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RESUMEN

En mamiferos, la actividad de los complejos ciclina/CDK se regula negativamente por
pequefios polipéptidos, llamados inhibidores de CDKs (CKIs), los cuales inducen el
arresto del ciclo celular o retrasan la progresiéon del ciclo celular en respuesta a sefiales
intracelulares o extracelulares. En plantas, también se han encontrado proteinas
inhibitorias de los complejos ciclina/CDK. Debido a que la expresion de los genes de
tipo ICK/KRP es consistente con un papel en la regulacién del ciclo celular durante el
desarrollo y en respuesta a sefiales ambientales.

El presente trabajo tuvo como objetivo caracterizar molecularmente el gen de una
proteina de tipo ICK/KRP en ejes embrionarios de maiz, con la finalidad de monitorear
los niveles del transcrito en diferentes tiempos de la germinacion.

Para ésto, se contaba con la secuencia parcial del extremo 3 del gen de una proteina
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 andlisis in silico de comparacidbn mdultiple de secuencias, se
determinaron las regiones a considerar para el disefio de oligonucledtidos que
permitiera obtener por medio de la reaccion de la transcriptasa reversa (RT) y de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), el extremo restante del gen (57) de la
proteina de tipo ICK/KRP, y con ello monitorear los niveles expresion de su transcrito
durante la germinacion.

Como resultado de la investigacion se obtuvo la secuencia completa del cDNA de la
proteina de tipo ICK/KRP de maiz. El andlisis de los niveles de expresion del transcrito
a diferentes tiempos de germinacion (0, 6, 12, 18, y 24 horas), revel6 que los niveles
del transcrito no varian durante las primeras 24 horas de germinacion de los ejes

embrionarios de maiz.
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RELACION DE FIGURAS Y TABLAS

Figura 1. Ciclo de vida de la planta de maiz. La meiosis, seguida de las divisiones
mitoticas produce dos tipos de organismos haploides que son genéticamente activos, el
megagametofito femenino y la microespora masculina (grano de polen). La division
mitética 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 espermatica para producir un embrién y dos nicleos
haploides se fusionan para formar una célula central que es fecundada por otra célula
espermatica para formar el endospermo triploide (modificado a partir de Walbot y
Evans 2003). ( pag.7)

Figura 2. Estructura de una semilla de maiz madura: 1 y 2 son cortes de secciones
verticales en dos planos de una semilla madura que muestran en detalle el arreglo de
organos y tejidos. a, hilio; b, pericarpio; ¢, aleurona; d, endospermo; e, escutelo; f, capa
glandular del escutelo; g, coleoptilo; h, plimula con tallo y hojas; i, primer internodo; j,
raiz lateral adventicia; k, nodo escutelar; |, raiz primaria; m, coleorriza; n, conducto
basal de células del endospermo; o, capa de absicion (separacion) café; p, pedicelo,
(modificado a partir de Vincent, 2002). (pag.9)

Figura 3. Curso temporal de eventos asociados a la germinacién y post-germinacion de
semillas. El tiempo requerido para que los eventos sean completados varia 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). (pag.11)

Figura 4. (A) Vector de clonacion pGEM®-T Easy y su sitio de clonacion mdltiple, que
se utilizd para la clonacion del fragmento de ZmKRP1E; (B) Sitios de corte de las
enzimas EcoR1/ Not1. (pag. 38)

Figura 5. Alineamiento multiple de las secuencias de aminoacidos de las diferentes
ICKs/KRPs, en verde se encuentra marcada la secuencia WASTCAS. Asi como se
encuentran sombreadas de color amarillo y verde las regiones mas conservadas,
dentro de las cuales se encuentran las posiciones de los oligonucledtidos especificos
(primers) que se ocuparan para llevar a cabo el aislamiento, de color azul forward 30nt

y la sombra de color rojo reverse 24 nt (detalles, ver figura 6). (pag.40)



Figura 6 . Alineamiento parcial de Zeama,KRP1 e ICK1Zm. Se sefialo la region que se
consideré para lHevar a cabo el disefio del oligonucledtido antisentido.Region
AMERITHEE que aparece en ambas secuencias de maiz. Se considero conservar el
oligonocleodtido sentido MGKYMRERKAKA de Zeama;KRP1 de maiz. (pag.42)

Figura 7. Productos de amplificacion por RT-PCR de ZmKRP1E de maiz. (A)
Reacciéon 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) Reamplificacion del ¢cDNA de
ZmKRP1E, apartir de la reaccién de PCR, carriles: 1PM, 2 ZmKRP1B, 3 control., 4
ZmKRP1E, 5 control. Condiciones: 35 ciclos/60°, [los controles constan de todo el
medio de reaccién para RT-PCR, PCR exceptuando el templado RNAm o cDNA
respectivamente, se sefiala el producto esperado. (pag.43)

Figura 8. Purificaciéon del cDNA de ZmKRP1E y reaccion de digestion del plasmido que
tiene contenido a ZmKRP1E; (A) producto de PCR de = 350pb, carriles: 1 PM, 2
ZmKRP1E, 3 control; (B) reaccién de digestion del cDNA de ZmKRP1E, con las
enzimas de restriccion EcoR1/Not1 carriles: 1PM, 2 ZmKRP1B, 3 control (plasmido sin
digerir PGEM T-EASY), 4 ZmKRP1E, 5 control (plasmido sin digerir PGEM T-EASY).
(pag. 44)

Figura 9. (A) Alineamiento de la secuencia de aminoacidos deducida de ZmKRP1E con
polipéptidos deducidos de las secuencias de cDNAs de las Zeama;KRP1 (AY986792) y
Zeama;KRP2 (AY986793) de maiz, asi como de las KRPs de arroz (OsKRP1-
OsKRPS5). (pag-46)

Figura 10. Alineamiento de la secuencia multiple complementada ZmKRP1com. Esta
consta de la secuencia ZmKRP1E (N-terminal) y la secuencia parcial ICK1Zm
(ex‘tremo C-terminal) de maiz (ZmKRP1com), con la secuencia completa de la
Zeama,KRP1 de maiz (AY986792), mas el extremo de ZmKRP1E de maiz. (pag. 47)
Figura 11.(A) Reaccién de RT-PCR de los transcritos de Zeama;KRP1de maiz: 567
pb (carrit 2 y su control carril 3); ZmKRP1 327 pb (antes ZmKRP1E) (carril 4 y su
control carril 5); Actinal como control de carga (carril 6 y su control carril 7); pesos
molecutares (carriles 1 y 8); (B) Reaccion de PCR de los franscritos de
ZeamaKRP1(carril 2 y su control carril 3); ZmKRP1 (carril 4 y su control carril 5);
Actinal como control de carga (carril 6 y su control carril 7) de maiz y pesos
moleculares (carril 1), los controles constan de toda la mezcla de reaccion, a excepcion

del molde (segln sea el caso). (pag.48)



Figura 12. Nivel de ftranscripcion de la Actinal y ZmKRP1 (antes ZmKRP1E), a
diferentes tiempos de germinacion( 0,6,12,18, y 24 horas), y ciclos de reaccién por RT-
PCR semicuantitativo. (pag. 49)

Figura 13. (A) niveles del transcrito de ZmKRP1 durante la germinacion de ejes
embrionarios; (B) ciclos a los cuales se llevo acabo el andlisis densitometrico (se
realizaron por friplicado). De los cuales posteriormente  se llevo acabo el analisis
estadistico (ANOVA de dos vias). (pag. 50)

Tabla1l. Porcentaje de identidad entre las distintas secuencias de aminoacidos,
deducidas de las secuencias de cDNA de las ICKs/KRPs reportadas. En negritas se
encuentra, Zeama;KRP1(AY986792), OsKRP4 de arroz y ICK1Zm de maiz. (pag. 39)

Tabla 2. Comparacion de las secuencias de aminoacidos, y sus respectivos

porcentajes de.identidad. (pag. 45)

Tabla 3. Comparacion de la secuencia complementada, porcentaje de identidad
Zeama;KRP1 de maiz (AY986792) y la secuencia completa de la ICK/KRP de maiz
ZmKRP1com, que no es mas que la fusién de las secuencias ZmKRP1E (N-terminal)

y la secuencia parcial ICK1Zm (extremo C-terminal) de maiz. (pag. 46)



I. INTRODUCCION

La mayoria de los investigadores sefialan que el maiz se derivé de una hierba nativa
del valle de Tehuacan, al sur de México, hace aproximadamente 4600 afios. Sin
embargo, el origen exacto del maiz alun es debatido. El maiz es el Unico 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 produccion de forraje y como base para la
fabricacion de una gran cantidad de alimentos, productos farmacéuticos y productos de
uso industrial, aun recientemente se ha considerado su uso como fuente de energia
alterna a la gasolina . Debido a su productividad y adaptabilidad, el cultivo del maiz se
ha extendido rapidamente por todo el mundo y su produccién 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 investigacion a diversos procesos en su produccion,
entre los que se encuentra el proceso de germinacion su estudio permitira el
mejoramiento de la planta mediante la obtencién de tiempos més cortos de cosecha,
condiciones de siembra menos exigentes, mejoras en el contenido nutricional de la
semilla y una mayor disposicion de la semilla a la poblacién.

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

y asi entender a esta Ultima como modelo bioldgico viable.

l.1. CICLO DE VIDA DEL MAIZz

El maiz, como la gran mayoria de las plantas con semilla, tiene dos fases en su ciclo
de vida, la etapa diploide esporofitica que termina en la meiosis para producir células
haploides, las cuales a su vez se dividen mitoticamente para generar y la fase haploide
gametofitica, en la cual la proliferacion mitética produce una planta haploide que
incluye la diferenciacién de un subconjunto de células a gametos. Tanto la ovocélula
(megagametofito) como la célula espermatica (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).



- -Meiesis- -
E:}—Megaespora (n) Microespora (n)
Mitosis Mitosis

Megagametofito (n) Microgametofito (n)
Célula huevo Grano de polen germinado

Nucleos
polares
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Endospermo (3n)

mbrién (2n)

Figura 1. Ciclo de vida de la planta de maiz. La meiosis, seguida de las divisiones
mitéticas produce dos tipos de organismos haploides que son genéticamente
activos, el megagametofito femenino y la microespora masculina (grano de polen).
La division mitética en los microgametofitos resulta en un par de células hermanas
gue se diferencian en esperma. En el megagametofito una ovocélula haploide se
diferencia y es fecundada por una célula espermatica para producir un embrién y
dos nucleos haploides se fusionan para formar una célula central que es fecundada
por otra célula espermatica para formar el endospermo triploide (modificado a partir
de Walbot y Evans 2003).



1.2. FORMACION DE LA SEMILLA DE MAIz

La reproduccién sexual en maiz se caracteriza por un evento de doble fecundacion.
Una célula espermatica se fusiona con la ovocélula para formar al embrién diploide,
mientras que una segunda célula espermatica 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 embriéon y del endospermo difieren de manera
considerable (figural). Después del evento de doble fecundacion, el proceso de
formacion del embribn se completa aproximadamente al dia cuarenta y en los
siguientes 10 a 20 dias llega a la madurez, con el consecuente secado del grano
(Vincent, 2002).

1.3. ANATOMIA DE LA SEMILLA DE MAIZ

Un grano maduro de maiz (cariopsis) esta conformado por tres partes principales: el
pericarpio, el endospermo y el embrion. El pericarpio es la capa externa transparente
del grano, deriva de la pared del 6évulo y por ello es genéticamente idéntico a la linea
materna; esta impregnado de ceras y grasas asi como de células mucilaginosas que
revientan al contacto con el agua, proveyendo asi una barrera que retiene el agua
alrededor de la semilla. En el pericarpio se distinguen el hilio y el micrépilo. El hilio es
la cicatriz que corresponde a la insercién del funiculo con la semilla. EI micrépilo es un
diminuto orificio, cerca del hilio o en otra zona segun sea la posicion del évulo con
respecto al funiculo y la forma de la semilla. EI micropilo permite el acceso al oxigeno y
del agua al embrion y es el orificio por donde sale la radicula 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 a-amilasa y otras enzimas
hidroliticas que degradan el almidon durante la germinacién. La capa de la aleurona
es la unica parte del endospermo que puede estar intensamente pigmentada ( que da
una coloracion de azul o rojo). La pigmentacion 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 proteinas), la cual se utiliza durante la germinacion y en la formacion
de la plantula.



El escutelo es una estructura discoide gruesa que se localiza entre el endospermo y el
embrion, representa el cotiledén Unico, el cual actia como 6rgano que asimila y nutre al
embrion durante la germinacion. El embridn contiene un eje embrionario y en éste se
distinguen las siguientes estructuras: el coleoptilo que es el recubrimiento de proteccion
de los primordios de hoja del eje embrionario, protege a la plumula durante el brote
de la misma durante la germinacion; la plumula es la yema del embridon en una semilla
que dara origen a la parte aérea de la plantula; el nudo cotiledonar se conoce también
como corona y se encuentra entre la plumula vy la radicula y en esta estructura se
localizan los primordios de raices laterales. La radicula es el extremo del hipocotilo del
cual se desarrolla la raiz primaria y esta a su vez es protegida por la coleorriza (figura
2; Vincent, 2002).

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



l.4. GERMINACION DE LA SEMILLA DE MAIZ

La germinacién comienza con la entrada de agua a la semilla quiescente (imbibicion) y
termina con la elongacion del eje embrionario, generalmente la radicula (potrusién
radicular) (Bewley y Black,1994). Este evento involucra la activacion de procesos
fisicos, quimicos, bioquimicos y genéticos coordinados tanto anatémica como
temporalmente. Desde un punto de vista bioquimico, se puede decir que la germinacién
es la reiniciacion de la actividad metabdlica y el crecimiento por parte de los tejidos que
constituyen a la semilla; esto involucra la rehidratacion, la utilizacion de reservas vy el
desarrollo gradual de sistemas sintéticos que transforman al embrién en una planta
joven y que la capacitan para asumir una existencia autétrofa.

Durante la germinacion, la secuencia de eventos fisioldgicos y bioquimicos que
parecen ser comunes a un gran numero de semillas de gramineas puede dividirse en i)
eventos tempranos, los cuales incluyen: hidratacion, sintesis de proteinas, sintesis
reparativa de DNA vy sintesis de RNA; ii) eventos tardios: expansion celular,
movilizacion de reservas Yy sintesis replicativa de DNA. En cada evento se presenta un
sistema de control del avance germinativo (Bewley y Black, 1994). Antes de la
germinacion de las semillas, las células de los embriones estan detenidas en la fase
Gly al germinar se reactiva el ciclo celular dando origen a la replicaciéon del DNA y a
la division celular. Cabe destacar que nuestro laboratorio dedicado al estudio de las
fases del ciclo celular ha adoptado la siguiente definicion operacional de la
germinacién: la germinacion de la semilla es un conjunto de procesos bioquimicos y
moleculares que permiten al embrién estar en condiciones de reiniciar la primera ronda
de divisiones celulares en las zonas meristematicas. Los eventos propios de la
germinacién conduciran al metabolismo a un punto de compromiso metabdlico
partiendo de un estado de quiescencia hasta llegar a la primera division celular, la cual
en nuestro concepto marca el inicio del proceso de desarrollo (Vazquez-Ramos, J.M y
Sanchez, M.P. 2003).



.5. IMBIBICION

La toma de agua por la semilla madura es trifasica (figura 3). El influjo inicial de agua
(fase | de imbibicién), es el resultado del bajo potencial matricial de la semilla seca
(de las paredes celulares y de los componentes almacenados), los cuales rapidamente
llegan a ser hidratados alcanzando el equilibrio o plateau al alcanzar entre el 70% y
80 % de contenido de humedad (Fase Il). Un mayor incremento en la toma de agua
ocurre solo después de que la germinacion ha terminado y comienza la formacion de
plantula (fase Ill). El influjo de agua hacia las células de la semilla seca durante la fase
| causa temporalmente alteraciones estructurales, particularmente a las membranas, lo
cual resulta en una rapida vy 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 transicion de los componentes fosfolipidicos de la membrana durante
la fase de gel que se origind durante la maduracion y el secado de la semilla, al estado
de fase | que da cristalina. Muy probablemente, en esta transicion ocurre el proceso de

reparacion de las membranas celulares ( Bewley,1997).
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Figura 3. Curso temporal de eventos asociados a la germinacion y post-germinacion de
semillas. El tiempo requerido para que los eventos sean completados varia 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).



1.6. RESPIRACION Y SINTESIS DE ATP

Las semillas embebidas reinician rapidamente la actividad metabdlica. Las enzimas y
estructuras celulares esenciales para ello se establecieron durante la maduracién de la
semilla. Una de las primeras actividades que se reinician es la respiracion, la cual
puede ser detectada a los pocos minutos después de iniciada la imbibicién (figura 3).
Las rutas glicolitica y de la via oxidativa de las pentosas fosfato, asi como del ciclo de
Krebs se reinicia durante la fase | (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 | de la

germinacion.

|.7. SINTESIS DE RNA Y PROTEINAS

La sintesis de RNA es un evento temprano en la germinacion (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 sintesis
de RNAm tan pronto como se inicia la germinacion (Bewley y Black, 1994). Sin
embargo, el rapido aumento de la sintesis de proteinas durante las primeras etapas de
la germinacion es un evento independiente de la sintesis de novo de RNA mensajero
(Spiegel y Marcus, 1975). En semillas de cereales se ha descrito la existencia de
RNAmM almacenados de dos tipos, aquellos que se traduciran en proteinas
housekeeping y otras propias de la fase germinativa.

1.8. SINTESIS DE DNA

Al igual, la sintesis de proteinas y de RNA se reinicia tan pronto como los tejidos se
embeben, la sintesis replicativa del DNA comienza mas tarde. Este hecho se hace més
evidente para la mayoria de las gramineas; sin embargo, en el centeno existe desde
los quince minutos de embibicion un bajo nivel de sintesis de DNA que precede a la
sintesis replicativa, la cual se sugiere puede ser de tipo reparativo (Osborne et al.,
1980;1981).



Se ha sugerido también que la sintesis de DNA en etapas tempranas de la
germinacion en semillas del centeno y el maiz es el resultado de la replicacion
organelar (Melendez et al.,, 1990) y/o de la sintesis reparativa del DNA nuclear
(Osborne et al., 1984; Vazquez-Ramos y Osborne,1986; Zarain et al.,1987).

La expansion de la radicula en la semilla ocurre inicialmente por elongacion de las
células y su salida subsecuente podria 0 no estar acomparfiada por division celular. La
replicacion del DNA celular es un requisito indispensable para que la division celular
proceda (Bewley y Black, 1994).

I. CICLO CELULAR

El ciclo celular tiene como finalidad la divisién 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 podrian considerarse como una fase de
duplicacién del material genético (fase S) y una fase de reparticién equitativa de éste
entre las dos células hijas (fase M), separadas ambas por dos fases, G1y G2, en las
gue se regulan los tiempos y el orden de estos procesos. En ocasiones, cuando en
una célula ha iniciado el camino hacia la proliferacion, la entrada a la fase G1 se da a
partir de un estadio celular denominado GO, 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
metabdlico general de la célula, antes de avanzar a una etapa tardia, donde se
presentan mecanismos reguladores que permitiran el inicio de la duplicacién del ADN,
o fase S. En la fase G1, los eventos tempranos estan separados de los tardios por un
punto de restriccion (R); este punto marca el limite después del cual la célula esta
comprometida a completar integramente el ciclo celular. Una vez que se completa la
sintesis del ADN, se presenta otra fase de revision (G2), donde los controles
moleculares aseguran que el contenido duplicado de ADN se encuentre intacto antes
de entrar a la fase de division cromosdmica, o fase M. Finalmente, tras la citocinesis
las células hijas se encuentran nuevamente en la fase G1 temprana, donde se
decidird si se inicia una nueva ronda de divisibn o se toma el camino hacia una fase

G1 no comprometida con el ciclo celular.



Una célula en proliferacion puede abandonar el ciclo celular hacia un estado de
desarrollo vegetativo o de diferenciacion, y las decisiones para ello ocurren en la fase
G1; al parecer, el punto de restriccibn en esta fase funciona como un punto de
bifurcacién: antes de consumar la ejecucién de R la célula puede emprender el
camino hacia diferentes estados celulares como la quiescencia, la diferenciacion o la
meiosis ( 0 la via de apareo en levaduras), mientras que la conclusién de R obliga a la
célula a cumplir un riguroso programa de divisién celular.

La decisidon de la via a tomar esta 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 (Zuiiga-Aguilar, 1998).

Diversos estudios indican claramente que, tanto los controles moleculares que
regulan el avance sobre R como aquellos que regulan los tiempos de duracién de las
otras fases del ciclo, estdn mediados por cascadas de fosforilacion de proteinas.
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 seran descritos a continuacion.
Las ciclinas fueron inicialmente descubiertas en invertebrados marinos como
proteinas que se acumulan en puntos y momentos especificos del ciclo celular y son
subsecuentemente degradadas rapidamente (Evans et al., 1983), aunque no todas
tienen la caracteristica de oscilar (Dewitte y Muray, 2003). Desde los afios 90's del
siglo pasado, se ha demostrado su presencia en todas las especies; en animales hay
al menos 14 clases de ciclinas nombradas dela AalaLy 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 comun
una secuencia peptidica bien conservada conocida como la “caja de ciclina”, region
gue esta relacionada con la union a las CDKs (Lees y Harlow, 1993; De Veylder et al.,
1997), y una caja de degradacion, la cual es susceptible a ubiquitinacion lo que
permite la rapida destruccion proteolitica 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 proteinas (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, Dy E.

Las cinasas dependientes de ciclina son un grupo de proteinas involucradas en la
regulacion de diferentes puntos de control en el ciclo celular. Todas ellas tienen en
comun una secuencia peptidica con un alto grado de similitud, asi 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
oligonucledtidos que amplifican una region altamente conservada, la secuencia
PSTAIRE region presente en el producto del gen cdc2 de Schizosaccharomyces
pombe. Asi, 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 fosforilacion/desfosforilacion por cinasas/fosfatasas especificas. 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 proteina de ensamblaje, Mat1, activa
al complejo ciclina/CDK por fosforilacién en el residuo Thr-161 (Ciemerych y Sicinski,
2005). La fosforilacion de los residuos Thr-14 y Tyr-15 por la cinasa Weel interfiere
con la correcta union de ATP vy, por lo tanto, inhibe la actividad de las CDKs. Estas
fosforilaciones inhibitorias son eliminadas por la accién de la fosfatasa Cdc25
(Larkins et al., 2001).

Por otra parte, también existen otras proteinas 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 fosforilacion y
desfosforilacion es un mecanismo fundamental para la regulacion del avance del ciclo
celular. Los complejos ciclina/CDK son las moléculas que conducen la progresion del
ciclo celular, regulando las diferentes transiciones, asi como la salida del ciclo celular
(Boniotti y Griffith, 2002). Se propone que la regulacion de la expresion de genes en
diferentes fases, especificamente en los puntos de control criticos en donde las células
pasan de la fase G1 a Sy de G2 a M, es un mecanismo importante para controlar la
progresion del ciclo celular. Estos genes frecuentemente muestran una regulaciéon

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



I.1. CICLO CELULAR EN MAMIFEROS

I1.1.1. Transicion G1/S

El ciclo celular en mamiferos es un proceso altamente regulado, influido por sefiales
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 restriccién y comprometer a la célula hacia el avance y conclusion
del ciclo celular. Existen tres is6formas 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 mas importante al nivel del
reinicio de la proliferacién parece ser CDKA4.

La restriccion del ciclo celular en la fase G1 antes del punto de restriccion esta
determinada por el secuestro del factor transcripcional E2F por el producto del gen de
retinoblastoma, pRB (Weintraub et al.,1992). Esta es una fosfoproteina 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
regulacién de esta interaccion estd determinada por los niveles de fosforilacion de
pBR; sblo en su forma hipofosforilada es activa y puede unir a E2F (lkeda et al.,
1996). Bajo condiciones aptas para la proliferacion, 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 actia promoviendo la transcripcion de genes
relacionados con la sintesis de nucleétidos y del DNA, como la timidilato cinasa,
timidilato sintetasa, ribonucleétido reductasa, dihidrofolato reductasa, cdc2, DNA
polimerasa a, DNA ligasa (Dalton,1992; Means et al.,1992), requeridos para la
entrada y mantenimiento de la fase S. Bajo condiciones adversas para la
proliferacion, por ejemplo bajo limitacién de nutrientes o cuando existe dafio en el
DNA, la actividad del complejo ciclina D1 /CDK4 es inhibida por la accion de una
proteina conocida como p53, a través de la transcripcién de productos génicos como
el inhibidor especifico de complejos ciclina/CDK, la proteina p21°P* (Xiong et al.,1993;
Dulic et al., 1994).



Este inhibidor es miembro de una familia que contiene también a p27K"°l (Polyak et
al.,1994b) y a p57“"? (Lee et al.,1995; Matsuoka et al.,1995). La forma de actuar de
todos ellos parece tener un mecanismo comun: los complejos ciclina/CDK actuan
como molde induciendo en el inhibidor una reordenacion 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 union al
ATP del complejo ciclina/CDK (Russo et al.,1996). De esta manera, la proteina p53
opera la detencién del ciclo celular antes del punto de restriccion hasta que las
condiciones metabdlicas normales son restablecidas. Debido a esta funcién de
revision de la integridad del DNA, funcion que no es la unica, 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 maximo en la transicion G1/S y disminuye rapidamente 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 formacién de un
complejo en asociacion con pBR y E2F (Lees et al.,1992). Debe de recordarse que
E2F promueve la transcripcién de genes relacionados con la replicacién del DNA.
También el control de la replicacion en la fase S esta altamentre regulado; las células
eucarioticas han desarrollado estrategias para asegurar tanto la integridad del DNA
antes y depués de su replicacién, como la prevencion de la re-replicacién del genoma
antes de la conclusién de la mitosis.

Complejos ciclina E/CDK o ciclina A/CDK se requieren para la iniciacion de la
replicacion semiconservativa del DNA in vitro (Krude et al.,1997). Por otro lado, se ha
detectado la citolocalizacion del complejo ciclina A/CDK2 en los focos activos de
replicacion, lo que sugiere un papel de este complejo en la replicacion del DNA
(Cardoso et al.,1992).

De manera similar, se ha demostrado la citolocalizacion del Antigeno Nuclear de
Proliferacion Celular (PCNA) junto a complejos ciclina/CDK en los focos de replicacion
(Xiong et al.,1992). PCNA es una proteina que se une al DNA en forma circular,
sujetando a la DNA polimerasa & al DNA, aumentando su procesividad (Kelman,
1997).



En condiciones de dafio al DNA, la proteina inhibidora de complejos ciclina /CDK,
p2 1WAF1/cip1

interaccion de éste con proteinas del replisoma, como la DNA Polimerasa & (Gulbis et

se une fuertemente por su extremo carboxilo a PCNA, blogueando la
al.,1996), inhibiendo directamente la replicacion.
I1.1.2.Transicion G2/M

En esta transicion se encuentra otro de los puntos de retencién del ciclo celular
(Hutchison y Glover,1995). Nuevamente, el papel regulador final esta sustentado por
un complejo ciclina /CDK. La transicion G2/M esta universalmente regulada por el

complejo ciclina B/p34°%¢?

(originalmente  MPF; Nurse, 1990). MPF se acumula
durante las fases Sy G2 en el citoplasma, pero se mueve al nacleo al comienzo de la
profase (Pines y Hunter,1991), localizandose en la lamina nuclear, en el huso mitético
y otras estructuras. La actividad de MPF se elimina por destruccion 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 esta regulada diferencialmente por
fosforilacion:

a) Una actividad reguladora positiva (CDK Activating Kinase, CAK) fosforila a p34°%°2
en residuos de treonina (Kaldis et al.,1996). La purificacion de CAK en mamiferos,
estrella de mar y Xenopus ha identificado un complejo trimérico compuesto por una
subunidad catalitica, p4A0OMO15/CDK, una subunidad reguladora, la ciclina H, y un
factor de ensamblaje, Matl. CAK fosforila no solo a p34°™?, sino a otras CDK,
incluyendo a CDK4 y CDK6; b) Una actividad reguladora negativa fosforila en
residuos Thr 14y Tyr 15 a p34Cdcz (Norbury et al., 1991). La transicion hacia la fase M
se logra con la desfosforilaciéon de los residuos Thr 14 y Tyr 15, por medio de la
proteina fosfatasa especifica cdc25 (Russell y Nurse, 1986). En mamiferos existen
tres fosfatasas Cdc25, codificadas por tres genes relacionados, Cdc25A, Cdc25B y
Cdc25C. Cdc25A regula principalmente la transicion G1/S, mientras que Cdc25B vy
Cdc25C controlan la transicion G2/M (Ciemerych y Sicinski, 2005).



11.2. INHIBIDORES DE CDKs EN MAMIFEROS

La actividad de los complejos ciclina/CDK es negativamente regulada por pequefios
polipéptidos, los llamados inhibidores de CDKs (CKIs) (Canepa et al., 2007), los cuales
inducen el arresto del ciclo celular o retrasan la progresion del ciclo celular en
respuesta a sefales intracelulares o extracelulares (Verkest et al., 2005).

En mamiferos 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 proteinas: p16™ 4
(Serrano et al.,1993), p15 "*** (Hannon y Beach, 1994), p18 "**° (Guan et al., 1994;
Hirai et al., 1995), y p19 ™¥%d (Chan et al., 1995; Hirai et al.,1995) , las cuales son
exclusivas de la fase G1. Las proteinas INK4 contienen mdltiples repeticiones de
ankirina y sélo se unen para inhibir a los complejos con CDK4 y CDK6. Generalmente,
las proteinas 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 proteinas son producidas en la

célula de manera tipo dependiente. p16™¢*

se acumula progresivamente en
senescencia, posiblemente inducido por un temporizador de la senescencia (Alcorta et
al., 1996; zZindy et al., 1997), y es el principal supresor de tumores. p15 K% es
estimulada por TGF-p para inducir el arresto del ciclo en la fase G1 (Hannon y
Beach,1994; Reynisdottir et al., 1995; Reynisdéttir y Massagué,1997). Las proteinas
p18 'NK4c y 19 NK4d 500 producidas durante el desarrollo embriogénico en forma tejido-
especifico 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:
p21°Pt (Xiong et al., 1993; Dulic’et al., 1994), p27“"! (Polyak et al., 19942;1994b;
Toyoshima y Hunter,1994) y p574P? (Lee et al., 1995; Matsuoka et al., 1995) e inhiben
un amplio espectro de complejos ciclina/CDK de la transicién 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 proteinas son requeridas en bajas concentraciones para la
formacién del complejo ciclina/CDK y a altas concentraciones para inhibir la actividad
de la CDK (Zhou et al., 2003). Estas proteinas contienen motivos caracteristicos dentro
de su secuencia N-terminal que permiten su enlace e inhibicion a los complejos
ciclina/CDK (Chen et al., 1995; Russo et al., 1996).



Varias proteinas Cip/Kip son reguladas diferencialmente a través de factores externos
e internos, tienen diferente expresion en el tejido y tienen una funcién diferente en el
desarrollo (Todd et al., 2001).

Todas las proteinas Cip/Kip muestran una homologia significativa. p21°"* es una
proteina de 164 aminoéacidos y es la mas pequefia del grupo, mientras que p27<* y
p57 P2 estan compuestas de 198 y 316 aminoAcidos respectivamente (Todd et al.,
2001). El extremo N-terminal de las tres proteinas contiene un dominio con alta
homologia y es el responsable de la unién a las CDKs y de su funcién inhibitoria. Este
dominio tan estrecho (60 amino&cidos) es suficiente para inhibir a las CDK (Toyoshima
y Hunter , 1994; Luo et al., 1995). Ya que estas proteinas desempefian muchas de
sus funciones en el nucleo, todas ellas tienen una secuencia de localizacién nuclear
(NLS) al final del extremo C-terminal. p21°"*, a diferencia de p27“"* y p57*P? | contiene
un dominio de union a PCNA (antigeno nuclear de proliferacion celular), el cual es un
factor de procesividad para la DNA polimerasa 8 v la interaccién entre PCNA y p21°P*
bloquea la sintesis de DNA sin afectar la reparacion del DNA (Zhang et al., 1993;
Suzuki et al., 1995; Lee et al., 1995). Asi, la interaccion de p21°"* con PCNA puede
coordinar la replicacion vy la reparacion a lo largo del ciclo celular. Por otra parte, se ha
demostrado que p21°* inhibe la proliferacién celular, y la expresién ectopica de
p21°P! da como resultado en el arresto del ciclo celular en la fase G1 (Harper et al.,
1995). Tanto p21°"* como p27""* regulan la proliferacién celular a través de sus
interacciones fisicas en el nucleo con las CDKs (Coqueret, 2003; Lacy et al., 2004;
Leibovitch et al., 2003). A diferencia de p21°F*, p274* y p574P? contienen un dominio
QT al final del extremo C-terminal el cual es importante para regular la via de
transduccion de sefiales (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,
p27 P! se une a ambas, a la ciclina y a la CDK.

Las proteinas Cip/Kip son reguladores tanto positivos como negativos del ciclo celular
(Sherr y Roberts, 1999). Se ha demostrado que estas proteinas inhiben la actividad de
cinasa asociado a las ciclinas D y E. El extremo N-terminal de p27""* contiene un
dominio de unién a CDK con una homologia del 42% con p21°°* (Lloyd et al., 1999).



Por otra parte, se conocen varios factores que regulan la expresion y la funcion de
p27<PL. p27"P! fue primeramente descrita en células tratadas con TGF-B. En estas
células, p27** forma un complejo con ciclina E/CDK2, inactivando la cinasa y
causando el arresto de la fase G1 ( Polyak et al., 1994 ).

Ademas, cuando p27** forma complejo con la ciclina E/CDK2, puede bloquear la
fosforilacion del complejo por una cinasa activadora de CDK (CAK). Adicionalmente, a
p27""! se le ha implicado como el mediador de estimulos antimitogénicos y tiene una
funcion importante a la hora de tomar la decision 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, p57P? es un potente inhibidor de CDKs
de la transicién G1/S (Todd et al., 2001). p57"P? contiene dos dominios adicionales, uno
rico en prolina y un dominio &cido, de los cuales se piensa que median interacciones
proteina-proteina (Suzuki et al., 1995; Lee et al., 1995).

Lo mismo que p21°"*, p57"? contiene un dominio de unién a PCNA en el extremo C-
terminal y la interaccién entre p57“"? y PCNA previene la sintesis de DNA dependiente
de PCNA (Watanabe et al., 1998). Por otra parte, los niveles de la proteina p57<"? son
regulados por la degradacion proteolitica mediada por el complejo ubiquitina/SCFP
(Kamura et al., 2003). Varios estudios han establecido recientemente que las proteinas
Cip/Kip podrian desempefiar funciones adicionales como factores potenciales de
ensamblamiento, reguladores de apoptosis o en la migracion celular, y como cofactores
transcripcionales (Coqueret, 2003). La expresion de estas dos grandes familias de
inhibidores depende del estado metabdlico o del desarrollo de las células, o aun, de la
integridad del genoma, implicando que diferentes efectores controlan su presencia y
acumulacién (Vazquez-Ramos y Sanchez, 2003).

Por dltimo, se sabe que ambas familias proteicas, las INK4 y las Cip/Kip juegan un
papel importante en el desarrollo del cancer (Hirama y Koeffler, 1995; Kamb, 1998;
Roussel, 1999; Ortega et al., 2002; Coqueret, 2003).



[1.3. CICLO CELULAR EN PLANTAS

El mecanismo basico de la regulacién 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 caracteristicas Unicas de desarrollo, y
numerosos aspectos del ciclo celular en plantas son especificos.

En la busqueda de los elementos que regulan el ciclo celular en plantas se han descrito
una serie de genes homodlogos. Los resultados obtenidos son indicativos de la
existencia de presuntas proteinas relacionadas a las descritas en mamiferos. 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
estan notablemente conservadas, la semejanza estructural con proteinas existentes en
las levaduras y animales no es suficiente para asignarles un papel a estas proteinas, ya
que el ciclo celular en plantas muestra varias peculiaridades relacionadas con la
organizacion del citoesqueleto, la citocinesis (Fowler y Quatrano, 1997; Heese et al.,
1998), la reversion aun después de la diferenciacién 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 activacion requiere de la unién con una
ciclina (Pines, 1999); la actividad de este complejo ciclina/CDK es regulado por la
fosforilacion y la desfosforilacion de las CDKs (Dunphy,1994) y por proteinas
reguladoras de la degradacién proteolitica de las ciclinas dependiente del ciclo celular
(King et al., 1996; Peters, 1998). En la regulacién también participa la localizacién
subcelular de los complejos ciclina/CDK (Ohi y Gould,1999), asi como la existencia de
inhibidores de las CDKs, los ICKs vya que éstos pueden inhibir la actividad de los
complejos ciclina/CDK (Sherr y Roberts, 1995; 1999). Cabe mencionar que las
proteinas homélogas 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 p27""**

de mamiferos, como se describird mas 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, esta estrechamente relacionada con las CDKs de levaduras
Cdc2 y Cdc28 y en mamiferos con CDK1 y CDK2, y contiene el motivo PSTAIRE, el
cual es esencial para la unién a las ciclinas. A nivel de transcrito y a nivel de proteina,
la CDKA de plantas esta constantemente presente a lo largo del ciclo celular (Hemerly
et al., 1993; Porceddu et al., 2001) y esta involucrada en la transicion de ambas fases
G1l/Sy G2/M (Hemerly et al., 1995; Porceddu et al., 2001).

La segunda clase, CDKB, es Unica de plantas y a diferencia de CDKA, su expresion
esta estrictamente controlada por el ciclo celular. Ademéas, 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 mas 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 unién 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 proteinas ciclinas para ser activadas. Al igual que en mamiferos, en plantas, la
unién de la ciclina no s6lo activa las CDKs por la induccién de una alteracién en los
sitios cataliticos, sino que también contribuye a la localizacidon subcelular y a la
especificidad del sustrato del complejo, asi como a la regulacion de la estabilidad de la
proteina (Mironov et al., 1997; Potuschak y Doerner 2001; Criqui y Genschik 2002;
Pines, 1995a). La fluctuacion periddica de las ciclinas a niveles transcripcional y
transduccional es consistente con la actividad celular estadio-especifica de la CDK.
Generalmente, cada CDK interactia con un subconjunto especifico de ciclinas para
participar en una fase especifica del ciclo celular (Nigg, 1995; Pines 1996; Umeda et
al., 1999). Las ciclinas de plantas forman grupos filogenéticamente distintos a las
ciclinas de mamiferos, sugiriendo que la funcién de las ciclinas no se especifico antes
de la divergencia evolucionaria de los linajes de plantas y animales. Ademas, cada
grupo de ciclinas de plantas tiene mas miembros que el equivalente al grupo en

animales.



Esta observacién probablemente refleja la habilidad de las plantas a responder a
sefiales ambientales y de desarrollo de manera planta-especifica (De Clercq et al.,
2006). Por ejemplo, a pesar del tamafio pequefio del genoma de Arabidopsis thaliana
esté contiene al menos 32 ciclinas con un papel potencial en la progresiéon del ciclo
celular. No obstante, la nomenclatura de las ciclinas de plantas esta basada en la
similitud funcional con su contraparte en mamiferos (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 transicion G1/S, trabajando de manera
mitdégeno-dependiente en asociacién con la CDKA (Riou-Khamlichi et al., 1999, 2000;
Healy et al., 2001), y estan posiblemente involucradas en el control de la transicion 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 Sy M y estan asociadas con
la CDKA o con CDKB (Roudier et al., 2000). Las ciclinas de tipo B afectan la transicion
G2/My la progresion del ciclo celular intra-mitético en conjuncién con ambos miembros
CDKA 'y CDKB (Weingartner et al., 2003, 2004). Debido a que los niveles de las ciclinas
fluctian en el ciclo celular, las ciclinas de plantas son los principales factores que
determinan el momento de activacion de las CDKs.

En la entrada a G1 y durante la transicion G1/S, el mecanismo pRB/E2F es el blanco
de los complejos ciclina/CDK, semejante a como ocurre en células animales. La
proteina relacionada a pRB de plantas, o RBR y las proteinas E2F/DP son reguladores
claves para controlar el comienzo de la replicacién al estimular la transcripcién de
genes necesarios para la progresion 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 regulacién del ciclo celular en plantas fue
evidenciada por dos lineas de investigacion: la existencia de ciclinas de tipo D que
contienen el motivo LXCXE (el cual media la unién de la ciclina con pRB en células
humanas) y la identificacién de proteinas en geminivirus que también contienen el
motivo LXCXE y que es requerido para la eficiente replicacion viral en células en cultivo
(Xie et al., 1995).



Los genes codificantes de pRB fueron descubiertos por primera vez en maiz y después
en otras especies de plantas. La proteina pRB es fosforilada por complejos ciclina
D/CDKA vy la fosforilacion ocurre de manera dependiente del ciclo celular, produciendo
su maximo en la transicibn G1/S; esta fosforilacion inactiva a RBR y provoca la
subsecuente liberacion del factor de transcripcion 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 estan presentes seis genes E2F y dos genes DP (DPay
DPb). E2F a/b/c tienen una organizacion tipica al unirse al DNA, en su
heterodimerizacibn con DP (a 6 b), y en su interaccion con los dominios de
transactivacion de RBR (de Jager et al., 2001; Mariconti et al., 2002; Kosugi y Ohashi,
2002a). Ademas, E2Fa y E2Fb son potentes activadores transcripcionales; mientras
gue E2Fc carece de un dominio de transactivacién y por lo tanto actia como represor
(Joules, 2003; Del Veylder et al., 2003; De Jager et al., 2005).

Los otros tres miembros, E2F d/e/f, son tipicos en tener por duplicado el dominio de
union 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 billbn de afios de evolucibn separando animales y plantas, ambos tipos de
organismos usen la misma ruta RB/E2F/DP para controlar la transicion G1/S. Aun la
secuencia candnica de DNA (TTTCCCGC) reconocida por el factor de transcripcion
E2F de animales es idéntica en plantas (Ramirez-Parra y Gutierrez, 2000; de Jager et
al., 2001). Esta identidad sugiere a favor de la hip6tesis de que la ruta RB/E2F/DP ya
se habia 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 CDKSs 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).



[1.3.1 INHIBIDORES DE CDKs EN PLANTAS

Las plantas también contienen proteinas inhibitorias de complejos ciclina/CDK con una
estructura un poco peculiar. Todos los inhibidores de CDK comparten un dominio de 31
amino &cidos con p27"* | un miembro de la familia Cip/Kip de inhibidores de CDK en
mamiferos. Este dominio conservado es esencial para la interaccion entre CDKs y
ciclinas y esta localizado en el extremo N-terminal de las proteinas 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 expresion de los genes KRP es consistente con su papel en la regulacion del ciclo
celular durante el desarrollo y en respuesta a sefiales ambientales (Inz€, 2005).

En Arabidopsis se caracterizaron 7 ICKs/KRPs, (ICK1/KRP1, ICK2/KRP2, KRP3,
KRP4, KRP5, KRP6, y KRP7), que sélo muestran una secuencia similar limitada con el
inhibidor Cip/Kip de mamiferos ( Wang et al., 1997; Lui et al., 2000; De Veylder et al.,
2001). Las KRPs interactian 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 andlisis por remocion de secuencias se sugiere que el dominio
conservado C-terminal es esencial para la interaccion con CDKA;1 y CYCD3;1 (Wang
et al., 1998) y ademas confirma la unién a los complejos ciclina /CDK y su papel en la
regulacién de la actividad de CDK. Ademés de esto, la regidn 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 localizacién nuclear ( Zhou et al.,
2003a).

La expresion de los genes KRP de Arabidopsis se regula por fitohormonas y éstos
muestran un patron de expresion tejido-especifico y de desarrollo. La expresion de
KRP1 es relativamente baja en todos los tejidos de las plantas, pero se sobre-expresa
en presencia de acido abscisico y por tratamientos a baja temperatura (Wang et al.,
1998).



Diferentes perfiles de expresion de los genes KRP de Arabidopsis se han observado en
diferentes 6rganos y en cultivos de células en suspensiéon (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 prevencién de la iniciacion del
crecimiento de las raices laterales (Himanen et al., 2002).

Los genes de KRP se divididen en tres grupos de acuerdo a sus diferentes patrones
de expresion: la expresion de KRP1 y KRP2 se restringe a tejidos en
endoreduplicacion; KRP4 y KRP5 se expresan en células en division mitéticay KRP3,
KRP6 y KRP7 cumplen ambas funciones, en células en endoreduplicacion y en células
en divisiébn mitética (De Clercq et al., 2006).

Poco se sabe de como estas proteinas son reguladas a los niveles traduccional y
postraduccional. Sélo KRP2 se ha mostrado que es controlada en el nivel
postraduccional por la degradacién dependiente del proteosoma, in vitro e in vivo
(Verkest et al., 2005). Ademas, el andlisis in vitro muestra que la protedlisis de KRP2
depende de la fosforilacion por las CDKs.

Se han identificado KRPs en otras especies de plantas, ademas de Arabidopsis:
Chenopodium rubrum, chicharo (Pisum sativum), algodon (Gossypium hirsutum),
tabaco (Nicotiana tomentosiformis) y maiz (Zea mays); en las dos dltimas, una
(NtKIS1la) 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 homologa con las KRPs de Arabidopsis y con los inhibidores Cip/Kip de
mamiferos. Todas la KRPs interactiian con ciclinas de tipo D pero no con CDKs de tipo
B. Ademas, algunas de las KRPs interactian 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 hibrido,
NtKIS1la mostré interaccion tanto con CDK como con ciclinas D, pero no con PCNA,
sugiriendo que esta mas estrechamente relacionada a p27<* que a p21°** (Jesinski et
al., 2002). Las KRPs de maiz inhiben los complejos ciclina D/CDK y Ciclina A/CDK. La
expresion de los genes Zeama;KRP resulta en la reduccion del crecimiento en callos
embriogénicos de maiz (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 caracteristicas estructurales y
funcionales de las KRPs. Recientemente Coelho et al., (2005) reportd la caracterizacion
de dos genes de maiz, Zeama,KRP1 y Zeama;KRP2, los cuales son expresados
durante el desarrollo del endospermo. Las proteinas codificantes inhiben la actividad de
CDK en planta, y Zeama;KRP1 parece funcionar durante el proceso de
endoreduplicacién, en la formacién 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 mamiferos p27¥"*. Se ha visto que la relacién entre las
secuencias de las KRPs de arroz y las de otras plantas es mas fuerte en una region
de 40 amino acidos que esta localizada en el extremo C-terminal de cada proteina
KRP, la cual se cree esta involucrada en la interaccion con ambas, con la ciclina D y
con los complejos ciclina D /CDK (Wang et al., 1998). Ademas, las dos KRPs
reportadas recientemente en maiz (Coelho et al.,, 2005) estan relacionadas
estrechamente con las KRPs de arroz. Cada KRP de maiz 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 comun (clades). El analisis
filogenético sugiere que las monocotiledoneas poseen esencialmente dos diferentes
clases de KRPs.



IIl. ANTECEDENTES

En plantas, la maquinaria basica que controla el ciclo celular es semejante a la de
mamiferos, ademas de que se han reportado proteinas y actividades enzimaticas
similares (Mironov et al., 1999). En los ultimos afios, nuestro grupo de trabajo se ha
centrado principalmente en la fase G1 del ciclo celular y su relacion con la entrada a la
fase S en un proceso de desarrollo como lo es la germinacion de semillas de maiz.
Para este propésito, nos hemos enfocado al estudio y comprensién de las proteinas
gue determinan la entrada a la fase G1 del ciclo celular, como lo son las ciclinas de tipo
D vy la cinasa CDK-A (Nakagami et al., 1999; Gutiérrez et al., 2002) y en una proteina
fundamental para la fase S, PCNA. Independientemente de la funcién propuesta en la
fase S, y a semejanza de lo que se ha encontrado en células de mamiferos, durante la
germinaciéon de maiz, PCNA también se asocia simultaneamente a ciclinastipo Dy a
CDK-A (Sanchez et al., 2002). Estos complejos ternarios muestran actividad de cinasa
tipo CDK-A y esta actividad parece ser mas relevante en las etapas iniciales de la
germinacion, precisamente cuando se desarrolla la fase G1 del ciclo celular. Ademas,
la composicidon de los complejos ternarios y la actividad de cinasa, parecen ser
reguladas por fitohormonas durante la germinacion (Sanchez et al., 2002), tales como
citocininas (BA) y &cido abscisico (ABA) ( Sanchez et al., 2005). Hemos reportado la
expresion de cuatro diferentes ciclinas de maiz durante la germinacién y mostrado que
las citocininas y las auxinas estimulan la expresion de cada ciclina de forma diferente
(Quiroz-Figueroa et al., 2006). Se ha monitoreado la expresién de la ciclina D2;1 de
maiz, a nivel de proteina y el efecto de BA y ABA durante la germinacion (Gutiérrez et
al., 2005). También se ha caracterizado el comportamiento de otras dos ciclinas a nivel
de proteina, Cyc D5 y Cyc 4;1 y se ha demostrado que ni la BA ni el acido indol acético
(IAA) estimulan la acumulacion de las ciclinas durante la germinacion. Sin embargo, las
fitohormonas, particularmente IAA, incrementan la actividad de cinasa asociada,
preferencialmente en horas tempranas de la germinacién; 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 proteina de
tipo ICK/KRP de maiz (Lara-Nufiez et al., 2008).



Tomando en cuenta lo anterior, el estudio de las proteinas de tipo ICK/KRP es de
interés para la comprension de la regulacion del ciclo celular durante la germinacion
del maiz. La descripcién de la expresion del gen tanto a nivel de transcrito como a nivel
de proteina durante la germinacion (de Jesus Juarez et al., 2008), asi 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 germinacion de semillas.



V. HIPOTESIS:

Dado que las cantidades de la proteina ZmKRP1 de maiz fluctian durante el ciclo

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

largo del ciclo celular.

V. OBJETIVOS

V.1 Objetivo general

» Caracterizar molecularmente a ZmKRP1 durante la germinacion de maiz

V.2 Objetivos particulares

» Clonar el cDNA completo de la proteina ZmKRP1 de maiz.

» Evaluar el patron de expresion de ZmKRP1 en ejes embrionarios de maiz a

diferentes tiempos de germinacion.



VI. MATERIALES Y METODOS
VI.1. MATERIAL BIOLOGICO

Los ejes embrionarios se obtuvieron de semillas de maiz de la variedad Chalquefio,

proveniente del Valle de Chalco, Edo. de México.

VI.2. TRATAMIENTO DE LOS EJES EMBRIONARIOS

VI.2.1. ENSAYO DE GERMINACION

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
adiciono el amortiguador de imbibicién (Tris HCI 50 mM pH 7.6, KCI 50 mM, MgCl, 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 germinacion, se obtuvo el ARN
total por el método de TRIZOL® (Invitrogen TRIzol® Reagent), ver mas adelante.

V.2.2. OBTENCION DE ARN TOTAL

El ARN total fue obtenido a partir de 10 ejes embrionarios de maiz 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 agrego
nitrégeno liquido, se trituraron hasta obtener un polvo fino de aspecto y forma
homogénea, se colocd en un tubo eppendorf de 1,5 mL al cual se le adicion6 Trizol
(1,5mL/100mg de tejido), se agité vigorosamente, se incubé por 5 minutos a
temperatura ambiente, se centrifugd a 11,600 rpm por 10 minutos a 4°C, se elimino la
pastilla y se pasoé el sobrenadante a otro tubo y se incub6 por 5 minutos a temperatura
ambiente; se le agreg6 0,3 mL de cloroformo, se agité vigorosamente por 15 segundos

y se incub6 a temperatura ambiente durante 5 minutos.



Posteriormente se centrifugd a 11,600 rpm por 15 min a 4°C, se colect6 la fase acuosa
y se le afladié isopropanol frio (0,5mL/ mL de trizol). Se mezclé por inversién (4 0 5
veces), y se incubd por 1 hora a -20°C; se centrifugé a 11,600 rpm por 10 minutos a
4°C, se removio el sobrenadante, y se lavé la pastilla con 1,0 mL de etanol al 70%, se
agité vigorosamente hasta que la pastilla se removié del fondo del tubo, enseguida se
centrifugd a 7,500 x g por 5 minutos a 4°C, se dejo secar la pastilla de ARN con vacio o
al aire libre por 5 6 10 minutos, se resuspendio la pastilla en agua libre de ARNasas y
se almacend a -70 °C. La concentracion de ARN se determind por espectrofotometria
a una longitud de onda de 260 nm, y se evalué su pureza usando la relacién 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 extraccién. Adicionalmente, se corrio
una muestra en un gel de agarosa al 1%, se consider6 que el ARN esta integro
cuando las bandas correspondientes a los ARN ribosomales presentaron
aproximadamente una intensidad 2/1 en la proporcion 28S/18S.

VI1.2.3. AISLAMIENTO DEL cDNA DE ZmKRP1 DE MAIZ

Para el aislamiento del cDNA que codifica a la proteina ICK/KRP de maiz, se llevo a
cabo un analisis de las secuencias nucleotidicas de las regiones codificantes de
diversas KRPs de arroz (Oriza Sativa, KRP1-KRP5), de la secuencia ICK1Zm obtenida
en el laboratorio, asi como de las secuencias Zeama,KRP1 (AY986792) y
Zeama;KRP2 (AY986793) de maiz reportadas por otros grupos. Con base en este
analisis, se consideraron regiones que hipotéticamente podrian 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
oligonucleétidos sentido, y hacia el extremo N-terminal de la secuencia parcial ICK1Zm,
de donde se disefaron los oligonucledtidos antisentido (reverse) [en marco de lectura].



VI.2.4. REACCION DE LA TRANSCRIPTASA REVERSA (RT) Y ANALISIS DEL
TRANSCRITO DE ARN

La reaccion de RT-PCR se realiz6 con los siguientes oligonucleétidos:
Sentido Nombre
5-ATG/GGC/AAG/TAC/ATG/ICGC/IAAG/GCC-3"  (Zeama;KRP1Forw)
5-GCC/ATG/GAG/AGG/ATT/ACC/AGG/GAG-3 (ZmKRP1F Forw)

5 -ATT/CAG/GTG/ATG/GTG/TGA/GCC/ACAIC-3"  (Actinl Forw)
Antisentido

5-CTC/CCT/GGT/AAT/CCT/ICTC/ICATIGGC-3 (ZmKRP1F Rev)

5 -GCT/TAC/CCC/ACT/CAA/ACCITGC/ICTG/IGG-3" (Zeama;KRP1 Rev)
5-GCC/ACCI/IGAT/CCA/GAC/ACT/GTAICTTICC-3" (Actinl rev)

Todos los oligonucleétidos fueron sintetizados  por la unidad de sintesis vy
secuenciacion del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional Autbnoma de
México.

Se realiz6 la reaccion de RT-PCR con el Kit OneStep RT-PCR ( QIAGEN ©), como
indica el protocolo del kit. Para una reaccién de 50 uL de volumen total, agregar: 10
uL de 5x QIAGEN OneStep RT-PCR buffer (que contiene 12,5 mM MgCl,); 2 uL de la
mezcla de dNTPs ; 1 uL del primer A (sentido); 1 uL del primer B (antisentido), la
concentracion de ambos primers es 0,6 uM; 2 uL de QIAGEN OneStep RT-PCR
Enzyme Mix; inhibidor de ARNasas (la adicion de éste es opcional); 350 ng RNA
como templado y agua libre de ARNasas, la temperatura de alineamiento se realizé a
60° C / 1minuto, 72° C / 1 minuto y 35 ciclos.

Una vez que la reaccion se llevé a cabo bajo estas condiciones, se obtuvo el producto
de RT-PCR. ElI cDNA respectivo se correrié 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. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA DEL cDNA (PCR)

Se realiz6 la reaccion de PCR con el Kit AccuPrime™ SuperMix Il (Invitrogen), como
indica el protocolo del kit. Para una reaccion de 25 uL de volumen total, agregar: 12,5
uL AccuPrime™ SuperMix I, el cual contiene en su formulacion 40mM TrisHCI pH 8,4;
100mM KCI; 2mM MgCl,; 400uM de cada uno de los desoxinucleotidos dGTP, dATP,
dTTP, dCTP; AccuPrime™ Tagq DNA Polymerase, (thermostable AccuPrime™ protein
stabilizers); 0,5 uL del primer A (sentido); 0,5 uL del primer B (antisentido), a una
concentracion final de 0,2 uM para ambos primers; 250 ng de DNA como templado;
agua destilada (liore de DNAsas), cuanto baste para 25 uL. Las condiciones de
amplificacién fueron 60 °C/1min, 72°C /1 min y 35 ciclos.

El producto de PCR se corrid6 en una electroforesis en gel de agarosa al 1,5% con
amortiguador TAE 1X. Se observd una banda de aproximadamente 350 pb, la cual se
corté y se purifico con la ayuda del Kit de Invitrogen Pure Link™ Quick Gel Extraccion
Kit (ver protocolo).

El cDNA purificado se clon6 en el vector pGEM-T EASY® vector System de Promega;
el producto de la ligacion se utilizd para llevar a cabo la transformacion de células
competentes de la cepa DH5-a (ver protocolo), posteriormente con este producto se
procediod a plaquear cajas petri con medio LB/Ampicilina/IPTG/X-Gal.

Una de las bondades de este vector es que permitid seleccionar las clonas que
contienen el cDNA de interés (inserto) ya que incluye un sitio multiple de clonacioén vy el
gen que codifica para la p-Galactosidasa (Lac Z), por lo que al insertar el cDNA en
esta region la enzima se inactivo y las colonias positivas pudieron ser seleccionadas
debido a que presentaron un color blanco translicido. Las colonias que presentaron
una coloracion azul carecen del cDNA de interés (inserto), ya que no se interrumpié el
gen Lac Z y la p-Galactosidasa producida puede hidrolizar el analogo de la lactosa, X-
Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil p—D-tiogalactopirandsido), que al precipitarse da una
coloracion azul. Esto se llevd a cabo en presencia de IPTG, que induce la expresion
del gen.

En base a este resultado se procedi6 a muestrear las colonias bacterianas que
presuntamente contienen el plasmido con el inserto en cuestion, se sembraron en cajas

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



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

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

El contenido de los tubos (extracto celular) se centrifugd y se recuperd la pastilla celular
(pellet) y se llevo a cabo la extraccion del plasmido, conforme lo indica el protocolo del
sistema Pure Link™ Quick Plasmid Miniprep kit; una vez que obtuvimos el plasmido, se
realiz6 una reaccién de digestion con las enzimas de restriccion EcoR1/Notl
(Invitrogen), con el fin de liberar el inserto del vector de clonacion pGEM-T EASY
( figura 4 Ay B), una vez gque se corroboré este dato, el cDNA se secuencio para asi
inferir la secuencia de aminoacidos. A su vez se realiz6 un analisis con el programa
computacional BLAST (www.ncbi.nim.nih.gov.library.vu.edu.au/BLAST/) a partir de la

secuencia traducida del cDNA del producto de la reaccion de PCR.
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(B)
pGEM?®-T Easy Vector

T7 Tranzcription Start

5 .. TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTGG GCCCG ACGTC GCATG CTCCC GGCCG CCATG
... ACATT ATGCT GAGTG ATATC CCGECT TAACC CGGGC TGCAG CGTAC GAGEGE CCGGC GGTAC

T7 Promoter | | |
Apal Aatl Sph BstZ | Meol
GOGGEC CGOGE GAATT CG.&'ITS’(CIDHEd insert) ATCAC TAGTG AATTC GCGGC CGCCT GCAGG TCGAC
CGCCG GCGCC CTTAA GCTA FTTAGTG ATCAC TTAAG CGCCG GCGGA CGTCC AGCTG
- .
Ooi7 | Sacll EcoR| Spe | EcoR | Bei7 | Patl Sall

SP& Transcrption Start

CATAT GGGEA GAGCT CCCAL CGCGT TGGAT GCATA GCTTG AGTAT TCTAT AGTGT CACCT AAAT ... &
GTATACCCT CTOGA GGETT GCGCA ACCTA CGTAT CGAAC TCATA AGATA TCACA GTGGATTTA ... &

| | | I | i | SPS Promoter
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151 TMA

Figura 4. (A) Vector de clonacion pGEM®-T Easy y su sitio de clonacion multiple,
gue se utilizé para la clonacion 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 utiliz6 como control
interno el gen de la actina 1, el cual muestra una expresion constitutiva. Utilizando
oligonucledtidos especificos para el ARNm de interés y el de la Actina 1, en reacciones
paralelas, se extrajeron muestras de 10 uL de la mezcla de reaccion a distintos tiempos
del proceso de amplificacion antes de alcanzarse la saturacion. Se comenzé el
muestreo a partir de 23 ciclos , para ambas reacciones, tomando muestras cada 3
ciclos. El uso de oligonucleétidos para el gen de Actina 1 como transcrito control
permite comprobar que cada muestra ha sido retrotranscrita a cDNA de forma
equivalente y la amplificacion por PCR ha sido también equivalente.

Los productos de cada reaccion se separaron electroforéticamente en geles de agarosa
al 1,5% con un amortiguador TAE 1X (tris acetato), y se tifidé con Bromuro de Etidio.



VI.2.7. RACE

En breve, el método RACE® (rapid amplification of cDNAs ends, por sus siglas en
inglés), consistié en reacciones de transcriptasa reversa (RT) para obtener la sintesis
de la primera cadena, y reacciones de PCR para la amplificacion del producto. Para la
obtencién del cDNA completo, se partié de un solo extremo, sea este el 3" 0 el 57; en
nuestro caso fue el 57, 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 llevo a cabo la sintesis de la primera cadena, en donde se us6 un primer
especifico (specific primer 1, SP1, ver anexo Il), que ha sido disefiado previamente,
transcriptor de transcriptasa reversa y una mezcla de desoxinucleétidos; esto nos dio el
cDNA. Posteriormente por accion de una RNAsa se degradd el molde de RNAmM y se
purificé el producto con la ayuda de un kit (high pure PCR product purification kit), en
seguida se le peg6 el extremo 3" del cDNA una cola de poli-A con dATP y TdT; se
llevd a cabo la primera amplificacion 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 llevé a cabo la segunda reaccion de PCR, usando el SP3 anidado
(specific primer nested 3, SP3), y el primer de anclaje de PCR. Una vez terminada la
segunda reaccion, 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).



VIl.  RESULTADOS

Se tiene como antecedente la secuencia parcial de un cDNA ICK/KRP de maiz,
originalmente nombrado ICK1Zm con un tamafio de 355 pb, la cual corresponde al
extremo 3" del gen. Esta secuencia mostraba un 61% de identidad a nivel de
aminoacidos con respecto a una ICK de arroz y un 88% con respecto a Zeama;KRP1
de maiz (ver anexo 1). 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 1) ; (de Jesus Juérez et al., 2008). Por otra parte, un
nuevo analisis de alineamiento multiple de secuencias revelo que ICK1Zm muestra un
90% de identidad con respecto a la Zeama;KRP1 de maiz y un 60% de identidad con la
OsKRP4 de arroz (tablal, figura 5). Sin embargo, ICK1Zm mostraba una regién hacia
su extremo N-terminal que diverge de manera sustancial con respecto a las ICKs/KRPs
reportadas, particularmente la presencia de la secuencia de aminoacidos WASTCAS
(figura 5y anexo |).

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

1 ZeamaKRP1 190 2 ZeamaKRP2 256 30
1 ZeamaKRP1 190 3 OskKRP5 221 59
1 ZeamaKRP1 190 4 OskKRP4 194 61
1 ZeamaKRP1 190 5 OskKRP3 225 20
1 ZeamaKRP1 190 6 OskKRP2 249 22
1 ZeamaKRP1 190 7 OskRP1 262 31
1 ZeamaKRP1 190 8 1CK1Zm 117 90
1 ZeamaKRP1 190 9 EST 93 86
2 ZeamaKRP2 256 3 0OskKRP5 221 31
2 ZeamaKRP2 256 4 OskKRP4 194 35
2 ZeamaKRP2 256 5 OskKRP3 225 28
2 ZeamaKRP2 256 6 OskKRP2 249 31
2 ZeamaKRP2 256 7 OskRP1 262 58
2 ZeamaKRP2 256 8 1CK1Zm 117 25
2 ZeamaKRP2 256 9 EST 93 33
3 0OsKRP5 221 4 OskKRP4 194 56
3 0sKRP5 221 5 OskKRP3 225 20
3 0sKRP5 221 6 OskKRP2 249 27
3 0sKRP5 221 7 OskRP1 262 32
3 0OsKRP5 221 8 1CK1Zm 117 51
3 0sKRP5 221 9 EST 93 62
4 OsKRP4 194 5 OskKRP3 225 26
4 OsKRP4 194 6 OskKRP2 249 23
4 0sKRP4 194 7 OskKRP1 262 39
4 0sKRP4 194 8 1CK1Zm 117 60
4 OsKRP4 194 9 EST 93 73
5 0OsKRP3 225 6 OskKRP2 249 21
5 0OsKRP3 225 7 OskRP1 262 29
5 0OsKRP3 225 8 1CK1Zm 117 20
5 OsKRP3 225 9 EST 93 23
6 0OsKRP2 249 7 OskRP1 262 30
6 0OsKRP2 249 8 1CK1Zm 117 20
6 0OsKRP2 249 9 EST 93 24
7 OsKRP1 262 8 1CK1Zm 117 25
7 OsKRP1 262 9 EST 93 33
8 1CK1Zm 117 9 EST 93 86

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



OskRP2
ZeamaKRP2
OskRP1
ZeamaKRP1
1CK1Zm
EST
OskKRP4
0OskKRP5
OskRP3

OskRP2
ZeamaKRP2
OskRP1
ZeamaKRP1
1CK1Zm
EST
OskRP4
0OskKRP5
OskRP3

OskKRP2
ZeamaKRP2
OskRP1
ZeamaKRP1
1CK1Zm
EST
OskKRP4
0OskKRP5
OskKRP3

0OskKRP2
ZeamaKRP2
OskRP1
ZeamaKRP1
1CK1Zm
EST
OskKRP4
0OskKRP5
OskKRP3

0OskKRP2
ZeamaKRP2
OskRP1
ZeamaKRP1
1CK1Zm
EST
OskKRP4
0OskKRP5
OskRP3

Figura 5. Alineamiento multiple de las secuencias de aminoacidos de las diferentes
ICKs/KRPs, en verde se encuentra marcada la secuencia WASTCAS. Asi como se
encuentran sombreadas de color amarillo y verde las regiones mas conservadas,
las posiciones de los oligonucleétidos
especificos (primers) que se ocuparan para llevar a cabo el aislamiento, de color

dentro de

las cuales se encuentran

Forward

----MGKKKKRDGAAARRQARVVVGGVRTR---AAVTAR------ RVVASAEEGCGLVGR
MGKYMRKCRGAAGAEVAAVEVTQVVGVRTRSRSAAATGG------ VAKVAPRRKRAPAGE
MGKYMRKFRGATGEELAAMEVTQVVGVRTRSRSAAAAGATTTKVKAASAASTRRRKALLP
MGKYMRKAKASS - ---- EVVIMDVAAAPLG---VRTRAR------ ALALQRLQEQQTQWE
MGKYMRKAKVVVSGEVVAAAVMELAAAPLG---VRTRAR------ SLALQ--——-—-——-
MGKYMRKGKVSG----- EVAVMEVGGALLG---VRTRSR------ TLALQRTTSSQKPPE
MGKYLRSSCKQQQQPSSPAAVASVAAAAVSS-————————————— YSYLTLRSGRRVPAA

GGGGGSGGDDGEGGCYLRLRSRRLPFVAAAVVSSRREEALGDSVAEAASS--SSSRAVEL
PAAAVSAGGDG-GSCY IHLRSRMLFMAPPQPQPSVDSVPTPVEAADGAAGQQGAALAAGL

TAVVGTTRRDG-GSCYLQLRSRMLFMAPPRPAPAAR-APVVAEAAGSGNG-AAAHAAAGL
EGAGG-———————- EYLELRNRRLEKL--PPPPATTRRSGGRKAAAEAAATK--——————
-------------------------------- WASTCAS=-=---TAEATATK---—————
KRQGG-———————- EYLELRSRRLEKLPPPPPPPPRRRATAAAATADATAAES-——————
KGEGDPGAGAGAGAEYLELRSRRLEKPPPHTPPAKEKE TARRASAAAAAAVRMPAAPQAA
AAAAGG-————~- SACRRRHRRGGRRGCAKNGAGSARACGARSPTSSASSGQRRRCEAVEC

LGCSGEEEAMAEKVCTQAGEDHDEESSVGDSGCGRERSATTPSSRRPPG-DADSSDAESN
SRCSSTASSVNLGLGGQRGSHTCRSYDAAEAGGDHVLVDVSAASNSGSGPDRERRETTPS
SRCSSTASSVDA--AAQDRSLACRS-DVAEAGSEHVPE--GSASDSASGRDRERRETTPS
————— EAEASYG-ENMLELE--AMERITRETTPCSLIN-TQMTSTPGS-TRSSHS-CHRR
————— EADASYG-ENMFELE - - AMERITRETTPCSIEIN - TOMTSTPGS - TRSSHS - RHRR
————————————————— ESE--AMGRNTRETTPCSLIN-SEMISTPGSTTRSSHS-SHRR
----AEAEVSFGGENVLELE--AMERNTRETTPCSLIRDPDTISTPGSTTRRSHSSSHCK
EEFEAEVEVSFG-DNVLDLDGDAMERSTRETTPCSLIRSSEMISTPGSTTKTNTSISSRR
SHGGGRAELSRSPPLGNSVVVVSGDVVSGERKSLKPNSCSREVAAEHAGEHKHNPAAAAA

QEAKQQMCRRSSTTSAAAFHAG--—--—-- ATTRSFRMMAPPAAAAE I EEFLAAAERSEA
SRAHGELSDLESDLAG-HKTGPSLP----- AATPAAEL 1VPP--AHEIQEFFAAAEAAQA
SFLPGEVSDLESDLAGGQKRSRPLPSAATASAQQATRPKIPP--AAEIEAFFAAAEEAEA
Ve e e NAPPVH-AVPSS--REMNEYFAAEQRRQQ
Ve e e NAPPVH-AVPSS--REMNEYFAAEQRRQQ
Ve e KAPPVH-A1PSS--TEMNEYFAAEQRRQQ
Ve e QTPVRHNI IPAS--AELEAFFAAEEQRQR
R-——— e - METSVCRYVPSS--LEMEEFFAAAEQQQH
AG-———— RRPPLSPPE--AEIEAFFAAAELAE
*. FooooniR* oo

ERFAAKYNFDVVRGVPLDAGGAGRFEWTAVGSG----————--- 249
KRFASKYNFDFVRGVPLDAGG--RFEWAPVVSIl —————————- 256
KRFAAKYNFDVVRGVPLDAG---RFEWTPVVSSRS--—-—---- 262

QDF IDKYNFDPANDCPLPGR----FEWVKLD---—=—==—=—— 190
QDFIDKYNFDPANDCPLPGR----FEWVKLD----——-—————- 118
QAFIDKYNFDPVNDCPLPGR----FEWVKLD---—=—==—=—— 93
QAFIDKYNFDPVNDCPLPGR----FEWVKLD---—=—==—=—— 194
QAFRERYNFCPVNDCPLPGR----YEWTRLDC---=—==—=—— 221
RRFAEKYNYDIALDRPLQGR----YEWEPTVPNFDVAKDVTDM 225

* :**: Kk :**
Reverse

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 disefiaron oligonucleétidos antisentido
(reverse) a partir de los primeros 24 nucledtidos (nt) del extremo 5° de ICK1Zm, y a su
vez se disefid un oligonucledtido sentido (forward) que se tomd de los primeros 30
nucleédtidos del extremo 5 de la secuencia de la Zeama;KRP1 de maiz (AY986792)
(figura 6) [ver materiales y métodos]. Utilizando este juego de oligonucleétidos, se
llevaron a cabo experimentos con el fin de obtener el cDNA respectivo, a partir de
reacciones de transcriptasa reversa y de reaccion en cadena de la polimerasa (RT-
PCR), se amplific6 un transcrito de baja expresion de aproximadamente 350 pb (figuras

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

Se optd por probar la metodologia de RACE®, que tiene como ventaja amplificar
secuencias completas a partir de un solo extremo, sea este el extremo 5" 0 el 3.

Los resultados obtenidos bajo este protocolo fueron en principio alentadores, ya que
se amplifico un transcrito de un tamafio aproximado de 650 pb, el cual podria ser el
esperado para nuestra proteina, ya que las secuencias para Zeama,KRP1 vy
Zeama;KRP2 tienen tamafos 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 decision de usar cebadores rio abajo de la secuencia WASTCAS.

Como estrategia para lograr esto, se realiz6 un nuevo alineamiento mdultiple de las
secuencias deducidas (reportadas en la literatura) de las proteinas tipo KRPs de
distintas especies, como maiz (2 KRPs), arroz (5 KRPs), un EST (Expressed
Sequence Tag) reportado de maiz (AW267370), asi como de la secuencia parcial
ICK1Zm de maiz obtenida en nuestro laboratorio (de Jesus Juarez et al., 2008). Este
analisis indic6é que la secuencia ICK1Zm tenia la mayor identidad con Zeama;KRP1 de
maiz (tablal y figura 5); con las mayores diferencias hacia el extremo N-terminal
(figura 5).

Se realiz6 entonces una nueva comparacién de secuencias de Zeama,KRP1l e
ICK1Zm, con el fin de visualizar las secuencias a elegir, para asi disefar y sintetizar
nuevos oligonucleétidos desde la region C-terminal (figura 6,). Se conservd el
oligonucleétido sentido desde el extremo 5 de Zeama;KRP1, y se opté por una
secuencia de aminoacidos AMERITRE, que es idéntica en ambas secuencias, para el
disefio del oligonucledtido antisentido (figura 6, anexo II).
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Figura 6 . Alineamiento parcial de Zeama;KRP1 e ICK1Zm. Se sefalo la region que
se considerd para llevar a cabo el disefio del oligonucleétido antisentido.Region
AMERITRE que aparece en ambas secuencias de maiz. Se considero conservar el
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oligonocleétido sentido MGKYMRKAKA de Zeama;KRP1 de maiz.

Los resultados de las reacciones de RT-PCR y PCR mostraron la amplificacion de una
banda de = 350 pb, a la cual se le asign6 el nombre de ZmKRP1E (figuras 7 Ay B,
carril 4). El producto de la reaccion de PCR se reamplificO y se separd por
electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (figura 8 A). Por otra parte, se cloné el inserto
de aproximadamente 350 pb en el vector de clonacion pGEM-T Easy, se purifico el
plasmido, al cual se le realizé una reaccion de digestion con las enzimas EcoR1/Not1,
para liberar el inserto del pldsmido (figura 8 B). Posteriormente, el inserto de 327 pb se
secuencid y de su andlisis se encontro que correspondia a una ICK/KRP, con un 99%
de identidad en términos de aminoacidos con Zeama;KRP1, hacia el extremo N-
terminal, esto es, el extremo N-terminal de ZmKRP1E tenia una identidad de 99% con

el extremo N-terminal de Zeama;KRP1 de maiz (tabla 2 y figura 9).
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Figura 7. Productos de amplificacion por RT-PCR de ZmKRP1E de maiz. (A)
Reacciéon 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) Reamplificacion del
cDNA de ZmKRP1E, apartir de la reaccion de PCR, carriles: 1PM, 2 ZmKRP1B, 3
control.,, 4 ZmKRP1E, 5 control. Condiciones: 35 ciclos/60°, [los controles constan
de todo el medio de reacciéon para RT-PCR, PCR exceptuando el templado RNAmM o
cDNA respectivamente, se sefala el producto esperado.
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Figura 8. Purificacion del cDNA de ZmKRP1E y reaccion de digestion del plasmido que
tiene contenido a ZmMmKRP1E; (A) producto de PCR de = 350pb, carriles: 1 PM, 2
ZmKRP1E, 3 control; (B) reaccion de digestion del cDNA de ZmKRP1E, con las enzimas
de restriccion EcoR1/Notl carriles: 1PM, 2 ZmKRP1B, 3 control (plasmido sin digerir
PGEM T-EASY), 4 ZmKRP1E, 5 control (plasmido sin digerir PGEM T-EASY).

Un andlisis multiple de secuencias también mostré6 que el extremo N-terminal de
ZMmKRP1E es 99% idéntico al extremo N-terminal de Zeama;KRP1de maiz y comparte
un 61% de identidad con OsKRP4 de Oriza sativa, que a su vez comparte el 61% de

identidad con Zeama;KRP1 de maiz (tabla 3, figura 9).



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 0OskKRP5 221 59
1 ZeamaKRP1 190 5 OskKRP4 194 61
1 ZeamaKRP1 190 6 OskKRP3 225 20
1 ZeamaKRP1 190 7 OskKRP2 249 22
1 ZeamaKRP1 190 8 OskRP1 262 31
2 ZeamaKRP2 256 3 ZmKRP1E 109 30
2 ZeamaKRP2 256 4 OskKRP5 221 31
2 ZeamaKRP2 256 5 OskKRP4 194 35
2 ZeamaKRP2 256 6 OskKRP3 225 28
2 ZeamaKRP2 256 7 OskKRP2 249 31
2 ZeamaKRP2 256 8 OskRP1 262 58
3 ZmKRP1E 109 4 OskKRP5 221 55
3 ZmKRP1E 109 5 OskKRP4 194 61
3 ZmKRP1E 109 6 OskKRP3 225 10
3 ZmKRP1E 109 7 OskKRP2 249 12
3 ZmKRP1E 109 8 OskRP1 262 29
4 0sKRP5 221 5 OskKRP4 194 56
4 0sKRP5 221 6 OskKRP3 225 20
4 0sKRP5 221 7 OskKRP2 249 27
4 0sKRP5 221 8 OskRP1 262 32
5 OsKRP4 194 6 OskKRP3 225 26
5 OsKRP4 194 7 OskKRP2 249 23
5 OsKRP4 194 8 OskRP1 262 39
6 0OsKRP3 225 7 OsKRP2 249 21
6 0OsKRP3 225 8 OskRP1 262 29
7 0OsKRP2 249 8 OskRP1 262 30

Tabla 2. Comparacién de las secuencias de aminodacidos, 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-———————— LOKRQ------- 44
OsKRP5 MGKYMRKGK--VSGEVA---VMEVGGALLGVRTRSRTLA--——————— LQRTTSSQKPPE 46
OsKRP3 MGKYLRSSCKQQQQPSSPAAVASVAAAAVSSYSYLTLRS--—————--- GRRVPAAAAAA 50
OsKRP2 GGGGGSGGDDGEGGCYLRLRSRRLPFVAAAVVSSRREEALGDSVAEAASS--SSSRAVEL 105
ZeamaKRP2 PAAAVSAGGDG-GSCY IHLRSRMLFMAPPQPQPSVDSVPTPVEAADGAAGQQGAALAAGL 113
OsKRP1 TAVVGTTRRDG-GSCYLQLRSRMLFMAPPRPAPAAR-APVVAEAAGSGNG-AAAHAAAGL 117
ZeamaKRP1 EG---mmmmmv AGGEYLELRNRRLEKLPP--PPA----TTRR----SGGRK---AAAEAA 84
ZmKRP1E EG---mmmmmv AGGEYLELRNRRLEKLPP--PPA----TTRR----SGGRK---AAAEAA 84
OsKRP4 GGEYLELRSRRLEKLPP--PPP----PPPRRRATAAAAT---ADATAA 83
OsKRP5 KGEGDPGAGAGAGAEYLELRSRRLEKPPPHTPPAKEKETARRASAAAAAAVRMPAAPQAA 106
OsKRP3 (el 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---—---— ATTRSFRMMAPPAAAAE IEEFLAAAERSEA 216



ZeamaKRP2 SRAHGELSDLESDLAG-HKTGPSLP----- AATPAAEL1VPP--AHEIQEFFAAAEAAQA 225

OsKRP1 SFLPGEVSDLESDLAGGQKRSRPLPSAATASAQQATRPKIPP--AAEIEAFFAAAEEAEA 230
ZeamaKRP1 Ve NAPPVH-AVPSS--REMNEYFAAEQRRQQ 163
ZMKRP1E =~ —m e
OsKRP4 Ve QTPVRHN I IPAS--AELEAFFAAEEQRQR 167
OsKRP5 R METSVCRYVPSS--LEMEEFFAAAEQQQH 193
OsKRP3 AG——— e RRPPLSPPE--AEIEAFFAAAELAER 186
OsKRP2 ERFAAKYNFDVVRGVPLDAGGAGRFEWTAVGSG------———- 249

ZeamaKRP2 KRFASKYNFDFVRGVPLDAGG--RFEWAPVVST -————————- 256

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

ZeamaKRP1 QDF IDKYNFDPANDCPLPGR----FEWVKLD--======———— 190

ZMKRP1E ~ —— e

OskKRP4 QAF IDKYNFDPVNDCPLPGR----FEWVKLD--=—=—=————— 194

OsKRP5 QAFRERYNFCPVNDCPLPGR----YEWTRLDC--————————~ 221

OsKRP3 RRFAEKYNYDIALDRPLQGR----YEWEPTVPNFDVAKDVTDM 225

Figura 9. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos deducida de ZmKRP1E con
polipéptidos deducidos de las secuencias de cDNAs de las Zeama;KRP1 (AY986792) y
Zeama;KRP2 (AY986793) de maiz, asi como de las KRPs de arroz (OsKRP1-OsKRP5).

Habiendo una relacion 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 maiz, para asi obtener la secuencia
completa del gen, a la cual se le asign6 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 aminoacidos (tabla 3,
figura 10). No aparecio la region WASTCAS, la que seguramente se debid a un

artefacto en la secuenciacion 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. Comparacion de la secuencia complementada, porcentaje de identidad
Zeama;KRP1 de maiz (AY986792) y la secuencia completa de la ICK/KRP de maiz
ZmKRPlcom, que no es mas que la fusion de las secuencias ZmKRP1E (N-
terminal) y la secuencia parcial ICK1Zm (extremo C-terminal) de maiz.



ZmKRP1com MGKYMRKAKASSEVV IMDVAAAPLGVRTRARALALQRLQEQQAQWEEGAGGEYLELRNRR 60

ZmKRP1E MGKYMRKAKASSEVV IMDVAAAPLGVRTRARALALQRLQEQQAQWEEGAGGEYLELRNRR 60
ZeamaKRP1 MGKYMRKAKASSEVV IMDVAAAPLGVRTRARALALQRLQEQQTQWEEGAGGEYLELRNRR 60
ZmKRP1com LEKLPPPPATTRRSGGRKAAAEAAATKEAEASYGENMLELEAMER I TRETTPCSLINTQM 120
ZmKRP1E LEKLPPPPATTRRSGGRKAAAEAAATKEAEASYGENMLELEAMER I TRE-—————————~— 109
ZeamaKRP1 LEKLPPPPATTRRSGGRKAAAEAAATKEAEASYGENMLELEAMER I TRETTPCSLINTQM 120
ZmKRP1com TSTPGSTRSSHSRHRRVNAPPVHAVPSSREMNEYFAAEQRRQQQDF IDKYNFDPANDCPL 180
ZMKRPLE e
ZeamaKRP1 TSTPGSTRSSHSCHRRVNAPPVHAVPSSREMNEYFAAEQRRQQQDF IDKYNFDPANDCPL 180
ZmKRP1com PGRFEWVKLD 190

ZWKRPLE ~ mmmmmmmeeo

ZeamaKRP1 PGRFEWVKLD 190

Figura 10. Alineamiento de la secuencia multiple complementada ZmKRPlcom. Esta
consta de la secuencia ZmKRP1E (N-terminal) y la secuencia parcial 1ICK1Zm (extremo
C-terminal) de maiz (ZmKRP1com), con la secuencia completa de la Zeama;KRP1 de maiz
(AY986792), mas el extremo de ZmKRP1E de maiz.

Las figuras 11 Ay B, muestran reacciones de RT-PCR y PCR de la secuencia completa
de Zeama;KRP1 de maiz, afiadiendo las secuencias de ZmKRP1E y Actina 1 como
control de carga, realizadas a partir de RNA total de 0 horas (to) de ejes embrionarios
de maiz. Es de notarse que en el carril 2, que corresponde a Zeama;KRP1 de maiz, 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 llamara a esta secuencia ZmKRP1 (antes ZmKRP1E).
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Figura 11.(A) Reaccién de RT-PCR de los transcritos de Zeama;KRP1de maiz: 567 pb
(carril 2 y su control carril 3); ZmKRP1 327 pb (antes ZmKRP1E) (carril 4 y su control
carril 5); Actinal como control de carga (carril 6 y su control carril 7); pesos moleculares
(carriles 1 y 8); (B) Reaccién de PCR de los transcritos de ZeamaKRP1(carril 2 y su
control carril 3); ZmKRP1 (carril 4 y su control carril 5); Actinal como control de carga
(carril 6 y su control carril 7) de maiz y pesos moleculares (carril 1), los controles constan
de toda la mezcla de reaccion, a excepcion del molde (segun sea el caso).



VII.1. EXPRESION DE ZmKRP1 DE MAIZ DURANTE LA GERMINACION

Con el fin de estudiar la expresidon de ZmKRP1 durante la germinacién de maiz, se
implement6 un ensayo, el cual consistié en incubar por 0, 6, 12, 18 y 24 horas a ejes
embrionarios en amortiguador de imbibicion, para posteriormente obtener el ARN total
de cada uno de los tiempos establecidos y asi llevar a cabo reacciones de RT-PCRs

semicuantitativas.

Actinal ZmKRP1
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Figura 12. Nivel de transcripcion de la Actinal y ZmKRP1 (antes ZmKRP1E), a
diferentes tiempos de germinacion( 0,6,12,18, y 24 horas), y ciclos de reaccién por
RT-PCR semicuantitativo.

Inicialmente la reaccién de RT-PCR se realiz6 por 23 ciclos (figura 8), pero se obtuvo
una baja expresion desde 0 hasta 24 horas de germinacion, por lo que se incremento el
namero de ciclos a 32, (29 ciclos para amplificar al gen control, actinal). De esta
manera se pudo observar una mejor sefal de transcripcién; al ciclo 35 se llegé a la

saturacion de la reaccion de RT-PCR semicuantitativo (figura 12).
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Figura 13. (A) niveles del transcrito de ZmKRP1 durante la germinacién de ejes
embrionarios; (B) ciclos a los cuales se llevo acabo el analisis densitometrico (se
realizaron por triplicado). De los cuales posteriormente se llevo acabo el analisis
estadistico (ANOVA de dos vias).

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

germinacion.



VIIl. DISCUSION

Los inhibidores de las cinasas-dependiente de ciclinas, 6 CKls, como se conocen en
levadura (Saccharomyces cerevisiae) y en mamiferos, regulan la progresién del ciclo
celular por la unibn 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: Farl inhibe
las CDKs de la fase G1; Sicl participa en la sincronizacion de la fase S por la inhibicién
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 expresion de genes bajo condiciones de
niveles bajos de fosfato. Las siete ICKs descritas en mamiferos son clasificadas en
dos familias de proteinas 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 transicién
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, Dy a las ciclinas de tipo A (revisado en, Sherr y Roberts,1999).

VIIL.1. Inhibidores de CDKs en plantas

Recientemente, secuencias similares de la familia Cip/Kip fueron identificadas en
plantas. Siete genes que codifican proteinas con algin grado de homologia con p?’ K
(miembro de la familia Cip/Kip en mamiferos), 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
maiz cuentan con mas de una en su genoma. Conocer acerca de su patron de

expresion en la germinacion y en el ciclo celular, ha sido parte del presente trabajo.



VIII.2. Estructuray funcion de las ICKs/KRPs

Las diferentes variantes de ICKs/KRPs han conservado los principales dominios de
unién a CDKs y a ciclinas, sitios que han sido localizados en el dominio C-terminal de
las KRPs (Wang et al., 1998). La region N-terminal, no conservada, podria determinar
la especificidad hacia diferentes complejos ciclina/CDK. Alternativamente, estos
dominios podrian interaccionar con proteinas aun no descritas (De Veylder et al.,
2001).

Como se observo en los alineamientos multiples, tanto de las secuencias parciales
ICK1Zm (extremo C-terminal) y ZmKRP1(antes ZmKRP1E) [extremo N-terminal], como
de la secuencia ZmKRPlcom obtenida a partir de ejes embrionarios de maiz, la
identidad es muy alta, 99%, comparada con Zeama;KRP1, gen aislado y caracterizado
en endospermo de maiz (Coelho et al., 2005), lo que nos indica que es la misma
proteina. Esto es importante dadas las multiples 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 existia una secuencia, WASTCAS, no presente en ninguna ICK
reportada hasta la fecha, y que hacia a nuestra secuencia parcial muy interesante. Esta
secuencia se tomd como base para disefiar y sintetizar los oligonucledétidos que serian
utilizados para obtener el fragmento restante (extremo N-terminal) de la secuencia
parcial ICK1Zm de maiz, y asi tener el gen completo. Aun que parece ser que la
secuencia WASTCAS que no se logro amplificar con los oligonucleétidos disefiados
para esta region, se debiese a un artefacto experimental o a un error de secuenciacion
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 opcion, seria que
apartir de una biblioteca de cDNA de ejes embrionarios de maiz se pudiese rescatar un
cDNA con la secuencia de interés. No fue sino hasta que se utilizé un oligonucleétido
rio abajo (mas distante, anexo Il ) de la secuencia WASTCAS que se pudo amplificar
toda la region 5” del gen y corroborar que se trataba del gen Zeama;KRP1 previamente
reportado (Coelho et al., 2005).



La regulacion de los complejos ciclinas/CDKs por ICKs/KRPs permite ajustar los
tiempos del ciclo celular y su sobre-expresion inhibe tanto el numero, como el
crecimiento de las células y altera la morfologia 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 analisis de la expresion de ZmKRP1l durante el transcurso de la
germinacion muestra que existen niveles constantes del transcrito, con lo que podria
considerase que, al menos a este nivel no existe un control de la expresion de este gen
gue pudiera afectar los tiempos del ciclo celular en la germinacién. Tampoco los niveles
de la proteina ZmKRP1 se modifican durante la germinacion, aun bajo la influencia de
fitohormonas tales como ABA (de Jesus Juarez et al., 2008), lo que si se observa en la
proteina 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 proliferacion celular.

La expresion de estos inhibidores depende del estado metabdlico y de desarrollo de las
células o el balance en la integridad del DNA, implicando que diferentes efectores
controlan su presencia y acumulacién. La amplia variedad de proteinas inhibitorias
afectan los complejos ciclina/CDK en G1, claramente indicando el control de la
regulacion que modula el compromiso para completar el ciclo celular

(Vazquez y Sanchez, 2003).

VIII.3. Proteinas tipo ICK/KRP

Asi como las proteinas de tipo ICKs/KRPs que regulan la progresiéon del ciclo celular,
existen otras con funciones similares, en diferentes estadios, tales como ACK1 de
Arabidopsis thaliana, cuya sobre-expresion altera la morfologia 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
proteina de 14 kD que contiene un motivo de union a ciclinas y un motivo que se
encuentra en ICK/KRP que interacciona con CDK2/KRP. SIM fue hallado en asociacion
con ciclinas tipo D y CDKA; 1.



La sobre-expresion 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 especifico de plantas con una
funcion clave en la transicion de la mitosis a la endoreduplicacion (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 interaccién con la CDK especifica de plantas de tipo B. Se sugiere que
Oriza;EL2 codifica un nuevo inhibidor de CDKs de plantas, que se relaciona a la
progresion del ciclo celular con respuesta a estrés biodtico y abidtico (Peres et al., 2007).
Lo mencionado anteriormente tiene como fin exhibir que diferentes especies de plantas
cuentan con una variedad amplia de proteinas de tipo ICKs/KRPs, asi como de
distintas proteinas relacionadas en la progresién del ciclo celular.



IX. CONCLUSIONES

» La secuencia completa de ZmKRP1 muestra que es 99% identica a la proteina
Zeama;KRP1 obtenida de endospermo de maiz reportada (Coelho et al, 2005).

» La secuencia de aminoacidos WASTCAS, podria ser producto de un error de
secuenciaciéon, a menos que se compruebe lo contrario experimentalmente.

» El andlisis de la expresion de ZmKRP1 durante el transcurso de la germinacion

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 proteinas de tipo ICKs/KRPs durante la germinacion.

Determinar la capacidad inhibitoria de la ICK/KRP sobre complejos ciclina/CDK durante
la germinacion.

Detectar la posible existencia de otras proteinas ICKs/KRPs en maiz.



XI. ANEXOS I y I

Alineamiento multiple de secuencias (de Jesus Juarez, 2008)

ICK1Zm = &
Zeama_KRP_1 -MGKYMRKAKASS - ———————————————— EVVIMDVAAAP----LGVRTRARALALQRL 38
ICKZm_Est. ~ - - —-———m
1CKOs -MGKYMRKAKVVVSGE--—————————- VVAAAVMELAAAP----LGVRTRARSLALQ-- 41
ICK4At —-MGKY IRKSK1DGAGAGAGGGGGGGGGGESS IALMDVVSPSSSSSLGVLTRAKSLALQQQ 59
ICK3At -MGKYMKKSKITG--——————————————- DISVMEVSKATAPSPGVRTRAAKTLALKRL 42
ICK5At -MGKY IKKSKVAG--——————————————- 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. ~ - - —-———————————
ICKs == KRQGGEYLELRSRRLEKLPPPPPP 65
ICK4At QQRCLLQKPSSPSSLPPTSASPNPPSKQKMKKKQQQMNDCGSYLQLRSRRLQKKPPIVVI 119
ICK3At NS——- o SAADSALPNDSSCYLQLRSRRLEKPSSLIEP 75
ICK5At RS- - HSDEADSFN----YLQLRSRRLVKLPLLTNT 71
Zeama_KRP_2 PRR-—— - KRAPAGEPAAAVSAGGDGGSCY IHLRSRMLFMAPPQPQP 86
ICK6At SSS-——----— SVASSAALASDECSVTIGGEESDQ-SSSISS 76
ICK7At SSS-——----— SLAYSVSDSGGFCSVALSEEEDDHRSSSISS 73
ICK1At VSS———— - SCSGSNEYKKKEL IHLEEEDKDGDTETSTY 79
ICK2At ATN-———— - RGG1VARNSAGASETSVVIVRRRDSPPVEEQCQI 82
1CK1Zm AST = - CAS--—--- TAEATATK--———————————————— EADASY 21
Zeama_KRP_1 ATT———— - RRSGGRKAAAEAAATK-————————————————— EAEASY 93
ICKZm_ Est. ~~ - - —-———
1CKOs PPR-—— - RRATAAAATADATAAESA-——————————————— EAEVSF 92
ICK4At RSTKRRKQQRRNETCGRNPNPRSNLDS IRGDGSRSDSVSESVVFGKDKDLISEINKDPTF 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
1CK1Zm GENMETFELEAMERIT---—-—-— === === == — e 37
Zeama_KRP_1 GENM--LELEAMERIT---==—=——= === === 107
ICKZm_Est_ = -—————- ESEAMGRNT - === 9
1CKOs GGEN-VLELEAMERIAPFVSLNCVKNTWVAPSPKYPRVGATCLQGTKGVPYERDEQVLRH 151
ICK4At GQNFFDLEEEHTQRTT-----———————— === —— 195
ICK3At GENSLGFESRHSTRES------——————————— = 139
ICK5At GDN----- ERISRSD-—---——— e 121
Zeama_KRP_2 GDHVLVDVSAASNSGS-----——————————— o GP 163
ICK6At ETETSTFITSNFRKET--—-—-—-—= === 120
ICK7At ETEISTLLTNNFRKQG------—————————= == 114
ICK1At SMENYSSEFESAVKES-——————————— == 117
ICK2At GDDRETETSWIYDDLN-----————— === 128
1CK1Zm -———-RETTPCSLIN-TQMTSTPGS-TRSSHS----RHRRVNAPPVH-AVPSSREMNEYFA 86
Zeama_KRP_1 -———-RETTPCSLIN-TQMTSTPGS-TRSSHS----CHRRVNAPPVH-AVPSSREMNEYFA 156
ICKZm_Est_ -———-RETTPCSLIN-SEMISTPGSTTRSSHS----SHRRVKAPPVH-AIPSSTEMNEYFA 59
1CKOs FWNTRETTPCSLIRDPDT ISTPGSTTRRSHSS---SHCKVQTPVRHNI IPASAELEAFFA 208
ICK4At —--—-RESTPCSLIRRPEIMTTPGSSTKLNICVSESNQREDSLSRSHRRRPTTPEMDEFFS 251
ICK3At - TPCNFVEDME IMVTPGSSTRSMCR----- ATKEYTREQDNVIPTTSEMEEFFA 187
ICKBAt - CNFGD---KGFDLESENRSMIS----- DSKS----—————- 1QSEIEDFFA 154
Zeama_KRP_2 DRERRETTPSSRAHGELSDLESDLAGHKTGP----- SLPAATPAAEL IVPPAHEIQEFFA 218
ICKBAt - SPVSEGLGETTTEMESSSATKR--——————————— KQPGVRKTPTAAEIEDLFS 161
ICK7At - I1SSSENLGET-AEMDSATTEMRDQR------- KTEKKKKMEKSPTQAELDDFFS 160
ICKIAt - LDCCCSGRKTMEETVTAEEEEKAK-—-—————————- LMTEMPTESEIEDFFV 157
170

ICK2At - KSEESMNMDSSSVAVEDVESRRRLR--——-==————- KSLHETVKEAELEDFFQ
*

* - -



1CK1Zm
Zeama_KRP_1
ICKZm_Est_
1CKOs
ICK4At
ICK3At
ICK5At
Zeama_KRP_2
ICK6At
ICK7At
ICK1At
ICK2At

AEQRRQQQD---FIDKYNFDPANDCPLPG--RFEWVKLD--
AEQRRQQQD---FIDKYNFDPANDCPLPG--RFEWVKLD--
AEQRRQQQA---FIDKYNFDPVNDCPLPG--RFEWVKLD--
AEEQRQRQA---FIDKYNFDPVNDCPLPG--RFEWVKLD--
GAEEEQQKQ---FIEKYNFDPVNEQPLPG--RFEWTKVDD-
YAEQQQQRL---FMEKYNFDIVNDIPLSG--RYEWVQVKP-
SAEQQQQRF---FI1QKYNFDIVSDNPLPG--RYEWVKVMP-
AAEAAQAKR---FASKYNFDFVRGVPLDAGGRFEWAPVVSI
ELESQDDKKK-QF IEKYNFD I VNDEPLEG--RYKWDRL---
AAERYEQKR---FTEKYNYDIVNDTPLEG--RYQWVSLKP-
EAEKQLKEK---FKKKYNFDFEKEKPLEG--RYEWVKLE--
VAEKDLRNKLLECSMKYNFDFEKDEPLGGG-RYEWVKLNP-

*kKk -k ** * *

120
190
93

242
286
222
189
256
196
195
191
209

Fig. 5 Alineamiento multiple de la secuencia de aminoacidos deducida de ICK1Zm

con polipéptidos deducidos de las secuencias de cDNAs de las KRPs de maiz

(Zeama;KRP;1 y Zeama;KRP;2), Arabidopsis (ICK1-ICK7), Arroz (ICKOs)

EST de maiz (ICKZm_Est ).

Secuencia #(aa) Secuencia #(aa) Similitud (%)
ICK1Zm 120 Zeama_KRP_1 190 88
ICK1lZm 120 ICKZm_Est_ 93 86
ICK1Zm 120 ICKOs 242 61
ICK1lZm 120 ICK4At 286 38
ICK1Zm 120 zeama_KRP_2 256 25
ICK1Zm 120 ICK3At 222 28
ICK1lZm 120 ICK6At 196 26
ICK1lZm 120 ICK7At 195 23
ICK1Zm 120 ICK5At 189 22
ICK1Zm 120 ICK1At 191 20
ICK1lZm 120 ICK2At 209 20

Tabla 1. % de identidad de la secuencia de aminoacidos comparada.

y un



ANEXO Il
UBICACION DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS
-Reaccion de RT-PCR y PCR (*)
-Reaccion de RACE (+)
>|CK1Zm(118aa)
>atgggcaagtacatgcgcaagtacagccgaagccaccgcaaccaaggaggctgatgegteg
> WASTCASTAEATATKEADAS
*ZmKRP1lrev *
* ZmKRPArev  *
*ZmKRP1Brev*

*ZmKRP1B2rev* (SP3, RACE)+
>tacggggagaacatgttcgagttggaggccatggagaggattaccagggagacgacgcct
>YGENMFELEAMERITRETTP

*ZmKRP1F*(SP2,RACE)+

>tgcagcttgattaacacccagatgactagcactcctgggtccacgagatccagccactct
> C S LI NT QMTSTWP G S TR S S H
>cgccaccgcagggtgaacgctecctccggtgcacgcecgtecccaagttctagggagatgaat
>R HRRVNAPWPVHAVPSSREWM
>gagtacttcgctgccgaacagcgacggcaacagcaggatttcattgacaagtacaacttc
> E Y FA AEQURRO OO ODTFI DK Y N
>gatcctgcaaacgactgccctctcccaggcaggtttgaatgggtgaagctagac
> D P AN D CUP L P G R F E W V K L

* ICK (SP1, RACE) +




rpm
RT

Thr
Tyr

Revoluciones por minuto
Transcriptasa reversa
Fase de Sintesis
Treonina

Tirosina
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