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RESUMEN 

En mamíferos, la actividad de los complejos ciclina/CDK se regula negativamente por 

pequeños polipéptidos, llamados inhibidores de CDKs (CKIs), los cuales inducen el 

arresto del ciclo celular o retrasan la progresión del ciclo celular en respuesta a señales 

intracelulares o extracelulares. En plantas, también se han encontrado proteínas 

inhibitorias de los complejos ciclina/CDK. Debido a que la expresión  de los genes  de 

tipo ICK/KRP es consistente con un papel en la regulación del ciclo celular durante el 

desarrollo y en respuesta a  señales ambientales.  

El presente trabajo tuvo como objetivo caracterizar molecularmente el gen de una 

proteína de tipo ICK/KRP en ejes embrionarios de maíz, con la finalidad de monitorear 

los niveles del transcrito en diferentes tiempos de la germinación. 

Para ésto, se contaba con la secuencia parcial del extremo 3´ del gen de una proteína 

de tipo ICK/KRP, previamente caracterizada en nuestro laboratorio. La cual tiene un 

alto porcentaje de identidad con el extremo 3´ de otras ICKs/KRPs de plantas como;  

Arabidopsis thaliana, Oriza sativa y Zea mays. 

Por medio de un análisis in silico de comparación múltiple de secuencias, se 

determinaron las regiones a considerar para el diseño de oligonucleótidos que  

permitiera obtener por medio  de la reacción de la transcriptasa reversa (RT) y de la 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR), el extremo restante del gen (5´) de la 

proteína de tipo ICK/KRP, y con ello monitorear los  niveles expresión de su transcrito 

durante la germinación. 

Como resultado de la investigación se obtuvo la secuencia completa del cDNA de la 

proteína de tipo ICK/KRP de maíz. El análisis de los niveles de  expresión del transcrito 

a diferentes tiempos de germinación (0, 6, 12, 18, y 24 horas), reveló que  los niveles 

del transcrito no varian durante las primeras 24 horas de germinación de los ejes 

embrionarios de maíz. 

 

 

 

 

 

 

 

  



  

 

 

ABREVIATURAS 

aa                     Amino ácido         

ABA                 Ácido abscísico 

ADN                 Ácido desoxiribonucleico 

ARN                 ácido ribonucleico 

ARNm              ácido ribonucleico mensajero 

ATP                  Adenosin trifosfato 

BA                    Benciladenina 

CAK                 Cinasa activadora de CDKs 

CAKAKs          Cinasa activadora de CAKs 

CDK-A             Cinasa dependiente de ciclina 

Cyc  o CYC      Ciclina  

DP                    Dimerization Partner (Compañera de dimerización) 

E2F                  Factor transcripcional  

GST                 Glutatión S-transferasa 

G0                    Estado quiescente 

G1                    Gap 1 

G2                    Gap 2 

ICK                   Inhibidor de cinasa dependiente de ciclina 

IAA                   Ácido indol acético  

kDa                  kiloDalton 

KRP                 Kip related proteins 

LB                    Luria Broth (medio luria) 

M                      Fase de  Mitosis 

MPF                 (Maturation Promoting Factor) 

NLS                 Secuencia de localización nuclear 

pBR                 Proteína  retinoblastoma  

PCNA              Antígeno nuclear de proliferación celular 

R                      Punto de restricción 









 

I.  INTRODUCCIÓN 
 

La mayoría de los investigadores señalan que el maíz se derivó de una hierba nativa 

del valle de Tehuacan, al sur de México, hace aproximadamente 4600 años. Sin 

embargo, el origen exacto del maíz aún es debatido. El maíz es el único cereal  

originario de América y la cosecha de este grano hizo posible el florecimiento de las 

grandes civilizaciones mesoaméricanas. 

Actualmente, esta planta es usada para la producción de forraje y como base para la 

fabricación de una gran cantidad de alimentos, productos farmacéuticos y productos de 

uso industrial, aún recientemente se ha considerado su uso como fuente de energía 

alterna a la gasolina . Debido a su productividad y adaptabilidad, el cultivo del maíz se 

ha extendido rápidamente por todo el mundo y su producción ocupa el tercer lugar 

después del trigo y el arroz. 

Tomando en cuenta lo anterior,  surge la inquietud de emplear esta planta como 

modelo de estudio y enfocar su investigación a diversos procesos en su producción, 

entre los que se encuentra el proceso de germinación su estudio permitirá el 

mejoramiento de la planta mediante la obtención de tiempos más cortos de cosecha, 

condiciones de siembra menos exigentes, mejoras en el contenido nutricional de la 

semilla y una  mayor disposición de la semilla a la población. 

Inicialmente es preciso conocer más acerca de la planta y sobre todo de la semilla 

y así entender a esta última como modelo biológico viable. 

 

 I.1. CICLO DE VIDA DEL MAÍZ 

 

El maíz, como la gran mayoría de las plantas con semilla, tiene dos fases en su ciclo  

de vida, la etapa diploide esporofítica que termina en la meiosis para producir células 

haploides, las cuales a su vez se dividen mitoticamente para generar y la fase haploide 

gametofítica, en la cual la proliferación mitótica produce una planta haploide que 

incluye la diferenciación de un subconjunto de células a gametos. Tanto la ovocélula 

(megagametofito) como la célula espermática (microgametofito) que produce la planta 

son genéticamente activas; por ello, el genotipo refleja el fenotipo y ambos se 

desarrollan en inflorescencias separadas (figura 1, Walbot y Evans, 2003).  

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Ciclo de vida de la planta de maíz. La meiosis, seguida  de las divisiones 

mitóticas produce dos tipos de organismos haploides que son genéticamente 

activos, el megagametofito femenino  y la microespora masculina  (grano de polen). 

La división mitótica en los microgametofitos resulta en un par  de células hermanas 

que se diferencian en esperma. En el megagametofito una ovocélula haploide  se 

diferencia y es fecundada por una célula espermática para producir un embrión y 

dos núcleos haploides se fusionan para formar una célula central que es fecundada 

por otra célula espermática para formar el endospermo triploide (modificado a partir 

de Walbot y Evans 2003). 
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I.2.  FORMACIÓN DE LA SEMILLA DE MAÍZ 
 
La reproducción sexual  en maíz se caracteriza  por un evento de doble fecundación. 

Una célula espermática  se fusiona con la ovocélula  para formar al embrión diploide,  

mientras que una segunda célula  espermática se fusiona con una célula central  

binucleada  para dar origen al endospermo triploide (Randolph,1936). Aunque 

genéticamente  las contribuciones materna y paterna no son iguales, por lo que  los 

programas de desarrollo del embrión y del endospermo difieren de manera 

considerable (figura1). Después del evento de doble fecundación, el proceso de 

formación del embrión  se completa aproximadamente  al día cuarenta y en los 

siguientes 10 a 20 días  llega a la madurez, con el consecuente secado del grano 

(Vincent, 2002). 

 

I.3.  ANATOMÍA DE LA SEMILLA DE MAÍZ 

 

Un grano maduro de maíz (cariopsis) está conformado por tres partes principales: el 

pericarpio, el endospermo y el embrión. El pericarpio es la capa externa transparente 

del grano, deriva de la pared del óvulo  y por ello es genéticamente idéntico a la línea 

materna; está impregnado de ceras y grasas así  como de células  mucilaginosas que 

revientan al contacto con el agua, proveyendo así una barrera  que retiene el agua 

alrededor  de la semilla. En el pericarpio se distinguen el hilio y el micrópilo. El hilio es 

la cicatriz que corresponde a la inserción del funículo con la semilla. El micrópilo es un 

diminuto orificio, cerca del hilio o en otra zona según sea la posición del óvulo con 

respecto al funículo  y la forma de la semilla. El micrópilo permite el acceso al oxígeno y 

del agua al embrión y es el orificio por donde sale la radícula al germinar la semilla. 

Adyacente al pericarpio se localiza la capa de la aleurona, que consiste en una capa de 

células vivas  que rodea al endospermo y sintetiza -amilasa y otras enzimas 

hidrolíticas que degradan el almidón  durante la germinación. La capa de la aleurona  

es la única parte  del endospermo que puede estar intensamente pigmentada  ( que da 

una coloración de azul o rojo). La pigmentación es visible a través del pericarpio 

transparente. El endospermo puede ser de color amarillo o blanco, constituyendo del 

85% al 90%  del peso de la semilla y contiene la fuente de reserva energética (en forma 

de carbohidratos y proteínas), la cual se utiliza durante la germinación y en la formación 

de la plántula. 



El escutelo es una estructura discoide gruesa que se localiza entre el endospermo y el 

embrión, representa el cotiledón único, el cual actúa como órgano que asimila y nutre al 

embrión durante la germinación. El embrión contiene un eje embrionario y en éste se 

distinguen las siguientes estructuras: el coleoptilo que es el recubrimiento de protección 

de los primordios de hoja del eje embrionario,  protege  a la plúmula  durante el brote 

de la misma durante la germinación; la plúmula es la yema del embrión en una semilla 

que dará origen a la parte aérea  de la plántula; el nudo cotiledonar se conoce también  

como corona y se encuentra entre  la plúmula  y la radícula y en esta estructura se 

localizan los primordios de raíces laterales. La radícula es el extremo del hipocotilo del 

cual se desarrolla la raíz primaria y esta a su vez es protegida por la coleorriza (figura 

2; Vincent, 2002).  

 

 

 

Figura 2. Estructura de una semilla de maíz madura: 1 y 2 son cortes de secciones 
verticales en dos planos de una semilla madura que muestran en detalle el arreglo de 
órganos y tejidos. a, hilio; b, pericarpio; c, aleurona; d, endospermo; e, escutelo; f, capa 
glandular del escutelo; g, coleoptilo; h, plúmula con  tallo y hojas; i,  primer internodo;  j, raíz 
lateral adventicia; k, nodo escutelar; l, raíz primaria; m, coleorriza; n, conducto basal de 
células del endospermo; o, capa de absición (separación) café; p, pedicelo, (modificado a 
partir de  Vincent, 2002).  



 
I.4.  GERMINACIÓN DE LA SEMILLA DE MAÍZ 
 
La germinación comienza con la entrada de agua a la semilla quiescente (imbibición) y 

termina con la elongación del eje embrionario, generalmente la radícula (potrusión 

radicular) (Bewley y Black,1994). Este evento involucra la activación de procesos 

físicos, químicos, bioquímicos y genéticos coordinados tanto anatómica como 

temporalmente. Desde un punto de vista bioquímico, se puede decir que la germinación 

es la reiniciación de la actividad metabólica y el crecimiento por parte de los tejidos que 

constituyen a la semilla; esto involucra la rehidratación, la utilización de reservas  y el 

desarrollo  gradual de sistemas  sintéticos que transforman al embrión en una planta 

joven y que la capacitan para asumir una existencia autótrofa.  

Durante la germinación, la secuencia de eventos fisiológicos y bioquímicos que 

parecen ser comunes a un gran número de semillas de gramíneas puede dividirse en i) 

eventos tempranos, los cuales incluyen: hidratación, síntesis de proteínas, síntesis 

reparativa  de DNA  y síntesis de RNA; ii) eventos tardíos: expansión celular, 

movilización de reservas  y síntesis replicativa de DNA. En cada evento se presenta un  

sistema de control  del avance germinativo (Bewley y Black, 1994). Antes de la 

germinación de las semillas, las células de los embriones están detenidas en la  fase 

G1 y  al germinar se reactiva el ciclo celular dando origen a la replicación del DNA y a 

la división celular. Cabe destacar que  nuestro laboratorio dedicado al estudio de las 

fases del ciclo celular ha adoptado la siguiente definición operacional de la 

germinación: la germinación de la semilla es un conjunto de procesos bioquímicos y 

moleculares que permiten al embrión estar en condiciones de reiniciar la primera ronda 

de divisiones celulares en las zonas meristemáticas. Los eventos propios de la 

germinación conducirán al metabolismo a un punto de compromiso metabólico 

partiendo de un estado de quiescencia hasta llegar a la primera división celular, la cual 

en nuestro concepto marca el inicio del proceso de desarrollo (Vázquez-Ramos, J.M y 

Sánchez, M.P. 2003).  

 

 

 

 

 

 

 

 



I.5. IMBIBICIÓN 

La toma de agua por la semilla madura es trifásica (figura 3). El influjo inicial de agua 

(fase I de imbibición), es el resultado del bajo potencial matricial de la semilla seca 

(de las paredes celulares y de los componentes almacenados), los cuales rápidamente 

llegan a ser hidratados  alcanzando el equilibrio o  plateau al alcanzar entre  el 70% y 

80 % de contenido de humedad   (Fase II). Un mayor incremento en la toma de agua  

ocurre solo después de que la germinación ha terminado y comienza la formación de 

plántula (fase III). El influjo de agua hacia las células de la semilla seca durante  la fase 

I causa temporalmente alteraciones estructurales, particularmente a las membranas, lo 

cual resulta en una rápida  y corta salida de iones y metabolitos  de bajo peso 

molecular de la semilla. La salida de solutos de las células de las semillas embebidas 

es indicativa de la transición de los componentes fosfolipídicos de la membrana durante 

la fase de gel que se originó durante la maduración y el secado de la semilla, al estado 

de fase I que da cristalina. Muy probablemente, en esta transición ocurre el proceso  de 

reparación de las membranas celulares ( Bewley,1997). 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Curso temporal de eventos asociados a la germinación y post-germinación de 
semillas. El tiempo requerido para que los eventos sean completados varía  desde algunas 
horas a muchas semanas, dependiendo de factores genéticos inherentes y de factores 
ambientales prevalecientes, particularmente, temperatura y disponibilidad de agua 
(modificado a partir de Bewley ,1997). 



 
I.6.  RESPIRACIÓN Y SÍNTESIS DE ATP 
 

Las semillas embebidas reinician rápidamente la  actividad metabólica. Las enzimas y 

estructuras celulares esenciales para ello se establecieron durante  la maduración de la 

semilla. Una de las primeras actividades que se reinician es la respiración, la cual 

puede ser detectada a los pocos minutos después de iniciada la imbibición  (figura 3). 

Las rutas glicolítica y de  la vía oxidativa de las pentosas fosfato, así como  del ciclo de 

Krebs se reinicia durante la fase I (Botha et al., 1992). Los tejidos de las semillas secas 

contienen mitocondrias y, aunque pobremente diferenciadas, contienen suficientes 

enzimas  del ciclo de Krebs y oxidasas terminales para sintetizar cantidades adecuadas 

de ATP para mantener el metabolismo durante varias horas durante la fase I de la 

germinación.  

 

I.7. SÍNTESIS DE RNA Y PROTEÍNAS  

 

La síntesis de RNA es un evento temprano en la germinación (Datta et al., 1983). Las 

RNA polimerasas DNA dependientes  no son enzimas limitantes, ya que se han 

encontrado en trigo, cebada y soya en cantidades suficientes para catalizar la síntesis 

de RNAm tan pronto como se inicia la germinación (Bewley y Black, 1994). Sin 

embargo, el rápido aumento de la síntesis de proteínas durante  las primeras etapas de 

la germinación es un evento independiente de la síntesis de novo de RNA mensajero 

(Spiegel y Marcus, 1975). En semillas de cereales se ha descrito la existencia de 

RNAm almacenados de dos tipos, aquellos que se traduciran en proteínas 

housekeeping y otras propias de la fase  germinativa.  

 

I.8. SÍNTESIS DE DNA  

 

Al igual, la síntesis de proteínas  y de RNA se reinicia tan pronto como los tejidos se 

embeben, la síntesis replicativa del DNA comienza más tarde. Este hecho se hace más 

evidente para la mayoría de las gramíneas; sin embargo, en el centeno existe desde 

los quince minutos de embibición un bajo nivel de síntesis de DNA que precede a la 

síntesis replicativa, la cual se sugiere puede ser de tipo reparativo (Osborne et al., 

1980;1981). 



 

Se ha sugerido  también que la síntesis de DNA en etapas tempranas de la 

germinación en semillas del centeno y el maíz es el resultado de la replicación 

organelar (Melendez et al., 1990) y/o de la síntesis reparativa del DNA nuclear 

(Osborne et al., 1984; Vázquez-Ramos y Osborne,1986; Zaraín et al.,1987).  

La expansión de la radícula en la semilla ocurre inicialmente por elongación de las 

células y su salida subsecuente podría o no estar acompañada por división celular. La 

replicación del DNA celular es un requisito indispensable para que la división celular 

proceda (Bewley y Black, 1994). 

 

II. CICLO CELULAR  

 

El ciclo celular  tiene como finalidad la división de la célula para dar origen a dos 

células  hijas, genéticamente idénticas a la progenitora. En eucariontes, el ciclo celular 

esta definido por cuatro fases, que bien podrían considerarse como una fase de 

duplicación del material genético (fase S) y una fase de repartición equitativa de éste 

entre las dos células hijas (fase M), separadas ambas por dos fases, G1 y G2, en las 

que se regulan los tiempos y el orden de estos procesos. En ocasiones, cuando en 

una célula ha iniciado el camino hacia la proliferación, la entrada a la fase G1 se da a 

partir de un  estadio celular denominado G0, en el cual la célula no se divide. Dentro 

de la fase G1 se encuentra una etapa temprana en la que se revisa el estado 

metabólico general de la célula, antes de avanzar a una etapa tardía, donde se 

presentan mecanismos reguladores que permitirán el inicio de la duplicación del ADN, 

o fase S. En la fase G1, los eventos tempranos están separados de los tardíos por un 

punto de restricción (R); este punto marca el límite después del cual la célula está 

comprometida a completar íntegramente el ciclo celular. Una vez que se completa la 

síntesis del ADN, se presenta otra fase de revisión (G2), donde los controles 

moleculares aseguran que el contenido duplicado de ADN se encuentre intacto antes 

de entrar a la fase de división cromosómica, o fase M. Finalmente, tras la citocinesis 

las células hijas se encuentran nuevamente en la fase G1 temprana, donde se 

decidirá si se inicia una nueva ronda de división  o se toma el camino hacia una fase 

G1 no comprometida con el ciclo celular. 

 

 



Una célula en proliferación puede abandonar el ciclo celular hacia un estado de 

desarrollo vegetativo o de diferenciación, y las decisiones  para ello ocurren en la fase 

G1; al parecer, el punto de restricción en esta fase funciona como un punto de 

bifurcación: antes de consumar la ejecución de R la célula puede emprender el 

camino hacia diferentes estados celulares como la quiescencia, la diferenciación o la 

meiosis ( o la vía de apareo en levaduras), mientras que la conclusión de R obliga a la 

célula a cumplir un riguroso programa de división celular.    

         La decisión de la vía a tomar está regulada  en parte por diversos factores externos 

como las hormonas, el estado nutricional y por diferentes tipos de estrés; sin 

embargo, estos factores solo afectan a la fase G1 antes del punto R pero no cuando 

la fase G1 ha sido completado (Zuñiga-Aguilar, 1998).  

Diversos estudios indican claramente que, tanto los controles moleculares que 

regulan el avance sobre R como aquellos que regulan los tiempos de duración de las 

otras fases del ciclo, están mediados por cascadas de fosforilación de proteínas. 

Estos sistemas de control del ciclo celular convergen en complejos clave formados 

por una ciclina y una cinasa dependiente de ciclinas (CDK, por sus siglas en inglés), 

los complejos ciclina/CDK (Pines, 1993), los cuales serán descritos a continuación.  

Las ciclinas fueron inicialmente descubiertas en invertebrados marinos como 

proteínas que se acumulan en puntos y momentos específicos del ciclo celular y son 

subsecuentemente  degradadas rápidamente (Evans et al., 1983), aunque no todas 

tienen la caracteristica de oscilar (Dewitte y Muray, 2003). Desde los años 90´s del 

siglo pasado, se ha demostrado su presencia en todas las especies; en animales hay 

al menos 14 clases de ciclinas  nombradas de la A a la L y T (Pines, 1995a; 1995b; 

Wang et al., 2004), y especies semejantes existen en eucariotes inferiores y plantas, 

aunque la nomenclatura varia de acuerdo a la especie. Todas ellas tienen en común 

una secuencia peptídica  bien conservada conocida como la ¨caja de  ciclina¨, región 

que esta relacionada con la unión a las CDKs (Lees y Harlow, 1993; De Veylder et al., 

1997), y una caja de degradación, la cual es susceptible a ubiquitinación lo que 

permite la rápida destrucción proteolítica por el proteosoma. Las ciclinas  de la fase 

G1 tienen secuencias ricas en prolina, glutamato/aspartato y serina/treonina (PEST) 

en el extremo C-terminal, el cual es un marcador de recambio en proteínas (Francis, 

2007).  



Las ciclinas pueden ser divididas en dos grandes tipos o familias: las ciclinas de 

mitosis, en donde se agrupan las ciclinas A y B, y las ciclinas de G1 en donde se 

agrupan las ciclinas C, D y E. 

Las cinasas dependientes de ciclina son un grupo de proteínas involucradas en la 

regulación de diferentes puntos de control en el ciclo celular. Todas ellas tienen en 

común una secuencia peptídica con un alto grado de similitud,  así como de su 

capacidad de unirse y de ser  activadas por las ciclinas, por lo que se conocen como 

CDKs.  

La mayor parte de las CDKs han sido aisladas por reacciones de PCR utilizando 

oligonucleótidos que amplifican una región altamente conservada, la secuencia 

PSTAIRE región presente en el producto del gen cdc2 de Schizosaccharomyces 

pombe. Así, se han identificado las CDKs de la 1 a la 7 (Hutchinson y Glover, 1995). 

La actividad de las CDKs es regulada de una manera compleja, incluyendo eventos 

de fosforilación/desfosforilación por cinasas/fosfatasas específicas. Uno de estos 

eventos es  llevado a cabo por la cinasa activadora de CDK (CAK). Esta enzima, 

compuesta de la ciclina H, la cinasa CDK7 y una proteína de ensamblaje, Mat1, activa 

al complejo ciclina/CDK por fosforilación en el  residuo Thr-161 (Ciemerych y Sicinski, 

2005). La fosforilación de los residuos Thr-14 y Tyr-15 por la cinasa Wee1 interfiere 

con la correcta unión de ATP y, por lo tanto, inhibe la actividad de las CDKs. Estas 

fosforilaciones inhibitorias son eliminadas por la acción de la fosfatasa Cdc25    

(Larkins et al., 2001).  

Por otra parte, también existen otras proteínas que se unen al complejo ciclina/CDK 

para regular negativamente su actividad en la fase G1 como lo son los inhibidores de 

cinasas dependientes de ciclina (ICK/KRP; De Veylder et al., 2001). La fosforilación y 

desfosforilación es un mecanismo fundamental para la regulación del avance del ciclo 

celular. Los complejos ciclina/CDK  son las moléculas que conducen la progresión del 

ciclo celular, regulando las diferentes transiciones, así como la salida del ciclo celular 

(Boniotti y Griffith, 2002). Se propone que la regulación de la expresión de genes en 

diferentes fases, específicamente en los puntos de control críticos en donde las células 

pasan de la fase G1 a S y de G2 a M, es un mecanismo importante para controlar  la 

progresión del  ciclo celular. Estos genes  frecuentemente muestran una regulación 

dependiente de la posición del ciclo celular (Zhang et al., 2005). 

 

 



II.1. CICLO CELULAR EN MAMÍFEROS 

 

II.1.1. Transición G1/S 

El ciclo celular en mamíferos es un proceso altamente regulado, influido por señales 

regulatorias de crecimiento tanto positivas como negativas durante la etapa G1 del 

ciclo celular (Sheer y Roberts,1999). 

Diferentes evidencias indican el papel crucial de los complejos ciclina/CDK para 

superar el punto de restricción y comprometer a la célula hacia el avance y conclusión 

del ciclo celular. Existen tres isóformas  de las ciclinas D (D1, D2 y D3), cuya cantidad 

puede variar en diferentes tejidos y tipos celulares (Lew et al.,1991), y no son 

redundantes (Matsushime et al.,1994). Las ciclinas D forman complejos con las CDKs 

4 y 6 (Xiong et al.,1992; Bates et al.,1994), aunque, la más importante al nivel del 

reinicio de la proliferación parece ser CDK4. 

La restricción del ciclo celular en la fase G1 antes del punto de restricción está 

determinada por el secuestro del factor transcripcional E2F por el producto del gen de 

retinoblastoma, pRB (Weintraub et al.,1992). Esta es una fosfoproteína que regula 

negativamente el avance del ciclo celular en la fase G1 antes del punto R, uniendo a 

miembros de la familia de factores transcripcionales E2F impidiendo su actividad; la 

regulación de esta interacción está determinada por los niveles de fosforilación de 

pBR; sólo en su forma hipofosforilada es activa y puede unir a E2F (Ikeda et al., 

1996). Bajo condiciones aptas para la proliferación, el complejo de la ciclina D1/CDK4 

se une a pRB y lo fosforila (Kato et al.,1993), reduciendo su afinidad por E2F y 

liberandolo, el cual en forma libre actúa promoviendo la transcripción de genes 

relacionados con la síntesis de nucleótidos y del DNA, como la timidilato cinasa, 

timidilato sintetasa, ribonucleótido reductasa, dihidrofolato reductasa, cdc2, DNA 

polimerasa , DNA ligasa (Dalton,1992; Means et al.,1992), requeridos para la 

entrada y mantenimiento   de la fase S. Bajo condiciones adversas para la 

proliferación, por ejemplo bajo limitación de nutrientes o cuando existe daño en el 

DNA, la actividad del complejo ciclina D1 /CDK4 es inhibida por la acción de una 

proteína conocida como p53, a través de la transcripción de productos génicos como 

el inhibidor específico de complejos ciclina/CDK, la proteína p21cip1 (Xiong et al.,1993; 

Dulic et al., 1994).  

 

 



Este inhibidor es miembro de una familia que contiene también a p27Kip1 (Polyak et 

al.,1994b) y a p57kip2 (Lee et al.,1995; Matsuoka et al.,1995). La forma de actuar de 

todos ellos parece tener un mecanismo común: los complejos ciclina/CDK actúan 

como molde induciendo en el inhibidor una reordenación estructural en el extremo N-

terminal (altamente conservado en todos los miembros), lo que les permite unirse 

fuertemente dentro de la interfase ciclina-CDK interfiriendo con el dominio de unión al 

ATP del complejo ciclina/CDK (Russo et al.,1996). De esta manera, la proteína p53 

opera la detención del ciclo celular antes del punto de restricción hasta que las 

condiciones metabólicas normales son restablecidas. Debido a esta función de 

revision de la integridad del DNA, función que no es la única, p53 es conocida como el 

guardian del genoma (Lane, 1992). 

Una vez que se sobrepasa el punto R, la actividad del complejo ciclina E/CDK2 es 

escencial para la entrada a la fase S (Knoblich et al.,1994). Esta actividad tiene un 

pico máximo en la transición G1/S y disminuye rápidamente conforme el ciclo avanza 

hacia la parte media y final de la fase S (Dulic et al.1992). La relevancia de la ciclina E 

para la entrada a la fase S probablemente esté relacionada con la formación de un 

complejo en asociación con pBR y E2F (Lees et al.,1992). Debe de recordarse que 

E2F promueve la transcripción de genes relacionados con la replicación del DNA. 

También el control de la replicación en la fase S está altamentre regulado; las células 

eucarióticas han desarrollado estrategias para asegurar tanto la integridad del DNA 

antes y depués de su replicación, como la prevención de la re-replicación del genoma 

antes de la conclusión de la mitosis. 

Complejos ciclina E/CDK o ciclina A/CDK se requieren para la iniciación de la 

replicación semiconservativa del DNA in vitro (Krude et al.,1997). Por otro lado, se ha 

detectado la citolocalización del complejo ciclina A/CDK2 en los focos activos de 

replicación, lo que sugiere un papel de este complejo en la replicación del DNA 

(Cardoso et al.,1992). 

De manera similar, se ha demostrado la citolocalización del Antigeno Nuclear de 

Proliferación Celular (PCNA) junto a complejos ciclina/CDK en los focos de replicación 

(Xiong et al.,1992). PCNA es una proteína que se une al DNA en forma circular, 

sujetando a la DNA polimerasa   al DNA, aumentando su procesividad (Kelman, 

1997). 

 



En condiciones de daño al DNA, la proteína inhibidora de complejos ciclina /CDK, 

p21WAF1/cip1 se une fuertemente por su extremo carboxilo a PCNA, bloqueando la 

interacción de éste con proteínas del replisoma, como la DNA Polimerasa  (Gulbis et 

al.,1996), inhibiendo directamente la replicación.  

 

II.1.2.Transición G2/M 

 

En esta transición se encuentra otro de los puntos de retención del ciclo celular 

(Hutchison y Glover,1995). Nuevamente, el papel regulador final está sustentado por 

un complejo ciclina /CDK. La transición G2/M está universalmente regulada por el 

complejo ciclina B/p34cdc2 (originalmente MPF; Nurse, 1990). MPF se acumula 

durante las fases S y G2 en el citoplasma, pero se mueve al núcleo al comienzo de la 

profase (Pines y Hunter,1991), localizándose en la lamina nuclear, en el huso mitótico 

y otras estructuras. La actividad de MPF se elimina por destrucción de la ciclina al 

final de la fase M, permitiendo el reingreso de las células a la fase G1. 

Durante la fase G2, la actividad del complejo está regulada diferencialmente por 

fosforilación:        

a) Una actividad reguladora positiva (CDK Activating Kinase, CAK) fosforila a p34cdc2 

en residuos de treonina (Kaldis et al.,1996). La purificación de CAK en mamíferos, 

estrella de mar y Xenopus ha identificado un complejo trimérico compuesto por una 

subunidad catalítica, p40MO15/CDK, una subunidad reguladora, la ciclina H, y un 

factor de ensamblaje, Mat1. CAK fosforila no solo a p34cdc2, sino a otras CDK, 

incluyendo a CDK4 y CDK6; b) Una actividad reguladora negativa fosforila en 

residuos Thr 14 y Tyr 15 a p34cdc2  (Norbury et al., 1991). La transición hacia la fase M 

se logra con la desfosforilación de los residuos Thr 14 y Tyr 15, por medio de la 

proteína fosfatasa específica cdc25 (Russell y Nurse, 1986). En mamíferos existen 

tres fosfatasas Cdc25, codificadas por tres genes relacionados, Cdc25A, Cdc25B y 

Cdc25C. Cdc25A regula principalmente la transición G1/S, mientras que Cdc25B y 

Cdc25C controlan la transición G2/M (Ciemerych y Sicinski, 2005). 

 

 

 

 

 



 II.2. INHIBIDORES DE CDKs EN MAMÍFEROS 

 

La actividad de los complejos  ciclina/CDK es negativamente regulada por pequeños 

polipéptidos, los  llamados inhibidores de CDKs (CKIs) (Cánepa et al., 2007), los cuales 

inducen el arresto del ciclo celular o retrasan la progresión del ciclo celular en 

respuesta a señales intracelulares o extracelulares (Verkest et al., 2005).  

En mamíferos existen dos familias de ICKs que se han caracterizado de acuerdo a su 

estructura y a su CDK blanco. La familia INK4 consiste de cuatro proteínas: p16INK4a 

(Serrano et al.,1993), p15 INK4b  (Hannon y Beach, 1994), p18 INK4c (Guan et al., 1994; 

Hirai et al., 1995), y p19 INK4d (Chan et al., 1995; Hirai et al.,1995) , las cuales son 

exclusivas de la fase G1. Las proteínas INK4 contienen  múltiples repeticiones de 

ankirina  y sólo se unen  para inhibir a los complejos con CDK4 y CDK6. Generalmente, 

las proteínas INK4 compiten con las ciclinas de tipo D para unirse a CDK4 o  a CDK6 

(Parry et al.,1995;1999; McConnell et al., 1999) y estas proteínas son producidas en la 

célula de manera tipo dependiente. p16INK4a  se acumula progresivamente en 

senescencia, posiblemente inducido por un temporizador de la senescencia (Alcorta et 

al., 1996; Zindy et al., 1997), y es el principal supresor de tumores. p15 INK4b  es 

estimulada por TGF-  para inducir el arresto del ciclo en la fase G1 (Hannon y 

Beach,1994; Reynisdóttir et al., 1995; Reynisdóttir y Massagué,1997).  Las proteínas 

p18 INK4c  y p19 INK4d  son producidas durante el desarrollo embriogénico en forma tejido-

específico y permanecen en niveles altos en muchos tejidos adultos (Morse et al., 

1997; Zindy et al., 1997; Phelps et al., 1998; De Clercq et al., 2006). 

La familia de inhibidores de CDKs, la llamada Cip/Kip consiste de tres miembros: 

p21cip1 (Xiong et al., 1993; Dulic´et al., 1994), p27kip1 (Polyak et al., 1994ª;1994b; 

Toyoshima y Hunter,1994) y p57kip2  (Lee et al., 1995; Matsuoka et al., 1995) e inhiben 

un amplio espectro de complejos ciclina/CDK de la transición G1/S (Stals y Inzé, 2001; 

Leibovitch et al., 2003). Los inhibidores Cip/Kip también funcionan como 

ensambladores y estabilizadores de los complejos ciclina D/CDK4/6 en el citoplasma. 

Aparentemente, estas proteínas son requeridas en bajas concentraciones para la 

formación del complejo ciclina/CDK y a altas concentraciones para inhibir la actividad 

de la CDK (Zhou et al., 2003). Estas proteínas contienen motivos característicos dentro 

de su secuencia N-terminal que permiten su  enlace e inhibición a los complejos 

ciclina/CDK (Chen et al., 1995; Russo et al., 1996).  

 



Varias proteínas Cip/Kip son reguladas diferencialmente a través  de factores  externos 

e internos, tienen diferente expresión en el tejido y tienen una función diferente en el 

desarrollo (Todd et al., 2001). 

Todas las proteínas Cip/Kip muestran una homología significativa. p21cip1 es una 

proteína de 164 aminoácidos y es la más pequeña del grupo, mientras que p27kip1 y 

p57kip2 están compuestas de 198 y 316 aminoácidos respectivamente (Todd et al., 

2001). El extremo N-terminal de las tres proteínas contiene un dominio con alta 

homología y es el responsable de la unión a las CDKs  y de su función inhibitoria. Este 

dominio tan estrecho (60 aminoácidos) es suficiente para inhibir a las CDK (Toyoshima 

y Hunter , 1994; Luo  et al., 1995). Ya  que estas proteínas  desempeñan muchas de 

sus funciones  en el núcleo, todas ellas tienen una secuencia de localización nuclear 

(NLS) al final del extremo C-terminal. p21cip1, a diferencia de p27kip1 y p57kip2 , contiene 

un dominio de unión a PCNA (antígeno nuclear de proliferación celular), el cual es un 

factor de procesividad para la DNA polimerasa   y la interacción entre PCNA y p21cip1 

bloquea la síntesis de DNA  sin afectar la reparación del DNA (Zhang et al., 1993; 

Suzuki et al., 1995; Lee et al., 1995). Así, la interacción de p21cip1 con PCNA puede 

coordinar la replicación  y la reparación a lo largo del ciclo celular. Por otra parte, se ha 

demostrado que  p21cip1  inhibe la proliferación celular,  y la expresión ectopica de 

p21cip1  da como resultado en el arresto del ciclo celular en la fase G1 (Harper et al., 

1995). Tanto p21cip1 como p27kip1 regulan la proliferación celular a través de sus 

interacciones físicas en el núcleo con las CDKs (Coqueret, 2003; Lacy et al., 2004; 

Leibovitch et al., 2003). A diferencia de p21cip1, p27kip1 y p57kip2  contienen un dominio 

QT al final del extremo C-terminal el cual es importante para regular la vía de 

transducción de señales (Chang et al., 2003). En contraste al inhibidor de CDKs, 

INK4a,  que se une a la CDK y bloquea la habilidad de la ciclina para activar la cinasa, 

p27kip1 se une a ambas, a la ciclina y a la CDK.  

Las proteínas Cip/Kip  son reguladores tanto positivos como negativos del ciclo celular 

(Sherr  y Roberts, 1999). Se ha demostrado que estas proteínas inhiben la actividad de 

cinasa asociado a  las ciclinas D y E. El extremo N-terminal  de p27kip1 contiene un 

dominio de unión a CDK con una homología del 42% con p21cip1 (Lloyd et al., 1999).  

 

 

 

 



Por otra parte, se conocen varios factores que regulan  la expresión y la función de  

p27kip1. p27kip1 fue primeramente descrita en células tratadas con TGF-ß. En estas 

células, p27kip1 forma un complejo con ciclina E/CDK2, inactivando la cinasa y 

causando el arresto de la fase G1 ( Polyak et al., 1994 ). 

Además, cuando p27kip1 forma complejo con la ciclina E/CDK2, puede bloquear la 

fosforilación del complejo por una cinasa activadora de CDK (CAK). Adicionalmente, a 

p27kip1 se le  ha implicado como el  mediador  de estímulos antimitogénicos y tiene una 

función importante a la hora de tomar la  decisión de si la célula se compromete a 

seguir por el ciclo celular o retirarse  de él (Kato et al., 1994; Nourse et al., 1994; Polyak 

et al., 1994a). 

Como los otros miembros de la familia Cip/Kip, p57kip2 es un potente inhibidor de CDKs 

de la transición G1/S (Todd et al., 2001). p57kip2 contiene dos dominios adicionales, uno 

rico en prolina y un dominio ácido, de los cuales se piensa que median interacciones 

proteína-proteína (Suzuki  et al., 1995; Lee et al., 1995). 

Lo mismo que p21cip1, p57kip2 contiene un dominio de unión a PCNA en el extremo C-

terminal y la interacción entre p57kip2  y PCNA previene  la síntesis de DNA dependiente 

de PCNA (Watanabe et al., 1998). Por otra parte, los niveles de la proteína  p57kip2  son 

regulados por la degradación proteolitica  mediada por el complejo ubiquitina/SCFSkp2 

(Kamura et al., 2003). Varios estudios han establecido recientemente que las proteínas 

Cip/Kip podrían desempeñar funciones adicionales como factores potenciales de 

ensamblamiento, reguladores de apoptosis o en la migración celular, y como cofactores 

transcripcionales (Coqueret, 2003). La expresión de estas dos grandes familias de 

inhibidores depende del estado metabólico o del desarrollo de las células, o aún, de la 

integridad del genoma, implicando que diferentes efectores controlan su presencia y 

acumulación (Vázquez-Ramos y Sánchez, 2003). 

Por último, se sabe que ambas  familias proteicas, las INK4  y las Cip/Kip juegan un 

papel importante en el desarrollo del cáncer (Hirama y Koeffler, 1995; Kamb, 1998; 

Roussel, 1999; Ortega et al., 2002; Coqueret, 2003). 

 

 

 

 

 

 



II.3. CICLO CELULAR EN PLANTAS 

 

El mecanismo básico de la regulación del ciclo celular esta conservado entre todos los 

eucariontes, y muchos de estos componentes se han identificado en plantas (Stals y 

Inzé, 2001), a pesar de que éstas tienen características únicas de desarrollo, y 

numerosos aspectos del ciclo celular en  plantas son específicos.  

En la búsqueda de los elementos que regulan el ciclo celular en plantas se han descrito 

una serie de genes homólogos. Los resultados obtenidos son indicativos de la 

existencia de presuntas proteínas relacionadas a las descritas en mamíferos. Los 

genes que codifican para las ciclinas de mitosis y las CDKs fueron los primeros genes 

del ciclo celular caracterizados en plantas. Sin embargo, aunque las ciclinas y las CDKs 

están notablemente conservadas, la semejanza estructural con proteínas existentes en 

las levaduras y animales no es suficiente para asignarles un papel a estas proteínas, ya 

que el ciclo celular en plantas muestra varias peculiaridades relacionadas con la 

organización del citoesqueleto, la citocinesis (Fowler y Quatrano, 1997; Heese et al., 

1998), la reversión aún después de la diferenciación y las respuestas al control 

hormonal (Jacobs, 1995; Shaul et al., 1996; Coenen y Lomax, 1997; Meyerowitz, 1997). 

 

El ciclo celular es controlado por CDKs, y su activación requiere de la unión con una 

ciclina (Pines, 1999); la actividad de este complejo ciclina/CDK es regulado por la 

fosforilación y la desfosforilación de las CDKs (Dunphy,1994) y  por proteínas 

reguladoras de la  degradación proteolítica de las ciclinas dependiente del ciclo celular 

(King et al., 1996; Peters, 1998). En la regulación también participa la localización 

subcelular de los complejos ciclina/CDK (Ohi y Gould,1999), así como la existencia de 

inhibidores de las CDKs, los ICKs  ya que éstos pueden inhibir la actividad de los 

complejos ciclina/CDK (Sherr y Roberts, 1995; 1999). Cabe mencionar que las 

proteínas homólogas  de ICKs en plantas  llevan por nombre KRP (Kip Related Protein, 

por sus siglas en inglés), (De Veylder et al., 2001; Weinl et al., 2005; Verkest et al., 

2005) ya que en plantas estos inhibidores  presentan similitud con el inhibidor p27Kip1 

de mamíferos, como se describirá más adelante.  

 

 

 



Varias clases de CDKs se han  identificado en plantas: CDKA, CDKB, CDKC, CDKD, 

CDKE, y CDKF (Joubés et al., 2000; Vandepoele et al., 2002).  

La primera clase, CDKA, está estrechamente relacionada con las CDKs de levaduras 

Cdc2 y Cdc28 y en mamíferos  con CDK1 y CDK2, y contiene el motivo PSTAIRE, el 

cual es esencial para la unión a las ciclinas. A nivel de transcrito y a nivel de proteína, 

la CDKA de plantas está constantemente presente a lo largo del ciclo celular (Hemerly 

et al., 1993; Porceddu et al., 2001) y esta involucrada en la transición de ambas  fases 

G1/S y G2/M (Hemerly et al., 1995; Porceddu et al., 2001). 

La segunda clase, CDKB, es única de plantas y a diferencia de CDKA, su expresión 

está estrictamente controlada por el ciclo celular. Además, CDKB se clasifica  en dos 

subgrupos: CDKB1, con el motivo PPTALRE, presente de la fase S a la mitosis, y 

CDKB2 con el motivo PPTTLRE la cual es producida en un periodo más restrictivo de 

la fase G2 a M (Fobert et al., 1996; Magyar et al., 1997; Umeda et al., 1999; Porceddu 

et al., 2001). Las CDKs tipo C y E se caracterizan  por su respectivo motivo PITAIRE y 

SPTAIRE  en su dominio de unión a ciclina (Joubés et al., 2000); sin embargo, poco se 

sabe de sus funciones (De Clercq et al., 2006). Por otra parte, las CDKs  D y F forman 

parte de la  cinasa activadora de CDK (CAKs) y de la cinasa activadora de CAK 

(CAKAKs) (Umeda et al., 1998; Shimotohno et al., 2004). 

Las CDKs por si solas no tienen actividad de cinasa y por lo tanto deben de asociarse 

con proteínas  ciclinas para ser activadas. Al igual que en mamíferos, en plantas, la 

unión de la ciclina  no sólo activa las CDKs por la inducción de una alteración en los 

sitios catalíticos, sino que también contribuye a la localización subcelular y a la 

especificidad del sustrato del complejo, así  como a la regulación de la estabilidad de la 

proteína (Mironov et al., 1997; Potuschak y Doerner 2001; Criqui y Genschik 2002; 

Pines, 1995a). La fluctuación periódica de las ciclinas  a niveles  transcripcional y 

transduccional es consistente con la actividad celular estadio-específica de la CDK. 

Generalmente, cada  CDK interactúa  con un subconjunto específico de ciclinas para 

participar en una fase específica del ciclo celular (Nigg, 1995; Pines 1996; Umeda et 

al., 1999). Las ciclinas de plantas forman grupos filogenéticamente distintos a las 

ciclinas de mamíferos, sugiriendo que la función de las ciclinas no se especifico antes 

de la divergencia evolucionaría de los linajes de plantas y animales. Además, cada 

grupo de ciclinas de plantas tiene más miembros que el equivalente al grupo en 

animales.  

 



 

Esta observación probablemente refleja la habilidad de las plantas a responder a 

señales ambientales y de desarrollo de manera planta-específica (De Clercq et al., 

2006). Por ejemplo, a pesar del tamaño pequeño del genoma de Arabidopsis thaliana 

esté contiene al menos 32 ciclinas con un papel potencial en la progresión del ciclo 

celular. No obstante, la nomenclatura de las ciclinas  de plantas esta basada en la 

similitud funcional con su contraparte en mamíferos (De Clercq et al., 2006), y se ha 

clasificado en tres principales grupos: CYCA, CYCB y CYCD (Renaudin et al., 1996). 

Las ciclinas de tipo D regulan la aduana de la transición G1/S, trabajando de manera 

mitógeno-dependiente en asociación con la CDKA (Riou-Khamlichi et al., 1999, 2000; 

Healy et al., 2001), y están posiblemente involucradas en el control de la transición de 

G2/M ( Schnittger et al., 2002; Kono et al., 2003; Koreleva et al., 2004).  

Las ciclinas de tipo A participan en  el control de las fases S y M y estan asociadas con 

la CDKA o con CDKB (Roudier et  al., 2000). Las ciclinas de tipo B afectan la transición 

G2/M y la progresión del ciclo celular intra-mitótico en conjunción  con ambos miembros 

CDKA y CDKB (Weingartner et al., 2003, 2004). Debido a que los niveles de las ciclinas  

fluctúan en el ciclo celular, las ciclinas de plantas son los principales factores que 

determinan el momento de activación de las CDKs. 

En la entrada a G1 y durante la transición G1/S, el mecanismo pRB/E2F es el blanco 

de los complejos ciclina/CDK, semejante a como ocurre en células animales. La 

proteína relacionada a pRB de plantas, o RBR y las proteínas E2F/DP son reguladores 

claves para controlar el comienzo de la replicación al estimular la transcripción de 

genes necesarios para la progresión de la fase G1 hacia S, de manera similar a como 

ocurre en animales (Vandepole et al., 2002; Rossi y Varotto, 2002). La presencia de un 

mecanismo mediado por pRB para la regulación del ciclo celular en plantas fue 

evidenciada por dos líneas de investigación: la existencia de ciclinas de tipo D que 

contienen el motivo LxCxE (el cual media la unión de la ciclina con pRB en células 

humanas) y la identificación de proteínas en geminivirus que también contienen el 

motivo LxCxE  y que es requerido para la eficiente replicación viral en células en cultivo 

(Xie et al., 1995).  

 

 

 

 



Los genes codificantes de pRB fueron descubiertos por primera vez en maíz y después 

en otras especies de plantas. La proteína pRB es fosforilada por complejos ciclina 

D/CDKA y la fosforilación ocurre de manera dependiente del ciclo celular, produciendo 

su máximo en la transición G1/S; esta fosforilación inactiva a RBR y provoca la 

subsecuente liberación del factor  de transcripción E2F/DP en su forma activa (De 

Veylder et al., 2003). Los genes codificantes  de E2F y DP también se han identificado 

en plantas. 

En el genoma de Arabidopsis están presentes seis genes E2F y dos genes DP (DPa y 

DPb). E2F a/b/c tienen una organización típica al unirse al DNA, en su 

heterodimerización con DP (a ó b), y en su interacción  con los dominios de 

transactivación de RBR (de Jager et al., 2001; Mariconti et al., 2002; Kosugi y Ohashi, 

2002a). Además, E2Fa y E2Fb son potentes activadores transcripcionales; mientras 

que E2Fc carece de un dominio de transactivación y por lo tanto actúa como represor 

(Joules, 2003; Del Veylder et al., 2003; De Jager et al., 2005). 

Los otros tres miembros, E2F d/e/f, son típicos en tener por duplicado el dominio de 

unión al DNA y por no dimerizarse con DP (de Jager et al., 2001; Mariconti et al., 2002; 

Kosugi y Ohashi, 2002a). Por lo anterior, es asombroso que se observe que, a pesar de 

un billón de años de evolución separando animales y plantas, ambos tipos de 

organismos usen la misma ruta RB/E2F/DP para controlar la transición G1/S. Aún la 

secuencia canónica de DNA (TTTCCCGC) reconocida por el factor de transcripción 

E2F de animales es idéntica en plantas (Ramírez-Parra y Gutierrez, 2000; de Jager et 

al., 2001). Esta identidad sugiere a favor de la hipótesis de que la ruta RB/E2F/DP ya 

se había desarrollado en organismos primitivos, antes de la brecha entre animales y 

plantas (Inzé, 2005). Por lo anterior, cabe mencionar que una de las distintas formas de 

controlar la actividad de las CDKs es mediante los inhibidores de CDKs (ICKs) que 

estequiométricamente se unen a las CDKs e inhiben su actividad de cinasa. En plantas 

también se han encontrado estos inhibidores (Wang et al., 1998; De Velyder et al., 

2001; Jasinski et al., 2002, Weinl et al., 2005). 

 

 

 

 

 

  



II.3.1 INHIBIDORES DE CDKs EN PLANTAS 

 

Las plantas también contienen proteínas inhibitorias de complejos ciclina/CDK con una 

estructura un poco peculiar. Todos los inhibidores de CDK comparten un dominio de 31 

amino ácidos con p27Kip1 ,  un miembro de la familia Cip/Kip   de inhibidores de CDK en 

mamíferos. Este dominio conservado es esencial  para la interacción entre CDKs y 

ciclinas  y esta localizado en el extremo N-terminal de las proteínas Cip/Kip y en el 

extremo C-terminal  de los inhibidores de plantas (Wang et al., 1997; De Veylder et al., 

2001). Basada en esta similitud, los inhibidores de CDK de plantas fueron designados 

Kip Related Proteins ( KRPs; De Veylder et al., 2001).  

La expresión de los  genes KRP es consistente con su papel en la regulación del ciclo 

celular durante el desarrollo y en respuesta a señales ambientales (Inzé, 2005).  

En Arabidopsis  se caracterizaron 7 ICKs/KRPs, (ICK1/KRP1, ICK2/KRP2, KRP3, 

KRP4, KRP5, KRP6, y KRP7), que sólo muestran una secuencia similar limitada con el 

inhibidor   Cip/Kip de mamíferos ( Wang et al., 1997; Lui  et al., 2000; De Veylder et al., 

2001). Las KRPs interactúan  con CDKA;1 y con ciclinas tipo D (Schnittger et al., 2003;  

Zhou et al., 2003b), pero no con las CDKs tipo B (Lui et al., 2000; De Veylder et al., 

2001). Las funciones de los dominios C-terminal y N-terminal se han determinado  para 

KRP1. Mediante análisis por remoción de secuencias se sugiere que el dominio 

conservado C-terminal es esencial para la interacción con CDKA;1 y CYCD3;1 (Wang 

et al., 1998) y además confirma  la unión a los complejos ciclina /CDK y su papel en la 

regulación de la actividad de CDK. Además de esto, la región N-terminal causa un 

incremento en la  estabilidad de KRP1 (Schnittger et al., 2003; Zhou et al., 2003a). 

Mientras que, el dominio central  es responsable de la localización nuclear ( Zhou et al., 

2003a ). 

La expresión de los genes  KRP de Arabidopsis  se regula por fitohormonas y  éstos 

muestran un patrón de expresión tejido-específico y de desarrollo. La expresión de 

KRP1 es relativamente baja en todos los tejidos de las plantas,  pero se sobre-expresa 

en presencia de ácido abscísico y por tratamientos a baja temperatura (Wang et al., 

1998).  

 

 

 



Diferentes perfiles de expresión de los genes KRP de Arabidopsis se han observado en 

diferentes órganos y en cultivos de células en suspensión (Lui et al., 2000; De Veylder 

et al., 2001; Richard et al., 2001; Menges et al., 2005). KRP2 es regulada 

transcripcionalmente por auxinas y puede funcionar en la prevención de la iniciación del 

crecimiento de las raíces laterales (Himanen et al., 2002).  

Los genes de KRP se divididen en tres grupos  de acuerdo a sus diferentes patrones 

de expresión:  la expresión de KRP1 y KRP2 se restringe a tejidos  en 

endoreduplicación; KRP4 y KRP5 se expresan en células en división mitótica y  KRP3, 

KRP6 y KRP7 cumplen ambas funciones, en células en  endoreduplicación y en células 

en división mitótica (De Clercq et al., 2006). 

Poco se sabe de como estas proteínas son reguladas a los niveles traduccional y 

postraduccional. Sólo KRP2 se ha mostrado que es controlada  en el nivel 

postraduccional por la degradación dependiente del proteosoma, in vitro e in vivo 

(Verkest et al., 2005). Además,  el análisis in vitro  muestra que la proteólisis de KRP2 

depende de la fosforilación por las  CDKs.  

Se han identificado KRPs en otras especies de plantas, además de Arabidopsis: 

Chenopodium rubrum, chícharo (Pisum sativum), algodón (Gossypium hirsutum), 

tabaco (Nicotiana tomentosiformis) y maíz (Zea mays); en las dos últimas,  una 

(NtKIS1a) y dos ICKs/KRPs (KRP1 y KRP2) han sido identificadas respectivamente 

(Jesinski et al., 2002a, 2002b; Coelho et al., 2005). Todas ellas muestran una 

secuencia homóloga con las KRPs de Arabidopsis y con los inhibidores Cip/Kip de 

mamíferos. Todas la KRPs  interactúan con ciclinas de tipo D pero no con CDKs de tipo 

B. Además, algunas de las KRPs  interactúan con CDKs  de tipo A, mientras que otras 

no (Jesinski et al., 2002; De Clercq et al., 2006).   

La primera ICK de tabaco  identificada (NtKIS1a) inhibe la actividad de cinasa de los 

complejos ciclina/CDK en células de tabaco BY-2. En un sistema de doble híbrido, 

NtKIS1a  mostró interacción  tanto con  CDK como con ciclinas D, pero no con PCNA, 

sugiriendo que está más estrechamente relacionada a p27Kip1 que a p21Cip 1 (Jesinski et 

al., 2002). Las KRPs de maíz  inhiben  los complejos ciclina D/CDK y Ciclina A/CDK. La 

expresión  de los genes Zeama;KRP resulta en la reducción del crecimiento en callos 

embriogénicos de maíz (Coelho et al., 2005).  

 

 

 



También en tomate (Lycopersicon esculentum) se sabe que la KRP1 (LeKRP1), inhibe 

la actividad de cinasa de los complejos ciclina/CDK en células endoreduplicando en el 

tejido locular (Bisbis et al., 2006). 

En plantas monocotiledoneas, se han estudiado las características estructurales y 

funcionales de las KRPs. Recientemente Coelho et al., (2005) reportó la caracterización 

de dos genes de maíz, Zeama;KRP1 y Zeama;KRP2, los cuales son expresados 

durante el desarrollo del endospermo. Las proteínas codificantes inhiben la actividad de 

CDK en planta, y Zeama;KRP1 parece funcionar durante el proceso de 

endoreduplicación, en la formación del endospermo (Coelho et al., 2005).  

Por otra parte, en arroz (Oryza sativa) se identificaron cinco genes de KRP 

(Oryza;KRP1 - Oryza;KRP5) con secuencias similares con respecto a otros genes de 

plantas, y para la ICK de mamíferos p27Kip1.  Se ha visto que la relación entre las 

secuencias de las KRPs de arroz  y las de otras plantas  es más fuerte en una región  

de 40 amino ácidos que esta localizada en el extremo C-terminal de cada proteína 

KRP, la cual se cree esta involucrada en la interacción  con ambas, con la ciclina D y 

con los complejos  ciclina D /CDK (Wang et al., 1998). Además, las dos KRPs 

reportadas recientemente en maíz (Coelho et al., 2005) están relacionadas 

estrechamente con las  KRPs de arroz. Cada KRP de maíz se agrupa con dos o tres 

miembros  de  las KRPs de arroz formando dos subgrupos de  KRPs de 

monocotiledoneas. Basado en sus secuencias, el grupo de KRPs de arroz se queda 

alineado en dos grupos que vienen de un ancestro común (clades). El análisis 

filogenético sugiere que las monocotiledoneas poseen esencialmente dos  diferentes 

clases de KRPs.  

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

III. ANTECEDENTES  
 
En plantas, la maquinaria básica que controla el ciclo celular es semejante a la de 

mamíferos, además de que se han reportado proteínas y actividades enzimáticas 

similares (Mironov et al., 1999). En los últimos años, nuestro grupo de trabajo se ha 

centrado principalmente  en la fase G1 del ciclo celular  y su relación con la entrada a la 

fase S en un proceso de desarrollo como lo es la germinación de semillas de maíz. 

Para este propósito, nos hemos enfocado al estudio y comprensión de las proteínas 

que determinan la entrada a la fase G1 del ciclo celular, como lo son las ciclinas de tipo  

D  y la cinasa CDK-A (Nakagami et al., 1999; Gutiérrez et al., 2002) y en una proteína 

fundamental para la fase S, PCNA. Independientemente de la función propuesta en la 

fase S, y a semejanza de lo que se ha encontrado en células de mamíferos, durante la 

germinación de maíz, PCNA también se asocia simultáneamente  a ciclinas tipo D y a 

CDK-A (Sánchez et al., 2002). Estos complejos ternarios muestran actividad de cinasa 

tipo CDK-A y esta actividad parece ser más relevante en las etapas iniciales de la 

germinación, precisamente cuando se desarrolla la fase G1 del ciclo celular. Además, 

la composición de los complejos ternarios y la actividad de cinasa, parecen ser 

reguladas por fitohormonas durante la germinación (Sánchez et al., 2002), tales como 

citocininas (BA) y ácido abscísico (ABA) ( Sánchez et al., 2005). Hemos reportado la 

expresión de cuatro diferentes ciclinas de maíz durante la germinación y mostrado que 

las citocininas y las auxinas estimulan la expresión de cada ciclina de forma diferente 

(Quiroz-Figueroa et al., 2006). Se ha  monitoreado la expresión de la ciclina D2;1 de 

maíz, a nivel de proteína y el efecto de BA y ABA durante la germinación (Gutiérrez et 

al., 2005). También se ha caracterizado el comportamiento de otras dos ciclinas a nivel 

de proteína, Cyc D5 y Cyc 4;1 y se ha demostrado que ni la BA ni el ácido indol acético 

(IAA) estimulan la acumulación de las ciclinas durante la germinación. Sin embargo, las 

fitohormonas, particularmente IAA, incrementan la actividad de cinasa asociada, 

preferencialmente en horas tempranas de la germinación; esta actividad de cinasa es 

fuertemente inhibida tanto por olomoucina (Inhibidor especifico de CDKs),  como por un 

péptido de 118 aa que corresponde al extremo carboxilo terminal de una proteína de 

tipo ICK/KRP de maíz (Lara-Nuñez et al., 2008).  

 

 

 



Tomando en cuenta lo anterior, el estudio de las proteínas de tipo ICK/KRP es de 

interés para la comprensión de la regulación  del ciclo celular durante la germinación 

del maíz. La descripción de la expresión del gen tanto a nivel de transcrito como a nivel 

de proteína  durante la germinación (de Jesús Juárez et al., 2008), así como también la 

influencia de fitohormonas tales como BA y ABA pueden sugerir la forma en que es 

controlada  la fase G1 del ciclo celular durante germinación de semillas.  

 

 

 

 

 

 

 

  



IV. HIPOTESIS: 

 

Dado que las cantidades de la proteína ZmKRP1 de maíz fluctúan durante el ciclo 

celular, se esperaria que su transcrito presente diferentes niveles de expresión a lo 

largo del ciclo celular. 

 

 

V.       OBJETIVOS 

 

V.1    Objetivo general 

 

 Caracterizar molecularmente a ZmKRP1 durante la germinación de maíz 

 

V.2  Objetivos particulares 

 

 Clonar el cDNA completo de la proteína ZmKRP1 de maíz. 

 

 Evaluar  el patrón de expresión de ZmKRP1 en ejes embrionarios de maíz a                          

diferentes tiempos de germinación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



VI. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

VI.1. MATERIAL BIOLÓGICO  

Los ejes embrionarios se obtuvieron de semillas de maíz de la  variedad Chalqueño, 

proveniente del Valle de Chalco, Edo. de México.  

 

VI.2. TRATAMIENTO DE LOS  EJES EMBRIONARIOS  

VI.2.1. ENSAYO DE GERMINACIÓN  

Se desinfectaron lotes de 10 ejes embrionarios con NaClO al 0,1 % durante 30 

segundos. Se lavaron 5 veces con agua estéril durante 30 segundos por vez y se 

dejaron secar sobre papel filtro estéril por 15 minutos. Posteriormente se colocaron en 

cajas petri a las cuales se les habia colocado con anterioridad papel filtro al cual se 

adicionó el amortiguador de imbibición (Tris HCl 50 mM pH 7.6, KCl 50 mM, MgCl2  10 

mM y sacarosa al 2%), y se pusieron a germinar por un periodo de  0, 6, 12, 18 y 24 

horas. Conforme se fueron cumpliendo los tiempos de germinación, se obtuvo el ARN 

total por el método de TRIZOL   (Invitrogen TRIzol  Reagent), ver más adelante. 

 

V.2.2. OBTENCIÓN DE  ARN TOTAL 

El ARN total fue obtenido a partir de 10 ejes embrionarios de maíz utilizando el reactivo 

TRIzol , siguiendo las indicaciones del proveedor (Invitrogen), de acuerdo al método 

descrito por Chomczynski (1993), con ligeras modificaciones. Brevemente, se tomaron 

10 ejes embrionarios, se colocaron dentro de un mortero, al cual se le  agregó  

nitrógeno líquido, se trituraron hasta obtener un polvo fino de aspecto y forma  

homogénea, se colocó en un tubo eppendorf de 1,5 mL al cual se le adicionó Trizol 

(1,5mL/100mg de tejido), se agitó vigorosamente, se incubó por 5 minutos a 

temperatura ambiente, se centrifugó a 11,600 rpm por 10 minutos a 4°C, se eliminó la 

pastilla y se pasó el sobrenadante a otro tubo y se incubó por 5 minutos a temperatura 

ambiente; se le agregó 0,3 mL de cloroformo, se agitó vigorosamente por 15 segundos 

y se incubó a temperatura ambiente durante 5 minutos. 

 

 



Posteriormente se centrifugó a 11,600 rpm por 15 min a 4°C, se colectó la fase acuosa 

y se le añadió isopropanol frío (0,5mL/ mL de trizol). Se mezcló por inversión (4 o 5 

veces), y  se incubó por 1 hora a 20°C; se centrifugó a 11,600 rpm por 10 minutos a 

4°C, se removió  el sobrenadante, y se lavó la pastilla con 1,0 mL de etanol al 70%, se 

agitó vigorosamente hasta que la pastilla se removió del fondo del tubo, enseguida se 

centrifugó a 7,500 x g por 5 minutos a 4°C, se dejó secar la pastilla de ARN con vacío o 

al aire libre por 5 ó 10 minutos, se resuspendió  la pastilla en agua libre de ARNasas y 

se almacenó a 70 °C. La concentración de ARN se determinó por espectrofotometría 

a una longitud de onda de 260 nm, y se  evaluó su pureza usando la relación entre las 

lecturas de absorbancia a 260 y 280 nm, ya que este valor debe encontrarse entre 1.8 

y 2.0 para que pueda considerarse aceptable la extracción. Adicionalmente, se corrio 

una muestra en un gel de agarosa al 1%, se consideró  que el ARN está íntegro 

cuando las bandas correspondientes a los ARN ribosomales presentaron 

aproximadamente una intensidad 2/1 en la proporción 28S/18S. 

 

 

VI.2.3. AISLAMIENTO DEL cDNA DE ZmKRP1 DE MAÍZ 

Para el aislamiento del cDNA que codifica a la proteína ICK/KRP de maíz, se llevó a 

cabo un análisis de las secuencias nucleotídicas de las regiones codificantes de 

diversas KRPs de arroz (Oriza Sativa, KRP1-KRP5), de la secuencia ICK1Zm obtenida 

en el laboratorio, así como de las secuencias Zeama;KRP1 (AY986792) y 

Zeama;KRP2 (AY986793) de maíz reportadas por otros grupos. Con base en este 

análisis, se consideraron regiones que hipotéticamente podrían servir a nuestro fines, 

esto es, obtener la secuencia completa de la ICK1Zm. Se consideraron regiones 

conservadas hacia el extremo N-terminal de los genes completos para obtener los 

oligonucleótidos sentido, y hacia el extremo N-terminal de la secuencia parcial ICK1Zm, 

de donde se diseñaron los oligonucleótidos antisentido (reverse) [en marco de lectura]. 

 

 

 

 



VI.2.4. REACCIÓN DE LA TRANSCRIPTASA REVERSA (RT) Y ANÁLISIS DEL  

TRANSCRITO DE ARN 

La reacción de RT-PCR se realizó con los siguientes oligonucleótidos:  

Sentido                                                                              Nombre 

 5´-ATG/GGC/AAG/TAC/ATG/CGC/AAG/GCC-3´      (Zeama;KRP1Forw)  

5´-GCC/ATG/GAG/AGG/ATT/ACC/AGG/GAG-3        (ZmKRP1F Forw)   

5´-ATT/CAG/GTG/ATG/GTG/TGA/GCC/ACA/C-3´     (Actin1 Forw)  

Antisentido  

5´-CTC/CCT/GGT/AAT/CCT/CTC/CAT/GGC-3´          (ZmKRP1F Rev)  

5´-GCT/TAC/CCC/ACT/CAA/ACC/TGC/CTG/GG-3´   (Zeama;KRP1 Rev) 

 5´-GCC/ACC/GAT/CCA/GAC/ACT/GTA/CTT/CC-3´   (Actin1 rev)  

Todos los oligonucleótidos fueron sintetizados  por la unidad de síntesis y 

secuenciación del Instituto de Biotecnología de la Universidad Nacional Autónoma de 

México.  

Se realizó la reacción de RT-PCR con el Kit OneStep RT-PCR  ( QIAGEN  ), como 

indica el protocolo del kit. Para una reacción de 50 μL de volumen total, agregar:  10  

μL de 5x QIAGEN OneStep RT-PCR buffer (que contiene 12,5 mM MgCl2); 2 μL  de la 

mezcla de  dNTPs ; 1 μL del primer A (sentido); 1 μL del primer B (antisentido), la 

concentración de ambos primers es 0,6 μM; 2 μL de  QIAGEN OneStep RT-PCR 

Enzyme Mix; inhibidor de ARNasas (la adición de éste es  opcional);  350 ng  RNA  

como templado y agua libre de ARNasas, la  temperatura  de alineamiento se realizó a  

60° C / 1minuto, 72° C / 1 minuto y 35 ciclos. 

Una vez que la reacción se  llevó  a cabo bajo estas condiciones, se obtuvo el producto 

de RT-PCR. El cDNA respectivo se correrió en una electroforesis en gel de agarosa al 

1% con amortiguador TAE y bromuro de etidio, se observaron  las bandas 

correspondientes al cDNA de interés. 

 

 

 



 

VI.2.5. REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA DEL cDNA (PCR) 

Se realizó la reacción de PCR con  el Kit  AccuPrime  SuperMix II (Invitrogen),  como 

indica el protocolo del kit. Para una reacción de 25 μL de volumen total, agregar: 12,5 

μL  AccuPrime  SuperMix II, el cual contiene en su formulación 40mM TrisHCl pH 8,4; 

100mM KCl;  2mM MgCl2,; 400μM de cada uno de los desoxinucleótidos dGTP, dATP, 

dTTP, dCTP; AccuPrime  Taq  DNA Polymerase, (thermostable AccuPrime  protein 

stabilizers); 0,5 μL del primer A (sentido); 0,5 μL del primer B (antisentido), a una 

concentración final de 0,2 μM para ambos primers;  250 ng de DNA como templado; 

agua destilada (libre de DNAsas), cuanto baste para 25 μL. Las  condiciones de 

amplificación fueron 60 oC/1min, 72oC /1 min y 35 ciclos.  

El producto de PCR se corrió en una electroforesis en gel de agarosa al 1,5%  con 

amortiguador TAE 1X.  Se observó una banda de aproximadamente 350 pb, la cual se 

cortó y se purificó con la ayuda del Kit de Invitrogen Pure Link  Quick Gel Extracción 

Kit  (ver protocolo).  

El cDNA purificado se clonó en  el vector pGEM-T EASY  vector System de Promega; 

el producto de la ligación se utilizó para llevar a cabo la transformación de células 

competentes de la cepa DH5-  (ver protocolo), posteriormente con este producto se 

procedió a plaquear cajas petri con medio LB/Ampicilina/IPTG/X-Gal. 

Una de las bondades de este vector es que permitió seleccionar las clonas que 

contienen el cDNA de interés (inserto) ya que incluye un sitio múltiple de clonación y el 

gen que codifica para la -Galactosidasa  (Lac Z), por lo que al insertar el cDNA en 

esta región la enzima se inactivó y las colonias positivas pudieron  ser seleccionadas 

debido a que presentaron  un color blanco translúcido. Las colonias que presentaron 

una coloración azul carecen del cDNA de interés (inserto), ya que no se interrumpió el 

gen Lac Z y la -Galactosidasa  producida  puede hidrolizar el análogo de la lactosa, X-

Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil –D-tiogalactopiranósido), que al precipitarse da una 

coloración azul. Esto se llevó  a cabo en presencia  de IPTG, que induce la expresión 

del gen.  

En base a este resultado se procedió a muestrear las colonias bacterianas que 

presuntamente contienen el plásmido con el inserto en cuestión, se sembraron en cajas 

petri con medio LB/ampicilina y en tubos de ensayo con medio LB/Ampicilina (líquido) 



por 12 horas a 37°C, después de este tiempo se observó el crecimiento de las colonias, 

tanto en la caja petri (placa), como en tubo. 

 

 

El contenido de los tubos (extracto celular) se centrifugó y se recuperó la pastilla celular 

(pellet) y se llevó a cabo la extracción del plásmido, conforme lo indica el protocolo del 

sistema Pure Link  Quick Plasmid Miniprep kit; una vez que obtuvimos el plásmido, se 

realizó una reacción de digestión con las enzimas de restricción EcoR1/Not1 

(Invitrogen), con el fin de liberar el inserto del vector de clonación pGEM-T EASY          

( figura 4 A y B), una vez que se corroboró este dato, el cDNA se secuenció para así 

inferir la secuencia de aminoácidos. A su vez se realizó un análisis con el programa 

computacional BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov.library.vu.edu.au/BLAST/) a partir de la 

secuencia traducida del cDNA del producto de la reacción de PCR. 

 

 

(A)            

           Vector pGEM  - T Easy  
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Figura 4. (A) Vector de clonación pGEM -T Easy y su  sitio de clonación múltiple, 
que se utilizó para la clonación del fragmento de  ZmKRP1E; (B) Sitios de corte de 
las enzimas EcoR1/ Not1. 
 
 
 

VI.2.6. RT-PCR SEMI-CUANTITATIVO 
 

Para cuantificar el ARNm de las distintas muestras iniciales, se utilizó como control 

interno el gen de la actina 1, el cual muestra una expresión constitutiva. Utilizando 

oligonucleótidos específicos para el ARNm de interés y el de la Actina 1, en reacciones 

paralelas, se extrajeron muestras de 10 μL de la mezcla de reacción a distintos tiempos 

del proceso de amplificación antes de alcanzarse la saturación. Se comenzó el 

muestreo a partir de 23 ciclos , para ambas reacciones, tomando muestras cada 3 

ciclos. El uso de oligonucleótidos para el gen de Actina 1 como transcrito control 

permite comprobar que cada muestra ha sido retrotranscrita a cDNA de forma 

equivalente y la amplificación por PCR ha sido también equivalente. 

Los productos de cada reacción se separaron electroforéticamente en geles de agarosa 

al 1,5% con un amortiguador TAE 1X (tris acetato),  y se tiñó  con Bromuro de Etidio. 

 

 

 

 

 
 



VI.2.7. RACE  
 
En breve, el método RACE  (rapid amplification of cDNAs ends, por sus siglas en 

inglés), consistió en reacciones de transcriptasa reversa (RT) para obtener  la síntesis 

de la primera cadena, y reacciones de  PCR para la amplificación del producto. Para la 

obtención del  cDNA completo,  se partió de un solo extremo, sea este el 3´ o el 5´; en 

nuestro caso fue el 5´, ya que contabamos con el extremo 3´ de la secuencia parcial de 

ICK1Zm. Se puede comenzar a  partir de RNA total o se le puede  poner una cola  de 

poli-A; se llevó a cabo la síntesis de la primera cadena, en donde se usó un primer 

específico (specific primer 1, SP1, ver anexo II), que ha sido diseñado previamente, 

transcriptor de transcriptasa reversa y una mezcla de desoxinucleótidos; esto nos dio el 

cDNA. Posteriormente por acción de una RNAsa se degradó el molde de RNAm y se 

purificó el producto con la ayuda de un kit (high pure PCR product purification kit),  en 

seguida  se le pegó el extremo 3´ del cDNA  una cola de poli-A con dATP y TdT; se 

llevó a cabo la primera amplificación por PCR, la cola de cDNA es amplificada usando 

un  SP2 anidado (specific primer nested 2, SP2 ), y el oligo  dT-primer  de anclaje; 

enseguida  se llevó a cabo la  segunda reacción de PCR, usando el  SP3 anidado 

(specific primer nested 3, SP3), y  el primer  de anclaje de PCR. Una vez terminada la 

segunda reacción, el producto de PCR esta listo para observarse mediante una 

electroforesis en gel de agarosa al 1% (ver protocolo, 5´/3´RACE kit,2nd Generation, 

Roche, CAT.No. 03 353 621 001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



VII. RESULTADOS 

Se tiene como antecedente la secuencia parcial de un cDNA ICK/KRP de maíz, 

originalmente  nombrado ICK1Zm con un tamaño de 355 pb, la cual corresponde al 

extremo 3´ del gen. Esta secuencia mostraba un 61% de identidad a nivel de 

aminoácidos con respecto a una ICK de arroz y un 88% con respecto a Zeama;KRP1 

de maíz (ver anexo I). Aunado a ello, ICK1Zm muestra una alta semejanza con 

respecto al extremo 3´ de ICKs/KRPs de otras especies de plantas, como Arabidopsis 

thaliana y Oriza sativa (ver anexo I) ; (de Jesús Juárez et al., 2008). Por otra parte, un 

nuevo analisis  de alineamiento múltiple de secuencias revelo que  ICK1Zm muestra un 

90% de identidad con respecto a la Zeama;KRP1 de maíz y un 60% de identidad con la 

OsKRP4 de arroz (tabla1, figura 5). Sin embargo, ICK1Zm mostraba una región hacia 

su extremo N-terminal que diverge de manera sustancial con respecto a las ICKs/KRPs 

reportadas, particularmente la presencia de la secuencia de aminoácidos WASTCAS 

(figura  5 y anexo I ).  

                 Secuencia A  Nombre      #(aa) Secuencia B Nombre   #  (aa)  identidad (%) 
 ========================================================= 

1    ZeamaKRP1   190      2    ZeamaKRP2   256      30 

1    ZeamaKRP1   190      3    OsKRP5      221      59 

1    ZeamaKRP1   190      4    OsKRP4      194      61 

1    ZeamaKRP1   190      5    OsKRP3      225      20 

1    ZeamaKRP1   190      6    OsKRP2      249      22 

1    ZeamaKRP1   190      7    OsKRP1      262      31 

1    ZeamaKRP1   190      8    ICK1Zm      117      90 

1    ZeamaKRP1   190      9    EST         93       86 

2    ZeamaKRP2   256      3    OsKRP5      221      31 

2    ZeamaKRP2   256      4    OsKRP4      194      35 

2    ZeamaKRP2   256      5    OsKRP3      225      28 

2    ZeamaKRP2   256      6    OsKRP2      249      31 

2    ZeamaKRP2   256      7    OsKRP1      262      58 

2    ZeamaKRP2   256      8    ICK1Zm      117      25 

2    ZeamaKRP2   256      9    EST         93       33 

3    OsKRP5      221      4    OsKRP4      194      56 

3    OsKRP5      221      5    OsKRP3      225      20 

3    OsKRP5      221      6    OsKRP2      249      27 

3    OsKRP5      221      7    OsKRP1      262      32 

3    OsKRP5      221      8    ICK1Zm      117      51 

3    OsKRP5      221      9    EST         93       62 

4    OsKRP4      194      5    OsKRP3      225      26 

4    OsKRP4      194      6    OsKRP2      249      23 

4    OsKRP4      194      7    OsKRP1      262      39 

4    OsKRP4      194      8    ICK1Zm      117      60 

4    OsKRP4      194      9    EST         93       73 

5    OsKRP3      225      6    OsKRP2      249      21 

5    OsKRP3      225      7    OsKRP1      262      29 

5    OsKRP3      225      8    ICK1Zm      117      20 

5    OsKRP3      225      9    EST         93       23 

6    OsKRP2      249      7    OsKRP1      262      30 

6    OsKRP2      249      8    ICK1Zm      117      20 

6    OsKRP2      249      9    EST         93       24 

7    OsKRP1      262      8    ICK1Zm      117      25 

7    OsKRP1      262      9    EST         93       33 

8    ICK1Zm      117      9    EST         93       86 

========================================================= 

 
Tabla1. Porcentaje de identidad entre las distintas secuencias de aminoácidos, 
deducidas de las secuencias de cDNA de las ICKs/KRPs reportadas. En negritas se 
encuentra, Zeama;KRP1(AY986792), OsKRP4 de arroz y ICK1Zm de maíz. 



 
 

 

                 Forward 

OsKRP2          ----MGKKKKRDGAAARRQARVVVGGVRTR---AAVTAR------RVVASAEEGCGLVGR 47 

ZeamaKRP2       MGKYMRKCRGAAGAEVAAVEVTQVVGVRTRSRSAAATGG------VAKVAPRRKRAPAGE 54 

OsKRP1          MGKYMRKFRGATGEELAAMEVTQVVGVRTRSRSAAAAGATTTKVKAASAASTRRRKALLP 60 

ZeamaKRP1       MGKYMRKAKASS-----EVVIMDVAAAPLG---VRTRAR------ALALQRLQEQQTQWE 46 

ICK1Zm          ------------------------------------------------------------ 

EST             ------------------------------------------------------------ 

OsKRP4          MGKYMRKAKVVVSGEVVAAAVMELAAAPLG---VRTRAR------SLALQ---------- 41 

OsKRP5          MGKYMRKGKVSG-----EVAVMEVGGALLG---VRTRSR------TLALQRTTSSQKPPE 46 

OsKRP3          MGKYLRSSCKQQQQPSSPAAVASVAAAAVSS--------------YSYLTLRSGRRVPAA 46 

                                                                             

 

 

OsKRP2          GGGGGSGGDDGEGGCYLRLRSRRLPFVAAAVVSSRREEALGDSVAEAASS--SSSRAVEL 105 

ZeamaKRP2       PAAAVSAGGDG-GSCYIHLRSRMLFMAPPQPQPSVDSVPTPVEAADGAAGQQGAALAAGL 113 

OsKRP1          TAVVGTTRRDG-GSCYLQLRSRMLFMAPPRPAPAAR-APVVAEAAGSGNG-AAAHAAAGL 117 

ZeamaKRP1       EGAGG---------EYLELRNRRLEKL--PPPPATTRRSGGRKAAAEAAATK-------- 87 

ICK1Zm          --------------------------------WASTCAS-----TAEATATK-------- 15 

EST             ------------------------------------------------------------ 

OsKRP4          KRQGG---------EYLELRSRRLEKLPPPPPPPPRRRATAAAATADATAAES------- 85 

OsKRP5          KGEGDPGAGAGAGAEYLELRSRRLEKPPPHTPPAKEKETARRASAAAAAAVRMPAAPQAA 106 

OsKRP3          AAAAGG------SACRRRHRRGGRRGCAKNGAGSARACGARSPTSSASSGQRRRCEAVEC 100 

                                                                             

 

 

OsKRP2          LGCSGEEEAMAEKVCTQAGEDHDEESSVGDSGCGRERSATTPSSRRPPG-DADSSDAESN 164 

ZeamaKRP2       SRCSSTASSVNLGLGGQRGSHTCRSYDAAEAGGDHVLVDVSAASNSGSGPDRERRETTPS 173 

OsKRP1          SRCSSTASSVDA--AAQDRSLACRS-DVAEAGSEHVPE--GSASDSASGRDRERRETTPS 172 

ZeamaKRP1       -----EAEASYG-ENMLELE--AMERITRETTPCSLIN-TQMTSTPGS-TRSSHS-CHRR 136     

ICK1Zm          -----EADASYG-ENMFELE--AMERITRETTPCSLIN-TQMTSTPGS-TRSSHS-RHRR 64 

EST             -----------------ESE--AMGRNTRETTPCSLIN-SEMISTPGSTTRSSHS-SHRR 39 

OsKRP4          ----AEAEVSFGGENVLELE--AMERNTRETTPCSLIRDPDTISTPGSTTRRSHSSSHCK 139 

OsKRP5          EEFEAEVEVSFG-DNVLDLDGDAMERSTRETTPCSLIRSSEMISTPGSTTKTNTSISSRR 165 

OsKRP3          SHGGGRAELSRSPPLGNSVVVVSGDVVSGERKSLKPNSCSREVAAEHAGEHKHNPAAAAA 160 

                                             :             :   .             

 

 

OsKRP2          QEAKQQMCRRSSTTSAAAFHAG--------ATTRSFRMMAPPAAAAEIEEFLAAAERSEA 216 

ZeamaKRP2       SRAHGELSDLESDLAG-HKTGPSLP-----AATPAAELIVPP--AHEIQEFFAAAEAAQA 225 

OsKRP1          SFLPGEVSDLESDLAGGQKRSRPLPSAATASAQQATRPKIPP--AAEIEAFFAAAEEAEA 230 

ZeamaKRP1       V------------------------------NAPPVH-AVPSS--REMNEYFAAEQRRQQ 163 

ICK1Zm          V------------------------------NAPPVH-AVPSS--REMNEYFAAEQRRQQ 91 

EST             V------------------------------KAPPVH-AIPSS--TEMNEYFAAEQRRQQ 66 

OsKRP4          V------------------------------QTPVRHNIIPAS--AELEAFFAAEEQRQR 167 

OsKRP5          R------------------------------METSVCRYVPSS--LEMEEFFAAAEQQQH 193 

OsKRP3          AG--------------------------------RRPPLSPPE--AEIEAFFAAAELAER 186 

                                                        *.    *:: ::** :  :  

 

 

OsKRP2          ERFAAKYNFDVVRGVPLDAGGAGRFEWTAVGSG---------- 249 

ZeamaKRP2       KRFASKYNFDFVRGVPLDAGG--RFEWAPVVSI---------- 256 

OsKRP1          KRFAAKYNFDVVRGVPLDAG---RFEWTPVVSSRS-------- 262 

ZeamaKRP1       QDFIDKYNFDPANDCPLPGR----FEWVKLD------------ 190 

ICK1Zm          QDFIDKYNFDPANDCPLPGR----FEWVKLD------------ 118 

EST             QAFIDKYNFDPVNDCPLPGR----FEWVKLD------------ 93 

OsKRP4          QAFIDKYNFDPVNDCPLPGR----FEWVKLD------------ 194 

OsKRP5          QAFRERYNFCPVNDCPLPGR----YEWTRLDC----------- 221 

OsKRP3          RRFAEKYNYDIALDRPLQGR----YEWEPTVPNFDVAKDVTDM 225 

                . *  :**:  . . ** .     :**  

                                                                  Reverse    

 

 

Figura 5. Alineamiento múltiple de las secuencias  de aminoácidos de las diferentes 
ICKs/KRPs, en verde se encuentra marcada la secuencia WASTCAS. Así como se  
encuentran sombreadas de color amarillo y verde las regiones más conservadas, 
dentro de las cuales se encuentran las posiciones de los oligonucleótidos 
especificos (primers) que se ocuparán para llevar a cabo el aislamiento, de color 
azul forward 30nt y la sombra de color rojo reverse 24 nt (detalles, ver figura 6). 



Con el fin de obtener la secuencia completa, se diseñaron oligonucleótidos antisentido 

(reverse) a partir de los primeros 24 nucleótidos (nt) del extremo 5´ de ICK1Zm, y a su 

vez se diseñó un oligonucleótido sentido (forward) que se tomó de los primeros 30 

nucleótidos del extremo 5´ de la secuencia de la Zeama;KRP1 de maíz (AY986792) 

(figura 6) [ver materiales y métodos]. Utilizando este juego de oligonucleótidos, se 

llevaron a cabo experimentos con el fin de obtener el cDNA respectivo, a partir de 

reacciones de  transcriptasa reversa y de reacción en cadena de la polimerasa (RT-

PCR), se amplificó un transcrito de baja expresión de aproximadamente 350 pb (figuras 

7A y B, carril 2), cuya secuencia no correspondia a la esperada.  

 

Se optó por probar la metodología de RACE , que tiene como ventaja amplificar 

secuencias completas a partir de un solo extremo, sea este el extremo 5´ o el 3´.  

Los  resultados obtenidos bajo este protocolo fueron en principio alentadores, ya que 

se amplifico un transcrito  de un  tamaño aproximado de 650 pb, el cual podría ser el 

esperado para nuestra proteína, ya que las secuencias para Zeama;KRP1 y 

Zeama;KRP2 tienen tamaños de 567 y 771 pb, respectivamente (Coelho et al, 2005). 

Sin embargo, al secuenciar el cDNA se obtuvieron resultados negativos (datos no 

mostrados). Por lo tanto, y reconsiderando  la estrategia usada  en un principio,  se 

tomo la decisión de usar cebadores rio abajo de la secuencia WASTCAS. 

 

Como estrategia para lograr esto, se realizó un nuevo alineamiento múltiple de las 

secuencias deducidas (reportadas en la literatura) de las proteínas tipo KRPs de 

distintas especies, como  maíz (2 KRPs), arroz (5 KRPs), un  EST (Expressed 

Sequence Tag) reportado de maíz (AW267370), así como de  la secuencia parcial 

ICK1Zm de maíz obtenida en nuestro laboratorio (de Jesús Juárez et al., 2008).  Este 

análisis indicó que la secuencia ICK1Zm tenía la mayor identidad con Zeama;KRP1 de 

maíz (tabla1 y figura 5); con las mayores diferencias  hacia el extremo N-terminal 

(figura 5).  

Se realizó entonces una nueva comparación de secuencias de Zeama;KRP1 e 

ICK1Zm, con el fin de visualizar las secuencias a elegir, para así diseñar y sintetizar 

nuevos oligonucleótidos desde la región C-terminal (figura 6,). Se conservó el 

oligonucleótido sentido desde el extremo 5’ de Zeama;KRP1, y se optó por una 

secuencia de aminoácidos AMERITRE, que es idéntica en ambas secuencias, para el  

diseño del oligonucleótido antisentido (figura 6, anexo II). 



 

 

 

 

 

 

 

ZeamaKRP1       MGKYMRKAKASSEVVIMDVAAAPLGVRTRARALALQRLQEQQTQWEEGAGGEYLELRNRR 60 

ICK1Zm          ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

 

ZeamaKRP1       LEKLPPPPATTRRSGGRKAAAEAAATKEAEASYGENMLELEAMERITRETTPCSLINTQM 120 

ICK1Zm          -------WASTCAS-----TAEATATKEADASYGENMFELEAMERITRETTPCSLINTQM 48 

                        *:*  *     :***:*****:*******:********************** 

 

ZeamaKRP1       TSTPGSTRSSHSCHRRVNAPPVHAVPSSREMNEYFAAEQRRQQQDFIDKYNFDPANDCPL 180 

ICK1Zm          TSTPGSTRSSHSRHRRVNAPPVHAVPSSREMNEYFAAEQRRQQQDFIDKYNFDPANDCPL 108 

                ************ *********************************************** 

 

ZeamaKRP1       PGRFEWVKLD 190 

ICK1Zm          PGRFEWVKLD 118 

                **********  

 
 

 

Figura 6 . Alineamiento parcial de Zeama;KRP1 e ICK1Zm. Se señalo la region que 
se consideró para llevar a cabo el diseño del oligonucleótido antisentido.Region 
AMERITRE que aparece en ambas secuencias de maíz. Se considero conservar el 
oligonocleótido sentido MGKYMRKAKA de Zeama;KRP1 de maíz. 
 
 
 

  

Los resultados de las reacciones de RT-PCR y PCR  mostraron la amplificación de  una 

banda de  350 pb, a la cual se le asignó el nombre de ZmKRP1E (figuras 7 A y B, 

carril 4). El producto de la reacción de PCR se reamplificó y se separó por 

electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (figura 8 A). Por otra parte, se clonó el inserto 

de aproximadamente 350 pb en el vector de clonación pGEM-T Easy,  se purifico el 

plásmido, al cual se le realizó una reacción de digestión con las enzimas EcoR1/Not1, 

para liberar el inserto del plásmido (figura 8 B). Posteriormente, el inserto de 327 pb se 

secuenció y de su análisis se encontro que correspondía a una ICK/KRP, con un 99% 

de identidad en términos de aminoácidos con Zeama;KRP1, hacia el extremo N-

terminal, esto es, el extremo N-terminal de ZmKRP1E tenía una identidad de 99% con 

el extremo N-terminal de Zeama;KRP1 de maíz (tabla 2 y figura 9).  
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Figura 7.  Productos de amplificación por RT-PCR de ZmKRP1E de maíz. (A) 
Reacción de RT-PCR a partir de mRNA total del cual se obtiene una banda de  
350pb, dando como resultado su respectivo cDNA, carriles: 1PM, 2 ZmKRP1B, 3 
control, 4 ZmKRP1E, 5 control. Condiciones: 35 ciclos/60°; (B) Reamplificación del 
cDNA de ZmKRP1E, apartir de la reacción de PCR, carriles: 1PM, 2 ZmKRP1B, 3 
control., 4 ZmKRP1E, 5 control. Condiciones: 35 ciclos/60°, [los controles constan 
de todo el medio de reacción para RT-PCR, PCR exceptuando el templado RNAm o 
cDNA respectivamente, se señala el producto esperado. 
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 (A) PURIFICACIÓN DEL cDNA                        (B)   REACCIÓN DE DIGESTIÓN 
      DEL cDNA DE ZmKRP1E                          DEL PLÁSMIDO QUE  CONTIENE                 
                                                                                             A ZmKRP1E 
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Figura 8. Purificación del cDNA de ZmKRP1E y reacción de digestión del plásmido que 
tiene contenido a ZmKRP1E; (A) producto de PCR de  350pb, carriles: 1 PM, 2 
ZmKRP1E, 3 control; (B) reacción de digestion del cDNA de ZmKRP1E, con las enzimas 
de restricción EcoR1/Not1 carriles: 1PM, 2 ZmKRP1B, 3 control (plásmido sin digerir 
PGEM T-EASY), 4 ZmKRP1E, 5 control (plásmido sin digerir PGEM T-EASY). 

 
 
                                                                                                                      

Un análisis múltiple de secuencias también mostró que el extremo N-terminal de 

ZmKRP1E es 99% idéntico al extremo N-terminal de Zeama;KRP1de maíz y comparte 

un 61% de identidad con OsKRP4 de Oriza sativa, que a su vez comparte el 61% de 

identidad con Zeama;KRP1 de maíz (tabla 3, figura 9).  
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                    Secuencia A  Nombre     #(aa) Secuencia B Nombre    #  (aa)    identidad(%) 
              ========================================================= 

1    ZeamaKRP1   190      2    ZeamaKRP2   256      30 

1    ZeamaKRP1   190      3    ZmKRP1E     109      99 

1    ZeamaKRP1   190      4    OsKRP5      221      59 

1    ZeamaKRP1   190      5    OsKRP4      194      61 

1    ZeamaKRP1   190      6    OsKRP3      225      20 

1    ZeamaKRP1   190      7    OsKRP2      249      22 

1    ZeamaKRP1   190      8    OsKRP1      262      31 

2    ZeamaKRP2   256      3    ZmKRP1E     109      30 

2    ZeamaKRP2   256      4    OsKRP5      221      31 

2    ZeamaKRP2   256      5    OsKRP4      194      35 

2    ZeamaKRP2   256      6    OsKRP3      225      28 

2    ZeamaKRP2   256      7    OsKRP2      249      31 

2    ZeamaKRP2   256      8    OsKRP1      262      58 

3    ZmKRP1E     109      4    OsKRP5      221      55 

3    ZmKRP1E     109      5    OsKRP4      194      61 

3    ZmKRP1E     109      6    OsKRP3      225      10 

3    ZmKRP1E     109      7    OsKRP2      249      12 

3    ZmKRP1E     109      8    OsKRP1      262      29 

4    OsKRP5      221      5    OsKRP4      194      56 

4    OsKRP5      221      6    OsKRP3      225      20 

4    OsKRP5      221      7    OsKRP2      249      27 

4    OsKRP5      221      8    OsKRP1      262      32 

5    OsKRP4      194      6    OsKRP3      225      26 

5    OsKRP4      194      7    OsKRP2      249      23 

5    OsKRP4      194      8    OsKRP1      262      39 

6    OsKRP3      225      7    OsKRP2      249      21 

6    OsKRP3      225      8    OsKRP1      262      29 

7    OsKRP2      249      8    OsKRP1      262      30 

========================================================= 

Tabla 2. Comparación  de las secuencias de aminoácidos, y  sus respectivos 
porcentajes de identidad. 
 
 
 
 

OsKRP2          ----MGKKKKRDGAAARRQARVVVGGVRTR---AAVTAR------RVVASAEEGCGLVGR 47 

ZeamaKRP2       MGKYMRKCRGAAGAEVAAVEVTQVVGVRTRSRSAAATGG------VAKVAPRRKRAPAGE 54 

OsKRP1          MGKYMRKFRGATGEELAAMEVTQVVGVRTRSRSAAAAGATTTKVKAASAASTRRRKALLP 60 

ZeamaKRP1       MGKYMRKAK--ASSEVV---IMDVAAAPLGVRTRARALA---------LQRLQEQQTQWE 46 

ZmKRP1E         MGKYMRKAK--ASSEVV---IMDVAAAPLGVRTRARALA---------LQRLQEQQAQWE 46 

OsKRP4          MGKYMRKAKVVVSGEVVAAAVMELAAAPLGVRTRARSLA---------LQKRQ------- 44 

OsKRP5          MGKYMRKGK--VSGEVA---VMEVGGALLGVRTRSRTLA---------LQRTTSSQKPPE 46 

OsKRP3          MGKYLRSSCKQQQQPSSPAAVASVAAAAVSSYSYLTLRS----------GRRVPAAAAAA 50 

                    : .                : ..                                  

 

OsKRP2          GGGGGSGGDDGEGGCYLRLRSRRLPFVAAAVVSSRREEALGDSVAEAASS--SSSRAVEL 105 

ZeamaKRP2       PAAAVSAGGDG-GSCYIHLRSRMLFMAPPQPQPSVDSVPTPVEAADGAAGQQGAALAAGL 113 

OsKRP1          TAVVGTTRRDG-GSCYLQLRSRMLFMAPPRPAPAAR-APVVAEAAGSGNG-AAAHAAAGL 117 

ZeamaKRP1       EG---------AGGEYLELRNRRLEKLPP--PPA----TTRR----SGGRK---AAAEAA 84 

ZmKRP1E         EG---------AGGEYLELRNRRLEKLPP--PPA----TTRR----SGGRK---AAAEAA 84 

OsKRP4          ------------GGEYLELRSRRLEKLPP--PPP----PPPRRRATAAAAT---ADATAA 83 

OsKRP5          KGEGDPGAGAGAGAEYLELRSRRLEKPPPHTPPAKEKETARRASAAAAAAVRMPAAPQAA 106 

OsKRP3          GG----------SACRRRHRRGGRRGCAKNGAGSARACGARSPTSSASSGQRRRCEAVEC 100 

                            ..   . *       .     .            ..        .    

 

OsKRP2          LGCSGEEEAMAEKVCTQAGEDHDEESSVGDSGCGRERSATTPSSRRPPG-DADSSDAESN 164 

ZeamaKRP2       SRCSSTASSVNLGLGGQRGSHTCRSYDAAEAGGDHVLVDVSAASNSGSGPDRERRETTPS 173 

OsKRP1          SRCSSTASSVDA--AAQDRSLACRS-DVAEAGSEHVPE--GSASDSASGRDRERRETTPS 172 

ZeamaKRP1       AT--KEAEASYG-ENMLELE--AMERITRETTPCSLIN-TQMTSTPGST--RSSHSCHRR 136 

ZmKRP1E         AT--KEAEASYG-ENMLELE--AMERITRE------------------------------ 109 

OsKRP4          ES--AEAEVSFGGENVLELE--AMERNTRETTPCSLIRDPDTISTPGSTTRRSHSSSHCK 139 

OsKRP5          EEFEAEVEVSFG-DNVLDLDGDAMERSTRETTPCSLIRSSEMISTPGSTTKTNTSISSRR 165 

OsKRP3          SHGGGRAELSRSPPLGNSVVVVSGDVVSGERKSLKPNSCSREVAAEHAGEHKHNPAAAAA 160 

                       .                .    :          

                      

OsKRP2          QEAKQQMCRRSSTTSAAAFHAG--------ATTRSFRMMAPPAAAAEIEEFLAAAERSEA 216 



ZeamaKRP2       SRAHGELSDLESDLAG-HKTGPSLP-----AATPAAELIVPP--AHEIQEFFAAAEAAQA 225 

OsKRP1          SFLPGEVSDLESDLAGGQKRSRPLPSAATASAQQATRPKIPP--AAEIEAFFAAAEEAEA 230 

ZeamaKRP1       V------------------------------NAPPVH-AVPSS--REMNEYFAAEQRRQQ 163 

ZmKRP1E         ------------------------------------------------------------ 

OsKRP4          V------------------------------QTPVRHNIIPAS--AELEAFFAAEEQRQR 167 

OsKRP5          R------------------------------METSVCRYVPSS--LEMEEFFAAAEQQQH 193 

OsKRP3          AG--------------------------------RRPPLSPPE--AEIEAFFAAAELAER 186 

                                                                             

 

 

 

 

OsKRP2          ERFAAKYNFDVVRGVPLDAGGAGRFEWTAVGSG---------- 249 

ZeamaKRP2       KRFASKYNFDFVRGVPLDAGG--RFEWAPVVSI---------- 256 

OsKRP1          KRFAAKYNFDVVRGVPLDAG---RFEWTPVVSSRS-------- 262 

ZeamaKRP1       QDFIDKYNFDPANDCPLPGR----FEWVKLD------------ 190 

ZmKRP1E         ------------------------------------------- 

OsKRP4          QAFIDKYNFDPVNDCPLPGR----FEWVKLD------------ 194 

OsKRP5          QAFRERYNFCPVNDCPLPGR----YEWTRLDC----------- 221 

OsKRP3          RRFAEKYNYDIALDRPLQGR----YEWEPTVPNFDVAKDVTDM 225 

 

 

  

Figura 9. Alineamiento de la secuencia de aminoácidos deducida de ZmKRP1E con 
polipéptidos deducidos de las secuencias de cDNAs de las Zeama;KRP1 (AY986792) y 
Zeama;KRP2 (AY986793) de maíz,  así como de las KRPs de arroz (OsKRP1-OsKRP5).  

 
  

Habiendo una relación muy estrecha entre la secuencia de Zeama;KRP1 y la secuencia 

parcial ICK1Zm, y sabiendo que  la identidad  es también muy alta hacia el extremo C-

terminal ( tabla 1, figura 5), se complementan las secuencias de los extremos N-

terminal (ZmKRP1E) y C-terminal (ICK1Zm) de maíz, para así obtener la secuencia 

completa del gen, a la cual se le asignó el nombre de ZmKRP1com; al comparar con la 

secuencia de Zeama;KRP1 previamente descrita (Coelho et al., 2005), el porcentaje de 

identidad fue del 98% en lo que respecta a la secuencia de  aminoácidos (tabla 3, 

figura 10). No aparecio la región WASTCAS, la que seguramente se debió a un 

artefacto en la secuenciación original de este gen.  

 

 

          Secuencia A  Nombre      #(aa)  Secuencia B Nombre  #  (aa)  identidad(%) 
========================================================= 

1    ZeamaKRP1   190      2    ZmKRP1com   190      98 

1    ZeamaKRP1   190      3    ZmKRP1E     109      99 

 2    ZmKRP1com   190      3    ZmKRP1E     109      100 

========================================================= 

 

 

 

 

Tabla 3. Comparación de la secuencia complementada, porcentaje de identidad 
Zeama;KRP1 de maíz (AY986792) y la  secuencia completa de la ICK/KRP de maíz 
ZmKRP1com, que  no es más que la fusión de las secuencias  ZmKRP1E (N-
terminal) y la secuencia parcial ICK1Zm (extremo C-terminal) de maíz. 

 
 
 

 

 



 
 
 
 
 
 

 

 

ZmKRP1com           MGKYMRKAKASSEVVIMDVAAAPLGVRTRARALALQRLQEQQAQWEEGAGGEYLELRNRR 60 

ZmKRP1E             MGKYMRKAKASSEVVIMDVAAAPLGVRTRARALALQRLQEQQAQWEEGAGGEYLELRNRR 60 

ZeamaKRP1           MGKYMRKAKASSEVVIMDVAAAPLGVRTRARALALQRLQEQQTQWEEGAGGEYLELRNRR 60 

                     ******************************************:***************** 

 

ZmKRP1com           LEKLPPPPATTRRSGGRKAAAEAAATKEAEASYGENMLELEAMERITRETTPCSLINTQM 120 

ZmKRP1E             LEKLPPPPATTRRSGGRKAAAEAAATKEAEASYGENMLELEAMERITRE----------- 109 

ZeamaKRP1           LEKLPPPPATTRRSGGRKAAAEAAATKEAEASYGENMLELEAMERITRETTPCSLINTQM 120 

                     *************************************************            

 

ZmKRP1com           TSTPGSTRSSHSRHRRVNAPPVHAVPSSREMNEYFAAEQRRQQQDFIDKYNFDPANDCPL 180 

ZmKRP1E             ------------------------------------------------------------ 

ZeamaKRP1           TSTPGSTRSSHSCHRRVNAPPVHAVPSSREMNEYFAAEQRRQQQDFIDKYNFDPANDCPL 180 

                                                                                                 

 

ZmKRP1com           PGRFEWVKLD 190 

ZmKRP1E             ---------- 

ZeamaKRP1           PGRFEWVKLD 190 

 
 
Figura 10. Alineamiento de la secuencia múltiple complementada ZmKRP1com.  Está  
consta  de  la secuencia  ZmKRP1E (N-terminal) y la secuencia parcial  ICK1Zm (extremo 
C-terminal) de maíz (ZmKRP1com), con la secuencia completa de la Zeama;KRP1 de maíz 
(AY986792), más el extremo de ZmKRP1E de maíz. 
 
 

 
 

Las figuras 11 A y B, muestran reacciones de RT-PCR y PCR de la secuencia completa 

de Zeama;KRP1 de maíz, añadiendo las secuencias de ZmKRP1E y Actina 1 como 

control de carga, realizadas a partir de RNA total  de  0 horas (t0) de ejes embrionarios 

de maíz. Es de notarse que en el carril 2, que corresponde a Zeama;KRP1 de maíz, se 

amplifica una banda extra de aproximadamaente 200 pb cuya identidad se ignora 

(figura 11 A y B). Dado que nuestro gene es idéntico al ya reportado (Coelho et al., 

2005), en lo sucesivo se llamará a esta secuencia ZmKRP1 (antes ZmKRP1E). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

   (A)     RT-PCR                                                      (B) AMPLIFICACIÓN DEL  

                                                                                              cDNA DE Zeama;KRP1 
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Figura 11.(A) Reacción de RT-PCR de los transcritos de Zeama;KRP1de maíz: 567 pb 
(carril 2 y su control carril 3); ZmKRP1 327 pb (antes ZmKRP1E) (carril 4 y su  control 
carril 5);  Actina1 como control de carga (carril 6 y su control carril 7); pesos moleculares 
(carriles 1 y 8); (B) Reacción de PCR de los transcritos  de ZeamaKRP1(carril 2 y su  
control carril 3); ZmKRP1 (carril 4 y su control carril 5); Actina1 como control de carga 
(carril 6 y su control carril  7) de maíz y pesos moleculares (carril 1), los controles constan 
de toda la mezcla de reacción, a excepción del molde (según sea el caso). 
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VII.1. EXPRESIÓN DE ZmKRP1 DE MAÍZ DURANTE LA GERMINACIÓN 

 

Con el fin de estudiar la expresión de ZmKRP1 durante la germinación de maíz, se 

implementó un ensayo, el cual consistió en incubar por 0, 6, 12, 18 y 24 horas a ejes 

embrionarios en amortiguador de imbibición, para posteriormente obtener el ARN total 

de cada uno de los tiempos establecidos y así  llevar a cabo reacciones de  RT-PCRs 

semicuantitativas.         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 12. Nivel de  transcripción de la Actina1 y ZmKRP1 (antes ZmKRP1E), a 
diferentes tiempos de germinación( 0,6,12,18, y 24 horas), y ciclos de reacción por 
RT-PCR semicuantitativo. 
 

Inicialmente la reacción de RT-PCR se realizó  por 23 ciclos (figura 8), pero  se obtuvo 

una baja expresión desde 0 hasta 24 horas de germinación, por lo que se incrementó el 

número de ciclos a 32, (29 ciclos para amplificar al gen control, actina1). De esta 

manera se pudo observar una mejor señal de transcripción; al ciclo 35 se llegó a la 

saturación de la  reacción de RT-PCR semicuantitativo (figura 12). 
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Figura 13. (A) niveles del transcrito de ZmKRP1 durante la germinación de ejes 
embrionarios; (B) ciclos a los cuales se llevo acabo el análisis densitometrico (se 
realizaron por triplicado). De los cuales posteriormente  se llevo acabo el análisis 
estadístico (ANOVA de dos vías).  
 

Como se puede observar en la figura 13 A y B, no parece existir una diferencia 

sustancial en los niveles del RNAm de ZmKRP1 (antes, ZmKRP1E) durante la 

germinación.  
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VIII.  DISCUSIÓN 

Los inhibidores de las cinasas-dependiente de ciclinas, ó CKIs, como se conocen en 

levadura (Saccharomyces cerevisiae) y en mamíferos, regulan la progresión del ciclo 

celular por la unión  a complejos ciclina/CDK e inhiben  la actividad de las CDKs en la 

fase G1/S (Morgan,1997). En levaduras, tres ICKs han sido identificadas: Far1 inhibe 

las CDKs de la fase G1; Sic1 participa en la sincronización de la fase S por la inhibición 

de los complejos CDK de las fases G1 y S y Ph081 que inactiva un complejo 

ciclina/CDK  y que funciona en el control de la expresión de genes bajo condiciones de 

niveles bajos de fosfato. Las siete  ICKs descritas en mamíferos son clasificadas en 

dos familias de proteínas  de acuerdo a sus similitudes estructurales y funcionales, las 

INK4 y las Cip/Kip, las cuales tienen un dominio inhibitorio  conservado en el extremo 

N-terminal. Miembros de la familia Cip/Kip muestran un amplio espectro de  efectos 

inhibitorios  en complejos ciclina/CDK comparado con la familia INK4. Importantemente,  

ambas familias  la INK4 y  la Cip/Kip inhiben las CDKs involucradas en la transición 

G1/S; en miembros de la familia INK4, inhibidores  de CDKs se  unen a ciclinas de tipo 

D; mientras que los  miembros de la familia de inhibidores de CDKs   Cip/Kip se  unen a 

las ciclinas de tipo  E, D y a las ciclinas de tipo A (revisado en, Sherr y Roberts,1999).  

 

VIII.1.  Inhibidores de CDKs en plantas  

 

Recientemente, secuencias similares de la familia Cip/Kip fueron identificadas en 

plantas. Siete genes que codifican proteínas con algún grado de  homología con p27 Kip1 

(miembro de la familia Cip/Kip en mamíferos), también llamados Kip-related proteins 

(KRPs), fueron clonados de Arabidopsis (Wang et al.,1998; De Veylder et al.,2001; 

Zhou et al., 2002a). Dos de estas, KRP1 y KRP2, inhiben la actividad de CDK in vitro e 

in vivo (Wang et al., 1998; 2000; Lui et al., 2000; De Veylder et al., 2001).  

Estos inhibidores de ciclinas/CDK interaccionan con distintos complejos de 

ciclinas/CDKs en las distintas fases del ciclo celular. Plantas como Oriza sativa y Zea 

maíz cuentan con más de una en su genoma. Conocer acerca de su patrón de 

expresión en  la germinación y en el ciclo celular, ha sido parte del presente trabajo. 

 

 

 



 

VIII.2.  Estructura y función de las ICKs/KRPs 

 

Las diferentes variantes de ICKs/KRPs han conservado los principales dominios de 

unión a CDKs y a ciclinas, sitios que han sido localizados en el dominio C-terminal de 

las KRPs (Wang et al., 1998). La región N-terminal, no conservada, podría determinar 

la especificidad  hacia diferentes complejos ciclina/CDK. Alternativamente, estos 

dominios podrían interaccionar con proteínas aún no descritas (De Veylder et al.,  

2001). 

Como se observó en los alineamientos múltiples, tanto de las secuencias parciales 

ICK1Zm (extremo C-terminal) y ZmKRP1(antes ZmKRP1E) [extremo N-terminal], como 

de la secuencia ZmKRP1com obtenida a partir de ejes embrionarios de maíz, la 

identidad es muy alta, 99%, comparada con Zeama;KRP1, gen aislado y caracterizado 

en endospermo de maíz (Coelho et al., 2005), lo que nos indica que es la misma 

proteína. Esto es importante dadas las múltiples dificultades que inicialmente se 

tuvieron para aislar el gen completo de esta ICK/KRP. Todos los intentos realizados 

para obtener el extremo N-terminal del fragmento de la ICK originalmente aislada 

fueron poco alentadores. Esto fue debido a que en el extremo amino de la secuencia 

parcial ICK1Zm existía una secuencia, WASTCAS, no presente en ninguna ICK 

reportada hasta la fecha, y que hacía a nuestra secuencia parcial muy interesante. Esta 

secuencia se tomó como base para diseñar y sintetizar los oligonucleótidos que serían 

utilizados para obtener el fragmento restante (extremo N-terminal) de la secuencia 

parcial ICK1Zm de maíz, y así tener el gen completo. Aun que parece ser que la 

secuencia WASTCAS que no se logro amplificar con los oligonucleótidos diseñados 

para esta region, se debiese a un artefacto experimental o a un error de secuenciación 

de origen, cosa que no se puede aseverar de forma categorica, ya que se tendria que 

agotar la posibilidad de forma experimental para concluir esto. Una opción, seria que 

apartir de una biblioteca de cDNA de ejes embrionarios de maíz se pudiese rescatar un 

cDNA con la secuencia de interés. No fue sino hasta que se utilizó un oligonucleótido 

río abajo (más distante, anexo II ) de la secuencia WASTCAS que se pudo amplificar 

toda la región 5´ del gen y corroborar que se trataba del gen Zeama;KRP1 previamente 

reportado (Coelho et al., 2005). 

 

 



La regulación de los complejos ciclinas/CDKs por ICKs/KRPs permite ajustar los 

tiempos del ciclo celular y su sobre-expresión inhibe tanto el número, como el 

crecimiento de las células y altera la morfología de las hojas, lo que indica que las 

ICKs/KRPs participan en el control del crecimiento y desarrollo de las plantas (Wang et 

al., 2000). El análisis de la expresión de ZmKRP1 durante el transcurso de la 

germinación muestra que existen niveles constantes del transcrito, con lo que podría 

considerase que, al menos a este nivel no existe un control de la expresión de este gen 

que pudiera afectar los tiempos del ciclo celular en la germinación. Tampoco los niveles 

de la proteína ZmKRP1 se modifican durante la germinación, aún bajo la influencia de 

fitohormonas tales como ABA (de Jesús Juárez et al., 2008), lo que si se observa en la 

proteína KRP1 de A.thaliana, que interactua e inhibe el complejo ciclina D/CDKA en 

cultivos celulares (Wang et al., 1998), sugiriendo un posible mecanismo por el cual esta 

fitohormona pueda inhibir la proliferación celular.  

La expresión de estos inhibidores depende del estado metabólico y de desarrollo de las 

células o el balance en la integridad del DNA, implicando que diferentes efectores 

controlan su presencia y acumulación. La amplia variedad de  proteínas inhibitorias 

afectan los complejos ciclina/CDK en G1, claramente indicando el control de la 

regulación que modula el compromiso para completar el ciclo celular                 

(Vázquez y Sánchez, 2003).  

 

VIII.3.  Proteínas tipo ICK/KRP 

 

Asi como las proteínas de tipo ICKs/KRPs que regulan la progresión del ciclo celular, 

existen otras con funciones similares, en diferentes estadios, tales como  ACK1 de 

Arabidopsis thaliana, cuya sobre-expresión altera la morfología y retarda el crecimiento 

y el desarrollo, ya  que es homologa a las KRP, aun cuando ocupa un lugar diferente 

en la filogenia de las  ICKs/KRPs (Han et al., 2005). Por otra parte, tambien se tiene el 

antecedente del gen SIM (SIAMESE), de Arabidopsis thaliana,  que codifica a una 

proteína  de 14 kD que contiene un motivo de unión  a ciclinas y un motivo que se 

encuentra en ICK/KRP que interacciona con CDK2/KRP. SIM fue hallado en asociación 

con ciclinas tipo D y CDKA;1. 

 

 

 



La sobre-expresión de SIM en plantas, resulta en un bajo crecimiento, hojas estrechas, 

alargamiento de células epidermales con un incremento en el contenido de DNA. Se 

hipotetiza que SIM codifica para un inhibidor de CDK específico de plantas con una 

función clave en la transición de la mitosis a la endoreduplicación (Churchman et al., 

2006).  

Aunado a ésto, también se cuenta con el antecedente del gen EL2 de Oriza sativa, que 

fue identificado como un nuevo regulador del ciclo celular, gen relacionado con el gen 

SIM de Arabidopsis thaliana. EL2 se enlaza a CDKA1;1 y a la ciclina tipo D, y no se 

observa interacción con la CDK específica de plantas  de tipo B. Se sugiere que 

Oriza;EL2 codifica un nuevo inhibidor de CDKs de plantas, que se relaciona a la 

progresión del ciclo celular con respuesta a estrés biótico y abiótico (Peres et al., 2007).  

Lo mencionado anteriormente tiene cómo fin exhibir que diferentes especies de plantas 

cuentan con una variedad amplia de proteínas de tipo ICKs/KRPs, así como de 

distintas proteínas relacionadas en la progresión del ciclo celular. 

 

 

 

 

 

 

 



IX.  CONCLUSIONES  

 

 La secuencia completa de ZmKRP1 muestra que es 99% identica a la proteína 

Zeama;KRP1  obtenida de endospermo de maíz reportada (Coelho et al, 2005). 

 La secuencia de aminoácidos WASTCAS, podría ser producto de un error de 

secuenciación, a menos que se compruebe lo contrario experimentalmente.  

 El análisis de la expresión de ZmKRP1 durante el transcurso de la germinación 

muestra que los niveles de su transcrito no se afectan.  

 

X.  PERSPECTIVAS  

 

Probar si bajo la influencia de  fitohormonas, se observan fluctuaciones en los niveles 

de las proteínas de tipo ICKs/KRPs durante la germinación.  

Determinar la capacidad inhibitoria de la ICK/KRP sobre complejos ciclina/CDK durante 

la germinación. 

Detectar la posible existencia de otras proteínas ICKs/KRPs en maíz.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

XI.  ANEXOS I  y II 
 
Alineamiento múltiple de secuencias (de Jesús Juárez, 2008) 
 
ICK1Zm           ------------------------------------------------------------ 

Zeama_KRP_1      -MGKYMRKAKASS-----------------EVVIMDVAAAP----LGVRTRARALALQRL 38 

ICKZm_Est_       ------------------------------------------------------------ 

ICKOs            -MGKYMRKAKVVVSGE------------VVAAAVMELAAAP----LGVRTRARSLALQ-- 41 

ICK4At           -MGKYIRKSKIDGAGAGAGGGGGGGGGGESSIALMDVVSPSSSSSLGVLTRAKSLALQQQ 59 

ICK3At           -MGKYMKKSKITG-----------------DISVMEVSKATAPSPGVRTRAAKTLALKRL 42 

ICK5At           -MGKYIKKSKVAG-----------------AVSVKDKSHPPALGFRTRAAAAKNLALHRL 42 

Zeama_KRP_2      -MGKYMRKCRGAAG---------------AEVAAVEVTQVVGVRTRSRSAAATGGVAKVA 44 

ICK6At           -MSERKRELAEEAS----------------STSFSPLK 

KTKLNDSSDSSPDSHDVIVFAV 43 

ICK7At           -MSETK---PKRDS----------------EYEGSNIKRMRLDDDDD-VLRSPTRTLSSS 39 

ICK1At           -MVRKYRKAKGIVEAG-------------VSSTYMQLRSRRIVYVRSEKSSSVSVVGDNG 46 

ICK2At           -MAAVRRRERDVVEEN--------------GVTTTTVKRRKMEEEVDLVESRIILSPCVQ 45 

                                                                              

 

ICK1Zm           -----------------------------------------------------------W 1 
Zeama_KRP_1      QE----------------------------QQTQWEEGAGGEYLELRNRRLEKL--PPPP 68 

ICKZm_Est_       ------------------------------------------------------------ 

ICKOs            ------------------------------------KRQGGEYLELRSRRLEKLPPPPPP 65 

ICK4At           QQRCLLQKPSSPSSLPPTSASPNPPSKQKMKKKQQQMNDCGSYLQLRSRRLQKKPPIVVI 119 

ICK3At           NS---------------------------SAADSALPNDSSCYLQLRSRRLEKPSSLIEP 75 

ICK5At           RS---------------------------HSDEADSFN----YLQLRSRRLVKLPLLTNT 71 

Zeama_KRP_2      PRR------------------KRAPAGEPAAAVSAGGDGGSCYIHLRSRMLFMAPPQPQP 86 

ICK6At           SSS--------------------------SVASSAALASDECSVTIGGEESDQ-SSSISS 76 

ICK7At           SSS--------------------------SLAYSVSDSGGFCSVALSEEEDDHRSSSISS 73 

ICK1At           VSS---------------------------SCSGSNEYKKKELIHLEEEDKDGDTETSTY 79 

ICK2At           ATN-----------------------RGGIVARNSAGASETSVVIVRRRDSPPVEEQCQI 82 

                                                                              

 

ICK1Zm           AST-----------------CAS-----TAEATATK------------------EADASY 21 
Zeama_KRP_1      ATT-----------------RRSGGRKAAAEAAATK------------------EAEASY 93 

ICKZm_Est_       ------------------------------------------------------------ 

ICKOs            PPR-----------------RRATAAAATADATAAESA----------------EAEVSF 92 

ICK4At           RSTKRRKQQRRNETCGRNPNPRSNLDSIRGDGSRSDSVSESVVFGKDKDLISEINKDPTF 179 

ICK3At           KQPPRVHRSGIKESGSRSRVDSVNSVPVAQSSNEDECFDN------------FVSVQVSC 123 

ICK5At           RKQ---QKQQLIPS-----VNQCQTKNPRASSGPAKKLEP------------DTTTEEAC 111 

Zeama_KRP_2      SVDSVPTPVEAADG-AAGQQGAALAAGLSRCSSTASSVNLGLGGQRGSHTCRSYDAAEAG 145 

ICK6At           GCF------------------TSESKEIAKNSSSFGV--------------DLEDHQIET 104 

ICK7At           GCS------------------SSETNEIATRLPFS----------------DLEAHEIS- 98 

ICK1At           RRG--------------------TKRKLFENLREEE------------------KEELSK 101 

ICK2At           EEE------------------DSSVSCCSTSEEKSKRR------------IEFVDLEENN 112 

                                                                         

 

ICK1Zm           GENMETFELEAMERIT-------------------------------------------- 37 

Zeama_KRP_1      GENM--LELEAMERIT-------------------------------------------- 107 

ICKZm_Est_       -------ESEAMGRNT-------------------------------------------- 9 

ICKOs            GGEN-VLELEAMERIAPFVSLNCVKNTWVAPSPKYPRVGATCLQGTKGVPYERDEQVLRH 151 

ICK4At           GQNFFDLEEEHTQRTT-------------------------------------------- 195 

ICK3At           GENSLGFESRHSTRES-------------------------------------------- 139 

ICK5At           GDN-----ERISRSD--------------------------------------------- 121 

Zeama_KRP_2      GDHVLVDVSAASNSGS------------------------------------------GP 163 

ICK6At           ETETSTFITSNFRKET-------------------------------------------- 120 

ICK7At           ETEISTLLTNNFRKQG-------------------------------------------- 114 

ICK1At           SMENYSSEFESAVKES-------------------------------------------- 117 

ICK2At           GDDRETETSWIYDDLN-------------------------------------------- 128 

                                                                            

 

ICK1Zm           ----RETTPCSLIN-TQMTSTPGS-TRSSHS----RHRRVNAPPVH-AVPSSREMNEYFA 86 

Zeama_KRP_1      ----RETTPCSLIN-TQMTSTPGS-TRSSHS----CHRRVNAPPVH-AVPSSREMNEYFA 156 

ICKZm_Est_       ----RETTPCSLIN-SEMISTPGSTTRSSHS----SHRRVKAPPVH-AIPSSTEMNEYFA 59 

ICKOs            FWNTRETTPCSLIRDPDTISTPGSTTRRSHSS---SHCKVQTPVRHNIIPASAELEAFFA 208 

ICK4At           ----RESTPCSLIRRPEIMTTPGSSTKLNICVSESNQREDSLSRSHRRRPTTPEMDEFFS 251 

ICK3At           -------TPCNFVEDMEIMVTPGSSTRSMCR-----ATKEYTREQDNVIPTTSEMEEFFA 187 

ICK5At           ---------CNFGD---KGFDLESENRSMIS-----DSKS----------IQSEIEDFFA 154 

Zeama_KRP_2      DRERRETTPSSRAHGELSDLESDLAGHKTGP-----SLPAATPAAELIVPPAHEIQEFFA 218 

ICK6At           ------SPVSEGLGETTTEMESSSATKR-------------KQPGVRKTPTAAEIEDLFS 161 

ICK7At           ------ISSSENLGET-AEMDSATTEMRDQR-------KTEKKKKMEKSPTQAELDDFFS 160 

ICK1At           -------LDCCCSGRKTMEETVTAEEEEKAK-------------LMTEMPTESEIEDFFV 157 

ICK2At           ------KSEESMNMDSSSVAVEDVESRRRLR------------KSLHETVKEAELEDFFQ 170 

                      .                                               *::  *  

 



  

 

 

 

 

 

ICK1Zm           AEQRRQQQD---FIDKYNFDPANDCPLPG--RFEWVKLD-- 120 

Zeama_KRP_1      AEQRRQQQD---FIDKYNFDPANDCPLPG--RFEWVKLD-- 190 

ICKZm_Est_       AEQRRQQQA---FIDKYNFDPVNDCPLPG--RFEWVKLD-- 93 

ICKOs            AEEQRQRQA---FIDKYNFDPVNDCPLPG--RFEWVKLD-- 242 

ICK4At           GAEEEQQKQ---FIEKYNFDPVNEQPLPG--RFEWTKVDD- 286 

ICK3At           YAEQQQQRL---FMEKYNFDIVNDIPLSG--RYEWVQVKP- 222 

ICK5At           SAEQQQQRF---FIQKYNFDIVSDNPLPG--RYEWVKVMP- 189 

Zeama_KRP_2      AAEAAQAKR---FASKYNFDFVRGVPLDAGGRFEWAPVVSI 256 

ICK6At           ELESQDDKKK-QFIEKYNFDIVNDEPLEG--RYKWDRL--- 196 

ICK7At           AAERYEQKR---FTEKYNYDIVNDTPLEG--RYQWVSLKP- 195 

ICK1At           EAEKQLKEK---FKKKYNFDFEKEKPLEG--RYEWVKLE-- 191 

ICK2At           VAEKDLRNKLLECSMKYNFDFEKDEPLGGG-RYEWVKLNP- 209 

                   :    .       ***:*     ** .  *::*  :    

 

Fig. 5  Alineamiento múltiple de la secuencia de aminoácidos deducida de  ICK1Zm 

con polipéptidos deducidos de las secuencias de cDNAs de las KRPs de maíz 

(Zeama;KRP;1 y Zeama;KRP;2), Arabidopsis (ICK1-ICK7),  Arroz (ICKOs)   y un 

EST  de maíz (ICKZm_Est_). 

 

 

 

 

 

 

  Secuencia   #(aa)       Secuencia    #(aa) Similitud (%) 
============================================================= 
    ICK1Zm        120          Zeama_KRP_1    190      88    
    ICK1Zm        120          ICKZm_Est_      93      86    
    ICK1Zm        120          ICKOs          242      61   
    ICK1Zm        120          ICK4At         286      38    
    ICK1Zm        120          zeama_KRP_2    256      25    
    ICK1Zm        120          ICK3At         222      28    
    ICK1Zm        120          ICK6At         196      26    
    ICK1Zm        120          ICK7At         195      23    
    ICK1Zm        120          ICK5At         189      22    
    ICK1Zm        120          ICK1At         191      20    
    ICK1Zm        120          ICK2At         209      20    
 
 
 

 
Tabla 1.  % de identidad de la secuencia de aminoácidos comparada.  

 
 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

 

ANEXO II 

UBICACIÓN  DE LOS OLIGONUCLEÓTIDOS  

-Reacción de  RT-PCR  y PCR (*) 

-Reacción de RACE (+) 

>ICK1Zm(118aa) 

>atgggcaagtacatgcgcaagtacagccgaagccaccgcaaccaaggaggctgatgcgtcg 

>   W  A  S  T  C  A  S  T  A  E  A  T  A  T  K  E  A  D  A  S 

       * ZmKRP1rev   *                       

           *   ZmKRPA rev     *  

                        *ZmKRP1Brev*  

                               *ZmKRP1B2rev*  (SP3, RACE)+                                                                        

>tacggggagaacatgttcgagttggaggccatggagaggattaccagggagacgacgcct 

>  Y  G  E  N  M  F  E  L  E  A  M  E  R  I  T  R  E  T  T  P 

                                                  *ZmKRP1F*(SP2,RACE)+  

>tgcagcttgattaacacccagatgactagcactcctgggtccacgagatccagccactct 

>  C  S  L  I  N  T  Q  M  T  S  T  P  G  S  T  R  S  S  H  S 

>cgccaccgcagggtgaacgctcctccggtgcacgccgtcccaagttctagggagatgaat 

>  R  H  R  R  V  N  A  P  P  V  H  A  V  P  S  S  R  E  M  N 

>gagtacttcgctgccgaacagcgacggcaacagcaggatttcattgacaagtacaacttc 

>  E  Y  F  A  A  E  Q  R  R  Q  Q  Q  D  F  I  D  K  Y  N  F 

>gatcctgcaaacgactgccctctcccaggcaggtttgaatgggtgaagctagac 

>  D  P  A  N  D  C  P  L  P  G  R  F  E  W  V  K  L  D 

                                                                         *         ICK (SP1, RACE) +              * 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

rpm                  Revoluciones por minuto 

RT                    Transcriptasa reversa 

S                       Fase de Síntesis 

Thr                   Treonina 

Tyr                   Tirosina 
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