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RESUMEN 

El osmoacondicionamiento, mediante el empleo de una gente osmótico, es una 

estrategia con la que se busca elevar la calidad de las semillas, dándoles beneficios como, 

un aumento en el porcentaje final de germinación, una germinación más rápida y uniforme, 

además de tolerancia a la desecación, 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 imbibición en condiciones óptimas. En el caso de 

maíz, se sabe que durante el osmoacondicionamiento hay síntesis de DNA pero no del tipo 

replicativo; posteriormente se observa síntesis de DNA de tipo replicativo además de la 

aparición mas temprana de figuras mitóticas, 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 osmótico es retirado. 

En este trabajo, se caracterizó el comportamiento de las proteínas de las fase G 1 y S, 

PCNA, Cdk-A, Ciclina D y una DNA polimerasa tipo a, en semillas osmoacondicionadas y 

en la germinación posterior, los niveles de PCNA no variaron durante el 

osmoacondicionamiento y en la germinación posterior se observó una correlación entre el 

aumento de PCNA y la síntesis de DNA de tipo replicativo sugiriendo que, efectivamente 

el osmoacondicionamiento adelanta procesos dentro de la fase G 1 del ciclo celular, pero 

habría un mecanismo que evite la entrada a la siguiente fase hasta que las condiciones sean 

adecuadas. Ninguna de las otras proteínas evaluadas, ni la medición de la actividad de DNA 

polimerasas mostraron cambios que pudieran estar asociados a los beneficios observados en 

semillas osmoacondicionadas. 
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l. INTRODUCCIÓN. 

Una de las características que permitió la in vasión y el éxito de las plantas en la tie rra 

fue el desarrollo de la semilla. una estructura especiali zada que contiene una reserva de 

nutrientes y al embrión, el cual posee los elementos necesarios para dar origen a una nueva 

planta. En un embrión se pueden reconocer las siguientes partes: 

1. el hipocotilo. al que están unidos uno ó dos cotiledones, 

2. la plúmula, de donde se originarán las hojas verdaderas. 

3. uno ó dos coti ledones, que constituyen la primera fuente de nutrientes durante la 

germinación. En el caso del maíz el cotiledón se ha reducido formando el escutelo . 

4. e l coleoptilo, que es la parte basal del escutelo y que cubre las primeras hojas. 

5. la raíz embrionaria, que dará origen a la radícula, 

6. y la coleorriza, un tejido que envuelve a la raíz y que participa en el rompimiento de 

las capas que envuelven al embrión durante la germinación. 

Eje embrionario 

Meristemo apical--iíiF--: 

Plumula------ir-rll 

Raíz embrionaria 

Coleorriza 

Fig. 1.1. Panes de una semilla de maíz 

Endospermo 



Una vez que la semilla sc ha formado. pierde agua rápidamente y .1Jquiere 

resistencia a la desecación por lo que se mantiene latente hasta que factores ambientales. 

fundamenta lmente agua. temreratura y luz. le son favorables para que la germinación 

conc luya adecuadamente ( Bewlcy y Black. 1994 ). 

La germinac ión. desde un punto de vista fisiológico. es definida como .. los e\cntos 

que comienzan con la entrada de agua en la semilla - imbibición- y se completa cuando una 

parte del embrión. usualmente la radícula 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 rápida. seguida de una toma de agua constante (fase 2). hasta la 

protrusión radicular. con lo que concluye la germinación; posteriormente se registra otra 

entrada importante de agua. que se considera parte de los procesos del establecimiento de la 

plántula (Bewley , 1997). Durante las fases 1 y 2 la semilla es tolerante a la desecación: en 

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

Germmac1ón Post- germmación 

Fase I Fase II 

Reparación DN A 

Smteus de proteí s de nue vos mRNAs 

Smtes1s de p teínas de mRNAs almacenados 

Reparación de m1tocondnas 
----~------------------- --- ------ - ---------- -- ---- -

Smtes1s de m1tocondrias ______ _____ ____________________ ____, 

L. iviación de solutos 

Time 

Fig. 1.2 Patrón de imbibición de una semilla y procesos bioquímicos y moleculares asociados (Tomado y 

modificado de Bewley, 1997) 



Además del ambiente durante la germinación, también debe tomarse en cuenta el 

almacenamiento post-cosecha. pues condiciones tales como temperaturas extremas y 

porcentajes de humedad ambiental elevados pueden tener un efecto negativo en la semilla 

provocando la pérdida de vigor, el envejecimiento y la disminución de la viabilidad en un 

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

1.1 Recuperación del vigor en semillas. 

El vigor es el conjunto de propiedades que determinan el potencial para una emergencia 

rápida y uniforme y un desarrollo normal de las plántulas bajo un rango amplio de 

condiciones de campo (Pollock y Ross, 1972). La disminución en el vigor de la semilla 

puede ser particularmente grave en el caso de semillas importantes para el hombre, 

provocando la disminución del volumen de las cosechas; por lo que se han desarrollado 

tratamientos para mejorar el porcentaje de germinación de semillas deterioradas ó con el 

vigor disminuido. Tales tratamientos consisten en permitir la entrada de agua a la semilla, 

ya sea de manera regulada ó no . 

1.1.1 Hidratación no controlada. 

Puede darse colocando las semillas en papel absorbente húmedo ó sumergiendo las 

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

la fase 3 
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1.1 .2 Hidratación controlada. 

En este caso el potencial hídrico es controlado pre\'iniendo la protrusión radicular. 

lo que se puede hacer empleando sistemas con partículas sólidas. donde el agua se 

di stribuye entre la semilla y el acarreador sólido hasta que se alcanza el equilibrio por lo 

que la humedad no es suficiente para que haya protrusión : la otra alternati va es el uso de 

soluciones con NaCI, manito! , glicerol y polietilenglicol 8000 (PEG) que controlan el 

potencial hidrico durante la imbibición (Taylor. et al. , 1998). En la actualidad el tratamiento 

con PEG es el más utilizado debido a que no posee actividad biológica, por lo que los 

efectos observados se pueden atribuir a la disminución en el potencial osmótico y no 

debidos al estrés salino, como ocurre con el uso de NaCI (Dell" Aq uilla y Spada, 1992). 

Los tratamientos de capacitación reciben su nombre del efecto que tienen sobre las 

semillas; así por ejemplo si la imbibición 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 

regulación del potencial osmótico, entonces el tratamiento es llamado 

osmoacondicionamiento (Bradford, 1995). 

1.2 OSMOACONDICIONAMIENTO (OSMA). 

1.2.1 Aspectos fisiológicos 

Tal como en el caso de la elección de las condiciones óptimas de almacenaje y 

germinación, cuando se osmoacondicionan ó hidroacondicionan semillas se deben buscar 

las condiciones para cada especie; los factores que han de considerarse son la temperatura. 

la duración del tratamiento y en el caso del OSMA, el potencial osmótico óptimo. 
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t:I cálculo del potencial osmótico adecuado es fundamental. ) a que se ha observado 

qu..: hay un intervalo óptimo de potencial osmótico. por arriba del cuál es posible observar 

protrusión radicular durante el tratamiento y por otra parte. si el potencial osmótico de la 

so lución es muy bajo. puede provocar el efecto contrario. observándose una di sminución de 

la viabilidad. Así se ha mostrado en e l caso de semillas de frijol común (Phaseo/us 

\'lllgaris) , donde las semillas en soluciones con potenciales osmóticos menores a -0.8 MPa 

permitieron la germinación mientras potenciales osmóticos mayores provocaron una 

pérdida de viabilidad de hasta el 40% (Sánchez-Jiménez et al.. 1997). En el caso de maíz, 

potenciales osmóticos menores a-1.6 MPa permiten la germinación de las semillas (Cruz­

García et al. , 1995). La protrusión radicular durante el OSMA representa un problema pues 

como ya se mencionó anteriormente, al tiempo que emerge la radícula, la plántula se vuelve 

muy sensible a la desecación 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 

protrusión radicular y que una vez que las semillas se encuentran en condiciones óptimas de 

humedad no muestren pérdida de viabilidad y que su germinación sea más rápida y 

uniforme; además, 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 agrícola. 
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Especie Potencial hídrico Temperatura Duración Referencia 

Trigo Dell'Aquilla y 

Triticum durum Norba -1.5 MPa 20ºC 24-72 h Spada, 1992 

Chile Saracco, et al. , 1995 

Capsicum annum -1.1 y - 1.5 MPa 20ºC Entre 2 y 12d 

Girasol Helianthus Chojnowsky, et al. , 

annuus 'Mirasol' -2 MPa 15ºC 7d 1997 

Lechuga lactuca Tarquis y Bradford, 

saliva 'Empire -1.5 MPa 20ºC Entre 1 O y 24h 1992 

Jitomate l ycopersicum 

esculentum 
-1 MPa 20ºC Entre 1 y 12 d Liu et al. , 1993 

'Moneymaker 
8d Liu et al. 1996 

- 1.0 MPa 15ºC Entre 3 y 7 d Ózbingtil et al ., 1998. 
'E/ko 

Frijol Sánchez-Jiménez, et 

Phaseo/us vulgaris -0.8 MPa 25ºC Entre 3 y 7 d al ., 1997 

Maíz Cruz-García et al ., 

Zea mays 'Chalqueño' -1.7 MPa 25ºC Entre 1 y 10 d 1995 

.. 
Tabla 1.1 Cond1c1ones de OSMA para algunas especies 

Además de lo anterior, los estudios para comprender los fenómenos que ocurren 

durante el OSMA han mostrado otros rasgos fisiológicos . 

Como ya se mencionó, durante la imbibición es posible detectar 3 fases en la entrada de 

agua. Cuando se siguió el patrón de imbibición en semillas de lechuga (Lactuca sativa) y 

de frijol (P. vulgaris) durante el OSMA, se registró un patrón en la entrada de agua, similar 

al comportamiento descrito durante las fases 1 y 11 durante la germinación normal, aunque 

después de la meseta que correspondería a la fase 11, solo se observó la entrada de agua 
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rápida correspondiente a la fase 111 cuando se retiro el agente osmótico. de modo que el 

aumento en la tasa de germinación después del OSMA puede deberse a un acortamiento en 

el proceso de imbibición de las semillas (Tarquis y Bradford, 1992, Sánchez-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 períodos prolongados puede provocar la disminución 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 más de 

1 O días muestran una menor longevidad, durante el almacenamiento posterior (Chojnowsky 

et al. , 1997). A partir de estos resultados podría proponerse que también la vida de almacén 

se acortará después del OSMA, lo cual ha sido mostrado para el caso de semillas de 

jitomate (Alvarado y Bradford, 1988). 

Por otro lado, el acondicionamiento de semillas de jitomate (L. esculentum) (Ózbingol 

et al. , 1998) y de remolacha azucarera (B. vulgaris) (Capron et al , 2000) provoca que las 

semillas puedan germinar a concentraciones más bajas de oxígeno y en un rango de 

temperaturas más amplio, respecto a las semillas que no han sido osmoacondicionadas, 

aunque la respuesta germinativa sigue mostrando un patrón similar a lo que se observa en el 

caso de semillas control, disminuyendo la tasa de germinación conforme la concentración 

de oxígeno baja ó cuando la temperatura se aleja de un óptimo de entre 25 y 30ºC. 

Las semillas para las que se han establecido las condiciones de OSMA y que se han 

estudiado de manera más profunda corresponden en su mayoría a especies que se emplean 

para el consumo humano y para las que es deseable la optimización de su manejo en cuanto 

a producción; sin embargo también se han hecho algunos estudios encaminados a emplear 
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el OSMA como una herramienta para aumentar la tasa de germinación en especies que 

pueden ser empleadas para la restauración de áreas naturales degradadas ó deterioradas, 

como es el caso de las semillas de pasto de las especies Elymus 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 permitiría competir más 

favorablemente en ambientes donde otras especies más 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 fenómeno similar 

al OSMA pues se sabe que las semillas del arbusto Wigandia urens germinan más rápida y 

uniformemente que las semillas que han sido osmoacondicionadas cuando permanecen 

enterradas durante algún tiempo (González-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 fisiológicos 

provocados por el OSMA, también se ha mostrado interés por los cambios a niveles 

bioquímico y molecular. 

l.1.2.1 Cambios bioquímicos y moleculares. 

Los primeros reportes en este aspecto mostraron que los tratamientos de imbibición por 

períodos cortos provocaban un aumento en la síntesis de RNA y de proteínas en semillas de 

centeno (Sen y Osbome, 1974); posteriormente Coolbear y Grierson (1979) observaron 
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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 búsquedas de genes que serían afectados por el OSMA. 

De semillas de coliflor se aisló un transcrito que al parecer codificaría para una proteasa y 

aunque no se sabe si desempeña algún papel en la germinación, es interesante el que la 

cantidad de RNA mensajero aumente en semillas durante OSMA, a niveles superiores a los 

detectados durante la germinación (Fujikura et al. , 1995). 

Otro RNA mensajero que se ha visto que cambia en respuesta al OSMA se encontró en 

semillas de cano la (Brassica napus), el cuál codifica para una proteína denominada BnPIP 1 

perteneciente a la familia de las acuaporinas, proteínas que forman canales que permiten la 

entrada específica de agua a la célula y su expresión se incrementa en semillas que han sido 

osmoacondicionadas, no así la expresión de otra acuaporina, Bny-TIP2 la que solo aumenta 

después de la protrusión radicular, sugiriendo que la primera participaría en la entrada de 

agua a la semilla en las etapas tempranas de la germinación (Gao et al., 1999). 

Los avances en las técnicas de proteómica han permitido examinar los cambios en el 

perfil de proteínas 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 mayoría de las proteínas presentes en la semilla seca no 

cambiaba durante la imbibición; solamente 39 proteínas mostraron cambios durante la 

imbibición y en semillas acondicionadas sólo pudo observarse el aumento en los productos 

de degradación de proteínas de almacenaje pertenecientes a la familia de las cruciferinas 

12S y un aumento en la cantidad de tubulina y de proteínas de estrés térmico (LEA, por sus 
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siglas en inglés Late Embriogenesis Abundan!). Acerca de lo que ocurría durant..: OSMA en 

cuanto a las proteínas de almacenaje y a la tubulina ya se habían hecho estudios en los que 

se habían encontrado resultados similares a los obtenidos en este análisis proteómico. 

En semillas de remolacha azucarera (B. vulgaris) se ha estudiado la globulina 11 S, una 

proteína de almacenamiento muy abundante en ésta especie, se ha observado que, durante 

las primeras de germinación se da la solubilización de la subunidad básica de esta proteína; 

interesantemente. durante el OSMA también se observa dicha solubilización (Job et al. , 

1997). 

Respecto a la tubulina, se ha encontrado que esta se acumula durante las primeras horas 

de imbibición de semillas de jitomate (L. esculenturn) y esta acumulación también se da 

cuando las semillas son osmoacondicionadas y además, 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 acumulación podría ser responsable, al menos en parte, del adelanto 

observado en la germinación. 

Se ha observado que algunas proteínas pertenecientes a la familia LEA sufren cambios 

durante el OSMA. Durante la formación de semilla, éstas se acumulan hacia las etapas 

tardías de maduración y desecación de las semillas. Se sabe que en semillas de frijol 

algunas de las proteínas LEA así como su nivel de transcrito disminuyen conforme 

transcurre el tiempo de OSMA. Por otro lado, durante los dos primeros días de OSMA en 

maíz también se observa una disminución en transcritos y proteínas, pero si el tratamiento 

continua, produce un aumento en la cantidad de estas proteínas (Campos-Álvarez et al., 

2002). En las etapas tempranas de la germinación la cantidad de proteínas LEA disminuye 
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en ambos casos; lo anterior evidencia las diferencias que pueden darse en la percepción 

bioquímica del OSMA entre las especies. 

Dado que las fluctuaciones en la cantidad de las proteínas no indica si éstas se 

encuentran activas ó no, también se ha monitoreado la actividad de algunas enzimas. 

Una proteína que juega un papel muy importante durante la germinación es la endo-P­

mananasa, pues durante las primeras horas de imbibición se eleva su actividad ya que 

participa en el debilitamiento de las capas que rodean al embrión. 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 óptimas (Nascimento et al., 2001). 

En semillas de girasol (Helianthus annuum) durante el OSMA se da un aumento en la 

actividad de la superóxido dismutasa y de la catalasa, además de la aparición de una 

isoforma adicional de esta última. Esta enzimas participan en la eliminación de especies 

reactivas de oxígeno (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 

germinación de las semillas. 

Ya que uno de los usos del OSMA es devolver a semillas envejecidas el vigor y que 

una de las características de estas semillas es la disminución en su capacidad de síntesis de 

etileno, en la que participa la ACC-oxidasa, era de esperarse que esta enzima mostrara 

cambios cuando las semillas perdían 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 reparación de las membranas (Chojnowsky 
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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 envejec idas y posteriormente osmoacondicionadas las 

actividades de estas enzimas se recuperan notablemente, a niveles similares a los 

encontrados en semillas que no fueron sometidas a ningún tratamiento (Shatters et al. , 

1994 ). La correlación observada entre la recuperación del vigor y el aumento en las 

actividades de las proteínas mencionadas, sugiere un papel importante para éstas en la 

germinación. 

Ya que la mayoría de los fenómenos descritos también son observados durante las 

primeras horas de imbibición se ha sugerido que durante el acondicionamiento ocurren 

procesos bioquímicos semejantes a los que ocurren durante las primeras horas de la 

germinación. 

Uno de los tópicos que han causado más controversia es, si durante el OSMA de 

semillas de distintas especies se da replicación del DNA y/ó división celular. Se sabe que la 

mayoría 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 replicación del DNA durante el OSMA solo ha 

sido documentada consistemente para el caso del jitomate, aunque no se ha observado que 

el ciclo celular continúe hacia mitosis, por lo que se ha propuesto que las células del eje 

embrionario quedarían estacionadas en la fase 02 del ciclo celular (de Castro, et al. 2000); 

también en semillas de chile se ha visto un aumento en el contenido de DNA que 

correspondería a la entrada a la fase S durante el OSMA (Lanteri et al., 1993). En otras 

especies como puerro, trigo, nuez (Bray, 1995), frijol (Sánchez-Jiménez, et al., 1997) y 
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maíz (Cruz-García et al.. 1995), se detectan niveles basales de síntesis de DNA que no se 

asemejan a los niveles esperados en replicación y se ha sugerido que más bien puedan estar 

asociados a procesos de reparación del DNA, que finalmente son parte importante de los 

cambios que ocurren durante el tratamiento y que contribuyen con los beneficios 

observados durante la germinación 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 

replicación 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 G 1, en la que la 

célula deberá tomar la decisión de volver a replicar su genoma. 

Durante el ciclo celular en células eucariotes se encuentran activas dos familias de 

proteínas muy importantes, las ciclinas cuyas cantidades varían a lo largo del ciclo y las 

cinasas dependientes de ciclinas ó Cdks. Las ciclinas se reconocen estructuralmente por la 

presencia de dos dominios característicos, la caja de ciclinas formada por alrededor de 100 

aminoácidos y que es el dominio responsable de la interacción con las Cdks y la caja de 

destrucción localizada en el extremo amino terminal (Dewitte y Murray, 2003); por otro 

lado, las Cdks se caracterizan por la presencia de una secuencia PST AIRE, ó variantes de 

ésta, que es importante para la unión a las ciclinas (Mironov et al., 1999). Estas dos familias 

proteicas forman heterodímeros y poseen actividad de cinasa de serina y treonina para 

sustratos específicos. Dada la importancia de la formación 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, 
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por asociación de proteínds inhibidoras, a través de su localización subcelular y pvr 

degradación (MarÜn-Castellanos, 1997). 

Al inicio de G 1 se forma el complejo ciclina D-Cdk4/6: su actividad de cinasa puede 

ser bloqueada por la asociación de proteínas inhibidoras, las cuales se agrupan en dos 

familias, las Cip/Kip en donde se encuentran p21 Cipl , p27Kipl y p57KipZ y, por otro lado. la 

familia Ink4 en la que se encuentran p l 61
"k

4ª, p l 51
ºk

4
b y p l 81

"k
4
c (Sherr y Roberts, 1999). En 

presencia de señales mitogénicas, la actividad de cinasa del complejo se activa siendo su 

principal blanco la proteína de retinoblastoma (Rb). La importancia de esta proteína radica 

en su capacidad para asociarse, por un lado, al factor transcripcional E2F-DP inhibiendo la 

progresión 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 múltiples sitios de fosforilación, se requiere de otro complejo, CicE-Cdk2 que en 

la fase G 1 tardía la fosforita en sitios distintos a los fosforilados por CicD-Cdk4/6 y la 

mantiene en un estado inhibido. 

La asociación 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 señal, a 

través de la activación de CicD-Cdk4/6 (Trimarchi y Lees, 2001). 

Cuando E2F-DP es liberado se induce la expresión de genes codificantes para varias 

proteínas, entre las que se encuentran reguladores del ciclo celular como cicE, cicA, Cdc2, 

Cdc25, E2F y Rb, enzimas que participan en la biosíntesis de núcleotidos como la 

dihidrofolato reductasa, la timidilato sintetasa y la timidina cinasa además de proteínas que 

se pueden encontrar en los orígenes de replicación como Cdc6, Ore 1 y las proteínas MCM 

(por su nombre en inglés MiniChromosome Maintenance) (Trimarchi y Lees, 2001). 
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En la replicación del DNA participan un::i gran cantidad de proteínas. Los orígenes de 

replicación son reconocidos por la presencia de 6 proteínas ORC, 6 proteínas MCM, las 

proteínas Cdc6 y Cdt 1 (Liang y Stillman, 1997). La activación del origen se da por la 

fosforilación de algunas de estas proteínas y las cinasas involucradas son CicE-Cdk2 y 

DDK, un heterodímero formado por Cdc7 y Dbf4 con actividad de cinasa que fosforila a las 

proteínas MCM, promoviendo su actividad de helicasa (lshimi, 1997) abriendo la doble 

cadena de DNA con lo que se permite la entrada de la maquinaria de replicación. La primer 

proteína en unirse a la cadena es RP A quien permite la entrada de un complejo con 

actividad de ONA primasa-DNA polimerasa; la primasa se encarga de sintetizar un 

oligoribonucleótido con un extremo 3' -0H que puede ser reconocido por la polimerasa a 

que entonces polimeriza un oligodesoxiribonucleótido, el extremo del cual es reconoc ido 

por la proteína RFC que coloca a PCNA, un homotrímero que forma un anillo alrededor del 

DNA. PCNA puede ser reconocido por proteínas de la maquinaria de replicación (FEN 1, 

DNA ligasa 1 y ONA polimerasas E y o), participantes en el ciclo celular (p2 l , Cdk2) e 

involucradas en la reparación del DNA (XP-G) (Kelman, 1997). La procesividad de la 

DNA polimerasa o, (la capacidad para agregar nucleótidos a la cadena de ONA en un solo 

evento de unión) depende de su asociación con PCNA. La replicación del DNA se da en 

una cadena de modo continuo y en la otra de manera discontinua; en esta última se requiere 

eliminar los cebadores por proteínas como la RNasa H, a la vez que la DNA polimerasa o 

y/ó E agrega los desoxinucleótidos faltantes. Finalmente es necesario unir los fragmentos de 

DNA mediante la DNA ligasa. 

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

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

15 



controlada por otro complejo con actividad de cinasa. CicB-Cdc2, el cuál 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 básicos 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 maíz (Dewitte y Murray, 2003) 

Las Cdks mejor caracterizadas han sido las tipo A y B; Cdk-A posee el motivo 

PST AIRE, una de las características que distinguen a las Cdks. La regulación de esta 

proteína se da a nivel postraduccional, pues su actividad de cinasa es máxima en G 1 /S y 

G2/M, aunque la cantidad de transcrito y de proteína permanece constante (Mironov, et al. , 

1999). También se han observado diferencias entre tejidos, pues su expresión es muy alta 

en tejidos en proliferación y sólo está presente en pequeñas cantidades en tejidos 

diferenciados (Segers et al. , 1996). La otra cinasa dependiente de ciclinas es la Cdk-8 ; en 

las especies estudiadas su actividad de cinasa está restringida a la transición G2/M 
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(Mirono\· et al., 1999). Además 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 1 O, 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); además, 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 maíz (Bonnioti y 

Gutierrez, 2001). Por otro lado, la expresión del gen de CicD3;1 es inducida por sacarosa y 

por citocininas, además de que la actividad de cinasa asociada a estos complejos también 

responde a señales externas, elevándose en presencia de citocininas (Riou-Khamlichi et al.. 

2000). 

En Arabidopsis thaliana se han detectado 1 O 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 transición 

G2iM (Mironov et al ., 1999), mientras la actividad asociada a las ciclinas B se restringe a la 

transición G2/M y a M (Ito, 2000). 

Dado que en sistemas animales uno de los mecanismos de regulación de los complejos 

ciclina-Cdk que participan en la transición G l/S es mediante la asociación de inhibidores. 

la búsqueda de estas proteínas en plantas permitió la detección de un grupo de 7 proteínas 

denominadas KRPs ó ICKs, cuya homología con los inhibidores Kip/Cip se limita al 

carboxilo terminal. En experimentos de doble híbrido ninguna de estas proteínas es capaz 

de interactuar con Cdk-B y solo las KRPs l, 2 y 7 se unen a Cdk-A (De Veylder et al ., 

2001). Además la proteína es capaz de disminuir la actividad de cinasa de Cdk-A y en 

plantas transgénicas afecta el número de células y la morfología 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 ó no a proliferación celular (Richard et al. , 2002). 

Otras proteínas que se han aislado de plantas son las homólogas al factor transcripcional 

E2F y su proteína asociada DP. En arroz se han encontrado secuencias consenso de unión 

para E2F-DP en los promotores de varios genes, como los que codifican para PCNA 

(Kosugi y Ohashi, 2002), MCMs y ribonucleótido reductasa; además, se ha demostrado la 

funcionalidad de las dos secuencias de unión 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 

tha/iana que se puede asociar a proteínas 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 homólogos de varias proteínas 

que participan en la replicación del DNA, entre las que podemos mencionar a ORCI 

(Kimura et al. , 2000), DNA polimerasas tipo a, p y o (Luque et al. , 2000, García et al. , 

1997, Coello y V ázquez-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 transición G 1 /S la vía Rb-E2F se encuentra conservada. El 

aislamiento de la gran mayoría de las proteínas homologas a la maquinaria de replicación y 

las interacciones que hasta ahora se han descrito también apuntan a una mecanística similar 

a la descrita en animales (Fig. 1.3) . 
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Fig. 1.3 Esquema de la transición G l/S del ciclo celular en plantas 
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11. ANTECEDENTES 

Nuestro grupo de trabajo se ha dedicado a la investigación de los cambios moleculares 

que ocurren en semillas de maíz durante las primeras horas de la germinación, así como la 

influencia de las hormonas benziladenina y ácido abscísico, enfocándose a los eventos 

asociados al ciclo celular, particularmente a las fases G 1 y S y a la transición entre éstas. 

1) Se estableció que en ejes embrionarios de maíz, el 90% de las células se 

encuentran en fase G 1 (Baiza et al., 1989). Cuando las semillas se embeben es posible 

detectar síntesis de DNA de tipo replicativo entre las 12 y 15 horas de la imbibición (Reyes 

et al., 1991). 

2) PCNA es una de las proteínas que nuestro grupo ha estudiado más 

profundamente. Con el uso de un anticuerpo homólogo se ha podido establecer su presencia 

en semilla seca y que su cantidad aumenta conforme avanza el tiempo de imbibición, 

presentando su máximo a las 24 horas. Cuando las semillas son embebidas en presencia de 

citocininas, las cuales aceleran la germinación, se favorece su acumulación, encontrándose 

niveles similares a los del control a las 6h de imbibición; por el contrario, con ácido 

abscísico el cuál inhibe la germinación, no se observaron cambios en la cantidad de la 

proteína; esta correlación entre el avance de la germinación y la acumulación de PCNA 

sugirie un papel para PCNA dentro del proceso germinativo (Herrera et al., 2000). 

3) Una Ciclina tipo O se ha detectado en semillas de maíz usando anticuerpos 

heterólogos; además usando un anticuerpo dirigido contra la región PST AIRE se pudieron 

detectar dos proteínas tipo Cdk-A. Con experimentos de inmunoprecipitación, se estableció 

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 germinación. Respecto a la otra 
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Cdk también posee actividad de cinasa, pero ésta se incrementa conforme avanza la 

germinación. aunque por el momento no se sabe a que tipo de Ciclina pueda estar asociada. 

ya que la Ciclina O reportada disminuye gradualmente hasta que a las 20 horas ya no es 

detectable, lo que se esperaría si se considera que durante la germinación 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 O gradualmente se 

degrada (Cruz-García et al. , 1998). 

4) Recientemente se ha desarrollado un anticuerpo dirigido contra una proteína Cdk­

A aislada de maíz, dicho anticuerpo se ha caracterizado y se está empleando para establecer 

el comportamiento de la Cdk-A durante la germinación de maíz bajo distintas condiciones 

(Dairo Orjuela, datos no publicados). 

5) Las DNA polimerasas están presentes en semilla seca y son funcionales, al 

evaluar su actividad in vitro. Su purificación parcial mostró la presencia de 3 actividades y 

su caracterización indica que se trata de polimerasas tipo u, 8 y j3 (García et al., 1997). 

6) La polimerasa mejor caracterizada ha sido la tipo u; mediante el uso de un 

anticuerpo homólogo se demostró que la proteína mantenía niveles constantes durante la 

germinación, pero se detectó un aumento gradual en la actividad (Coello et al. , 1992). 

Cuando se acelera la germinación con el uso de citocininas, la actividad de esta enzima se 

eleva importantemente, sugiriendo la importancia de la DNA polimerasa u dentro de la 

germinación (Gómez-Roig y Vázquez-Ramos, 2002) 

6) Cruz-García y colaboradores (1995) mostraron que el OSMA de semillas de maíz 

provocó que durante la germinación se diera una aceleración en la síntesis de DNA 
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(detectándose la incorporación de tim1dina tritiada mediante autorradiografia), 

observándose entrada a la fase S entre las 4 y 6 horas de imbibición 

La evidencia obtenida no so lo en maíz 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 1 y 11 de la germinación normal. En el caso de maíz, la evidencia 

sugiere que el tratamiento permite que en la germinación posterior las células entren de un 

modo más rápido a la fase S, aunque se desconoce como se establecen y regulan estos 

fenómenos. 
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111. HIPÓTESIS. 

Si el OSMA de semillas de maíz provoca la detención de las células del eje 

embrionario en un punto del ciclo celular previo a S, entonces las semillas sujetas a este 

tratamiento no mostrarán cambios en los niveles de PCNA, ciclina D y Cdk-A, así como en 

los niveles y actividad de las DNA polimerasas. Durante la germinación post-OSMA 

deberá darse un aumento rápido en la cantidad de PCNA así como en los niveles y 

actividad de las DNA polimerasas a y 8; asimismo se espera una rápida disminución en la 

cantidad de ciclina D lo que deberá correlacionar con una caída en la actividad de la cinasa 

asociada a esta proteína. 



IV. OBJETIVOS 

4.1 Objetivo General 

Establecer los cambios que se dan en los niveles y actividad de algunas proteínas 

características de las fases G 1 y S del ciclo celular en las semillas de maíz cuando se 

osmoacondicionan durante distintos tiempos y en las primeras horas de la germinación 

post-OSMA 

4.2 Objetivos particulares 

Determinar el comportamiento de los niveles de proteína de PCNA, Ciclina D y 

Cdk-A en semillas osmoacondicionadas a distintos tiempos y durante las primeras 

horas de germinación post-OSMA. 

Observar si hay efectos sobre los niveles de proteína y en la actividad de la DNA 

polimerasas tipo a, así como sobre la actividad de la DNA polimerasa tipo o en el 

OSMA y en la germinación post-OSMA 
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V MATERIAL Y MÉTODOS 

5.1 Material biológico 

Se utilizaron semillas de maíz 'Chalqueño ' de la cosecha 2001 , compradas en el 

municipio de Valle de Chalco, Estado de México. 

La preparación de todas las soluciones empleadas se detalla en el anexo de 

soluciones. 

5.2 Imbibición y OSMA de semillas de maíz. 

Antes de los tratamientos las semillas fueron desinfectadas por 5 minutos con 

Captan ® para controlar la proliferación de hongos, se colocaron sobre papel Whatman 

para eliminar el exceso de funguicida y se pusieron en tres condiciones distintas; 

Imbibición normal, en la que se colocaron las semillas envueltas en toallas húmedas 

de papel en una caja Petri, dentro de una bolsa de plástico y se incubaron a 25ºC durante 3, 

6, 9, 12, 15, 18, 21y24 horas. 

Osmoacondicionamiento, para el cual las semillas desinfectadas se pusieron en una 

caja Petri con polietilenglicol 8000 al 38%, el cuál proporciona un potencial osmótico de 

-1. 7 MPa (Cruz-García, et al., 1995), con una proporción de l mi por cada eje embrionario 

y se incubaron a 25ºC durante l , 2, 3, 5, 7 y 10 días. 

Imbibición post-OSMA. Transcurridos l O días de OSMA las semillas se lavaron 

con agua corriente para eliminar el PEG 8000 y se envolvieron en toallas húmedas de papel 

durante 3, 6 y 9 horas, dentro de una bolsa de plástico. 
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Una vez transcurridos los tiempos indicados para cada tratamielllo, se realizó la 

extracción manual de los ejes embrionarios y se almacenaron a 4ºC hasta su uso. 

En todos los casos se procuró hacer la extracción de proteína durante las siguientes 

24h a la obtención de los ejes. 

Los extractos que sirvieron como fuente de proteína 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 Obtención del extracto crudo de proteínas para los experimentos tipo Western 

blot. 

Todo el procedimiento se realizó a 4ºC. Los ejes correspondientes a cada uno de los 

tratamientos se maceraron en un mortero con pistilo, en presencia de 2 mi de buffer de 

homogeneización y 200 µl de un coctel de inhibidores de proteasas Complete ®, después se 

centrifugó a 14000 rpm durante 15 minutos, se recuperó la fase acuosa y se colocó en un 

tubo limpio eliminando de este modo la mayoría de los restos celulares y lípidos: este 

procedimiento se repitió dos veces más, para eliminar por completo la fracción lipídica. Se 

determino la cantidad de proteína por el método de Bradford en cada extracto obtenido y se 

hicieron alícuotas de 50 µl que se almacenaron a - 70ºC para minimizar la degradación de 

proteínas. 
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5.4 Obtención del extracto crudo para evaluar la actividad <le DNA polimerasas. 

Al igual que en la obtención de proteína para experimentos tipo Western blot, todo 

el proceso se hizo a 4ºC; los ejes embrionarios se maceraron en un mortero con 5 mi de 

buffer de homogeneización y 100 µI de solución de inhibidores de proteasas Complete ®. 

La mezcla se centrifugó a 14 000 rpm durante 15 minutos. la fase soluble fue transferida a 

un tubo de policarbonato y se centrifugó a 63 000 rpm durante una hora para eliminar restos 

celulares, lípidos y poliribosomas que pudieran interferir con la medición de la actividad de 

DNA polimerasas y/o el fraccionamiento de las actividades específicas correspondientes a 

las DNA polimerasas tipo a y 8. 

5.5 Cuantificación de proteína por el método de Bradford. 

Para determinar la concentración de proteína de los extractos obtenidos, se preparó 

una solución stock de albúmina de suero bovino (BSA) (lµg/µl) a partir de la cual se tomó 

la cantidad necesaria para obtener concentraciones de 2, 4 ,6 ,8 y 1 O µg/ml. Por otro lado, 

se tomó 1 µl y tanto a las muestras de BSA como a las muestras problema se les añadieron 

800µ1 de reactivo de Bradford, se llevó a un volumen de 1 ml con agua desionizada e 

inmediatamente se registró la absorbancia en el espectrofotómetro a 280 nm. Con los datos 

obtenidos con la O BSA se construyó una curva patrón en la que se interpolaron los datos de 

los extractos proteicos. 
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5.6 lnmunoreconocimiento 

Se prepararon geles de poliacrilamida con una concentración de 5% para el gel 

apilador y de 14% para el gel separador cuando se detectó a las proteínas PCNA, Ciclina 

0 2 y Cdk-A y del 10% para detectar a la DNA polimerasa tipo a. Estos geles se cargaron 

con 20 µg de proteína de los extractos de interés, de ejes de semillas embebidas en 

condiciones normales, de ejes provenientes de semillas con distintos tiempos de OSMA y 

de ejes de semillas que fueron embebidas después del OSMA. Una vez que las proteínas se 

separaron en el gel de poliacrilamida se transfirieron a una membrana de PVDF 

(lmmobilon, 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 

proteína, se hizo la tinción del gel y de la membrana de PVDF empleando solución de 

Bradford y rojo de Ponceau respectivamente. Posteriormente la membrana se lavó durante 

1 O minutos con PBS 1 x, para eliminar el colorante y se incubó durante una hora con 

solución de bloqueo que, posteriormente se cambio, y a ésta se agregó el primer anticuerpo 

a la dilución correspondiente (Tabla 5.1) 
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Proteina de interés PCNA Ciclina D2 Cdk-A DNA polimerasa a 

Proteína completa Fragmento de la Proteína completa 
Origen de la Holoenzima de 

de maíz proteína de maíz de maiz 
proteina empleada maíz puri ficada por 

sobrexpresada en E. sobreexpresada en sobreexpresada en 
como antigeno cromatografia 

coli E. coli E. coli 

1 er anticuerpo 
1 : 2000 1 : 2000 1 : 6 000 1:6 000 

Dilución 
2 horas 3 horas 1 hora 1 hora 

Tiempo incubación 

1 

-10 min . PBS lx -10 min. PBS lx -10 min. PBS lx - 10 min. PBS l x 

Lavados ler -10 min. PBS lx + -10 min. PBS lx -10 min . PBS l x + -10 min. PBS lx + 

anticuerpo NaCI 0.5M NaCI 0.5M NaCI 0.5M ' 
-10 min. PBS lx - 10 min. PBS lx -10 min. PBS lx -10 min. PBS lx 

Gutiérrez-Aguilar, Dairo Orjuela, no Coello y Vázquez-
Referencia Herrera et a l. , 2000 

2004 publicado Ramos, 1995 

Tabla 5.1 . Condiciones empleadas en los expenmentos tipo Western blot para detectar a las protemas PCNA. 

Ciclina 02, Cdk-A y DNA polimerasa tipo a . 

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

3 lavados para eliminar cualquier posible unión inespecífica y se incubó durante una hora 

con solución de bloqueo en la que se diluyó el anticuerpo secundario ( 1 : 1 O 000) dirigido 

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

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

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

25ºC. 



La visualización de las proteínas se logró colocando las membranas en las 

soluciones del kit ECL (Amersham Biosciences). el cual contiene H20 2 y un reacti vo que 

cuando entra en contacto con la peroxidasa que esta conjugada al anticuerpo secundario, la 

reacción se detecta exponiendo placas fotográficas a la membrana. 

S. 7 Evaluación de la actividad de polimerasas 

-Medición de la actividad 

Inmediatamente después de obtener el extracto proteico de los ejes embrionarios 

sometidos a los distintos tratamientos, se tomaron 5 µl y se agregaron a 45 µl de mezcla de 

reacción, que contiene los elementos necesarios para que las ONA polimerasas incorporen 

desoxinucleótidos, incluyendo timidina marcada con tritio, a un molde de DNA. Los tubos 

fueron incubados durante 30 minutos a 37ºC y la reacción se detuvo agregando 3ml de 

ácido tricloroacético al 20%; para obtener el DNA sintetizado y que puede ser rastreado 

detectando la incorporación de radiactividad, la mezcla se pasó a través de filtros de fibra 

de vidrio (Millipore) empleando un sistema al vacío. Para favorecer que los filtros se 

secaran, se enjuagaron con etanol al 90% y se pusieron a SOºC durante 30 minutos. Los 

filtros se colocaron en viales que contenían 2.Sml de liquido de centelleo. La lectura de la 

incorporación de radiactividad se hizo en un contador de centelleo y con los datos 

obtenidos sobre la concentración de proteína se normalizaron los resultados obtenidos. 
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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 densitometría, los valores obtenidos se normalizaron tomando como referencia los 

resultados obtenidos en semilla seca, dándole el valor de 1. Se obtuvo el promedio y la 

desviación estandar y estos resultados fueron graficados. 
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VI RESULTADOS 

6.1 Evaluación fisiológica 

Para evaluar el vigor de las semillas y asegurar las condiciones adecuadas de 

osmoacondicionamiento de las semillas empleadas en este estudio, se decidió hacer una 

curva de germinación. Se emplearon 3 repeticiones con lotes de 25 semillas para cada 

tratamiento. Para osmoacondicionar las semillas se probaron las condiciones reportadas por 

Cruz-García et al. ( 1995). Después del tratamiento, las semillas se lavaron con agua 

corriente, se envolvieron en toallas de papel húmedas, se colocaron en una bolsa de plástico 

y se incubaron a 25ºC. Se registró el número de semillas que germinaron y se elaboró la 

curva de germinación que se muestra en la Fig. 1, donde se observa cómo en los lotes 

osmoacondicionados se registró protrusión 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 germinación fue diferente pues en los lotes control esto se dio entre las 46 y 48 

horas, mientras que en las semillas osmoacondicionadas esto sucedió alrededor de las 32 

horas. Por otro lado, después de 50 horas de germinación, en los lotes control solo se 

obtuvo el 81 % de la germinación, mientras que los lotes de semillas osmoacondicionadas 

mostraron un aumento en el porcentaje final de germinación, obteniéndose valores de entre 

el 91 y el 97%. Las diferencias obtenidas entre los distintos tiempos de OSMA y las 

semillas control fueron significativas y, aunque se registraron algunas variaciones entre los 

distintos tiempos de OSMA, estos no fueron estadísticamente significativas. 
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Fig. Efecto del OSMA en la velocidad de genninación. Se presenta la curva de genninación de semillas 

control (SS) y de semillas osmoacondicionadas por 1, 2, 3, 5, 7, y 10 días. 

Con estos resultados se verificó la eficiencia del tratamiento y, se pudo determinar 

que, entre cada tiempo de OSMA no hubo diferencias significativas en los parámetros 

fisiológicos evaluados durante la imbibición; para determinar el efecto del tratamiento y si 

la prolongación del OSMA provocaba algún cambio sobre el avance del ciclo celular en las 

células del eje embrionario, se evaluó el comportamiento de proteínas involucradas en la 

transición G l/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 empleó como fuente de 

proteína para hacer experimentos Western blot. Cada uno de los experimentos se hizo en 

extractos obtenidos a partir de 3 lotes de semillas distintos. Además en cada extracto el 

experimento se realizó por triplicado. 
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Estudios previos en el laboratorio han mostrado una correlación entre el tiempo de 

imbibición y la acumulación de PCNA. por lo que se decidió seguir el comportamiento de 

esta proteína durante el OSMA; por otro lado se sabe que los niveles de DNA polimerasa a 

no cambia durante la germinación (Coello y Vázquez-Ramos, 1995); era por tanto 

importante establecer si su presencia era afectada por el OSMA ó si su comportamiento 

era similar a lo que se observaba en condiciones normales de germinación. De igual modo 

en el caso de CicD y Cdk-A, la variación en los niveles podría sugerir procesos particulares 

al OSMA, debidos al estrés osmótico, y no solo un adelanto de los eventos tempranos de 

germinación, por lo que se hicieron experimentos para rastrear cada proteína, empleando 

extractos correspondientes a ejes embrionarios obtenidos de semillas embebidas en 

condiciones normales y semillas osmoacondicionadas y embebidas. Con este tipo de 

experimentos se podría determinar si el comportamiento de las proteínas se modificaba por 

efecto del OSMA de un modo similar a lo que ocurre durante las primeras horas de 

imbibición ó si los cambios pudiesen estar asociados al estrés que significa el OSMA para 

la semilla. 

6.2 Germinación normal y OSMA. 

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

Para establecer las fluctuaciones en los niveles de proteínas de interés durante la 

imbibición se usaron extractos de ejes embrionarios de semillas secas, embebidas en 

condiciones normales y osmoacondicionadas por los tiempos ya mencionados en material y 

métodos. 
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La proteína PCNA fue detectada por un anticuerpo homólogo y se observó como 

una banda de 29 kDa (Fig. 2), que presentó un aumento gradual conforme avanzó el tiempo 

de imbibición, como ya se reportó anteriormente (Herrera et al.. 2000). 
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Fig. 2. Niveles de la proteína PCNA en ejes embrionarios de semillas de maíz secas (SS) y embebidas por 

3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 y 24 horas. (A) Detección de PCNA, (B) Proteínas teñidas con reactivo de Bradford y, 

(C) Gráfico obtenido a partir del análisis de densitometrfa. 
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Por otro lado, en ejes de semillas osmoacondicionadas (Fig. 3) aun cuando se 

observaron algunas fluctuaciones, éstas no mostraron diferencias estadísticamente 

significativas. 
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Fig. 3. Niveles de la proteína PCNA en extractos proteicos de ejes embrionarios disectados de semillas secas 

(SS) y osmoacondicionadas por los tiempos indicados. (A) Detección de PCNA, (B) Proteínas teñidas con 

reactivo de Bradford y, (C) Gráfico obtenido a partir del análisis de densitometría. 

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

mostró fluctuaciones importantes en las primeras 24 h de imbibición, con un 



incremento hasta las 9 h y, a las 12 h fue evidente una caída drástica en la cantidad de 

ciclina 02; sm embargo a las 15 h los niveles se recuperaron detectándose incluso 

niveles de proteína más altos que a las 9 h. Posteriormente la cantidad de la proteína 

disminuyó gradualmente. Este patrón se obtuvo reproduciblemente en las réplicas del 

experimento. 
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Fig. 4. Niveles de la proteína Ciclina 02 en ejes embrionarios de semillas de maíz secas (SS) y embebidas por 

3, 6, 9, 12, 15 , 18, 21y24 horas. {A) Detección de Ciclina 02, (B) Proteínas tefüdas con reactivo de Bradford 

y, (C) Gráfico obtenido a partir del análisis de densitometría. 

37 



Cuando se detecta ciclina 02 en los extractos con distintos tiempos d..: OSMA. se 

observó que los niveles de esta proteína se mantienen relativamente constantes y so lo se 

observó una disminución significativa en la señal de la muestra proveniente de ejes de 

semillas osmoacondicionadas por dos días (Fig. 5) . 
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Fig. 5. Niveles de la proteína Ciclina D2 en extractos proteicos de ejes embrionarios disectados de semi llas 

secas (SS) y osmoacondicionadas por los tiempos indicados. (A) Detección de PCNA, (B) Proteínas teñidas 

con reactivo de Bradford y, (C) Gráfico obtenido a partir del análisis de densitometría. 
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En el experimento para evaluar los c11mbios Cdk-A (Fig. 6), se observó una banda 

de 34 kDa que disminuye gradualmente hasta las 12 h y en tiempos posteriores la cantidad 

de la proteína se incrementa gradualmente. 
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Fig. 6. Niveles de la proteína Cdk-A en ejes embrionarios de semillas de maíz secas (SS) y embebidas por 3, 

6, 9, 12, 15, 18, 21 y 24 horas. (A) Detección de Cdk-A, (B) Proteínas teñidas con reactivo de Bradford y, 

(C) Gráfico obtenido a partir del análisis de densitometría. 
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El experimento para detectar a Cdk-A durante OSMA (Fig. 7). mostró que la 

cantidad de proteína permanece relativamente constante hasta por 7d y hacia los 1 Od 

disminuye la cantidad, aunque esto no es significativo. 
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Fig. 7. Niveles de la proteína Cdk-A en extractos proteicos de ejes embrionarios disectados de semillas secas 

(SS) y osmoacondicionadas por los tiempos indicados. (A) Detección de Cdk-A, (B) Proteínas teñidas con 

reactivo de Bradford y (C), Gráfico obtenido a partir del análisis de densitometria. 

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

la subunidad catalítica. Los cambios fueron muy ligeros y no se encontraron diferencias 
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significativas entre los tiempos de imbibición (Fig. 8), patrón similar al encontrado por 

Coello et al. , ( 1992). 
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Fig. 8. Niveles de la proteína DNA polimerasa a en ejes embrionarios de semillas de maíz secas (SS) y 

embebidas por 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21y24 horas. (A) Detección de DNA polimerasa a, (B) Proteínas teñ idas 

con reactivo de Bradford y, (C) Gráfico obtenido a partir del análisis de densitometría. 

Por otro lado, el OSMA por periodos cortos, hasta por 3 días, provocó una 

disminución gradual en la cantidad de la DNA polimerasa a; solo cuando el tratamiento 
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duró 3 d la disminución fue significativa. cuando las semillas fueron osmoacondicionadas 

por 5 días ó más la cantidad de proteína se recuperó (Fig. 9). 
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Fig. 9. Niveles de la proteína DNA polimerasa tipo a en extractos proteicos de ejes embrionarios disectados 

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

a, (B) Proteínas teñidas con reactivo de Bradford y, (C) Gráfico obtenido a partir del análisis de 

densitometría. 
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6.2.2 Determinación de la actividad de DNA polimerasas total durante OSMA 

Ya que se ha reportado que durante el OSMA ocurre síntesis de DNA, se evaluó 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 obtención del extracto crudo se midió la actividad de DNA polimerasas como 

se detalla en materiales y métodos; los resultados obtenidos se normalizaron con la 

concentración de proteína de cada muestra medida con la técnica de Bradford y los datos 

fueron graficados considerando el valor obtenido en semilla seca como 1 (Fig. 1 O). No se 

pudieron observar cambios significativos en la actividad presente tanto en semilla seca 

como semilla tratada por los distintos días de OSMA. 
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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 1 O días 
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6.3 Germinación normal vs. Germinación post-osma. 

6.3.1 Detección de los niveles de DNA polimerasa a, Cdk-A, Ciclina D y PCNA 

Para poder establecer si había diferencias ó no, tanto en la cantidad de proteína 

como en su comportamiento, cuando se embebían las semillas después del OSMA, se hizo 

la detección de las proteínas 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 óptimas por O, 3, 

6 y 9 horas, ya que si el OSMA acelera los tiempos de germinación, de acuerdo a lo 

reportado anteriormente (Cruz-García et al. , 1995), el período de 0-9 horas de germinación 

post-OSMA debería ser equivalente a 0-20 horas de germinación normal. Ya que la 

duración del OSMA no tuvo efectos significativos sobre la tasa de germinación, como se 

mostró en la figura 1, se decidió utilizar 1 O días de OSMA en estos experimentos solo para 

asegurar que la protrusión radicular estuviera efectivamente inhibida en cada una de las 

repeticiones. 

La comparación del comportamiento de PCNA entre las semillas tratadas y los lotes 

control, mostró el aumento gradual en la cantidad de proteína en las semillas control y, 

cuando las semillas fueron embebidas después del OSMA, también fue posible observar 

este incremento pero la acumulación fue mucho más rápida, tal que a las 6 h de imbibición 

post-OSMA se tuvieron niveles similares ó más altos que los detectados a las 18h de 

germinación normal, aunque a las 9 h la cantidad de proteína disminuyo(Fig. 11 ). 
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Fig. 11. Niveles de la proteína PCNA en extractos proteicos de ejes embrionarios de semillas de maíz secas 

(SS), embebida por 6, 12, 18 y 24 h y de semillas con OSMA por 1 O días y embebidas por O, 3, 6, y 9 h. 

(A) Detección de PCNA, (B) Proteínas teñidas con reactivo de Bradford y (C) Gráfico obtenido a partir del 

análisis de densitometría. 

Con el anticuerpo contra ciclina 02 (Fig. 12) se observó en genninación post-

OSMA un patrón oscilante en los niveles de la proteína, aunque los cambios observados no 

fueron significativos. Respecto a la cantidad de proteína, se observó un ligero aumento, en 

semillas con OSMA, pero este cambio no fue estadísticamente significativo. 
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Fig. 12 .. Niveles de la proteína Ciclina 02 en extractos proteicos de ejes embrionarios de semillas de maíz 

secas (SS), embebida por 6, 12, 18 y 24 h y de semillas con OSMA por 10 días y embebidas por O, 3, 6, y 9 h. 

(A) Detección de Ciclina 02, (B) Proteínas tenidas con reactivo de Bradford y, (C) Gráfico obtenido a partir 

del análisis 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 excepción de los ejes embrionarios de 

semillas osmoacondicionadas por 1 O días y embebidas posterionnente por 9 horas, donde 

se observó una disminución que no fue estadísticamente significativa (fig. 13). 
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Fig. 13 . Niveles de la proteína Cdk-A en extractos proteicos de ejes embrionarios de semillas de maíz secas 

(SS). embebida por 6, 12, 18 y 24 h y de semillas con OSMA por 10 días y embebidas por O, 3, 6, y 9 h. 

(A) Detección de Cdk-A, (B) Proteínas teñidas con reactivo de Bradford y, (C) Gráfico obtenido a partir 

del análisis de densitometria 

Con el anticuerpo contra DNA polimerasa a (Fig. 14), se pudo ver que la cantidad 

de proteína que se detecta durante imbibición post-OSMA mostró cambios muy ligeros, 

que no fueron significativos, de un modo similar al que se da en semillas germinadas 

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

maíz secas (SS), embebida por 6, 12, 18 y 24 h y de semillas con OSMA por 1 O días y embebidas por O, 3, 6, 

y 9 h. (A) Detección de DNA polimerasa a , (B) Proteínas teñidas con reactivo de Bradford y (C) Gráfico 

obtenido a partir del análisis de densitometría 
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6.3.2 Determinación de la actividad de polimerasas a y 8. 

Dado que los datos obtenidos anteriormente en el laboratorio permiten sugerir que 

el OSMA provoca que en la germinación subsecuente de las semillas de maíz las células 

entren de un modo más rápido a la fase S, respecto a las semillas embebidas normalmente. 

se decidió seguir el comportamiento de las DNA polimerasas. En este caso el extracto 

crudo se sometió a una cromatografía de intercambio iónico para obtener las actividades 

correspondientes a DNA polimerasas tipo a y 8, pues gracias al trabajo de Coello et al.. 

(1992 ¡ se sabe que cuando un extracto proteico de semillas de maíz se pasa a través de una 

columna de DEAE-Sepharosa y posteriormente se eluye con un buffer de fosfatos 40 m\I. 

la actividad detectada en las fracciones obtenidas corresponderá a una DNA polimerasa tipo 

8; de acuerdo a la caracterización realizada en nuestro grupo de trabajo, si posteriormente 

se eluye utilizando un buffer de fosfatos 400 mM, las fracciones estarán enriquecidas con 

una actividad de polimerasas correspondiente a una DNA polimerasa tipo a. Con estos 

experimentos se podría determinar que tipo de actividad de DNA polimerasa era la 

dominante durante el OSMA y en la imbibición posterior. Los datos obtenidos se 

normalizaron empleando la concentración de proteína 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 

corresponderían a la DNA polimerasa tipo a. Se puede ver que a las 12 horas de imbibición 



no hay un cambio significativo en la actividad de DNA polimerasas comparado con el 

control. En semilias osmoacondicionadas por 1 y 10 días la actividad de la DNA 

polimerasa tipo a aumentó en alrededor de un 60% con respecto a la semilla seca; cuando 

se utilizaron fracciones provenientes de ejes embrionarios que fueron osmoacondicionados 

por 1 O días y germinados por 3 horas, se observó 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 imbibición 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 a. Los extractos fueron obtenidos de 

semillas secas (SS}, embebidas por 12 horas, osmoacondicionadas por 1 día, por 1 O días y germinadas 

después del tratamiento por 3, 6 y 9 horas 

En la fig. 16 se muestran los resultados obtenidos con las fracciones que 

corresponderían a la DNA polimerasa tipo o. La imbibición por 12 horas en condiciones 

óptimas de humedad de las semillas provocó la disminución de la actividad, aunque como 

en el caso de la DNA polimerasa a, esta disminución no fue significativa de acuerdo a las 
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desviaciones estandar obtenidas. Las semillas osmoacondicionadas por 1 día mostraron 1111 

aumento de casi 3 veces si se compara con la actividad encontrada en semilla seca; pero 

cuando se evaluaron semillas osmoacondicionadas por 1 O días la actividad no se modificó. 

lo cuál significó una actividad 3 veces menor a lo que se registró con un día de 

osmoacondicionamiento. La germinación post-OSMA de las semillas tratadas 1 O días 

mostró una tendencia a disminuir conforme avanzo la imbibición aunque estadísticamente 

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 o. Los extractos fueron obtenidos de 

semillas secas (SS), embebidas por 12 horas, osmoacondicionadas por 1 día, por 10 días y germinadas 

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

A continuación se muestran los gráficos que sintetizan el comportamiento 
observado en los distintos tratamientos con las proteínas empleadas: 
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VII. DISCUSIÓN 

La finalidad de este proyecto fue caracterizar el comportamiento de proteínas 

marcadoras de la transición G 1 IS del ciclo celular en ejes embrionarios de maíz durante el 

proceso de OSMA, durante la germinación posterior al tratamiento, al finalizar el OSMA y 

cuando la semilla se embebe en condiciones óptimas. Esto servirá 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 G 1 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; así el 

OSMA podría ser empleado como un modelo para hacer estudios sobre aspectos del ciclo 

celular y su papel dentro del proceso de la germinación. 

El primer paso fue establecer el porcentaje de viabilidad inicial de las semillas que 

se emplearon y determinar si el procedimiento que se reportó para semillas de maíz (Cruz­

García et al. , 1995) proveía 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 observó protrusión radicular y los datos obtenidos 

durante la germinación posterior (Fig. 1) muestran cómo las semillas tratadas completaron 

la germinación más rápidamente, alrededor de 8 horas antes que las semillas control; 

además, el osmoacondicionamiento provocó que el 50% de la germinación se alcanzara de 

14 a 18 horas antes que en el control y que el porcentaje final de germinación también se 

incrementara de un 80% que fue el valor obtenido después de 50 horas de imbibición 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 germinación subsecuente, tal comn 

fue reportado por Cruz-García ( 1995) para semillas de maíz y como ha sido reportado para 

especies como frijol (Sánchez-Jiménez et al., 1997), jitomate (Ózbingol 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 duración del tratamiento 

correlacionó con una tendencia a la disminución del porcentaje final de germinaci0n. 

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 días provoca que a los 1 O días de 

imbibición post-OSMA se obtuviera el 40% de germinación, mientras que, cuando el 

tratamiento dura solo 2 días en el mismo tiempo de imbibición (10 días) el 85% de las 

semillas habían germinado (Capron et al. , 2000). 

Una vez que se comprobó la eficacia del tratamiento, se determinó si evaluando los 

niveles de proteínas del ciclo celular se podía establecer en qué punto se encontraban las 

células del eje embrionario durante el osmoacondicionamiento y si durante la germinación 

post-OSMA la fase S se adelantaba. Los marcadores empleados de G l/S fueron PC1'A, 

CicD, Cdk-A y los de la fase S, las DNA polimerasas a 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. ó 

bien osmoacondicionadas por l O días y embebidas posteriormente. 

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

osmoacondicionamiento la entrada a la fase S, de acuerdo a los niveles de incorporación de 
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timidina tritiada, ocurre entre bs 3 y las 6 horas. En base a este reporte se puede seguir el 

comportamiento de proteínas del ciclo celular cuando las células del eje embrionario se 

encuentran por entrar a la fase S. 

Durante la germinación ya se había mostrado que PCNA, cuyo papel en la 

replicación del DNA ha sido bien documentada como plataforma de anclaje para la DNA 

polimerasa 8 (Tsurimoto, 1998), se acumulaba conforme avanzaba el tiempo de imbibición 

de las semillas, encontrándose el máximo después de 18 horas de imbibición (Herrera et 

al. , 2000); esta acumulación 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, podrían estar sugiriendo el recambio de PCNA; lo anterior ha sido propuesto 

por Herrera et al. (2000), quienes observaron que cuando ejes embrionarios de maíz son 

embebidos en presencia de cicloheximida, que interfiere con la síntesis de proteínas, PCNA 

desaparece gradualmente. A partir de este experimento se propuso que la presencia y 

acumulación de esta proteína durante la germinación se debe a síntesis 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 imbibición normal, también se 

esperaría recambio de PCNA durante OSMA, aunque las células del eje embrionario no 

llegan al punto en que se da la señal que permite la acumulación de esta proteína. 

Por otro lado, ya se habían obtenido datos acerca de la síntesis de DNA durante 

OSMA. En presencia de timidina marcada radiactivamente, se había encontrado 

incorporación de radiactividad a niveles muy bajos en citoplasma y núcleo, pero una vez 
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liberadas las células del estrés osmótico la incorporación de marca en el núcleo se elevaba 

notablemente (Cruz - García 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 síntesis de DNA se lleve a 

cabo de manera eficiente, entonces debía acumularse rápidamente en germinación post­

OSMA. Esto se hizo evidente en este trabajo al observar Ja acumulación de PCNA a las 6 

horas de imbibición post-OSMA a niveles semejantes a los detectados a las 18 horas de 

imbibición 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 

acumulación de PCNA, sí permiten su rápida acumulación post-OSMA, siendo éste uno de 

Jos factores que muy posiblemente contribuya a la entrada, en tiempos más tempranos, a la 

fase S. 

Hasta ahora no se han establecido las condiciones para osmoacondicionar ejes 

embrionarios aunque sería 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 quizá indicaría que es un PCNA sintetizado 

de novo el que es importante para la germinación. Por otro lado, las semillas durante el 

OSMA podrían ser un modelo interesante para evaluar la importancia de la degradación de 

proteínas durante un proceso de desarrollo. 

Las ciclinas D son un grupo de proteínas que en sistemas animales se ha visto que 

participan en Ja transición G l/S, asociándose a una cdk; este complejo es capaz de 

fosforilar a la proteína Rb que entonces libera a E2F-DP (Adarns, et al ., 2001 ). 

induciéndose la producción de muchas proteínas que conducirán la síntesis de DNA. En el 
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caso de plantas se han detect:ido una gran cantidad de ciclinas tipo D; por ejemplo, en 

Arabidopsis se han encontrado 1 O secuencias que pueden corresponder a esta familia , 

aunque el papel de cada una de estas proteínas en el desarrollo de la planta queda por 

establecerse. En el laboratorio recientemente se obtuvieron anticuerpos dirigidos contra un 

fragmento de una ciclina tipo 02 (Gutiérrez-Aguilar, 2004). Es notable la disminución de 

esta proteína a las 12 horas, tiempo en el que la primera población de células del eje 

embrionario estaría entrando a la fase S (Baiza et al. , 1989); posteriormente, a las 15 horas 

de imbibición, los niveles de proteína se recuperan y tiende a disminuir gradualmente (Fig. 

4); este cambio es poco probable que corresponda a una segunda ronda de síntesis de DNA, 

al menos no de la misma población de células, pero podría corresponder a un segundo 

grupo de células que inicien la síntesis 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 aparición y desaparición cíclica de estas proteínas (Sherr y 

Roberts, 1991 ). En plantas este patrón no es evidente, por lo que el comportamiento 

detectado ahora podría estar dando indicios de mecanismos regulatorios distintos a los que 

se han observado en otros tejidos, que son particulares a la germinación. En semillas 

osmoacondicionadas no se observaron cambios en la cantidad de proteína cuando el 

tratamiento duró hasta 1 O días, a excepción de la muestra de 2 días de 

osmoacondicionamiento, donde se observa una caída- (Fig, 5), Ya que se sabe que la 

inhibición de la síntesis de proteínas en semillas embebidas en condiciones óptimas 

provoca que la cantidad de una Ciclina D detectada con un anticuerpo heterológo 

disminuya conforme avanza el tiempo de imbibición (Cruz-García et aL, 1998), sería 

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 podría pensarse que el estado metabólico 
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que significa OSMA no permita ni degradación ni acumulación de ciclina D. lo que qui 7á 

impediría a las células entrar a la fase S. Por otro lado, si esto es cierto entonces durante la 

germinación post-OSMA debía observarse un cambio en la conducta ó en la cantidad de la 

proteína respecto a la germinación normal. Efectivamente, a las 3 horas de imbibición 

post-OSMA la proteína disminuyó notablemente en contraste al aumento gradual que se dio 

hasta las 9 horas de imbibición en condiciones normales, lo cual podría estar sugiriendo que 

si bien durante el osmoacondicionamiento no hubo cambios a nivel de proteína, las células 

debieron haber sufrido cambios que permitieron que en germinación post-OSMA la ciclina 

02 se degradara lo que indicaría que cubrió su función de G 1 durante OSMA. El aumento 

de ciclina 02 a las 6 horas de imbibición post-OSMA podría estar asociado, como en el 

caso de la germinación normal, a una segunda población celular que está entrando a la fase 

S (Fig. 12). 

Como ya se mencionó anteriormente, las Cdks son proteínas que pueden fosforilar 

sustratos específicos gracias a su unión a una ciclina; en el caso de la transición G l/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 maíz 

(Colasanti et al. , 1991) se han podido aislar los homólogos 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 proteína. En primer lugar era necesario observar la conducta de Cdk-A en 

condiciones normales de germinación (Fig. 6); contrario a lo que se ha reportado en otras 

especies de plantas (Dewitte y Murray, 2003), se observó que la cantidad de proteína 

disminuyó conforme avanzó la germinación, y aunque el tiempo en que se observó la 

disminución correlaciona con el tiempo en que la primera población de células se encuentra 
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en la fase S. lo que podría estar sugiriendo la regulación de la actividad de la proteína 

mediante degradación, será necesario establecer el tiempo en que esta proteína se encuentra 

asociada a alguna ciclina que le confiera actividad. En vista del comportamiento obtenido 

en condiciones normales, el que la proteína 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 más evidentes en la germinación posterior. No 

obstante, los niveles de proteínas mostrarón una tendencia a disminuir en las semillas 

osmoacondicionadas y germinadas por 3 y 6 horas respecto a lo detectado en germinación 

normal (Fig. 13 ). Si este cambio posee algún significado en la germinación posterior ó en el 

adelanto de la fase S estaría por demostrarse, pues aunque la cantidad de proteína es 

estable, Sánchez et al. (2002) han mostrado que la actividad de cinasa correspondiente a 

una Cdk tipo A aumenta conforme avanza la imbibición, por lo que sería necesario 

establecer si durante el OSMA, Cdk-A se encuentra asociada y/o activa ó bien, en que 

momento de la germinación posterior se activa. 

Otro de los tópicos de interés para este grupo de trabajo ha sido la replicación del 

DNA durante la germinación y particularmente se ha estudiado el comportamiento de las 

DNA polimerasas tipo a y 8, por lo que se siguió 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 

decidió observar si había algún efecto sobre los niveles de esta proteína en semillas 

osmoacondicionadas. 
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Anteriormente, Coello y VáLquez-Ramos ( 1992) establecieron que en germinación 

normal la cantidad de DNA polimerasa a no variaba, pero su actividad sí se incrementaba 

considerablemente conforme avanzaba el proceso de germinación. En este trabajo, durante 

la germinación normal (Fig. 8) se observaron algunas fluctuaciones en la cantidad de la 

proteína, aunque estas no fueron significativas. como ya había sido reportado por Coello y 

Vázquez-Ramos (1995). El OSMA (Fig. 9) provocó que la DNA polimerasa a disminuyera 

gradualmente cuando el tratamiento duró hasta 3 días y en tiempos posteriores la cantidad 

de proteína aumentó, mostrando que hay recambio durante los primeros días de OSMA. Si 

este recambio es necesario para el avance del ciclo celular en las células del eje 

embrionario durante la germinación, entonces el avance en este proceso podría ser parte de 

los beneficios otorgados por el OSMA, aunque en la germinación 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 a aumenta varias veces respecto a los 

valores detectados en semilla seca (García, et al. 1997), además de que la actividad puede 

ser estimulada si los ejes se embeben en presencia de citocininas (Gómez-Roig y Vázquez­

Ramos, 2003), por lo que se esperaba que durante el OSMA la actividad no aumentara de 

manera significativa y que, durante germinación post-OSMA, la actividad aumentara 

rápidamente. Los resultados obtenidos (Fig. 15 y 16) mostraron una gran fluctuación y, 

contrario a lo que se había observado anteriormente, particularmente en el caso de la DNA 

polimerasa a, la actividad disminuyó cuando las semillas se embebieron, por lo en este 

momento no se puede saber si las conductas observadas en estos experimentos reflejan 

cambios fisiológicos dados en las semillas por el OSMA. 
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Con los resultados obtenidos con los marcadores de ciclo celular utilizados. 

podemos determinar que únicamente 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 están ocurriendo durante 

OSMA y en la germinación subsecuente. Será 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 regulación de la transición G 1-S durante la germinación. 
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VIII. CONCLUSIONES. 

o El OSMA de semillas de maíz permitió que éstas germinaran más rápida y 

uniformemente respecto al control. El OSMA también provocó que el 

porcentaje de germinación se incrementara significativamente. 

o Durante el OSMA de semillas de maíz Ja cantidad de PCNA se mantuvo 

constante; en Ja germinación post-OSMA se observó una correlación entre el 

tiempo en que se da la acumulación de PCNA y el tiempo en que las células de 

los ejes embrionarios previamente osmoacondicionados entran a la fase S. 

además, se acumuló rápidamente una vez que las condiciones de humedad 

fueron óptimas. 

o Cdk-A se mantuvo constante en todas las condiciones observadas, a excepción 

de la imbibición post-OSMA donde se observó una tendencia a la disminución 

de la proteína. 

o La cantidad de Ciclina D2 no cambió durante el OSMA, excepto cuando el 

tratamiento duró 2 días donde disminuyó de manera muy importante. Durante 

germinación post-OSMA se observaron fluctuaciones que pudieran estar 

asociadas a cambios en la fase del ciclo celular de las células del eJe 

embrionario. 
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o La DNA polimerasa a parece sufrir un proceso de degraJac ión y resíntesis 

durante OSMA; durante la germinación posterior al tratamiento no se 

observaron cambios en la cantidad de proteína. 

o La actividad de las DNA polimerasas presenta fluctuaciones durante la 

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

algún significado fisiológico. 
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IX. PERSPECTIVAS 

Ya que una de las líneas de investigación dentro de este grupo de trabajo es la 

caracterización del OSMA, con la finalidad de poder emplearlo como una estrategia para 

estudiar la transición G l /S, y dados los resultados obtenidos en este trabajo, se propone: 

• Establecer las condiciones óptimas para medir la actividad de DNA 

polimerasas, para poder saber cual es el efecto del OSMA durante la 

germinación post-OSMA. 

• Evaluar, si durante el OSMA se da la formación del complejo Ciclina/Cdk y 

si este posee actividad de cinasa. 

También será necesario comparar el comportamiento tanto del complejo, 

como de su actividad durante la germinación post-OSMA. 

• Otro aspecto interesante sería saber, cuál es el efecto del deterioro sobre el 

avance del ciclo celular durante la germinación y si se dan cambios cuando 

las semillas son osmoacondicionadas. 
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XI. ANEXO DE SOLUCIONES 

Reactivos empleados para el OSMA: 

CAPTAN O.ü5% 
Se pesaron 0.5g del funguicida y se aforo a 1 lt. Se almaceno a temperatura 

ambiente . 

PEG 8000 38% 

Se pesaron 380g de PEG 8000 y se aforo a 11. Se esterilizo a 121 lb de presión 

durante 15 minutos y se almaceno a temperatura ambiente. 

Reactivos empleados para la obtención del extracto crudo: 

Buffer de homogeneización 

Tris HCI pH 7.4 70mM 

MgCl2 lmM 

KCI 25mM 

EDTA 5mM 

Triton X-100 0.1% 

13-mercaptoetanol 15mM 

Sacarosa 0.25 mM 

La solución fue esterilizada por filtración y se almaceno a 4ºC. Solo hasta el 

momento de usarla se agrego el inhibidor de proteasas. 

Coctel de inhibidores de proteasas -Complete ®- (Stock) 

Se disolvió una tableta en 1 mi de agua destilada. De este stock se tomaron 20 µl 

por cada mi de buffer de homogeneización. Se almaceno a - 70ºC. 
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Reactivos empleados para la determinación de la concentración de proteína en extractos 

crudos: 

Solución stock de albúmina de suero bovino (BSA) 

Se peso lmg de BSA y se disolvió para un volumen final de 1 mi. Se almaceno a -

70ºC. 

Reactivo de Bradford 

Azul de Coomasie 

Acido tricoloroacético 

Se aforo a 1 lt 

24.9 mi 

La solución se filtró y se almaceno a temperatura ambiente en una botella ambar. 

Reactivos empleados para la preparación de geles de poliacrilamida desnaturalizantes 

Acrilamida 30% 

Acrilamida 

Metilen-bis-acrilamida 

Buffer gel separador (2x) 

Tris HCI pH 8.8 

sos 

Buffer gel apilador (2x) 

Tris HCl pH 6.8 

sos 

Persulfato de amonio (15%) 

Se tomaron 1.5g y se disolvieron en un volumen final de 1 O mi. 

TEMED 
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Todos los reactivos para la preparación de geles de poliacrilamida se almacenaron a 

4ºC. 

Reactivos empleados para la electroforesis: 

Buffer de carga (4x) 

Tris HCI pH 6.8 

sos 

Glicerol 

13-mercaptoetanol 

Azul de bromofenol 

Se almaceno a temperatura ambiente 

Buffer de electrodos (lOx) 

Tris HCl pH 8.3 

Glicina 

sos 

Se almaceno a temperatura ambiente. 

IOOmM 

4% 

20% 

200mM 

0.2% 

250mM 

1.9 M 

1% 

Reactivos empleados para la transferencia de proteínas a la membrana de lmmobilon: 

Buffer de transferencia 

Tris HCl pH 8.3 

Metano) 

Glicina 

Se almaceno a 4ºC. 

Reactivos empleados en los experimentos Western blot 

Buffer de fosfatos (PBS) 1 Ox 

95mM 

20% 

192mM 
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NaCI 

KCl 

Na2HP04 

NaH2PÜ4 

1.37 M 

27mM 

IOOMm 

20mM 

Se esterilizó a 121 lb y se almaceno a temperatura ambiente. 

NaCl 5M 

Se pesaron 

Se esterilizó a 121 lb y se almaceno a temperatura ambiente. 

Solución de bloqueo 

Leche semidescremada 

Tween 

PBS 

Soluciones empleadas en la purificación parcial de las actividades especificas de las DNA 

polimerasas tipo a y b: 

Buffer para la activación de DNA de alto peso molecular 

Tris HCl pH 7.4 

MgC!i 

BSA 

Activación de DNA de alto peso molecular 

IOmM 

50mM 

0.5 mg/ml 

Al buffer de activación se agrego DNA de timo de ternera a una concentración de 

0.5 mg/ml y 0.01 mg de DNasa l. Transcurrido este tiempo se desnaturalizó la DNasa 

incubando5 minutos a 77ºC y posteriormente se enfrió rápidamente. 

Mezcla de reacción 
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Tris HCI pH 7.4 

KCI 

MgCl2 

dATP 

dGTP 

dCTP 

Glicerol 

~-mercaptoetanol 

ATP 

DNA activado 

Metil [3H]-Timidina-5-trifosfato 

Liquido de centelleo 

2,2-p-fenil-bis-5-feniloxazol (POPOP) 

2,5-difenil-oxazol (PPO) 

Tolueno 

-.-,T 
• ..! ...... ~ • 

50mM 

15mM 

8mM 

0.1 mM 

0.1 mM 

0.1 Mm 

5% 

0.4mM 

!Mm 

100 µg/ml 

5µCi /ml 

O. lg 

5g 

11 
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