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RESUMEN

El estudio de la germinacion de maiz es importante, ya que nos ha
permitido conocer como la semilla reactiva su metabolismo, provocando el
establecimiento de una nueva planta. La mayoria de las células meristematicas del
embrién sin germinar o no embebido se encuentran en la fase G1 del ciclo celular
y una vez que es embebido comienza el ciclo celular y la division celular.

Una de las proteinas que ejerce el control de la entrada del ciclo celular es
la ciclina D, la cual es la integradora de sefales de desarrollo y del ciclo celular.
Las ciclinas D forman un complejo de cinasa junto con las cinasas dependientes
de ciclinas (Cdks) que al fosforilar a la proteina del retinoblastoma (Rb), permiten
la transicion de la fase G1 ala S. En mamiferos, las ciclinas D sélo se encuentran
en G1/S, pero en plantas se ha demostrado que no es asi.

La ciclina D2 es una proteina que se encuentra presente en tejidos
proliferativos y diferenciados y durante la germinacion del maiz se acumula en las
primeras horas de imbibicion, alcanzando un pico hacia las 6 horas y
posteriormente decae. Este comportamiento es similar al de una hormona que
inhibe el ciclo celular como es el acido abscisico (ABA), a pesar de que
desaparece totalmente hacia las 24 horas de germinacion. Sin embargo, al ser
germinados los ejes embrionarios en presencia de una citocinina como es la
benziladenina (BA), promotora del ciclo celular, observamos que el acimulo de la
ciclina D2 se lleva a cabo a las 3 horas de germinacion.

También se analizé el comportamiento del transcrito de la ciclina D2
durante la germinacion y se observé que este se incrementa hacia las 6 horas de
germinacién, manteniéndose constante posteriormente. Esta misma tendencia se
observo también con ABA. Al emplearse BA, se encontré una fuerte induccion de
mRNA de la ciclina D2 después de las 15 horas de germinacion. El adelanto del
ciclo celular provocado por la adicion de BA, puede estar mediado por la ciclina
D2, debido a su clara induccion.

La ciclina D2 se encuentra presente a todo lo largo del ciclo celular, aunque
primordialmente en la fase G1, lo cual sugiere que pudiera ser la responsable del



establecimiento de las primeras fases del ciclo celular, si bien también podria jugar

un papel importante en el desarrollo de la planta.



ABREVIATURAS

ABA acido abscisico

BA benziladenina

Cdk cinasa dependiente de ciclina

PCNA antigeno nuclear de proliferacion celular0000
ICK inhibidor de cinasa dependiente de ciclina
kDa kilodalton

PCR reaccion en cadena de la polimerasa

RT transcriptasa reversa

GST glutation S-transferasa

IPTG isopropil p -D-1-tiogalactopiranosida

X-Gal 5-bromo-4-cloro-3-indolil B-D-galactopiranésida
DEPC dietil pirocarbonato

LB Luria Broth



I. INTRODUCCION
1.1 GERMINACION

La semilla es de gran importancia para la planta, ya que es una forma de
reproduccién y de sobrevivencia. Una semilla madura contiene sélo de un 5 al
15% de humedad y una actividad metabdlica casi imperceptible.

Para que una semilla germine y de lugar a una nueva planta es necesario
que se hidrate en condiciones que favorezcan la reorganizacién de sus estructuras
y el restablecimiento de su metabolismo (temperatura adecuada, suficiente
cantidad de agua, presencia de oxigeno). La germinaciéon de la semilla, que
comienza con su imbibicion en agua, provoca que el metabolismo se reestablezca
y se lleven a cabo diferentes eventos que se dividen en: a) eventos tempranos
como son la hidratacion, la sintesis de proteinas, la sintesis de ATP, la sintesis de
RNA y la reparacion de DNA; b) eventos tardios, dentro de los cuales se
encuentran la movilizacion de reservas, la expansién celular y la replicacion del
DNA (Bewley y Black, 1994).

La sintesis de proteinas durante las primeras horas de germinacién se debe
a la presencia de transcritos preformados durante la maduracion de la semilla, asi
como a transcritos sintetizados de novo. Al utilizarse inhibidores de la sintesis de
proteinas y de RNA se provoca que la germinacion sea también inhibida, lo cual
demuestra que durante la imbibicion existe sintesis de novo de proteinas y de
RNA esenciales para la germinacién (Sanchez de Jiménez et al., 1984; Datta et
al., 1983). Por ofra parte, por medio de un analisis proteémico se observo el
aumento o la disminucion de 74 proteinas diferentes durante la germinacion, las
cuales podrian ser consideradas como asociadas a este proceso (Gallardo et al.,
2001).

En la semilla seca, el DNA nuclear va acumulando de manera progresiva
rupturas de cadena sencilla al paso del tiempo, es por esto que la reparacion del
DNA es uno de los procesos de gran importancia en las primeras horas de
germinacion (Osborne, 1983), ademas de ser un evento que sucede

continuamente. Una vez que el DNA ha sido reparado y no presenta mayores



problemas, puede servir como molde para la sintesis replicativa del DNA y en
maiz especificamente se ha observado que esto sucede hacia las 12 y 15 horas
de imbibicion, lo que constituye la entrada a la fase S del ciclo celular (Zlatanova
et al., 1987; Baiza et al., 1989).

Se ha reportado que durante la maduracion de las semillas de maiz la
mayoria de las células del embrién quedan detenidas en la fase G1 del ciclo
celular y que al germinar se reactiva el ciclo celular dando origen a la replicacion
del DNA y la division celular (Deltour y Jacmard, 1974).

Con todo lo anterior y de una forma simplista, la germinaciéon abarca desde
que la semilla se embebe y termina con la iniciacién de la elongacion del eje
embrionario incluyendo la protusion de la radicula. Por otra parte, en nuestro
laboratorio se ha adoptado la siguiente definicién operacional: "la germinacién de
una semilla es un conjunto de procesos bioquimicos y moleculares que permiten al
embrion estar en condiciones de reiniciar la primera ronda de divisiones celulares
en las zonas meristematicas. Los eventos propios de la germinacién conduciran al
metabolismo a un punto de compromiso metabolico partiendo de un estado de
quiescencia (falto de agua) hasta llegar a la primera divisién celular, la cual en
nuestro concepto marca el inicio del proceso de desarrollo (Vazquez-Ramos,
2000)".

1.2 FITOHORMONAS

Para que una semilla germine, ademas de todos los procesos que se
mencionaron anteriormente, existen factores intrinsecos que le indican el
momento preciso para germinar. Algunos de estos factores intrinsecos son las
hormonas vegetales (acido abscisico, giberelina, citocinina, entre otras), las cuales
al actuar en forma balanceada son capaces de controlar el desarrollo de la planta.

Una hormona que permite el desarrollo de la semilla y su dormancia es el

acido abscisico (ABA) (Seo et al., 2002). Esta hormona dependiendo de su



concentracion induce la sintesis de proteinas de reserva y lipidos; permite también
la tolerancia de estreses como la desecacion o la alta salinidad, sefalizacion a
través de azucares (glucosa). Asi como el ABA es capaz de promover la
maduracion de la semilla, por el contrario puede inhibir la germinacion, al igual que
la sintesis del DNA (Roberston et al., 1990).

La hormona que es la contraparte del ABA es el acido giberélico (GA), el cual
estimula la germinacion mediante la expresién de genes que codifican enzimas
hidroliticas capaces de degradar las reservas almacenadas en el endospermo
para que puedan ser utilizadas por las semillas (Bewley y Black, 1994).

Las citocininas son hormonas que promueven la germinacién, ayudan al
crecimiento de la planta y estimulan la division celular (Binns, 1994). Durante la
germinacién se ha descrito que las citocininas inducen la activacion de proteinas
que participan en la regulacién del ciclo celular (Cruz-Garcia et al., 1998) y en la
replicacion del DNA (Vazquez-Ramos y Reyes, 1990).

1.3 CICLO CELULAR

El ciclo celular se ha descrito como el mecanismo por el cual una célula es
capaz de producir dos células hijas que mantienen la informacion genética. El
ciclo celular se ha dividido en cuatro fases: a) fase G1, b) fase S, c) fase G2, d)
fase M. En la fase G1 la célula adquiere todos los nutrientes y maquinaria
necesarios para poder llevar a cabo la replicacion del DNA en la fase S. Una vez
duplicado todo el material genético, la célula verifica que se haya logrado este
objetivo exitosamente en la fase G2 y se prepara para dividirse en la fase M,
donde una célula da, como resultado de la division, dos células hijas con
informacion genética identica.

Un mecanismo que participa en la regulacion del ciclo celular es la
fosforilacion y desfosforilacion de proteinas claves. Existen diversos complejos



con actividad de cinasa, los cuales se encargan de fosforilar a sus proteinas
blanco permitiendo que el ciclo celular avance. Estos complejos de cinasas estan
formados por una ciclina y una cinasa dependiente de ciclina (Cdk).

Las ciclinas son las proteinas capaces de activar a las Cdks, ya que al
formarse el complejo ciclina / Cdk se logra la estabilizacion del mismo, se define
su localizacion celular y la seleccion de sustratos especificos (Pines, 1995). Las
ciclinas reciben este nombre porque son capaces de modificar su cantidad y/o su
actividad y asi regular el ciclo celular. La regulacion temporal de las ciclinas se
logra gracias a una secuencia de degradacion que presentan en su estructura
primaria, la cual puede ser reconocida por un complejo encargado de la
degradacion de proteinas conocido como el proteasoma (Koepp et al.,, 1999;
Schwab et al., 2001).

Otra forma de regular el complejo de ciclina/cinasa es por medio del
meticuloso control que se lleva a cabo sobre la Cdk. La Cdk es activa cuando es
fosforilada en la posicion Thr 160 6 161 por medio de una CAK (cinasa activadora
de Cdks), que en mamiferos esta formada por la ciclina H y la Cdk7 (Krek et al.,
1991). Por el contrario, puede ser inhibida al ser fosforilada en las posiciones
Thr14 y Tyr15 por la cinasa Wee1 (Gould et al., 1989). Otra proteina que vuelve
activa a la Cdk es la fosfatasa Cdc25, la cual se ha encontrado presente en
levaduras y mamiferos. La proteina Cdc25 es capaz de remover los fosfatos
inhibitorios del producto de la accion de Wee1 (Russell et al., 1986). Por otra
parte, existen proteinas que se unen al complejo de ciclina/cinasa para inhibirlo y
son los inhibidores de las cinasas dependientes de ciclinas (CKls) (Sherr y
Roberts, 1899).

1.31 FASEG1/S EN MAMIFEROS

En mamiferos, durante la fase G1 el complejo que presenta actividad de
cinasa esta conformado por la ciclina D y la Cdk4/6, el cual es regulado por

estimulos externos como son los nutrientes, hormonas, factores de crecimiento,



asi como por sefales internas que indican que el ciclo celular debe comenzar
(Sherr, 1993). EI complejo de ciclina D y Cdk4/6 es capaz de fosforilar a la
proteina del retinoblastoma (Rb), la cual se encuentra secuestrando al factor
transcripcional E2F. La proteina Rb es considerada un inhibidor del ciclo celular,
ya que al estar unida a E2F impide que el ciclo celular avance de la fase G1 a la
fase S. La célula debe estar segura de tener todo lo necesario para avanzar a la
fase S y de que la fase G1 haya terminado exitosamente, lo cual es conocido
como un punto de control (Johnson et al., 1999).

Una vez hiperfosforilada Rb se permite la entrada a la fase S, ya que E2F
ejerce su funcion de factor transcripcional junto con la proteina DP, apoyando la
transcripcion de los genes cuyos productos son necesarios para dicha fase como
son PCNA, DNA polimerasa a, DNA ligasa, ciclina E entre otros (Black et al.,
1999).

Hacia el final de la fase G1 y al inicio de la fase S, la ciclina D es
degradada; mientras tanto, la ciclina E forma un complejo con la Cdk2, el cual
tiene como fin seguir fosforilando a Rb para liberarla de E2F y que la fase S se
pueda establecer en su totalidad. En este punto existe un retroalimentacion
positiva, ya que el gen codificante para la ciclina E contiene en su promotor
secuencias de union para E2F (Sherr, 1994).

En la fase S es en donde se lleva a cabo la replicacion del DNA, siendo
algunos de los principales actores la DNA polimerasa 6, PCNA, DNA ligasa, etc.
En este momento, el complejo ciclina E / Cdk2 ejerce su funcion sobre proteinas
que reconocen los origenes de replicacion provocando la activacion de los mismos
y permitiendo la entrada de toda la maquinaria replicativa. Las DNA helicasas se
encargan de desenrrollar la doble cadena de DNA, permitiendo que RPA (Proteina
de Replicacion A) se una a cadena sencilla e impidiendo que se vuelva a formar la
doble cadena de DNA. Posteriormente, la DNA polimerasa a sintetiza cebadores
de RNA para que, sucesivamente, las cadenas sean enlongadas por la DNA
polimerasa © (o €) con ayuda de PCNA, proteina que actia como una pinza
deslizante de la DNA polimerasa &, provocando que la polimerasa sea mas
procesiva (Kelman, 1997). El factor de replicacion C (RFC) es la proteina



encargada de montar a PCNA en la horquilla de replicaciéon y una vez que ésta ha
terminado su funcién como factor de elongacion de la polimerasa, RFC la remueve
de la horquilla. Una vez replicadas la cadena continua y la discontinua, la RNasa
H y la proteina FEN 1 remueven los cebadores de RNA de la cadena discontinua
(fragmentos de Okazaki) y se sugiere que la DNA polimerasa € 6 la & rellenan
estos huecos para que posteriormente la DNA ligasa una los fragmentos
resultantes (Blow, 1996; Waga, 1998).

La ciclina A empieza a ser sintetizada en la fase S, acumulandose conforme
avanza el ciclo celular y la ciclina E comienza a ser degradada en S tardia. La
ciclina A forma un complejo junto con la Cdk2, el cual tiene como objetivo fosforilar
diferentes proteinas involucradas en la replicacion del DNA como la RPA, la RFC,
probablemente las MCMs y las DNA polimerasas (Schub et al., 2001). Se ha
sugerido que la fosforilacién de estas proteinas por el complejo ciclina A / Cdk2 es

una forma de regular la replicacién, una vez por ciclo celular.

1.3.2 FASEG2/M EN MAMIFEROS

Al final de la fase S, la ciclina B empieza a ser sintentizada y forma un
complejo con la Cdk1, el cual se encuentra inactivo debido a fosforilaciones
inhibitorias en los residuos Thr14 y Tyr15 de la Cdk1, llevadas a cabo por las
proteinas Wee / Myt1. Este complejo se volvera activo una vez que la replicacion
del DNA haya terminado y la fosfatasa Cdc25 desfosforile a la Cdk1; por otra
parte, se necesita de una fosforilacion activadora por CAK en el residuo Thr 160
de la Cdk1 (Morgan, 1997). Cuando el complejo ciclina B / Cdk1 se encuentra
activo se dice que la fase G2 se ha establecido.

Hacia la fase M, el complejo ciclina B / Cdk1 activo es capaz de fosforilar
proteinas que regulan la arquitectura de la célula como son las lamininas y
proteinas del citoesqueleto. Al ser fosforiladas las subunidades de la lamina

nuclear se provoca el desensamblaje de la membrana nuclear y el citoesqueleto



se reorganiza formando el huso mitético. La actividad de cinasa de ciclina B / Cdk1
es necesaria para que las cromatidas hermanas se puedan disociar y migren a
polos opuestos (Smits et al., 2001). También se encuentra presente el complejo
promotor de anafase (APC) que ayuda a la citocinesis degradando al final de M a
las ciclinas A y B, lo que permite que el ciclo celular pueda empezar otra ronda
(Page et al, 1999). Las ciclinas A y B contienen una secuencia conocida como la
caja de destruccion que participa en el mecanismo de degradacion.

Como se menciono anteriormente, los complejos de cinasas pueden ser
inhibidos por fosforilaciones en las Cdks, o bien, reguladas por su localizacion
subcelular. Sin embargo, no solamente estos factores son los que impiden al
complejo de cinasa ejercer su funcion, sino que también existen los inhibidores de
cinasas dependientes de ciclinas (CKls).

Estos inhibidores se han dividido en dos familias:

a) La familia de las Cip / Kip compuesta por p21, p27 y p57. Se ha reportado
que estas proteinas, dependiendo de su estequiometria, sirven como
estabilizadores o como inhibidores de los complejos ciclinas / Cdks (Zhang et
al., 1994). Se tiene evidencia de que estas proteinas son inhibidoras de los
complejos de cinasas formados durante la fase G1, ciclina D / Cdk4,6 y ciclina
E/ Cdk2, impidiendo asi la fosforilacion de Rb (Harper et al., 1995).

b) La familia de las INK4 esta formada por las proteinas p15, p16, p18 y p19, y
son capaces de inhibir también a los complejos de cinasas de G1, ciclina D /
Cdk4,6 (Sherr et al., 1999).



1.4 CICLO CELULAR DE PLANTAS

En la dltima década el estudio del ciclo celular en plantas ha tenido gran
auge y se ha demostrado que se conservan muchos de los mecanismos basicos
de la regulacion del ciclo celular presentes en mamiferos (Jacobs, 1995; Inze et
al., 1999).

Debido al gran impacto que ha tenido la secuenciacion de diversos
genomas de plantas, ultimamente se ha hecho un extenso andlisis del genoma de
Arabidopsis y se han encontrado las secuencias de genes cuyos productos estan
involucrados en el ciclo celular y que han sido conservados durante la evolucion
entre los mamiferos y las plantas (Potuschak et al., 2001; Vandepoele et al.,
2002).

El desarrollo de una planta se caracteriza por una continua division celular
meristematica seguida por la expansion celular y diferenciacion, formando los
organos de la planta. Es aqui donde se ve una fuerte interrelacion entre el ciclo
celular y el desarrollo de la planta, ya que la planta responde a estimulos del
medio ambiente por medio del ciclo celular y al no existir las condiciones ideales,
no se lleva a cabo un buen desarrollo de la planta (den Boer et al., 2000; Meijer et
al., 2001).

Las ciclinas mitdticas A y B de plantas han conservado una discreta
homologia con las de mamiferos y se les ha encontrado presentes durante las
fases G2 / M. Se han reportado ciclinas A y B de Nicotiana tabacum Oryza sativa,
Zea mays, Arabidopsis thaliana, Medicago sativa, entre otras (Renaudin et al.,
1996). Al igual que en mamiferos, esta ciclinas son degradadas debido al
reconocimiento de la secuencia de la caja de destruccion. EI analisis de la
expresion de estas ciclinas muestra que la ciclina A se presenta antes que la
ciclina B. Al contrario de mamiferos, se ha visto que la ciclina A se expresa
durante G1/ S y actia junto con la Cdk-A para permitir la transicion a S (Rossi et
al., 2002).

En plantas se ha identificado una familia de Cdks (A-E) que se diferencian

por el dominio de unién a las ciclinas. Se ha descrito que la Cdk-A, cuyo motivo



de union a ciclinas es PSTAIRE, es constante tanto en su transcrito como la
proteina, pero la actividad de cinasa va aumentando desde G1 hacia S y tiene otro
pico en la transicion G2 / M (Mironov et al., 1999). Las Cdk-B (subgrupos 1y 2)
son exclusivas de plantas y la expresion de éstas es regulada por el ciclo celular.
El transcrito de la CDK-B1 se expresa en S-G2-M, pero el de la CDK-B2 sélo en
G2-M. Por otra parte, la actividad de la CDK-B1 aparece hacia G2 y decae en M,
por lo tanto la actividad de cinasa de la CDK-B1 es necesaria en la transicion G2-
M junto a la CDK-A, pero la CDK-B2 lleva el control en mitosis tardia (Sorrell et al.,
2001).

El mecanismo por el cual Rb es fosforilado ha sido también conservado en
plantas (Soni et al., 1995; Huntley et al., 1998). Las ciclinas D se han clasificado
en cuatro tipos (1-4) y son las que se unen a la Cdk-A para fosforilar a Rb. En
plantas no se ha logrado identificar el equivalente a la ciclina E que en mamiferos
forma complejo con Cdk2 para fosforilar a Rb. En maiz se observd que Rb se
expresa mayoritariamente en tejidos diferenciados y minoritariamente en las zonas
proliferativas, lo cual sugiere que pueda estar involucrado en procesos de
diferenciacion (Huntley et al., 1998).

Por medio de un sistema de doble hibrido se demostré que Rb se une a
E2F. Se han descrito 6 E2F y dos DP (proteina acompafnante de E2F) en
Arabidopsis y también se han aislado estos genes de arroz. Algunos E2F en
asociacion con DP funcionan como factores transcripcionales; sin embargo, se ha
visto que también pueden funcionar como represores de la transcripcion (Mariconti
et al., 2002; Kosugi et al., 2002).

Al igual que en mamiferos, las plantas poseen inhibidores de CDKs (ICKs)
que impiden la actividad del complejo de ciclina/cinasa formado por la CDK-A /
ciclina D.  Estos inhibidores poseen regiones homologas con la familia Cip de
inhibidores en mamiferos. Hasta el momento se han clasificado dos grupos de
inhibidores de Cdks. El grupo A que comprende a ICK1, ICK2, ICK6 e ICK7, los
cuales se asocian a Cdk-A y con las ciclinas D1, D2 y D3. Las proteinas del grupo
B, formado por ICK4, ICK5 e ICKcr son capaces de asociarse a la ciclina D mas
no a la Cdk-A (Zhou et al., 2002).



Como se mencioné anteriormente, una forma de regulacion de la actividad
de ciclina / Cdk es por medio de las fosforilaciones que se llevan a cabo sobre la
Cdk. Para que esta proteina pueda formar un complejo activo junto con la cinasa
debe estar desfosforilada en Thr 14 y Tyr 15, lo cual realiza la fosfatasa Cdc25.
En plantas no se ha encontrado un homologo directo de ésta, pero es probable

que exista una proteina que ejerza esta misma funcion (Dewitte et al., 2003)



1.5 CICLINA D EN PLANTAS

En la fase G1, la célula percibe su entorno y decide si es capaz de avanzar
a la siguiente fase. Entre las proteinas que se han identificado como las primeras
en percibir el medio ambiente se encuentran las ciclinas D. A diferencia de
mamiferos, en plantas se ha observado que las ciclinas D pueden ser estables a lo
largo de todo el ciclo celular y por lo tanto no parecieran especificas de la fase G1
(Sorrell et al. 1999).

La homologia que presentan las ciclinas D de plantas con las de mamiferos
es del 20-25%; a pesar de esta baja homologia, las ciclinas D tienen secuencias
muy conservadas entre las cuales tenemos: a) consenso LXCXE de union a la
proteina de retinoblastoma (Rb), b) caja de ciclinas, formada por alrededor de 100
aminoacidos, donde ocurre la union a las CDKs, c¢) una region rica en los
aminoacidos PEST (Rechsteiner et al., 1996), la cual es blanco de fosforilacion
para posteriormente ser ubiquitinada y degradada por el proteasoma 26S
(Yanagawa et al., 2002).

En la literatura se han reportado diversos cDNAs codificantes para ciclinas
D de plantas como A. thaliana, N. Tabacum y Antirrhinum (Potuschak et al., 2001;
Sorrell et al., 1999; Gaudin et al. 2000) y se han clasificado como ciclinas D1, D2,
D3 y D4. Al analizar el genoma de A. thaliana se encontré una familia de 11
genes que codifican para ciclinas D, pero no todas han sido caracterizadas
(Vandepoele et al. 2002). Es posible que tantas ciclinas lleven a cabo funciones
redundantes debido a la gran importancia que éstas tienen para el mantenimiento
de un ciclo celular exitoso, de tal forma que si una de las ciclinas es mutada, otra
la pueda sustituir.

Al igual que en mamiferos, las ciclinas D de plantas muestran una
expresion dependiente del ciclo celular y participan en su inicio respondiendo a
nutrientes y factores de crecimiento. Estudios llevados a cabo en células BY-2 de
tabaco, demostraron que la ciclina D3.2 se induce en G1 en células sincronizadas.



Con respecto a la ciclina D2.1 y D3.1, ambas muestran una acumulacién hacia la
fase M (Sorrell et al., 1999).

La sacarosa es el principal metabolito que se obtiene de la fotosintesis y es
capaz de inducir a las ciclinas D2 y D4 en cultivos celulares de Arabidopsis (Soni
et al., 1985; De Veylder et al., 1899). Por otra parte, se demostré que al agregar al
medio de cultivo la sacarosa y a pesar de inhibir el ciclo celular y la sintesis de
proteinas, los transcritos de las ciclinas D2 y D3 aumentan, sugiriendo que la
sacarosa ejerce una regulacién de la expresion de estos genes (Riou-Khamlichi et
al., 2000).

En la fase G1 del ciclo celular en plantas, el complejo de ciclina/cinasa de
G1, formado por una ciclina D y la Cdk-A, se encarga de fosforilar a la proteina
retinoblastoma (Rb) (Nakagami et al. 2002). Se demostrd que el complejo formado
por la ciclina D2 y la Cdk-A de Arabidopsis es capaz de fosforilar a Rb de Zea
mays y que la actividad de este complejo es mayor en la transicion G1 / S,
decayendo hacia G2 (Boniotti et al., 2001).

En cultivos celulares BY-2 de tabaco, se ha demostrado que los niveles de
tanto el transcrito como la proteina de la Cdk-A se mantienen constantes, pero la
actividad de cinasa sobre histona H1 aumenta hacia el final de G1 y tiene su pico
en la transicion G1/S, decayendo hacia M. Esto es consistente con que la CDK-A
se une a una ciclina D para ejercer su actividad en la transicién G1-S y que la
proteina reguladora es la ciclina D (Sorrell et al., 2001). Las ciclinas D ademas de
la unién que presentan con Cdk-A y Rb, se pueden unir a los inhibidores ICKs.
Wang et al. (1998) encontré un complejo formado por ciclina D3 / Cdk-A / ICK1,
el cual no presentaba actividad de cinasa, debido a la presencia de ICK1.

La sobreexpresion de la ciclina D2 induce un acortamiento de la fase G1 y
un incremento de la division celular (Cockcroft et al.,, 2000), en tanto que la
sobreexpresion de la ciclina D3.1 provoca endoreduplicacion y también division
celular (Schnittger et al., 2002). También se ha observado en Arabidopsis que la
sobreexpresion de la ciclina D3.1 causa alteraciones en el desarrollo (Dewitte et
al., 2003).



Zhou demostré que la coexpresion de la ciclina D3.1 y la ICK1 puede
maoadificar el crecimiento y la arquitectura de la planta (Zhou et al., 2003).

1.5.1 INFLUENCIA DE LAS FITOHORMONAS SOBRE LA CICLINA D

Las ciclinas D son reguladas por nutrientes como la sacarosa, o bien por
hormonas como las citocininas (mitdgenos) y auxinas, entre otras. Es por esto
que se les ha asignado el papel de reguladoras y perceptoras del medio exterior
(Meijer et al., 2000).

Las citocininas son hormonas mitogénicas que son capaces de promover y
regular la divisién celular a través de activar la transcripcién de las ciclinas D. Esto
se demostré en cultivos celulares de Arabidposis, al agregar extracelularmente
citocininas y observar que el transcrito de ciclina D3 se incrementa, pero sélo en
presencia de sacarosa (Riou-Khamlichi et al., 1999). En tejidos de hojas de
plantas transgénicas que expresan constitutivamente a la ciclina D3, se observé la
generacion de callos donde no era necesaria la presencia de citocininas- Esto
sugiere que la divisién celular es activada por la induccién de citocininas sobre la
ciclina D3 (Riou-Khamlichi et al., 1999).

El acido abscisico (ABA) es una hormona que se presenta en condiciones
de estrés e inhibe el ciclo celular. Se ha comprobado que el acido abscisico
induce la transcripcion de las ICKs inhibiendo de esta forma el ciclo celular (Wang
et al., 1998). ABA previene la replicacién del DNA, ya que mantiene a las células
en la fase G1. En células sincronizadas BY-2 se observé que ABA detiene a las
celulas en G1 si se administra en G1, pero si es administrada posteriormente, no
tiene efecto en el ciclo celular (Swiatek et al. 2002).



Il. ANTECEDENTES

En la etapa final de la formacion de semilla el 80% de las células se
encuentran en la fase G1 (Daltour y Jacqmard, 1874). Al inicio de la germinacién,
las células se encuentran en una fase semejante a GO y eventualmente entran a la
fase G1, la cual puede tener una duracion variable y, eventualmente, ocurre la
sintesis de DNA de tipo replicativo, marcando el inicio de la fase S (Baiza et al,,
1989).

Es de nuestro interés estudiar las fases G1 y S del ciclo celular durante la
germinacion, ya que es en estas fases donde ocurre un control mas meticuloso en
el avance del ciclo celular. Se ha observado que la fase G1 es una de las mas
largas, ya que la célula debe estar completamente segura que tiene todo lo
necesario para sobrevivir y poder duplicarse. Es aqui donde ocurren una serie de
mecanismos de verificacién, después de los cuales la célula se ve obligada a
replicar el DNA.

En horas tempranas de la germinacion de maiz, se ha encontrado a un
complejo ternario formado por ciclina D / Cdk-A y PCNA (Sanchez et al., 2002).
Se propone que PCNA es una proteina que sirve como plataforma de muchas
proteinas dentro de las cuales esta el complejo de ciclina D/ Cdk-A (Xiong et al.,
1992). De esta forma el complejo de ciclina/cinasa podria estabilizarse y actuar
sobre proteinas blanco que se encuentran en la cromatina, como por ejemplo RB
(Vazquez-Ramos, comunicacion personal).

En nuestro grupo de trabajo, se estudio a PCNA de maiz y se determind
que existen dos genes (Lopez et al., 1997). El cDNA de uno de estos genes ha
sido sobreexpresado en bacterias y la proteina recombinante se uso para obtener
anticuerpos.

Utilizando anticuerpos homoélogos a PCNA de maiz se observé que esta
proteina aumenta gradualmente y llega a un maximo entre las 15 y 20 horas de
germinacién. La Cdk-A fue detectada con un anticuerpo anti-PSTAIRE, secuencia
de aminoacidos que sirve de unién con la ciclina D. De hecho, este anticuerpo

reconocid dos proteinas de 36 y de 32 kDa. La proteina de mayor peso va



aumentando conforme la germinacion avanza; en cambio, la proteina de menor
peso llega a su maximo a las 6 horas y posteriormente desaparece (Sanchez et
al., 2002)

Por otra parte, la putativa ciclina D, detectada con un anticuerpo heterélogo,
esta presente desde las primeras horas de la germinacion y alcanza el maximo de
acumulacion a las 6 horas, después de las cuales disminuye para no ser
detectable a las 24 horas. La proteina inmunodetectada con el anticuerpo
heterélogo tiene un peso aproximado de 52 kDa (Herrera et al., 2000).

El complejo ternario formado por PCNA, Cdk-A vy la ciclina D se caracterizé
durante la germinacién de maiz, por inmunoprecipitacion con el anticuerpo
homélogo contra PCNA. La actividad de cinasa asociada a este complejo muestra
la mayor actividad a las 6 horas, disminuyendo gradualmente hasta que totalmente
se pierde hacia las 24 horas de germinacion (Sanchez et al, 2002), lo que coincide
con la presencia de la Cdk-A de 32 kDa.

En presencia de citocininas, la germinacion se acelera y se observa que la
putativa ciclina D desaparece mas rapido y existe un adelanto del inicio de la
replicacion del DNA. La actividad de cinasa asociada al complejo ternario de
PCNA / Cdk-A [ Ciclina D se observa hasta antes del inicio de la replicacién y
esto probablemente se debe a la pronta desaparicion de la ciclina D.

En el caso de la germinacion en presencia de ABA, se observdo una
detencion del ciclo celular en la fase G1. Evidentemente no se observo replicacion
del DNA y la degradacion de la ciclina D se retraso, lo que ocasion6 que la
actividad de cinasa asociada a PCNA se mantuviera estable durante las primeras
24 horas (Sanchez et al., 2002; Sanchez et al., sometido).

Es de nuestro interés obtener los anticuerpos homologos de las proteinas del
complejo ternario formado por PCNA / ciclina D / Cdk-A para poder hacer un
estudio mas meticuloso de las interacciones que existen en el mismo. Finalmente,
aparecid en las bases de datos parte del genoma de maiz, encontrandose
reportadas tres secuencias que codifican para ciclinas D. La identidad entre estas
tres ciclinas de tipo D1, D2, y D4 es del 17.5%; entre las ciclinas D2 y D4 es del
43%, entre las ciclinas D1y D2 es del 25% y entre D1y D4 es del 28%.



. HIPOTESIS

La ciclinas D de maiz, como las ya caracterizadas en otras especies
vegetales, son inducibles por condiciones que estimulan el ciclo celular y esta
induccion ocurre en la fase G1, concurrente con la inducciéon del proceso

germinativo.

IV. OBJETIVOS

Obtener las secuencias parciales de ciclinas D de maiz.

Determinar la expresion de los transcritos de las ciclinas D durante la
germinacion de maiz.

® Obtener las proteinas recombinantes de las ciclinas y sus
correspondientes anticuerpos.

Caracterizacion de los patrones de acumulacion de las ciclinas D
durante la germinacion de maiz.



V. MATERIALES Y METODOS

1) MATERIAL BIOLOGICO:

Las semillas de maiz variedad chalquefo fueron obtenidas de un proveedor
del Valle de Chalco, Edo. de México. De estas semillas se obtuvieron los ejes
embrionarios y se guardaron a 4°C hasta su utilizacion.

2) IMBIBICION DE LOS EJES EMBRIONARIOS

Se desinfectan 15 ejes embrionarios en hipoclorito de sodio al 0.1% durante
3 minutos. Se enjuagan con agua destilada estéril, poniéndose posteriormente en
la caja petri, la cual contiene papel filtro Whatman #2 y se le afiaden 750 pL de la
solucion de imbibicién en condiciones de esterilidad. Se germinan los ejes por 3,
6, 15 y 24 horas en presencia o ausencia de benziladenina (1 uM) o acido
abscisico (20 pM). En el caso del acido abscisico la solucion debe ser
reemplazada cada 10 horas.

3) EXTRACCION DE RNA

Todo el proceso de extraccion de RNA se realiza en condiciones de
esterilidad y manteniendo siempre la muestra a 4°C. Se colocan los ejes
embrionarios en un mortero, afadiéndoles 1 mL de Trizol y 10 uL de DEPC
concentrado. Se muelen los ejes embrionarios y se les agrega el N; liquido. Este
homogeneizado se transfiere a un tubo “eppendorf’ y se incuba por 2.5 min a
temperatura ambiente y posteriormente se centrifuga a 12,000 rpm por 10 min. El
sobrenadante es transferido a otro tubo “eppendorf” y se le adicionan 200 pL de
cloroformo. Las muestras se agitan vigorosamente y se centrifugan a 12,000 rpm
por 15 min. La fase acuosa se transfiere a un tubo “eppendorf” limpio y el RNA es
precipitado con 500 pL de isopropanol, se incuba por 10 min a temperatura
ambiente y se centrifuga a 12,000 rpm por 10 min. Se elimina el sobrenadante por
decantacion y la pastilla contiene el RNA total. Para obtener un RNA de mejor
calidad es recomendable lavarlo con 1 mL de etanol al 75% y agitar por inversion
hasta resuspender la pastilla. Se centrifuga a 6,000 rpm por 5 min. Se elimina el
etanol por decantacién y se deja que se evapore totalmente. Finalmente se
anaden 100 pL de H,O-DEPC y se almacena a —-20°C.

4) REACCION DE TRANSCRIPTASA REVERSA (RT)

Para un volumen final de reaccion de 20 pL, a 5 ug de RNA se le afiaden 1
pL de oligo dT (500 pg / mL), 1 uL de 10 mM dNTPs, lo cual se calienta a 65°C por
5 min. Pasado este tiempo se pone en hielo y se le agrega 4 pL del buffer de la
primera cadena 5X y 2 yL de 0.1M DTT. Esto se incuba a 42°C por 2 min y



finalmente se centrifuga para recuperar toda la mezcla y se le afiade 1 pL (200 U)
de SuperScript 1| RT. La reaccion se incuba por 50 min a 42°C, inactivandola a
70°C por 15 min.  Esta reaccion se realizé como indica el protocolo de la enzima
“SuperScript™ | Rnase H” Reverse Transcriptase” (Invitrogen).

5) AMPLIFICACION DE cDNA POR LA REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA (PCR)

La reaccion de PCR se realizé utilizando los siguientes oligonucleétidos:

Ciclina D1 “Forward” §' AAA GGA TCC GCG GCC TCC ACGTCC GCT CCC 3
“‘Reverse” 5° AAA GCG GCC GCG ACG CAT CCG GAG CGC GC 3’

CiclinaD2 “Forward “ 5’AAA GGA TCC ATG GTG CCG GGC TAT GAC TGC 3’
“Reverse" 5' AAA CCC GGG ATC GAT GGC GTC CTT CCT GAC 3

Ubiquitina “Forward” 5 GTT CTC CGC CTC AGG GGA GGC 3'
“‘Reverse” 5 GCT TAA ATG AAC CAT GGC TTA 3

Estos oligonucleétidos se disefiaron flanqueando el extremo amino terminal
de las ciclinas y se afadieron las bases necesarias para el reconocommiento de
enzimas de restriccion.

A 200 ng de cDNA utilizados como molde se le agreg6 0.1 uM de cada uno
de los oligonucleétidos, 0.2 mM de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP y dTTP), 1.5
mM de MgCl;, amortiguador de PCR 1X (20 mM Tris-HCI pH 8.4, 50 mM KCI), 0.5
U de la Taq DNA Polimerasa (Invitrogen). Las condiciones de amplificacion fueron
35 ciclos a: 1 min a 94°C, 1 min a 65°C y 1 min a 72°C.

6) ELECTROFORESIS HORIZONTAL EN GEL DE AGAROSA

Los geles de agarosa fueron preparados al 1.5% (0.45 gramos de agarosa),
TAE 1X (0.6 mL del stock 50X) en un volumen final de 30 mL (29.4 mL H20
estéril). Se agrega bromuro de etidio para visualizar los acidos nucleicos.

7) CLONACION EN EL VECTOR pGEM-T-EASY

Después que el cDNA de interés se reamplifica por PCR, se corre en un gel
de agarosa y se corta la banda correspondiente al cDNA. Esta se purifica
utilizando el kit de extraccién de gel (Rapid Gel Extraction System, Marligen
Biosciences), como se indica en el protocolo del kit. Se toman 50 ng del cDNA
purificado y se liga en el vector pGEM T-easy (Promega) dejandose toda la noche
a 4°C.



La transformacion se hace en bacterias competentes DH5a dejandolas en
contacto con el producto de la reaccion de ligacion por 30 min a 4°C, después se
incuban por 40 seg a 42°C y finalmente 2 min a 4°C. Se les agrega 1 mL de
medio LB y se incuba a 37°C por una hora. Se centrifuga por 3 min a 2000 rpm y
a la pastilla se le agregan 200 uL de LB para resuspender las bacterias y
sembrarlas en placa, la cual contiene ampicilina, X-Gal e IPTG.

A continuacion se muestra el vector pGEM T-easy:
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Este vector permite seleccionar las clonas que contienen el cDNA de
interés, debido a que las bacterias transformadas crecen en un medio selectivo
con ampicilina, ya que el plasmido le da a la bacteria resistencia a este antibiético.

Por otra parte, el plasmido contiene el extremo amino de la B-galactosidasa
(gen lac Z) y se utiliza en células hospederas que contienen una regién que
codifica el extremo carboxilo de la B-galactosidasa; de esta forma se obtiene la a-
complementacion logrando que la enzima se vuelva activa. Dentro de la
secuencia que codifica a la regiéon amino de la enzima se encuentra el sitio
multiple de clonacion, por lo que al insertar un cDNA en esta region, la enzima
sera inactiva y las clonas positivas pueden ser seleccionadas debido a que
presentan un color blanco. Aquellas colonias que presentan una coloracién azul
no contienen el inserto, ya que no se interrumpid el gen lac Z y la B-galactosidasa
producida puede hidrolizar al analogo de la lactosa, X-gal, que al precipitarse da
una coloracion azul. Esto se lleva a cabo en presencia de IPTG, que induce la
expresion del gen.



8) DIGESTION DE PLASMIDO

Las bacterias que contienen el plasmido se crecen durante toda la noche en
6 mL de medio LB y ampicilina (100 pg /pL). Se centrifuga todo el cultivo celular y
para aislar plasmido se utiliza el Kit Wizard Plus Miniprep Promega siguiendo las
indicaciones del protocolo.

Una vez purificado el plasmido se toma 1 pg y se anade el buffer
correspondiente a cada enzima de digestion. Posteriormente, se afiade 1 pL de la
enzima (10 U / pL) y se incuba por 3 horas a 37°C.

La digestion con EcoR1 permite liberar el inserto del vector pPGEM. Por otra
parte, los oligonucledtidos “forward” y ‘“reverse” contenian secuencias de
reconocimiento para las enzimas de restriccion BamH1 y Smal (respectivamente),
que también permiten que el inserto se libere al llevarse a cabo la digestion con
estas enzimas de restriccion.

9) CLONACION EN EL VECTOR DE EXPRESION pGEX-4T2

Como se menciond anteriormente, los oligonucledtidos contienen
secuencias de reconocimiento para Bam H1 y Sma |, lo cual permite que la
clonacién que se lleva a cabo en el vector de expresion pGEX-4T2 se haga en el
marco de lectura del mismo. La transformacion del plasmido se hizo en bacterias
BL21.
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10) INDUCCION DE LA PROTEINA RECOMBINANTE Y PROTEOLISIS

Para sobreexpresar a la ciclina D2 recombinante de maiz, las células
tranformadas con el pGEX-4T2 conteniendo el inserto del cDNA de ciclina D2 se
cultivaron en medio LB con ampicilina (100 pg / pl) en agitacion constante
durante toda la noche a 37°C. De este precultivo se tomé una alicuota y se
transfirid a medio LB fresco con ampicilina y se dejo en incubacién hasta alcanzar
una densidad optica de 0.6 (595 nm). Posteriormente se afadio IPTG (1mM) para
inducir la expresion del promotor lacZ, y se dejé por 4 horas. Se centrifugaron las
bacterias; se les agregé PBS 1X con 1% de Triton y se lisaron utilizando el
sonicador.

El vector pGEX-4T2 facilita la purificaciéon de la proteina de interés, ya que
afade en el extremo amino a la proteina glutation S-transferasa (GST). Esta
proteina es capaz de unirse a la Glutatién Sefarosa 4B (Amersham Biosciences),
permitiendo separar la proteina GST-ciclina D2 del resto de las proteinas de la
bacteria.

El lisado se paso por la glutation-sefarosa incubandose por 2 horas. La
sefarosa que tiene unida a la proteina recombinante se lava 3 veces con PBS 1X y
se adiciona el buffer de elucién, obteniendo a GST-ciclina D2.

En el caso de querer obtener sélo a la ciclina D2, se lleva a cabo un paso
proteolitico. La proteina GST puede ser separada de la ciclina D2 utilizando la
trombina, una enzima proteolitica. Después de que la sefarosa ha sido lavada 3
veces, se agrega PBS 1X en la relacién 1:1 con la resina y se afade la trombina
(50 pL / mL de resina). Se deja toda la noche a temperatura ambiente y en
rotacion. Se centrifuga y el sobrenadante corresponde a la ciclina D2.

11) ELECTOFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA EN CONDICIONES
DESNATURALIZANTES (SDS-PAGE)

Se toman 1.25 mL de la solucién patron de gel separador y se mezcla con
persulfato de amonio 0.2%, acrilamida 14%, TEMED 0.1% y agua hasta completar
un volumen de 10 mL. Esta solucion se vierte en el molde y se deja polimerizar.
Por otra parte, se prepara el gel apilador que contiene 750 L de la solucién patron
de gel apilador, acrilamida al 4%, persulfato de amonio 0.1%, TEMED 0.1% y agua
hasta completar un volumen de 3 mL. Se vierte el gel apilador sobre el gel
separador previamente polimerizado y se coloca el peine con los pozos
requeridos. Al término de la polimerizacion, se coloca el gel en la camara de
electroforesis y se agregan 50 mL del amortiguador de electrodos mas 600 mL de
agua. La electroforesis se corre a 80 V por 20 min, se sube el voltaje a 120 V por
40 min y finalmente a 240 V por 40 min.



12)TINCION DE GELES DE ACRILIAMIDA

Para la tincion de geles se utiliza la solucion de azul de Coomasie
(Coomasie G25 0.05%, HCIO,4 5.18%), la cual se deja en contacto con el gel por
10 min. Posteriormente se enjuaga el gel con etanol al 50% y se deja destifiendo
con agua hasta que se observen las bandas de interés.

13) OBTENCION DE ANTICUERPOS

Para obtener una mejor respuesta inmune, los antigenos se acoplan a
hemocianina. La hemocianina (0.002g, 0.002%) se deja toda la noche a
temperatura ambiente y en rotacion con 10 pL de glutaraldehido, 190 pL de PBS
1X y agua hasta acompletar un volumen de 1 mL. Posteriormente, se elimina el
exceso de glutaraldehido por centrifugacion en tubos centricon corte 50. Se le
agrega el antigeno (500 pg) y se deja acoplando por 12 horas a temperatura
ambiente y en rotacion. Después se hace una emulsién afiadiendo a lo anterior el
adyuvante completo o incompleto de Freund, lo cual se inyecta de forma
subcutanea en la espalda del conejo. Este procedimiento se realiza cuatro veces,
donde la primera y tercera inmunizacion se hacen con el adyuvante incompleto y
la segunda y cuarta con el completo de Freund. Después de la tercera
inmunizacién, se toma una muestra de prueba y se verifica el titulo que tienen los
sueros. Si el titulo es bueno, después de la cuarta inmunizacion se hace la
puncion cardiaca. Los antigenos que se utilizaron fueron ciclina D2 para un
conejo y para el otro GST-ciclina D2.

14) INMUNOPURIFICACION DE LOS ANTICUERPOS

Se prepara un gel para SDS-PAGE donde se corre un total de 1 mg de
antigeno; se transfiere a una membrana de Immobylon y se tifie con Rojo de
Ponceau. Se corta solamente la banda correspondiente al antigeno. Se bloquea
la membrana con solucion de bloqueo (PBS 1X, leche en polvo 5%, Tween 20
1.2%) durante 1 hora a temperatura ambiente.

Se toma 1 mL de suero, se le agrega sulfato de amonio al 25%, lo cual
permite que se eliminen otras inmunoglobulinas. Se centrifuga, se toma el
sobrenadante, al cual se le afade sulfato de amonio al 30% para precipitar a las
lgGs. Se resuspende el pellet en 1mL de PBS 1X, se dializa y se centrifuga hasta
obtener un volumen final de 500 pL del anticuerpo.

15) WESTERN BLOT

Se hace un gel para SDS-PAGE con las muestras seleccionadas para
transferirlas a una membrana Immobylon. La electrotransferencia se lleva a cabo
poniendo sobre la parte inferior (dnodo) 6 papeles Whatman 3MM del tamario del
gel, después se pone la membrana Immobylon (hidratada con metanol al 50%),
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posteriormente el gel y finalmente 3 papeles Whatman 3MM. Todo esto se
humedece previamente con la solucion de transferencia. Se coloca el catodo y se
transfiere por una hora a 75V.

La membrana se incuba con la solucién de bloqueo durante una hora a
temperatura ambiente. Se desecha esta solucion y se agrega nueva solucion de
blogueo con el primer anticuerpo (1:2000) y se deja por 3 horas a temperatura
ambiente. En seguida se lava la membrana con PBS 1X, 3 veces por 10
minutos.

Se agrega nueva solucién de blogueo con el segundo anticuerpo (anti-
conejo conjugado con peroxidasa alcalina), se incuba por una hora a temperatura
ambiente. Se lava tres veces por 10 minutos con PBS 1X.

Para la identificacion de las proteinas se utiliza el sistema de
quimioluminiscencia (Amersham). Se incuba la membrana con el sustrato luminol
por 2 minutos; después se coloca entre dos acetatos y en obscuridad se expone la
pelicula de rayos X sobre la membrana. El segundo anticuerpo es capaz de
hidrolizar el sustrato y producir luminiscencia provocando que la pelicula de rayos
X se vele en el lugar donde hay reconocimiento y posteriormente sea visto al ser
revelada la pelicula

16) ENSAYO DE COMPETENCIA

El primer anticuerpo en una dilucién 1:2000 se deja incubando por 1.5 horas
con el antigeno (40 pg) y se completa un volumen de 100 pL con PBS 1X.
Posteriormente se realiza un Western blot, utilizando esta mezcla como primer
anticuerpo.

17) EXTRACCION DE PROTEINAS DE EXTRACTOS DE MAIZ

Se colocan 15 ejes embrionarios embebidos en un mortero a 4°C, se les
agrega 1 mL de la solucién de extraccion y se homogenizan. Se ultracentrifugan
por 30 min a 30,000 rpm a 4°C. El sobrenadante se transfiere a un tubo eppendorf
y se almacena a —-70°C.

18) CUANTIFICACION DE PROTEINAS

Para la identificacion de la ciclina D en extractos de maiz se parte de 25 ug
de proteina total. La cuantificacion de la misma se hace por el método de
Bradford y para asegurarnos de que cada muestra tuviera la misma cantidad se
corren geles de acrilamida, los cuales. se tifien por Coomasie y se observa que el
cargado sea el mismo.

En el caso de la cuantificacion de la proteina recombinante GST-ciclina D,
se mide por espectrometria a una absorbancia de A280, donde 1 unidad de
absorbancia equivale a 0.5 mg/mL de GST.

(3]
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19) RT-PCR SEMICUANTITATIVO

La reaccion de transcriptasa reversa (RT) se realiza como se ha descrito
anteriormente a partir de 5 pg de RNA total utilizando oligo dT. En cuanto a la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), se establecieron las condiciones de
amplificacion tanto para la ciclina D2 como para ubiquitina. Con base en estos
resultados el ensayo final se hizo con las siguientes condiciones: 27 ciclos a 1 min
a 94°C, 1 min a 55°C y 1 min a 72°C. La concentracion de oligonucleétidos para la
ciclina D2 es de 0.1 uyM y para ubiquitina de 0.05 pM. Se utilizan 3 pL (150 ng) de
la reaccién de RT para una reaccién de 25 pL de PCR. La reamplificacion de
ambos genes se realiza en reacciones por separado.

20) MARCAJE DE LA SONDA POR “RANDOM PRIMER”

Se utilizo el Kit comercial de Invitrogen y se siguié el protocolo del mismo.
Se desnaturalizan 25 ng del DNA que servird como sonda, disueltos en 20 pL por
5 min a 95°C y se ponen en hielo. Se adicionan 2 pL de los dNTPs (dATP, dGTP,
dTTP), 15 pL del buffer de “random primer” y agua hasta completar un volumen
final de 44 yL. En el area de radioactividad se agregan 5 uL de [a-*P] dCTP
(50uCi) y 1 pL del fragmento Klenow. Se incuba por 1 hora a 25°C. Se adicionan
5 pL del buffer para detener la reaccion.

Para purificar la sonda a un tubo “eppendorf” de 500 pL se le hace un
pequerio orificio en el fondo; se rellena con fibra sintética y se le afiade 400 L de
Sephadex G-25 y se centrifuga para que se compacte. Este tubo se introduce en
un “eppendorf’ de 1.5 mL y se anade la reaccion de “random primer” al tubo
pequeno. Se centrifuga y lo que se recupera en el tubo grande corresponde a la
sonda marcada.

21) HIBRIDACION

Se realiza una electroforesis horizontal en un gel de agarosa al 1.5% y se
corre a 100 V. El gel se trata con HCI 0.2N por 10 min, NaCl 1.5M / NaOH 0.5 M
por 10 min, NaCl 1.5 M /Tris 1M por 10 min y SSC 20X 10 min.

El gel es transferido poniéndolo sobre dos tiras de papel Whatman 3MM,
que se encuentran en contacto con la solucion SSC 20X y que estan arriba de una
caja petri. Se recorta una membrana de Hybond N+ del tamano del gel y se
coloca encima del mismo, previamente hidratada con agua. Se colocan 3 papeles
Whatman del tamafio del gel seguido de gran cantidad de papel periddico de las
dimensiones del gel y finalmente se pone peso. Este dispositivo se encuentra en
un recipiente que contiene la solucién SSC 20X y es cubierto por un plastico para
que no se evapore la solucion y permita que la transferencia se lleve a cabo por
capilaridad. Esto se deja por 18 horas.

Transcurrido el tiempo, la membrana se enjuaga con agua y se deja secar.
Se fijan los acidos nucleicos con luz UV en el aparato UVC 500 Ultraviolet
Crosslinker HS1 aplicando dos ciclos de “Optimal crosslink”.



La membrana se pone a prehibridar por 2 horas a 60°C con 15 mL de la
solucién de hibridacion. Se tira esta solucidon y se agrega nueva solucion
afadiendo aqui la sonda radiactiva. Se deja hibridando por 15 horas a 60°C.

Para evitar inespecificidades se hacen los siguientes lavados:

a) 15 mL de una solucion de SSC 2X, SDS 0.1% por 15 min a 60°C.
b) Dos lavados con 15 mL de una solucién de SSC 0.1X, SDS 0.1% por 15 min a
60°C

La membrana se coloca entre dos acetatos y se deja exponiendo por 2
horas en el Exposure Cassette-K y se digitaliza la imagen por el aparato
Phosphoimager (Biorad).

La membrana se deja exponiendo en pelicula de rayos X por 15 dias y se
revela.

22) BACTERIAS COMPETENTES

Se inocula una colonia de E. coli en 10 mL de LB contenido en un matraz de 50
ml. Se incuba durante toda la noche en agitacién a 250 rpm a 37 °C. Se toman 4
mL del precultivo y se afiaden a 200 mL de medio LB en un matraz de 1L. Se
dejan crecer a 250 rpm a 37 °C hasta alcanzar una D.O. de 0.375 a 590 nm.
Posteriormente, se vacia el cultivo en 4 tubos de polipropileno de 250 mL estériles
y se dejan en hielo de 5 a 10 minutos. Se centrifuga a 3000 rpm durante 7 min a
4°C. Se resuspende cuidadosamente cada botén celular en 10 mL de solucion de
CaCl; 60 mM fria. Se centrifiga a 3000 rpm por 5 min a 4 °C. Se vuelve a
resuspender cada boton celular en 10 mL de solucion de CaCl, fria. Las células
resuspendidas se mantienen en hielo por 30 min. Se juntan todas las células y se
centrifugan a 3000 rpm por 7 min a 4 °C. Por ultimo se resuspende el boton
celular en 2.5 mL de la solucién de CaCl, fria y se divide en alicuotas de 100 pL.
Las células se guardan a -70 °C hasta su uso.



VI. RESULTADOS

El complejo ternario de PCNA / Cdk-A y ciclina D, el cual tiene actividad de
cinasa en las primeras horas de germinacidon de maiz, fue caracterizado en
nuestro laboratorio (Sanchez et al., 2002). En ese estudio el anticuerpo que se
utilizé para identificar a la ciclina D unida a PCNA es heterologo, por lo que se
decidié clonar cDNAs codificantes de ciclinas D para poder sobreexpresar la(s)
correspondientes proteinas y posteriormente obtener anticuerpos homologos. La
estrategia que se siguid para lograr este objetivo fue, primeramente, tratar de
purificar a la ciclina D por medio de una columna de afinidad de PCNA, por la cual
se pasaban extractos proteicos de maiz, cuyas proteinas con afinidad por PCNA
eran eluidas a diferentes concentraciones de NaCl. Posteriormente, se
identificaba a la ciclina D por medio del anticuerpo heterélogo. Una ciclina D
putativa fue identificada y microsecuenciada, pero desafortunadamente la proteina
purificada estaba bloqueada por el extremo amino terminal, por lo que no se pudo
determinar si realmente era una ciclina. Muchas otras proteinas purificadas por
este metodo que se intentaron microsecuenciar estaban tambiéen bloqueadas en el
extremo amino terminal y sélo una de un peso aproximado de 35 kDa pudo ser
microsecuenciada. La secuencia obtenida fue DINGGGATLPQQAY. A partir de
esta secuencia de aminodacidos se diseid un oligonucleétido degenerado que
abarcaba a los primeros 6 aminoacidos y este oligonucleotido fue el “forward” 5'.
Como oligo “reverse” 3’ se utiliz6 oligo dT. Se reamplifico un cDNA de 1500 pb, el
cual se cloné en el vector pGEM y se secuencid, dando como resultado la
secuencia para una proteina hipotética de Xylella fastidiosa, la cual es una
bacteria fitopatégena Gram negativa, que se encuentra en el xilema de las plantas.

Por otra parte, se realizé una comparacion de las diferentes ciclinas D
reportadas para plantas hasta ese momento y se observé que la parte central era
la mas conservada. Esta region corresponde a la caja de ciclinas, comun a todas
las proteinas de la familia, la cual esta formada por 100 aminoacidos y es donde
las CDKs se unen a las ciclinas. Se disefiaron oligonucledtidos degenerados que
flanqueaban a esta regién y se traté de reamplificar los cDNAs de las ciclinas de



maiz. En esta ocasion, aunque se obtuvieron varios cDNAs, sus secuencias no
correspondian al de ciclinas tipo D; los cDNAs codificaban con una alta similitud a
una histidil tRNA sintetasa de T. aestivum, una histidina descarboxilasa de B.
napus y una RNasa H putativa de A. thaliana .

Como ya se establecié en la introduccion, las ciclinas D contienen una
estructura primaria conservada en donde, en la regién amino terminal, se
encuentra una secuencia formada por los aminoacidos LXCXE, la cual es un
dominio de unidén con la proteina de retinoblastoma. En la region central se
localiza la caja de ciclinas, anteriormente mencionada, donde las CDKs se unen a
las ciclinas y en el carboxilo terminal se encuentra una region denominada PEST,
rica en dichos aminoacidos, que al ser fosforilada en la serina o treonina permiten
la degradacion de la proteina.

Uno de nuestros objetivos era obtener anticuerpos que nos permitieran
diferenciar a cada una de las ciclinas, debido a la alta identidad que presentan.
Teniendo en mente que estas proteinas contienen regiones altamente
conservadas, se observé que es en el extremo amino terminal de cada proteina
donde mas difieren, por lo que se disefaron oligonuclettidos que flanquearan
dicha region (forward y reverse). El porcentaje de identidad en esta regidon entre
las ciclinas D2 y D4 es de 34%; en cambio, la ciclina D1 no muestra una identidad

significativa al compararse con las otras dos proteinas.



A continuacion se muestra la comparacién de la region de interés y los

sitios que sirvieron de base para disefar los oligonucleotidos.

1 =

0

{1) MGD TPTSILICLEDGSDLLADADD-========r=======- GAGTDLVVARDERLLVVDQ
e ASVLLCAEDNAAI LGLDDDGEESSWARRATPPRDTVAARAATGVAVDGILTEFPLL
—

{1} ===== MAPSCYDARASMLLCAEEHSSILWYDEE-EEE----LEAVGRRR--GRSP DFGADLEPPQ
{1) A SAYD AASILLCAED SAILA DDD EE R GAA LFP Q
FORWARD
71
{53) DEEYVALLLSKE-SASGGGGPVEEMED----- WHKAREEGER AW TKTTAMFREGGKTAYVAVNYLD

—

(63) SDDCVATLVEKEVEHMPAEGYLQKLQRRHGDLDLAAJHIBIIEW I WKV IEHYNFAPLTAVLSVN

(53) SEECVAGLVERERDHMPGPCYGDRLR---GGGGCLCVRREAVDWIWKAYTHHRFRPLTAYLAVN

(71} SEECVA LVEKE DHMPG GYLDKL G L AVREDAVDWIWEK HHRFAPLTAYLAVK
REVERSE

Los oligonucleétidos se disefiaron solamente para las ciclinas D1y D2 vy
por medio de RT-PCRs se aislaron los cDNAs, partiendo de RNA total de 6 horas
de germinacion de ejes embrionarios de maiz (fig. 1).
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El cDNA esperado para la ciclina D2 era de 321 pb, que corresponden a la
region 5' codificante del extremo amino terminal y un cDNA de ese tamaiio puede
observarse en la figura 1 en los carriles 1 y 3. Con respecto a la ciclina D1, el
producto de PCR que se obtuvo fue de 252 pb correspondiente al tamarfo del
cDNA esperado (figura no mostrada).

Estos cDNAs se clonaron en el vector pGEM y se seleccionaron colonias
de color blanco (ver materiales y métodos) para comprobar que el inserto se
encontraba clonado en el vector y que correspondia al tamano indicado para cada
cDNA. En la figura 2 carril 5, se muestra la digestion del plasmido con las enzimas
de restriccion BamH/ y Smal, liberando un inserto con un tamano de 321 pb que
corresponderia al cDNA para la ciclina D2 y el vector pGEM con un tamaro de
alrededor de 3000 pb. Esto mismo se realizé para el inserto de la ciclina D1
putativa, obteniéndose un cDNA de 252 pb. Estos cDNAs se secuenciaron para
verificar que efectivamente correspondian a las ciclinas D1 y D2 de maiz. La
secuenciacion obtenida del fragmento de la ciclina D1 resulté ser un factor de
elongacion y no se trabajo mas con este.

En cuanto a la ciclina D2, se obtuvo una secuencia virtualmente idéntica a
la reportada, con soélo los siguientes cambios de bases: G160T, C204T y C297T.
Con la certeza de tener un fragmento de la ciclina D2 de maiz, el cDNA se clond
en el vector de expresion pGEX4T-2.
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Los carriles 2, 3 y 4 de la figura 2 muestran la digestion del plasmido
pGEX4T-2 por medio de las enzimas de restriccibn BamH/ y Smal. En estos
carriles se observa la banda de 321 pb correspondiente a la ciclina D2 y otra
banda alrededor de 5000 pb que corresponde al tamaro del vector pGEX4T-2.

Se intentd clonar toda la regién codificante de la ciclina D2 (1077pb), pero
no se tuvo éxito.

SOBREEXPRESION DE LA PROTEINA RECOMBINANTE

El fragmento de la ciclina D2, clonado en el vector de expresion pGEX4T-2,
fue secuenciado para comprobar que la secuencia se encontrara en marco de
lectura. Esta secuencia en efecto se encontraba en marco de lectura y los cambios
de bases que se mencionaron anteriormente no producen cambio en la
codificacion de los aminoacidos y s6lo el cambio de nucleétido de G160T da como
resultado Val54Phe.

Los péptidos que se expresan utilizando este vector estan fusionados al
extremo carboxilo de la glutation S-transferasa (GST), que por si sola tiene un
corrimiento de alrededor de 26 kDa. Esta proteina de fusion nos permite purificar
a la proteina recombinante, ya que se hace pasar el extracto proteico de la
bacteria transformada, donde se sobreexpresé la proteina recombinante, por una
columna de Glutation Sefarosa 4B a la que se unira la GST. Posteriormente, la
proteina fusionada se eluye utilizando un buffer que contiene glutatién reducido.

Para sobreexpresar la proteina recombinante es necesario anadir IPTG al
cultivo celular y dejarlo en incubacion a 37°C durante 4 horas. En la figura 3 se
muestra la induccién de la proteina recombinante. El panel A representa el gel de
acrilamida teiido con Coomasie y el B es un experimento tipo Western utilizando
anticuerpos contra GST.
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Figura 3. Sobreexpresion y purificacion de la proteina recombinante GST-
ciclina D2. A) Gel de acrilamida al 14% tefiido con azul de Coomasie. B)
Western blot a-GST. 1) Marcadores moleculares. 2) E.coli BL21 sin plasmido. 3)
Sobrenadante de la lisis de bacterias sobreexpresando a GST inducida con IPTG.
4) Proteinas no unidas a la glutation sefarosa de la sobreexpresion de GST
inducida. 5) Fraccion eludia de la sobreexpresion de GST inducida. 6)
Sobrenadante de la lisis de bacterias sobreexpresando GST-ciclina D2 sin inducir.
7) Proteinas no unidas a la glutation sefarosa de la sobreexpresion de GST-ciclina
D2 no inducida. 8) Fraccion eluida de la sobreexpresion de GST-ciclina D2 no
inducida. 9) Pellet de la sobreexpresion de GST-ciclina D2 inducida por 4 horas
con IPTG 10) Sobrenadante de la lisis de bacterias sobreexpresando GST-ciclina
D2 inducida. 11) Proteinas no unidas a la glutation sefarosa de la sobreexpresion
de GST-ciclina D2 inducida. 12) Fraccién eluida de la sobreexpresion de GST-
ciclina D2 inducida. 13) Resina de sefarosa con GST-ciclina D2.

En el primer carril se muestran los marcadores de peso molecular y en el
segundo, proteina de una cepa silvestre de E. coli BL21 sin el plasmido. En los
carriles 3-5 se observa la induccion proteica de una clona que contiene el
plasmido pGEX 4T2 sin inserto inducida durante 4 horas con IPTG. Del carril 6 al
8 se muestran los extractos proteicos de clonas conteniendo el inserto de la ciclina
D2 sin inducir y del carril 9 al 12 inducidas con IPTG. Al observar la induccién del
plasmido que no contiene a la ciclina D2, se reconoce en el Western blot a la

proteina GST en el sobrenadante y en el eluato (panel B, carriles 3 y §



respectivamente) con un peso molecular de 26 kDa. En el caso de la induccién de
ciclina D2, se observa que cuando no se agregoé IPTG, la proteina recombinante
no se sobreexpreso (carriles 6-8); en cambio, en el panel B en los carriles 9 al 12
se observa la induccion de la proteina recombinante GST-Ciclina D2 en un peso
de 40 kDa y es reconocida por el anticuerpo a-GST.

Una vez que se comprobo la induccion de la proteina, se purifico y separd
la proteina recombinante ciclina D2 de la proteina de fusion GST utilizando la
proteasa trombina. En la figura 4, panel A, se muestra un gel de acrilamida tefido
con azul de Coomasie en donde se observan las fracciones de la purificacion de la
proteina recombinante GST- Ciclina D2. El carril 2 muestra la proteina del
precipitado, el carril 3 la fraccion soluble y en el 4 las proteinas no unidas a la
resina glutation sefarosa; en estos tres carriles observamos que una proteina de
alrededor de 40 kDa esta representada en mayor cantidad comparada con el resto
de las proteinas. El carril 5 representa los lavados a la resina y la proteina GST-
Ciclina D2 purificada se observa en el carril 6. En este ultimo carril, la proteina
recombinante se obtiene pura en un peso de 40 kDa; con esta proteina se realizo
la protedlisis con trombina. En los carriles 7 y 10 se ven las bandas que
corresponden a GST de 26 kDa y una banda de 16 kDa correspondiente a ciclina
D2. En el carril 8 se muestra la resina que tiene unida a GST-Ciclina D2 y en el 9
la resina donde se llevo a cabo la protedlisis, por lo que se observan las bandas
correspondientes a GST-Ciclina D2, GST y Ciclina D2. En el panel B de esta
misma figura, se muestra un Western blot usando el anticuerpo dirigido contra
GST, donde se observa el reconocimiento de las proteinas recombinantes GST-
Ciclina D2 y GST, pero no asi de la ciclina D2.
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Figura 4. Purificacién y protedlisis de la proteina recombinante
GST-Ciclina D2. A) Gel de acrilamida al 14% tefiido con azul de
Coomasie. B) Western blot a-GST. 1) Marcadores de peso molecular.
2) Pellet. 3) Proteinas solubles. 4) Proteinas no unidas a la resina
glutation sefarosa. 5) Lavados. 6) GST-Ciclina D2. 7 y 10) GST y
Ciclina D2. 8) Resina con GST-Ciclina D2. 9) Resina donde se hizo la
protedlisis con trombina.

GENERACION DE ANTICUERPOS

Una vez que se obtuvo la proteina recombinante purificada, se prosiguié a
la generacion de anticuerpos contra la misma. Se inyectaron dos conejos con las
siguientes proteinas:

a) ciclina D2 procesada.

b) GST- ciclina D2 recombinante.

Para cada inmunizacion se utilizaron cuando menos 500 g de la proteina y

se hicieron cuatro de éstas. La proteina se acopld a hemocianina y se



homogenizé con adyuvante de Freund. Para la primera y tercera inmunizaciones
se utilizo el adyuvante de Freund completo; para la segunda y cuarta inmunizacién
el adyuvante incompleto de Freund.

Después de la tercera inmunizacion se tom6 una muestra de sangre para
analizar el titulo de los anticuerpos. El resultado de esta muestra fue 6ptimo y con
base en esto se decidio sangrar a los conejos 4 dias después de la cuarta
inmunizacién. Se probaron varios titulos del anticuerpo: 1:500, 1:1000, 1:2500 y
1:5000. Donde se obtuvieron los mejores resultados fue alrededor del titulo de
1:3000 (fig. 5). También se realizé la inmunodeteccién utilizando el suero
preinmune con un titulo 1:500.

Los anticuerpos reconocieron muy bien a la proteina recombinante ciclina
D2, tanto la que se encuentra fusionada a GST (carriles 1, 4, 7, 10 y 13) como la
proteolizada (carriles 2, 5, 8, 11 y 14). En extracto crudo de maiz de 3 horas de
germinacion (panel B carriles 3, 6, 9, 12 y 15), las proteinas que se logran
identificar son de alrededor de 38 y 42 kDa en el caso del anticuerpo generado
contra GST-ciclina D2; para el caso del anticuerpo contra ciclina D2 (panel A
carriles 3, 6, 9, 12 y 15), s6lo se observa una banda de 38 kDa. El peso de 38 kDa
es el sugerido para la ciclina D2. El suero preinmune.del conejo donde sélo se
inyecto la ciclina D2 procesada (A) reconoce a una proteina que se encuentra en
el peso de la proteina recombinante fusionada con GST, pero no a la proteina
proteolizada. En cambio, el suero preinmune del conejo inyectado con GST-
ciclina D2 (B) no reconoce a ninguna de las proteinas recombinantes. Ambos
sueros preinmunes identifican otras proteinas en los extractos crudos de maiz (fig.
5).
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Figura 5. Titulo de anticuerpos contra la ciclina D2. Pl=
suero preinmune 1:500. Diferentes titulos para los anticuerpos
1:500, 1:1000, 1:2500, 1:5000. A) Anticuerpo dirigido contra la
ciclina D2 recombinante. B) Anticuerpo dirigido contra GST-
Ciclina D2. Carriles 1, 4, 7, 10 y 13 proteina GST-ciclina D2
recombinante. Carriles 2, 5, 8, 11 y 14 proteina Ciclina D2.
Carriles 3,6,9, 12 y 15 extracto de maiz germinado por 3 horas.
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Para obtener una especificidad mayor fue necesario purificar

anticuerpos para que solo reconocieron a la ciclina D2. Esto se realizé haciendo
un gel SDS-PAGE vy corriendo la muestra de la ciclina D2 pura. Posteriormente se
transfiri6 a una membrana PVDF, se bloqued y se incubd por toda la noche con el
suero donde se encontraba el anticuerpo al igual que el preinmune. Se elimind

todo el suero no unido y el anticuerpo unido a la membrana se despeg6 con una

solucion de glicina pH=2 y después se neutralizd.



Teniendo el anticuerpo inmunopurificado era necesario realizar ensayos de
competencia para tener la certeza que la proteina que se reconoce en maiz
corresponde efectivamente a una ciclina D2. Se hicieron tres membranas
idénticas donde los carriles 1, 4 y 7 contenian GST- ciclina D2; en los carriles 2, 5
y 8 se identifica a la ciclina D2 procesada y en los carriles 3, 6 y 9 se corrieron
extractos crudos de maiz germinado por 3 horas. En la parte inferior de la figura
6, se muestra la tincion con azul de Coomasie del gel de acrilamida donde se
observa que los extractos de maiz se hicieron por triplicado como control de
cargado . En la parte superior de la figura 6 se muestra el tratamiento que se hizo
a cada membrana. En el panel A se realizdé una inmunodeteccion con el suero
preinmune y no se observa reconocimiento alguno, como era de esperarse. En el
panel B, se realizé el ensayo tipo Western utilizando el anticuerpo a-ciclina D2, el
cual es capaz de reconocer a las proteinas recombinantes (40 kDa, carril 4 y 16
kDa, carril 5), asi como a la proteina en maiz (38 kDa carril 6). Para el panel C, se
incubd el anticuerpo a-ciclina D2 con la proteina recombinante procesada de
ciclina D2 por 1.5 horas, posteriormente se afiadio esto a la membrana y se realizd
el ensayo tipo Western normalmente. Se observa que el reconocimiento de las
proteinas recombinantes es menor al observado en el panel B (carriles 7 y 8) y
que en maiz desaparecen las bandas (carril 9) que se reconocian en el panel B.
Todo esto nos indicaba que la proteina recombinante que se preincubaba con el

anticuerpo competia con la que estaba presente en la membrana.
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Teniendo la certeza de que el anticuerpo solo reconoce a una proteina en
maiz y que se trata de la ciclina D2, se decididé analizar su comportamiento
durante la germinacién de maiz, para lo cual se obtuvieron extractos proteicos de
diferentes horas de germinacion de ejes embrionarios. En la figura 7, panel A, se
presenta la inmunodeteccion de la ciclina D2 observandose un incremento en sus
niveles hacia las 6 horas de germinacion y una posterior disminucion hacia las 24
horas. Como control de cargado se utilizd la inmunodetecciéon de una ciclina B
putativa y el cargado por tincién del gel con azul de Coomasie.

Se sabe que las ciclinas D son proteinas capaces de percibir condiciones
del medio ambiente y se ha reportado que pueden ser reguladas por mitégenos.
Por esto, se decidi6 ver el comportamiento de la ciclina D2 de maiz en presencia
de una citocinina como es la benziladenina (BA). En el panel B, se observa que el

comportamiento de la ciclina D2 en presencia de BA es similar al control, aunque



hubo un pequefio acumulo de la proteina en 3 horas de germinacion con respecto
al control y que posteriormente los niveles decayeron hacia las 24 horas.

Por otra parte, se analiz6 a la ciclina D2 en presencia de acido abscisico
(ABA) y se observo el mismo patron que en el control, pero presentando mayor
cantidad de la proteina en 3 y 6 horas de germinacion y hacia las 24 horas no se
detecto la proteina.
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Figura 7. Inmunodeteccion de la ciclina D2 durante la germinacion de maiz y el
efecto de fitohormonas. A) Germinacién control. B) Germinaciéon con
fitohormonas. BA= benziladenina, ABA= acido abscisico. C) Grafico de la
densitometria. Los ejes embrionarios se embebieron en presencia / ausencia de
fitohormonas por 3. 6. 15 y 24 horas. En todos los casos se muestra la
inmunodeteccion de una ciclina B como control de cargado al igual que el gel tefiiddo
con azul de Coomasie.
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Una vez conocido el patréon de expresion de la proteina ciclina D2 en ejes
embrionarios, se determind su presencia en diferentes tejidos (fig. 8). Se
seleccionaron tejidos proliferativos como el meristemo radicular y la raiz total,
donde el ciclo celular es muy activo y la presencia de la ciclina D2 seria
indispensable. Por otra parte, también se analizaron tejidos diferenciados como
son tallo y hoja, donde la division celular es menor comparado con los meristemos.
Se observo que la ciclina D2 se encuentra presente en todos los tejidos que se

analizaron, aunque no se determiné la abundancia de la proteina en cada tejido.
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Figura 8. Inmunodeteccion de la ciclina D2 en diferentes tejidos.
1) Meristemo radicular. 2) Raiz total. 3) Tallo. 4) Hoja.



EXPRESION DEL mRNA DE LA CICLINA D2

Conociendo el comportamiento de la proteina ciclina D2 durante la
germinacién de maiz en presencia o en ausencia de fitohormonas, se estudio
también la expresion del transcrito, detectandose inicialmente por medio de
experimentos tipo Northern. Desafortunadamente, los resultados no fueron muy
alentadores, ya que el tamano del transcrito de la ciclina D2 coincide con el
tamano del RNA ribosomal pequefio, por lo que no habia la certeza de que la
sefial fuera la del mensajero, ya que pudiera deberse a una hibridacion
inespecifica.  Se realizaron también otros experimentos del tipo Northern con
fracciones de  mRNA purificadas de para evitar la presencia de los ribosomales,
pero la sefial obtenida fue muy débil.

Otra forma de abordar el estudio de la expresion de un gen es por medio de
RT-PCR semicuantitativo, para lo cual es necesario establecer las condiciones
ideales en donde la cantidad del transcrito sea reamplificada lineaimente sin llegar
a la saturacion de la reaccion de PCR. Esta estrategia se probd con el mRNA de
la ciclina D2.

A partir de 5 pg de RNA total se realizo la reaccion de RT con un volumen
final de 20 pL y de ahi se partié para montar las condiciones del nimero de ciclos
y concentracion de cDNA necesarios para reamplificar el transcrito por PCR. Se
realizé una cinética a partir de 15 ciclos, aumentando 5 ciclos para cada reaccion
hasta completar 35 ciclos. De cada una de estas reacciones se cargaron 15 plL y
se corrieron en un gel de agarosa al 1.5%. Posteriormente, se transfirieron a una
membrana de Hybond N+ y se hibridaron con la sonda de la ciclina D2 marcada
radiactivamente. En la figura 9 se muestra el gel de agarosa tefido con bromuro
de etidio donde a partir de los 30 ciclos y en 35 ciclos se observa la banda
correspondiente a la ciclina D2. Sin embargo, en la autoradiografia se muestra
que a partir de los 25 y hasta los 35 ciclos hay sefal de la amplificacion del
mensajero. En base al grafico que se obtuvo al hacer las densitometrias de estas
figuras, se decidio trabajar con 27 ciclos, el cual se muestra en la parte lineal de la

curva.
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Una vez establecido el nimero de ciclos necesarios para reamplificar el
transcrito, se necesitaba saber la cantidad de cDNA que se emplearia en cada
reaccion. A partir de la reaccion de RT de 20 pL totales, se tomaron 2 pL, 3 uL y
4 pL (aproximadamente 100 ng, 150 ng y 200 ng respectivamente). En todos las
reacciones hubo senal de la hibridacidon con el producto de reamplificacion y
conservaron una tendencia lineal (figura 10), por lo que se decidié trabajar con 3
pL. La concentracion de oligos especificos para reamplificar a la ciclina D2 se
habia establecido desde el principio del trabajo y se conservd la misma
concentracion, que fue de 0.1 pM. Las condiciones elegidas para la
reamplificacién del transcrito fueron de 27 ciclos, tomando 3 pL de la reaccion de

RT y una concentracion de 0.1 uM de oligos especificos.
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Figura 10. Concentracion
necesaria de ¢cDNA para la
amplificacion de la ciclina
D2 por RT-PCR
semicuantitativo. A)
Autoradiografia. B) Gréfico
de la densitometria.
Microlitros del RT utilizados
para cada reaccion de PCR 2.
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Por otra parte, se necesitaba conocer la expresion de un gen que fuera
constitutivo durante la germinacion de maiz, para que sirviera como control interno
del experimento. En primera instancia se tratd de aislar el gen de la actina 2 de
maiz, cuyo mensajero habia sido reportado como de permanencia estable, pero
no se tuvo éxito en la clonacion. Posteriormente, se encontro reportado que la
expresion del gen de la ubiquitina de maiz era constitutivo, por lo que se cloné un
fragmento de 476 pb del gen de ubiquitina. Su secuencia indico que
efectivamente se trataba del cDNA de la ubiquitina, por lo que se prosiguit a
establecer las condiciones necesarias para el RT-PCR semicuantitativo. Al igual
que para la ciclina D2, se establecieron el nimero de ciclos necesarios para la
reamplificacion del transcrito. En este caso, a partir de los 25 y hasta los 35 ciclos
se observo el producto de PCR en el gel de agarosa tefido con bromuro de etidio,
y a partir de los 20 ciclos se detecta con una sonda radioactiva (figura 11).
Teniendo en cuenta el resultado obtenido con la ciclina D2 y en base a estos
resultados, se decidid trabajar a 27 ciclos, dado que en ambos casos se

encontraba en la parte lineal de la reamplificacion.



Figura 11. Numero de ciclos
necesarios para la
amplificacion del cDNA de la
ubiquitina por RT-PCR
semicuantitativo. A) Gel de
agarosa al 1.5% tefiido con
bromuro de etidio. B)
Autoradiografia. C) Gréfico de
la densitometria. Ciclos
realizados en el PCR 15, 20.
25, 30, 35. S= sonda.
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Posteriormente se probd la concentracion de oligos adecuada para este
experimento. Las concentraciones que se probaron fueron 0.01, 0.03, 0.05y 0.1
pUM. En el gel de agarosa se ve el producto de la reamplificacion a partir de una
concentracion de 0.05 uM y en 0.1 pM, pero en la autoradiografia se observa a
partir de 0.03 pM y hasta 0.1 pM, conservando la linearidad (figura 12). Se eligio

trabajar con una concentracién de 0.05 pM.
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Figura 12. Concentracién de
oligonucleétidos necesaria para la
amplificacion del cDNA de la
ubiquitina por RT-PCR
semicuantitativo. A) Gel de agarosa
al 1.5% tefiido con bromuro de etidio.
B) Autoradiografia. C) Grafico de la
densitometria. Concentracion  de
oligonucleotidos de 0.01, 0.03, 0.05 y
0.1 uM. S= sonda.

Para conocer la concentracion necesaria de cDNA para reamplificar el

transcrito de la ubiquitina, se utilizaron las mismas concentraciones que para la

ciclina D2 y en estos experimentos la linearidad se conservo, por lo que teniendo

en cuenta los resultados de ciclina D2 y los mostrados en la figura 13 se escogid

trabajar con 3 pL = 150ng de cDNA.
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semicuantitativo. A) Autoradiografia.
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Finalmente, teniendo todas las condiciones para cuantificar los transcritos
de ciclina D2 y de ubiquitina se realizé el experimento para conocer la expresion
del transcrito de ciclina D2 a diferentes horas de germinacion y el efecto que
tendrian las fitohormonas.
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Figura 14. Expresion del transcrito de la ciclina D2 y de la
ubiquitina durante la germinacién y el efecto de fitohormonas.
A) Autoradiografias de la Ciclina D2 y de la ubiquitina; RNA
ribosomal como control de cargado. B) Grafico de la
densitometria de ciclina D2 vs el promedio de la ubiquitina y
RNAr. Los ejes embrionarios fueron imbibidos por 3. 6, 15 y 24
horas en ausencia de hormonas= control o con hormonas BA=
benziladelina, ABA= acido abscisico. SS= semilla seca.

En la figura 14, panel A, se muestra que el transcrito de la ciclina D2
muestra una conducta fluctuante; no esta presente en semilla seca y aumenta
hasta las 6 horas de germinacion, disminuye la cantidad a las 15 horas y se
incrementa nuevamente hacia las 24 horas de la germinacién control. Cuando los
ejes embrionarios se tratan con benziladenina, se ve una clara induccion del
transcrito hacia las 15 y 24 horas de germinacién. En cambio, en presencia de
ABA el mensajero tiene un comportamiento similar al control. Con respecto al

transcrito de la ubiquitina, se observa que tiene notables fluctuaciones tanto en
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control como con ejes tratados con ABA, no asi a los tratados con BA, donde se
mantiene relativamente estable. El grafico que se presenta en el panel B es el
promedio hecho entre la densitometria del transcrito de la ciclina D2 con respecto
a la cantidad de RNA de ubiquitina. La tendencia de este grafico muestra que en
el control el mensaje se induce después de las 6 horas y permanece constante.
Con respecto a BA, tiene una clara induccion a las 15 y 24 horas. Finalmente con

ABA, permanece constante excepto en 15 horas que se ve un aumento.
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Al ver que el transcrito de la ubiquitina presenta grandes fluctuaciones
durante la germinacion de maiz, se decidié hacer la densitometria solo con
respecto al RNAr como referencia(figura 15).
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Figura 15. Expresion del transcrito de la ciclina D2 durante la
germinacion de maiz y el efecto de fitohormonas. A) Autoradiografia de
la Ciclina D2; RNA ribosomal como control de cargado. B) Grafico de la
densitometria de ciclina D2 vs el RNAr. Los ejes embrionarios fueron
imbibidos por 3, 6, 15 y 24 horas en ausencia de hormonas= control o con
hormonas BA= benziladelina, ABA= acido abscisico. SS= semilla seca.

En el grafico de la figura 15, panel B, se observa como en el control, que el
transcrito aumenta a las 6 horas de germinacion y después decae. Este
comportamiento se presenta también con ABA; por lo tanto, con BA se reitera la

clara induccion del transcrito de las 15 horas en adelante.
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VIl. DISCUSION

El complejo ternario formado por PCNA / Cdk-A / Ciclina D en maiz, el cual
se habia caracterizado mediante ensayos de inmunoprecipitaciéon con ayuda del
anticuerpo a- PCNA, se identifico también mediante ensayos de cinasa sobre Rb,
utilizando las proteina unidas a una columna de afinidad de PCNA (Gutiérrez-
Aguilar, 2001). Diversos estudios demuestran que PCNA es una proteina
multifuncional que se puede unir a diferentes proteinas. Dentro de las proteinas
que se lograron identificar se encuentran Cdk-A, por medio de un anticuerpo
dirigido contra el dominio PSTAIRE y ciclina D con un anticuerpo heterologo. Con
el fin de obtener los cDNAs codificantes para estas proteinas se utilizo la
microsecuenciacion. Desafortunadamente, las proteinas aisladas se encontraban
bloqueadas por el extremo amino, regulacién postraduccional muy comin en
proteinas de plantas. La tUnica microsecuenciacion que fue posible correspondié a
una proteina que no fue de interés para el trabajo que se realiza en el laboratorio
sobre ciclo celular, por lo que se decidié cambiar de estrategia.

La siguiente estrategia fue la de comparar las secuencias reportadas de las
cicinas D de plantas y sintetizar oligonucledtidos flanqueando una region
conservada, la caja de ciclinas, para amplificar cDNAs, los cuales sin embargo no
correspondieron a las ciclinas D. Esto se pudo deber a que los oligonucleétidos
utilizados eran degenerados, por lo que la especificidad disminuye provocando la
amplificacion de cDNAs no relacionados. Los problemas que se tuvieron
anteriormente se pudieron solucionar al publicarse en las bases de datos las
secuencias de 3 ciclinas D de maiz. Debido a la similitud que presentan dichas
ciclinas se decidi6 trabajar solamente con las ciclinas D1y D2.

No se obtuvieron resultados positivos al tratar de clonar la ciclina D1 de
maiz, lo cual fue sorprendente, ya que los oligos disefiados eran especificos y no
formaban enlaces intercatenarios. En cuanto a la ciclina D2, se obtuvo un
fragmento de 321 pb, tamano esperado para la reamplificacion del extremo &'
cadificante del amino terminal. Por debajo de la banda de 321 bp se observo otra
banda de alrededor de 283 pb (fig. 1). La secuenciacion de la banda de 321 pb
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correspondia efectivamente a la ciclina D2, pero la de menor tamano era también
ciclina D2, aunque le faltaba un segmento. Analizando la secuencia faltante de
esta ultima nos dimos cuenta que el cDNA de esta ciclina es muy rico en GC, lo
cual probablemente inducia la formacién de una horquilla interna originiando un
fragmento de menor tamario.

Una vez que se hubo clonado el cDNA, expresado y purificado la proteina
recombinante GST-ciclina D2, se separd a la GST de la ciclina D2 por medio de
proteodlisis con trombina. El polipéptido que se produjo correspondié Unicamente a
la ciclina D2; el peso esperado para este péptido era de 13 kDa, pero el
corrimiento que se presenté fue de 16 kDa, lo cual pudo deberse a que la proteina
no se desnaturalizaba totalmente y la conformacion que adquiria permitia una
menor migracion en la electroforesis.

Las proteinas recombinantes GST-ciclina D2 y ciclina D2 se emplearon
para inmunizar conejos y los anticuerpos que se obtuvieron se utilizaron a
diferentes diluciones. De igual forma se probaron los sueros preinmunes, en los
cuales observamos reconocimiento de proteinas en los extractos de maiz (fig. 5
carril 3). Esta inmunogenicidad al maiz presentada por los sueros preinmunes
puede deberse a que la formula que se les da a los conejos para su alimentacion
contiene maiz, por lo que generan anticuerpos contra diferentes proteinas de
maiz.

Se observé un buen reconocimiento para las proteinas recombinantes en
todas las diluciones probadas para ambos anticuerpos; sin embargo, para los
extractos de maiz el titulo de 1:2500 fue una buena dilucién (fig. 5 A, B). La
inmunodeteccidn en extractos de maiz hecha por el anticuerpo anti-GST-ciclina D2
(carrii 12 panel B) detectd una banda de 42 kDa, la cual es una banda
inespecifica, pero la banda de 38 kDa es la banda correspondiente a la ciclina D2,
la cual coincide con la detectada con el anticuerpo anti-ciclina D2 (carril 12 panel
A).

Para tener la certeza de que esa banda se trataba de la ciclina D2 se
realizd un ensayo de competencia, donde se muestra que las bandas que se

reconocian en maiz (figura 6 panel B, carril 6), no se reconocen debido a que el
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anticuerpo fue bloqueado con la proteina recombinante (carril 9); en cambio, en
los carriles 7 y 8 se reconocen las proteinas recombinantes, ya que estas
proteinas se encuentran en exceso y el reconocimiento de las mismas es mas
sensible. Esto nos sugiere que la proteina recombinante compitié y bloqued al
anticuerpo disponible en solucién, impidiendo que se una a las proteinas

presentes en la membrana.

El resultado de la inmunodeteccion de ciclina D2 durante diferentes horas de
germinacion (figura 7A) muestra el patron de acumulacion de esta proteina
durante la fase G1 con un incremento notable a las 6 horas de imbibicion, donde el
77% de la células tienen un contenido de DNA 2C (Sanchez et al., sometido).
Posteriormente, esta proteina decae en la germinacion tardia, hacia la fase G2,
resultado que coincide con lo antes publicado por Boniotti (2001), donde observa
el mismo comportamiento con la ciclina D2 de Arabidopsis en cultivos celulares.
Esto nos sugiere que durante la germinacion, las células meristematicas se
comportan de una forma relativamente sincronizada. Se habia reportado que el
complejo formado por la ciclina D2 y la Cdk-A1 tiene actividad de cinasa capaz de
fosforilar a Rb (Boniotti et al., 2001). Todo esto nos sugiere que la ciclina D2 de
maiz, al acumularse en las primeras horas de germinacién, puede realizar su
funcién principalmente en la fase G1, sin descartar que pudiera también participar
durante la fase G2. Es posible que la actividad de cinasa sobre ZmRb que se
observa en los inmunoprecipitados de PCNA (Sanchez et al., 2002), se deba a la
presencia de la Cdk-A unida a la ciclina D2 en las primeras horas de germinacion.
Posteriormente, a pesar de que la ciclina D2 esta presente en una menor
proporcion, el complejo se disocia y ya no es capaz de fosforilar a ZmRb.

Para conocer la expresion del gen de la ciclina D2 durante la germinacion de
maiz se realizd RT-PCR semicuantitativo, dado que fue dificil su seguimiento por
ensayos tipo Nothern, debido a la escasa abundancia del mensajero. Las
condiciones que se buscaron tanto para el gen de la ciclina D2 como para un gen
control (ubiquitina) para realizar estos experimentos fue trabajar siempre en la

parte lineal de la reamplificacion por PCR para no llegar a la saturacion de la
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reaccion, lo cual podia ocultar el resultado real de la expresion del mensajero
(figuras 9-13).

En cultivos celulares de Arabidopsis se observd que el mRNA de la ciclina D1
se expresa en muy bajos niveles y que la cantidad del mensajero de la ciclina D2
permanecia constante a lo largo del ciclo celular. Los niveles del transcrito de la
ciclina D3 se incrementan hacia G1 / S y posteriormente se estabilizan (Fuerst et
al., 1996), comportamiento que también presenta la ciclina D1 de mamiferos. En
la figura 14B, observamos que el patron antes descrito para la ciclina D3 de
Arabidopsis se obtiene para la ciclina D2 de maiz.

Al igual que en mamiferos, en plantas se ha observado que las ciclinas son
capaces de responder a factores de crecimiento como son las fitohormonas. Un
estudio realizado en ceélulas en suspension de Arabidopsis demostré6 que esta
estimulacion se debe a que las citocininas activan la expresion del gen de la
ciclina D3 y adelantan la actividad de cinasa asociada en la fase G1 (Riou-
Khamlichi et al., 1999). Nuestros resultados demuestran que al llevarse a cabo la
germinacion en presencia de benziladenina, existe un patrén similar al control,
pero existe un pequeno aumento en la acumulacion del transcrito de la ciclina D2
a 3 horas de la germinacion (fase G1), comparado con el control (figura 7 B). Las
citocininas provocan que la actividad de cinasa que presenta el complejo,
inmunoprecipitado con anticuerpos a-PCNA se incremente en horas mas
tempranas que en el control, promoviendo la replicacion del DNA (Sanchez et al.,
2002). Esto nos sugiere que al haber una pequena acumulacion de la ciclina D2 a
partir de las 3 horas de germinacion, a pesar de no ser estadisticamente
significativo, es posible que la célula sea capaz de percibirlo y pudiera provocar
que el complejo de cinasa-ciclina se active y asi hacer que la fase G1 se acorte,
permitiendo a las células entrar a la fase S. Anteriormente se habia observado que
al sobreexpresar a la ciclina D2 en plantas transgéncias de tabaco, la fase G1 se
acortaba y se incrementaba la divisién celular (Cockceroft et al., 2000).

La ciclina D parece tener una funcion importante como receptora final de las
senales de transduccion desde el exterior celular que promueven proliferacion.

Los transcritos de las ciclinas D2 y D4 de Arabidopsis pueden ser inducidos en



presencia de sacarosa y la induccién del transcrito de la ciclina D3 por citocininas
necesita de la presencia de sacarosa (De Veylder et al.,, 1999; Riou-Khamlichi et
al., 2000). Nuestros resultados demuestran una clara induccién de la expresion
del gen de la ciclina D2 desde las 15 horas de tratamiento con citocinina (figura
14B y 15B). Ignoramos si en este caso la presencia de la sacarosa es importante,
aunque seria un experimento interesante de realizar.

Por el contrario, el ABA inhibe la germinacion por accion directa sobre el
ciclo celular, ya que es capaz de inducir la expresion de ICK1, un inhibidor de la
Cdk-A (Wang et al., 1998). Observamos que la proteina ciclina D2, en presencia
de ABA, tiene un comportamiento muy similar al control, aunque presenta mayor
cantidad de proteina en las horas tempranas de la germinacion y desaparece
totalmente hacia las 24 horas (figura 7 B). La citometria de flujo muestra como las
células permanecen en la fase G1, pero la actividad de cinasa asociada a PCNA
se encuentra activa hasta las 24 horas de germinacion (Sanchez et al., sometido).
Esto nos sugiere que la Cdk-A unida a PCNA cambia de ciclina hacia las etapas
tardias de la germinacion en presencia de ABA, ya que la ciclina D2 no se
encuentra presente en estos tiempos.

No se tienen reportes de como afecta ABA a la expresion del gen de la
ciclina D2 en otros sistemas vegetales. Nuestros resultados muestran que la
expresion del gen de la ciclina D2 de maiz en presencia de ABA conserva una
tendencia similar a la observada en el control, por lo que no existe un efecto

hormonal en la regulacion del transcrito.

En los Gltimos afos se ha visto que existe una gran interaccion entre el ciclo
celular de plantas y el desarrollo de las mismas, ya que al modular el ciclo celular
se ha logrado manipular la arquitectura y modificar el tamano de las células de las
plantas (Den Boer, 2000). Una de las proteinas que se cree que esta implicada en
el desarrollo de las plantas es la ciclina D, ya que se ha visto que se encuentra
diferencialmente expresada en diferentes tejidos de Antirrhinum. Las ciclinas D2
y D3b se expresan en los meristemos y la ciclina D3a so6lo en la regién

meristematica periférica (Guadin et al., 2000). Es por esto nuestro interés en



analizar el comportamiento de la ciclina D2 en los diferentes tejidos de la planta de
maiz. Se observo que la ciclina D2 esta presente, tanto en tejidos proliferativos
(meristemo radicular, raiz total), como en tejidos diferenciados (tallo y hoja) (figura
8). Anteriormente, se habia reportado que la sobreexpresion de la ciclina D2 y de
CdkA1 en Arabidopsis no afectaba el patron normal de la planta, pero al
sobreexpresar a la ciclina D3, a E2F/DP y a ICKs se afecto la morfologia de la
planta (Meijer et al., 2001). Al no tener evidencia de que exista una ciclina D3 en
maiz, es posible que la ciclina D2 pudiera estar presente en tejidos altamente
diferenciados, ya que pudiera estar ejerciendo la funcion de modificadora de la
estructura celular; por otra parte, esta presente en tejidos proliferativos,

participando en la mecanistica de la division celular.

Finalmente, observamos que no existe una correlacion entre la cantidad de
transcrito y la proteina presente a diferentes horas de la germinacién, con o sin
fitohormonas. En el caso de los tratamientos control y con ABA, el
comportamiento de la proteina, asi como el del transcrito son similares entre
ambos tratamientos. En ambos casos el transcrito es perceptible a las 3 horas y
aumenta hacia las 6 horas, tiempo en que la proteina alcanza un pico;
posteriormente, el transcrito disminuye y después aumenta; en cambio, la proteina
disminuye o desaparece entre las 15 y 24 horas. Esto nos sugiere que debe haber
control post-transcripcional ya que a pesar de los bajos niveles del transcrito, la
proteina se encuentra bien representada en las primeras horas de germinacion.
Posteriormente, el control podria ser post-traduccional, ya que se observa como la
proteina decae hasta desaparecer conforme avanza la germinacion (control y
ABA) aun en presencia del mensajero. Con respecto a BA, la acumulacion de la
proteina es similar al control, aunque a 3 horas de germinacion se incrementa en
muy poca cantidad y la acumulacion del transcrito ocurre en las Ultimas horas.
Los controles post-transcripcional y post-traduccional se han estudiado para la
ciclinas D de mamiferos, involucrando la via de AKT (Muise-Helmericks et al.,

1998:Ramljak et al., 2000). La proteina AKT (proteina cinasa B) forma parte de la
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senalizacion del mecanismo anti-apoptético promovido por la fosfatidilinositol 3
cinasa (PI3K) (Franke et al., 1997). Esta via puede ser estimulada por suero,
factores de crecimiento o citocinas. La PI3K activa por fosforilacion a la AKT y
ésta a su vez puede fosforilar a la glicogeno sintasa cinasa-3 (GSK-3B)
inhibiendo su funcion. La GSK-3B en su estado no fosforilado es capaz de
fosforilar a la ciclina D1 en el residuo Thr-286, provocando su salida del nucleo
hacia citoplasma y con esto su posterior degradacién por medio del proteasoma
(Diehl et al, 1998). Una regulaciéon semejante podria ocurrir en plantas, y en
particular en la germinacion, aungue no existe aln evidencia de la existencia de
estas proteinas.

Nuestros resultados, utilizando citocininas y acido abscisico, demuestran que
en horas tempranas de la germinacion el transcrito de la ciclina D2 es traducido
pravocando que la proteina se acumule en mayor cantidad que en el control. Si
es que en plantas existe la via de AKT, el comportamiento antes descrito podria
deberse a que la AKT es activada, provocando la inhibicion de la GSK-3pB y
evitando la degradacion de la ciclina D. En las ultimas horas en presencia de BA,
se observa que el transcrito de la ciclina D2 se acumula, pero que la proteina
comienza a ser degradada. En otro sistema, como es en humanos, se habia
reportado que al activarse la via de la AKT se provocaba la estabilizacion de la
proteina ciclina D1. Sin embargo, en plantas no se tiene conocimiento sobre el
mecanismo que regula la transcripcion y la traduccion de las ciclinas D, el cual
podria estar interconectado con la necesidad que la célula tenga por utilizar a las
ciclinas y de esta forma evitar un descontrol en el ciclo celular, o bien, alteraciones
a nivel morfologico.

Por otra parte, es posible que las fitohormonas no tengan ninguna influencia
directa sobre la expresion de la ciclina D2, y que la regulacién del ciclo celular en
el caso de maiz no ocurra por esta ciclina. Sin embargo, se observa que la
citocinina es capaz de inducir el transcrito de la ciclina D2 durante la germinacion
tardia, en etapas del ciclo que corresponderian a G2/M. Es entonces posible que
la nueva produccion de ciclina D se destine al proceso de desarrollo de plantula, el

cual requiere de una proliferacion celular muy dinamica.
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VIIL.

CONCLUSIONES

Se logro aislar un fragmento del cDNA que corresponde a la ciclina
D2 de maiz. Se obtuvieron la proteina recombinante y los
anticuerpos policlonales correspondientes.

Los anticuerpos reconocen a la ciclina D2 de maiz en un peso de 38
kDa.

Durante la germinacion de maiz, la ciclina D2 se acumula durante la
fase G1 teniendo un pico a las 6 horas de germinacién, decayendo
después de las 15 horas, lo cual corresponde a la fase G2. Este
comportamiento es similar al que se observa con BA y con ABA.

Es posible que las fitohormonas no tengan ninguna influencia
directa sobre la expresion de la ciclina D2, y que la regulacion del
ciclo celular en el caso de maiz no ocurra por esta ciclina

La ciclina D2 se encuentra presente en tejidos proliferativos y en
tejidos diferenciados.

El nivel del transcrito de la ciclina D2 se incrementa ligeramente
hacia la transicion G1/S y posteriormente se estabiliza. Un
comportamiento semejante se observa con ABA.

El transcrito de la ciclina D2 se induce fuertemente hacia las 15
horas de germinacion al embeberse los ejes embrionarios en

presencia de BA.
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IX. APENDICE

SOLUCION DE IMBIBICION:

Tris-HCI pH7.4 50mM
KCI 50mM
MgCl, 10mM
Sacarosa 2%

BUFFER DE EXTRACCION DE PROTEINAS

Tris-HCI 70mMpH 7.5
MgCl, 1.0 mM

KCI 25mM

Na; EDTA-2H,0 5.0 mM pH 8.0
Sacarosa 0.25 mM

DTT 7.5mM

Triton X-100 0.1%

NaF 50mM

NazVO4 1mM
B-glicerolfosfasto 80mM

1 tableta del cocktail de inhibidores de proteasas Completem (Boehringer) por
cada 10 ml de amortiguador).
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SDS-PAGE.

Acrilamida 30%

Acrilamida 29.2g
Bisacrilamida 0.8g
H20 cbp 100ml

Amortiguador del gel apilador 2X ( pH 6.8)

Tris-HCI 7.88g
SDS 0.4g
H.Oc.b.p 100ml

Amortiguador del gel separador 2X (pH 8.8):

Tris-HCI 23.64g
SDS 0.4g
H.Oc.b. p. 100 ml

PREPARACION DE LOS GELES
Gel separador: 14%

Amortiguador del gel separador 2X 1.25ml

Acrilamida/bisacrilamida al 30 % 4.33ml
(NH4)28203 al 20 % 25p|
TEMED 10ul

H,O . 4.77 ml
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Gel apilador:

Amortiguador del gel apilador 2X 0.750 ml
Acrilamida/bisacrilamida al 30 % 0.500 ml
(NH,4)2S20s al 20 % 7.5 pl
TEMED 10 pl
H20 1.83ml
BUFFER DE CARGA 4X

Tris-HCI 200 mM pH 6.8

DTT 400Mm

SDS 8%

Glicerol 40%

Azul de bromofenol. Adicionar la minima cantidad posible.

AMORTIGUADOR DE ELECTRODOS 10X (PH 8.3)

Tris-HCI 250 mM 30.32g
Glicina 1.92 M 144g
SDS al 1%. 10g
H20 1000ml

TINCIONES DE GELES

SOLUCION DE AZUL DE COOMASIE
Coomasie G25 0.05%
HCIO4 (70%) 5.18%
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WESTERN BLOT

Solucién de transferencia

Glicina 1.44%
Tris-HCI 1M (pH=8.3) 2.5%
Metanol 4%
H50 1000ml

PBS 10X (pH=7.4)

NaCl 8%
KCI 0.2%
NazHPO4,?H20 2.72%
NaH.P04.H;0 0.28%
H,0

Solucién de bloqueo

PBS 1x
Leche en polvo 5%
Tween 20 1.2%

Anticuerpos
Primer anticuerpo:

a-Cyc D, 1:2000
a-GST 1:3000

Segundo anticuerpo:
a-conejo 1:10,000
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Sol. de lavado para membranas de proteinas

EDTA 0.5mM pH=8 200pl

SDS 2g

NaCl 299

PBS 1X cbp 100ml

TAE 50x

Tris Base 121g (0.04 M)
Acido acético glacial 28.556 mL
EDTA05MpH 8 50 mL (0.01 M)
H,0 cbp 500 mL

BUFFER DE CARGA (geles de agarosa )

Glicerol 50%
TAE 2X
Azul de bromofenol 0.25%
GLUTATION SEFAROSA 4B

Se toma 1.33 mL de la resina glutation sefarosa 4B y se centrifuga a
500rpm por 5 min. Se decanta el sobrenadante y se afiade 10 mL de PBS 1X
a la resina, se agita y se vuelve a centrifugar. Finalmente, se adiciona 1 mL
de PBS 1X y la resina se puede utilizar. Por cada 100 mL de medio LB se

utilizan 100 pL de resina.
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BUFFER DE ELUCION

Glutation reducido

Tris-HCI pH 8.0

SOLUCION DE HIBRIDACION
Na,HPO,

NaH,PO,
SDS
EDTA
BSA

H20 cbp

SSC 20X
NaCl

Citrato de sodio
H,0 cbp

Esterilizar por 20 min.

10 mM

50 mM

0.5M
0.5M
7%
10mM
1%

15 mL

87.659
441 g
500 mL
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