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RESUMEN

El aluminio (Al) es el metal mas abundante en la corteza terrestre, ya que representa
alrededor del 7 % de todos los elementos. La disponibilidad del AP para poder ser
absorbido por las raices de las plantas depende de la acidez del suelo porque esta
determina la disponibilidad del Al, a medida que el pH del suelo se torna mas acido,
mayor es su disponibilidad. El principal sintoma de la toxicidad por el A** es la
inhibicidn del crecimiento de las raices, por lo que se podria inferir que el aluminio

esta afectando algunos procesos involucrados en la divisién celular.

En el presente trabajo se determind el efecto del aluminio sobre algunos componentes
involucrados en la regulacion del cicio celular en suspensiones celulares de Coffea
arabica L. El aluminio inhibid hasta un 50% la sintesis de ADN durante los dias 6y 7
del ciclo de cultivo cuando las células fueron tratadas con 100 | (M de AICl; durante 24
horas. También se pudo inmunodetectar a una proteina tipo antigeno nuclear de
proliferacion celular en los extractos proteicos totales y se observd que el tratamiento

con AlCl, por 24 horas no indujo cambios en la cantidad de proteina.

También, se detectd actividad de cinasa de la proteina cdc2a, empleando a la
proteina p13 acoplada a sefarosa para precipitar a cdc2a y utilizando a la histona H1
como sustrato. Los parametros evaluados para determinar las condiciones éptimas del
ensayo de cinasa fueron: cantidad de proteina en los extractos totales, concentracion
de la histona H1 y el tiempo de incubacion de la reaccién det ensayo de cinasa; los
parametros seleccionados para monitorear la actividad de cdc2a fueron 100 g de
proteina total, 50 1 'g de la histona H1 y 15 minutos de la reaccién de cinasa.

En cuanto al efecto provocado por el AICI; sobre la actividad de cinasa de la proteina
cdc2a, se observo una inhibicion de la actividad cuando las células fueron tratadas
con 100 /M de AICl; y este efecto observado fue dependiente del tiempo de
tratamiento.

Por ultimo, logramos la amplificacion y la clonacidén de un ADN complementario
correspondiente a un fragmento de alrededor de 600 pares de bases que pertenece a
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ABSTRACT

Aluminum (Al is the most abundant metal in the earth crust, comprising approximately
7 %. Ability of Al to be absorbed by plants depends on the acidity of the soil, as pH of
the soil becomes more acid, it becomes more available. The principal symptom of Al-
toxicity is the inhibition of root growth, because of this, it has been suggested that
aluminum is affecting some processes involved in cell division.

In the present work we determinated the effect of aluminum on some components
involved in the cell cycle regulation in Coffea arabica L cellular suspensions. There
was a strong inhibition of DNA synthetic activity on 6 and 7 days of culture, the level of
inhibition being proportional to the time of treatment with AICI,. At 24 h, there was more
than 50% inhibition in the incorporation of [3H]-thymidine into DNA when cells were
treated with 0.1 mM Al We inmunodetected a PCNA-like protein in coffee cell
suspensions, and showed that Al produced no changes in the concentration or amount

of this protein.

We detected cdc2a kinase activity in the protein extracts from cells of the 7-day of
culture using histone H1 as substrate. The detection of the kinase activity was
performed by affinity precipitation of cdc2a with the protein p13 conjugated to agarose.
The activity evaluated parameters were amount of the protein in the extracts,
concentration of the histone H1, and the time of incubation of the kinase assay.
Parameters selected of the kinase assay to determinate the effect of aluminum were
100 ilg of the protein extracts, 50 iig of the histone H1 substrate and 15 minutes of
incubation of the kinase assay. We found a reduction of cdc2a kinase activity in cells
treated with 100 1 M AICI; when compared to control.

Finally, we report the isolation of an homologous cdc2a cDNA fragment of 600 bp from
C. arabica. This fragment has the PSTAIRE motif characteristic of CDK-A type
proteins.






cosas de ia fidelidad de la replicacion del ADN y de la percepcion de varias sefiales.
Estas sefiales pueden incluir hormonas, nutrimentos, luz, temperatura, y de los
programas intrinsecos de la célula (Griffith y Boniotti, 2002).

En la actualidad ya se han identificado, clonado, secuenciado y caracterizado algunos
de los componentes claves que participan en la regulacién del ciclo celular en piantas.
Entre los mejor caracterizados podemos mencionar a las proteinas cinasas
dependientes de ciclinas (CDKs), a las ciclinas propiamente dichas, a la proteina
retinoblastoma, a factores de transcripcion e inhibidores de CDKs, por mencionar

solamente algunos.

En el presente estudio se presentan los resultados del efecto de la toxicidad del AP
sobre algunos de los componentes involucrados en la regulacion del ciclo celular,

usando comc modelo suspensiones celulares de Coffea arabica L.
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factor mas importante que limita el crecimiento de las plantas de cafeto en los suelos
acidos (Foy, 1984).

Hasta el momento no se conoce un mecanismo exacto de la toxicidad por Ai**, pero
se ha sugerido que podria afectar la division celular. Para conocer mas acerca de los
procesos por las cuales las células vegetales responden a diversos factores bioticos y
abidticos como un mecanismo de respuesta se han realizado una gran cantidad de
estudios a nivel celular. Entre los estudios realizados se encuentran las
modificaciones covalentes de las proteinas por fosforilacion (Martinez-Estévez et al.,
2002) lo que indica que las proteinas cinasas podrian ser esenciales para los
mecanismos de respuesta a este metal.

En nuestro grupo de trabajo, utilizando como modelos biologicos raices transformadas

de C. roseus y células en suspension de C. arabica L., se han realizado estudios con

I** en sistemas de transduccion de sefales. Pifa-

I

relacion al efecto provocado por el A
Chable y Hernandez-Sotomayor (2001) demostraron que el AlI” inhibe la actividad
enzimatica de la fosfolipasa C (PLC) cuando este es adicionado in vitro y que este
efecto es dependiente de la concentracion y del tiempo de exposicién con el AP en
las raices transformadas de C. roseus, de igual manera, se determiné que el A%
provocd una disminucién en el crecimiento de las raices hasta de un 50% cuando

eran tratadas al inicio del ciclo de cultivo.

Por otra parte, se demostré que la modificacion del medio de cultivo de una linea
celular de Coffea arabica provoco una mayor toxicidad del AI** con respecto al medio
sin modificaciones y que la dosis letal media en estas condiciones fue 25 uM
(Martinez-Estévez et al., 2001). Recientemente Martinez-Estévez et al., (2002)
demostraron que el AP* incremento la fosforilacién de ciertas proteinas de manera

** cuando las células eran tratadas in vivo.

dependiente de fa concentracion del A
Estos resultados sugieren que el AP** podria regular la actividad de algunas proteinas
cinasas como un mecanismo de respuesta por la toxicidad a este metal (Martinez-

Estévez, 2001).
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la cantidad de radiactividad incorporada en las muestras, los filtros se colocaron en un
vial que contenia 10 ml de liquido de centelleo y se leyeron durante 1 min en un
contador de centelleo (Beckman LS-6500).
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0 36 91215182124
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Figura 2.1 Caracterizacién de la incorporacién de [*HJ timidina al ADN durante un ciclo de cultivo en células
en suspension de C. arabica L. Las células fueron incubadas por 4 horas con 10 pCi de [*H] timidina.
Posteriormente las células fueron cosechadas y se determind su crecimiento con base en el peso fresco (e).
La cantidad de radiactividad incorporada se determiné utilizando 1 g de tejido fresco, los extractos obtenidos
fueron incubados con TCA a una concentracion final del 10% y finalmente en los precipitados obtenidos se
detecto la cantidad de marca incorporada en un contador de centelleo (o). Los resultados que se presentan
son el promedio de 3 experimentos +/- ES.

Basandonos en los resultados en la sintesis de ADN obtenidos anteriormente, se
decidié evaluar el efecto del AICI; en la incorporacion de [*H] timidina al ADN mediante
ensayos de pulso incubando las células con 10 pCi [*H] timidina durante 30 min y con
100 uM de AICl; durante diferentes tiempos iniciando por el dia 3 hasta el dia 7. Como
se observa en la figura 2.2 el AICI; tuvo un efecto poco marcado durante estos dias en
la sintesis del ADN. Sin embargo, se puede observar que en los mismos dias hay

tiempos (3 y 9 h) en los que hay una disminucién en la incorporacion de [3H] timidina.
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guisante tratadas con AICl;, aunque se cree que la entrada del AI**

al simplasto esta
muy limitada. Una razén posible de la preferencia del A’* de acumularse en los
nucleos, es que en éste organelo celular se encuentra el ADN el cual esta cargado
negativamente debido a la presencia de un alto contenido de fosfatos (Naora et al.,
1961). En base en los resultados obtenidos en nuestro sistema en el cual se observa
hasta un 50% de inhibicion en la sintesis de ADN cuando las células son tratadas con
AICl; y con datos en la literatura, podemos proponer que este efecto podria deberse a
que el A** de igual manera se esta uniendo al ADN por atracciones electrostaticas y

que de algun modo esta impidiendo o blogqueando la sintesis de ADN.

En trabajos realizados en la linea celular BY-2 de tabaco, se observé que cuando las
células de 3 dias del ciclo de cultivo fueron incubadas con diferentes concentraciones
de menadiona, los niveles de sintesis de ADN disminuyeron rapidamente durante las
primeras 5 horas de tratamiento, demostrando que el estrés oxidativo tiene un efecto
marcado sobre la replicacion del ADN. Para determinar el efecto del estrés oxidativo
sobre alguna fase del ciclo celular la menadiona se aplico a un cultivo sincronizado de
la linea BY-2 y se observé que la menadiona tuvo un efecto claro en la transicién de
las fases G+/S (Reichheld et al., 1999).

En otros trabajo realizados sobre la linea celular BY-2 se observo que cuando las
células eran tratadas con AJ no se observaron diferencias entre el control y las células
tratadas. Por lo tanto realizaron experimentos para determinar el tiempo de la
aplicacion del acido jasmonico (AJ) y se determiné que el efecto de esta hormona es
dependiente de la fase del ciclo celular, observandose un mayor efecto en la fase S
del ciclo de cultivo (Swiatek et al., 2002).

La respuesta de si existe una relacion entre los efectos toxicos provocados por el Al
en la sintesis del ADN y la induccion a la muerte celular, aun no se ha establecido. Sin
embargo, realizando algunos estudios sobre las propiedades de la membrana
plasmatica cuando las células son tratadas con Al 0 sobre la acumulacion del Al en el
citosol de las células, nos daria una idea mas clara de los efectos provocados por el Al
sobre la induccién a la muerte celular. Asi como también, realizar algunos estudios
para verificar si el Al provoca cambios estructurales en los nucleos de las células, para
42
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MATERIALES Y METODOS

Actividad de cdc2a

La actividad de cinasa de cdc2a se determiné de acuerdo a la metodologia de Magyar
et al, (1993) con algunas modificaciones. Las células de cafeto fueron maceradas con
N, liquido, homogeneizadas con la ayuda de un politrén en el amortiguador de
extraccion (25 mM Tris-HCI pH 7.5; 15 mM MgCl,; 15 mM EGTA; 15 mM p-
nitrofenilfosfato; 100 mM NaCl; 1 mM DTT; 1 mM vanadato de sodio; 20 ug/ml
aprotinina; 10 pg/ml leupeptina; 1 mM PMSF y 0.1% Tween 20) y centrifugadas a 25
000 g/30 min. La concentracion de proteina en los extractos se determiné por el
metodo del acido bicinconinico (Smith et al, 1985) (BCA protein Assay Kit).
Doscientos pg de proteina del extracto total fueron incubados con 10 pl de la proteina
p13 acoplada a esferas de sefarosa toda la noche a 4 °C. Después del periodo de
incubacién, las muestras fueron centrifugadas a 25 000 g/1min, lavadas 3 veces con
el amortiguador de lavado (50 mM Tris-HCI pH 7.5; 250 mM NaCl; 5 mM EGTA; 5 mM
EDTA; 2 pg/ml aprotinina y 0.1% Tween 20) y una vez mas con el amortiguador de
ensayo de cinasa (50 mM Tris-HCI pH 7.5; 15 MgCl,; 5 mM EGTAy 1 mM DTT).

El ensayo de cinasa se inici6é con la adicion de 30 ul de la mezcla de reaccién (50 mM
Tris-HCI pH 7.5; 15 mM MgCl,; 5 mM EGTA y 1 mM DTT; 10 uCi [y- *2P] ATP (3000
Ci/mmol) y 100 ng histona H1 (tipo Ill) en un volumen final de 30 pl) a las esferas de
sefarosa, la reaccién se incub6 por 15 min a 28 °C y se detuvo con la adicion de 15 ul
de amortiguador Laemmli 3X.

Las muestras fueron fraccionadas en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 12%
a 100 volts durante 2 horas aproximadamente, posteriormente el gel fue secado y

expuesto a una pelicula Kodak K-Omat durante 7 dias a temperatura ambiente.

RT-PCR

El ARN total de las células en suspensién de C. arabica L. fue extraido con el método

de Chomczynski y Sacchi (1987). Se utlizé 0.1 pug del ARN total de los diferentes dias

del ciclo de cultivo para los ensayos de RT-PCT mediante el paquete comercial
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RESULTADOS

Deteccion de la actividad de cdc2a en células en suspension de C. arabica
utilizando a la histona H1 como sustrato

Estudios realizados sobre la regulacion del ciclo celular en plantas, han demostrado
que existen proteinas parecidas a p34°°°2, utilizando anticuerpos contra el péptido
PSTAIRE en una gran variedad de especies de plantas (Hirt et al., 1991, Feiler y
Jacobs 1990; Hemsley et al., 2001).

Para comprobar la interaccion de una proteina cdc2a con la proteina p13, los
extractos proteicos de células en suspension de C. arabica fueron incubados con la
proteina p13 acoplada a sefarosa para aislar los diferentes complejos de la proteina
cdc2a. Las proteinas aisladas de las suspensiones celulares de C. arabica se
utilizaron para realizar los ensayos de cinasa (figuras 3.1, 3.2 y 3.3) utilizando como

sustrato a la histona H1.

Para determinar las condiciones 6ptimas para los ensayos de actividad de cinasa se
probaron diferentes concentraciones de los extractos proteicos (figura 3.1), diferentes
concentraciones de la histona H1 (figura 3.2) y diferentes tiempos de incubacién de la
reaccion del ensayo de cinasa (figura 3.3).

Como se puede observar en la figura 3.1, 1a actividad de cinasa de la proteina cdc2a
depende de las concentraciones utilizadas de los extractos proteicos, mientras mas
cantidad de extracto proteico se incubd con la misma cantidad de la proteina p13
acoplada a la sefarosa fue mayor su actividad utilizando las mismas concentraciones
de sustrato (figura 3.1A) comparadas con el control MR (mezcla de la reaccién sin
extracto proteico).
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CAPITULO 4

INMUNODETECCION DE UNA PROTEINA TIPO ANTIGENO
NUCLEAR DE PROLIFERACION CELULAR (PCNA) Y EFECTO DEL
AICI; SOBRE LA CANTIDAD DE LA PROTEINA EN CELULAS EN
SUSPENSION DE C. arabica L.

INTRODUCCION

Las células han desarrollado diferentes mecanismos para mantener la fidelidad de la
replicacion de sus genomas, estos mecanismos involucran la participacion de
complejos de diferentes proteinas. Entre estas proteinas se localiza PCNA, la cual se
encuentra formando complejos con diferentes tipos de proteinas ademas de las
polimerasas y las nucleasas, dentro de estas proteinas estan la CDK-A, las ciclinas
tipo D y p21. Ademas, es un factor esencial para la replicacion del ADN durante la
sintesis de la cadena complementaria (Tsurimoto et al., 1990) y para la eliminacién de
nucledtidos en la reparacion del ADN (Shivji et al., 1992).

Lopez-Villaseror ef al. (1995) clonaron un ADN complementario (ADNc) de PCNA de
maiz y recientemente identificaron una segunda clona de ADNc correspondiente a
PCNA,; los analisis moleculares han demostrado que esta familia de genes en maiz
consiste de dos elementos y que ambos genes son expresados de igual manera en
tejidos proliferativos (Lopez-Villasefior ef af., 1997).

Debido a que la presencia de la proteina PCNA correlaciona con el estado proliferativo
de ceélulas y tejidos, el objetivo de este capitulo fue detectar a PCNA y evaluar el

efecto del AI®*

sobre la cantidad de proteina presente en células en suspension de C.
arabica L. Mediante la técnica de inmuno-blot y utilizando anticuerpos policlonales
contra PCNA de maiz, logramos inmunodetectar su presencia en los extractos
celulares de C. arabica L, y evaluar el efecto del AICI; sobre la cantidad presente de

esta proteina.
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CAPITULO 5

DISCUSION GENERAL

Durante las ultimas dos décadas se ha realizado un progreso muy importante para
entender los mecanismos moleculares de la proliferacién celular, revelando que los
componentes fundamentales que operan en el ciclo de la division celular son
conservados o fundamentaimente similares en todos los organismos eucariontes. Sin
embargo, estudios basicos de los procesos del desarrollo, acompafiados de la
secuenciaciéon de los genomas han llevado a la opinién de que los patrones del
desarrollo han evolucionado independientemente en plantas y animales (Meyerowitz,
2002).

La division celular requiere de un orden de procesos que pueden ser controlados de
manera espacial y temporal. Durante la fase G; se lleva a cabo la integraciéon de
muchas sefiales antes de iniciar la duplicaciéon del ADN, lo cual implica no solamente
a la fase S sino que compromete a la célula a completar integramente el ciclo celular
(Dewitte y Murray, 2002). Por lo que la decision de una célula para dividirse, crecer,
diferenciarse o morir depende de la percepcién de una gran cantidad y variedad de
sefiales externas que incluyen hormonas, nutrientes, luz, temperatura, factores

abiéticos y desde luego las condiciones internas de la célula.

En el presente trabajo, con el fin de demostrar el efecto del aluminio sobre la
regulacién del ciclo celular en células en suspensién de C. arabica L. se emplearon las
técnicas de la incorporacién metabdlica de [*H] timidina, inmuno-blot y ensayos de
cinasa como una aproximacion para identificar y evaluar el efecto provocado por el
AP** sobre diferentes componentes involucrados en la regulacién del ciclo celular.
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Ciertos compuestos quimicos y factores abitticos pueden actuar como reguladores
negativos de la division celular. Uno de los posibles mecanismos de los efectos
provocados por diferentes tipos de estrés en la induccion de la expresion de CKls.
Como se ha demostrado en Arabidopsis que la aplicacion exégeno de ABA induce la

expresion de un CKi del tipo p27<*’

bloqueando [a transicién de [a fase G,4/S (Wang ef
al., 1998). Como se puede observar en la figura 3.5 el AICl; ocasiond una inhibicién de
la actividad de cinasa de la proteina cdc2a cuando las células fueron tratadas con este
metal. Lo que sugiere que esta proteina se encuentra involucrada en aigun
mecanismo de respuesta provocado por el Al lo cual esta relacionado de alguna

manera con la division celular.

Estudios realizados en animales y en lavaduras han sugerido que PCNA y una
endonucleasa conocida como FEN-1 participan de manera importante no solamente
en la replicacién del ADN sino también en la reparaciéon (Rumbaugh et al., 1997).
PCNA interactua con las polimerasas 8 y g, p21 y algunos otras factores (Smith et al.,
1994; Warbrick et al., 1994), por lo tanto PCNA pudiera ser una proteina clave en los
mecanismos de replicacion y reparacion del ADN en combinacion con FEN-1.

Recientemente mediante ensayos de inmonoprecipitacién se ha demostrado que
PCNA se asocia con una ciclina tipo D y con dos proteinas cinasas tipo CDK-A
durante la germinacién de las semillas de maiz y que esta asociacién esta regulada
por fitohormonas (Herrera et al., 2000; Sanchez et al., 2002).

Como se puede observar en la figura 4.2, utilizando anticuerpos policlonales
especificos contra PCNA en maiz logramos la deteccion de una banda de entre 35 y
38 kDa que es el tamafio esperado para PCNA. En cuanto al efecto provocado por el
aluminio sobre la cantidad de la proteina de PCNA como se puede observar en la
figura 4.3, el AICI; no indujo cambios en la cantidad de la proteina adan cuando las

células fueron tratadas con 100 uM de AICl; durante 24 horas.

Los resultados presentados en este trabajo, efectivamente validan la hip6tesis de que
la presencia del aluminio en el medio de cultivo provocod un efecto negativo sobre

algunos de los componentes involucrados en Ia regulacion de Ia division celular.
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