CARACTERIZACION DEL cDNA DE UN RNAm DE FLOEMA DE PLANTA QUE CODIFICA PARA UNA PROTEINA CON
SEMEJANZA A UNA PROTEINA TUMORAL DE HUMANO
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Introduccién. Existen diversas evidencias que sugieren que
diversos procesos en plantas, tales como induccion de la
floracion, resistencia sistémica a patégenos y dominancia
apical resultan de su comunicacién por medio del tejido
vascular, particularmente e floema'. Por otra parte, kemos
encontrado una gran variedad de RNAs mensgjeros capaces
de desplazarse larga distancia via el floema®®. Consideramos
gue tales moléculas, junto con proteinas y fitohormonas,
podrian tener un papel importante en dicha regulacion. Uno de
los RNAs descritos resulté presentar semejanza con €l
transcrito para una proteina que se acumula a elevados niveles
en eritroleucemia **. Es posible que la proteina vegetal esté
involucrada en la regulacion de la proliferacion celular. Con el
fin de determinar la funcion de esta proteina e cDNA
correspondiente fue introducido en fibroblastos humanos,
resultando en la inmortalizacion de las células transfectadas.

Los resultados seran discutidos considerando como
perspectiva el uso de plantas como modelo para el estudio del
escape de céllulas de la fase G1 a S en células terminalmente
diferenciadas (y, por tanto, de la indiuccién de tumores) en
mamiferos.

Metodologia Hemos reportado anteriormente la clonacion de
un cDNA de savia de calabaza (que hemos denominado

CmTCTP) que presenta semejanza a un RNAm que codifica
para una proteinainducida durante eritroleucemia en humanos,
denominada TCTP. Para determinar si lafuncion delaproteina
vegetal también se asocia a proliferacion celular, el marco de
lectura correspondiente fue clonado en el vector para
expresion en mamiferos pCDNA y transfectado en células de
fibroblastos humanos MRC5 utilizando fosfato de calcio. Los
transfectantes fueron seleccionados cultivando en medio
MEM a 10% de suero fetal de bovino con geneticina como
agente selectivo. Posteriormente, las células fueron sometidas
a un selector celular, previo tratamiento con yoduro de
propidio. La transfeccion de las células fue determinada por
medio de ensayos Southern y Northern, posterior a la
extraccion de DNA y RNA de fibroblastos control vy
transfectados.

Resultadosy Discusién.

La transfeccion de fibroblastos humanos con CmTCTP resulto
en una aceleracion en el tiempo necesario para que éstos
alcanzaran la confluencia (48 a 24 horas). Més interesante aln,
después de 45 pases, |os fibroblastos transfectados contintian
proliferando a elevadas tasas, mientras que células control

senescieron, como era previsto, arededor del pase 40. El
andlisis por FACS revel6 que alrededor del 50% de las células
se encuentran en fase S, comparado con 37% de células
control.

Conclusiones. La posibilidad de expresar genes vegetales con
homologia a factores tedricamente involucrados en
proliferacion en animales en sistemas heter6logos podria
contribuir a determinar su funcién en dicho sistema Esto
debido, sobre todo, a una menor semejanza con homdlogos de
especies estrechamente relacionadas que podria resultar en
silenciamiento génico. Por otra parte, los resultados sugieren
gue RNAs mensgjeros del floema, tal como CmTCTP, son
capaces de regular €l ciclo celular, posiblemente en células
meristemé&ticas, y, asimismo, interactian con una maguinaria
sumamente conservada en especies filogenéticamente poco
relacionadas para desencadenar procesos proliferativos. Como
pesrpectivas de este trabajo proponemos la identificacion de
los componentes de dicha maquinaria, y, por otra parte, los
genes inducidos tempranamente como resultado de la
sobreexpresién de CmTCTP en fibroblastos, pues podrian ser
utilizados como marcadores de proliferacién andémala.
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