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RESUMEN 
 Los complejos proteicos formados por ciclinas y cinasas dependientes de 

ciclinas (CDKs) son fundamentales en el control de la progresión del ciclo 

celular, permitiendo el paso de la célula a través de las distintas fases del ciclo; 

la ciclina es la subunidad reguladora y la CDK la catalítica. En plantas, de los 

distintos tipos de ciclinas, las D (en asociación con CDKA) son las encargadas 

de regular la transición G1-S; sin embargo, el mecanismo de regulación de los 

genes de ciclina D es poco conocido. Para evaluar la expresión de CYCDs a 

nivel transcripcional, se caracterizó la región promotora de la CYCD 2;2 de maíz, 

cuya expresión ha sido observada desde etapas tempranas de germinación 

mostrando un aumento hacia la fase S, en presencia de hormonas como 

auxinas, citocininas y fuente carbonada. 

 Dicha caracterización se dió identificando elementos de respuesta a 

fitorreguladores involucrados en el control de múltiples procesos, entre los que 

destaca la germinación, y a azucares que regulan la expresión de genes 

mediante señales extrínsecas.  

 El uso de diferentes regiones de la secuencia promotora permitió analizar 

la expresión de la CYCD2;2 en callos de maíz y células de epidermis de cebolla, 

transformados mediante biobalística, mostrando que un fragmento pequeño del 

promotor es suficiente para la expresión del gen reportero, dando lugar a la 

búsqueda de aquellos elementos mínimos necesarios para estabilizar la 

maquinaria transcripcional.  
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1. INTRODUCCIÓN 
1.1 El Maíz 

El maíz es una planta de origen americano y de importancia 

fundamental en el desarrollo de las antiguas culturas de América, ya que 

constituyó su alimento básico y quizá uno de los primeros en ser cultivados. 

El maíz, cuyo nombre científico es Zea mays (ver Tabla 1), es una planta 

herbácea, monocotiledónea y anual de la familia de las gramíneas (Raven et 

al., 1992). 

Tabla 1. Clasificación taxonómica del maíz. 

Reino Plantae 

División Magnoliophyta 

Clase Liliopsida 

Orden Cyperales 

Familia Poaceae 

Género Zea  L., 1753 

Especie Z. mays  L., 1753 

 

 El genoma del maíz ha experimentado varias rondas de duplicación de 

genoma, incluyendo aquella del antecesor paleopoliploide hace alrededor de 

70 millones de años (Paterson et al., 2004) y un evento adicional de 

duplicación completa de genoma hace alrededor de 5 a 12 millones de años 

(Blanc y Wolfe, 2004), la cual distingue al maíz de su mas cercano pariente, 

Sorghum bicolor  (Paterson et al., 2009).  Los 10 cromosomas del genoma de 

maíz son estructuralmente diversos y han experimentado cambios dinámicos 

en cuanto a composición de cromatina. El tamaño del genoma de maíz se ha 

expandido dramáticamente a 2,3 gigabases (Schnable et al., 2009) durante 

los últimos 3 millones de años debido a la proliferación de un retrotransposón 

terminal (San Miguel P et al., 1998). 

 El centro de origen del maíz es la región de Mesoamérica, 

probablemente en la zonas altas de México, a partir de donde se extiende 

rápidamente. Registros arqueológicos y análisis filogenético sugieren que la 

domesticación comenzó al menos hace 6000 años (Piperno y Flannery, 2001; 

Matsuoka et al., 2002) y después del descubrimiento de América en el siglo 
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XV se extendió por el mundo. Durante la domesticación del maíz toda región 

en la cual ha sido cultivado a través de los siglos  ha producido una selección 

de cultivos de maíz o razas, las cuales han sido mantenidas o mejoradas por 

el hombre adaptándose a los requerimientos y condiciones locales (Paliwal et 

al., 2001). 

La planta del maíz alcanza de 0.5 m a 6 m de alto. Forma un tallo 

erguido, hueco, robusto y sin ramificaciones. Las hojas forman una vaina 

larga arrollada íntimamente al tallo, del cual nacen 2 ó 3 espigas o mazorcas 

envueltas en espatas. En cada mazorca existen filas de granos, cuyo número 

puede variar de 8 a 30, y su color desde amarillo claro hasta verde pardo. En 

el extremo del tallo se encuentran pequeñas flores masculinas que se 

vuelven secas y pardas cuando se dispersa el polen (Paliwal et al., 2001). 

El maíz es uno de los granos cultivados por más tiempo y una de las 

especies cosechadas más productivas con un rendimiento promedio a nivel 

mundial de más de 4 toneladas por hectárea (Farnham et al., 2003). Puede 

ser directamente consumido como alimento en varias etapas de desarrollo, 

desde maíz inmaduro hasta grano maduro. Constituye, junto con el arroz y el 

trigo, uno de los principales alimentos cultivados en el mundo y está entre los 

que tienen aplicaciones más diversas. Su uso se centra no sólo en la 

alimentación humana, sino que también forma parte de la alimentación 

animal por sí mismo o como ingrediente en la composición de piensos para 

aves, cerdos y vacas. Por otra parte, los tallos de maíz, una vez separada la 

mazorca, son utilizados como forraje (Paliwal et al., 2001).  Puede ser 

procesado para un rango de aplicaciones como ingrediente en comida o 

bebidas, por ejemplo jarabe de maíz en refrescos o alimentos de maíz, o para 

propósitos industriales. Es la fuente principal de almidón a nivel mundial y se 

utiliza como ingrediente alimentario, en su forma nativa o modificado 

químicamente (White, 1994). El almidón de maíz se puede fermentar a 

alcohol, incluyendo el etanol que puede utilizarse como combustible; mientras 

que la industria de papel es el consumidor no alimenticio más grande del 

almidón de maíz. El aceite y la proteína tienen valor comercial cuando están 

como subproductos de la producción del almidón y se utilizan en la 

fabricación de comida (Zamski y Schaffer, 1996). 

 



 4 

1.2 Cultivo de tejidos vegetales 

 El cultivo de tejidos vegetales es un conjunto de técnicas mediante las 

cuales es posible la regeneración de una planta completa a partir de un 

explante (parte separada de una planta, por ejemplo: hoja, tallo, raíz, semilla, 

etc.). Estos tejidos se cultivan asépticamente en medios en los que se 

controla la composición y cantidad de nutrientes, pH, temperatura de 

incubación y condiciones de fotoperiodo. El cultivo de tejidos es utilizado en 

diversas aplicaciones que van desde la simple propagación in vitro, hasta 

estudios de fisiología y genética, sistemas de bioconversión, producción de 

metabolitos secundarios, entre otros. La obtención de un resultado 

satisfactorio depende en gran medida del tipo de explante utilizado, es por 

eso que el uso de explantes conteniendo la mayor cantidad de células 

meristemáticas es recomendado para una producción apropiada de callos 

(conjunto de células aglomeradas y desdiferenciadas). Podemos decir que el 

objeto principal de estas técnicas de cultivo de tejidos vegetales in vitro es  la 

producción ya sea de células, tejidos y plantas que sirvan a la propagación, 

eliminación de enfermedades o al desarrollo de biotecnología vegetal  

(George et al., 2008). 

 

1.2.1 Medios de cultivo 

 Los medios de cultivo utilizados para el cultivo de tejidos vegetales in 

vitro se componen de tres grupos básicos: 

a) Elementos esenciales o minerales, suplementados con mezclas de 

sales complejas. 

b) Un suplemento orgánico a base de vitaminas y/o aminoácidos. 

c) Una fuente de carbono usualmente en forma de sacarosa. 

 De acuerdo con los requerimientos de la planta, los nutrientes se 

clasifican en: 

1) Macronutrientes: se requieren en altas concentraciones para un 

óptimo crecimiento y desarrollo de la planta. Se consideran como 

macronutrientes al nitrógeno, fósforo, potasio, magnesio, calcio y 

azufre (ver Tabla 2). El nitrógeno es comúnmente suplementado como 

una mezcla de nitratos de potasio (KNO3) y amonio (NH4NO3). El 
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fósforo se agrega al medio de cultivo como iones fosfato de amonio 

((NH4)3PO4), sodio (Na3PO4) o potasio (K3PO4). 

2) Micronutrientes: estos elementos solo se requieren en trazas para el 

desarrollo de la planta, y son: manganeso, yodo, cobre, cobalto, boro, 

molibdeno, hierro y zinc.  

3) Compuestos Orgánicos: Algunos aminoácidos son comúnmente 

incluidos en el medio de cultivo, el más usado es la glicina, aunque 

también se han utilizado arginina, asparagina, ácido aspártico, ácido 

glutámico, prolina y glutamina. La caseína hidrolizada es también 

usada como una mezcla de aminoácidos. 

4) Fuente de Carbono: La sacarosa es la fuente de carbono mas 

empleada en cultivo in vitro debido a su bajo costo y fácil asimilación, 

pero en algunos casos se emplean otros carbohidratos como glucosa, 

maltosa, galactosa y sorbitol (George et al., 2008). 

Tabla 2. Funciones de los elementos en el desarrollo fisiológico de la planta 
(Slater, 2008) 

Elemento Función 

Nitrógeno Forma parte de la proteínas, ácidos nucleicos y algunas coenzimas 

Potasio Regulador del potencial osmótico y principal catión inorgánico 

Calcio 
Síntesis de pared celular, funciones de membrana y activación de 

enzimas dependientes de Ca2+ 

Magnesio Cofactor de enzimas, componente de la clorofila 

Fósforo 
Componente de ácidos nucleicos, intermediarios en respiración y 

fotosíntesis, transferencia de energía 

Azufre Componente de algunos aminoácidos y cofactores 

Cloro Requerido para la fotosíntesis 

Hierro Transferencia de electrones y componente de citocromo 

Manganeso Cofactor de enzimas 

Cobalto Componente de algunas vitaminas 

Cobre Cofactor de enzimas, transferencia de electrones 

Zinc Cofactor de enzimas, biosíntesis de clorofila 

 

1.2.2 Reguladores de crecimiento 

 Cuando se habla de reguladores de crecimiento se hace referencia a 

compuestos naturales (hormonas) y a compuestos sintéticos, que se 
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asemejan en su estructura a las hormonas endógenas de la planta y que en 

cultivo de tejidos se agrega a los medios de cultivo para dirigir la 

morfogénesis de la planta. De acuerdo con su función, las hormonas 

vegetales se dividen en 6 familias: auxinas, citocininas, giberelinas, ácido 

abscísico, brasinoesteroides y etileno (Taiz et al., 1991). 

Tabla 3. Reguladores de crecimiento vegetal (Salisburi y Ross, 1992) 

Regulador 
de crecimiento 

Sitio de 
Producción en la 

planta 
Principales funciones 

Auxinas 

Embriones de las 
semillas, yemas de 
meristemo apical y 
radicular así como 
en hojas jóvenes 

A bajas concentraciones estimulan la 
elongación del tallo, inducen la diferenciación 
celular y la ramificación, regulan el desarrollo 

del fruto, aumenta la dominancia apical, regula 
el fototropismo, promueve la diferenciación del 

xilema y retarda la abscisión de hojas. A 
concentraciones elevadas induce la formación 

de callo. 

Citocininas Principalmente en 
raíces 

Afectan la diferenciación y crecimiento de la 
raíz, estimulan la diferenciación y crecimiento 

de las células, la germinación y retardan la 
senescencia 

Giberelinas 

En meristemos de 
las yemas apicales 

y raíces, hojas 
jóvenes y embrión 

de la semilla 

Promueven la germinación de semillas y la 
brotación de yemas, la elongación de los tallos 

y el crecimiento de hojas. Estimulan la 
floración y el desarrollo de frutos, afectan el 

crecimiento y desarrollo de raíces 

Brasinoesteroides 
Semillas, frutos, 
ápices, hojas y 
yemas florales 

Inhiben el crecimiento de raíces, retardan la 
abscisión de hojas y promueven la 

diferenciación del xilema  

Ácido Abscísico 
Hojas, tallos, 

raíces y frutos 
verdes 

Inhibe el crecimiento, cierra los estomas 
durante el estrés hídrico, promueve la 

dormancia de semillas 

Etileno 
Frutos en 

maduración, nudos 
de los tallos, hojas 

viejas y flores 

Promueve la maduración de frutos, promueve 
o inhibe el crecimiento y desarrollo de raíces, 

hojas y flores dependiendo de la especie 

 

 Las familias de reguladores de crecimiento que mas nos interesan son: 

 Auxinas: son sustancias que ejercen un efecto fisiológico similar al del 

ácido indol acético (AIA), la primera auxina descubierta. Pueden ser 

clasificadas como compuestos indólicos, fenoxiácidos (2,4-D), ácidos 

naftalenacéticos (ANA) o ácidos benzoicos. Las auxinas naturales son 

producidas en zonas meristemáticas de tallo y transportadas hacia abajo del 

tallo a otras partes de la planta. La concentración de auxina difiere de planta 

a planta, en los diferentes tejidos, la estación del año y en la etapa de 
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crecimiento de la planta. Se han encontrado ampliamente distribuidas en 

plantas con y sin semilla, así como en bacterias, hongos y algas (George et 

al., 2008). 

 Estos compuestos están implicados en procesos fisiológicos tales 

como la elongación celular, geotropismo, fototropismo, dominancia apical, 

iniciación de raíz, desarrollo de frutos y pueden estimular la producción de 

etileno. 

 En cultivo de tejido vegetal, promueven el crecimiento de callo, de 

células en suspensión y meristemos de tallos y raíces. En combinación con 

citocininas, estimulan diferenciación de floema y xilema. El 2,4-D, auxina 

sintética, es un inductor de la división celular mediante la activación de un 

sistema de cascada de señales, el cual involucra la unión del ligando (2,4-D) 

a receptores, segundos mensajeros e integrantes de la transducción de 

señales, entre ellos proteínas G y fosfolipasa C, que da lugar a que la célula 

reprograme su expresión génica con la activación de genes de proteínas 

cinasas, ciclinas y el reacomodo de la estructura del citoesqueleto (George et 

al., 2008). 

 Citocininas: el término fue propuesto por Skoog y colaboradores y 

define a un grupo de compuestos que promueven la citocinesis en células 

vegetales y producen efectos similares a aquellos producidos por la cinetina 

(Moore, 1989). En la actualidad se han descrito alrededor de 200 tipos de 

citocininas; entre las naturales se encuentra la zeatina, la cual fue aislada de 

granos de maíz inmaduros. En forma natural las citocininas se encuentran en 

altas concentraciones en regiones meristemáticas y tejidos en crecimiento y 

división como raíces, hojas jóvenes, frutos en desarrollo y semillas. Están 

ampliamente distribuidas en plantas superiores, musgos, hongos, bacterias y 

en muchos procariontes (Moore, 1989). 

 La manifestación fisiológica producida por la planta en respuesta a la 

aplicación de las citocininas depende mucho de la especie, así como del tipo 

de citocinina aplicada. Entre los efectos que produce dicha aplicación in vivo 

se encuentran el aumento de la apertura de estambres y se fomenta la 

inducción de morfogénesis de cloroplastos. Otros efectos son mayor división 

celular y formación de órganos, germinación de semillas, alargamiento de 

células, iniciación y crecimiento de raíz, desarrollo de yemas y tallos, retardo 
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de la senescencia y promoción de la translocación de nutrientes y sustancias 

orgánicas. En cultivo de tejidos in vitro estimulan la división y expansión 

celular, la morfogénesis, así como el crecimiento de yemas (George et al., 

2008). 

 

1.2.3 Cultivo de callo 

 El tejido callogénico (callo) se define como una masa amorfa de tejidos 

desdiferenciados, de morfología y coloración variados. Se caracteriza por 

tener proliferación continua, acelerada y carente de organización, así como 

por estar constituido de un solo tipo de células (callo homogéneo) o de varios 

tipos celulares (callo heterogéneo). Se obtiene a partir de fragmentos de 

tejidos de zonas no diferenciadas. 

 El callo ha sido utilizado ampliamente como modelo biológico en 

investigación en fisiología celular, estados de organogénesis, embriogénesis  

y genética entre otros (Gupta e Ibaraki, 2006).  

 El callo puede ser obtenido de cambium, cortex, médula, floema 

secundario y aún xilema. La inducción y proliferación tienen lugar en 

presencia de auxinas fuertes tales como el ANA o 2,4-D, así como con una 

citocinina en menor proporción que estimule la división celular. 

 La inducción tarda de 3 a 5 semanas para dar lugar a la formación de 

callo, momento en el cual éste será subcultivado, transfiriendo pequeñas 

piezas de tejido (50-100 mg) a medio fresco y una vez que el callo ha sido 

establecido, debe ser subdividido y subcultivado a intervalos regulares hasta 

obtener suficiente material disponible para experimentación. 

 La cinética de crecimiento de los cultivos de callos es cuantificada 

mediante los incrementos de peso fresco y peso seco, aunque existen otros 

parámetros tales como número y volumen celular. 

 En el cultivo de callo, la división celular está confinada a la periferia del 

tejido. La proliferación se localiza generalmente en nódulos o en zonas 

meristemáticas superficiales y es el resultado de la división periclinal. La 

formación de estas secciones proliferantes se da gracias a que conforme la 

tasa de división cae, el plano de división del tejido se altera dando inicio a la 

actividad meristemática solo en ciertas secciones y así iniciando la formación 

de nódulos. En cultivo de callos esta fase se asocia con el cese de la división 
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celular. La tasa de respiración declina y la síntesis de RNA y actividad de 

enzimas clave de la vía de pentosas fosfato decrece. En muchos casos, si el 

medio nutritivo consumido no es reemplazado, puede ocurrir diferenciación 

celular. Esto podría involucrar la actividad de regiones meristemáticas dentro 

del cuerpo del callo, llevando a la regeneración de órganos, lo cual esta 

asociado al incremento en producción de metabolitos secundarios (Gupta e 

Ibaraki, 2006).  

 

1.3 Ciclo Celular 

El ciclo celular tiene un papel determinante en el crecimiento y 

desarrollo de los organismos multicelulares, incluyendo las plantas (Dewitte y 

Murray, 2003). 

El ciclo celular consiste de una serie de eventos ordenados, 

incluyendo la replicación del DNA y la mitosis, que conducen a la proliferación 

celular, la que es necesaria para la germinación de la semilla, es decir, la 

formación de un nuevo organismo, y debe coordinarse de manera continua 

con la diferenciación celular durante el crecimiento de la planta. La división 

celular está fuertemente controlada por la progresión del ciclo celular, el cual 

consta de cuatro fases: la fase post-mitótica (G1), la fase de síntesis de DNA 

(S), la fase post-sintética (G2) y la fase mitótica (M). Durante la mitosis se 

divide la célula, posteriormente cada una de las células nuevas comienza su 

ciclo (Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 1. Representación gráfica del ciclo celular, indicando cada una de sus 
fases y puntos de control (Klug y Cummings, 1999). 
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La maquinaria básica encargada del progreso y regulación del ciclo 

celular esta comprendida, como en otros organismos eucariontes, por 

cinasas dependientes de ciclina (CDKs) que junto con diferentes ciclinas 

(CYC) forman complejos CDK-CYC, los cuales se encargan de fosforilar una 

gran variedad de sustratos en los puntos de control G1-S y G2-M (Pines, 

1995; Huntley y Murray, 1999), regulando el inicio de la replicación del DNA y 

la mitosis respectivamente. La subunidad catalítica CDK es la encargada del 

reconocimiento del motivo blanco de fosforilación presente en la proteína 

sustrato, mientras que la subunidad reguladora CYC tiene la función de 

discriminar distintas proteínas como sustratos (Jackman et al., 2003; Inzé y 

De Veylder, 2006).  

 

1.3.1 Cinasas Dependientes de Ciclina 

Las CDKs de plantas pueden ser agrupadas en 8 clases distintas: de 

CDKA a CDKG (Menges et al., 2005) existiendo 152 genes en 41 especies 

de plantas (Inzé, 2007; Doonan y Kitsios, 2009). 

Todos los organismos eucariontes estudiados poseen al menos una 

CDK con su motivo PSTAIRE en el dominio de unión a ciclina. En plantas 

este motivo esta conservado y es característico de la CDKA, que juega un 

papel fundamental en la regulación de los puntos de transición G1-S y G2-M. 

Los niveles proteicos de CDKA permanecen constantes a lo largo de todo el 

ciclo celular (Magyar,1997), además de ser capaz de complementar 

funcionalmente mutantes en levadura deficientes de cdc2 (Dyson, 1998). Se 

ha observado que una reducción en la producción de CDKA en plantas de 

tabaco conduce a una reducción en la velocidad de división celular, 

produciendo plantas de menor tamaño. También se ha descrito otro tipo de 

CDK exclusivo de plantas denominado CDKB, el cual presenta un motivo 

PPTALRE o PPTTLRE, lo que da lugar a la presencia de dos subgrupos, 

CDKB1 y CDKB2 respectivamente. Ambos subgrupos se encuentran tanto en 

monocotiledóneas como en dicotiledóneas, sugiriendo una función 

conservada única para cada subgrupo de la CDKB en la regulación del ciclo 

celular. La expresión de la CDKB se observa desde el término de la fase S 

hasta M (Porceddu, 2001). 
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La actividad de CDK es regulada por fosforilación de la Thr160 o 

residuos equivalentes. Dicha fosforilación induce un cambio conformacional 

que permite el reconocimiento apropiado de sustratos y es llevada a cabo por 

cinasas activadoras de CDKs (CAKs). Arabidopsis contiene 4 genes que 

codifican para CAKs, los cuales son divididos en dos tipos, CDKD y CDKF 

(Vandepoele et al., 2002). CDKD esta funcionalmente relacionada a las CAKs 

de animales, mientras que CDKF es específica de plantas y funcionalmente 

similar a la CAK de levadura (Umeda et al., 2005). Las diferencias 

funcionales entre los dos tipos de CAKs son ejemplificados por sus sustratos 

específicos y su dependencia de distintas ciclinas. CDKD es la encargada de 

fosforilar el dominio carboxilo terminal de la RNA polimerasa II; mientras que 

la activación de CDKF necesita la unión a la ciclina H para posteriormente 

fosforilar y activar a CDKD (Yamaguchi, 2003). Por otro lado, se ha 

observado que una disminución en los niveles de CDKF lleva a una 

disminución en la actividad de CDK y una prematura diferenciación de células 

de meristemos de raíz (Inzé y De Veylder, 2006). 

 

1.3.2 Expresión de genes de CDK 

           La regulación transcripcional de un gen de control de ciclo celular es 

un componente esencial en la compleja maquinaria regulatoria, asegurando 

la progresión del ciclo y su coordinación con programas morfogenéticos y 

extracelulares (Inzé, 2007). La expresión génica periódica es considerada 

una característica general de los genes de ciclo celular en eucariontes, los 

que dependen de múltiples elementos regulatorios contenidos en la región 

promotora y su correspondiente interacción con proteínas activadoras o 

represoras (Zhu et al., 2004, Ito, 2005). 

 Mientras los genes de CDKs de las familias A, C, D y E muestran 

expresión constitutiva en células sincronizadas de distintos órganos de 

plantas, los transcritos de CDKB son acumulados en células en G2/M, 

característica única de  genes de cinasas no PSTAIRE en plantas (Umeda et 

al., 1999, Freeman et al., 2003, Espinosa-Ruiz et al., 2004). La adición de 

sacarosa activa a los genes de CDK con distintos perfiles de expresión. Los 

genes de CDKB son activamente transcritos durante la fase S, mientras que 



 12 

CDKC;1, CDKD;1 y CDKG;1 responden en la transición G0/G1 (Breyne et al., 

2002). 

 La expresión de genes de CDK puede ser modificada por hormonas 

vegetales o factores reguladores de crecimiento. El tratamiento de 

protoplastos de hojas de mesófilo o raíz de alfalfa con acido 2,4-

diclorofenoxiacético (2,4-D) activa la expresión del gen de CDKA; dicha 

acumulación correlaciona con el elevado nivel de incorporación de [3H] 

(Magyar et al., 1993).  

 La presencia de citocininas incrementa la actividad de GUS regulada 

por el promotor de la CDKA;1 en células del cilindro vascular. Este promotor 

es también muy activo en callos inducidos con 2,4-D e inhibido 

completamente por la presencia de ABA. 

Un análisis del promotor de la CDK de alfalfa, específica de mitosis, 

(CDKB2;1) detectó algunos elementos en cis de respuesta, tales como MSA 

(activador especifico de mitosis), ABRE( elemento de respuesta a ABA), sitios 

de unión a E2F, ERE (elemento de respuesta a etileno) y TCA (respuesta a 

daño) (Zhiponova et al., 2006). 

 

1.3.3 Inhibidores de CDK 

 Las CDKs, esenciales para la regulación del ciclo celular en 

eucariontes, pueden ser inhibidas por interacción proteica y por fosforilación y 

desfosforilación a nivel de proteína (Morgan, 1997). El término inhibidor de 

CDK (CKI) generalmente se refiere a una proteína que sea capaz de inhibir la 

actividad de CDK a través de la unión con el complejo CDK. Los genes 

inhibidores de CDKs fueron identificados inicialmente en mamíferos y 

levaduras y son clasificados dentro de las familias de Cip/Kip e INK4, basado 

en la similitud estructural y especificidad de inhibición de CDK (Sherr y 

Roberts, 1995). La familia Cip/Kip esta formada por las proteínas p27Kip1,  

p21Cip1 y p57Kip2, mientras que la familia INK4 por p16INK4a, p15INK4b, p18INK4c y 

p19INK4d. 

 En plantas, la actividad de inhibidor de CDK fue inicialmente 

observada durante el desarrollo de endospermo (Grafi y Larkins, 1995); 

mientras que el primer gen inhibidor de CDK fue identificado en Arabidopsis 

(Wang et al., 1997). Estos genes inhibidores de CDK han sido reportados 
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para diversas especies de plantas, donde se ha observado que todos 

contienen un dominio carboxilo terminal que comparte similitud con la familia 

de genes inhibidores Cip/Kip de mamíferos en una región de 30 residuos 

importante para la inhibición (Wang et al., 1997). 

 La familia ICK/KRP de siete genes inhibidores de CDK de Arabidopsis 

es la mejor descrita y está compuesta por ICK1 y 2 (Inhibidor de CDK) (Wang 

et al., 1997, Lui et al., 2000)  y KRP3 a KRP7 (Proteínas relacionadas a Kip) 

(De Veylder et al., 2001).  

 Se ha observado que estos genes tienen una expresión diferente en 

distintos tejidos tales como hoja, raíz, inflorescencia y flor (Wang et al., 1998; 

De Veylder et al., 2001). Interesantemente la ICK1 de Arabidopsis muestra 

mayores niveles de expresión en hojas en plantas de 5 días (Wang et al., 

1998); mientras que la NtKIS1a de Tabaco lo hace en brotes viejos de flor 

(Jasinski et al., 2002), indicando que ambos genes de inhibidores de CDK 

son sobreexpresados en tejidos no proliferativos. 

 La división celular en plantas es inhibida por ABA y estrés abiótico 

(Bögre et al., 2000). La expresión de ICK1 es inducida por ABA y 

tratamientos de bajas temperaturas; este fenómeno fue observado también 

en alfalfa así como la respuesta de estos genes a estrés salino (Wang et al., 

1998; Ruggiero et al., 2004). 

  

1.3.4 Fosforilación de CDK 

 Similar a como ocurre en levaduras y mamíferos, la actividad de los 

complejos CDK/CYC es regulada también por fosforilación y desfosforilación 

y la interacción con proteínas reguladoras. Complejos de CDK/CYC en 

levadura son sujetos de una fosforilación inhibitoria de una tirosina en el 

amino terminal en la subunidad de CDK, mientras que en vertebrados las 

CDKs son fosforiladas en una Tyr y un residuo de Thr en el amino terminal 

(Inzé y De Veylder, 2006). 

 En plantas la fosforilación sobre Tyr de la CDKA ha sido detectada 

inequívocamente y muestra una regulación negativa al disminuir la actividad 

de cinasa en bajos niveles de citocinina, en estrés osmótico y cuando hay 

daño en el DNA (Schuppler et al., 1998; Zhang et al., 1996). Los sitios de 

fosforilación están también conservados en CDKs tipo B. 
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 La cinasa WEE1, presente también en plantas, es la encargada de la 

fosforilación inhibitoria de las CDKs (Sorrell et al., 2002; Sun et al., 1999). Se 

ha observado que la sobreexpresión de los genes WEE1 de Arabidopsis y 

maíz en S. pombe  causa arresto del ciclo celular (Sorrell et al., 2002; Sun et 

al., 1999).  

 Recientemente se ha encontrado que en Arabidopsis existe un gen 

que codifica una proteína parecida a la fosfatasa CDC25, capaz de unir a los 

residuos fosforilados Thr14 y Tyr15 e inducir la actividad de CDK de 

Arabidopsis (Landrieu et al., 2004), mostrando la conservación de un nivel de 

regulación más en el ciclo celular de distintos eucariontes. 

 Por otro lado la actividad de CDK también puede ser activada 

mediante fosforilación. La fosforilación en la Thr160 de las CDKs induce un 

cambio conformacional permitiendo un reconocimiento apropiado; dicha 

fosforilación es realizada por cinasas activadoras de CDK (CAKs). En el 

genoma de Arabidopsis hay cuatro genes que codifican para CAKs que son 

divididas en dos clases, CDKD y CDKF (Umeda et al., 1998; Umeda et al., 

2005; Vandepoele et al., 2002). 

 La familia de CDKDs es funcionalmente parecida a la de las CAKs de 

vertebrados, mientras que la CDKF es una CAK específica de plantas. La 

diversidad funcional entre ambas clases de CAK es debida a su sustrato o 

ciclina a la que se unen. La activación de CDKF no requiere la unión con 

CYCH, mientras que la activación de CDKDs si. Es la CDKF la encargada de 

activar al complejo CDKD/CYCH y éste a su vez es el único capaz de 

fosforilar al dominio carboxilo terminal de la RNA polimerasa II (Shimotohno 

et al., 2004). 

  A través de la regulación sobre la actividad de CDK, se ha demostrado 

que las CAKs son importantes reguladores del ciclo celular en respuesta a 

gradientes endógenos de hormonas (Yamaguchi et al., 2003). Una inducción 

de la represión en la actividad de CDKF resulta en una gradual reducción en 

la actividad de CDK y diferenciación prematura en células del meristemo de 

raíz (Umeda et al., 2000), mientras que la sobreexpresión de la CDKD;1 de 

arroz acelera la progresión de la fase S y el crecimiento en general de células 

en suspensión (Fabian-Marwedel et al., 2002). Estos datos indican que las 

CAKs tienen un papel muy importante en la determinación de la velocidad de 
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crecimiento y el estado de diferenciación de células por el control que tienen 

sobre el nivel de actividad de CDK. 

 

1.3.5 Ciclinas 

Las ciclinas son proteínas que se acumulan en momentos específicos 

del ciclo celular y luego son degradadas rápidamente. Se sabe que juegan un 

papel crítico en el control de la progresión del ciclo celular en eucariontes.  

La mayor parte de los organismos cuenta con diferentes grupos de 

ciclinas, las cuales tienen funciones especializadas. Por ejemplo, en células 

animales las ciclinas B están implicadas en la entrada a mitosis (Minshull et 

al., 1989), mientras que las ciclinas D tienen un rol especial en la reentrada al 

ciclo celular en respuesta a señales extracelulares (Sherr, 1994) y las ciclinas 

E promueven la entrada a fase S (Geng et al., 2003). 

De acuerdo a su similitud con las ciclinas de animales, las ciclinas de 

plantas se han clasificado como tipos A, B, C, D, H y L (Barroco et al., 2003, 

Wang et al., 2004). Mediante el análisis del genoma completo de Arabidopsis 

se identificaron diez genes de ciclinas D, que se agrupan en seis o siete 

grupos (Oakenfull et al., 2002; Vandepoele et al., 2002). De ellas, 

Arath;CYCD2 y Arath;CYCD3 son las ciclinas más estudiadas (De Veylder et 

al., 1999; Riou-Khamlichi et al., 1999; Cockcroft et al., 2000; Swaminatan et 

al., 2000; Dewitte et al., 2003). 

El análisis de la familia de ciclinas en el genoma completo de arroz 

mostró que esta especie contiene 49 ciclinas agrupadas en 9 tipos: A, B, D, 

F, SDS, H, L, T y P, siendo el tipo D el que comprende un mayor número de 

ciclinas con 14 (La et al., 2006). Asimismo, se han identificado 90 proteínas 

de arroz que pertenecen a proteínas del ciclo, CDK, E2F, CKI, CKS, RB y 

Wee, que podrían estar involucradas en el control del ciclo celular (Guo et al., 

2007). 

 

1.3.6 Ciclinas tipo D 

 El primer punto de control durante el ciclo celular de plantas es la 

transición G1/S, por lo que las ciclinas D tienen una función especial en el 

control de la reentrada al ciclo celular, ya que se consideran los sensores 

primarios del entorno, al percibir señales externas y del desarrollo y 
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acoplarlas a las señales de proliferación, para así controlar la regulación del 

primer punto de control en plantas, dirigiendo la fosforilación de la proteína 

RBR (Dewitte y Murray, 2003, de Jager et al., 2005, Inzé y De Veylder, 2006), 

la cual es una limitante para la entrada a la fase S (Menges et al., 2006).  

 

Figura 2. Modelo especulativo sobre la progresión del ciclo celular en células 
vegetales (Inzé y De Veylder , 2006). 

 

En animales, las ciclinas D forman complejos con actividad de cinasa 

con CDK4 y CDK6, los cuales fosforilan a la proteína retinoblastoma (pRB) e 

inactivan la función de supresor de ésta sobre el factor de transcripción E2F, 

permitiendo la progresión de G1 hacia S (Harbour y Dean, 2000). Las señales 

mitogénicas regulan, a nivel transcripcional y traduccional, a los complejos 

CDK-CYCD y controlan la estabilidad de las proteínas y el ensamblaje e 

importe de los complejos hacia el núcleo (Sherr y Roberts, 2004). 
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Subsecuentemente, los complejos activos de CDK-CYCD promueven la 

progresión de la fase G1 a S para llevar a cabo la proliferación celular. 

 Se ha reportado que en plantas existe un patrón similar al de la vía 

ciclinas/pRB presente en animales (Nakagami et al., 1999; Ramírez-Parra et 

al., 1999; Shen 2002). Las ciclinas tipo D controlan la ruta en la que están 

involucradas la proteína retinoblastoma (RB, en animales) o proteínas 

parecidas a RB (RBR, en plantas) y los factores de transcripción E2F / DP 

(Figura 2). En células que no están en proliferación, el factor E2F/DP está 

unido a la proteína RBR, la cual recluta desacetilasas de histonas que 

impiden la expresión de algunos genes. Cuando RBR es fosforilada por los 

complejos CYCD/CDK se libera el complejo E2F/DP, que funciona como 

activador transcripcional permitiendo la expresión de genes requeridos para 

la transición de la fase G1 a S (Dyson, 1998; Sekine et al., 1999; Uemukai et 

al., 2005; Inzé y De Veylder, 2006). Las ciclinas D de plantas muestran una 

baja similitud en su secuencia proteica cuando se comparan con las de 

animales, sin embargo comparten atributos claves como su participación en 

la vía antes mencionada (Ramírez-Parra et al., 1999). 

 Sabemos que dentro del genoma de Arabidopsis existen 10 genes que 

codifican para ciclina D los cuales son clasificados dentro de 6 o 7 subgrupos 

que son CYCD1 a CYCD7 (Oakenfull et al., 2002), mientras que en arroz el 

cual esta separado de Arabidopsis por al menos 150 millones de años de 

evolución, existen 14 genes de CYCD que caen dentro de los mismos 

subgrupos conservados (Wang et al., 2004; La et al., 2006; Guo et al., 2007). 

En maíz son 17 los genes de CYCD presentes en el genoma (Buendía-

Monreal et al., 2011), mientras que en células de humano sólo existen 3 

(Sherr, 1995). No es clara la razón de la existencia de tantas ciclinas, aunque 

se puede especular que cada una tiene un tiempo específico de acción, o 

bien un tejido específico, o principal, de acción. También es probable que 

tengan funciones redundantes 

 Las secuencias proteicas de las ciclinas tipo D de plantas, al igual que 

las de otros eucariotes, muestran una misma organización estructural típica 

(Figura 3), con una región conservada de 250 aminoácidos que es llamada 

centro de ciclina, el cual consiste de dos dominios llamados amino (N) 

terminal y carboxilo (C) terminal (Wang et al., 2004; La et al., 2006; Menges 
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et al., 2007). El dominio amino terminal tiene una longitud aproximada de 120 

aminoácidos y dentro de esta región se encuentra la secuencia conservada 

de ocho aminoácidos llamada caja ciclina, que sirve como sitio de unión a 

CDK. Otra característica de las ciclinas es la presencia del motivo LxCxE de 

unión a la proteína RB, el cual también se encuentra cercano al extremo N 

terminal y está presente en casi todas las secuencias de ciclinas D. El 

dominio carboxilo terminal está presente en muchas, pero no en todas las 

ciclinas, lo que sugiere una función específica pero quizá no crítica. Algunas 

ciclinas D de plantas también poseen cajas PEST que permiten su 

degradación por ubiquitinación; sin embargo, solo 10 de las 17 ciclinas D  de 

maíz contienen esta secuencia (Inzé y De Veylder, 2006; Buendía-Monreal et 

al., 2011). 

 

 
 

Figura 3. Representación esquemática de los dominios característicos de 
ciclinas.  Dominio ciclina-N-terminal,  dominio ciclina-C-terminal,  
caja ciclina,  motivo LxCxE. Escala en número de aminoácidos. 
 
 
1.3.7 Regulación y expresión génica de Ciclinas D 

El control de la expresión génica puede ocurrir a varios niveles, siendo el 

nivel primario el que involucra la transcripción. Para que comience este 

proceso se requiere una estructura apropiada de la cromatina, así como la 

presencia de las secuencias promotoras y de las secuencias que modulan la 

transcripción de cada gen. Una vez que se transcribe el RNAm, éste debe ser 

procesado a un mensajero maduro y exportado fuera del núcleo de manera 

que permita la traducción por la maquinaria ribosomal. Los puntos finales de 

control se ejercen a nivel de la proteína mediante modificaciones que afectan 

su función (Cullis-Wiley, 2004). 

No todos los genes se encuentran prendidos todo el tiempo en el ciclo de 

vida de una planta; es decir, se requieren diferentes genes durante las 

distintas etapas de desarrollo y maduración sexual. A grandes rasgos, existen 

dos tipos de control para la expresión génica: 
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• Regulación temporal. Cuando un gen es expresado únicamente en un 

período específico del desarrollo, como por ejemplo durante el 

desarrollo de la flor. 

• Regulación espacial. Cuando un gen es únicamente expresado en un 

lugar o tejido específico en la planta (Cullis-Wiley, 2004). 

 

 En el 2007 se demostró que los genes de CYCD3 y CYCD6;1 de 

Arabidopsis están altamente correlacionados en su expresión con ciclinas 

mitóticas, indicando que estos niveles puede ser un reflejo del numero de 

células en división (Menges y Murray, 2008). Por otro lado la CYCD1;1 

muestra la mayor abundancia en flor y ápice de tallo, mientras que las 

CYCD3;3 y CYCD4;1 tienen mayor expresión en raíz y la CYCD2;2, aunque 

mas o menos expresada constantemente, muestra los niveles de expresión 

mas elevados en polen maduro (Menges and Murray, 2008). 

 En arroz la CYCD2;1 es fuertemente expresada en desarrollo y 

semillas germinando en presencia de luz, pero no se expresa en oscuridad 

(Nakano et al., 2006). Durante esta etapa únicamente se observó la 

expresión adicional de la CYCD5;1 que de igual manera se expresaba en 

raíces maduras y ovarios (Nakano et al., 2006). 

 Por otro lado, en maíz las CYCD 2;1, 4;1, 5,1 y 5;2 tienen patrones 

diferentes de expresión durante la germinación de semillas. La CYCD5,2 es 

expresada durante etapas tempranas y la CYCD4;1 muestra una 

acumulación desde niveles casi indetectables en semilla seca (Quiroz-

Figueroa y Vázquez-Ramos, 2006). La adición de auxinas y citocininas, 

encargadas de acelerar el proceso de germinación, modifican el patrón de 

expresión de todas las ciclinas estudiadas, siendo las citocininas las 

encargadas de producir un incremento en las primeras horas de germinación 

(Quiroz-Figueroa y Vázquez-Ramos, 2006). 

 Recientemente se estudió el patrón de expresión de las 13 CYCDs 

restantes de maíz; observándose que casi todas se expresan durante la 

germinación; su expresión también se estudió en plántulas, donde fue claro 

que se acumulan a niveles más elevados en raíz (Buendía-Monreal et al., 

2011). 
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1.3.8 Promotores de genes de Ciclinas D 

 Para la regulación de la expresión génica se requieren secuencias 

promotoras específicas, que pueden ser constitutivas o inducibles. Un 

promotor constitutivo es aquel que funciona en todos los tejidos bajo 

cualquier condición, mientras que uno inducible es únicamente activado en 

respuesta a estímulos específicos. Un promotor constitutivo puede manejar 

diferentes niveles de expresión pero no puede ser completamente silenciado 

en ningún tejido (Lessard et al., 2002). El lugar y tiempo específico en el que 

se da la expresión de cada gen depende de las características de su región 

promotora y la presencia de los factores de transcripción. 

 
Tabla 4. Motivos conservados en promotores de genes de CYCD en 
Arabidopsis y poplar. Modificada de Menges et al., 2007. 
Subgrupo 

CYCD Motivo Posición Sitio de Unión 
CYCD1 TAACCGTCTCTC -135 No encontrado 

 GCAACAACACCA -113 No encontrado 
 ATAAATAAAAAC -96 Caja TATA 

CYCD2 TTACTTTG -948 Proteína de unión a DNA en papa 

 GGTGGTAG -645 Proteína de dedos de zinc en raíz 
de alfalfa, regula tolerancia a sal 

 ACGTTACC -440 Factor GT-3ª 
 AGGTGTTTAAGA -930 No encontrado 
 TAATTAACTTAA -795 SBF-1 
 TGACAAAATATT -780 No encontrado 

CYCD3 TTTCACGC Consenso E2F clase 1 
 TTTCTCGCGC Consenso E2F clase 1 

CYCD5 TTTGGCGGCACC -189 Complejo E2F 
 TAACCGCT -229 MSA 
 CAAATAAAACCT -278 Parecido a caja ccaat/tata 

 AACTAAATGATT -926 Proteína de unión a DNA 
específica de plantas 

CYCD6 TTAAATAC -417 Especifico de L1 
 AAACAACT -622 Elemento rico en CA 
 TCTAATAAAAAC -665 No encontrado 
 TTATGAATATTT -569 No encontrado 
 TTATAAAAACAC -493 Caja TATA 

CYCD7 ATTTACCGCGTTTCA- 
TGTGGGACG -467 GT1(en tabaco) y GT2 (en arroz) 

 CGACGTCT -445  Factor bZIP 
 TTAAAGCT -931 Factor Dof 2 
 CGTGGACTCACG -569 No encontrado 

CYCD3/6 TTTCCCGCGC Consenso Factor E2F 
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Para un gen de respuesta temprana, que además está encargado de la 

regulación del progreso del ciclo celular como lo es el de una CYCD, los 

elementos de respuesta presentes en su promotor deberían responder a 

factores estimuladores de proliferación; sin embargo, el estudio de estos 

elementos reguladores en promotores de ciclinas de plantas es 

prácticamente nulo por lo que la información acumulada hasta el momento se 

resume en la tabla 4; en ésta se describen los datos mostrados para estudios 

de reconocimiento de motivos reguladores dentro de genes de CYCD, donde 

podemos resaltar que solo en los promotores de los subgrupos CYCD3 y 

CYCD5 se encuentra presente el motivo de unión del factor E2F (Ito et al., 

200), factor requerido por genes esenciales de la fase S (van den Heuvel y 

Dyson, 2008). Sin embargo, el resto de los elementos mostrados en esta 

tabla no indican que el gen responda a factores reguladores de crecimiento 

como pueden ser hormonas, fuente carbonada o condiciones ambientales.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 22 

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
Los estudios sobre ciclo celular en plantas han involucrado 

fundamentalmente especies de dicotiledóneas. Se conoce muy poco sobre la 

regulación del ciclo celular en monocotiledóneas, aunque el trabajo en arroz 

comienza a ser importante. De hecho, la tendencia actual de la investigación 

mundial en plantas es la de involucrar especies comercialmente importantes 

como las gramíneas.  

Recientemente, se demostró que la expresión ectópica de la CYCD2;1 

de trigo en Arabidopsis afecta la morfología vegetal y retarda el crecimiento 

(Wang et al., 2006). Por otra parte, en plantas de tabaco que sobre-expresan 

Arath;CYCD2;1, la longitud de la fase G1 se reduce y el ciclo celular es más 

rápido derivando en plantas transgénicas con una tasa mayor de iniciación de 

hojas, aceleramiento del desarrollo y mayor número de raíces, sin ninguna 

alteración morfológica (Cockcroft et al., 2000). En contraste, la sobre-

expresión de Arath;CYCD3;1 trajo como consecuencia hojas curvadas por un 

incremento en el número de células con menor tamaño y pérdida parcial de la 

organización celular en Arabidopsis (Meijer y Murray, 2001). Tambien la 

sobre-expresión de Arath;CYCD3;1 lleva a la inhibición de la salida del ciclo 

celular y de la diferenciación de los tejidos foliares, por lo que retarda el 

desarrollo vegetal (Dewitte et al., 2003). De esta manera, se ha propuesto 

que la sobre-expresión de Arath;CYCD2;1 promueve la división celular, pero 

no altera los patrones de desarrollo; mientras que la sobreexpresión de 

Arath;CYCD3;1 tiene efectos sobre la morfogénesis (Meijer y Murray, 2001; 

Dewitte et al., 2003).  

El grupo de trabajo del doctor Vázquez-Ramos de la Facultad de 

Química de la UNAM ha estado involucrado en estudios del ciclo celular en 

maíz, particularmente durante el proceso de la germinación de la semilla. En 

los últimos años se han dirigido los esfuerzos a caracterizar ciclinas D, como 

reguladoras fundamentales de la fase G1 del ciclo, debido a que creemos 

que están relacionados con el establecimiento y avance de la germinación de 

semillas. Como parte de los trabajos anteriores, primero se clonaron cuatro 

diferentes ciclinas D de maíz, que han sido llamadas CYCD2;1, CYCD4;1, 

CYCD5;1 y CYCD5;2 (Renombradas por Buendia-Monreal en el 2011 como 

CYCD2;2, CYCD4;2, CYCD5;3A y CYCD5;3B respectivamente), y se estudió 
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su patrón de expresión durante la germinación. Todas  estas ciclinas D 

muestran niveles diferentes de RNAm y este patrón es regulado 

positivamente, en algunos casos drásticamente, por la adición de 

fitohormonas como las citocininas y las auxinas (BA e AIA, respectivamente), 

sugiriendo que no actúan en forma redundante (Quiroz-Figueroa y Vázquez-

Ramos, 2006). Posteriormente, se demostró  la existencia de 13 ciclinas D 

adicionales a las reportadas en el 2006; donde se demuestra que sus 

mensajeros tienen patrones de acumulación casi en todos los casos y que 

estas responden a la adición de hormonas vegetales principalmente siendo 

reprimidas por la adición de ABA (Buendía-Monreal et al., 2011). Los estudios 

se han ampliado a la observación de la conducta de las correspondientes 

proteínas ciclinas durante la germinación, tanto en condiciones control como 

en presencia de BA y AIA exógeno. Sin embargo, la adición de 

fitorreguladores (AIA, BA) no modifica significativamente la cantidad de 

ninguna de las ciclinas, y por el contrario, algunas muestran una ligera 

reducción de niveles. Por lo tanto, es dificil establecer asociación entre el 

nivel de RNAm y la cantidad de proteína observable para ninguna de estas 

ciclinas (Gutiérrez et al., 2005; Lara et al., 2008). Notablemente, la actividad 

de cinasa asociada a los complejos CDK-CYCD sí responde positivamente a 

la adición de AIA y BA, por lo que se concluye que los fitorreguladores actúan 

tanto a nivel de expresión génica en las ciclinas como a nivel de activación de 

los complejos CDK–CYCD (Lara et al., 2008). 

Aunado a esto, la CYCD2;2 es capaz de unirse a dos diferentes tipos 

de CDKA de maíz y estos complejos fosforilan a la proteína RBR (Gutiérrez 

et al., 2005), lo que hace a este gen interesante para su estudio debido a la 

confirmada participación en la regulación de la transición hacia la fase S. 

 Dada esta evidencia, podemos notar que fitohormonas como auxinas y 

citocininas, encargadas de la regulación del ciclo celular, de la proliferación 

celular, del desarrollo y establecimiento de la planta; tienen un impacto sobre 

la regulación de la expresión de genes de CYCD más que sobre la 

acumulación de las propias proteínas, muy probablemente debido a la 

constitución de sus regiones promotoras, que son las encargadas de percibir 

las respuestas estimulantes o represoras que en conjunto producirán los 
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niveles esenciales de mensajeros de CYCD en los distintos estados 

metabólicos de las células.  

 Es por esto y por la muy pobre información existente en cuanto a la 

regulación a nivel transcripcional de los genes de CYCD (Tabla 4), que 

consideramos importante conocer la estructura y función de un promotor de 

ciclina D, esto con el propósito de generar mas información que pueda 

ayudarnos en el entendimiento de la regulación del paso de las células por el 

ciclo celular y sus principales puntos de transición. 
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3. OBJETIVOS 
3.1 Objetivo general 

Determinar los elementos cis reguladores dentro del promotor de la 

CYCD2;2 de maíz capaces de regular la expresión génica. 

 

3.2 Objetivos particulares 

•   Clonar la región promotora de la CYCD2;2 y determinar la posición, 

número y tipos de elementos de control encontrados en esta región. 

 

• Analizar diferentes regiones del promotor de la CYCD2;2  mediante su 

fusión a GFP. 

 

• Transformar mediante biobalística callos embriogénicos de maíz y 

células de epidermis de cebolla con las construcciones de las distintas 

regiones del promotor de la CYCD2;2.  

 

• Comparar la actividad de los fragmentos del promotor  de CYCD2;2  

con el promotor CaMV35S mediante la expresión de GFP. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 
4.1 Clonación de las regiones promotoras  

Conociendo la secuencia del promotor de la ciclina CYCD2;2, así 

como los putativos elementos reguladores presentes en ésta y sus dos 

posibles sitios de inicio de la transcripción ubicados en -333 y -144 

(posiciones en la región 5` del inicio de la traducción), se realizaron 

construcciones con la región promotora larga (-2565 a -1) y versiones 

truncadas, las cuales fueron denominadas promotor distal (-873 a -1), 

promotor proximal (-407 a -1), promotor medio (-340 a -1), promotor núcleo (-

189 a -1) y promotor UTR (135 a -1). Se diseñaron cebadores específicos 

(Tabla 5) para aislar cinco fragmentos distintos. Dichos fragmentos fueron 

amplificados por PCR y clonados en un vector de clonación (pGEM-TEasy). 

Tabla 5. Oligonucleótidos utilizados para obtener fragmentos del promotor de 
la ciclina CYCD2;2. Se resalta en negritas el sitio de corte para las enzimas 
de restricción HindIII y XbaI. 

Promotor de 
ciclina Secuencia del oligonucleótido (5´- 3´) Fragmento 

esperado 
promCYCD2;2 

UTR 
FW AAG CTT GAG TAG CAA ATC CAG ACT CCA 135 RV TCT AGA ACG CCA CCT ACT TGC CGA A 

promCYCD2;2 
núcleo 

FW AAG CTT GAG TAG CAA ATC CAG ACT CCA 190 RV TCT AGA ACG CCA CCT ACT TGC CGA A 
promCYCD2;2 

medio 
FW AAG CTT GAG TAG CAA ATC CAG ACT CCA 351 RV TCT AGA ACG CCA CCT ACT TGC CGA A 

promCYCD2;2 
proximal 

FW AAG CTT TCA CTA TTC ACT AGG CAC AGC G 407 RV TCT AGA ACG CCA CCT ACT TGC CGA A 
promCYCD2;2 

distal 
FW AAG CTT TCA CTA TTC ACT AGG CAC AGC G 873 RV TCT AGA ACG CCA CCT ACT TGC CGA A 

promCYCD2;2 
largo 

RV TCT AGA TGA GAA TCC GTC TCG GCT CAT 2565 RV TCT AGA ACG CCA CCT ACT TGC CGA A 
 

 A  estos cebadores  se les añadió  un sitio de corte  específico  para  

las enzimas de restricción HindIII (a los oligonucleótidos forward) y XbaI (para 

los oligonucleótidos reverse) con el fin de poder clonar cada una de  las 

secuencias  promotoras en el vector pGEM-TEasy utilizando las condiciones 

recomendadas por el fabricante (www.promega.com; Robles y Doers, 1994), 

secuenciarlas para su corroboración y darle dirección a esta clonación y a las 

posteriores. Las condiciones de los ensayos de PCR utilizando 

AccuPrimeTMSuperMixII son las recomendadas por el fabricante: 

Desnaturalización inicial a 94 ºC por 5 minutos, 35 ciclos de reacción 

(Desnaturalización: 1 minuto a 94 ºC, Alineamiento: 1 minuto a 59 ºC y 
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Extensión: 1 minuto por cada 1000 pb a 72 ºC) y una extension final de 5 

minutos a 72 ºC.   

 

4.2 Construcción de las fusiones de cada promotor a los genes reporteros 

GFP y GUS en pBGWFS7.0 (Sistema Gateway) 

Las regiones promotoras, ya clonadas en el vector pGEM-TEasy, 

fueron subclonadas en un vector de expresión para células vegetales, 

pBGWFS7.0 utilizando la tecnología Gateway®, que es un método universal 

de clonación basado en las propiedades de recombinación sitio-específico del 

bacteriófago lambda (Landy, 1989). Para esto se tomaron los 

oligonucleótidos mostrados en la Tabla 3,  y se les añadió el sitio de 

recombinación (Tabla 6). Se amplificaron los fragmentos por PCR. 

 
Tabla 6. Oligonucleótidos utilizados para obtener fragmentos del 

promotor de la ciclina CYCD2;2 y realizar las reacciones de recombinación. 
En negritas se muestra la región de recombinación. 

Promotor de 
ciclina Secuencia del oligonucleótido (5´- 3´) Fragmento 

esperado 

promCYCD2;2 
UTR 

FW GGGG ACA AGT TTG TAC AAA AAA GCA GGC 
TGA GTA GCA AAT CCA GAC TCC A 185 RV G GGG ACC ACT TTG TAC AAG AAA GCT GGG 
CAC CAT GCT TGC CAC GCC ACC 

promCYCD2;2 
núcleo 

FW GGGG ACA AGT TTG TAC AAA AAA GCA GGC 
TCT GAT TAA ATC AAG AAG AGG AAG A 250 RV G GGG ACC ACT TTG TAC AAG AAA GCT GGG 
CAC CAT GCT TGC CAC GCC ACC 

promCYCD2;2 
medio 

FW GGGG ACA AGT TTG TAC AAA AAA GCA GGC 
TCT CCA CTA GTC TCT CTC CTA CTG T 401 RV G GGG ACC ACT TTG TAC AAG AAA GCT GGG 
CAC CAT GCT TGC CAC GCC ACC 

promCYCD2;2 
proximal 

FW GGGG ACA AGT TTG TAC AAA AAA GCA GGC 
TTC ACT ATT CAC TAG GCA CAG CG 457 RV G GGG ACC ACT TTG TAC AAG AAA GCT GGG 
CAC CAT GCT TGC CAC GCC ACC 

promCYCD2;2 
distal 

FW GGGG ACA AGT TTG TAC AAA AAA GCA GGC 
TGC AAT AAA ACT CCA CTC GGG A 933 RV G GGG ACC ACT TTG TAC AAG AAA GCT GGG 
CAC CAT GCT TGC CAC GCC ACC 

promCYCD2;2 
largo 

FW GGGG ACA AGT TTG TAC AAA AAA GCA GGC 
TAC GCC ACC TAC TTG CCG AA 2615 RV G GGG ACC ACT TTG TAC AAG AAA GCT GGG 
CAC CAT GCT TGC CAC GCC ACC 
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4.3 Preparación y transformación de células competentes de E. coli DH5α  

 Se inocula una colonia aislada de un Stock de glicerol de la cepa de E. 

coli en 10 mL de caldo Luria (LB) en un matraz de 125 mL y se  incuban a 37 

ºC  y 250 rpm por toda la noche. Posteriormente se transfieren  2 mL del 

cultivo a 200 mL de LB en un matraz de 1 L y se incuban a 37 ºC y 250 rpm 

hasta que el cultivo alcance una absorbancia a 590 nm de 0.375.  

 Después de esto el cultivo es transferido a 4 tubos Falcon de 50 mL 

estériles y se dejan 10 minutos a 4 ºC. Se centrifugan a 3000 rpm a 4 ºC por 

7 minutos y se resuspende cada botón celular en 10 mL de CaCl2  (60 

mM/glicerol 15 %) frío. 

 Posteriormente se centrifugan a 3000 rpm a 4 ºC por 5 minutos y se 

resuspende cada botón celular en 10 mL de CaCl2  (60 mM/glicerol 15 %) frío 

y se mantiene en hielo por 30 minutos. (Nota: El contenido de los tubos 

puede juntarse en un mismo tubo). El tubo restante se centrifuga a 3000 rpm 

a 4 ºC por 7 minutos, se resuspende el botón celular en 2.5 mL de solución 

de CaCl2 (60 mM/glicerol 15 %) fría y  se hacen alícuotas de 100 µL en tubos 

eppendorf las cuales se sumergen en N2 líquido hasta congelar y se 

almacenan a -70 ºC. 

 Para transformar la cepa se toma una alícuota de células competentes 

y se le adiciona de 0.1 a 1.0 µg de DNA plasmídico, se incuban en hielo por 

20 minutos y se da un choque térmico a 42 ºC por 2 minutos y posteriormente 

se adiciona 1 ml de caldo Luria e incuba por 30 minutos a 37 ºC. Se plaquea 

0.1 mL de la muestra sobre una caja con medio LB agar con el antibiótico 

apropiado. 

La extracción de DNA plasmídico se realizó utilizando el illustraTM  

plasmidPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare) y con PureLink HiPure Plasmid 

Maxiprep Kit siguiendo las condiciones recomendadas por el fabricante. 

 

4.4 Reacciones de Recombinación 

 Una vez obtenidos los fragmentos de los tamaños mostrados en la 

Tabla 4, se realizó la primer reacción de recombinación utilizando como 

vector donador al plásmido pDNR/Zeo con el BP Clonase II Enzime Mix, 

siguiendo las recomendaciones del fabricante (Figura 4), y de esta manera se 
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obtuvo la clona de entrada con la que se transformó E. coli DH5α (ver 

sección 4.3) y se plaqueó en cajas de LB Zeocina 50 µg/ml.  

Figura 4.  Esquema de la reacción BP 

 

Las colonias obtenidas que corresponden a células transformadas se 

rayaron en cajas con medio LB/zeocina y duplicaron en cajas con 

LB/zeocina/cloranfenicol (50 µg/ml, 50 µg/ml),  eligiendo aquellas que 

crecieron únicamente en la caja con zeocina. Se realizó PCR en colonia para 

confirmar la presencia del inserto y se extrajo el plásmido con PureLink 

HiPure Plasmid Maxiprep Kit. Con las clonas de entrada obtenidas, se realizó 

la segunda reacción de recombinación utilizando como plásmido destino a 

pBGWFS7.0 con el LR Clonase II Enzime Mix, siguiendo las 

recomendaciones del fabricante (Figura 5), obteniendo como producto final la 

clona de expresión que es el vector pBGWFS7.0 al cual se le insertó alguno 

de los fragmentos del promotor de la ciclina CYCD2;2 fusionado en marco de 

lectura con el gen reportero GFP. 

Figura 5. Esquema de la reacción LR 
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Las colonias obtenidas que corresponden a células transformadas se 

rayaron en cajas con medio LB/espectinomicina (100 µg/ml) y duplicaron en 

cajas con LB/espectinomicina/cloranfenicol (100 µg/ml, 50 µg/ml), eligiendo 

aquellas que crecieron únicamente en la caja con espectinomicina. Se realizó 

PCR en colonia para confirmar la presencia del inserto y se extrajo el 

plásmido con PureLink HiPure Plasmid Maxiprep Kit, obteniendo así las 

construcciones con las que se transformará el material biológico (una se 

adiciona con el promotor 35S que se utilizará como control de 

transformación).  

Figura 6. Esquema de los cassettes de expresión de los vectores 
pBGWFS7/promotores de CYCD2;2. Ter35S, terminador del virus de mosaico 
de la coliflor. 
 
4.5 Modelos de Estudio 

4.5.1 Cultivo de Tejidos Vegetales de los Callos embriogénicos de Maíz. 

  El material biológico utilizado para la transformación genética fue 

proporcionado por el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales, del 

Departamento de Bioquímica de la Facultad de Química. Los callos 

embriogénicos tipo II de maíz fueron obtenidos de embriones inmaduros de 

8-10 días de edad. El medio N6P fue empleado para su inducción y 

proliferación (Chu et al., 1975). Los cultivos celulares de maíz fueron 

mantenidos en crecimiento durante 3-4 meses previo a la transformación 

genética. 

Las células transformadas se seleccionaron pasando los callos dos 

días después del bombardeo a medio de proliferación N6P líquido primero 
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por dos semanas y sólido  después (Guerrero-Andrade, 1998), adicionado 

con 3 mg/L de glufosinato de amonio, manteniendo periodos de resiembra de 

dos semanas. 

4.5.2 Epidermis de Cebolla 

 Se tomó una cebolla entera la cual fue sometida a un proceso de 

desinfección que consiste en sumergir la cebolla en una solución de agua 

estéril con 10 % de hipoclorito de sodio y unas gotas de tween 20 y  

desinfectante de verduras. Se mantuvo en agitación constante por un periodo 

de 15 minutos.  

 Al término de esto se hace un lavado con agua estéril por 10 minutos 

en agitación constante y finalmente se escurre el exceso de agua y se hacen 

cortes para obtener la capa de la epidermis en fragmentos de 1 cm2 

aproximadamente. Los cortes se colocan en una caja con medio MS y se 

transforman por biobalística. 

 

4.6 Transformación de callos embriogénicos por biobalística 

4.6.1 Preparación de las partículas de tungsteno 

Se pesaron 60 mg de partículas de tungsteno de 0.4 mm de diámetro 

(M5) y se colocaron en un tubo de centrífuga de 15 mL, después se 

añadieron 2 mL de HNO3 0.1 M y se sonicó en hielo durante 20 minutos. 

Posteriormente se eliminó el HNO3, se añadió 1 mL de agua desionizada 

estéril y la muestra se transfirió a un tubo de 2 mL sonicándose brevemente. 

Las micropartículas se centrifugaron 30 segundos a 10 000 rpm, se 

eliminó el agua y se agregó 1 mL de etanol absoluto (100%). Nuevamente se 

sonicó brevemente, seguido de una centrifugación a 10 000 rpm durante 30 

segundos para eliminar el etanol. Posteriormente se agregó 1 mL de agua 

desionizada estéril, y se sonicó brevemente. Se colocaron 200 mL de la 

suspensión de micropartículas en tubos eppendorf y se agregaron 750 mL de 

agua desionizada estéril a cada tubo, almacenándolos a -20°C hasta su uso. 

 

4.6.2 Acoplamiento del DNA a las partículas 

En un tubo eppendorf se colocaron 50 mL de la suspensión de 

micropartículas de tungsteno, después se agregó cada uno de los siguientes 
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reactivos agitando la suspensión entre adiciones: primero se añadieron 5 µL 

de DNA (1 mg/mL), evitando que el DNA se mezclara con las partículas hasta 

la adición de 50 µL de cloruro de calcio 2.5 M, seguida de 20 µL de 

espermidina 0.1 M. Esta mezcla se agitó durante 5 minutos y posteriormente 

se centrifugó durante 10 segundos. Se eliminaron 100 µL del sobrenadante 

resuspendiendo las partículas en el líquido restante. Finalmente se aplicaron 

5 µL de las micropartículas cubiertas con el DNA en el centro del filtro del 

dispositivo de bombardeo. 

 

4.6.3 Bombardeo con microproyectiles de tungsteno 

La transformación se llevó a cabo con una presión de helio de 120 psi 

a una distancia de 13 cm entre el filtro del dispositivo de bombardeo y el 

tejido blanco, en un vacío de 20-22 in Hg. 

Se tomaron los callos embriogénicos 10 días después del subcultivo y 

se colocaron, un día antes del bombardeo, en cajas  petri de 60 x 15 mm con 

15 mL de medio gelificado con 2.8 g/L de Gel-gro. Se colocó una porción 

extendida de callo embriogénico de 1 cm de diámetro (una capa delgada de  

aproximadamente 3 mm de espesor) en el centro de la caja. Una vez 

bombardeados los callos, se sellaron las cajas y se mantuvo en incubación a 

27±1 °C con fotoperíodo de 12 h luz / 12 h oscuridad. 

Dos días después del bombardeo se eligieron al azar algunos callos 

para medir la expresión transitoria del gen gus y los demás se colocaron en 

medio de cultivo adicionado con glufosinato de amonio para selección de 

células transformadas. 

4.7 Extracción y cuantificación de proteínas a partir de callos embriogénicos 

de maíz 

 Una muestra de callos embriogénicos es congelada con nitrógeno 

líquido y molida hasta polvo, la muestra puede ser almacenada a -70 ºC. En 

un tubo de 1,5 ml se pesan 250 µg del tejido molido sin descongelar y se 

adiciona 250 µl de Buffer de extracción (Tris-HCl 70 mM, MgCl2 1 mM, KCl 25 

mM, Na2EDTA 5 mM, sacarosa 0,25 mM, DTT 7,5 mM y Tritón X-100 0,1 %); 

hasta este punto la muestra debe seguir congelada. Los tubos se colocan en 

el vortex por 5 minutos y se centrifugan 15 minutos a 13 000 rpm y 4 ºC, se 
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pasa el sobrenadante a un tubo nuevo y con este se continúa para hacer la 

cuantificación. 

 Se realiza una curva estándar utilizando una solución de ASB 1 µg/µl 

de la siguiente manera: 

Tabla 7. Curva patrón para la cuantificación de proteínas totales solubles 
Punto de la Curva 

[µg/µl] 
Volumen ABS  

(µl) 
Volumen H2O  

(µl) 
0 0 10 
1 1 9 
2 2 8 
4 4 6 
6 6 4 
8 8 2 

10 10 0 
 

Para las muestras se toma 1 µl de la extracción y 9 µl de H2O y al igual 

que para los puntos de la curva se hace por duplicado. Una vez hechas las 

mezclas se toman 10 µl de cada una y se colocan en placas por duplicado de 

manera horizontal. A cada muestra se le adiciona 190 µl de colorante de 

Bradford en cada pozo y se procede a la lectura a 595 nm. 

 

4.8 Inmunodetección de los reporteros GFP y GUS 

 Para la detección de la GFP-GUS se corren 200 µg de proteína total 

soluble en un gel de poliacrilamida al 10 % por 1,5 h a 120 V.  Posteriormente 

se transfieren a una membrana de PVDF de 0,45 µm de poro previamente 

hidrolizada con metanol, utilizando como buffer de transferencia CAPS 1X por 

1,5 h a 75 mA.  

 Una vez hecha la transferencia se bloquea la membrana con suero 

fetal bovino por media hora en agitación constante a temperatura ambiente, 

posteriormente se hacen tres lavados de 10 minutos con PBS 1X (Tween 20 

0,5 %). Se adiciona el primer anticuerpo anti-β-Glucuronidasa (fracción de 

IgG de conejo) de Invitrogen 1:1000 en una solución de PBS 1X (leche 5 % y 

Tween 20 0,5 %) y se incuba a temperatura ambiente por 1 h en agitación 

constante.  Después se hacen tres lavados de 10 minutos con PBS 1X 

(Tween 20 0,5 %) y se adiciona el segundo anticuerpo anti-IgG de conejo 

conjugado a peroxidasa alcalina de Sigma 1:40000 en una solución de PBS 
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1X (leche 5 % y Tween 20 0,5 %) y se incuba a temperatura ambiente por 1 h 

en agitación constante y se lava nuevamente por triplicado. 

 La identificación de las proteínas se lleva a cabo con el sistema de 

quimioluminiscencia (Amersham); para eso se deja incubar la membrana por 

2 minutos en presencia del sustrato (luminol), se expone la película de rayos 

X por 5 minutos sobre la membrana y finalmente se revela.  

 

4.9 Extracción de DNA genómico de callos embriogénicos de maíz 

 Se muele una muestra del tejido al que se le va a extraer el DNA y se 

pesan 350 mg en un tubo estéril de 15 ml. Después se adicionan 9 ml de 

buffer CTAB modificado (2 % CTAB, 1,5 M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris 

y 2 % 2-mercaptoetanol) y se resuspende el tejido molido. Posteriormente se 

incuba a 60 ºC por 90 minutos en agitación continua, una vez terminado el 

tiempo se dejan enfriar los tubos y se adiciona 4,5 ml de cloroformo-octanol 

(24:1) y se agita lentamente por 10 minutos. Se centrifuga a 12 000 rpm por 

10 minutos a temperatura ambiente y se decanta la fase acuosa (superior) en 

un tubo nuevo para repetir la extracción con cloroformo-octanol. 

 Se centrifuga nuevamente por 10 minutos a 12 000 rpm y la fase 

acuosa se pasa a un tubo nuevo con 6 ml de isopropanol y se mezcla por 

inversión. Con una punta de pipeta Pasteur  se colecta el DNA y se lava en 2 

ml de EtOH 76 %, 0,2 M NaOAc por 20 minutos,  después, en 2 ml de EtOH 

76 %, 10 mM NH4OAc. Se deja secar (papel) el pellet, se resuspende en TE 

(50-400 µl) y se almacena a 4 ºC  por una noche. Finalmente se centrifuga 

por 10 minutos para separar los sólidos en una microcentrífuga y se pasa el 

sobrenadante a un tubo nuevo para ser almacenado a 4 ºC o -20 ºC. 

 

 

 

 



 35 

5. RESULTADOS  
5.1 Obtención de la secuencia del promotor de la CYCD2;2 

En un principio se contaba con la secuencia de cDNA de la ciclina tipo 

D 2;2 (CYCD2;2) de maíz. Para obtener la secuencia de la región promotora 

se realizó una búsqueda BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) en la base de 

datos de secuencias genómicas (gss) de maíz; se eligieron aquellas 

secuencias que permitieran extender el extremo 5´ del gen de ciclina y se 

alinearon de forma manual con la secuencia respectiva de cDNA, utilizando 

Seaview v4.2.6 y Geneious 5.0.3. 

La secuencia obtenida como posible región promotora se acotó a un 

tamaño de 2565 pb. Mediante el diseño de cebadores específicos (Tabla 5), y 

utilizando PCR, la secuencia promotora se amplificó (Figura 7) y clonó en el 

vector pGEM-TEasy y se secuenció para su corroboración. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7. Amplificación por PCR del promotor largo de 2565 pb de la 
CYCD2;2.  

 

 Posteriormente se hizo un alineamiento de la secuencia promotora 

putativa de la ciclina D2;2 del maíz variedad B73, obtenida mediante 

alineamientos con el BLAST del NCBI, y la secuencia promotora de la ciclina 

D2;2 de maíz, variedad Chalqueño, clonada en pGEM-TEasy. El porcentaje 

de identidad entre ambas secuencias fue del 98.4 % (Figura 8). 

PM  2;2

3000
2000
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2565 pb 
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Figura 8. El alineamiento entre las secuencias teórica y experimental del 
promotor de la CYCD2;2 muestra un 98.4 % de identidad.  
 

5.2 Caracterización in silico de la región promotora de la CYCD2;2 

 La secuencia obtenida como posible promotor de la CYCD2;2 fue 

sometida a un análisis in silico para primero corroborar que efectivamente se 

trataba de un promotor de plantas. Para esto, se utilizó el modelo propuesto 

por Yoshiharu en el 2007 (Figura 9A), donde se especifica que un promotor 

de plantas contiene marcadores como un sitio de inicio de transcripción 

(TSS), un parche de pirimidinas o parche Y, una caja TATA y una zona de 

regulación múltiple denominada  regulón. En la figura 9B se observa que la 

secuencia obtenida cumple con todas las características previamente 

mencionada por lo que si es considerada como un promotor. 

Figura 9. A) Modelo de un promotor de plantas. B) El promotor de la 
CYCD2;2 tiene 2 TSS, 1 Parche YR, 2 cajas TATA y una región de Regulón. 
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 Se observó la presencia de dos sitios de inicio de transcripción  

ubicados en -144 y -333 (Bravo y Buendía, 2008), un parche YR en -356, dos 

cajas TATA en -180 y -369 y la presencia de una zona denominada regulón, 

la cual esta compuesta por distintos elementos de respuesta, de la cual se 

hizo un segundo análisis en la base de datos PLACE, para saber el número, 

la posición y el tipo de elementos de respuesta que se encuentran incluidos 

en dicha secuencia. Los resultados resumidos (Figura 10) muestran que se 

encontraron, entre otros, elementos de respuesta a factores de crecimiento 

como hormonas (auxinas, citocininas, ácido giberélico, ácido abscísico) y 

azúcares. También se encontraron elementos de respuesta a factores de 

transcripción implicados en el desarrollo vegetal como los MYB y DOF, 

además de otros que responden a luz y a invasión de agentes patógenos. 

Figura 10. Estructura del promotor de la CYCD2;2.  
 

A partir de la secuencia y  de los dos sitios de inicio de la transcripción 

reportados para la ciclina CYCD2;2 de maíz (Bravo y Buendía, 2008) y de la 

posición que tienen los distintos elementos de respuesta, se decidió 

fraccionar dicho promotor para poder determinar la región en la que se 

encuentran los elementos reguladores mínimos para expresión del gen, los 

cuales fueron denominados promotor distal (CYCD2;2d de  -873 a -1), 

promotor proximal (CYCD2;2p de -407 a -1), promotor medio (CYCD2;2m de 

-340 a -1), promotor núcleo (CYCD2;2n de -189 a -1) y promotor UTR 

(CYCD2;2UTR de -135 a -1), siendo los fragmentos núcleo y proximal los que 

contienen a los dos sitios de inicio de la transcripción en las posiciones -144 y 

-333. En la Tabla 8 se muestra un resumen de los elementos reguladores 

presentes en cada fragmento del promotor de la ciclina CYCD2;2.  
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Tabla 8. Fragmentos del promotor de la ciclina CYCD2;2 y los tipos de 
elementos de respuesta presentes en cada uno de ellos. 

Contenido de los fragmentos del promotor de la CYCD2;2 
Distal 

(-873 a -1) 
Proximal 

(-407 a -1) 
Medio 

(-340 a -1) 
Núcleo 

(-189 a -1) 
UTR 

(-135 a -1) 
Caja TATA -369 
Caja TATA -180 
Caja CAAT 
2 TSS 
 
Cajas de respuesta 
a hormonas como 
citocininas, ABA, 
auxinas, etileno y 
giberelinas 
 
Cajas de respuesta 
a fuente carbonada 
 
Cajas de respuesta 
a Frío y Luz 
 
Elementos 
reconocidos por FT 
como DOF, MYC y 
MYB 

Caja TATA -369 
Caja TATA -180 
Caja CAAT 
2 TSS 
 
Cajas de respuesta 
a hormonas como 
citocininas, ABA, 
auxinas, etileno y 
giberelinas 
 
Cajas de respuesta 
a fuente carbonada 
 
 
 
 
Elementos 
reconocidos por FT 
como DOF, MYC y 
MYB 

 
Caja TATA -180 
Caja CAAT 
2 TSS 
 
Cajas de respuesta 
a hormonas como 
citocininas, ABA, 
auxinas 
 
 
 
 
 
 
 
 
Elementos 
reconocidos por FT 
como DOF y MYC 

 
Caja TATA -180 
Caja CAAT 
1 TSS 
 
Cajas de respuesta 
a hormonas como 
citocininas 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Elementos 
reconocidos por FT 
como DOF y MYC 

 
 
 
 
 
Cajas de respuesta 
a hormonas como 
citocininas 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Elementos 
reconocidos por FT 
DOF 

 

Para amplificar los fragmentos propuestos para el estudio del promotor 

se utilizaron los oligonucleótidos de la tabla 5  y los productos de PCR fueron 

monitoreados en un gel de agarosa al 1 %  (Figura 11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Amplificación por PCR de los fragmentos. Se observan las bandas 
correspondientes a CYCD2;2UTR 135 pb, CYCD2;2n 189 pb, CYCD2;2m 340 
pb, CYCD2;2p 407 pb y CYCD2;2d 876 pb.  

850 
 
500 
400 
200 
100 

  pb 

 PM     UTR   2;2n   2;2m   2;2p   2;2d 



 39 

5.3 Fusiones traduccionales a GFP 

Los productos de PCR mostrados en la figura 11 fueron clonados y 

purificados de pGEM-TEasy. Posteriormente se les añadió el sitio de 

recombinación para poder realizar las reacciones de recombinación; dichos 

sitios fueron adicionados mediante PCR. Los fragmentos amplificados (Figura 

12) fueron purificados y cuantificados para posteriormente hacer las  

reacciones de recombinación e incluir estos insertos en el vector donador 

pDONR/ZEO y posteriormente en el de expresión pBGWFS7.0.  

 

 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Amplificación por PCR de los fragmentos con los sitios de 
recombinación correspondientes a CYCD2;2UTR 185 pb, CYCD2;2n 250 pb, 
CYCD2;2m 401 pb, CYCD2;2p 457 pb y CYCD2;2d 933 pb. 
 

 Se puede observar de la figura anterior que las seis bandas 

amplificadas corresponden a los tamaños esperados, por lo que se asumió 

que los sitios de recombinación fueron añadidos de manera exitosa dando 

lugar al siguiente experimento que es la recombinación de Gateway.  

  

 Después de realizar las recombinaciones necesarias se obtuvieron 

las construcciones deseadas, en las cuales  se demuestra la presencia del 

inserto de cada uno de estos fragmentos por medio de PCR en colonia 

(Figura 13) y amplificando el inserto de los cinco fragmentos del promotor de 

la CYCD2;2. 
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Figura 13. PCR en colonia de las clonas de expresión en E. coli. Podemos 
observar las bandas correspondientes a CYCD2;2d 933pb, CYCD2;2m 401 
pb, CYCD2;2n 250 pb, CYCD2;2p 457 pb y CYCD2;2UTR 185 pb. 
 

Se puede observar que se obtuvieron las cinco fusiones traduccionales 

que son las de los fragmentos CYCD2;2c, CYCD2;2p, CYCD2;2m, 

CYCD2;2n y CYCD2;2UTR y que en los cinco casos las bandas amplificadas 

correspondientes al inserto tienen un tamaño de acuerdo al esperado. Con 

estas construcciones es posible hacer el bombardeo de callos embriogénicos 

de maíz para realizar los estudios de actividad de GUS, o bien observar GFP 

en cultivos celulares, así como medir los niveles de ambos reporteros por 

medio de Western blot utilizando anticuerpos comerciales dirigidos contra 

GFP o a GUS. 

 
5.4 Transformación de callos embriogénicos de maíz y células de epidermis 
de cebolla por biobalística 
 

 Utilizando una cámara de baja presión se transformaron callos 

embriogénicos de maíz con las  construcciones obtenidas de los fragmentos 

CYCD2;2n, CYCD2;2p y CYCD2;2c. Posterior al bombardeo, los callos 

transformados fueron sometidos a un periodo de selección (glufosinato de 

amonio) para favorecer el crecimiento de las células transformadas. Después 

UTR 
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de 2 meses de selección se buscó la presencia de la proteína GFP, 

visualizando los tejidos celulares por microscopía confocal 

Figura 14. Fluorescencia de la proteína GFP en cultivos de callos 
embriogénicos de maíz transformados con el vector pBGWFS7.0 (Ctrl.-), 
CYCD2;2n, CYCD2;2p y CYCD2;2d. 
 

La figura 14 permite ver la señal emitida por de la proteína verde 

fluorescente en los callos transformados con los fragmentos núcleo, proximal 

y completo del promotor de la CYCD2;2, mas no en el control. Al comparar la 

fluorescencia emitida en las células control sin transformar con las 

transformadas con los diferentes fragmentos de promotor, se nota un 

importante incremento de la fluorescencia en las células que son capaces de 

expresar primero al mensajero y posteriormente a la proteína GFP incluso 
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bajo el control del promotor núcleo, el cual contiene únicamente 45 pb de 

promotor, donde se encuentra una caja TATA, 1 TSS y 144 pb de UTR. 

Figura 15. Fluorescencia de la proteína GFP-GUS en células de epidermis de 
cebolla transformadas con el vector pBGWFS7.0 (Ctrl.-), CaMV35S, 
CYCD2;2d, CYCD2;2p, CYCD2;2n y CYCD2;2UTR 
 

Tratando de evaluar la participación de esta zona de 45 pb contenidos 

en el promotor núcleo, se diseñó la construcción CYCD2;2UTR que 
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estrictamente contiene 135 pb pero que corresponden a la región no 

traducida 5´ (ver tabla 8), es decir, no hay región promotora debido a que se 

eliminaron los elementos basales reconocidos por la maquinaria 

transcripcional. Con esta construcción adicional y las anteriormente 

mostradas, se bombardearon células de epidermis de cebolla (Figura 15), 

debido a que ensayos de expresión transitoria pueden realizarse en este 

modelo y analizarse un día después de la transformación; además de permitir 

variaciones en la concentración de hormonas vegetales en el medio de 

cultivo. En la figura 15 se puede observar que la proteína verde fluorescente 

esta presente cuando se transforma con los promotores distal, proximal y 

núcleo, además del control positivo CaMV35S y no se observa en células 

transformadas con el control negativo. Cuando se transforma con la 

construcción pCYCD2;2UTR la proteína verde fluorescente esta ausente, lo 

que indica que los elementos basales de expresión genética no están 

presentes y por lo tanto no es posible la transcripción y por consecuencia la 

expresión del reportero.  

También en la figura 15 se puede observar que al adicionar auxinas al 

ensayo de expresión transitoria se produce una inducción de la expresión del 

gen reportero, muy probablemente debida a los elementos de respuesta a 

auxinas presentes en los distintos fragmentos del promotor de CYCD2;2 y  

por esto la fluorescencia detectada en células tratadas con auxinas es mayor 

que la detectada en células sin adición de auxinas. Además, en ambos 

tratamientos se observa que el promotor CaMV35S produce mayor respuesta 

que cualquier fragmento del promotor de la CYCD2;2, y que a mayor tamaño 

del promotor CYCD2;2 la repuesta producida incrementa, es decir, el 

promotor distal produce mayor expresión de GFP que el proximal y éste a su 

vez mas que el núcleo.  

Observando la respuesta del promotor CYCD2;2d a la adición de 

auxinas, se decidió evaluar la respuesta de este a la presencia de ABA, la 

cual reprime el avance del ciclo celular. En la figura 16 podemos observar 

que la respuesta del promotor CaMV35S no se modifica notablemente con la 

adición de ABA o auxinas. Mientras que la respuesta del promotor CYCD2;2d 

varía notablemente de acuerdo a la presencia de una u otra hormona vegetal; 

en estos, en comparación al tratamiento control, disminuye notablemente la 
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expresión de GFP en presencia de ABA e incrementa en presencia de 

auxinas. 

 

Figura 16. Fluorescencia de la proteína GFP-GUS en células de epidermis de 
cebolla transformadas con el vector CaMV35S y CYCD2;2d en presencia de 
ABA o 2,4-D. 
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5.5 Amplificación de los genes reporteros GFP y GUS en callos de maíz  

A partir de la extracción de DNA genómico  de callos embriogénicos de 

maíz transformados con las distintas construcciones de CYCD2;2, se verificó 

la inserción estable de los genes reporteros por medio de amplificación por 

PCR de cada una de las muestras.  Los resultados en la figura 17 indican que 

efectivamente, después del periodo de selección, los genes correspondientes 

a GFP y GUS se encuentran insertados en el genoma, ya que los 

oligonucleótidos específicos permiten la amplificación de fragmentos de 700 

pb para GFP (Figura 17A) y 400 pb para GUS (Figura 17B). 

Figura 17. PCR de los genes reporteros GFP-GUS en DNA genómico. A) Se 
observa la banda de GFP (700 pb) en muestras de callos de maíz 
transformadas con V: pBGWFS7.0, CYCD2;2n, CYCD2;2p  y CYCD2;2d.   
B) Se observa la banda de GUS (400 pb) en muestras de callos de maíz 
transformadas con V: pBGWFS7.0, CYCD2;2n, CYCD2;2p  y CYCD2;2d 
 

5.6 Inmunodetección de los reporteros GFP y GUS   

 Sabiendo que los callos transformados emiten fluorescencia, es 

necesario corroborar que es debida a la expresión de GFP-GUS mediante su 

inmunodetección a partir de extractos de proteínas solubles de los callos 

embriogénicos que fueron seleccionados durante 4 meses con glufosinato de 

amonio. Para esto se realizaron ensayos de Western Blot utilizando un 

anticuerpo comercial que reconoce a la proteína GUS.  

 

 

 

Figura 18. Western Blot de extractos de proteínas solubles de callos 
embriogénicos de maíz transformados. Se observa una banda en el peso de 
98 kDa detectada por el anticuerpo dirigido a β-Glucuronidasa. 
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En la figura 18 observamos la presencia de la proteína reportera GUS 

que se encuentra fusionada a GFP con un peso de  98 kDa en los callos 

transformados con los tres fragmentos del promotor de la ciclina D 2;2, la cual 

no es detectada en el tratamiento control.  Este resultado junto con la 

fluorescencia detectada debido a la presencia de la proteína GFP 

demuestran que la transformación de los callos embriogénicos fue exitosa 

para los tres tratamientos evaluados y que los pequeños fragmentos del 

promotor de la ciclina D 2;2 permiten la expresión génica que conduce a la 

síntesis de la proteína reportera.  
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6. DISCUSIÓN 
6.1 Obtención y análisis in silico de la secuencia del promotor de la CYCD2;2 

 Mediante una búsqueda por BLAST, en la base de datos del NCBI se 

obtuvo la secuencia del gen de la CYCD2;2 de maíz, el cual está ubicado en 

el cromosoma 5 y mantiene las características de un gen de Ciclinas de 

plantas, específicamente de uno de la familia D2/4 con 6 exones y 5 intrones. 

Además, el gen tiene dos posibles UTRs  en el extremo 5´ de 144 pb y 333 

pb y para el análisis in silico se tomo una región promotora de 2565 pb 

(Figura 19).  

 

Figura 19. Estructura génica de la CYCD2;2 de maíz. 

 

 Esta estructura génica mostrada por la CYD2;2 corrobora  una 

conservación a nivel estructural muy amplia tanto en dicotiledoneas 

(Arabidopsis) como en monocotiledoneas (arroz y maíz) dentro del grupo de 

ciclinas D 2/4, lo que tal vez implique una función especializada (Menges et 

al., 2007). 

 La secuencia obtenida del promotor de la CYCD2;2 es de un tamaño 

muy parecido al esperado de 2565 pb (Figura 7) y la secuenciación muestra 

que a pesar de haber sido obtenida experimentalmente de una variedad 

distinta (chalqueño) a la reportada en la base de datos del NCBI (B73), la 

identidad entre éstas es muy elevada (98.4 %, Figura 8). Atribuimos estas 

pequeñas diferencias a la variación genética presente en ambas variedades 

de maíz 

.  

 El análisis in silico realizado sobre la secuencia obtenida como 

promotor de la CYCD2;2 muestra resultados interesantes. Primero, el modelo 

propuesto en el 2007 por Yoshiharu para un promotor de plantas se cumple 

en su totalidad dentro de la secuencia obtenida (Figura 9);  es decir, 

contamos con la presencia del sitio de inicio de transcripción, la caja TATA 

que será el primer motivo reconocido por la maquinaria transcripcional basal, 
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el parche Y que, debido a su naturaleza química, es una zona de fácil 

apertura, que permitirá el posicionamiento de la maquinaria transcripcional y 

finalmente el regulón cuya función será la de atraer a los factores 

transcripcionales responsables de regular la expresión o represión del gen de 

acuerdo con las condiciones metabólicas en que las células se encuentren.  

 La estructura a nivel de elementos de respuesta mostrada por el 

promotor de la CYCD2;2 (Figura 10 y Tabla 8) apoya la teoría de que 

efectivamente es un gen de ciclo celular el que se está regulando. Esto 

debido a que pudimos encontrar a nivel de secuencia elementos que serán 

reconocidos por FTs que responden en presencia de hormonas vegetales 

como auxinas (ARE), citocininas o giberelinas, las cuales son las encargadas 

de conducir a las células a un estado de proliferación y por tanto de división 

celular durante distintas etapas del desarrollo de la planta; o bien de 

hormonas como el ABA, encargada de la inhibición del crecimiento y 

detención del ciclo celular mediante inhibición de genes esenciales para el 

paso de una célula a lo largo de las fases del ciclo (Inzé y De Veylder , 2006, 

Benková y Hejátko, 2009, Kieffer et al., 2010). En el presente trabajo, a 

diferencia del mostrado por Menges et al., en el 2007 (Tabla 4), es el primero 

en el que se propone que la expresión de los genes de ciclinas D de plantas 

efectivamente podría ser regulada por hormonas y factores reguladores del 

crecimiento y proliferación debido a la presencia de elementos de respuesta 

en la región promotora (Figura 10 y Tabla 8). 

 Esta evidencia, apoya y concuerda con la teoría que pone a las 

ciclinas D como los sensores primarios de las condiciones externas, al 

percibir señales externas y del desarrollo y acoplarlas a las señales de 

proliferación (Dewitte y Murray, 2003, de Jager et al., 2005, Inzé y De 

Veylder, 2006). Además, coloca a las ciclinas D como familia de genes 

importantes para el establecimiento de ciclo celular y para un  exitoso cruce a 

través del primer gran punto de control del ciclo, la transición G1/S. 

 La distribución mostrada de los elementos de respuesta a hormonas 

vegetales dentro del promotor de CYCD2;2 (Figura 10) indica que es dentro 

de los primeros 1000 pb del promotor donde se encuentra la mayor densidad 

de estos elementos, lo que sugiere que es esta la zona que mas atención 

requiere para su estudio en cuanto a la regulación de la expresión del gen y 
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que podría ser la que este mas fuertemente regulada por la señalización 

hormonal, hecho que implicaría que la zona promotora próxima a la región 

codificante es la responsable de regular los niveles de mensajero presentes 

en células en proliferación, como en las zonas meristemáticas, que son las 

que necesitan atravesar las distintas fases del ciclo para lograr un 

crecimiento del tejido y de la planta en general (Benková y Hejátko, 2009, 

Kieffer et al., 2010).  

 Es por esto que centramos nuestro interés en la zona de los primeros 

900 pb del promotor. Para facilitar su estudio se diseñaron 5 fragmentos de 

esta zona,  los cuales fueron llamados distal, proximal, medio, núcleo y UTR 

(Tabla 8). Ya  que la construcción con el pCYCD2;2UTR no contiene 

elementos básicos reconocidos por la maquinaria transcripcional (Tabla 8) y 

únicamente es parte de la región UTR5´, esperabamos que esta zona no 

mostrara actividad de promotor, lo cual así ocurrió. La construcción con el 

pCYCD2;2núcleo únicamente contiene a los elementos basales como son TSS, 

caja TATA y algunos elementos de respuesta a citocininas (Tabla 8) que 

esperábamos fueran necesarios para la expresión de los genes reporteros. 

Las construcciones pCYCD2;2medio y pCYCD2;2proximal están teóricamente  

reguladas por elementos de respuesta hormonal y por fuente carbonada 

mientras que el pCYCD2;2distal contiene además elementos de regulación por 

condiciones ambientales y factores transcripcionales como MYC y MYB, que 

en ocasiones estimulan la síntesis de proteínas encargadas de regular el 

ciclo celular. En la figura 11 se muestra que los fragmentos fueron obtenidos 

y clonados en el vector de expresión (Figura 13), lo que nos permite pasar a 

la transformación. 

 

6.2 Transformación de callos embriogénicos de maíz y células de epidermis 

de cebolla 

 Una vez que se obtuvieron los plásmidos con las construcciones antes 

mencionadas para la transformación, se verificó su integridad y se procedió al 

uso de la pistola de baja presión proporcionada por el laboratorio de cultivo 

de tejidos vegetales de la Facultad de Química. 

Podemos observar (Figura 14) que las líneas de callos transformadas 

efectivamente son capaces de expresar a la GFP sin importar el tamaño del 
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promotor utilizado y que únicamente cuando se utiliza un plásmido vacío (sin 

promotor en  el cassette de expresión) la GFP no se observa en las células 

transformadas. Lo anterior nos hace pensar que bajo las condiciones de 

crecimiento, en concentraciones elevadas de 2,4-D y Citocinina, los 

fragmentos del promotor de la CYCD2;2 evaluados están siendo regulados 

positivamente y atrayendo, además de los FTs basales, a los factores de 

respuesta a estas dos hormonas y por lo tanto los niveles expresados de 

GFP en todos los casos son mayores. 

A pesar de que la presencia de este reportero se observa en el 

citoplasma, la mayor acumulación se da en el núcleo en todos los casos, muy 

probablemente debido a una sobre acumulación, sin importar que la proteína 

verde fluorescente no tiene ningún tipo de señal de localización, sin embargo, 

el hecho de estar sobreexpresada podría inducir el transito de esta proteína 

hacia el interior del núcleo. Podemos resaltar que en las células 

transformadas con el gen CYCD2;2d visiblemente hay una mayor 

fluorescencia y que además  esta se acumula principalmente en el núcleo. 

Este hecho implica que hay una región del promotor, de  -873 a -407, que 

esta involucrada en la regulación positiva de la expresión de la CYCD2;2, que 

probablemente ayude a sobre-expresar al reportero debido a los múltiples 

elementos cis encontrados en esta región (Figura 20) como son los de 

respuesta a auxinas, citocininas y etileno. 

 

Figura 20. Elementos re respuesta a hormonas vegetales presentes en la 
región de -1 a -873 del promotor de la CYCD2;2 
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Por otro lado, podemos notar que para observar a la proteína reportera 

GFP, los primeros 189 pb son suficientes (Figura 14), mostrando que los 

elementos de respuesta a citocininas aunados a la caja TATA y el Sitio de 

inicio de transcripción mostrados en la figura 20 y tabla 8 son  probablemente 

los encargados de regular positivamente la expresión del gen bajo las 

condiciones experimentales, mostrando que únicamente 45 pb de promotor 

son suficientes, ya que sabemos que los primeros 144 pb son los encargados 

de conformar a la región UTR5´ (Bravo y Buendía, 2008).  Con esto 

confirmamos que los elementos  de reconocimiento basales de la maquinaria 

transcripcional (caja TATA y TSS) son suficientes para expresar al gen  y que 

los elementos cis de respuesta adicionales ayudan a mantener un estado de 

expresión o respuesta a factores metabólicos o ambientales. 

 Tratando de evaluar la participación de esta zona de 45 pb del 

promotor núcleo, se diseñó la construcción CYCD2;2UTR que estrictamente 

contiene 135 pb pero que corresponden a la región no traducida 5´ (Tabla 8), 

es decir, no hay región promotora debido a que se eliminaron los elementos 

basales reconocidos por la maquinaria transcripcional, y con esta 

construcción adicional se bombardearon células de epidermis de cebolla 

(Figura 15). 

De acuerdo a lo observado, corroboramos ahora en un sistema distinto 

a maíz que los fragmentos del promotor evaluados son funcionales, pero que 

sin embargo tienen una fuerza menor que el promotor CaMV35S, siendo éste 

un promotor constitutivo que produce una expresión elevada de los genes 

que regula. Por otro lado, podemos observar que nuevamente el promotor 

CYCD2;2n induce la expresión de GFP y que si a este fragmento le quitamos 

los elementos reconocidos por la maquinaria transcripcional basal la 

expresión se apaga (Figura 15, CYCD2;2135), lo que implica que los primeros 

45 pb del promotor de la CYCD2;2 son necesarios y suficientes para inducir 

la expresión génica, ya que la presencia de la región no traducible en la 

construcción CYCD2;2135 no puede producir la expresión de GFP. Podemos 

deducir también que los elementos de respuesta actúan de manera 

cooperativa, es decir a mayor numero de elementos presentes en el 

promotor, la inducción de la expresión del gen reportero es mayor. Además, 

muy importante es el hecho de que al adicionar 2,4-D (auxina), la respuesta 
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del promotor de la CYCD2;2 se incrementa en comparación a cuando esta 

ausente (Figura 15, comparación entre tratamientos con la misma 

construcción). Podemos sugerir que los elementos de respuesta a auxinas 

presentes en los distintos fragmentos efectivamente responden a esta 

familias de hormonas y logran inducir una expresión del gen reportero e 

implícitamente sobre el gen de CYCD2;2. Nuevamente, el efecto de 

cooperatividad  de los elementos cis de respuesta esta presente.  

 Con la finalidad de demostrar que los niveles de GFP y sus 

variaciones observadas son debidas a que el promotor de la CYCD2;2 

responde a hormonas vegetales como las auxinas y ABA, se hizo una 

comparación  entre la respuesta del promotor CaMV35S y el promotor 

CYCD2;2distal bajo distintas condiciones como son la adición de 2,4-D (auxina) 

o ABA al medio de cultivo en el que se transforman las células de cebolla. 

Los resultados de la figura 16 indican que el promotor CaMV35S no es 

afectado por la presencia de una u otra hormona vegetal, ya que los niveles 

de GFP parecen no variar entre los tres tratamientos distintos (control, ABA y 

AUX) y los dos experimentos independientes mostrados. Sin embargo, 

cuando GFP esta regulada por el promotor CYCD2;2distal, podemos observar 

que los niveles de GFP observados varían de acuerdo a la hormona que se 

adicione; es decir, en los tratamientos con ABA la fluorescencia observada es 

menor a la del control y a la del tratamiento con 2,4-D (Figura 16), y la 

fluorescencia presente en el tratamiento de 2,4-D es mayor a la de los otros 

dos tratamientos. De esta manera se demuestra que el promotor 

CYCD2;2distal responde positivamente al 2,4-D y negativamente al ABA. Se 

sugiere que dicha variación de la cantidad de GFP, es debida a los elementos 

de respuesta del promotor CYCD2;2distal. El análisis de expresión de genes de 

ciclinas D mostrado por Buendía-Monreal et al.  en el 2011, muestra que 

efectivamente el gen de la CYCD2;2 se comporta de igual manera a la 

reportada en este trabajo en presencia de AIA y ABA pero durante distintos 

tiempos de germinación de ejes embrionarios de maíz. Dicha acumulación de 

evidencia sugiere de manera in vivo el gen de la CYCD2;2  puede estar 

regulado por estas dos familias hormonales. Permitiendo la expresión 

elevada de este gen en zonas donde la proliferación celular es elevada y 
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reprimiéndola en zonas celulares diferenciadas, como lo podemos observar 

en la figura 21. 

Figura 21. Expresión de la CYCD2;2 de maíz y CYC2;1 de Arabidopsis en 
distintas tipos celulares. Obtenida de las bases de datos:  Maize eFP Browser 
y Arabidopsis eFP Browser. 

 
La expresión de la CYCD2;2 de maíz es elevada en células que se 

encuentran en división constante y esta disminuye conforme las células se 

alejan de la zona de proliferación y se acercan a la zona de diferenciación y 

crecimiento celular (Figura 21)(Li et al., 2010). La expresión de la CYCD2;1, 

el gen mas parecido de Arabidopsis  a la CYCD2;2, muestra el mismo patrón 

de expresión elevada en la zona meristemática (proliferación elevada),  lugar 

donde se sintetizan las auxinas y a partir del cual se distribuyen al resto de la 

planta; y una expresión disminuida en la zona de diferenciación donde la 

concentración de auxinas es menor (Winter et al., 2007).  

Los resultados mostrados por la base de datos AtGenExpress 

Visualization Tool (AVT) indican que la expresión del gen de la CYCD2;1 de 

Arabidopsis reduce sus niveles cuando se adiciona ABA al ensayo, e 

incrementa con AIA. Este mismo resultado es obtenido en este trabajo 

(Figura 16) cuando se evalúa la respuesta del promotor de la CYCD2;2 de 

maíz a las hormonas vegetales ABA y 2,4-D y por Buendia-Monreal et al. en 

el 2011. Esta variación, podría estar regulada por el reconocimiento de 

factores transcripcionales específicos sobre los elementos de respuesta 

encontrados de manera in silico en el promotor de la CYCD2;2 (Figura 10). 
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 Este patrón de respuesta ha sido observado en genes que llevan a las 

células a través de la transición G1/S, como son CDKA, CYCD2;1, CYCD3;1 

de Arabidopsis (Inzé, 2007), y en la mayoría de los casos se ha propuesto 

que es debido a la estructura del sus promotores. Sin embargo, no se ha 

demostrado que elementos comparten todos estos genes en sus regiones 

promotoras, ni cuales de estos son funcionales.  

Los resultados mostrados  aquí, en conjunto con reportes previos de 

este mismo grupo conducen a proponer fuertemente que este gen 

efectivamente responde a la adición de auxinas y ABA, postulando al gen de 

la CYCD2;2 de maíz como un gen de respuesta temprana a entrada a ciclo 

celular y muy posiblemente responsable de llevar a las células hacia la fase S 

en acción conjunta con una CDKA (Gutiérrez et al., 2005, Quiroz-Figueroa y 

Vázquez-Ramos, 2006 y Buendía Monreal et al., 2011). 

La inserción estable de los genes reporteros a los callos transformados 

(Figura 17), la fluorescencia emitida por las células transformadas (Figuras 

14, 15 y 16) y la detección por Western Blot (Figura 18) de la proteína GFP-

GUS, nos indican una expresión estable de esta proteína, la cual estaría 

siendo regulada por cada uno de los fragmentos del promotor de la ciclina D 

2;2, indicando la presencia de estas construcciones en el genoma de los 

callos de maíz. Lo anterior nos lleva a proponer que el método de 

transformación de maíz fue establecido con éxito en callos embriogénicos, 

dejando la ventana abierta a la regeneración de plantas a partir de estos 

cultivos transgénicos para poder determinar la expresión de este gen en 

espacio y tiempo desde la germinación de semillas hasta el establecimiento 

de la planta madura. 
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7. CONCLUSIONES 
 
 El promotor de la CYCD2;2 es un promotor canónico de  plantas con un 

parche de Pirimidinas, una caja TATA  y un sitio de inicio de transcripción que 

sigue la regla YR. Además es un promotor de un gen de respuesta primaria a 

la entrada de ciclo celular que contiene elementos de respuesta a hormonas 

vegetales como auxinas y citocininas, encargadas de la señalización de inicio 

de proliferación, crecimiento y desarrollo de la planta. 

 

 El gen de la ciclina CYCD2;2  de maíz aparentemente tiene dos sitios de 

inicio de la transcripción ubicados en   -333 pb y -144 pb a partir del sitio de 

inicio de traducción. 

 

 Se obtuvieron las fusiones traduccionales a los genes reporteros GFP-

GUS de los 5 fragmentos propuestos para el promotor de la CYCD2;2 de 

maíz y se observó una expresión estable de la proteína GFP-GUS en líneas 

de callos embriogénicos de maíz, y expresión transitoria en células de 

epidermis de cebolla. 

 

 Los primeros 45 pb del promotor de CYCD2;2 son necesarios para 

expresar al gen reportero GFP-GUS (bajo las condiciones evaluadas). La 

región que comprende de  -135 a -189 contiene elementos fundamentales 

para la expresión  génica y actúa como el núcleo del promotor de la 

CYCD2;2. 

 

 El gen de la CYCD2;2 es inducido por auxinas y regulado 

negativamente por ABA. Su respuesta es debida muy probablemente a los 

AREs y ABREs presentes en su región promotora, los cuales actúan de 

manera cooperativa en la regulación de la expresión genética. 
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8. PERSPECTIVAS 
 
 Clonar en E. coli utilizando el vector de expresión pBGWFS7 la 

secuencia de 2500pb del promotor de la CYCD2;2 para posteriormente 

purificarlo y evaluar la respuesta del promotor CYCD2;2largo tanto en células 

de cebolla, como en callos embriogénicos de maíz. 

 

 Regenerar plantas transgénicas de maíz a partir de las líneas de callos 

transformados con la finalidad de observar la expresión tejido especifica de la 

CYCD2;2 de maíz desde la germinación de una semilla, hasta el 

establecimiento de la planta mediante el seguimiento de los genes reporteros 

GFP y GUS. 

 

 Mutar de manera específica ciertos grupos de elementos de respuesta 

para probar su funcionalidad en la regulación de la expresión de esta familia 

de genes, y  poder así demostrar su participación e importancia en el avance 

del ciclo celular y el establecimiento de una planta. 
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