cional.

N Y TeTT— 01 [1:)

IVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA
PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO
EN CIENCIAS BIOQUIMICAS

EVALUACION DE PROTEINAS DEL CICLO CELULAR
DURANTE EL OSMOACONDICIONAMIENTO DE
SEMILLAS DE MAIZ.

Que para obtener el grado de:
Maestra en Ciencias (Bioquimicas)
P R E S E N T A

BIOL. LUZ MARIA GARCIA PEREZ

Tutor: Dr. Jorge Vazquez Ramos

Marzo, 2004

en@ipesmm  México, D. F.



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



LSTA TESIS NO SALE
DL LA BIBLIOTECA



“Todo lo que sucede. sucede por una razon™

Gabriel Garcia Marquez

“Construir sobre lo que se tiene”



Agradecimientos
Al Departamento de Bioquimica

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT). por la beca
otorgada.

Al Doctor Jorge Vazquez. fue una prueba dificil para ambos.
A mis compafnieros del laboratorio 114

A los Doctores Mario Rocha e Irma Bernal, por su apoyo durante el
desarrollo de este trabajo como parte de mi Cémite Tutorial.

A los Doctores Carmen Wacher, Mario Rocha, Javier Plasencia. Sobeida
Sanchez y Luis Felipe Jiménez, por sus observaciones en la revision de este trabajo.



Dedicatoria

A mi familia, no importa lo que suceda en el mundo, se que siempre habra
un lugar seguro para mi.

A mis padres, sin su apoyo no hubiese podido llegar a este momento.
A Nancy y a Mariano, es increible todo lo que he recibido de ustedes .

A los nuevos integrantes de la familia, Roberto y Mariano, verlos cada dia
es un estimulo para seguir adelante y ser mejor.

A mis amigos del laboratorio 114, Edurne y Ruth, una amistad muy
particular, a mis queridos Dairo y Pilo, no solo por sus ensefianzas académicas, sino por lo
que he aprendido de la vida, a Doiia Licha que siempre tuvo consuelo para mi en los peores
momentos.

A mis nifias, Evangelina, Llarai, Oralia y Xéchitl, mis mejores amigas,
siempre. Por nuestros suefios.

A todos mis nuevos amigos del circulo de bailadores, los problemas son mas
ligeros en buena compaiiia.

A todas las personas que al pasar por mi vida me han cambiado y me ha
hecho mejor.
A ti, porque aprendi que la vida es tan simple como la quieras ver.



RESUMEN

El osmoacondicionamiento, mediante el empleo de una gente osmotico, es una
estrategia con la que se busca elevar la calidad de las semillas, dandoles beneficios como,
un aumento en el porcentaje final de germinacién, una germinacién mas rapida y uniforme,
ademas de tolerancia a la desecacion, lo que permite almacenarlas después del tratamiento.
Se ha propuesto que durante el osmoacondicionamiento, ocurren eventos similares a los
observados durante las primeras horas de imbibicion en condiciones dptimas. En el caso de
maiz, se sabe que durante el osmoacondicionamiento hay sintesis de DNA pero no del tipo
replicativo; posteriormente se observa sintesis de DNA de tipo replicativo ademas de la
aparicion mas temprana de figuras mitoticas, respecto a las semillas control. Estos
resultados sugieren que durante el osmoacondicionamiento las células del eje embrionario
avanzan en el ciclo celular, pero al parecer no son capaces de pasar a la siguiente fase hasta
que el agente osmoético es retirado.

En este trabajo, se caracteriz6 el comportamiento de las proteinas de las fase G1 y S,
PCNA, Cdk-A, Ciclina D y una DNA polimerasa tipo o, en semillas osmoacondicionadas y
en la germinacién posterior, los niveles de PCNA no variaron durante el
osmoacondicionamiento y en la germinacion posterior se observo una correlacion entre el
aumento de PCNA vy la sintesis de DNA de tipo replicativo sugiriendo que, efectivamente
el osmoacondicionamiento adelanta procesos dentro de la fase Gl del ciclo celular, pero
habria un mecanismo que evite la entrada a la siguiente fase hasta que las condiciones sean
adecuadas. Ninguna de las otras proteinas evaluadas, ni la medicién de la actividad de DNA
polimerasas mostraron cambios que pudieran estar asociados a los beneficios observados en

semillas osmoacondicionadas.
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1. INTRODUCCION.

Una de las caracteristicas que permitid la invasion v el éxito de las plantas en la tierra
fue el desarrollo de la semilla. una estructura especializada que contiene una reserva de
nutrientes y al embrion. el cual posee los elementos necesarios para dar origen a una nueva
planta. En un embrion se pueden reconocer las siguientes partes:

1. el hipocotilo. al que estan unidos uno 6 dos cotiledones,

IJ

la plumula, de donde se originaran las hojas verdaderas,

uno 6 dos cotiledones, que constituyen la primera fuente de nutrientes durante la

st

germinacion. En el caso del maiz el cotiledon se ha reducido formando el escutelo.
4. el coleoptilo, que es la parte basal del escutelo y que cubre las primeras hojas.
5. laraiz embrionaria. que dara origen a la radicula,
6. v la coleorriza, un tejido que envuelve a la raiz y que participa en el rompimiento de

las capas que envuelven al embrion durante la germinacion.

Endospermo
Meristemo apical

Plumula

Eje embrionario .
- Escutelo

Raiz embrionaria

Coleorriza

Fig. 1.1. Partes de una semilla de maiz



Una vez que la semilla se ha formado. pierde agua rapidamente v adquiere
resistencia a la desecacion por lo que se mantiene latente hasta que factores ambientales.
fundamentalmente agua. temperatura v luz. le son favorables para que la germinacion
concluya adecuadamente (Bewlev v Black. 1994).

La germinacion. desde un punto de vista fisioldgico. es definida como “los eventos
que comienzan con la entrada de agua en la semilla —imbibicion- y se completa cuando una
parte del embrion. usualmente la radicula se extiende rompiendo las estructuras que la
rodean™ (Bewley. 1997). Durante la entrada de agua se distinguen 3 fases. en la primera. la
entrada de agua es rapida. seguida de una toma de agua constante (fase 2). hasta la
protrusion radicular. con lo que concluye la germinacion; posteriormente se registra otra
entrada importante de agua. que se considera parte de los procesos del establecimiento de la
plantula (Bewley, 1997). Durante las fases 1 y 2 la semilla es tolerante a la desecacion: en

la fase 3 la plantula es muy sensible a la falta de agua (Bradford, 1995).

| Germinacién Post-germinacién ]

Fase | Fase I Fase 11 /

Mowilizacién de refservas

Elongacién de cetulas radiculares

Sintesis de PNA, divisién celular

Reparacién DNA

Sintesis de protc}inrﬁs de nuevos mEMNAs

Entrada de agua

_,/
Sintesis de pyeteinas de mBNAs almacenados

/ Reparacién de mitocondrias

Sintesis de mitocondrias

Miviacidn de solutos

Time
Fig. 1.2 Patron de imbibicion de una semilla y procesos bioquimicos y moleculares asociados (Tomado y

modificado de Bewley, 1997)



Ademas del ambiente durante la germinacion, también debe tomarse en cuenta el
almacenamiento post-cosecha, pues condiciones tales como temperaturas extremas v
porcentajes de humedad ambiental elevados pueden tener un efecto negativo en la semilla
provocando la pérdida de vigor, el envejecimiento y la disminucion de la viabilidad en un

lote de semillas dado (Bewley y Black, 1994).

1.1 Recuperacion del vigor en semillas.

El vigor es el conjunto de propiedades que determinan el potencial para una emergencia
rapida y uniforme y un desarrollo normal de las plantulas bajo un rango amplio de
condiciones de campo (Pollock y Ross, 1972). La disminucién en el vigor de la semilla
puede ser particularmente grave en el caso de semillas importantes para el hombre,
provocando la disminucién del volumen de las cosechas; por lo que se han desarrollado
tratamientos para mejorar el porcentaje de germinacién de semillas deterioradas 6 con el
vigor disminuido. Tales tratamientos consisten en permitir la entrada de agua a la semilla,

ya sea de manera regulada 6 no.
1.1.1 Hidratacién no controlada.
Puede darse colocando las semillas en papel absorbente himedo 6 sumergiendo las

semillas directamente en agua. El proceso debe ser detenido antes de que la semilla entre a

la fase 3

L



1.1.2 Hidratacion controlada.

k:n este caso el potencial hidrico es controlado previniendo la protrusion radicular.
lo que se puede hacer empleando sistemas con particulas solidas. donde el agua sc
distribuye entre la semilla y el acarreador solido hasta que se alcanza el equilibrio por lo
que la humedad no es suficiente para que haya protrusion: la otra alternativa es el uso de
soluciones con NaCl, manitol, glicerol y polietilenglicol 8000 (PEG) que controlan el
potencial hidrico durante la imbibicion (Taylor. et al.. 1998). En la actualidad el tratamiento
con PEG es el mas utilizado debido a que no posee actividad biolégica. por lo que los
efectos observados se pueden atribuir a la disminucion en el potencial osmotico v no
debidos al estrés salino, como ocurre con el uso de NaCl (Dell’ Aquilla y Spada, 1992).

Los tratamientos de capacitacion reciben su nombre del efecto que tienen sobre las
semillas; asi por ejemplo si la imbibicién es llevada a cabo con agua por periodos cortos se
denomina hidroacondicionamiento y si el control en la entrada de agua es debido a la
regulacion del potencial osmético, entonces el tratamiento es llamado

osmoacondicionamiento (Bradford, 1995).

1.2 OSMOACONDICIONAMIENTO (OSMA).

1.2.1 Aspectos fisioldgicos

Tal como en el caso de la eleccién de las condiciones optimas de almacenaje y
germinacion, cuando se osmoacondicionan 6 hidroacondicionan semillas se deben buscar
las condiciones para cada especie; los factores que han de considerarse son la temperatura.

la duracion del tratamiento y en el caso del OSMA, el potencial osmotico optimo.



k1 calculo del potencial osmotico adecuado es fundamental. ya que se ha observado
que hay un intervalo optimo de potencial osmotico. por arriba del cual es posible observar
protrusion radicular durante el tratamiento y por otra parte. si el potencial osmotico de la
solucion es muy bajo. puede provocar el efecto contrario. observandose una disminucion de
la viabilidad. Asi se ha mostrado en el caso de semillas de frijol comun (Phaseolus
vulgaris), donde las semillas en soluciones con potenciales osmoticos menores a -0.8 MPa
permitieron la germinacion mientras potenciales osmoticos mayores provocaron una
pérdida de viabilidad de hasta el 40% (Sanchez-Jiménez et al.. 1997). En el caso de maiz.
potenciales osméticos menores a-1.6 MPa permiten la germinacion de las semillas (Cruz-
Garcia et al.. 1995). La protrusion radicular durante el OSMA representa un problema pues
como va se menciono anteriormente, al tiempo que emerge la radicula, la plantula se vuelve
muy sensible a la desecacion por lo que las semillas ya no pueden ser almacenadas.

En resumen, las condiciones que se deben cubrir para considerar que un lote de semillas
ha sido osmoacondicionado adecuadamente son que durante el tratamiento no se observe
protrusion radicular y que una vez que las semillas se encuentran en condiciones optimas de
humedad no muestren pérdida de viabilidad y que su germinacion sea mas rapida y
uniforme; ademas, los beneficios alcanzados deben ser preservados si las semillas son
llevadas a su contenido de humedad original (Bradford, 1986).

En la tabla 1.1 se indican las condiciones de OSMA para algunas semillas de

importancia agricola.

h



Especie Potencial hidrico | Temperatura Duracion Referencia

Trigo ; Dell’Aquilla y
Triticum durum Norba’ -1.5 MPa 20°C 24-72 h Spada, 1992
Chile Saracco, et al., 1995
Capsicum annum -1.1y-1.5 MPa 20°C Entre 2y 12d
Girasol Helianthus Chojnowsky, et al.,
annuus ‘Mirasol’ -2 MPa 15°C 7d 1997
Lechuga Lactuca Tarquis y Bradford,
sativa ‘Empire’ -1.5 MPa 20°C Entre 10 y 24h 1992

Jitomate Lycopersicum

esculentum
-1 MPa 20°C Entre 1 y 12d Liuetal., 1993
‘Moneymaker'
8d Liu et al. 1996
-1.0 MPa 15°C Entre 3y 7d C)zbingﬁl etal., 1998.
‘Elko’
Frijol Sanchez-Jiménez, et
Phaseolus vulgaris -0.8 MPa 25%C Entre 3y 7d al, 1997
Maiz Cruz-Garcia et al.,
Zea mays ‘Chalquefio’ -1.7 MPa 25°C Entre | y 10d 1995

Tabla 1.1 Condiciones de OSMA para algunas especies

Ademas de lo anterior, los estudios para comprender los fenomenos que ocurren
durante el OSMA han mostrado otros rasgos fisiologicos.

Como ya se menciono, durante la imbibicion es posible detectar 3 fases en la entrada de
agua. Cuando se sigui6 el patrén de imbibicién en semillas de lechuga (Lacruca sativa) 'y
de frijol (P. vulgaris) durante el OSMA, se registré un patron en la entrada de agua, similar
al comportamiento descrito durante las fases [ y II durante la germinacién normal, aunque

después de la meseta que corresponderia a la fase II, solo se observé la entrada de agua



rapida correspondiente a la fase Il cuando se retiro el agente osmatico. de modo que el
aumento en la tasa de germinacion después del OSMA puede deberse a un acortamiento en
el proceso de imbibicion de las semillas (Tarquis y Bradford, 1992, Sanchez-Jiménez et al..
1997).

Si bien el OSMA provee de varios beneficios a las semillas, también se ha observado
que si el tratamiento se da por periodos prolongados puede provocar la disminucion en la
resistencia de las semillas a condiciones adversas, como las utilizadas en los tratamientos
de envejecimiento artificial de semillas, que se realizan para determinar su calidad. Esto se
ha observado en el caso de semillas de girasol, que al ser osmoacondicionadas por mas de
10 dias muestran una menor longevidad, durante el almacenamiento posterior (Chojnowsky
et al., 1997). A partir de estos resultados podria proponerse que también la vida de almacén
se acortara después del OSMA, lo cual ha sido mostrado para el caso de semillas de
jitomate (Alvarado y Bradford. 1988).

Pm.' otro lado, el acondicionamiento de semillas de jitomate (L. esculentum) (Ozbingol
et al., 1998) y de remolacha azucarera (B. vulgaris) (Capron et al, 2000) provoca que las
semillas puedan germinar a concentraciones mas bajas de oxigeno y en un rango de
temperaturas mas amplio, respecto a las semillas que no han sido osmoacondicionadas,
aunque la respuesta germinativa sigue mostrando un patron similar a lo que se observa en el
caso de semillas control, disminuyendo la tasa de germinacion conforme la concentracion
de oxigeno baja 6 cuando la temperatura se aleja de un dptimo de entre 25 y 30°C.

Las semillas para las que se han establecido las condiciones de OSMA y que se han
estudiado de manera mas profunda corresponden en su mayoria a especies que se emplean
para el consumo humano y para las que es deseable la optimizacion de su manejo en cuanto

a produccion; sin embargo también se han hecho algunos estudios encaminados a emplear



el OSMA como una herramienta para aumentar la tasa de germinacion en especies que
pueden ser empleadas para la restauracion de areas naturales degradadas ¢ deterioradas,
como es el caso de las semillas de pasto de las especies Elvmus lanceolatus,
Pseudoroegneria spicata, Poa sandbergii y Sitanion hystrix (Hardegree, 1996) y Elymus
elymoides (Hardegree et al., 2002). Para estas especies se han establecido, de acuerdo a los
aspectos ya mencionadas, las condiciones de OSMA que les permitiria competir mas
favorablemente en ambientes donde otras especies mas agresivas las han desplazado.

Sobre la importancia que pueda tener el OSMA en especies no domesticadas, se ha
propuesto que en los bancos de semillas en suelos es posible detectar un fenémeno similar
al OSMA pues se sabe que las semillas del arbusto Wigandia urens germinan mas rapida y
uniformemente que las semillas que han sido osmoacondicionadas cuando permanecen
enterradas durante algun tiempo (Gonzalez-Zertuche et al., 2001), aunque dada la cantidad
de factores que pueden influir a las semillas en estas condiciones el sistema de

enterramiento hace el estudio muy complejo.

Por otro lado, al mismo tiempo que se han estudiado los cambios fisiologicos
provocados por el OSMA, también se ha mostrado interés por los cambios a niveles

bioquimico y molecular.

1.1.2.1  Cambios bioquimicos y moleculares.

Los primeros reportes en este aspecto mostraron que los tratamientos de imbibicién por
periodos cortos provocaban un aumento en la sintesis de RNA y de proteinas en semillas de

centeno (Sen y Osborne, 1974); posteriormente Coolbear y Grierson (1979) observaron



que en semillas de jitomate aumentaba la cantidad de RNA ribosomal y Clarke y James
(1991) observaron en semillas de puerro un aumento significativo de RNAs de
transferencia.

Recientemente se han realizado buisquedas de genes que serian afectados por el OSMA.
De semillas de coliflor se aislo un transcrito que al parecer codificaria para una proteasa y
aunque no se sabe si desempeiia algin papel en la germinacion, es interesante el que la
cantidad de RNA mensajero aumente en semillas durante OSMA, a niveles superiores a los
detectados durante la germinacion (Fujikura et al., 1995).

Otro RNA mensajero que se ha visto que cambia en respuesta al OSMA se encontro en
semillas de canola (Brassica napus), el cual codifica para una proteina denominada BnPIP1
perteneciente a la familia de las acuaporinas, proteinas que forman canales que permiten la
entrada especifica de agua a la célula y su expresion se incrementa en semillas que han sido
osmoacondicionadas, no asi la expresion de otra acuaporina, Bny-TIP2 la que solo aumenta
después de la protrusion radicular, sugiriendo que la primera participaria en la entrada de
agua a la semilla en las etapas tempranas de la germinacion (Gao et al., 1999).

Los avances en las técnicas de protedmica han permitido examinar los cambios en el
perfil de proteinas que se dan cuando las semillas son embebidas y cuando son hidro- y
osmoacondicionadas. Gallardo y colaboradores (2001), emplearon semillas de Arabidopsis
thaliana y determinaron que la mayoria de las proteinas presentes en la semilla seca no
cambiaba durante la imbibicién; solamente 39 proteinas mostraron cambios durante la
imbibicién y en semillas acondicionadas sélo pudo observarse el aumento en los productos
de degradaci6én de proteinas de almacenaje pertenecientes a la familia de las cruciferinas

12S y un aumento en la cantidad de tubulina y de proteinas de estrés térmico (LEA, por sus



siglas en inglés Late Embriogenesis Abundant). Acerca de lo que ocurria duranic OSMA en
cuanto a las proteinas de almacenaje y a la tubulina ya se habian hecho estudios en los que
se habian encontrado resultados similares a los obtenidos en este analisis protedmico.

En semillas de remolacha azucarera (B. vulgaris) se ha estudiado la globulina 118, una
proteina de almacenamiento muy abundante en ésta especie, se ha observado que, durante
las primeras de germinacion se da la solubilizacion de la subunidad basica de esta proteina;
interesantemente, durante el OSMA también se observa dicha solubilizacion (Job et al.,
1997).

Respecto a la tubulina, se ha encontrado que esta se acumula durante las primeras horas
de imbibicion de semillas de jitomate (L. esculentum) y esta acumulacion también se da
cuando las semillas son osmoacondicionadas y ademas, si después del tratamiento las
semillas son llevadas a su contenido de humedad original, la cantidad de tubulina
permanece alta comparada con las semillas control (de Castro et al., 2000), por lo que se ha
propuesto que esta acumulacion podria ser responsable, al menos en parte, del adelanto
observado en la germinacion.

Se ha observado que algunas proteinas pertenecientes a la familia LEA sufren cambios
durante el OSMA. Durante la formacién de semilla, éstas se acumulan hacia las etapas
tardias de maduracion y desecacion de las semillas. Se sabe que en semillas de frijol
algunas de las proteinas LEA asi como su nivel de transcrito disminuyen conforme
transcurre el tiempo de OSMA. Por otro lado, durante los dos primeros dias de OSMA en
maiz también se observa una disminucion en transcritos y proteinas, pero si el tratamiento
continua, produce un aumento en la cantidad de estas proteinas (Campos-Alvarez et al.,

2002). En las etapas tempranas de la germinacion la cantidad de proteinas LEA disminuye



en ambos casos: lo anterior evidencia las diferencias que pueden darse en la percepcion
bioquimica del OSMA entre las especies.

Dado que las fluctuaciones en la cantidad de las proteinas no indica si éstas se
encuentran activas 6 no, también se ha monitoreado la actividad de algunas enzimas.

Una proteina que juega un papel muy importante durante la germinacion es la endo-f3-
mananasa, pues durante las primeras horas de imbibicion se eleva su actividad ya que
participa en el debilitamiento de las capas que rodean al embrion. En semillas de lechuga se
ha visto que durante el OSMA ocurre un aumento en la actividad de esta enzima. que
equivale a entre el 60 y el 70% de la actividad que se detecta cuando las semillas se
embeben en condiciones dptimas (Nascimento et al., 2001).

En semillas de girasol (Helianthus annuum) durante el OSMA se da un aumento en la
actividad de la superéxido dismutasa y de la catalasa, ademas de la aparicion de una
isoforma adicional de esta dltima. Esta enzimas participan en la eliminacién de especies
reactiva.ls de oxigeno (Bailly et al., 2000), por lo que se ha sugerido que el control de esas
especies durante OSMA sea uno de los mecanismos que posteriormente favorecen la
germinacion de las semillas.

Ya que uno de los usos del OSMA es devolver a semillas envejecidas el vigor y que
una de las caracteristicas de estas semillas es la disminucién en su capacidad de sintesis de
etileno, en la que participa la ACC-oxidasa, era de esperarse que esta enzima mostrara
cambios cuando las semillas perdian vigor y cuando se osmoacondicionaban. En semillas
de girasol el OSMA permite que la actividad de esta enzima se recupere y, como se sabe
que la actividad de esta enzima depende de la integridad de la membrana, se ha sugerido

que uno de los efectos del OSMA es permitir la reparacion de las membranas (Chojnowsky

11



et al. 1997). Por otra parte, mientras que en semillas con alto vigor el OSMA tiene poco
efecto sobre la actividades de la malato deshidrogenasa, la glutamato deshidrogenasa y al
menos dos esterasas, en semillas envejecidas y posteriormente osmoacondicionadas las
actividades de estas enzimas se recuperan notablemente, a niveles similares a los
encontrados en semillas que no fueron sometidas a ningln tratamiento (Shatters et al..
1994). La correlacion observada entre la recuperacion del vigor y el aumento en las
actividades de las proteinas mencionadas, sugiere un papel importante para éstas en la
germinacion.

Ya que la mayoria de los fenomenos descritos también son observados durante las
primeras horas de imbibicion se ha sugerido que durante el acondicionamiento ocurren
procesos bioquimicos semejantes a los que ocurren durante las primeras horas de la
germinacion.

Uno de los tépicos que han causado mas controversia es, si durante el OSMA de
semillas de distintas especies se da replicacion del DNA y/é division celular. Se sabe que la
mayoria de las células de un eje embrionario seco se encuentran en estado quiescente, con
un contenido 2C de DNA (Deltour y Jacqmard, 1974) y que cuando las condiciones son
adecuadas, las células replican su DNA, se elongan y eventualmente se dividen (Bewley y
Black, 1994). Al parecer, el que ocurra la replicacion del DNA durante el OSMA solo ha
sido documentada consistemente para el caso del jitomate, aunque no se ha observado que
el ciclo celular continte hacia mitosis, por lo que se ha propuesto que las células del eje
embrionario quedarian estacionadas en la fase G2 del ciclo celular (de Castro, et al. 2000);
también en semillas de chile se ha visto un aumento en el contenido de DNA que
corresponderia a la entrada a la fase S durante el OSMA (Lanteri et al., 1993). En otras

especies como puerro, trigo, nuez (Bray, 1995), frijol (Sanchez-Jiménez, et al., 1997) y
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maiz (Cruz-Garcia et al., 1995), se detectan niveles basales de sintesis de DNA que no se
asemejan a los niveles esperados en replicacion y se ha sugerido que mas bien puedan estar
asociados a procesos de reparacion del DNA, que finalmente son parte importante de los
cambios que ocurren durante el tratamiento y que contribuyen con los beneficios

observados durante la germinacion de estas semillas.

1.2 Ciclo celular

Para su estudio, el ciclo celular se ha dividido en 4 fases: la fase S, en la que se da la
replicacion del DNA, la fase G2 en la que la célula verifica que el DNA se haya replicado
correctamente, la fase M en la que la célula se divide y finalmente la fase G1, en la que la
célula debera tomar la decision de volver a replicar su genoma.

Durante el ciclo celular en células eucariotes se encuentran activas dos familias de
proteinas muy importantes, las ciclinas cuyas cantidades varian a lo largo del ciclo y las
cinasas dependientes de ciclinas 6 Cdks. Las ciclinas se reconocen estructuralmente por la
presencia de dos dominios caracteristicos, la caja de ciclinas formada por alrededor de 100
aminoécidos y que es el dominio responsable de la interaccion con las Cdks y la caja de
destruccion localizada en el extremo amino terminal (Dewitte y Murray, 2003); por otro
lado, las Cdks se caracterizan por la presencia de una secuencia PSTAIRE, 6 variantes de
ésta, que es importante para la union a las ciclinas (Mironov et al., 1999). Estas dos familias
proteicas forman heterodimeros y poseen actividad de cinasa de serina y treonina para
sustratos especificos. Dada la importancia de la formacion de los complejos Ciclina/Cdk, se
ha encontrado que la célula regula su actividad a distintos niveles: transcripcional, "post-

transcricional, mediante fosforilaciones y desfosforilaciones activadoras y desactivadoras,



por asociacion de proteinas inhibidoras, a través de su localizacion subcelular v pur
degradacion (Martin-Castellanos, 1997).

Al inicio de Gl se forma el complejo ciclina D-Cdk4/6: su actividad de cinasa puede
ser bloqueada por la asociaciéon de proteinas inhibidoras, las cuales se agrupan en dos
familias, las Cip/Kip en donde se encuentran p21®', p275"' y p578"? y_ por otro lado, la
familia Ink4 en la que se encuentran p16"™* p15"™* y p18"™ (Sherr y Roberts, 1999). En
presencia de sefiales mitogénicas, la actividad de cinasa del complejo se activa siendo su
principal blanco la proteina de retinoblastoma (Rb). La importancia de esta proteina radica
en su capacidad para asociarse, por un lado, al factor transcripcional E2F-DP inhibiendo la
progresion del ciclo y por otro lado a complejos con actividad de desacetilasa con
capacidad para remodelar la cromatina induciendo silenciamiento transcripcional. Ya que
Rb posee multiples sitios de fosforilacion, se requiere de otro complejo, CicE-Cdk2 que en
la fase G1 tardia la fosforila en sitios distintos a los fosforilados por CicD-Cdk4/6 y la
mantiene en un estado inhibido.

La asociacién de Rb a E2F-DP es importante porque este factor transcripcional se une a
secuencias de DNA presentes en muchos promotores de genes cuyos productos participan
en la fase S, de modo que se evita que la célula entre a la fase S hasta que llegue la sefial, a
través de la activacion de CicD-Cdk4/6 (Trimarchi y Lees, 2001).

Cuando E2F-DP es liberado se induce la expresion de genes codificantes para varias
proteinas, entre las que se encuentran reguladores del ciclo celular como cicE, cicA, Cdc2,
Cdc25, E2F y Rb, enzimas que participan en la biosintesis de nucleotidos como la
dihidrofolato reductasa, la timidilato sintetasa y la timidina cinasa ademas de proteinas que
se pueden encontrar en los origenes de replicacion como Cdc6, Orcl y las proteinas MCM

(por su nombre en inglés MiniChromosome Maintenance) (Trimarchi y Lees, 2001).



En la replicacion del DNA participan una gran cantidad de proteinas. Los origenes de
replicacion son reconocidos por la presencia de 6 proteinas ORC, 6 proteinas MCM., las
proteinas Cdc6 y Cdtl (Liang y Stillman. 1997). La activacion del origen se da por la
fosforilacion de algunas de estas proteinas y las cinasas involucradas son CicE-Cdk2 y
DDK. un heterodimero formado por Cdc7 y Dbf4 con actividad de cinasa que fosforila a las
proteinas MCM, promoviendo su actividad de helicasa (Ishimi, 1997) abriendo la doble
cadena de DNA con lo que se permite la entrada de la maquinaria de replicacion. La primer
proteina en unirse a la cadena es RPA quien permite la entrada de un complejo con
actividad de DNA primasa-DNA polimerasa; la primasa se encarga de sintetizar un
oligoribonucledtido con un extremo 3’-OH que puede ser reconocido por la polimerasa o
que entonces polimeriza un oligodesoxiribonucleotido, el extremo del cual es reconocido
por la proteina RFC que coloca a PCNA, un homotrimero que forma un anillo alrededor del
DNA. PCNA puede ser reconocido por proteinas de la maquinaria de replicacion (FENI.
DNA ligasa 1 y DNA polimerasas € y 8), participantes en el ciclo celular (p21, Cdk2) e
involucradas en la reparacion del DNA (XP-G) (Kelman, 1997). La procesividad de la
DNA polimerasa 8, (la capacidad para agregar nucledtidos a la cadena de DNA en un solo
evento de unién) depende de su asociacion con PCNA. La replicacion del DNA se da en
una cadena de modo continuo y en la otra de manera discontinua; en esta tltima se requiere
eliminar los cebadores por proteinas como la RNasa H, a la vez que la DNA polimerasa &
y/6 € agrega los desoxinucledtidos faltantes. Finalmente es necesario unir los fragmentos de
DNA mediante la DNA ligasa.

Cuando la replicacién del DNA ha terminado, la célula entra a la fase G2 donde se

asegura de que la replicacion ha sido completa y correcta. La entrada a la fase M es



controlada por otro complejo con actividad de cinasa. CicB-Cdc2. el cual debe ser activado
para dar paso a la mitosis.

La fase M es por si sola un evento altamente complejo, pues requiere de cambios que
involucran a toda la célula. Las fosforilaciones conducidas por CicB-Cdc2 tienen como
consecuencia, entre otras cosas, el desensamblaje de la membrana nuclear y el rearreglo del

citoesqueleto. fundamentales para el reparto del material genético en las dos células hijas.

1.3 Ciclo celular en plantas

Los estudios en plantas han mostrado que los procesos basicos del ciclo celular se
conservan, aunque la planta ha desarrollado sus propias estrategias para poder adaptarse a
su ambiente.

Se han podido identificar genes que codifican a miembros de las familias de ciclinas y
de Cdks de varias especies de plantas entre las que podemos mencionar Arabidopsis
thaliana, tabaco, alfalfa y maiz (Dewitte y Murray, 2003)

Las Cdks mejor caracterizadas han sido las tipo A y B; Cdk-A posee el motivo
PSTAIRE, una de las caracteristicas que distinguen a las Cdks. La regulacion de esta
proteina se da a nivel postraduccional, pues su actividad de cinasa es maxima en G1/S y
G2/M, aunque la cantidad de transcrito y de proteina permanece constante (Mironov, et al.,
1999). También se han observado diferencias entre tejidos, pues su expresion es muy alta
en tejidos en proliferacion y solo esta presente en pequefias cantidades en tejidos
diferenciados (Segers et al., 1996). La otra cinasa dependiente de ciclinas es la Cdk-B; en

las especies estudiadas su actividad de cinasa estd restringida a la transicion G2/M



(Mironov et al., 1999). Ademas también se han aislado una Cdk tipo C y otra tipo E.
aunque su papel no ha sido establecido (De Witte y Murray, 2003).

Se han podido aislar ciclinas tipo D de distintas especies. En Arabidopsis thaliana, el
sistema mejor estudiado, se han identificado 10, aunque no todas han sido caracterizadas.
Se ha visto que CicD2;1 y CicD3;1 pueden asociarse a Cdk-A, pero no a Cdk-B (Healy et
al., 2001); ademas, un complejo con actividad de cinasa formado por CicD2-CdkA aislado
de un cultivo de células de trigo es capaz de fosforilar, in vitro, a Rb de maiz (Bonnioti v
Gutierrez, 2001). Por otro lado, la expresion del gen de CicD3;1 es inducida por sacarosa y
por citocininas, ademas de que la actividad de cinasa asociada a estos complejos también
responde a seifiales externas, elevandose en presencia de citocininas (Riou-Khamlichi et al..
2000).

En Arabidopsis thaliana se han detectado 10 ciclinas tipo A y 3 tipo B. En el caso de
las ciclinas A la actividad de la cinasa asociada muestra un pico en S y otro en la transicion
G2/M (Mironov et al., 1999), mientras la actividad asociada a las ciclinas B se restringe a la
transicion G2/M y a M (Ito, 2000).

Dado que en sistemas animales uno de los mecanismos de regulacion de los complejos
ciclina-Cdk que participan en la transicion G1/S es mediante la asociacion de inhibidores.
la bisqueda de estas proteinas en plantas permiti6 la deteccion de un grupo de 7 proteinas
denominadas KRPs 6 ICKs, cuya homologia con los inhibidores Kip/Cip se limita al
carboxilo terminal. En experimentos de doble hibrido ninguna de estas proteinas es capaz
de interactuar con Cdk-B y solo las KRPs 1, 2 y 7 se unen a Cdk-A (De Veylder et al.,
2001). Ademas la proteina es capaz de disminuir la actividad de cinasa de Cdk-A y en
plantas transgénicas afecta el nimero de células y la morfologia de la planta (Wang et al..

2000). A nivel transcripcional cada KRP responde de modo distinto a la presencia de
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sacarosa, lo que refuerza la idea de que participan en procesos distintos que pueden estar
asociados 6 no a plloliferaci()n celular (Richard et al., 2002).

Otras proteinas que se han aislado de plantas son las homologas al factor transcripcional
E2F y su proteina asociada DP. En arroz se han encontrado secuencias consenso de union
para E2F-DP en los promotores de varios genes, como los que codifican para PCNA
(Kosugi y Ohashi, 2002), MCMs y ribonucledtido reductasa; ademas, se ha demostrado la
funcionalidad de las dos secuencias de union a E2F presentes en el promotor de PCNA de
Arabidopsis para unir E2F-DP (Egelkrout et al., 2002).

Rb también se ha aislado de plantas y recientemente se ha mostrado en Arabidopsis
thaliana que se puede asociar a proteinas remodeladoras de la cromatina y que este
complejo puede inducir silenciamiento génico (Rossi et al., 2003).

Finalmente, en plantas se han aislado y caracterizado los homologos de varias proteinas
que participan en la replicacion del DNA, entre las que podemos mencionar a ORCI
(Kimura et al., 2000), DNA polimerasas tipo o, p y & (Luque et al., 2000, Garcia et al.,
1997, Coello y Vazquez-Ramos, 1992) y PCNA (Herrera et al., 2000) entre otras.

El conocimiento adquirido hasta ahora indica que los mecanismos generales para que la
célula pase de una fase a otra son similares a los presentes en animales, donde un complejo
ciclina-Cdk con especificidad de sustrato se encarga de empujar a la célula de una fase a
otra. En el caso de la transicion G1/S la via Rb-E2F se encuentra conservada. El
aislamiento de la gran mayoria de las proteinas homologas a la maquinaria de replicacion y
las interacciones que hasta ahora se han descrito también apuntan a una mecanistica similar

a la descrita en animales (Fig. 1.3) .



Fig. 1.3 Esquema de la transicion G1/S del ciclo celular en plantas



1L ANTECEDENTES

Nuestro grupo de trabajo se ha dedicado a la investigacion de los cambios moleculares
que ocurren en semillas de maiz durante las primeras horas de la germinacion, asi como la
influencia de las hormonas benziladenina y acido abscisico, enfocandose a los eventos
asociados al ciclo celular, particularmente a las fases G1 y S y a la transicion entre éstas.

1) Se establecio que en ejes embrionarios de maiz, el 90% de las células se
encuentran en fase G1 (Baiza et al., 1989). Cuando las semillas se embeben es posible
detectar sintesis de DNA de tipo replicativo entre las 12 y 15 horas de la imbibicién (Reyes
etal.. 1991).

2) PCNA es una de las proteinas que nuestro grupo ha estudiado mas
profundamente. Con el uso de un anticuerpo homologo se ha podido establecer su presencia
en semilla seca y que su cantidad aumenta conforme avanza el tiempo de imbibicion,
presentando su maximo a las 24 horas. Cuando las semillas son embebidas en presencia de
citocininas, las cuales aceleran la germinacion, se favorece su acumulacion, encontrandose
niveles similares a los del control a las 6h de imbibicion; por el contrario, con acido
abscisico el cudl inhibe la germinacion, no se observaron cambios en la cantidad de la
proteina; esta correlacion entre el avance de la germinacion y la acumulacion de PCNA
sugirie un papel para PCNA dentro del proceso germinativo (Herrera et al., 2000).

3) Una Ciclina tipo D se ha detectado en semillas de maiz usando anticuerpos
heterdlogos; ademas usando un anticuerpo dirigido contra la region PSTAIRE se pudieron
detectar dos proteinas tipo Cdk-A. Con experimentos de inmunoprecipitacion, se establecié
que la posible CicD es capaz de formar un complejo con actividad de cinasa con una de

estas Cdks, cuya actividad desaparece conforme avanza la germinacién. Respecto a la otra
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Cdk también posee actividad de cinasa, pero ésta se incrementa conforme avanza la
germinacion. aunque por el momento no se sabe a que tipo de Ciclina pueda estar asociada.
va que la Ciclina D reportada disminuye gradualmente hasta que a las 20 horas ya no es
detectable, lo que se esperaria si se considera que durante la germinacion las células
reasumen su actividad, avanzando hacia la fase S y que, en sistemas animales se ha
observado que conforme las células avanzan hacia esta fase, la Ciclina D gradualmente se
degrada (Cruz-Garcia et al., 1998).

4) Recientemente se ha desarrollado un anticuerpo dirigido contra una proteina Cdk-
A aislada de maiz, dicho anticuerpo se ha caracterizado y se esta empleando para establecer
el comportamiento de la Cdk-A durante la germinacion de maiz bajo distintas condiciones
(Dairo Orjuela, datos no publicados).

5) Las DNA polimerasas estdn presentes en semilla seca y son funcionales, al
evaluar su actividad in vitro. Su purificacion parcial mostré la presencia de 3 actividades v
su caracterizacion indica que se trata de polimerasas tipo a, 8 y B (Garcia et al., 1997).

6) La polimerasa mejor caracterizada ha sido la tipo «; mediante el uso de un
anticuerpo homélogo se demostré que la proteina mantenia niveles constantes durante la
germinacion, pero se detecté un aumento gradual en la actividad (Coello et al., 1992).
Cuando se acelera la germinacion con el uso de citocininas, la actividad de esta enzima se
eleva importantemente, sugiriendo la importancia de la DNA polimerasa o dentro de la
germinacion (Gomez-Roig y Vazquez-Ramos, 2002)

6) Cruz-Garcia y colaboradores (1995) mostraron que el OSMA de semillas de maiz

provocd que durante la germinacion se diera una aceleracion en la sintesis de DNA
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(detectandose la incorporacion de timidina tritiada mediante autorradiografia),
observandose entrada a la fase S entre las 4 y 6 horas de imbibicion

La evidencia obtenida no solo en maiz sino en otras especies de semillas permite
suponer que durante el OSMA en el eje embrionario se dan cambios similares a los que
ocurren en las fases | y Il de la germinacion normal. En el caso de maiz, la evidencia
sugiere que el tratamiento permite que en la germinacion posterior las células entren de un
modo mas rapido a la fase S, aunque se desconoce como se establecen y regulan estos

fenomenos.

)



1. HIPOTESIS.

Si el OSMA de semillas de maiz provoca la detencion de las células del eje
embrionario en un punto del ciclo celular previo a S, entonces las semillas sujetas a este
tratamiento no mostraran cambios en los niveles de PCNA, ciclina D y Cdk-A, asi como en
los niveles y actividad de las DNA polimerasas. Durante la germinacion post-OSMA
deberd darse un aumento rdpido en la cantidad de PCNA asi como en los niveles v
actividad de las DNA polimerasas o y §; asimismo se espera una rapida disminucion en la
cantidad de ciclina D lo que debera correlacionar con una caida en la actividad de la cinasa

asociada a esta proteina.



IV.  OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Establecer los cambios que se dan en los niveles y actividad de algunas proteinas
caracteristicas de las fases G1 y S del ciclo celular en las semillas de maiz cuando se
osmoacondicionan durante distintos tiempos y en las primeras horas de la germinacion

post-OSMA

4.2  Objetivos particulares

- Determinar el comportamiento de los niveles de proteina de PCNA, Ciclina D y
Cdk-A en semillas osmoacondicionadas a distintos tiempos y durante las primeras

horas de germinacién post-OSMA.

- Observar si hay efectos sobre los niveles de proteina y en la actividad de la DNA
polimerasas tipo o, asi como sobre la actividad de la DNA polimerasa tipo § en el

OSMA y en la germinacion post-OSMA.



\Y MATERIAL Y METODOS

5.1 Material biolégico

Se utilizaron semillas de maiz ‘Chalquefio” de la cosecha 2001, compradas en el
municipio de Valle de Chalco, Estado de México.
La preparacion de todas las soluciones empleadas se detalla en el anexo de

soluciones.

5.2  Imbibicién y OSMA de semillas de maiz.

Antes de los tratamientos las semillas fueron desinfectadas por 5 minutos con
Captan ® para controlar la proliferacion de hongos, se colocaron sobre papel Whatman
para eliminar el exceso de funguicida y se pusieron en tres condiciones distintas;

- Imbibicion normal, en la que se colocaron las semillas envueltas en toallas hamedas
de papel en una caja Petri, dentro de una bolsa de plastico y se incubaron a 25°C durante 3,
6,9,12,15, 18,21y 24 horas.

- Osmoacondicionamiento, para el cual las semillas desinfectadas se pusieron en una
caja Petri con polietilenglicol 8000 al 38%, el cual proporciona un potencial osmoético de
—1.7 MPa (Cruz-Garcia, et al., 1995), con una proporcion de 1 ml por cada eje embrionario
y se incubaron a 25°C durante 1, 2, 3, 5, 7 y 10 dias.

- Imbibicién post-OSMA. Transcurridos 10 dias de OSMA las semillas se lavaron
con agua corriente para eliminar el PEG 8000 y se envolvieron en toallas himedas de papel

durante 3, 6 y 9 horas, dentro de una bolsa de plastico.



Una vez transcurridos los tiempos indicados para cada tratamiento, se realizo la
extraccion manual de los ejes embrionarios y se almacenaron a 4°C hasta su uso.

En todos los casos se procuré hacer la extraccion de proteina durante las siguientes
24h a la obtencion de los ejes.

Los extractos que sirvieron como fuente de proteina para los experimentos de
Western blot se hicieron a partir de lotes de 20 semillas, mientras que los que se emplearon

para evaluar la actividad de polimerasas se hicieron a partir de 50 ejes embrionarios.

5.3  Obtencion del extracto crudo de proteinas para los experimentos tipo Western

blot.

Todo el procedimiento se realizo a 4°C. Los ejes correspondientes a cada uno de los
tratamientos se maceraron en un mortero con pistilo, en presencia de 2 ml de buffer de
homogeneizacion y 200 pl de un coctel de inhibidores de proteasas Complete ®, después se
centrifug6 a 14000 rpm durante 15 minutos, se recuperd la fase acuosa y se coloco en un
tubo limpio eliminando de este modo la mayoria de los restos celulares y lipidos: este
procedimiento se repitié dos veces mds, para eliminar por completo la fraccion lipidica. Se
determino la cantidad de proteina por el método de Bradford en cada extracto obtenido y se
hicieron alicuotas de 50 pl que se almacenaron a —70°C para minimizar la degradacion de

proteinas.



5.4  Obtencion del extracto crudo para evaluar la actividad de DNA polimerasas.

Al igual que en la obtencion de proteina para experimentos tipo Western blot, todo
el proceso se hizo a 4°C; los ejes embrionarios se maceraron en un mortero con 5 ml de
buffer de homogeneizacion y 100 pl de solucién de inhibidores de proteasas Complete ®.
La mezcla se centrifugé a 14 000 rpm durante 15 minutos. la fase soluble fue transferida a
un tubo de policarbonato y se centrifugd a 63 000 rpm durante una hora para eliminar restos
celulares, lipidos y poliribosomas que pudieran interferir con la medicion de la actividad de
DNA polimerasas y/o el fraccionamiento de las actividades especificas correspondientes a

las DNA polimerasas tipo o y 8.

5.5  Cuantificacion de proteina por el método de Bradford.

Para determinar la concentracion de proteina de los extractos obtenidos, se prepard
una solucion stock de albiimina de suero bovino (BSA) (1pug/pl) a partir de la cual se tomo
la cantidad necesaria para obtener concentraciones de 2, 4 ,6 ,8 y 10 pg/ml. Por otro lado.
se tomo 1pl y tanto a las muestras de BSA como a las muestras problema se les afiadieron
800p! de reactivo de Bradford, se llevé a un volumen de 1ml con agua desionizada e
inmediatamente se registré la absorbancia en el espectrofotémetro a 280 nm. Con los datos
obtenidos con la 0 BSA se construyé una curva patron en la que se interpolaron los datos de

los extractos proteicos.



5.6 Inmunoreconocimiento

Se prepararon geles de poliacrilamida con una concentracion de 5% para el gel
apilador y de 14% para el gel separador cuando se detectd a las proteinas PCNA, Ciclina
D2 y Cdk-A vy del 10% para detectar a la DNA polimerasa tipo c.. Estos geles se cargaron
con 20 pg de proteina de los extractos de interés, de ejes de semillas embebidas en
condiciones normales, de ejes provenientes de semillas con distintos tiempos de OSMA vy
de ejes de semillas que fueron embebidas después del OSMA. Una vez que las proteinas se
separaron en el gel de poliacrilamida se transfirieron a una membrana de PVDF
(Immobilon, Millipore) mediante un sistema semiseco en un aparato LKB (Pharmacia
Biotech). La transferencia se hizo durante una hora a 75 mA por cada gel, empleando
buffer de transferencia. Para verificar que se estaba empleando la misma cantidad de
proteina, se hizo la tincion del gel y de la membrana de PVDF empleando solucion de
Bradford y rojo de Ponceau respectivamente. Posteriormente la membrana se lavé durante
10 minutos con PBS 1x, para eliminar el colorante y se incubé durante una hora con
solucion de bloqueo que, posteriormente se cambio, y a ésta se agregé el primer anticuerpo

a la dilucién correspondiente (Tabla 5.1)



Proteina de interés

PCNA

Ciclina D2

Cdk-A

DNA polimerasa «

Proteina completa

Fragmento de la

Proteina completa

2004

publicado

Origen de la Holoenzima de
de maiz proteina de maiz de maiz
proteina empleada maiz purificada por
sobrexpresada en £. | sobreexpresada en | sobreexpresada en
como antigeno cromatografia
coli E. coli E. coli
ler anticuerpo
1:2000 1:2000 1:6000 1:6 000
Dilucion
2 horas 3 horas | hora | hora
Tiempo incubacién
-10 min. PBS Ix -10 min. PBS Ix -10 min. PBS Ix | -10 min. PBS 1x
Lavados ler -10 min. PBS Ix + |-10 min. PBS 1x -10 min. PBS Ix + | -10 min. PBS Ix +
anticuerpo NaCl 0.5M NaCl 0.5M NaCl 0.5M
-10 min. PBS Ix -10 min. PBS 1x -10 min. PBS Ix | -10 min. PBS Ix
Gutiérrez-Aguilar, | Dairo Orjuela, no | Coello y Vazquez-
Referencia Herrera et al_, 2000

Ramos, 1995

Tabla 5.1. Condiciones empleadas en los experimentos tipo Western blot para detectar a las proteinas PCNA.

Ciclina D2, Cdk-A y DNA polimerasa tipo .

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion con el primer anticuerpo, se hicieron

3 lavados para eliminar cualquier posible union inespecifica y se incub6 durante una hora

con solucién de bloqueo en la que se diluyd el anticuerpo secundario (1 : 10 000) dirigido

contra las IgGs de conejo y conjugado con peroxidasa. Al término de la incubacion con el

segundo anticuerpo la membrana se volvio a lavar tres veces con las condiciones empleadas

para cada uno de los anticuerpos primarios. Todos estos procedimientos se realizaron a

25°C.



La visualizacion de las proteinas se logréd colocando las membranas en las
soluciones del kit ECL (Amersham Biosciences), el cual contiene H>O» y un reactivo que
cuando entra en contacto con la peroxidasa que esta conjugada al anticuerpo secundario, la

reaccion se detecta exponiendo placas fotograficas a la membrana.

5.7  Evaluacién de la actividad de polimerasas

-Medicién de la actividad

Inmediatamente después de obtener el extracto proteico de los ejes embrionarios
sometidos a los distintos tratamientos, se tomaron 5 pl y se agregaron a 45 ul de mezcla de
reaccion, que contiene los elementos necesarios para que las DNA polimerasas incorporen
desoxinucledtidos, incluyendo timidina marcada con tritio, a un molde de DNA. Los tubos
fueron incubados durante 30 minutos a 37°C y la reaccién se detuvo agregando 3ml de
acido tricloroacético al 20%; para obtener el DNA sintetizado y que puede ser rastreado
detectando la incorporacién de radiactividad, la mezcla se paso a través de filtros de fibra
de vidrio (Millipore) empleando un sistema al vacio. Para favorecer que los filtros se
secaran, se enjuagaron con etanol al 90% y se pusieron a 50°C durante 30 minutos. Los
filtros se colocaron en viales que contenian 2.5ml de liquido de centelleo. La lectura de la
incorporacion de radiactividad se hizo en un contador de centelleo y con los datos

obtenidos sobre la concentracion de proteina se normalizaron los resultados obtenidos.



5.8 Tratamiento de los datos

En el caso de los experimentos de inmunoreconocimiento, al gel de poliacrilamida y
a la placa obtenida de un experimento correspondiente a cada extracto obtenido, se les hizo
una densitometria, los valores obtenidos se normalizaron tomando como referencia los
resultados obtenidos en semilla seca, dandole el valor de 1. Se obtuvo el promedio y la

desviacion estandar y estos resultados fueron graficados.
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Vi RESULTADOS

6.1 Evaluacién ﬁsiolégica

Para evaluar el vigor de las semillas y asegurar las condiciones adecuadas de
osmoacondicionamiento de las semillas empleadas en este estudio, se decidié hacer una
curva de germinacién. Se emplearon 3 repeticiones con lotes de 25 semillas para cada
tratamiento. Para osmoacondicionar las semillas se probaron las condiciones reportadas por
Cruz-Garcia et al. (1995). Después del tratamiento, las semillas se lavaron con agua
corriente, se envolvieron en toallas de papel himedas, se colocaron en una bolsa de plastico
y se incubaron a 25°C. Se registré el namero de semillas que germinaron y se elaboro la
curva de germinacién que se muestra en la Fig. 1, donde se observa cémo en los lotes
osmoacondicionados se registro protrusion radicular desde las 24 horas, al menos 8h antes
que en las semillas control; también el tiempo en que las poblaciones evaluadas alcanzaron
el 50% de la germinacién fue diferente pues en los lotes control esto se dio entre las 46 y 48
horas, mientras que en las semillas osmoacondicionadas esto sucedié alrededor de las 32
horas. Por otro lado, después de 50 horas de germinacion, en los lotes control solo se
obtuvo el 81% de la germinacién, mientras que los lotes de semillas osmoacondicionadas
mostraron un aumento en el porcentaje final de germinacion, obteniéndose valores de entre
el 91 y el 97%. Las diferencias obtenidas entre los distintos tiempos de OSMA vy las
semillas control fueron significativas y, aunque se registraron algunas variaciones entre los

distintos tiempos de OSMA, estos no fueron estadisticamente significativas.
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Fig. Efecto del OSMA en la velocidad de germinacion. Se presenta la curva de germinacién de semillas
control (SS) y de semillas osmoacondicionadas por 1, 2, 3, 5, 7, y 10 dias.

Con estos resultados se verifico la eficiencia del tratamiento y, se pudo determinar
que, entre cada tiempo de OSMA no hubo diferencias significativas en los parametros
fisiologicos evaluados durante la imbibicion; para determinar el efecto del tratamiento y si
la prolongacion del OSMA provocaba algiin cambio sobre el avance del ciclo celular en las
células del eje embrionario, se evalu6 el comportamiento de proteinas involucradas en la
transicion G1/S del ciclo celular. Se osmoacondicionaron lotes de 20 semillas, se obtuvo el
extracto crudo tal como se describe en material y métodos y este se empleé como fuente de
proteina para hacer experimentos Western blot. Cada uno de los experimentos se hizo en
extractos obtenidos a partir de 3 lotes de semillas distintos. Ademas en cada extracto el

experimento se realizo por triplicado.
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Estudios previos en el laboratorio han mostrado una correlacion entre el tiempo de
imbibicion y la acumulacion de PCNA. por lo que se decidié seguir el comportamiento de
esta proteina durante el OSMA: por otro lado se sabe que los niveles de DNA polimerasa o
no cambia durante la germinacion (Coello y Vazquez-Ramos, 1995); era por tanto
importante establecer si su presencia era afectada por el OSMA 6 si su comportamiento
era similar a lo que se observaba en condiciones normales de germinacion. De igual modo
en el caso de CicD y Cdk-A, la variacion en los niveles podria sugerir procesos particulares
al OSMA, debidos al estrés osmotico, y no solo un adelanto de los eventos tempranos de
germinacion, por lo que se hicieron experimentos para rastrear cada proteina, empleando
extractos correspondientes a ejes embrionarios obtenidos de semillas embebidas en
condiciones normales y semillas osmoacondicionadas y embebidas. Con este tipo de
experimentos se podria determinar si el comportamiento de las proteinas se modificaba por
efecto del OSMA de un modo similar a lo que ocurre durante las primeras horas de
imbibicion 6 si los cambios pudiesen estar asociados al estrés que significa el OSMA para

la semilla.

6.2 Germinacién normal y OSMA.

6.2.1 Deteccion de los niveles de DNA polimerasa a, Cdk-A, Ciclina D y PCNA

Para establecer las fluctuaciones en los niveles de proteinas de interés durante la
imbibicién se usaron extractos de ejes embrionarios de semillas secas, embebidas en
condiciones normales y osmoacondicionadas por los tiempos ya mencionados en material y

métodos.



La proteina PCNA fue detectada por un anticuerpo homologo y se observd como
una banda de 29 kDa (Fig. 2), que presenté un aumento gradual conforme avanzé el tiempo

de imbibicién, como ya se reportd anteriormente (Herrera et al.. 2000).
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Fig. 2. Niveles de la proteina PCNA en ejes embrionarios de semillas de maiz secas (SS) y embebidas por
3,6,9,12, 15,18, 21 y 24 horas. (A) Deteccién de PCNA, (B) Proteinas teflidas con reactivo de Bradford y,

(C) Gréfico obtenido a partir del andlisis de densitometria.



Por otro lado, en ejes de semillas osmoacondicionadas (Fig. 3) aun cuando se
observaron algunas fluctuaciones, éstas no mostraron diferencias estadisticamente

significativas.

Fig. 3. Niveles de la proteina PCNA en extractos proteicos de ejes embrionarios disectados de semillas secas
(SS) y osmoacondicionadas por los tiempos indicados. (A) Deteccion de PCNA, (B) Proteinas tefiidas con
reactivo de Bradford y, (C) Gréfico obtenido a partir del anélisis de densitometria.

La Ciclina D2 se detecto como una proteina de alrededor de 38 kDa (Fig. 4), que

mostré fluctuaciones importantes en las primeras 24 h de imbibicion, con un



incremento hasta las 9 h y, a las 12 h fue evidente una caida drastica en la cantidad de
ciclina D2; sin embargo a las 15 h los niveles se recuperaron detectandose incluso
niveles de proteina mas altos que a las 9 h. Posteriormente la cantidad de la proteina
disminuy6 gradualmente. Este patron se obtuvo reproduciblemente en las réplicas del

experimento.
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Fig. 4. Niveles de la proteina Ciclina D2 en ejes embrionarios de semillas de maiz secas (SS) y embebidas por
3,6,9,12, 15, 18, 21 y 24 horas. (A) Deteccion de Ciclina D2, (B) Proteinas teflidas con reactivo de Bradford

vy, (C) Gréfico obtenido a partir del analisis de densitometria.



Cuando se detecta ciclina D2 en los extractos con distintos tiempos de OSMA. se
observo que los niveles de esta proteina se mantienen relativamente constantes vy solo se
observo una disminucion significativa en la seiial de la muestra proveniente de ejes de

semillas osmoacondicionadas por dos dias (Fig. 5).

Fig. 5. Niveles de la proteina Ciclina D2 en extractos proteicos de ejes embrionarios disectados de semillas
secas (SS) y osmoacondicionadas por los tiempos indicados. (A) Deteccién de PCNA, (B) Proteinas tefiidas

con reactivo de Bradford y, (C) Gréfico obtenido a partir del analisis de densitometria.



En el experimento para evaluar los cambios Cdk-A (Fig. 6), se observo una banda
de 34 kDa que disminuye gradualmente hasta las 12 h y en tiempos posteriores la cantidad

de la proteina se incrementa gradualmente.
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Fig. 6. Niveles de la proteina Cdk-A en ejes embrionarios de semillas de maiz secas (SS) y embebidas por 3,
6,9, 12, 15, 18, 21 y 24 horas. (A) Deteccion de Cdk-A, (B) Proteinas tefiidas con reactivo de Bradford y,

(C) Grifico obtenido a partir del analisis de densitometria.



El experimento para detectar a Cdk-A durante OSMA (Fig. 7). mostré que la
cantidad de proteina permanece relativamente constante hasta por 7d y hacia los 10d

disminuye la cantidad, aunque esto no es significativo.

34kDa

Fig. 7. Niveles de la proteina Cdk-A en extractos proteicos de ejes embrionarios disectados de semillas secas
(SS) y osmoacondicionadas por los tiempos indicados. (A) Deteccién de Cdk-A, (B) Proteinas tefiidas con

reactivo de Bradford y (C), Gréfico obtenido a partir del andlisis de densitometria.

La DNA polimerasa o fue detectada como una banda de 90 kDa, correspondiente a

la subunidad catalitica. Los cambios fueron muy ligeros y no se encontraron diferencias
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significativas entre los tiempos de imbibicion (Fig. 8). patron similar al encontrado por

Coello et al., (1992).
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Fig. 8. Niveles de la proteina DNA polimerasa a en ejes embrionarios de semillas de maiz secas (S5) v
embebidas por 3, 6,9, 12, 15, 18, 21 y 24 horas. (A) Deteccion de DNA polimerasa a, (B) Proteinas tefiidas
con reactivo de Bradford y, (C) Gréfico obtenido a partir del andlisis de densitometria.

Por otro lado, el OSMA por periodos cortos, hasta por 3 dias, provocé una

disminucién gradual en la cantidad de la DNA polimerasa o; solo cuando el tratamiento
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duro 3 d la disminucién fue significativa. cuando las semillas fueron osmoacondicionadas

por 5 dias 6 mas la cantidad de proteina se recuperé (Fig. 9).

A”"“ o e @ | 2>

Ss 1 2 3 5 4 10
d OSMA

Fig. 9. Niveles de la proteina DNA polimerasa tipo « en extractos proteicos de ejes embrionarios disectados

de semillas secas (SS) y osmoacondicionadas por los tiempos indicados. (A) Deteccion de DNA polimerasa

a, (B) Proteinas tefiidas con reactivo de Bradford y, (C) Grafico obtenido a partir del analisis de

densitometria.
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6.2.2 Determinacion de la actividad de DNA polimerasas total durante OSMA

Ya que se ha reportado que durante el OSMA ocurre sintesis de DNA, se evalu6 la
actividad total de DNA polimerasas en ejes embrionarios de semillas osmoacondicionadas
esperando que durante el OSMA no se dieran cambios significativos. Inmediatamente
después de la obtencion del extracto crudo se midié la actividad de DNA polimerasas como
se detalla en materiales y métodos; los resultados obtenidos se normalizaron con la
concentracion de proteina de cada muestra medida con la técnica de Bradford y los datos
fueron graficados considerando el valor obtenido en semilla seca como 1 (Fig. 10). No se
pudieron observar cambios significativos en la actividad presente tanto en semilla seca

como semilla tratada por los distintos dias de OSMA.

16 — =

Act. respecto ss

d OSMA

Fig. 10. Actividad de DNA polimerasa total en extractos de ejes embrionarios obtenidos de semillas

secas (SS) y osmoacondicionadas por 1,2, 3, 5, 7 y 10 dias



6.3  Germinacion normal vs. Germinacion post-osma.

6.3.1 Deteccion de los niveles de DNA polimerasa o, Cdk-A, Ciclina D y PCNA

Para poder establecer si habia diferencias 6 no, tanto en la cantidad de proteina
como en su comportamiento, cuando se embebian las semillas después del OSMA, se hizo
la deteccion de las proteinas de interés empleando, por un lado, los extractos proteicos de
ejes embrionarios que fueron embebidos por 6, 12, 18 y 24 horas, de ejes embrionarios de
semilla seca y por otro lado se emplearon extractos de ejes embrionarios de semillas que se
osmoacondicionaron por 10 d y después fueron embebidas en condiciones 6ptimas por 0. 3,
6 v 9 horas, ya que si el OSMA acelera los tiempos de germinacién, de acuerdo a lo
reportado anteriormente (Cruz-Garcia et al.,1995), el periodo de 0-9 horas de germinacién
post-OSMA deberia ser equivalente a 0-20 horas de germinacion normal. Ya que la
duracion del OSMA no tuvo efectos significativos sobre la tasa de germinacion, como se
mostro en la figura 1, se decidio utilizar 10 dias de OSMA en estos experimentos solo para
asegurar que la protrusion radicular estuviera efectivamente inhibida en cada una de las
repeticiones.

La comparacion del comportamiento de PCNA entre las semillas tratadas y los lotes
control, mostré el aumento gradual en la cantidad de proteina en las semillas control y,
cuando las semillas fueron embebidas después del OSMA, también fue posible observar
este incremento pero la acumulacién fue mucho mas rapida, tal que a las 6 h de imbibicion
post-OSMA se tuvieron niveles similares 6 mas altos que los detectados a las 18h de

germinacion normal, aunque a las 9 h la cantidad de proteina disminuyo(Fig. 11).
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Fig. 11. Niveles de la proteina PCNA en extractos proteicos de ejes embrionarios de semillas de maiz secas
(SS), embebida por 6, 12, 18 y 24 h y de semillas con OSMA por 10 dias y embebidas por 0, 3, 6,y 9 h.
(A) Deteccion de PCNA, (B) Proteinas tefiidas con reactivo de Bradford y (C) Grafico obtenido a partir del

analisis de densitometria.

Con el anticuerpo contra ciclina D2 (Fig. 12) se observé en germinacién post-
OSMA un patrén oscilante en los niveles de la proteina, aunque los cambios observados no
fueron significativos. Respecto a la cantidad de proteina, se observé un ligero aumento, en

semillas con OSMA, pero este cambio no fue estadisticamente significativo.
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Fig. 12. . Niveles de la proteina Ciclina D2 en extractos proteicos de ejes embrionarios de semillas de maiz
secas (SS), embebida por 6, 12, 18 y 24 h y de semillas con OSMA por 10 dias y embebidas por 0, 3,6,y 9 h.
(A) Deteccién de Ciclina D2, (B) Proteinas tefiidas con reactivo de Bradford y, (C) Gréfico obtenido a partir
del analisis de densitometria.

Cuando se compararon los extractos de semillas embebidas normalmente con las
que se osmoacondicionaron previamente para detectar Cdk-A, solo se observaron
fluctuaciones ligeras, sin diferencias considerables, a excepcion de los ejes embrionarios de
semillas osmoacondicionadas por 10 dias y embebidas posteriormente por 9 horas, donde

se observo una disminucion que no fue estadisticamente significativa (fig. 13).
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Fig. 13. Niveles de la proteina Cdk-A en extractos proteicos de ejes embrionarios de semillas de maiz secas
(SS), embebida por 6, 12, 18 y 24 h y de semillas con OSMA por 10 dias y embebidas por 0, 3,6,y 9 h.
(A) Deteccion de Cdk-A, (B) Proteinas tefiidas con reactivo de Bradford y, (C) Gréfico obtenido a partir

del andlisis de densitometria

Con el anticuerpo contra DNA polimerasa o (Fig. 14), se pudo ver que la cantidad
de proteina que se detecta durante imbibicién post-OSMA mostré cambios muy ligeros,
que no fueron significativos, de un modo similar al que se da en semillas germinadas

normalmente, aunque si se observé una tendencia a aumentar.
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Fig. 14. . Niveles de la proteina DNA polimerasa o en extractos proteicos de ejes embrionarios de semillas de

maiz secas (SS), embebida por 6, 12, 18 y 24 h y de semillas con OSMA por 10 dias y embebidas por 0, 3, 6,

y 9 h. (A) Deteccion de DNA polimerasa a, (B) Proteinas tefiidas con reactivo de Bradford y (C) Gréfico

obtenido a partir del andlisis de densitometria
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6.3.2 Determinacion dc la actividad de polimerasas o y 6.

Dado que los datos obtenidos anteriormente en el laboratorio permiten sugerir que
el OSMA provoca que en la germinacion subsecuente de las semillas de maiz las células
entren de un modo mas rapido a la fase S, respecto a las semillas embebidas normalmente.
se decidio seguir el comportamiento de las DNA polimerasas. En este caso el extracto
crudo se sometié a una cromatografia de intercambio idnico para obtener las actividades
correspondientes a DNA polimerasas tipo o y &, pues gracias al trabajo de Coello et al..
(1992) se sabe que cuando un extracto proteico de semillas de maiz se pasa a través de una
columna de DEAE-Sepharosa y posteriormente se eluye con un buffer de fosfatos 40 mM{.
la actividad detectada en las fracciones obtenidas correspondera a una DNA polimerasa tipo
d; de acuerdo a la caracterizacion realizada en nuestro grupo de trabajo, si posteriormente
se eluye utilizando un buffer de fosfatos 400 mM, las fracciones estaran enriquecidas con
una actividad de polimerasas correspondiente a una DNA polimerasa tipo . Con estos
experimentos se podria determinar que tipo de actividad de DNA polimerasa era la
dominante durante el OSMA y en la imbibicion posterior. Los datos obtenidos se
normalizaron empleando la concentracion de proteina medida con el método de Bradford y
se ajustaron considerando el valor obtenido en semilla seca como 1.

Los experimentos se hicieron 3 veces partiendo de lotes de semillas independientes;
se obtuvo una gran variabilidad entre cada experimento pero los datos mostrados son
representativos de las conductas observadas.

En la figura 15 se muestran los resultados obtenidos con las fracciones que

corresponderian a la DNA polimerasa tipo a.. Se puede ver que a las 12 horas de imbibicion
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no hay un cambio significativo en la actividad de DNA polimerasas comparado con el
control. En semillas osmoacondicionadas por 1 y 10 dias la actividad de la DNA
polimerasa tipo o aument6 en alrededor de un 60% con respecto a la semilla seca; cuando
se utilizaron fracciones provenientes de ejes embrionarios que fueron osmoacondicionados
por 10 dias y germinados por 3 horas, se observé un aumento de 2.5 veces respecto a la
actividad de la semilla seca y de casi el doble si se compara con la actividad de las semillas
osmoacondicionadas y procesadas inmediatamente; los tiempos de imbibicién posteriores,

no mostraron diferencias significativas.
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Fig. 15. Actividad de DNA polimerasas en fracciones eluidas de una columna de DEAE-Sepharosa con
buffer de fosfatos 400 mM, correspondientes a una DNA polimerasa tipo c. Los extractos fueron obtenidos de
semillas secas (SS), embebidas por 12 horas, osmoacondicionadas por 1 dia, por 10 dias y germinadas

después del tratamiento por 3, 6 y 9 horas

En la fig. 16 se muestran los resultados obtenidos con las fracciones que
corresponderian a la DNA polimerasa tipo 8. La imbibicién por 12 horas en condiciones
optimas de humedad de las semillas provocd la disminucién de la actividad, aunque como

en el caso de la DNA polimerasa a, esta disminucién no fue significativa de acuerdo a las
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desviaciones estandar obtenidas. Las semillas osmoacondicionadas por 1 dia mostraron 1n
aumento de casi 3 veces si se compara con la actividad encontrada en semilla seca; pero
cuando se evaluaron semillas osmoacondicionadas por 10 dias la actividad no se modifico.
lo cual significo una actividad 3 veces menor a lo que se registrd con un dia de
osmoacondicionamiento. La germinacion post-OSMA de las semillas tratadas 10 dias

mostré una tendencia a disminuir conforme avanzo la imbibicion aunque estadisticamente

no es significativo.
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Fig. 16. Actividad de DNA polimerasas en fracciones eluidas de una columna de DEAE-Sepharosa con
buffer de fosfatos 40 mM, correspondientes a una DNA polimerasa tipo 8. Los extractos fueron obtenidos de
semillas secas (SS), embebidas por 12 horas, osmoacondicionadas por 1 dia, por 10 dias y germinadas

después del tratamiento por 3, 6 y 9 horas.
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6.4 Sintesis de conductas obtenidas en los experimentos dc inmunorreconocimiento.

A continuacién se muestran los graficos que sintetizan el comportamiento
observado en los distintos tratamientos con las proteinas empleadas:
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VIL. DISCUSION

La finalidad de este proyecto fue caracterizar el comportamiento de proteinas
marcadoras de la transicion G1/S del ciclo celular en ejes embrionarios de maiz durante el
proceso de OSMA, durante la germinacion posterior al tratamiento, al finalizar el OSMA y
cuando la semilla se embebe en condiciones dptimas. Esto servira para caracterizar la fase
del ciclo celular en que se encuentran las células del eje embrionario al finalizar el OSMA
y determinar si dicho tratamiento efectivamente permite que las células avancen dentro de
la fase G1 del ciclo celular pero no pueden pasar a la fase S y por lo tanto, pueda ser
empleado como una estrategia para “sincronizar” las células del eje embrionario; asi el
OSMA podria ser empleado como un modelo para hacer estudios sobre aspectos del ciclo
celular y su papel dentro del proceso de la germinacion.

El primer paso fue establecer el porcentaje de viabilidad inicial de las semillas que
se emplearon y determinar si el procedimiento que se reporté para semillas de maiz (Cruz-
Garcia et al., 1995) proveia a las semillas de los beneficios del OSMA. Para esto se
osmoacondicionaron semillas por distintos tiempos y posteriormente se pusieron a
germinar. Durante el tratamiento no se observ protrusion radicular y los datos obtenidos
durante la germinacion posterior (Fig. 1) muestran cémo las semillas tratadas completaron
la germinacion mas rapidamente, alrededor de 8 horas antes que las semillas control;
ademas, el osmoacondicionamiento provocé que el 50% de la germinacion se alcanzara de
14 a 18 horas antes que en el control y que el porcentaje final de germinacion también se
incrementara de un 80% que fue el valor obtenido después de 50 horas de imbibici6n a un
valor mayor a 90% para los lotes osmoacondicionados. Estos resultados permitieron

determinar que el osmoacondicionamiento efectivamente estaba beneficiando a las
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semillas, beneficios que pudieron ser observables en la germinacion subsecuente, tal comao
fue reportado por Cruz-Garcia (1995) para semillas de maiz y como ha sido reportado para
especies como frijol (Sanchez-Jiménez et al., 1997), jitomate (Ozbingol et al., 1998).
lechuga (Tarquis y Bradford, 1992 ), chile (Lanteri et al., 1993). girasol (Chojnowsky et
al., 1997). y otras.

Es interesante el hecho de que el incremento en la duracién del tratamiento
correlacioné con una tendencia a la disminucién del porcentaje final de germinacién.
aunque las diferencias entre los tiempos de OSMA no fueron significativas, en semillas de
remolacha azucarera (Beta vulgaris) se han documentado efectos adversos atribuidos a
tiempos de OSMA prolongados; el OSMA por 2 dias provoca que a los 10 dias de
imbibicion post-OSMA se obtuviera el 40% de germinacion, mientras que, cuando el
tratamiento dura solo 2 dias en el mismo tiempo de imbibicion (10 dias) el 85% de las
semillas habian germinado (Capron et al.. 2000).

Una vez que se comprobo la eficacia del tratamiento, se determino si evaluando los
niveles de proteinas del ciclo celular se podia establecer en qué punto se encontraban las
células del eje embrionario durante el osmoacondicionamiento y si durante la germinacion
post-OSMA la fase S se adelantaba. Los marcadores empleados de G1/S fueron PCNA,
CicD, Cdk-A y los de la fase S, las DNA polimerasas « y 8. Para cubrir este objetivo  se
hicieron experimentos tipo Western blot en los que se emplearon extractos proteicos
obtenidos a partir de ejes embrionarios de semillas embebidas en condiciones normales. 6
bien osmoacondicionadas por 10 dias y embebidas posteriormente.

Cruz-Garcia et al. (1995), habian reportado que en ejes embrionarios sometidos a

osmoacondicionamiento la entrada a la fase S, de acuerdo a los niveles de incorporacion de
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timidina tritiada, ocurre entre las 3 y las 6 horas. En base a cste reporte se puede seguir el
comportamiento de proteinas del ciclo celular cuando las células del eje embrionario se
encuentran por entrar a la fase S.

Durante la germinacion ya se habia mostrado que PCNA, cuyo papel en la
replicacion del DNA ha sido bien documentada como plataforma de anclaje para la DNA
polimerasa & (Tsurimoto, 1998), se acumulaba conforme avanzaba el tiempo de imbibicion
de las semillas, encontrandose el maximo después de 18 horas de imbibicion (Herrera et
al.. 2000); esta acumulacion se ha asociado al requerimiento de PCNA que tienen las
células para que progrese a la fase S. Esta conducta también fue obtenida en este trabajo
(Fig. 2), y cuando el experimento se hizo utilizando semillas osmoacondicionadas por
distintos tiempos (Fig.3) solo se observaron ligeras fluctuaciones, que aunque no fueron
significativas, podrian estar sugiriendo el recambio de PCNA; lo anterior ha sido propuesto
por Herrera et al. (2000), quienes observaron que cuando ejes embrionarios de maiz son
embebidos en presencia de cicloheximida, que interfiere con la sintesis de proteinas, PCNA
desaparece gradualmente. A partir de este experimento se propuso que la presencia y
acumulacion de esta proteina durante la germinacion se debe a sintesis de novo. Dado que
se ha propuesto que los procesos que ocurren durante el OSMA son similares en gran
medida a lo que ocurre durante las primeras horas de la imbibicion normal, también se
esperaria recambio de PCNA durante OSMA, aunque las células del eje embrionario no
llegan al punto en que se da la sefial que permite la acumulacién de esta proteina.

Por otro lado, ya se habian obtenido datos acerca de la sintesis de DNA durante
OSMA. En presencia de timidina marcada radiactivamente, se habia encontrado

incorporacién de radiactividad a niveles muy bajos en citoplasma y nucleo, pero una vez
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liberadas las células del estrés osmotico la incorporacion de marca en el nicleo se elevaba
notablemente (Cruz —Garcia et al., 1995). La entrada a la fase S en ejes embrionarios de
semillas germinadas post-OSMA. se daba entre las 4 y 6 horas. Estos experimentos también
permitieron suponer que si PCNA es indispensable para que la sintesis de DNA se lleve a
cabo de manera eficiente, entonces debia acumularse rapidamente en germinacion post-
OSMA. Esto se hizo evidente en este trabajo al observar la acumulacion de PCNA a las 6
horas de imbibicion post-OSMA a niveles semejantes a los detectados a las 18 horas de
imbibicion de semillas control (fig. 11).

Estos resultados sugieren fuertemente que, efectivamente, durante el OSMA ocurren
cambios moleculares en las células del eje embrionario que. aunque no permiten la
acumulacion de PCNA, si permiten su rapida acumulacion post-OSMA, siendo éste uno de
los factores que muy posiblemente contribuya a la entrada, en tiempos mas tempranos, a la
fase S.

Hasta ahora no se han establecido las condiciones para osmoacondicionar ejes
embrionarios aunque seria interesante establecer las condiciones apropiadas, en lugar de
trabajar con la semilla completa y de este modo poder exponer los ejes a cicloheximida y
observar si existe recambio de PCNA, lo que quiza indicaria que es un PCNA sintetizado
de novo el que es importante para la germinacion. Por otro lado, las semillas durante el
OSMA podrian ser un modelo interesante para evaluar la importancia de la degradacién de
proteinas durante un proceso de desarrollo.

Las ciclinas D son un grupo de proteinas que en sistemas animales se ha visto que
participan en la transicion G1/S, asocidndose a una cdk; este complejo es capaz de
fosforilar a la proteina Rb que entonces libera a E2F-DP (Adams, et al., 2001).

induciéndose la produccion de muchas proteinas que conduciran la sintesis de DNA. En el
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caso de plantas se han detectado una gran cantidad de ciclinas tipo D; por ejemplo, en
Arabidopsis se han encontrado 10 secuencias que pueden corresponder a esta familia,
aunque el papel de cada una de estas proteinas en el desarrollo de la planta queda por
establecerse. En el laboratorio recientemente se obtuvieron anticuerpos dirigidos contra un
fragmento de una ciclina tipo D2 (Gutiérrez-Aguilar, 2004). Es notable la disminucion de
esta proteina a las 12 horas, tiempo en el que la primera poblacion de células del eje
embrionario estaria entrando a la fase S (Baiza et al., 1989); posteriormente, a las 15 horas
de imbibicion, los niveles de proteina se recuperan y tiende a disminuir gradualmente (Fig.
4); este cambio es poco probable que corresponda a una segunda ronda de sintesis de DNA,
al menos no de la misma poblacion de células, pero podria corresponder a un segundo
grupo de células que inicien la sintesis de DNA, como ya ha sido sugerido por Georgieva et
al. (1994). Por otro lado, es necesario hacer notar que aunque en sistemas animales y en
levaduras se ha mostrado la aparicion y desaparicién ciclica de estas proteinas (Sherr y
Roberts, 1991). En plantas este patron no es evidente, por lo que el comportamiento
detectado ahora podria estar dando indicios de mecanismos regulatorios distintos a los que
se han observado en otros tejidos, que son particulares a la germinacion. En semillas
osmoacondicionadas no se observaron cambios en la cantidad de proteina cuando el
tratamiento dur6 hasta 10 dias, a excepcion de la muestra de 2 dias de
osmoacondicionamiento, donde se observa una caida (Fig. 5). Ya que se sabe que la
inhibicién de la sintesis de proteinas en semillas embebidas en condiciones Optimas
provoca que la cantidad de una Ciclina D detectada con un anticuerpo heterologo
disminuya conforme avanza el tiempo de imbibicion (Cruz-Garcia et al., 1998), seria
interesante determinar si durante OSMA, en el caso de esta ciclina D se pueda estar dando

este recambio, semejante al de PCNA, por lo que podria pensarse que el estado metabdélico
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que significa OSMA no permita ni degradacion ni acumulacion de ciclina D. lo que quiza
impediria a las células entrar a la fase S. Por otro lado, si esto es cierto entonces durante la
germinacion post-OSMA debia observarse un cambio en la conducta 6 en la cantidad de la
proteina respecto a la germinacion normal. Efectivamente, a las 3 horas de imbibicion
post-OSMA la proteina disminuyé notablemente en contraste al aumento gradual que se dio
hasta las 9 horas de imbibicion en condiciones normales. lo cual podria estar sugiriendo que
si bien durante el osmoacondicionamiento no hubo cambios a nivel de proteina, las células
debieron haber sufrido cambios que permitieron que en germinacion post-OSMA la ciclina
D2 se degradara lo que indicaria que cubrié su funcion de G1 durante OSMA. El aumento
de ciclina D2 a las 6 horas de imbibicidon post-OSMA podria estar asociado, como en el
caso de la germinacién normal, a una segunda poblacién celular que esta entrando a la fase
S (Fig. 12).

Como ya se menciond anteriormente, las Cdks son proteinas que pueden fosforilar
sustratos especificos gracias a su union a una ciclina; en el caso de la transicion G1/S se ha
visto que es una Cdc 2 la que se asocia a la ciclina para fosforilar a Rb (Adams, 2001). De
distintas especies de plantas como Arabidopsis, arroz y pino (Mironov et al., 1999) y maiz
(Colasanti et al., 1991) se han podido aislar los homélogos a Cdc2, denominadas Cdk-A.
En el laboratorio se han obtenido anticuerpos contra Cdk-A (Orjuela-Henry, datos no
publicados), los cuales fueron utilizados para rastrear el efecto del osmoacondicionamiento
sobre esta proteina. En primer lugar era necesario observar la conducta de Cdk-A en
condiciones normales de germinacion (Fig. 6); contrario a lo que se ha reportado en otras
especies de plantas (Dewitte y Murray, 2003), se observd que la cantidad de proteina
disminuy6 conforme avanzé la germinacién, y aunque el tiempo en que se observé la

disminucion correlaciona con el tiempo en que la primera poblacion de células se encuentra
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en la fase S, lo que podria estar sugiriendo la regulacién de la actividad de la proteina
mediante degradacion, sera necesario establecer el tiempo en que esta proteina se encuentra
asociada a alguna ciclina que le confiera actividad. En vista del comportamiento obtenido
en condiciones normales, el que la proteina no muestre cambios significativos durante el
OSMA (Fig. 7) no puede decir nada acerca del estado del ciclo celular en el que se
encuentran las células durante el tratamiento. Sin embargo, como ya se ha mencionado, los
efectos del osmoacondicionamiento son mas evidentes en la germinacion posterior. No
obstante, los niveles de proteinas mostrarén una tendencia a disminuir en las semillas
osmoacondicionadas y germinadas por 3 y 6 horas respecto a lo detectado en germinacion
normal (Fig. 13). Si este cambio posee algun significado en la germinacion posterior ¢ en el
adelanto de la fase S estaria por demostrarse, pues aunque la cantidad de proteina es
estable, Sanchez et al. (2002) han mostrado que la actividad de cinasa correspondiente a
una Cdk tipo A aumenta conforme avanza la imbibicion, por lo que seria necesario
establecer si durante el OSMA, Cdk-A se encuentra asociada y/o activa 6 bien, en que
momento de la germinacién posterior se activa.

Otro de los topicos de interés para este grupo de trabajo ha sido la replicacion del
DNA durante la germinacién y particularmente se ha estudiado el comportamiento de las
DNA polimerasas tipo a y 8, por lo que se sigui6 la actividad de ambas durante el OSMA,
esperando que pudieran indicar si las células del eje embrionario entraban a fase S. Asi
mismo, dado que se dispone de un anticuerpo dirigido contra la DNA polimerasa a, se
decidio observar si habia algun efecto sobre los niveles de esta proteina en semillas

osmoacondicionadas.
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Anteriormente, Coello v Vazquez-Ramos (1992) establecieron que en germinacion
normal la cantidad de DNA polimerasa o no variaba, pero su actividad si se incrementaba
considerablemente conforme avanzaba el proceso de germinacion. En este trabajo, durante
la germinacion normal (Fig. 8) se observaron algunas fluctuaciones en la cantidad de la
proteina, aunque estas no fueron significativas, como ya habia sido reportado por Coello »
Vazquez-Ramos (1995). El OSMA (Fig. 9) provocé que la DNA polimerasa o disminuyera
gradualmente cuando el tratamiento duro hasta 3 dias y en tiempos posteriores la cantidad
de proteina aumento, mostrando que hay recambio durante los primeros dias de OSMA. Si
este recambio es necesario para el avance del ciclo celular en las células del eje
embrionario durante la germinacion, entonces el avance en este proceso podria ser parte de
los beneficios otorgados por el OSMA, aunque en la germinacion posterior no se observen
cambios importantes.

Respecto a la actividad, se ha reportado anteriormente que durante el proceso
germinativo la actividad de la DNA polimerasa o aumenta varias veces respecto a los
valores detectados en semilla seca (Garcia, et al. 1997), ademas de que la actividad puede
ser estimulada si los ejes se embeben en presencia de citocininas (Gémez-Roig y Vazquez-
Ramos, 2003), por lo que se esperaba que durante el OSMA la actividad no aumentara de
manera significativa y que, durante germinacion post-OSMA, la actividad aumentara
rapidamente. Los resultados obtenidos (Fig. 15 y 16) mostraron una gran fluctuacion v.
contrario a lo que se habia observado anteriormente, particularmente en el caso de la DNA
polimerasa «a, la actividad disminuyé cuando las semillas se embebieron, por lo en este
momento no se puede saber si las conductas observadas en estos experimentos reflejan

cambios fisiologicos dados en las semillas por el OSMA.
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Con los resultados obtenidos con los marcadores de ciclo celular utilizados.
podemos detemiﬁar que unicamente el comportamiento de PCNA es consistente con la
idea de que las células del eje embrionario se detienen previo a la fase S durante el
tratamiento de OSMA. Ya que las fluctuaciones en la cantidad de Ciclina D y de Cdk-A no
aportan evidencias claras de este tipo y que los cambios que estan ocurriendo durante
OSMA vy en la germinacion subsecuente. Sera necesario hacer experimentos que lleven a
establecer el momento en que el complejo Ciclina/Cdk, posea actividad de cinasa que
pueda estar involucrada en el avance del ciclo celular, para saber si es a este nivel que se da

la regulacion de la transicion G1-S durante la germinacion.



VIIL.

CONCLUSIONES.

El OSMA de semillas de maiz permitid que éstas germinaran mas rapida v
uniformemente respecto al control. El OSMA también provocé que el

porcentaje de germinacion se incrementara significativamente.

Durante el OSMA de semillas de maiz la cantidad de PCNA se mantuvo
constante; en la germinacion post-OSMA se observé una correlacion entre el
tiempo en que se da la acumulacion de PCNA y el tiempo en que las células de
los ejes embrionarios previamente osmoacondicionados entran a la fase S.
ademas, se acumulé rapidamente una vez que las condiciones de humedad

fueron optimas.

Cdk-A se mantuvo constante en todas las condiciones observadas, a excepcion
de la imbibicién post-OSMA donde se observé una tendencia a la disminucion

de la proteina.

La cantidad de Ciclina D2 no cambio durante el OSMA, excepto cuando el
tratamiento durd 2 dias donde disminuyé de manera muy importante. Durante
germinacion post-OSMA se observaron fluctuaciones que pudieran estar
asociadas a cambios en la fase del ciclo celular de las células del eje

embrionario.



o La DNA polimerasa o parece sufrir un proceso de degradacion y resintesis
durante OSMA; durante la germinacion posterior al tratamiento no se

observaron cambios en la cantidad de proteina.
o La actividad de las DNA polimerasas presenta fluctuaciones durante la

germinacion post-OSMA, aunque por el momento es dificil saber si estas tienen

algun significado fisiologico.

64



IX. PERSPECTIVAS
Ya que una de las lineas de investigacion dentro de este grupo de trabajo es la
caracterizacion del OSMA, con la finalidad de poder emplearlo como una estrategia para
estudiar la transicion G1/S, y dados los resultados obtenidos en este trabajo, se propone:
= Establecer las condiciones oOptimas para medir la actividlad de DNA
polimerasas, para poder saber cual es el efecto del OSMA durante la
germinacion post-OSMA.
= Evaluar, si durante ¢l OSMA se da la formacion del complejo Ciclina/Cdk y
si este posee actividad de cinasa.
= También sera necesario comparar el comportamiento tanto del complejo.
como de su actividad durante la germinacion post-OSMA.
= Otro aspecto interesante seria saber, cual es el efecto del deterioro sobre el
avance del ciclo celular durante la germinacion y si se dan cambios cuando

las semillas son osmoacondicionadas.
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Xl. ANEXO DE SOLUCIONES

Reactivos empleados para el OSMA:
CAPTAN 0.05%

Se pesaron 0.5g del funguicida y se aforo a 1 It. Se almaceno a temperatura
ambiente.
PEG 8000 38%

Se pesaron 380g de PEG 8000 y se aforo a 1l. Se esterilizo a 121 Ib de presion
durante 15 minutos y se almaceno a temperatura ambiente.

Reactivos empleados para la obtencion del extracto crudo:

Buffer de homogeneizacion

Tris HCI pH 7.4 70 mM
MgClI2 1 mM
KCl 25 mM
EDTA 5 mM
Triton X-100 0.1%
B-mercaptoetanol 15 mM
Sacarosa 0.25 mM

La solucion fue esterilizada por filtracion y se almaceno a 4°C. Solo hasta el

momento de usarla se agrego el inhibidor de proteasas.

Coctel de inhibidores de proteasas -Complete ®- (Stock)
Se disolvi6 una tableta en 1 ml de agua destilada. De este stock se tomaron 20 pl

por cada ml de buffer de homogeneizacion. Se almaceno a —70°C.
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Reactivos empleados para la determinacion de la concentracion de proteina en extractos
crudos:
Solucion stock de albumina de suero bovino (BSA)
Se peso Img de BSA y se disolvio para un volumen final de Iml. Se almaceno a -
70°C.
Reactivo de Bradford
Azul de Coomasie
Acido tricoloroacético 24.9 ml
Se aforoa 1 It
La solucion se filtrd y se almaceno a temperatura ambiente en una botella ambar.
Reactivos empleados para la preparacion de geles de poliacrilamida desnaturalizantes
Acrilamida 30%
Acrilamida
Metilen-bis-acrilamida
Buffer gel separador (2x)
Tris HCI pH 8.8
SDS
Buffer gel apilador (2x)
Tris HCI pH 6.8

SDS

Persulfato de amonio (15%)
Se tomaron 1.5g y se disolvieron en un volumen final de 10 ml.

TEMED

76



Todos los reactivos para la preparacion de geles de poliacrilamida se almacenaron a
4°C.
Reactivos empleados para la electroforesis:

Buffer de carga (4x)

Tris HCl pH 6.8 100 mM
SDS 4%
Glicerol 20%
B-mercaptoetanol 200 mM
Azul de bromofenol 0.2%

Se almaceno a temperatura ambiente

Buffer de electrodos (10x)

Tris HCI pH 8.3 250 mM
Glicina 1.9M
SDS 1%

Se almaceno a temperatura ambiente.
Reactivos empleados para la transferencia de proteinas a la membrana de Immobilon:

Buffer de transferencia

Tris HCI pH 8.3 95 mM
Metanol 20%
Glicina 192 mM

Se almaceno a 4°C.
Reactivos empleados en los experimentos Western blot

Buffer de fosfatos (PBS) 10x
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NaCl 1.37M

KCl ' 27 mM
Na;HPO, 100 Mm
NaH,PO, 20 mM

Se esterilizd a 121 Ib y se almaceno a temperatura ambiente.
NaCl 5sM
Se pesaron
Se esterilizd a 121 Ib y se almaceno a temperatura ambiente.
Solucién de bloqueo
Leche semidescremada
Tween
PBS
Soluciones empleadas en la purificacién parcial de las actividades especificas de las DNA
polimerasas tipo a y &:

Buffer para la activacion de DNA de alto peso molecular

Tris HCI pH 7.4 10 mM
MgCl, 50 mM
BSA 0.5 mg/ml

Activacion de DNA de alto peso molecular

Al buffer de activacion se agrego DNA de timo de ternera a una concentracion de
0.5 mg/ml y 0.01 mg de DNasa I. Transcurrido este tiempo se desnaturalizé la DNasa
incubando$5 minutos a 77°C y posteriormente se enfrié rapidamente.

Mezcla de reaccion
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Tris HCI pH 7.4 50 mM

KCl 15 mM
MgCl2 8§ mM
dATP 0.1 mM
dGTP 0.1 mM
dCTP 0.1 Mm
Glicerol 5%
B-mercaptoetanol _ 0.4 mM
ATP 1 Mm
DNA activado 100 pg/ml
Metil [*H]-Timidina-5-trifosfato 5uCi/ml

Liquido de centelleo

2,2-p-fenil-bis-5-feniloxazol (POPOP) 0.1g
2,5-difenil-oxazol (PPO) 5g
Tolueno 11
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