 

método da extracción presentaba algunas ventajas sobre el primero. Entre 

aetas: 

:...Menor tiompo de incubación en el extracto celular total. Eeto ea una 

ventaja., debido a que entre mayor tiempo so incube ol extracto 

celular total se favorece la interacción de algunas ARUaaas que no 



hayan podido ser desnaturalizadas con la solución de extracción, 

incrementlndoee la posibilidad de degradación del ARN. 

-Menor manipulación durante la eliminación de ADN, la cual en el 

primer protocolo se realiza por un gradiente de cloruro de cesio y 

en el segundo mediante precipitaciones diferenciales. 

-El uso de agentes caotr6picos ( isotiocianato de guanidina y 

clorhidrato de guanidina), loa cuales junto el P-
mercaptoetanol como reductor actúan como agentea desnaturalizantes 

potentes que eliminan la estructura secundaria de las prote1nas y 

por lo tanto inactivan totalmente a las ARNasae (Cox 1968), 

Loe ARN obtenidos con este protocolo de extracción mostraron 

alto grado da pureza y da calidad. Lo que 11e puede apreciar en los geles de 

agarosa de estas muestras: 

Electroforesis .de ARN total de ejes embrionarios de matz.. 

59 



Electroforesis en geles de ngnrosa. 

Para esto oe probaron fundamentalmente dos procedimientos do 

desnaturalización del ARN: uno que utiliza 2.2H de formaldehI.do (Thomae, 

1980), y otra t6cnica que utiliza Glioxal 6H y Dimetileulfoxido (OMSOJ 

(HcHaeter & carmichael, 1977). 

Aunque el poder de resolución de ambos sistemas es aproximadamente 

el mismo (Hiller 1987), ee prob6 el segundo m~todo ya que en la literatura se 

reporta que las señales detectadas por northern de loe ARN en geles de glioxal 

y OMSO son m&e finas, adem.§.o de evitarse la molestia y el riesgo de trabajar 

con formaldehtdo. 

Transferencia. 

La transferencia de las muestras se realizó hacia dos soportes: 

primeramente nitrocelulosa y posteriormente nylon. Este cambio se hizo debido 

a que el segundo soporte es menos frágil y por lo tanto m&e f6cil de 

manipular. 

Hibridaciones. 

Para la realizn.ci6n de la prehibridaci6n e hibridación, existen 

diferentes protocolos que varían eegün las caracterteticas de la sonda 

utilizada y de su homologia con las mueotrae a hibridar. 

Estos protocolos difieren en los siguientes aspectos: 

• La temperatura y el solvente utilizados (por ejemplo 68cc en 

solución acuosa o 42°C en 50\ do formamida). 

El volGmen del solvente, y el tiempo de hibridación (grandes 

volúmenes por periodos largos hasta de tres días o volúmenes 

mínimos por periodos tan cortos como 4 horas). 

El grado y m6todo de incubación durante la hibridación (con 

agitación continua o estacionaria). 

El uso de agenteo diferentes para bloquear loa filtros antea de ser 

hibridadas. 
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La concentración de la eonda marcada radlactivamente y eu actividad 

especifica. 

• El ueo de compuestos como sulfato de dextrán (Wahl et al., 1979) o 

polletilenglicol (Amasino, 1986) los cualea incrementan la tasa de 

reasociaci6n de .!cides nucleicou. 

La intenaidad de los lavados después de la hibridación. 

Para las hibridaciones primeramente so utilizó el pllismido pRK-172 

como sonda para hibridar ARN de matz. Este pl.'ismido contiene un ADNc del 

homólogo funcional humano de cdc2 (Lee & Nurae). Eate pl.'ismido al utilizarlo 

como sonda para hibridar muestras de maiz ser.! una sonda no homóloga, por lo 

que la hibridación ee debe realizar en condiciones de poca severidad para 

favorecer la hibridación de la sonda con el ARN do maíz. 

Para esto la primera estrategia a seguir fué v disminuir la 

temperatura de hibridación. 

Tomando en cuenta la homologia entre la sonda y el ARN mensajero 

correspondiente de maiz, que ea del 6J\, (Lee & Nurae, 199) la temperatura de 

fusion (Tm) para el h1brido formado entre la sonda y el ARN mensajero ae de 

37°C, la cual ea muy baja para usarla en el experimento, ya quo favorece mucho 

las hibridaciones inespecificas aumontando la relaci6n fondo/sei'\al, lo que 

hace dlf!.cil identificar una oei\al positiva de entre lae sei\ales de fondo. 

La temperatura para una hlbridaci6n 100\ homóloga es de 68°C 

(Sambrook et al ;1989). considerando una homología del 63\, se trabajó 

primeramente con una temperatura de ss0c, es decir 13 grados cent1grados menos 

qua la temperatura utili:z:ada para sondas con lOO't. do homologta. 

Los primoreo filtroa contentan por carril aproximadamente 20µg do 

ARN total de ajes embrionarios de maiz incubados por diferentes horas con y 

sin benciladenina. Las primeras horao estudiadas fueron; O, 3 1 6, 9 y 15 horas 

deopu4o dol inicio de la imbibición. Estao muestras fueron separadas 

electrofor6ticamente en goleo desnaturalizantes de formaldehtdo, 

tranofirieron a membranas de nitrocelulosa, 

Las condiciones de hibridaci6n que se utilizaron fueron: 

Prehibridaciónt 

Tiempo: 4 horas 
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Temperaturai ss;c. 

Soluci6ni 

• ssc 
• sos 
• Reilctlvo da Denhardt 

• Amortiguador do foofatoo 

• ADN de esparma de ealm6n 

Blbridaci6ni 

Tiempo: 24 hora.e 

Temperatura: SS"C 

Soluci6nt 

sx 
sx 
sx 

SOmM 

200µ9/ml 

La misma quo la de la prehibridaci6n, a le quo se le aliade la 

sonda marcada radiactivamento. 

Porcentaje do incorporación de la marca: 42't. 

Actividad ospoctfica de la sonda radiactiva: 7Xl01cpm/µg ADN. 

De estos primeros intentos, no De obtuvo ninguna eei\al de 

hibridación, aeI. que se .continuaron haciendo modificaciones a las condiciones 

de hibr ida e i6n: 

Se disminuyó la temperatura en diez grados centtgradoo de SSºc a 

45ºC, para aumentar la probabilidad de una hibridación. Al disminuir la 

temperatura las hibridaciones inespecUicae aumentan, aot que loo lavados ee 

van a realh:ar de manera más sovera, para eliminar en lo mAs posible el fondo 

ineapecI.fico que se pudiera encontrar bajo estas condiciones. 

se realizaron las siguientes hibridaciones manteniendo el mismo 

tiempo y las mismas soluciones de prehibridaci6n e hibridación. La 

prehibridacl6n se realizó a 55°C y la hibridación a 4S"c. El lavado se hizo do 

la siguiente manerat 

15 minutos, una vez, a temperatura ambiente, con una soluci.6n de 

ssc 2X, sos 0.1\ y dos veces con una solución de ssc 0.2x, 0.1\SDS. 

con estas condiciones de hibridación tampoco se obtuvo ninguna 

eoñal de hibrldaci6n. 
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Posteriormente se probaron algunos aspectos que se consideraron 

importantest 

• Que la sonda estlt bien desnaturalizada antes do agregarla al buffer 

de hibridaci6n, En 
0 
la literatura, so recomienda un m6todo de 

desnaturalización de la sonda con una soluci6n de sosa lN (0.1 

volúmenes), calentando a 37cc por cinco minutos (Sambrook et al1 

1989). En adelante se desnaturali:taron de esta manera las sondao 

para las hibridaciones. 

• Incluir un control positivo de hibridaci6n ADN-ADN, Para este 

cargó un carril con AON del plAsmido, en una cantidad tal que 

pueda apreciar bien una banda de hibridación (lOOpg), 

Incluir un control positivo de hibr id3cl6n de ADN-ARN. Para esto se 

cargó un carril con ARN total humano; ast la sonda serta 100\ 

homóloga al ARN, favoreciltndose con mucho la obtención de eei\ales 

de hibridación. Para este punto oe extrajo ARN total de cálulae 

HeLa. 

• Obtener y utilizar ARN de ejes incubados por m6o horas (24, 48 y 72 

horas), debido a que entre mayor sea el tiempo de incubación habrá. 

mayor nOmero de mitosis y por lo tanto mAs ARH mensajero de pJ4edc2 

, ya que el gen Ao estarla. trascribiendo en un mayor número de 

c6lulaa. Se sabe que on tiempos menores de doce horas de 

incubación, el número de mitosio es insignificante ojea 

embrionarioa de mat.z (Batza et al1 1986). 

Aumentar la cantidad de plliemido a marcar y por lo tanto de aonda 

duranto la hibridación, do SOn9 a lOOng, ya que eat.i reportado que 

para detectar l\RH mensajeros do baja abundancia se debe de uaar al 

menos lOOng de eonda cuya actividad eepectflca exceda 2X1011cpm/µg 

de ADN (Sambrook et al; 1989), Aunque no ao sabia en ose momento 

qult tan abundante era este mensaje, so trabaj6 como poco abundante 

para favorecer las probabilidades do hibridación. 
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Modificar las soluciones de prehibridaci6n e hibridación¡ se 

recomienda para l>r.RN mensajeros de baja abundancia la aiguiento 

soluciónt ssc 6X o SSPE 6X (cuando ee usa formamida), reactivo de 

Denhardt sx, sos o.s,, 1\DN de esperma do aalmón fragmentado y 
deanaturall~ado 100 µg/ml (Sambrook et al; 1989). 

Loa filtros hibridadoa considerando loa puntos anteriores 

contentan las siguiente• muestrasi pliamido pRXl72 (lOOpg), 1\RH total humano 

(20µg), ARN total (2Dµg) de ejes embrionarios de mah incubados por 24 y 48 

horas con y sin benciladenina. 

Las condiciones de hibridación fueron las siguientes: 

Pr•bibridaci6n1 

Temperatura: 45 11C. 

Tiampoi 24 horas. 

Soluci6n: 

• SSC 6X 

• Reactivo de Denhardt SX 

• sos Q.S\ 

• AmOr~iguador d• foafatoa SOmM 

• ADff d• esperma de •alm6n de1maturalizado 100 µ11/ml 

Bibridac16n: 

Tiempo: 24 horas 

Temperatura: 45110 

Soluci6n: 

La miama que la de la prehlbridaci6n, a lo que so lo aftade la 

•onda marcada radiactivamento. 

Porcentaje de incorporación do la marca: 45\ 

Actividad aapecU'lca do la aonda: l.6xl09cpm/µ9 do AON. 

De eetoa ensayos sólo as obtuvo oei'lal en el carril donde se 

encontraba la sonda, lo que indicaba que la sonda si eotaba hibridando contra 

et ·misma, y por consiguiente estas condiciones son las correctas para la 



hibridación ADrl-ADN, pero en el caso del ARN humano donde se ooperaba una 

sei\al positiva, no so encontró ninguna. Eeto estaba indicando que algo estaba 

fallando en la hibridación ARN-ADN, lo que se cataba reflejando en la falta 

de sei\al de hibridación en las muestras de ARN de maI.z. 

se probaron otras modificaciones 

hibridación, entre ollao: 

las condiciones de 

• Incluir en la mezcla de hibridación Sulfato de Dextr.!i.n como agente 

concentrador¡ este pol!mero aniónico excluye el agua, concentra la 

sonda y favorece por lo tanto la hibridación. 

• Enriquecer loe carriles con ARN mensajeros. Purificar al ARN total 

en columna de ollgo-dT celulosa, con la cual ee separan lo• ARH 

mansajeroa poli-adeniladoe. Esto se hizo para las muestras de ARN 

humano. 

• Incluir ARN de tejido• de matz qua ae aat6n dividiendo activamente, 

para favorecer la cantidad de c6lulaa en diviaión y por lo tanto 

al eate gen ea regulado tranacrlpcionalmente durante la diviai6n 

celular la cantidad de aeta menaaje para la hlbrldaci6n tambi6n 

estar6 favorecida. 

Para esto se trabajó con msaocotiloa, debido a qua an eatoa 

tejidos la mayorta de las célula• ao est&n dividiendo. 

Loe filtros contenian laa aiguientee mueetraa1 ARN pollA• humano, 

ARN poliA- humano, ARN total humano, ARH total de meeocotilo, pUamido pRX 

172. Algunos de estos se hibridaron con las siguientes condicioness 

Prebibridaci6n1 

Tiempos S horas. 

Temperaturas 45°C 

Solución: 

• SSC 6X 

• Reactivo de Oenhardt SX 

• Amortiguador de fosfatos SOmH 
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• sos 0.5'\ 

• AON de esperma de ealm6n desnaturalizado 100 µg/ml 

Bibridaci6nr 

Tiempo: 24 horas 

Temperaturas 45'C, 

Soluci6n: 

La misma que la de prehlbridaci6n, mAs la sonda radiactiva. 

Actividad específica de la sonda; lxl01cpm/µg de ADN. 

Otros filtros se hibridaron con las mismas condiciones excepto que 

contentan 10\ de sulfato de dextrtin extra. 

En eetoe filtros encontramos solamente oeñal de hibridación en el 

carril con el ADN de plAsmido, por lo que se consideró que ni el sulfato de 

dextr!n, ni la separación do ARN meneajeroe por la columna de oligo-dT 

celulosa daban alguna ventaja; as!. pues oe siguió trabajando con ARN total y 

la mezcla sin sulfato de dextr!n. 

Pooteriormente trabajó el inserto del pUsmido 

correspondiente a la secuencia del ADNc del hom6logo de p34coc2 humano como 

sonda, ya que de esta manera oo ovita que todo el vector se marque 

radiactivamente y por lo tanto, la radiactividad se utiliza para marcar 

aolamenta aquello qua •• va a hibridar con el mensaje que nos interesa; de 

aeta manera tambi6n se favorece la cantidad de aonda radiactiva especifica que 

ae hibride con el ARN mensajero. 

Para esto so cortó el pl6smido con las enzimas de restricción 

EcoRI y Xbat, de las cualee según el ·mapa de restric:c:i6n de el plAsmido pRK-

172, (figura #f.) so obtentan dos fragmentos, uno de 591 pares de bases que 

corraspond!.a al 73• del inserto al cual ao utilh:arla como aonda, y otro 

segmento de 2.47 Kb que corresponde al vector y a un segmento da 225 parea de 

bases del inserto. 

Adem6.s ae varió otro factor, al incluir forma.mida en la 

hibridación. 

La formamida actúa como agente deonaturali:ante durante las 

hibridaciones eeparando len hibridoe de .\cides nucleicos formados, por lo que 
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cuando se trabaja con ella para favorecer condiciones de alta especificidad, 

la temperatura que ee utili:i.a es de 42ªC y no de 6Bªc como la que se utiliza en 

condi.cionee si.n forma.mida. Esto se hi.zo, ya que anteriormente en el 

laboratori.o se habi.an reali.zado hi.bri.dacioneo con estas condi.cionee para genes 

de hi.atonas de matz obteni.éndoee buenos resultados. 

Partiendo da las condi.ci.onee para lOO't. de homología reportadas 

loe manuales {Sambrook et al; 1989), y considerando una homologia entre la 

sonda y el ARN mensajero del hom6logo de cdc2 de maI.z del 63\, 

establecieron las sigui.entes condi.ci.ones de hibridación; 

42ªC con SO\ do formami.da. Estas condiciones eo realizan para 

hibri.daci.onas de 100\ de homologia¡ utili:r.aron 

conoiderando las muestras de ARN humano en loe filtros. 

SSªC. Esta la usamos también como condi.ci6n de alta severidad, sin 

formamida. 

• 40ªc con 41\ de formami.da. Eetaa condi.cionea son para hibridaciones 

de menor sever i.dad. 

Loe filtros utilizados para aetoa axperientoa procedieron da un 

mismo gal que contenta las siguientes muestraei plA.emido pRK112, ARN total 

humano {20µg), ARN total de ajee embrionarios de maI.z incubado• por 24 y 48 

horas con y ain banci.ladenina (20¡.lg). 

eiguiantae1 

La• condiciones con quo se trabajaron estos flltroa fueron las 

Prebibrldaci6n1 

Tiempot 3 hora• 

Temperatura: la i.ndicada para cada experimento. 

Soluci6n1 

• ssc 6X 

• SOS O.S'\ 

• Amortiguador de fosfatos SOmM 

• Reactivo de Denhardt SX 
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•ADN de esperma da salm6n 100 µg/ml 

Hl\u la cantidad de formamida on los experimentos donde so 

incluy6 6sta. 

Bibridaci6n1 

Tiempo: 24 horas 

Temperatura.: La indicada para cada experimento. 

Solución: 

La misma que para la prehitiridaci6n da cada ensayo diferente. 

El resultado mostr6 que en todoe loo filtros hibridadoo la única 

señal fuá la do la sonda; el ARN humano no estaba hibrid.§.ndo con la sonda. 



lnwrto de O 90 Kb d"~ gen homólogo d9 cdc2 humano. 

Clonado en pBR322 en el $111o EcoRl!Nde\ 

Figura#4. Mapa de restricción del plásmido pRK·172 (Nurse & Bluel, 1981). 
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CJ Marco de lectura abierto 

Figura 15. Mapa de restricción del plásmido p10a (Colasanli d ul., 1991), 
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Para entonces nos lleg6 el plásmldo plOa que contiene el ADNc del 

gon homólogo 'do cdc2 do ma!.z (Colaeantl et al., ;1991), el que se utilizarla 

como sonda 1001. homóloga. Esto aumenta do manera critica la probabilidad de 

hibridación y debido a que lac hibridaciones de muestras de ma!z con esta 

sonda se pueden llevar a cabo bajo condiciones de alta eevoridad, se favorece 

la dotocci6n de eei'ialca cobre el ruido de fondo. 

Do esto pláamido se extrajo el inserto correspondiente al ADNc de 

cdc2 con lae enzimas de restricción Smal y Kpnl, lo que según el mapa do 

rastriccl6n (figura #5) nos daba doe fragmentos do ADN1 uno de l.4kb que 

correspond!a al inserto, y otro de 2.BKb que corrospond.ta al vector. El 

inserto es el que so utiliz.6 para todas las siguientes hibridaciones. 

Con este inserto como sonda se reallz.6 primeramente un Southern-

blot. 

El filtro hibridado contenta 7 mueetrasi ADU de ma!z. y ADN humano 

cortados con EcoRI, Hind III y Bam HI cada uno; adem.§.e ADN de Arabidopsis 

ehaliana cortado con Eco RI. 

Este filtro oe hibrid6 con las siguientes condiciones: 

Pr•bibridaci6n1 

Tiempo: cinco horas 

Temperatura: 6si:ic. 

soluci6n (0.2ml/cm: de filtro) 1 

• ssc 6X 

• Denhardt' e SX 

• SDS 0.5\ 

• Buffer de fosfatos SOmH 

• ADN de esperma de aalm6n lOOµg/ml 

Bibridacl6ni 

Tiempo: 24 hora.a. 

Temperatura: 6si:ic, 
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Soluci6n1. 

La mioma que la de prehibridaci6n, mtis la sonda radiactiva. 

Porcentaje de incorporación do marca radiactiva; 50\. 

Actividad especifica do la eonda: 2,J:Kl08 cpm/µg AOt¡, 

Lavado•• 

Tiempo 

•15 minutoo 

•15 minutos 

• l hora 

Temperatura 

ambiente 

ambiente 

60°C 

Solución 

ssc 2x,sos o.u 
ssc o .. 2x, sos 0,1, 

ssc o.2x, sos 0.1\ 

Expoeición:cinco dtao (figura #6). 

Se pueden apreciar eei\ales de hibridación en todas las m"uostras, 

lo que demuestra la alta homolog!a y coneervación que guardan los genes 

hom6logos a cdc2 do loe diferentes or9aniemos, considerando que con la sonda 

de ma!& observamos eei\ales en todas las muestras1 anteriormente se realiz6 un 

Southern-blot utilizando la sonda derivada del plAemido pRK172, en esta 

experimento ea analizaron las mismas muestras, y 

hibridación en todas ellas (resulatdo no mostrado). 

Las bandas observadas encuentran 

observaron también 

diferentes pesos 

molecularea, algo esperado debido a la diferente diepoeici6n de este gen en 

loe genoma• de loa respectivos organismos. 

Aunque con este enaayo no podemos estimar el número de copias de 

•ate gen, ae puede apreciar que se encuentra poco repreaentado, dado la 

preaencia de pocas bandas de hibridación. 

Eata miama sonda ee utlliz6 para estudios da northarn. 

La cantidad del ARH mensa.joro buacado on el carril de muestra 

afecta de manera directa la probabilidad de hibridación de la eonda1 esta 

cantidad de ARN meneajero puedo estar variando por alguno de loe ai9t1 lentea 

factoreei qua el tejido tenga de por et poco del ARN mensajero que eetamoe 

buscando o que ea esté degradando en alguno de loe pasos da manipulacion, 

desde eu axtraccion hasta la hibridacion. 
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Figura #6. Southem-blot de AON de ejes embrionarios de maíz cortado con Eco RJ, Hind 

Ul y Bam HI (carril 1, 3 y 5 respectivamente); de ADN de linfocitos humanos 

cortado con Eco RJ, Hind JJI y Bam HI (carrll 2, 4 y 6 re11;pect!vamenle); y ADN de 

Arabidops;s tha/lana cortndo con Eco RI (carril 7). 
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Para eliminar la posibilidad de degradación del J\RN durante la 

extracci6n se adquirieron paquetes de extracción comerciales. 

En estos ensayos se consideraron por lo tanto los siguientes 

aspectos 1 

• Muestras de J\RU de alta calidad. 

• Sonda 100' homóloga, 

El primer filtro que se hibrid6, tenia las oiguientes muestras: 

ARN total de ejes ombrionario11 de malz incubados por O, 15 y 24 horas con y 

ain benciladenina (20µ9 por carril), y se transferieron a filtro de nylon. 

Las condiciones que so probaron para estas hibridaciones fueron 

las siguientes: 

Prebibridaci6n1 

Tiempo1 3 horas 

Temperaturas 6Snc 

Soluci6n1 

• ssc 
• sos 
• Amortiguador de foafatoe 

• Denhardt"'e 

• ADH de esperma de aalm6n 

Bibridaci6n1 

Tiempo: 24 horas 

Temperatura.1 65°C 

Soluci6n1 

6X 

0.51; 

SOmM 

sx 

lOOµg/ml 

La miama que la da la prahibridacl6n, pero sin reactivo da 

Denhardt1 m6s la aonda radiactiva. 

Porcentaje de incorporaci6n de la marca: 45\ 

Actividad espectfica de la sonda: l.2Jxl01cpm/µg de J\DN. 
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De esta hibridación oe obtuvo una señal muy tenue en el carril que 

corresponde a la muestra de 24 horao de incubación tratada con benciladonina 

(Resultado no mostrado). 

La distancia de migración donde se ubica esta señal correspono a 

un peso molecula.r aproximado de 1.4 kb, lo que corrl!oponde con el peso 

molecular reportado para el mensaje del gen homólogo de cdc2 de maí.:z: 

(Colasanti. et al., 1991), 

Para aumentar la intensidad do la señal ne consideró au.mentar la 

cantidad de ARN total en los geles, para favorecer aei la cantidad de mensaje 

a ser hibridado, por lo que para cada muestra so cargaron lOOµg de ARN total. 

se realizó primeramente un Northern slot-blot, ya que como es un 

método mas rapido que el northern-blot nos ayudarla a establecer las 

condl.ciones 6ptimaa de h1.bridaci6n en menor tiempo y una vez establecidas 

ootas, se realizarían los northern-blot. 

El northern olot-blot contonia las siguienteo muestras: 

ARN total de ejes embrionarios de matz, incubados por o, 6, 15 1 

20, 24, 36, y 4B horas con y sin benciladenina (100 µg por carril), ADN do 

maíz como control posl.tivo do hibridación, ADN del fago lambda como control 

negativo de hibridación. Las mueetrae fueron transferidas a. filtro de nylon y 

el filtro t1e hibrid6 con las siguientes condicioneu1 

Pr•bibridaci6n: 

'l'iempo: Toda la noche. 

Temperatura: 65°C. 

La •oluc1.6n se hizo 

anterior hlbridacl.ón. 

Bibridaci6n1 

T1.empo1 24 horas. 

Temperatura: 6S~c. 

las mismas conc:cntrac iones que en la 
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Solución1 

La mioma que para la prehibridación, con la diferencia que ne 

contiene reactive de Denhardt por aer filtre de nylon, y adem.is 

la aonda radiactiva. 

Porcentaje de incorporaci6n de marca radiactiva: 38' 

Actividad espec!f ica do la oondai lXlOªcpm/µg de AON. 

Oe eate ensayo oe pueden cbaervar oeñaloa do hibr!daci6n (Figura 

17), sobre todo en muestras de tiempos m.!is largos de !ncubac16n (24 y 48 

horas); eotas señaleo sen mayoreo en las muestras tratadas con bsnciladenina, 

especialmente en las de 24 y 48 horas. Adem.is se aprecia que las señales 

aparecen antes en las muestras tratadas con benciladoni.na que en sus 

respectivos controles. 

La t6cnica de northern slct-blot puede favorecer la aparición de 

señales inespecificae de hibridación, ya que si en las muestras hab1a una 

cantidad considerable de ADN contaminante, so hibridarA con la sonda y la 

aei\al obtenida por la hibridación no corresponder& entonces directamente a loe 

niveles del ARN mensajero; adem.S.s, aunque las mueatras se desnaturalizan antas 

de ser incorporadas al filtro, el ARN de las diferentes muestra• no se oxpone 

a la sonda de igual manara, aobra todo en filtros con tanta cantidad de leidos 

nucleicoa (lOOµg) y esto puede influir en la hibridación. 
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Figura #7. Northem-slol de ARN total de ejes embrionarios 

de malz incubados por diferentes horas y con 

diferentes tratamientos utilizando una sonda del 

homólogo de cdc2 de maíz ( BA: benciladenlna, 

e: control, DNA: ONA de malz) • 
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Por lo tanto eo decidió reali::r.ar loo eiguiontao oxperimuntoD en 

goleo desnaturali::r.antoe de agarooa, os decir reAli:.ar no;·thorn-blot1 oota 

tecnica, además do superar lao antorioreo deoventajao, noo indica ol tam:a.i\o 

del mensaje. 

AdemA.e en ostos ensayos ea incluyó un control do l\RU. Para (\Oto no 

aprovechó que el pláamido plOa es un vector de oxprooi6n, con ol cual n.l 

infectar células de ~ so puode inducir la oxprooi6n do lA eocuoncia 

clonada, ya que se encuentrA bajo el control do un promotor lnduciblo, on oota 

caso el promotor de lactooa. Al crecer lao cólulao tranoformadne on proooncln 

de ieopropiltio fl-D-galact6sido (IPTG), se induce la trnnacripc16n da lll 

secuencia clonada, en eete caso dol ADNc del gen homólo90 do cdc2 do mat&. Por 

lo tanto al tranaformar las bacterlao con plOa y al lncubarlao on proooncio de 

IPTG •e va a sintetizar una gran cantidad de J\Rtl mensajero do ootn oocuoncia J 

este ARN menoajero eerA idéntico a la sonda, por lo quo oor.1 un buan control 

positivo de hibridación ARU-ADN. 

Para osto, se comprob6 primara quo e!octivamonto al incubar 

células transformadas c:;:on plOa, on presencia da lPTG ao induco la oxprooi6n de 

la secuencia clonadaJ y se establecieron lau condicionoo do hibridación para 

este ARN mensajoro, mediante un enoayo de northorn-blot. 

Esta hibridación ae reali::r.ó a un filtro de nitrocolulooa quo 

contenta lao siguientes mueotrast ARN total de c6lulao tranoformadao o 

inducidas con IPTG, ARN total de c6lulao tranoformadae no inducidao, y otro 

carril con lOm¡ de sonda. 

si9uientes1 

Las condiciones de hibridación para coto filtro fuoron lna 

Pr•hibridaci6n1 

Tiempo: tres horas. 

Temperatura: 6S'C. · 

Solución: 

• SSC 6X 

• runortiguador de fosfatos SOmK 

• Reactivo de Denhardt SX 
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• sos 
• ADN de esperma de oalm6n 

Uibridaci6n: 

Tiempo: 24 horas. 

Temperatura: 65°C. 

Solución: 

0.5'\ 

lOOµg/ml 

La misma que para la prehlbrldaci6n, pero sin reactivo de 

Denhardt y mA.e la eonda radiactiva. 

Porcentaje de incorporación: 54' 

Actividad espac!.tica de la sonda: 2x1oecpm/µ9 de AON, 

Lavados1 

Tiempo 

•15 minutos 

•JO minutos 

•1 hora 

Temperatura 

Ambiente 

40°C 

SSºC 

Exposiciónt doe días. 

Solución 

ssc 2x, sos 0,1, 

ssc o.2x, sos 0.1, 

ssc o.2x, SOSO.l\ 

La figura 18 preoenta el resultado de esta hibridaci6n1 

observan bandas de hibridación tanto en el carril con la sonda, el 

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

ESTA 
SfüR 

TESIS 
DE LA 

NO DEBE 
Blilli9TECA 
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Figura #B. Nonhcm - blot de ARN total de E. col/ transfonnada con 

plOa e inducidas con IPTG (Carril 2). Control positivo con 

phismido p 1 Oa (CMril 1 ). 
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Para el ca-so del ARN de células, se observan dos bandas, una de 

mlgraci6n que corresponde al plAamido, y una de mayor mlgraci6n que 

corresponde al mensajero del AONc de cdc2; esta aeñal no se encuentra en la 

misma distancia de migraci6n que la sonda, es decir del inserto sxtraí.do, pues 

este mensaje ademlas del ADUc de cdc2, tiene un segmento de la enzima 1\­

galactosldasa, ya que el inserto clonado está fusionado a un segmento del gen 

para esta protetna, y se transcribo como un mens~joro de mayor tamaño. 

Con este experimento se pudo comprobar quo el método de northern­

blot estaba funcionando bien, por lo que tal vez lo que estaba afectando a loe 

resultados para las muestras de matz fuera la cantidad de mensaje, el cual 

pz:obablemente sea bastante escaao on ejes embrionarios de matz. 

Las condicionen para la hibridnción de este menaajo con la sonda 

eran buenas, por lo que so utilizaron para los posteriores ensayos de 

northern-blot. 

Los filtroe contentan las siguientes muestras: ARN total de 

c6lulas bacterianas transformadas con plOa e inducidas con IPTG, ARN total de 

cfilulas transformadas con plOa sin inducir, ARU total (lDOµg por carril) de 

ejes embrionarios de matz de o, 24 y 48 horas de incubación con y sin 

benciladenina. 

En la figura #9 se muestra uno de estos filtros hibridados con lao 

condiciones antes mencionadas. El tiempo de expoeici6n para este filtro fué de 

6 d!as. 

se encontraron oen.alcs de hibridación en todoo los carriles y con 

aproximadamente igual intensidad a una distancia de migración de l.4kb la cual 

corresponde al tamano molecular reportado para el ARN mensajero homólogo de 

pJ4ed::.:- en matz (Colasanti et al., 1991). 

Por lo tanto en todas las horas de incubación de los ejes 

embrionarios con presencia o ausencia de BA, se encontró igual cantidad 

aproximada de mensaje desde las cero horas hasta las 48 horas. 
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Figura #9. Northern·blol de ARN total de: E.col/ transfonnndas con plOa e 

inducidas con IPTG y de E. colí sin inducir (carriles 1 y 2 

respectivamente), de ejes embrionarios de malz incubados por O, 24 y 48 

horas con y sin bcnciladcnina (carriles 3, 4, 5, e y 7 respectivamente). 
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Discusión. 

Loo diferentes protocolos para la hibridación de diferentes 

sondae buscan favorecer la tasa de hibridaci6n mediante la manipulación 

de algunas variablen, entre ellas: temperatura, volumen de la solución, 

concentración de ta sonda, fuerza iónica, tiempo de hibridación, y 

condiciones de lavado. 

El porcentaje de homologla entre la sonda y el Acido 

nucleico buscado, afecta directamente ta tasa de hibrldaci6n. En el caso 

do la hihridaci6n entre el ARN mensajero del hom6togo de cdc2 de matz y 

la sonda derivada del plliemido pRK172, las diferentes manipulaciones de 

las variables anteriores durante la hibridación no redundaron en nlngCin 

resultado pooitivo1 la baja homologta entre la sonda y el f\RH mensajero, 

del 63\, afectó de manera determinante loe resultados; esto se demuestra 

posteriormente al utiliz.ar una sonda 100'\ homóloga derivada del pl6.smido 

plOa, con la cual se obtuvieron sei'\ales de hibridación. 

La cinética de la reacción de hib1:idación es dificil de 

predecir a pnrtir de consideraciones teóricas, en parte porque la 

concentración exacta del 6.cido nucleico inmovilizado y que est.S. 

disponible a f:ler hibridado es desconocida. Esto ne observó claramente en 

este cano, pues según los resultados parece ser que e~ ejes embrionarios 

do ma!z. existe una cantidad muy pequeña de esto ARN mensajero, lo que 

di!icult6 mlis la obtoncHSn do sei\ales de hibridación, aún utilizando una 

sonda totalmente homóloga. 

Los resultados de los experimentos da Northern-blot nos 

indican lo siguiente (Figura #8): 

•La aeñal de hibridación corresponde a un peso molecular de 

l.4Kb, el cual es el reportado para el ARN mensajero del 

hom6logo de cdc2 de ma!z. (Colaeanti et al., 1991). 
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•El mensaje de pJ4cd:-2 en ejes embrionarios de maiz es muy 

escaso, ya que se neceait6 trabajar con lOOµg de ARN total 

para poder detectar una ooi\al de hibridación. La cantidad de 

este mensaje en ejes embrionarios do maíz, a diferencia de 

otros tejidos de matz. estudiados (Col11.eantl et al., 1991), 

podria ser independiente de la proliferacl6n celular, o 

tam.bl.ltn podría deberse a que el número de células que oe 

activan para proliferación eea comparativamente menor. Las 

células de tejidos meristemAticos de ajee embrionarios de 

maíz incubados por 24 y 48 horas se encuentran dividiéndose 

activamente. Sin embargo, la proporción de eotas células 

división activa ea relativamente baja en cada tiempo, no 

mayor del 2\, (Baiza atal., 1989) lo que podría influir en 

la cantidad de mensajes de productoo relacionados con el 

control del ciclo celular. 

•El ARN mensajero de pJ4C'CIC2 se encuentra desde las cec-o horas1 

e'!lto indica que las células no necesitan transcribir esto 

gen para tener la cantidad de proteina necesaria para la 

primera división celular, ni para laa •ubsi9ul.entea, 

comportAndose como •i fuera un mensajero de vida media 

larga, sugiriendo da esta manera quo forma parto de los ARH 

men11ajeros almacenados en la semilla durante el periodo de 

deaecaaión anterior a la germinación. Por lo anterior ao 

pueda pensar que en ejes embrionarios da ma.íz. al gen cdc2 no 

eati oiando regulado tranacripcionalmente. 

•El tratamiento con la bonciladenina no parece estimular la 

cantidad do esta ARN mensajero. 

El experimento de Horthern-blot ae hizo por trapllcado, 

obteniéndose loa mismos resultados en todos loa experimentos; sin 

embargo, el raaultado del experimento de Northern-alot (Figura 17), nos 

indica resultados contrarios, ya que ae observa claramente cómo el 
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tratamiento con benciladenina estimula la aparición de la señal de 

hibridación antes que en los controles sin benciladenlna, principalmente 

en muestras de tiempos largos de incubación: 24 y 48 horas, Aunque los 

experimentos de Northern-slot favorecen la aparición de señales 

pooitivas falsas por el ADN contaminante que puedan tener las muestras, 

debe hacerse notar que en ninguna do lao atrae muostras so encuentran 

señales de la magnitud de las de 24 y 48 horas con benciladenina, lo que 

nos indica que se debe seguir trabajando al respecto para poder 

eatablocor con certeza la expresión transcripcional de este gen durante 

la germinación de ejes embrionarios de maiz y el posible efecto de la 

benciladcnina, 

Eato no excluye sin embargo la posibilidad de que laa 

citocininas ejerzan su acción a través de la proteina p34, estimulando 

su cantidad y/o su actividad; esto ne apoya en algunoa resultados 

obtenidoo en nuestro laboratorio, en los cuales se demuestra que el 

tratamiento con benciladenina de ejeo embrionarios de maf.z, produce un 

incremento en la activ.ldad de cinasas totales, y m.is eepectficamente de 

cinasaa indepondientes de calcio, entra las que oo podria encontrar la 

proteina p34 (Reyes, J., Tesis de maeotrta). 

La eatimulaci6n de la entrada a mitosis de las células de 

ejes embrionarios de maf.z tratados con benciladenina podrla ser por lo 

tanto el resultado de la estimulación de la actividad de esta enzima, 

para lo cual se deben seguir realizando experimento& que lo demuestren. 

AdemAa de levaduras y vertebrados, se han deacubierto 

homólogos funcionales de pJ4C'*2 on diferentes plantas lo que demueetra 

que esta protef.na se encuentra muy conservada a lo largo da la escala 

filogenética; esto puede observarse en el experimento tipo southern 

(P'igur• 16) 1 donde se observan oei'lales de hibridación en todos los 

carriles, los cuales contienen muestras de ADN de matz, Arab1dops1s 

thal.iana y humano1 lo que indica que por lo menos hay cuatro copia• del 

gen en matz o que existe mlis de un gen que codifique para protaf.naa 

homólogas da p34, ya qua en el trabajo do colosanti et: al., (1991), 

encuentran por lo menos dos genes cdc2 distintos, pero muy relacionados 

que guardan una homologia del 96\ entre ar.. 
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Fin11.lmente, aunque la hipótesis no pudo ser comprobada con 

certeza, los objetivoo particulares en loo cuales ae planeaba aprender a 

manejar las t~cnicas que en esta tesis se utilizaron fueron cubiertos, 

ol establecer oi existe una relación entro el acortamineto del ciclo 

celular por el tratamiento con benclladenina y la eotimulación de la 

trenecrlpclón del gen homólogo de cdc2 en semillas de ma!z a lo largo de 

la germinación y crecimiento necesita de mAs trabajo qua on este momento 

so realiza en nuestro laboratorio. 
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