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RESUMEN 

Una nueva planta comienza su desarrollo a partir de un embrión cuyo crecimiento 
está detenido en la semilla seca y continúa después de un período de quiescencia 
en la germinación. Una semilla ortodoxa seca mantiene un metabolismo 
prácticamente nulo hasta que la entrada de agua “la despierta” bioquímicamente y 
muchos procesos celulares se reactivan, de los cuales, uno sumamente 
importante es el ciclo celular; y dado que la mayoría de las células de las zonas 
meristemáticas de la semilla seca se detienen en la fase G1, nuestra hipótesis de 
trabajo implica que una germinación exitosa requiere que las células de la semilla 
reactiven el metabolismo celular a partir de G1 y completen la primera ronda de 
divisiones celulares, después de lo cual la semilla puede continuar los procesos de 
proliferación y crecimiento durante el desarrollo ulterior según su propio programa 
genético y así dar lugar a la planta. En este contexto, nuestra estrategia ha 
consistido en estudiar a los principales reguladores de la fase G1 y transición G1/S 
a nivel de proteína endógena: las ciclinas D (CycD).

En el presente trabajo, se reporta la validación de anticuerpos policlonales 
específicos contra la CycD6;1 de maíz con los cuales se determinó que la proteína 
endógena está presente en la semilla seca y a lo largo de la germinación con 
niveles mínimos hacia el final de la misma. También se determinó que CycD6;1 
forma complejos activos durante la germinación aunque el patron de actividad no 
correlaciona con el de acumulación de proteína. A pesar de carecer del dominio de 
unión a la proteína blanco natural de las CycD, Rbr, sí es capaz de unirse a ella y 
fosforilarla en diferentes regiones. Interesantemente, se observó que la proteína 
se localiza en la coleorriza, un tejido muy importante en el control de la 
germinación. Su localización subcelular cambia a lo largo del tiempo de 
germinación desde el citoplasma hacia el núcleo. Las conclusiones principales de 
este trabajo son que CycD6;1 de maíz es regulada espacial y temporalmente 
durante la germinación de semillas a diferentes niveles. Aunque no se ha 
demostrado su unión a Rbr in vivo, en este trabajo demostramos que CycD6;1 de 
maíz une in vitro a Rbr a pesar de la ausencia del motivo LXCXE en su secuencia.

III



INTRODUCCIÓN 

El Maíz 

Hace aproximadamente 7000 a 9000 años el actual territorio mexicano 

estaba habitado por grupos nómadas de cazadores-recolectores que comenzaban 

a desarrollar prácticas agrícolas. Entre las plantas que se domesticaron se 

encuentra el teocintle (Zea mays ssp. parviglumis), el cual, por su cercanía 

filogenética se cree que es el ancestro silvestre del maíz actual (Zea mays). La 

hipótesis más aceptada plantea que la constante selección de teocintle con 

características deseables para los humanos conllevó una evolución acelerada, 

produciendo así una nueva especie morfológicamente muy diferente pero 

genéticamente muy similar a su ancestro (Piperno et al., 2009; Vela, 2011).  

El maíz constituye, junto con otros elementos de la vida cotidiana, el centro 

de la cosmovisión mesoamericana como lo demuestra su papel fundamental en 

mitos de origen, donde se explica que el ser humano está hecho o procede del 

maíz (Carrillo, 2009). Esto no es de extrañar si tomamos en cuenta la fuerte 

interdependencia entre ambas especies, dejando a la expresión “Los hombres de 

Maíz” distante de ser únicamente una metáfora popular (Perales, 2009). 

�1

Reino Plantae

Subreino Tracheobionta

Superdivisión Spermatophyta

División Magnoliophyta

Clase Liliopsida

Subclase Commelinidae

Orden Cyperales

Familia Poaceae

Género Zea

Especie Zea mays

Tabla 1. Clasificación taxonómica del maíz. (Departamento de Agricultura, USA) 
(http://plants.usda.gov/java/profile?symbol=ZEMA)



Al igual que otros integrantes de la familia Poaceae (Tabla 1), el maíz se 

compone principalmente por follaje. El tallo, similar al bambú, es delgado y 

segmentado por juntas o articulaciones llamadas nodos, de los cuales sale una 

hoja en dirección opuesta a la que sale del nodo contiguo, y el espacio entre ellos 

se denomina internodo. El maíz, a diferencia de la mayoría de las gramíneas, 

posee flores unisexuales, es decir, la inflorescencia masculina está separada de la 

inflorescencia femenina.  

La semilla de maíz 

La semilla madura o cariopsis (figura 1) posee tres partes principales: el 

pericarpio, el endospermo y el embrión, que difieren considerablemente en su 

composición química (Tabla 2). El pericarpio es la capa dura y transparente 

exterior de la semilla. El endospermo y el embrión representan genéticamente a la 

siguiente generación ya que poseen material genético de las líneas paterna y 

materna, a diferencia del pericarpio que, por derivar de la pared del ovario, es 

genéticamente de origen materno, al igual que la placenta y el pediciclo (figura 1). 

El endospermo contiene cuatro tejidos diferentes: el endospermo harinoso, la 

aleurona (el más externo), la capa de transferencia del endospermo basal (BETL, 

por sus siglas en inglés) y la región que rodea al embrión (ESR, del inglés Embryo 

Surrounding Region). En total, el endospermo representa aproximadamente 85% 

del peso total del grano y sirve de fuente de energía (en forma de gránulos de 

almidón y cuerpos protéicos) para el embrión durante varios días posteriores a la 

germinación (Scanlon y Takacs, 2009).  

El embrión posee un eje central (eje embrionario) que contiene las 

estructuras embrionarias que darán origen a la plántula después de la 

germinación. En su extremo basal se encuentra el meristemo de la raíz, que dará 

origen a la raíz primaria, y en el apical contiene el meristemo apical del tallo. 

Dentro del eje (figuras 1 y 2), un tejido protector llamado coleoptilo, el cual se 

convertirá en una cubierta que protege al primer brote que emerge de la semilla 

hacia la superficie del suelo, envuelve 5 ó 6 primordios (según el fondo genético) 
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de los cuales crecerá una hoja en cada uno durante el desarrollo de la planta 

(Scanlon y Takacs, 2009). De igual manera, la raíz embrionaria está cubierta por 

un tejido protector similar llamado coleorriza. Del primer nodo (nodo escutelar) 

surge el escutelo, que da origen al cotiledón. El escutelo no se convierte en tejido 

foliar pero sirve para absorber y digerir al endospermo durante la germinación. El 

espacio comprendido entre el nodo escutelar y el nodo coleoptilar se denomina 

mesocotilo, el cual se alarga rápidamente durante la germinación para propiciar 

que el coleoptilo emerja del suelo y junto con él, las hojas (Vincent, 2002; Scanlon 

y Takacs, 2009). 

Por su gran importancia en diversos ámbitos de la sociedad mundial actual, 

así como por la vasta disponibilidad de información y estudios acerca de su 

biología, el maíz representa una excelente planta modelo para la ciencia básica y 

aplicada, así como para la vinculación de estas con otros sectores de la sociedad 

como son el agrícola e industrial en general. Es por esto que el maíz, a diferencia 

de otras plantas modelo como Arabidopsis thaliana, puede representar tanto el 

modelo como el objeto de estudio en sí. En nuestro grupo de trabajo hemos 

adoptado al maíz, particularmente la germinación de semillas, como nuestro 

modelo para el estudio de los reguladores del ciclo celular. 
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Figura 1. Anatomía de la semilla madura de maíz madura vista a) de frente y b) perfil. ESR, 
Embryo Surrounding Region (región que rodea al embrión); BETL, Basal Endosperm Transfer 
Layer (capa de transferencia del endospermo basal); m, tejido de origen materno. Modificado a) 
de Kiesselbach, 1999 y b) de Scanlon and Takacs, 2009).



 Germinación 

La germinación es un proceso que generalmente tiene como resultado el 

establecimiento de una nueva planta en desarrollo a partir de una semilla madura, 

aunque esto no depende de la germinación únicamente, sino también de procesos 

de desarrollo ulteriores. Sin embargo, es difícil dar una definición concisa del 

concepto “germinación”, ya que el límite que divide el proceso germinativo del 

desarrollo posterior de la planta es poco claro. A pesar de esto, delimitar la 

definición de germinación es necesario para enmarcar teóricamente los procesos 

germinativos y distinguirlos de los postgerminativos. En el ámbito agronómico se 

tiene por término de la germinación el momento en que la plántula emerge de la 

superficie del suelo, mientras que desde el punto de vista de la fisiología vegetal, 

la germinación comprende únicamente hasta la elongación del eje embrionario, 

generalmente en el extremo radicular, lo cual se hace visible cuando éste 

atraviesa la cubierta de la semilla (Bewley and Black, 1985). En este contexto 

fisiológico, un límite más preciso que ha sido usado experimentalmente en 

estudios sobre el control de la germinación (White y Rivin, 2000) es cuando la raíz 

embrionaria rompe y emerge de la coleorriza (figura 2). Los procesos posteriores a 

la protrusión radicular o apical (cualquiera que ocurriera primero) no son, para el 

fisiólogo vegetal, parte de la germinación, sino del crecimiento y desarrollo de la 

planta. Es preciso apuntar que según esta definición de la fisiología vegetal, una 

semilla puede completar el proceso germinativo y detener su crecimiento para no 
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Tabla 2. Composición química de las partes principales de la semilla de maíz expresado en 
porcentaje según datos de la FAO. (http://www.fao.org/docrep/T0395S/T0395S03.htm)

Componente químico Pericarpio Endospermo Embrión

Proteínas 3.7 8.0 18.4

Extracto etéreo 1.0 0.8 33.2

Fibra cruda 86.7 2.7 8.8

Cenizas 0.8 0.3 10.5

Almidón 7.3 87.6 8.3

Azúcar 0.34 0.62 10.8



emerger nunca del suelo, lo cual contradice el enfoque agronómico (Bewley and 

Black, 1985). 

Ya que en nuestro grupo de trabajo nos hemos enfocado a estudiar el ciclo 

celular durante la germinación del maíz, hemos adoptado una definición de la 

germinación distinta a las anteriores y basada en procesos bioquímicos y 

celulares. Así pues, desde nuestro punto de vista, definimos a la germinación 

como la serie de eventos bioquímicos que llevan a las células a la consecución del 

primer ciclo celular completo en las zonas meristemáticas y a la multiplicación 

celular restante (Vázquez Ramos, 1990). Dichos procesos incluyen la hidratación 

de membranas y demás estructuras celulares, reactivación de proteínas y 

ribosomas, aumento de la actividad respiratoria, síntesis de macromoléculas, 

elongación celular, es decir, aquéllos involucrados en el paso desde una semilla 

quiescente, casi totalmente deshidratada y con un metabolismo casi nulo a una 

semilla con metabolismo muy activo que resulta en el crecimiento del embrión 
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Figura 2. Esquema del brote de semilla de maíz germinada. Se observan etapas tempranas 
de varios tipos de raíz y de la hoja. Modificado de Freeling y Walbot, 1994.



(Bewley and Black, 1985; Vázquez Ramos, 1990). La hipótesis que surge de 

nuestra definición es que una vez que las células de una semilla reactivan el 

metabolismo celular y completan la primera ronda de divisiones celulares, la 

semilla puede continuar los procesos de proliferación y crecimiento durante el 

desarrollo según su propio programa genético y así dar lugar a la planta. Por lo 

tanto, el término de la germinación es precisamente la culminación de la primera 

ronda de divisiones celulares exitosas en los meristemos. 

Cabe señalar que si bien el término de la germinación es confuso, el inicio de 

la germinación es siempre la entrada de agua a la semilla quiescente, puesto que 

se sabe que bajo condiciones adecuadas de temperatura y oxígeno, la toma de 

agua es suficiente y necesaria para que la germinación comience (al menos en 

semillas ortodoxas, Mayer y Poljakoff, 1975), lo cual, como se mencionó 

anteriormente, reactiva el metabolismo y se llevan a cabo procesos celulares tales 

como síntesis y reparación de mitocondrias, reparación y replicación de DNA, 

síntesis de proteínas y división celular (figura 3). 

Con base en la definición bioquímica de germinación, el ciclo celular toma un 

papel trascendental en la regulación de este proceso, puesto que se sabe que la 

reactivación del ciclo celular en el meristemo radicular precede a la protrusión de 

la radícula. Dicha reactivación del ciclo celular está dada principalmente por la 

expresión de los genes de ciclinas D, y por lo tanto, estos genes son reguladores 

fundamentales de la velocidad de germinación (Masubelele et al., 2005). 

En semillas secas de Arabidopsis thaliana, las células del embrión quedan 

arrestadas en la fase G1 del ciclo celular (Bewley y Black, 1994). De igual manera, 

la mayoría de las células embrionarias de maíz quedan arrestadas en G1 durante 

su maduración (Deltour y Jacqmard, 1974), y en nuestro grupo se ha reportado 

que, a 25℃ en oscuridad, el ciclo celular se reactiva estando aún en esta fase 

durante las primeras 6 horas posteriores a la imbibición, mientras que la fase S 

comienza cerca de las 12 horas y entre 28 y 32 horas después de la imbibición se 

observan células en fase M, coincidiendo esto con la protrusión de la radícula en 

nuestro modelo (Baíza et al., 1989; Reyes et al., 1991; Herrera et al., 2000). 
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Como se ha visto, la germinación de semillas proporciona un modelo 

fisiológico excelente para el estudio de la reactivación de la proliferación ya que en 

semillas secas la mayoría de las células se encuentran detenidas en la fase G1, 

particularmente en las zonas meristemáticas (Sánchez et al., 2005).  

Las células de ejes embrionarios no embebidos poseen niveles visibles de 

todas las proteínas analizadas que son consideradas propias del ciclo celular 

como las ciclinas, las cinasas dependientes de ciclina (Cdks), el antígeno nuclear 

de proliferación celular (PCNA), DNA polimerasas, DNA ligasas, entre otras (Lara-

Nuñez et al., 2008). Incluso, algunas de ellas no sufren modificaciones en dichos 

niveles a lo largo del proceso germinativo, como por ejemplo las DNA polimerasas 

y las Cdks, aunque sí se observan cambios en su actividad (Vázquez-Ramos and 

Sánchez, 2003). Algunas ciclinas, aunque no todas, muestran un comportamiento 

fluctuante durante la germinación, con una correlación parcial con su actividad de 

cinasa asociada (Quiroz-Figueroa and Vázquez-Ramos, 2006; Lara-Núñez et al., 

2008, Godínez-Palma et al., 2013). 

Ciclo Celular 

Todos los seres vivos, desde las bacterias hasta los mamíferos, son producto 

de repetidas rondas de crecimiento y división celular. En el caso de los organismos 
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Figura 3. Procesos celulares asociados a la germinación. El esquema relaciona procesos de 
la célula en relación al tiempo y a la entrada de agua a la semilla (modificado de Black et al., 
2006).



unicelulares, una sola ronda de crecimiento y división resulta en un nuevo 

individuo, pero para organismos multicelulares son requeridas secuencias largas y 

complejas de proliferación celular en concierto con procesos de diferenciación, 

crecimiento y comunicación celular para poder originar un organismo funcional. 

Todas las células se reproducen llevando a cabo una secuencia 

unidireccional de eventos ordenados durante los cuales el material celular se 

divide de manera aproximadamente equitativa en dos nuevas células. Sin 

embargo, dentro de este material celular, el DNA debe ser estrictamente duplicado 

y repartido de manera exacta en las dos células, de modo que cada una cuente 

con una copia completa del genoma de la especie, puesto que es éste el que 

contiene codificada la información necesaria para el desarrollo de un nuevo 

individuo. Esta serie ordenada de eventos de duplicación del material genético 

(replicación) y su posterior segregación, junto con el material celular restante, en 

las células nuevas se denomina ciclo celular, y en él recae la principal función de 

todo ser vivo: la reproducción (Alberts et al; 2002).  

Metabólicamente, el ciclo celular puede verse como una sucesión de la fase 

de replicación y crecimiento celular (interfase), y la fase de segregación equitativa 

del DNA (mitosis). Sin embargo, las células eucariontes poseen un sistema de 

regulación del ciclo celular mucho más complejo y fino que las células procariontes 
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Figura 4. Representación esquemática de las fases del ciclo celular (Klug y Cummings, 1998)



y presentan fases intermedias de regulación entre la replicación del DNA y su 

segregación en dos diferentes núcleos. 

La caracterización y estudio de este sistema de regulación ha permitido la 

definición de tres fases previas a la separación de los cromosomas, las cuales 

constituyen la interfase (figura 4). Estas tres fases tienen distintos propósitos, 

como son la percepción de que las condiciones extra e intra celulares sean 

óptimas para poder iniciar y concluir el ciclo celular (fase G1) ya que una vez que 

la célula entra a este proceso debe concluirlo pues de lo contrario puede quedar 

arrestada a mitad del ciclo o entrar en apoptosis. Una vez que se han percibido 

estas condiciones óptimas, el material genético debe replicarse, lo cual ocurre 

durante la fase de síntesis o fase S. Concluída esta, durante la fase G2 se 

asegura la integridad y duplicidad del genoma para que en la fase M (mitosis) 

pueda repartirse en dos núcleos. Cuando el material genético queda repartido en 

ambos núcleos, ocurre la separación del citoplasma y sus componentes mediante 

un proceso llamado citocinesis, para derivar en dos nuevas células (Alberts et al., 

2002; Vázquez Ramos, 2003). 

La organización básica del ciclo celular y su sistema de control son 

esencialmente los mismos en las células eucariontes, lo cual nunca significa que 

sean exactamente iguales, puesto que existen características como el tiempo de 

duración de cada fase que pueden variar no solo de una especie a otra, sino de un 

tipo celular a otro dentro de un mismo organismo, es por esto que podemos 

estudiar el proceso del ciclo celular de manera global en muchos modelos 

celulares diferentes, pero debemos ser cautelosos con los resultados derivados de 

dicho estudio, pues pueden ser específicos del modelo que se utilice. Gran parte 

de lo que conocemos proviene de estudios hechos en cultivos celulares y de 

organismos modelo específicos como levadura, C. elegans, rana, mosca, líneas 

celulares de mamíferos y plantas. Cabe resaltar que la tendencia de estudiar el 

ciclo celular en un contexto fisiológico de desarrollo es relativamente reciente y 

apenas comenzamos a comprender mecanísticamente el papel de los reguladores 

del ciclo celular en el desarrollo de los organismos. 
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Regulación y reguladores del ciclo celular. 

El ciclo celular es un proceso muy importante en el desarrollo de cualquier 

organismo y, por lo tanto, es comprensible que la evolución se haya encargado de 

imponer sobre él un control muy estricto. El control y regulación de los eventos de 

proliferación en eucariontes se llevan a cabo a todo lo largo del ciclo celular; sin 

embargo, existen tres puntos de regulación muy estrictos, ampliamente estudiados 

y referidos en la literatura:  1) la transición de la fase G1 hacia la fase S, 2) la 

transición de G2 a M y 3) la transición de metafase a anafase durante la mitosis, 

donde todos los cromosomas condensados deben alinearse en el ecuador de la 

célula antes de poder segregarse (Vázquez-Ramos, 2003). 

Grosso modo, la progresión del ciclo celular y su regulación están 

determinadas por distintas proteín-cinasas de serina y treonina que requieren la 

unión de una subunidad regulatoria llamada ciclina (Cyc) para poder activarse, y 

por lo tanto son denominadas Cinasas dependientes de ciclina (Cdks).  

Uno de los sustratos más conocidos de estas Cdks que es fosforilado en una 

fase específica del ciclo celular es la histona H1 en cromosomas mitóticos 

(Herrera et al., 1996; Contreras et al., 2003; Sarg et al., 2006). Otra proteína 

blanco de los complejos ciclina-cinasa bien caracterizada durante el ciclo celular 

es la proteína de retinoblastoma (Rb), cuya fosforilación tiene una importante 

función en la transición G1/S. En otros casos, la fosforilación mediada por Cdks 

sirve para la eliminación de componentes específicos del ciclo celular vía 

proteasoma, ya que el reconocimiento de proteínas blanco para proteólisis 

mediada por ubiquitinación normalmente requiere de fosforilaciones previas (Craig 

et al., 1999; Watanabe et al., 2004; Lin et al., 2006). En este contexto, es 

necesario señalar que estas degradaciones se dan en tiempos específicos sobre 

componentes necesarios de la fase que concluyó, de manera que la célula no 

puede regresar a dicha fase y, por lo tanto, el ciclo adquiere una secuencia 

unidireccional de sus fases (King et al., 1996). 
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El estudio de los principales reguladores del ciclo celular en el contexto del 

desarrollo del organismo ha contribuído enormemente a la comprensión de cómo 

se orquestan los procesos de división, crecimiento y diferenciación celular en 

espacio y tiempo. Conocer cómo las señales que controlan el balance entre estos 

procesos se integran al funcionamiento de la maquinaria básica del ciclo celular ha 

sido un reto que no ha terminado por definirse, pero en el que se ha avanzado 

rápidamente con la perspectiva de sentar las bases moleculares del desarrollo. En 

este respecto, aunque el estudio del ciclo celular en plantas es más reciente que 

en animales y levaduras, ha avanzado enormemente pues ha tenido este enfoque 

contextualizado desde sus inicios. 

El estudio del ciclo celular y su regulación en el desarrollo de las plantas es 

de gran interés dado que existen enormes diferencias con los procesos de 

desarrollo en animales. Por ejemplo, en animales la morfología de los individuos 

depende del desarrollo embrionario y el desarrollo postembrionario involucra 

proliferación de células prácticamente diferenciadas durante una etapa corta de la 

vida donde el individuo crece y posteriormente la proliferación cesa casi por 

completo en la mayoría de los tejidos; en cambio, la morfología de las plantas 

depende mucho más del desarrollo postembrionario, y durante toda su vida, 

requieren contínuamente de divisiones celulares en los meristemos seguidas de 

procesos de diferenciación para originar nuevos órganos iterativamente (Inzé et 

al., 2005). 

Las Cdks y su regulación. 

Al igual que en otros eucariontes, las Cdks actúan diferencialmente en las 

distintas etapas del ciclo celular de plantas y su regulación suele ser a nivel 

postraduccional más que transcripcional o postranscripcional. Como ejemplo 

tenemos que en Arabidopsis thaliana, los niveles de mRNA de CdkA no varían a lo 

largo del ciclo celular, pero su actividad de cinasa aumenta en la fase G1 y 

permanece alta durante la fase S. Por otra parte, en células BY-2 de tabaco, la 

actividad de cinasa de CdkA permanece alta durante G2, mientras que en células 
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de Arabidopsis hay una reducción en esta actividad durante G2 y aparece un 

segundo pico de actividad en la transición hacia la fase M (Inzé y De Veylder; 

2006). Esta regulación postraduccional se entiende a partir de su estructura, 

donde el estudio en las proteínas de animales ha brindado mayor información, y la 

homología con las de plantas sugiere mecanismos similares. 

Las Cdks poseen sitios de unión a ATP y a su sustrato dentro de la región 

catalítica, la cual se encuentra entre los lóbulos formados por los extremos N-

terminal y C-terminal. La unión de la ciclina estabiliza al sitio catalítico (revisado 

por Joubés et al., 2000). Sin embargo, a pesar de la unión de la ciclina, el sitio 

activo de la Cdk permanece restringido por una estructura de asa llamada “loop T”, 

la cual al ser fosforilada en un residuo conservado de treonina (T160) cambia su 

conformación para permitir la correcta unión del sustrato y el acceso al grupo γ-

fosfato del ATP al sitio activo. Esta fosforilación activadora en T160 está dada por 

una Cinasa Activadora de Cdk (Cak) (revisado por Dewite y Murray, 2003). 

Además de la unión con ciclinas y la fosforilación por Cak (figura 5), existe 

una regulación negativa de la actividad de Cdk dada por fosforilación inhibitoria en 

los residuos T14 y Y15 catalizada por las cinasas Myt1 y Wee1. Esta regulación ya 

ha sido reportada tanto en Arabidopsis como en maíz (Sun et al. 1999; Sorrell et 

al., 2002). En este contexto, datos de nuestro laboratorio sugieren que los 

complejos de ciclinas D con Cdks (A y B) durante la germinación son regulados 

por fosforilaciones inhibidoras y activadores (Godínez-Palma, datos sin publicar). 

Las Cdks de tipo B son únicas de plantas y su expresión transcripcional está 

regulada por la progresión del ciclo celular, lo cual no se ha observado en Cdks de 

otras especies fuera de las plantas. Las CdkB1 se expresan desde el inicio de la 

fase S hasta la fase M en la mayoría de las especies examinadas (revisado en 

Dewitte y Murray, 2003). En maíz, recientemente reportamos que la presencia de 

la proteína CdkA es constante durante la germinación pero se asocia 

diferencialmente a distintas ciclinas tipo D, lo cual modifica la actividad de cinasa 
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asociada a estas ciclinas, además de que la asociación con CdkA y CdkB también 

es diferencial para cada ciclina  (Godínez-Palma et al., 2013) . 

 

Para que la Cdk pueda ser activada es necesario que estas fosforilaciones 

en T14 y Y15 sean removidas por una fosfatasa. En lavadura y en mamíferos, esta 

fosfatasa se denomina Cdc25, y aunque aún no se conoce algún homólogo directo 

en plantas, es altamente probable la existencia de un equivalente funcional 

(Dewitte y Murray, 2003).  

Así como las ciclinas son proteínas que promueven la actividad de las Cdks, 

existe otro tipo de proteínas que se unen a los complejos ciclina-cinasa para 

regularlos negativamente (figura 5), estas son denominadas inhibidores de Cdk 

(Ick) y a pesar de poseer una función regulatoria esencial en el ciclo celular, la 

conservación de secuencia entre los Ick de animales (Kip) y los de plantas (Kip 

Related Proteins o Krp) está limitada al dominio de interacción con ciclina y Cdk; 

sin embargo, tanto las Kip como las Krp poseen homología de función (Wang et 

al., 1999). Además de los inhibidores Krp, recientemente se ha descrito otra familia 

de inhibidores de complejos Cyc/Cdk específico de plantas llamados Siamese 

(Sim) (Churchman et al., 2006). Otro regulador del complejo ciclina-cinasa es la 

subunidad de Cdk (Cks) que puede actuar como modulador de la actividad de 

CDK y aparentemente su función es importante para el correcto andamiaje del 

complejo ciclina-Cdk con sus respectivos sustratos (Bourne et al., 1996).  
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Figura 5. Regulación de la actividad de Cdk. Modificado de Dewitte y Murray, 2003.



Cabe mencionar que las Cdks pueden funcionar también fuera del ciclo 

celular y regular otros procesos. Por ejemplo, CdkA, además de su función 

regulatoria en la interfase, juega un papel importante en el control de la dinámica 

de los microtúbulos y por lo tanto, en la progresión de la mitosis (Steinborn et al., 

2002). Además desempeña una función crítica en la reprogramación de células 

diferenciadas que, adyacentes a un daño tisular en gametóforos, regresan a un 

estado proliferativo desdiferenciado en Physcomitrella patens (Ishikawa et al., 

2011). Otro caso es el de CdkB1;1, cuya supresión reduce el crecimiento de 

plántulas de Arabidopsis principalmente mediante la inhibición de la elongación, 

independientemente de la división celular o la endorreduplicación (Yoshizumi et al., 

1999); sin embargo, no se ha determinado qué ciclina se asocia a estas Cdks 

mientras cumplen funciones en procesos externos al ciclo celular. 

Ciclinas. 

Las primeras ciclinas se identificaron en huevos de erizo de mar como unas 

proteínas cuyos niveles de acumulación fluctuaban durante el ciclo celular y es a 

ello que deben su nombre, es decir, a su aparición transitoria y cíclica (Evans et 

al., 1983). Son una superfamilia de proteínas con homología relativamente baja, 

pero que comparten una región poco conservada de aproximadamente 250 

residuos de aminoácidos denominada centro de ciclina, el cual a su vez está 

constituido por dos dominios, el dominio ciclina amino y el dominio ciclina carboxilo 

(Nugent et al., 1991; Noble, et al., 1997). En todos los eucariontes, estas proteínas 

constituyen el mecanismo principal de control de la actividad de Cdk, ya que sin la 

unión de la ciclina, la subunidad Cdk es inactiva (revisado por Dewitte y Murray, 

2003).  

Existen diversos tipos de ciclinas en los organismos eucariontes, y algunos 

de ellos están conservados entre animales y plantas; sin embargo, también 

existen familias de ciclinas particulares a algunas especies. Por ejemplo, sabemos 

que en el genoma humano existen 22 genes de ciclinas que se agrupan con base 

en el análisis de su función y secuencia de aminoácidos (Nakamura et al., 1995; 
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Pines, 1995). Estos grupos son A, B, C, D, E, F, G, H, I, K, L, T y UNG2, y solo 5 

de ellos (A, B, C, H, L) están presentes en plantas, aunque el grupo C solo se ha 

encontrado en Arabidopsis thaliana (Wang et al., 2004). Por otro lado, existen tipos 

de ciclinas que sólo se encuentran en plantas, como son las ciclinas tipo D que 

aunque se denominan igual que las ciclinas D de animales, forman un grupo 

filogenético distinto y no muestran homología de secuencia con ellas (excepto por 

un motivo muy conservado en la región N-terminal que las caracteriza), aunque sí 

poseen funciones similares, al menos molecularmente, mientras que 

fisiológicamente esto aún no queda claro. Lo mismo ocurre con las ciclinas T y F, 

que en plantas fueron nombradas así porque fueron relacionadas 

topográficamente en un árbol filogenético a las ciclinas T y F de mamíferos, pero 

aunque las T están relacionadas igualmente a las T, H y L de humanos, no son 

ortólogos y forman un clado aparte (Wang et al., 2004); lo mismo que las F, las 

cuales aparentemente son particulares de plantas monocotiledóneas y aún no es 

claro si son genes o pseudogenes (La et al., 2006).  También son específicas de 

plantas las ciclinas SDS que participan en la meiosis (Azumi et al., 2002) y la 

ciclina J18 que solo se ha reportado en Arabidopsis thaliana. Las ciclinas U 

tampoco están presentes en mamíferos, pero en el 2004 Wang y colaboradores 

mostraron que están filogenéticamente agrupadas con al menos tres genes de 

protistas (Wang et al., 2004). 

La acumulación de las ciclinas depende ampliamente tanto de la regulación 

transcripcional como postranscripcional, y del recambio proteico dado por el 

balance entre la traducción de mensajeros y la degradación de las proteínas. Las 

ciclinas de tipo A y B poseen un motivo llamado “caja de destrucción” que las 

identifica para ser removidas por la vía del complejo promotor de anafase (APC  - 

proteasoma, mientras que las ciclinas D poseen cajas PEST para su ubiquitinación 

y posterior degradación vía proteasoma (revisado por Dewitte y Murray, 2003). 

Dentro del ciclo celular, las ciclinas A y B participan en la transición  G2/M, 

mientras que las ciclinas D actúan durante la fase G1 y en la transición hacia la 

fase S. Las tres familias de ciclinas (A, B y D) son considerablemente más 

numerosas en plantas que en animales (Wang et al., 2004; La et al., 2006), por lo 
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que es de esperar que posean funciones tiempo/espacio específicas y estén 

asociadas a otros procesos de desarrollo independientemente de su participación 

en el ciclo celular, o bien, también cabe la posibilidad de que algunos parálogos 

sean redundantes. 

La vía CycD/Rb/E2F y la transición G1/S. 

Como se mencionó anteriormente, los complejos ciclina-cinasa actúan 

fosforilando sustratos específicos, lo cual provoca, junto con los procesos de 

degradación de proteínas, la progresión ordenada y unidireccional de las fases del 

ciclo celular. En nuestro grupo de trabajo hemos enfocado nuestra atención en uno 

de los principales puntos de regulación del ciclo celular: la transición de la fase G1 

a la fase S. Durante este proceso, tanto en animales como en plantas, están 

involucradas principalmente las ciclinas de tipo D (CycD) (Inzé y De Veylder, 

2006). El papel fundamental de las ciclinas tipo D es integrar las señales 

extracelulares con la maquinaria del ciclo celular (Sherr, 1995). La fase G1 está 

involucrada en la percepción y respuesta a señales de crecimiento, de desarrollo y 

ambientales (Oakenfull et al., 2002) que permitirán a la célula progresar 

apropiadamente a lo largo de cada una de las demás fases hasta completar 

exitosamente el ciclo celular. Cuando existen las condiciones favorables para que 

la célula prolifere, las ciclinas D forman complejos con una Cdk, que en el caso de 

animales puede ser Cdk4 o Cdk6 y una vez ensamblado el complejo, Cdk4 debe 

fosforilarse en la treonina 172 (equivalente a la T160 de Cdk1) para adquirir 

actividad de cinasa. Esta fosforilación en T172 se debe al complejo de una Cak 

con ciclina H (Sherr, 1995). 

En plantas, las ciclinas D forman complejos con la CdkA durante la fase G1 

(Oakenfull et al., 2002); sin embargo, en nuestro grupo hemos reportado la 

existencia de complejos de CycDs con CdkB durante la germinación, lo cual no 

necesariamente significa que estos complejos estén actuando en G1 (Godínez-

Palma et al., 2013). Análogamente al mecanismo de activación por Cak, existe un 

residuo de treonina fosforilable en la ciclina D (T191) necesario para la actividad 
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del complejo y su importación al núcleo (Nakagami et al., 2002). Por otra parte, se 

ha visto que si no existen condiciones favorables para la proliferación, como 

fuentes de carbono y señales hormonales que la promuevan, el complejo está 

unido a un inhibidor, que en animales puede ser del tipo Ick o Kip y en plantas es 

una Krp (Toyoshima y Hunter, 1994; Lee et al., 1995; Wang et al., 1997). 

En el caso de nuestro modelo de estudio, sabemos que la reactivación del 

ciclo celular en la germinación comienza mayoritariamente en la fase G1 y dada 

nuestra hipótesis de trabajo, el estudio de las ciclinas D se vuelve prioritario. 

Estructuralmente, las ciclinas D de plantas poseen el dominio ciclina amino pero el 

ciclina carboxilo está solo en algunas (Wang et al., 2004; La et al., 2006; Buendía 

Monreal et al., 2011). Todas excepto la CycD6;1, poseen el motivo LxCxE hacia el 

extremo amino. Este motivo está muy conservado en todas las ciclinas D de 
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Figura 6. Representación esquemática de la transición G1/S. En G0, Rbr reprime la actividad del 
factor transcripcioal dimérico E2F/DP. La activación de CycD/CdkA provoca la fosforilación de Rbr y 
la liberación de E2F/DP, que transcribe el programa de fase S. Rbr, Retinoblastoma-related protein; 
E2F, E2 factor; DP, dimerization partner.



plantas y animales y es requerido para la unión a la proteína Rb (Ewen et al., 

1993; Soni et al., 1995). En plantas se ha demostrado que, in vitro, las ciclinas D 

con este motivo mutado son ineficientes para unirse a la proteína Rbr (Ach et al., 

1997; Huntley et al., 1998). 

Una vez que el complejo CycD-Cdk es activo, fosforila a la proteína Rb 

(llamada así por habérsele descubierto en células tumorales de retinoblastoma) en 

múltiples sitios ubicados principalmente en el extremo carboxilo de ésta 

(Nakagami et al., 2002). En estado hipofosforilado, Rb se encuentra unida al factor 

de transcripción dimérico E2F/DP (E2F forma un heterodímero con DP, del inglés 

Dimerization Partner, para transactivar, donde DP funciona en el reconocimiento 

del promotor mediante un dominio de unión a DNA), impidiendo la transactivación 

de sus genes blanco (figura 6); pero conforme Rb pasa a un estado 

hiperfosforilado, pierde afinidad por E2F/DP, se desprende de él y se permite 

entonces su actividad de transactivación de los genes que reconoce gracias a una 

secuencia canónica en los promotores (revisado en Inzé y De Veylder, 2006), y 

que en general, son genes cuyas proteínas serán necesarias para el comienzo y 

progresión de la fase S (figura 6). 

En plantas se ha visto que E2F no controla únicamente la transcripción de 

genes relacionados con el ciclo celular, pues un estudio del genoma de 

Arabidopsis mostró que cerca de 6 mil genes son potencialmente regulados por 

E2F, de los cuales, apenas una tercera parte se relacionan al ciclo celular 

(Ramirez-Parra et al., 2003). Sin embargo, por medio de microarreglos y 

herramientas bioinformáticas, fue posible identificar 70 genes blanco putativos de 

E2F que se conservan entre Arabidopsis y arroz y que codifican para proteínas 

involucradas en la regulación del ciclo celular, replicación del DNA y dinámica de la 

cromatina (Vandepoele et al., 2005). 

Rb y Rbr: función, estructura e interacciones. 

i) Función. La proteína de retinoblastoma (Rb) fue descubierta como una 

proteína que al estar mutada, induce excesiva proliferación y crecimiento de 
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células tumorales de retinoblastoma y osteosarcoma (Friend et al., 1986). Debido 

a su importante función en la regulación negativa del ciclo celular y a que eliminar 

su actividad promovía desregulación y proliferación desmedida, además de haber 

sido determinado que esta proteína está alterada en numerosos tipos de cáncer, 

está definida como una de las proteínas supresoras de tumores más importantes 

que se conocen (Classon and Harlow, 2002). Actualmente, el estudio durante más 

de dos décadas y media sobre Rb ha permitido esclarecer que existe más de un 

mecanismo por el cual puede inhibir el progreso del ciclo celular, aunque el más 

aceptado es el dependiente de E2F/DP descrito en el apartado anterior.  

En el mismo contexto, Rb es capaz de regular la apoptosis indirectamente 

mediante la regulación directa sobre E2F1 específicamente (en humanos existen 8 

tipos de proteínas E2F). Se sabe que E2F1 sufre diversas modificaciones 

postraduccionales (fosforilación, acetilación y desmetilación) en respuesta al daño 

al DNA, lo cual permite la transactivación de genes que inducen muerte celular. De 

este modo, la inhibición de Rb sobre E2F1 se interpreta como un mecanismo que 

bloquea la apoptosis. Particularmente, se ha demostrado que E2F1 es la única 

E2F capaz de seguir unida a Rb durante la fase S incluso después de la 

fosforilación de Rb por Cdk, y por lo tanto la inhibición de la transcripción de genes 

blanco de E2F1, que en gran medida son genes proapoptóticos, persiste. Sin 

embargo, ante daño al DNA, Rb es desfosforilado en los sitios canónicos de Cdk 

(reprimiéndose a los genes de ciclo celular inducidos por las demás E2Fs) y 

fosforilado en otros sitios reconocidos por cinasas que se activan en respuesta al 

daño. Además, otras modificaciones postraduccionales sobre Rb (acetilación y 

metilación) aunadas a las que sufre E2F1, permiten ahora la transactivación de 

sus genes blanco sin que sea necesaria la disrupción entre Rb y E2F1 (revisado en 

Dick y Rubin, 2013). De este modo, Rb bloquea la transcripción de genes 

proapoptóticos mediada por Rb durante el ciclo celular, pero en respuesta a daño 

al DNA, el complejo Rb-E2F1 sufre numerosas modificaciones postraduccionales 

que activan la expresión de dichos genes. En otras palabras, cuando las 

condiciones para proliferación celular son favorables, Rb reprime la apoptosis y 

permite el ciclo celular, pero cuando ocurre daño al DNA que no fue posible 
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reparar, reprime al ciclo celular y activa el proceso apoptótico; todo mediado por 

modificaciones postraduccionales tanto en E2F1 como en Rb. 

ii) Estructura. Rb forma parte de una familia de proteínas definidas por la 

presencia de un dominio identificado por ser la región mínima para la unión a 

proteínas virales (como la proteína E1A de adenovirus, la SV40 TAg -antígeno T 

del virus del simio- y la proteína E del virus del papiloma humano). Este dominio, 

denominado “pocket”, está conformado a su vez por los subdominios pocket A y 

pocket B (figura 7), los cuales se asemejan estructuralmente a la conformación de 

las ciclinas pero con tres hélices extra, e interaccionan entre ellos para formar el 

dominio pocket. Además, Rb posee otros dos subdominios semejantes en el 

extremo amino, los cuales forman un dominio parecido al pocket que se denomina 

dominio amino terminal. En la región del extremo carboxilo, hay otra secuencia 
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RB is a platform for multiple protein contacts
Although recent research has revealed that RB functions 
in diverse cellular pathways, such as apoptosis and the 
cell cycle, it has also become clear that RB regulates these 
pathways through the stimulation or inhibition of the 
activity of interacting proteins. Therefore, an important 
starting point for understanding RB function is its struc-
ture, which acts as a scaffold for these multiple protein 
interactions (FIG. 1).

Human RB contains 928 amino acids and is com-
monly described as having three domains. The central 
domain was identified as the minimal region necessary 
to bind viral oncoproteins, such as adenovirus E1A, 
SV40 TAg and human papilloma virus E7, and it was 
named the ‘pocket’ (Ref. 9). The pocket comprises two 
subdomains, A and B, each resembling a cyclin fold 

with three additional helices10 (FIG. 1a). The A and B sub-
domains interact with each other through an extensive 
non-covalent interface such that the pocket folds into a 
single structural unit. Two additional cyclin folds consti-
tute the structured amino-terminal domain (RBN), which 
resembles the pocket structure except for a few subtle dif-
ferences11. Approximately the last 150 residues of RB form 
the carboxy-terminal domain (RBC), which is intrinsi-
cally disordered12. There are several other sequences in 
RB that similarly lack structure, including insertion loops 
in the RBN and the pocket, as well as a linker that flex-
ibly tethers these two structured domains (FIG. 1b). The 
linker sequences are notable because they contain 
CDK-dependent phosphorylation sites (BOX 1) that have 
a critical role for the inactivation of RB13,14. RB inactiva-
tion through phosphorylation and reorganization of its 
structure is depicted in FIG. 1c (see below). The domain 
structure of the RB family members p107 (also known as 
RBL1) and p130 (also known as RBL2) is similar, which 
is consistent with their analogous functions in regulating 
growth, the cell cycle and E2F function (BOX 2).

Evolutionarily conserved interaction surfaces on RB. 
The modular domain organization of RB, like that of 
many signalling proteins, allows for independent bind-
ing and regulation of multiple protein interactors (FIG. 1). 
However, unlike typical signal transducers, RB does not 
contain canonical protein–protein interaction domains 
(for example, Src homology 2 and phosphotyrosine-
binding domains) and instead uses the cyclin folds and 
the disordered RBC to form binding interfaces. To inhibit 
transactivation, RB binds the E2F transactivation domain 
(E2FTD) using a highly conserved region of the pocket 
domain, which lies at the interface between the A and 
B cyclin folds15,16. Also in the pocket domain, an ‘L-X-
C-X-E-binding cleft’ (in which X represents any amino 
acid) formed by three helices of the second cyclin fold 
binds an L-X-C-X-E sequence found in viral proteins 
such as TAg and E7 (REFS 17,18). This interaction is 
required for the cellular transforming activity of these 
proteins. The conservation of this surface in RB ortho-
logues from other species, as well as in its related family 
members p107 and p130, suggests a crucial cellular role 
(BOX 2). Importantly, a number of RB–protein interactions 
have been mapped to the L-X-C-X-E-binding cleft19,20. 
Although it has been common to use the L-X-C-X-E 
sequence motif as a consensus for identifying cellular 
RB-interacting proteins, it has become clear from struc-
tural studies with viral and cellular proteins that there 
are other determinants of high-affinity interactions with 
the pocket cleft21. Furthermore, several proteins that con-
tact this region of RB do not contain a clear L-X-C-X-E 
motif 22,23, and there is little evidence that these or other 
L-X-C-X-E-containing cellular proteins bind RB directly. 
Together, these observations indicate that RB interactions 
with cellular proteins at the L-X-C-X-E-binding cleft are 
probably more complex than understood from the crystal 
structures of RB bound to viral proteins. In light of the 
recent discovery of small molecule therapeutics that can 
target the cleft24, further structural studies to understand 
these subtleties are required.

(KIWTG���| RB is a multidomain protein with several distinct protein-binding 
surfaces. a|̂ |/QFGN�QH�CEVKXG�R$�CUUGODNGF�HTQO�ET[UVCN�UVTWEVWTGU�QH�KPFKXKFWCN�FQOCKPU�
CPF�EQORNGZGU�YKVJ�'�(�CPF�CP�n.�:�%�:�'o�RGRVKFG�
2TQVGKP�&CVC�$CPM�
2&$��EQFGU��
�3&,���)7:���0�/ and �#<'���6JG�FCUJGF�NKPGU�KPFKECVG�HNGZKDNG�KPVGTFQOCKP�NKPMGTU��
b|̂ |5EJGOCVKE�FKCITCO�QH�VJG�FQOCKP�UVTWEVWTG�CPF�NQECVKQP�QH�MPQYP�DKPFKPI�UKVGU�HQT�
protein partners. c|̂ |5EJGOCVKE�UVTWEVWTG�QH�4$�KP�KVU�KPCEVKXCVGF��RJQURJQT[NCVGF�
EQPHQTOCVKQP�|6JT����RJQURJQT[NCVKQP�FTKXGU�KPVGTFQOCKP�FQEMKPI�QH�VJG�4$�
COKPQ�VGTOKPCN�FQOCKP�
4$0��CPF�VJG�nRQEMGVo��YJGTGCU�5GT����CPF�5GT�����CPF�
6JT���|CPF�6JT����RJQURJQT[NCVKQP�KPFWEG�DKPFKPI�QH�VJG�RQEMGV�NQQR�CPF�VJG�
4$|ECTDQZ[�VGTOKPCN�FQOCKP�
4$%���TGURGEVKXGN[��VQ�VJG�RQEMGV�FQOCKP�|6JGUG�FKHHGTGPV�
EQPHQTOCVKQPCN�EJCPIGU�KPJKDKV�URGEKHKE�4$sRTQVGKP�KPVGTCEVKQPU��%&*���%&%���
JQOQNQIWG|���%&-��E[ENKP�FGRGPFGPV�MKPCUG��&2/$��FKHHGTGPVKCVKQP�TGNCVGF�RQN[RGRVKFG 
OCTMGF�DQZ��'�(6&��'�(�VTCPUCEVKXCVKQP�FQOCKP��'+&���'�#�NKMG�KPJKDKVQT�QH�
FKHHGTGPVKCVKQP|���22���RTQVGKP�RJQURJCVCUG���
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directly or regulates their loading by another means. 
Furthermore, phosphorylation by CDKs in late G1 typi-
cally inactivates RB by disrupting protein interactions2, 
so it is difficult to envision how RB facilitates cohesion 
and condensation in M phase. Likewise, this aspect 
of RB function is dependent on interactions at the  
L-X-C-X-E-binding cleft, but the identity of the pro-
tein (or proteins) that it associates with is unknown. 
The condensin II subunit chromosome-associated pro-
tein D3 (CAPD3) has been proposed as a candidate23, 
but there is little evidence that it directly contacts RB. 
RB could also bind other proteins in the condensin II 
ring or a separate bridging factor. Clearly, much work 
remains for us to understand this newly emerging 
aspect of RB function. However, its independence 
from E2F transcriptional regulation is well established 
and contributes to a growing body of literature that is 
revealin g the multifunctional nature of RB.

Regulation of apoptosis
Largely through the study of E2F overexpression in 
cultured mammalian cells and deregulated E2Fs 
in RB-knockout mice, it was discovered that E2Fs could 
induce apoptosis69. More recently, it has been found that 
apoptotic phenotypes in Rb-null mice are secondary to 
defective placental development70, and hence are not 
exclusively caused by overactive E2Fs. Almost simul-
taneously, new data have emerged describing a number 
of post-translational modification changes on E2F1 
that allow it to respond to DNA damage and induce cell 
death37. Specifically, E2F1 is phosphorylated by ataxia-
telangiectasia mutated (ATM) and checkpoint kinase 2 
(CHK2), two kinases that are activated by double-strand 
DNA breaks. E2F1 is also acetylated by p300/CBP- 
associated factor (PCAF; also known as KAT2B), an 
acetyltransferase that has been implicated in transcrip-
tional control. In addition, several basic residues on 
E2F1 are also demethylated in response to DNA damage 
signalling. This level of regulation is unique to E2F1 as 
these modifications are not shared by other E2F family 
members. In general, the ability of RB to bind and inhibit 
E2F1-dependent transcription has been interpreted as 
a means to block apoptosis, and this is consistent with  
RB–E2F1 interactions ultimately mediating the effects  
of RB on cell viability. However, recent mechanistic 
advances in our understanding of RB and E2F1 in apoptosis  
now suggest multifunctional roles for these proteins.

DNA damage-induced alterations to RB–E2F1 function.  
A recent, transformative development in efforts to under-
stand the role of RB in apoptotic regulation has been the 
discovery that it can have a pro-apoptotic role71. DNA 
damage induces the recruitment of PCAF to RB and 
E2F1, resulting in histone acetylation and transcription at 
specific pro-apoptotic promoters. To understand how RB 
can regulate both apoptosis and the cell cycle in response 
to different stimuli, it is important to consider how it 
regulates E2F1 in normal proliferating cells and how  
E2F1 control is altered in response to DNA damage.

The biochemical mechanism of E2F1 interactions 
with RB is different from that of other E2Fs. E2F1 was 
the E2F protein that was used to define the association 
between the RB pocket and the transactivation domain 
of E2F72. However, E2F1 has an additional interaction 
with RB that is unique among E2F family members25 
(FIG. 5a). The best evidence for the unique RB–E2F1 
interaction is the demonstration that the adenoviral 
E1A protein can compete with and disrupt the com-
mon RB–E2F interaction but not the E2F1-specific 
interaction73. Likewise, RB–E2F1 association persists 
when RB is phosphorylated74. The structural determi-
nants for the specific RB–E2F1 interaction have been 
mapped to the RBC26. However, it is unclear to what 
extent the crystal structure of the RBC complex with  
the E2F1–DP1 marked box domains represents the 
E2F1-specific interaction12,74.

The picture that has emerged from this differential 
regulation of E2F1 by RB is that CDK phosphoryl ation 
of RB releases most E2Fs from its control at the G1 to 
S phase boundary to stimulate transcription of cell cycle 

(KIWTG���^�Differential regulation of E2F1 in apoptosis. a|̂ |4$�CUUQEKCVGU�YKVJ�'�(�
VTCPUETKRVKQP�HCEVQTU�CPF�FKHHGTGPVKCVKQP�TGNCVGF�RQN[RGRVKFG�
&2��JGVGTQFKOGTU�KP�)�� 
VQ�TGRTGUU�VTCPUETKRVKQP�QH�EGNN�E[ENG�IGPGU�|4$�ECP�CNUQ�HQTO�C�WPKSWG�KPVGTCEVKQP�YKVJ�
'�(�|KPXQNXKPI�UGSWGPEGU�KP�VJG�4$�ECTDQZ[�VGTOKPCN�FQOCKP�
4$%���b|̂ |+P�5|RJCUG��4$�KU�
RJQURJQT[NCVGF�
2��CPF�WPCDNG�VQ�DKPF�VQ�'�(U�VJCV�CTG�DQWPF�VJG�RTQOQVGTU�QH�EGNN�E[ENG�
IGPGU��CNNQYKPI�VJG�EGNN�E[ENG�VQ�CFXCPEG�|2JQURJQT[NCVGF�4$�ECP�UVKNN�KPVGTCEV�YKVJ�'�(���
CPF�VJKU�EQORNGZ�ECP�TGRTGUU�VJG�GZRTGUUKQP�QH�CRQRVQVKE�VCTIGV�IGPGU��c|̂ |+P�TGURQPUG�VQ�
&0#�FCOCIG��4$�KU�FGRJQURJQT[NCVGF�CPF�TGICKPU�VJG�CDKNKV[�VQ�TGRTGUU�'�(�VTCPUETKRVKQP�
CV�EGNN�E[ENG�RTQOQVGTU�|5KOWNVCPGQWUN[��RJQURJQT[NCVGF�4$�TGOCKPU�KP�EQPVCEV�YKVJ�'�(��
VTCPUETKRVKQP�HCEVQTU��CPF�VJG�TGETWKVOGPV�QH�R����%$2�CUUQEKCVGF�HCEVQT�
2%#(��VJTQWIJ�
WPMPQYP�UKIPCNU�NGCFU�VQ�JKUVQPG�CEGV[NCVKQP�
PQV�UJQYP��CPF�CEVKXCVKQP�QH�RTQ�CRQRVQVKE�
VCTIGV�IGPGU��4$0��4$�COKPQ�VGTOKPCN�FQOCKP�
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directly or regulates their loading by another means. 
Furthermore, phosphorylation by CDKs in late G1 typi-
cally inactivates RB by disrupting protein interactions2, 
so it is difficult to envision how RB facilitates cohesion 
and condensation in M phase. Likewise, this aspect 
of RB function is dependent on interactions at the  
L-X-C-X-E-binding cleft, but the identity of the pro-
tein (or proteins) that it associates with is unknown. 
The condensin II subunit chromosome-associated pro-
tein D3 (CAPD3) has been proposed as a candidate23, 
but there is little evidence that it directly contacts RB. 
RB could also bind other proteins in the condensin II 
ring or a separate bridging factor. Clearly, much work 
remains for us to understand this newly emerging 
aspect of RB function. However, its independence 
from E2F transcriptional regulation is well established 
and contributes to a growing body of literature that is 
revealin g the multifunctional nature of RB.

Regulation of apoptosis
Largely through the study of E2F overexpression in 
cultured mammalian cells and deregulated E2Fs 
in RB-knockout mice, it was discovered that E2Fs could 
induce apoptosis69. More recently, it has been found that 
apoptotic phenotypes in Rb-null mice are secondary to 
defective placental development70, and hence are not 
exclusively caused by overactive E2Fs. Almost simul-
taneously, new data have emerged describing a number 
of post-translational modification changes on E2F1 
that allow it to respond to DNA damage and induce cell 
death37. Specifically, E2F1 is phosphorylated by ataxia-
telangiectasia mutated (ATM) and checkpoint kinase 2 
(CHK2), two kinases that are activated by double-strand 
DNA breaks. E2F1 is also acetylated by p300/CBP- 
associated factor (PCAF; also known as KAT2B), an 
acetyltransferase that has been implicated in transcrip-
tional control. In addition, several basic residues on 
E2F1 are also demethylated in response to DNA damage 
signalling. This level of regulation is unique to E2F1 as 
these modifications are not shared by other E2F family 
members. In general, the ability of RB to bind and inhibit 
E2F1-dependent transcription has been interpreted as 
a means to block apoptosis, and this is consistent with  
RB–E2F1 interactions ultimately mediating the effects  
of RB on cell viability. However, recent mechanistic 
advances in our understanding of RB and E2F1 in apoptosis  
now suggest multifunctional roles for these proteins.

DNA damage-induced alterations to RB–E2F1 function.  
A recent, transformative development in efforts to under-
stand the role of RB in apoptotic regulation has been the 
discovery that it can have a pro-apoptotic role71. DNA 
damage induces the recruitment of PCAF to RB and 
E2F1, resulting in histone acetylation and transcription at 
specific pro-apoptotic promoters. To understand how RB 
can regulate both apoptosis and the cell cycle in response 
to different stimuli, it is important to consider how it 
regulates E2F1 in normal proliferating cells and how  
E2F1 control is altered in response to DNA damage.

The biochemical mechanism of E2F1 interactions 
with RB is different from that of other E2Fs. E2F1 was 
the E2F protein that was used to define the association 
between the RB pocket and the transactivation domain 
of E2F72. However, E2F1 has an additional interaction 
with RB that is unique among E2F family members25 
(FIG. 5a). The best evidence for the unique RB–E2F1 
interaction is the demonstration that the adenoviral 
E1A protein can compete with and disrupt the com-
mon RB–E2F interaction but not the E2F1-specific 
interaction73. Likewise, RB–E2F1 association persists 
when RB is phosphorylated74. The structural determi-
nants for the specific RB–E2F1 interaction have been 
mapped to the RBC26. However, it is unclear to what 
extent the crystal structure of the RBC complex with  
the E2F1–DP1 marked box domains represents the 
E2F1-specific interaction12,74.

The picture that has emerged from this differential 
regulation of E2F1 by RB is that CDK phosphoryl ation 
of RB releases most E2Fs from its control at the G1 to 
S phase boundary to stimulate transcription of cell cycle 

(KIWTG���^�Differential regulation of E2F1 in apoptosis. a|̂ |4$�CUUQEKCVGU�YKVJ�'�(�
VTCPUETKRVKQP�HCEVQTU�CPF�FKHHGTGPVKCVKQP�TGNCVGF�RQN[RGRVKFG�
&2��JGVGTQFKOGTU�KP�)�� 
VQ�TGRTGUU�VTCPUETKRVKQP�QH�EGNN�E[ENG�IGPGU�|4$�ECP�CNUQ�HQTO�C�WPKSWG�KPVGTCEVKQP�YKVJ�
'�(�|KPXQNXKPI�UGSWGPEGU�KP�VJG�4$�ECTDQZ[�VGTOKPCN�FQOCKP�
4$%���b|̂ |+P�5|RJCUG��4$�KU�
RJQURJQT[NCVGF�
2��CPF�WPCDNG�VQ�DKPF�VQ�'�(U�VJCV�CTG�DQWPF�VJG�RTQOQVGTU�QH�EGNN�E[ENG�
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Figura 7. Estructura, función e interacciones de Rb. a) Esquema de la estructura de Rb de 
humanos donde se muestra con flechas los sitios de interacción con diversas proteínas y los 
dominios separados por secuencias linker intrínsecamente desordenadas. b) Interacción de Rb 
hipofosforilada con E2F/DP durante la fase G1 y plegamiento de Rb hiperfosforilado que impide 
su unión a E2F en la transición a fase S. Modificado de Dick y Rubin, 2013.



menos conservada que aunque se define como el “dominio" carboxilo terminal, es 

en realidad intrínsecamente desordenado. Entre cada uno de los dominios y 

subdominios existen secuencias linker sin estructura, las cuales son 

funcionalmente muy relevantes, pues poseen múltiples sitios de fosforilación 

canónicos para Cdks y participan en la inactivación de Rb (revisado en Dick and 

Rubin, 2013; figura 7).  

La proteína homóloga a Rb en plantas se denomina Retinoblastoma-Related 

protein (Rbr) y posee alrededor de 40% de identidad de secuencia con Rb de 

humano. Tanto Rb como Rbr y las demás proteínas de la familia pocket que 

conservan los dominios amino, carboxilo y pocket, tienen una masa cercana a 100 

KDa. En Rbr también pueden distinguirse los dominios y subdominios 

correspondientes así como los sitios de fosforilación en las secuencias linker 

(revisado en Gutzat et al., 2012). En Rb, dentro del subdominio pocket B se 

encuentra una hendidura formada por tres hélices donde interactúa con el motivo 

LXCXE (Lee et al., 1998) y por identidad de secuencia, se predice que este sitio 

estructural está conservado en Rbr (Revisado en Gutzat et al., 2012). 

iii) Interacciones. La actividad general de las proteínas pocket como Rb y Rbr 

consiste en estimular o inhibir a otras proteínas mediante la interacción proteína - 

proteína. A lo largo 26 años desde su descubrimiento, se ha acumulado una larga 

lista de interactores de Rb y Rbr, algunos sumamente conservados evolutivamente 

y otros más específicos. De esta forma, puede verse que estas proteínas de gran 

tamaño sirven como una plataforma para múltiples contactos protéicos y se ha 

definido sitios específicos dentro de su estructura y secuencia para diversas 

proteínas con las que interacciona. Por ejemplo, para la inactivación del factor 

transcripcional E2F durante el ciclo celular, se ha identificado una región en la 

interfase entre los subdominios pocket A y B que contacta directamente al dominio 

de transactivación de E2F. Un segundo contacto con E2F/DP tiene lugar entre el 

dominio carboxilo terminal de Rb (RBC) y una secuencia conservada en ambas 

proteínas, E2F y DP, llamada marked box (figura 7). En el dominio amino terminal 
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de Rb ocurre la interacción con EID1 (E1A-like inhibitor of differentiation 1) (Dick 

and Rubin, 2013).  

RBC también sirve como sitio de interacción (docking site) con fosfatasas y 

cinasas. Distintos sitios de unión dentro del RBC son contactados por diferentes 

complejos Cyc-Cdk como CycA-Cdk2, CycD-Cdk4 y CycD-Cdk6, aunque no son 

claras las causas ni consecuencias de las diferencias en la preferencia de cada 

sitio dentro del RBC por una u otra Cdk (Pan et al., 2001; Dick and Rubin, 2013). 

En este sentido, se ha visto que la proteín-fosfatasa 1 se une al mismo sitio de 

docking que la CycA y puede inhibir la actividad de Cdk sobre Rb por competencia 

por el sitio de interacción además de regular el estado de fosforilación (Hirschi et 

al., 2010). Interesantemente, la interacción de RBC con la proteína de caja F 

SKP2 (que marca proteínas para poliubiquitinación y degradación por proteasoma) 

se propone como un mecanismo del bloqueo del ciclo celular, específicamente de 

la actividad de Cdk, independiente de E2F, ya que Rb impide que SKP2 induzca la 

degradación de p27, un inhibidor de Cdk y por lo tanto p27 se estabiliza y bloquea 

la actividad de Cdk, evitando así la progresión del ciclo celular (Ji et al., 2004). Un 

mecanismo alternativo para la inhibición del ciclo celular independiente de E2F 

propone que la interacción con SKP2 es simultánea a la interacción con el 

Complejo Promotor de la Anafase (APC) y promueve la degradación de SKP2 en 

lugar de sólo secuestrarla, aunque al final la inactivación del ciclo también ocurre 

por la estabilidad de p27 y su actividad inhibidora sobre Cdks (Binne et al., 2007).  

iii.i) LxCxE: Motivo de unión a Rb 

Además del sitio de interacción con E2F, el dominio pocket posee otro sitio 

que estructuralmente es una hendidura donde interactúan proteínas que tienen un 

motivo canónico y altamente conservado en la evolución: LXCXE, donde X es 

cualquier aminoácido y L, C, E son leucina, cisteína y glutamato, respectivamente 

(Lee et al., 1998). Sin embargo, otros estudios estructurales han demostrado que 

los aminoácidos que flanquean el motivo LXCXE también son importantes en la 

fuerza de interacción (Singh et al., 2005). Entre las proteínas más estudiadas que 
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interaccionan con Rb mediante el motivo LXCXE se encuentran las proteínas 

virales TAg, E1A y E7, las cuales requieren de esta interacción para su actividad 

(Lee et al., 1998; Kim et al., 2001). El sitio de unión para el motivo LXCXE está 

conservado en genes ortólogos y parálogos de Rb y está predicho en Rbr. De 

igual forma, proteínas de virus que infectan plantas también contienen el motivo 

LXCXE y es fundamental para su unión a Rbr (Ach et al., 1997). Por otra parte, 

existen proteínas que interactúan con el mismo sitio de Rb pero no tienen un 

motivo LXCXE canónico (revisado en Dick and Rubin, 2013). 

Además de las proteínas virales, también hay una gran cantidad de proteínas 

celulares que usan el motivo LXCXE para unirse a Rb y Rbr. Ejemplo de ellas son 

algunas enzimas modificadoras de la cromatina y de histonas que participan en la 

regulación de la transcripción mediada por Rb (Brehm y Kouzarides, 1999). 

Particularmente, se ha demostrado que una  desacetilasa de histona se une a Rb 

gracias al motivo LXCXE para regular genes blanco de E2F (Bourgo et al., 2011). 

Otro ejemplo importante y ampliamente conservado evolutivamente son las 

ciclinas tipo D. Es importante volver a señalar que entre las ciclinas D de animales 

y de plantas existe un porcentaje de identidad muy bajo y que filogenéticamente 

parecen no estar relacionadas (Wang et al., 2004), pero ambos grupos conservan 

el motivo LXCXE e interaccionan con Rb y Rbr, respectivamente para fosforilarlo 

(Huntley et al., 1998). Al igual que la interacción con E2F, las interacciones en la 

hendidura para LXCXE son bloqueadas por sitios específicos de fosforilación por 

Cdks (revisado en Dick and Rubin, 2013).  

�23



ANTECEDENTES Y PLANTEAMENTO DEL PROYECTO 

En el año 2009, con la liberación de la secuencia del genoma de maíz (Schnable 

et al., 2009), inició en nuestro laboratorio un proyecto que pretendía identificar 

todos los genes que codifican para proteínas de la familia de ciclinas tipo D 

(CycDs) en maíz (Zea mays). El trabajo, publicado en 2011, reportó la existencia 

de al menos 17 marcos de lectura abiertos (ORF) cuya secuencia de proteína 

predicha se agrupaba filogenéticamente con las ciclinas tipo D de las ya 

publicadas para Arabidospis thaliana y Oryza sativa (Buendía-Monreal et al., 2011) 

y que se dividían en los subgrupos filogenéticos correspondientes en dichas 

especies, es decir, se encontró que en maíz existe al menos un gen miembro de 

cada uno de los siete subgrupos (CYCD1 a CYCD7) en los que se dividen las 

CYCDs de plantas (Buendía-Monreal et al., 2011). El análisis por RT-PCR de 

dichos genes durante la germinación y en tres diferentes tejidos de plántula 

(mesocotilo, punta de raíz y punta de hoja) mostró patrones de expresión 

diferenciales, lo cual sugiere que no son redundantes. De los 17 genes, no fue 

posible encontrar la expresión de dos de ellos (CYCD5;2b y CYCD7;1). 

Dado que en el laboratorio nos hemos centrado en estudiar a los reguladores de la 

transición G1/S durante la germinación de maíz y con la publicación de los genes 

de CYCDs, se abrió la posibilidad de estudiar a las proteínas codificadas por 

dichos genes, pues se sabe que en general las CYCDs son blanco de intensa 

regulación y los patrones de mRNA poco o nada nos dicen sobre la función que 

ejerce la proteína. La estrategia consiste en generar anticuerpos específicos 

contra la proteína de interés de modo que pueda estudiarse a la proteína 

endógena sin necesidad de recurrir a líneas transgénicas de reporteros 

traduccionales que no necesariamente se comportan igual y para nuestro modelo 

en particular podrían suponer más desventajas que ventajas. 

El análisis de la secuencia de aminoácidos de las CycD de plantas reveló que 

contienen el motivo LXCXE de unión a Rbr, lo cual sugiere su actividad sobre un 
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sustrato específico, con excepción de CycD6, que no lo presenta. Esto es 

consistente al menos en Arabidopsis, arroz, tomate, uva, Brachypodium 

distachyon, álamo y también en maíz (datos sin publicar). Dentro de los demás 

subgrupos de CycD, existen contadas excepciones donde el motivo sólo es menos 

conservado y muestra variaciones de un aminoácido (Buendía-Monreal et al., 

2011). Esta característica única del subgrupo CycD6 de plantas lo hace 

particularmente interesante. Por lo anterior, se eligió a la proteína CycD6;1 de 

maíz como objeto de estudio en el presente proyecto. 

En el momento que dio inicio este proyecto en el laboratorio (2010) lo único que se 

sabía de las CYCD6 eran patrones de acumulación de mRNA en distintos tejidos, 

órganos o tiempos de desarrollo determinados por RT-PCR y que algunas 

fitohormonas podían alterar su expresión (Guo et al., 2007; Buendía Monreal, 

2011). Más tarde ese mismo año, fue publicado en la revista Nature un grupo de 

genes de Arabidopsis thaliana regulados por los factores transcripcionales 

SHORT-ROOT (SHR) y SCARECROW (SCR) determinado por microarreglos 

(Sozzani et al., 2010), entre los cuales estaba CYCD6;1, de la cual también se 

mostraba su localización tisular en el meristemo de la raíz y en el embrión 

inmaduro de líneas transgénicas para el gen de la proteína verde fluorescente 

(GFP) bajo el control del promotor del gen de CYCD6;1, es decir, un reportero 

transcripcional. En 2012, otro trabajo de líneas reporteras transcripcionales con la 

proteína Gus mostraba la expresión de la CYCD6;1 de Arabidopsis thaliana en el 

embrión durante el desarrollo de semilla, pero en la semilla madura estaba 

únicamente en el endospermo (Collins et al., 2012), una capa unicelular de gran 

relevancia en el control de la germinación. 

El mismo año, en otro artículo demostraron por primera vez que la función de la 

CycD6;1 en Arabidopsis thaliana es guiar la fosforilación de Rbr específicamente 

en las células iniciales de corteza y endodermis (CEI) del nicho de células madre 

del meristemo apical de la raíz. Análogamente al mecanismo descrito 

anteriormente para la inhibición de E2F, en este caso Rbr se encuentra 
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reprimiendo al dímero de factores transcripcionales SCR-SHR y la fosforilación del 

complejo CycD6;1-CdkB1;1 sobre Rbr permite la actividad de SCR-SHR, lo cual 

provoca la división celular asimétrica de la CEI y posteriormente de la CEID (CEI 

daughter cell) para dar origen a las células meristemáticas de dos tejidos 

radiculares diferentes: corteza y endodermis (Cruz-Ramírez et al., 2012). Tan solo 

un par de meses después, se publicó un artículo muy similar pero con 

discrepancias del primer reporte. A diferencia del artículo de Cruz-Ramírez et al. 

(2012), donde demostraron que la interacción de CycD6;1 con CdkB1;1 era 

específica, en el otro determinaron que CycD6;1 podía unirse tanto a CdkA como a 

CdkB1, pero que únicamente formaba un complejo activo con CdkA (Weimer et al., 

2012). En cuanto a la actividad de cinasa asociada a CycD6;1, Cruz-Ramírez y 

colaboradores (2012) establecieron que está dada sobre el dominio pocket de Rbr 

pero que no hay actividad sobre la región C-terminal, a diferencia de la mayoría de 

las CycDs. Weimer y colaboradores (2012) únicamente ensayaron la actividad de 

cinasa sobre histona H1.  

El patrón de acumulación del mRNA durante la germinación de maíz muestra que 

la CYCD6;1 tiene niveles indetectables de mensajero en el eje embrionario de la 

semilla seca y comienza a expresarse conforme avanza la germinación (Buendía-

Monreal et al., 2011). En cuanto a la regulación de CYCD6 por fitohormonas 

también ha sido reportado que CYCD6;1 de arroz responde negativamente a 

citocininas a nivel de transcripción (Guo et al., 2007). CYCD6;1 en la raíz de 

Arabidopsis thaliana aumenta su expresión en presencia de auxinas (Cruz-

Ramírez et al., 2012) y de paclobutrazol, un inhibidor de la síntesis de ácido 

giberélico (Koizumi et al., 2013), una hormona que entre otros procesos, controla 

positivamente el proceso germinativo. Sin embargo, con las concentraciones 

probadas de auxina, la CYCD6;1 de maíz no mostró cambios significativos en su 

expresión, aunque sí hubo reducción de mRNA con citocininas en las primeras 8 

horas de germinación y con ácido absícico (ABA) la represión permaneció por al 

menos 16 horas después de la imbibición (Buendía-Monreal et al., 2011). No 

obstante, aún queda mucho por explorar sobre la regulación hormonal de este 
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gen, pues sabemos que las fitohormonas también pueden regular a las CycDs a 

otros niveles (proteína y actividad, por ejemplo) o bien, que existe comunicación 

cruzada (crosstalk) en las vías de señalización de diferentes hormonas o entre 

hormonas y azúcares (Gutiérrez et al., 2005).  

A pesar de que se han acumulado datos importantes sobre CYCD6;1, 

especialmente en Arabidopsis thaliana, a la fecha existe muy poca información 

sobre la proteína, que a fin de cuentas, es la responsable de la función. Lo único 

que se sabe proviene de mutantes nulas en el gen de CYCD6;1: las semillas no 

mostraban ningún fenotipo claro en el tiempo de germinación (al menos bajo las 

condiciones usadas), y en plántulas, el único efecto visible fue una ligera 

reducción en la longitud de la raíz (Sozzani et al., 2010).  

Durante la primera etapa de este proyecto (tesis de licenciatura) se obtuvieron 

anticuerpos policlonales específicos contra CycD6;1 de maíz capaces de 

reconocer a la proteína endógena y se determinó que en ejes embrionarios 

embebidos durante 24 horas, la proteína está presente desde la semilla seca y 

durante todos los tiempos de imbibición probados, habiendo una reducción hacia 

las 18 y 24 horas después de la imbibición; además se detectó la interacción entre 

CyCD6;1 y CdkA mediante ensayos de co-inmunoprecipiatción (Zamora Zaragoza, 

2012). Por otra parte, aunque la interacción entre CycD6;1 y Rbr ya ha sido 

reportada para Arabidopsis thaliana (Cruz-Ramírez et al., 2012), no se ha 

mencionado nada del mecanismo por el cual podría darse la interacción dada la 

carencia del motivo LXCXE en CycD6;1. Además, no es posible extrapolar los 

datos de Arabidopsis hacia maíz y suponer que todo lo reportado para una planta 

será absolutamente válido para la otra. Existen diferencias enormes entre 

Arabidopsis y maíz tan sólo morfológicamente y evidentemente las estructuras de 

maíz son más complejas. Esto se hace evidente también en el número de genes. 

Mientras que en Arabidopsis existen 10 genes de ciclinas D, en maíz hay 17; y 

aunque ambas plantas sólo poseen un gen de CYCD6, en maíz existen cuatro 

genes de RBR (RBR1 - RBR4) cuando en Arabidopsis sólo existe RBR1. 

�27



  

Con este panorama, se planteó caracterizar más detalladamente el 

comportamiento de la CycD6;1 de maíz en condiciones fisiológicas y su probable 

interacción con Rbr. La caracterización incluye patrones de acumulación, 

inmunolocalización y probables interacciones durante la germinación de semillas 

de maíz. 
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Figura I. Acumulación de CycD6;1 durante la germinación ex situ de ejes 
embrionarios de maíz. A) inmunodetección de CycD6;1 de 0 a 24 horas postimbibición. 
B) Densitometría de A. UDR, Unidades de densidad relativa. n=3; **P<0.01 Tomado de la 
tesis de licenciatura (Zamora Zaragoza, 2012)



Dado que  

a) la expresión de CYCD6;1 en Arabidopsis thaliana es específica de las CEI/CEID 
(Sozzani et al., 2010); 

b) en maíz existe una mayor expresión de CYCD6;1 en la punta de raíz que en cualquier 
otro tejido analizado (Buendía-Monreal et al., 2011); 

c) La raíz embrionaria de maíz se encuentra estructuralmente completa en la semilla 
madura (Hochholdinger, 2009); 

d) La proteína CycD6;1 de maíz está presente en ejes embrionarios embebidos (Zamora 
Zaragoza, 2012);  

e) CycD6;1 de Arabidopsis se une a Cdks y posee actividad de cinasa sobre Rbr (Cruz-
Ramírez et al., 2012; Weimer et al., 2012); 

f) CycD6;1 de maíz se une a CdkA en ejes embrionarios embebidos (Zamora Zaragoza, 
2012), 

se plantea la siguiente 

HIPÓTESIS 

La CycD6;1 de maíz se localizará dentro de la zona meristemática de la raíz 

embrionaria formando complejos activos capaces de fosforilar a Rbr durante la 

germinación de semillas. 

OBJETIVOS 

Objetivo general. 

Caracterizar la presencia y actividad de cinasa asociada a CycD6;1 durante la 

germinación de semillas. 

Objetivos particulares. 
➢ Determinar el patrón de acumulación de la proteína CycD6;1 durante la 

germinación de semillas de maíz. 

➢ Evaluar la interacción entre CycD6;1 y Rbr. 

➢ Evaluar la actividad de cinasa asociada a complejos de CycD6;1 sobre Rbr. 

➢ Determinar la localización tisular de CycD6;1 en ejes embrionarios durante 

la germinación.  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RESULTADOS 

Durante el trabajo de tesis de licenciatura (Zamora Zaragoza, 2012) se 

generaron anticuerpos policlonales contra la CycD6;1 (número de acceso: 

GRMZM2G050933) en conejos inmunizados con una proteína de fusión que 

contiene GST en el extremo amino y el péptido inmunogénico de CycD6;1 en el 

extremo carboxilo (P239 - G292); esta proteína representa el antígeno (Ag) 

reconocido por los anticuerpos anti-CycD6;1 y se le denomina GST:CycD6-Ag. 

Estos anticuerpos fueron validados para el reconocimiento específico de 

ZmCycD6;1 mediante un ensayo de competencia en el cual se preincubaron  los 

anticuerpos anti-ZmCycD6;1 con cantidades crecientes de GST:CycD6-Ag y 

después se utilizaron para el reconocimiento de la CycD6;1 endógena en extractos 

proteicos de maíz mediante western blot, de manera que la intensidad de la banda 

correspondiente a CycD6;1 (con las mismas condiciones de exposición) 

disminuyera debido a que los anticuerpos disponibles en las distintas alícuotas son 

cada vez menos. Como control positivo se utilizó anticuerpos sin preincubar y 

como control negativo los anticuerpos se preincubaron con albúmina sérica bovina 

(BSA) en una cantidad equivalente a la más alta usada de GST:CycD6-Ag, de 

manera que la BSA, a pesar de ser una proteína de alta masa molecular y con una 

gran cantidad de epítopos, no compitió con la Cycd6;1 endógena, lo cual indicó 

que los anticuerpos son específicos (Zamora Zaragoza, 2012). 

Puesto que GST:CycD6-Ag tiene una masa molecular aproximada de 32 

KDa, de los cuales 26 KDa corresponden a GST, una fracción importante de la 

población de anticuerpos corresponde a anti-GST; por lo anterior, al iniciar el 

trabajo de maestría, se decidió enriquecer la población de anticuerpos anti-

CycD6;1 mediante la remoción de anticuerpos anti-GST. Para ello se 

sobreexpresó GST y se incubó el suero inmune anti-CycD6;1. El sobrenadante se 

recuperó y juntó con la fracción de lavado. 

Después del proceso de remoción de anticuerpos anti-GST, se repitió el 

ensayo de competencia para verificar la validación de los anticuerpos purificados, 
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pero ahora utilizando GST como competidor negativo en lugar de BSA (Figura 8a) 

para comprobar que el reconocimiento de la banda correspondiente a la masa 

molecular de ZmCycD6;1 está dado por los anticuerpos anti-CycD6;1 y no por los 

anti-GST que pudieran quedar en la fracción purificada. Asimismo, los anticuerpos 

se utilizaron para el reconocimiento de otra proteína recombinante de la CycD6;1 

de longitud completa (CycD6-FL, full length) cuyo tag no fuera GST; el tag de 

CycD6-FL es el Profinity eXact tag (PeX), codificado en el extremo amino por el 

vector pPal7 (Bio Rad).  
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Figura 8. Validación de anticuerpos anti-CycD6;1 de maíz. a) Ensayo de competencia con 
densitomtría. Inmunodetección de CycD6;1 en extractos de ejes embrionarios con anticuerpos 
preincubados con cantidades crecientes de GST:CycD6;1-Ag. b) Densitometría del ensayo de 
competencia. c) Reconocimiento de CycD6;1. Inmunodetección CycD6;1 de longitud completa 
sin GST (PeX:CycD6-FL) en extractos bacterianos inducidos con IPTG. RDU, unidades de 
densidad relativa respecto al no competido (-).
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En la figura 8b se muestra el western blot en el que se cargó extracto de 

bacterias transformadas con la construcción de pPal7-CycD6-FL y se observa el 

reconocimiento de una banda de masa esperada únicamente en el carril donde se 

cargó extracto de bacterias a las que se agregó IPTG para inducir la 

sobreexpresión de PeX:CycD6-FL. Cabe mencionar que también se observa una 

banda de menor masa molecular que podría ser un producto de degradación, pues 

está únicamente en el extracto de bacterias inducidas con IPTG y dado que el 

CycD6-Ag se localiza hacia el extremo carboxilo de la CycD6;1, no podría ser un 

producto de traducción truncado, pues la masa no corresponde a la de una 

proteína que sólo le faltaran menos de 20 aminoácidos, como tendría que ser el 

caso para haber reconocimiento en CycD6-Ag. 

CycD6;1 se acumula diferencialmente durante la germinación. 

Dado que el eje embrionario contiene todas las estructuras que darán 

origen a las diferentes partes de la planta después de la germinación, resulta 

particulamente interesante determinar si CycD6;1 está presente en el eje durante 

la germinación. Dentro del eje se encuentran los meristemos del tallo y de la raíz, 

los cuales son nichos de células altamente proliferativas que se generan a partir 

de células madre y continúan proliferando hasta alcanzar zonas donde la tasa de 

división celular es menor y comienzan procesos de elongación celular seguidos de 

diferenciación, donde las células dejan de dividirse. Por lo anterior, resulta factible 

que un regulador del ciclo celular, como es una CycD, se encuentre presente en el 

eje embrionario durante la germinación, ya que en este proceso ocurre una 

reactivación metabólica global que incluye la activación del ciclo celular. 

Anteriormente, en el trabajo de licenciatura se reportó la acumulación de la 

proteína CycD6;1 en ejes embrionarios de maíz embebidos por 24 horas (Zamora 

Zaragoza, 2012). Sin embargo, este enfoque, aunque involucra a la proteína 

endógena, no necesariamente es representativo de la fisiología normal de la 

semilla, pues los ejes embrionarios en dicho trabajo fueron extraídos de la semilla 

seca y posteriormente embebidos en una solución de Tris 50mM suplementada 

con sales y sacarosa 2%; pero es sabido que durante la germinación de la semilla 
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ocurre una amplia comunicación y señalización hormonal y por azúcares entre el 

escutelo y el eje embrionario (Sánchez-Linares et al., 2012), las cuales a su vez 

podrían estar regulando la expresión de genes que participan en procesos de 

proliferación y desarrollo. 

Tomando en cuenta lo anterior, se decidió determinar los patrones de 

acumulación de la CycD6;1 endógena durante la germinación de semillas, para lo 

cual se usaron semillas desinfestadas y germinadas a 25℃ en oscuridad sólo en 

presencia de agua, lo cual impone condiciones más representativas de la fisiológía 

normal de la germinación. Asimismo se amplió la ventana de estudio de 24 a 36 

horas, pues en el caso de los ejes extraídos de la semilla seca, la solución de 

imbibición entra en contacto directamente con el eje de manera inmediata, 

mientras que en las semillas tiene que ocurrir una toma activa de agua antes de 

entrar en contacto con la totalidad del eje (Bewley y Black, 1994). 

Para determinar semicuantitativamente la acumulación de CycD6;1, se 

inmunodetectó en ejes extraídos cada 6 horas después de la germinación y se 

comparó con los niveles de la proteína en ejes de semilla seca mediante un 

análisis densitométrico previa normalización con CycA, que permanece sin 

cambios durante la germinación. 

En la figura 9a se observa que la cantidad de proteína aumenta 

significativamente en las primeras 6 horas de imbibición y se mantiene constante 

hasta las 24 horas. A las 30 horas ocurre una caída drástica en los niveles de 

proteína, siendo ahora menores incluso que los de semilla seca. Esta tendencia 

continúa hacia el término de la germinación, pues a las 36 horas el análisis se 

realizó para dos diferentes poblaciones de semillas: sin germinar (36) y 

germinadas (36g), tomando como criterio la protrusión radicular y ruptura de 

coleorriza. Cabe señalar que en todos los casos, incluso a 36 horas de semillas 

germinadas (36g) cuya raíz había roto la coleorriza, este tejido fue 

sistemáticamente incluído para la extracción de proteínas. En los ejes de semillas 

germinadas por 36 horas la presencia de CycD6;1 es prácticamente indetectable.  
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Aunque el escutelo no dará origen a ninguna estructura anatómica de la 

planta después de la germinación, forma parte del embrión y juega un papel muy 

importante en este proceso, por lo cual se decidió analizar si CycD6;1 también 

está en este tejido, y como se muestra en la figura 9b, tiene un patrón de 

acumulación similar al de eje embrionario, con la salvedad de que el aumento 

ocurre después de las 12h. Sin embargo, no descartamos que este efecto sea 

más una consecuencia de la normalización respecto a la CycA, puesto que esta 

proteína no parece constante como lo hace en el eje. A pesar de esto, la 

disminución a 36 horas es evidente. 

Cycd6;1 se localiza en la coleorriza y se transloca del citoplasma al 

núcleo a lo largo de la germinación. 

En el eje embrionario se encuentran los meristemos apicales del tallo y de 

la raíz y al ser células proliferativas, especulamos que la probabilidad de encontrar 

a la CycD6;1 en los meristemos sería mayor. Además, en Arabidopsis thaliana se 

demostró que el gen se expresa en el meristemo apical de la raíz, específicamente 

en las CEI/CEID y por lo tanto, esperábamos que la CycD6;1 de maíz también 

estuviera en los tejidos correspondientes. 
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Figura 9. Acumulación de CycD6;1 durante la germinación de semilla. Análisis densitométrico 
de la inmunodetección por western-blot de CycD6;1 a diferentes tiempos después de la 
imbibición en a) Eje embrionario y b) escutelo. HAI, horas después de imbibición; 36g, 36HAI en 
semillas germinadas; RDU, Unidades de densidad relativa + SD. n=3; **P<0.01
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Figura 10. Inmunolocalizacíon por fluorescencia de CycD6;1 en células de la coleorriza durante 
la germinación de semilla en las primeras 24 h de imbibición.  Barras de escala = 20uM. El tejido 
mostrado se referencia en ejemplos de cortes histológicos en el apéndice 3.



Para determinar la localización de CycD6;1 se realizaron ensayos de 

localización por inmunofluorescencia con los anticuerpos anti-CycD6;1 para 

reconocer a la proteína endógena en cortes histológicos de ejes embrionarios 

extraídos de semillas que estuvieron embebidas durante distintos tiempos (cada 6 

horas de 0 a 24 horas). El resultado de microscopía confocal se muestra en la 

figura 10. CycD6;1 se localizó en la coleorriza, el tejido que cubre y proteje a la 

raíz embrionaria. La coleorriza es un tejido diferenciado que además de servir de 

protección, participa en la señalización hormonal que recibe el eje embrionario 

durante la germinación y en otras especies  controla la dormancia de la semilla 

(Barrero et al., 2009).  

Por otra parte, además de la localización tisular, la señal fluorescente de la 

CycD6;1 se encuentra mayoritariamente en el citoplasma de la semilla seca con 

un patrón granulado. A las 6 horas de germinación, la señal de la CycD6;1 pierde 

el patrón granulado pero sigue teniendo mayor presencia en el citoplasma que en 

el núcleo. A partir de este punto es notorio como la señal comienza a aparecer 

gradualmente en el núcleo conforme avanza el tiempo de germinación. A las 12 

horas, en prácticamente todas las células se observa señal de CycD6;1 tanto en el 

citoplasma como en el núcleo y a las 18 horas ya se obsevan células donde la 

señal está únicamente en núcleo, aunque en la mayoría aún se encuentra señal 

citoplasmática pero más débil que la de 6 y 12 horas. Esta tendencia continúa 6 

horas después, de manera que a 24 horas prácticamente en todas las células la 

señal es exclusivamente nuclear. 

La actividad de cinasa asociada a CycD6;1 durante la germinación 

implica un nivel más de regulación. 

Una de las razones primordiales para estudiar a CycD6;1 a nivel de 

proteína en lugar de mRNA, es que sabemos que las CycDs poseen una extensa 

regulación a diferentes niveles y por distintos estímulos y que la función está dada 

por la proteína, no por el mRNA. Particularmente en el caso de CycD6;1, el patrón 

de mRNA reportado en nuestro laboratorio (Buendía-Monreal et al., 2011) difiere 

considerablemente de lo observado para la proteína (Zamora Zaragoza, 2012; 
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figura 9). Sin embargo, la función primordial de las ciclinas está dada cuando 

forman un complejo proteico con la subunidad catalítica Cdk. Además, la actividad 

del complejo Cyc/Cdk posee varias formas de regulación más allá que la unión de 

ambas subunidades. Entre las formas más estudiadas de regulación se 

encuentran la unión de otras proteínas moduladoras y/o inhibitorias de la actividad 

de cinasa, y las modificaciones postraduccionales, de las cuales las fosforilaciones 

(activadoras e inhibidoras) son las más importantes. 

En la tesis de licenciatura se reportó que CycD6;1 está unida a CdkA en 

extractos protéicos de ejes embrionarios embebidos, aunque no se determinó si 

dicho complejo es activo. En la figura 11 se muestra el patrón de la actividad de 

cinasa asociada a la ciclina en inmunoprecipitados de extractos de ejes 

embrionarios extraídos de semillas embebidas utilizando los anticuerpos anti-

CycD6;1. Como era de esperarse, CycD6;1 forma complejos activos capaces de 

fosforilar a la histona H1, un sustrato común de los complejos Cyc/Cdk.  
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Figura 11. Actividad de cinasa asociada a CycD6;1. Inmunoprecipitados de CycD6;1 a diferentes 
tiempos de germinación en ensayos de actividad de cinasa con [gama-32]ATP sobre Histona H1. 
La densitometría está normalizada con el coomassie de Histona H1 y con el valor de 0 h. HAI, 
horas después de imbibición; RDU, Unidades de densidad relativa + SD. n=3; *P<0.05, **P<0.01



El análisis de la actividad durante los diferentes tiempos de germinación 

no muestra una correlación clara con el patrón de acumulación de proteína, lo que 

sugiere la existencia de otro nivel de regulación entre la proteína y su actividad 

asociada. Sin embargo, hay una correlación parcial con el patrón de localización 

subcelular observado en la figura 10, ya que después de una disminución en la 

actividad a 12 y 18h, se observa una mayor actividad a 24 horas, lo que 

corresponde al tiempo en el cual la señal de CycD6;1 se encuentra en el núcleo. A 

las 30 horas la actividad vuelve a disminuir significativamente, aunque en este 

caso sí puede relacionarse con los niveles de proteína observados en la figura 9, 

que a 30 horas son más bajos respecto a los tiempos previos. Por lo tanto, la 

regulación de la actividad parece estar parcialmente influenciada por la 

localización subcelular y por la degradación de la proteína. 

CycD6;1 interacciona con Rbr y tiene actividad de cinasa asociada 

sobre el dominio pocket y la región C-terminal 

La carencia del motivo de interacción con Rbr, LXCXE, sugiere que 

Cycd6;1 no sería capaz de interaccionar con Rbr; sin embargo en Arabidopsis 

thaliana ya ha sido reportada esta interacción determinada por complementación 

bimolecular de la fluorescencia (BiFC) en protoplastos (Cruz-Ramírez et al., 2012). 

No obstante, en dicho artículo nada se menciona sobre la falta del LXCXE en 

AtCycD6;1 ni tampoco esclarecen la forma en que podrían interactuar.  

Para estudiar la interacción entre CycD6;1 y Rbr1, se generaron dos 

diferentes construcciones que codifican para proteínas recombinantes con GST en 

el extremo amino y distintos fragmentos de la proteína Rbr1 de maíz. Cabe 

señalar que en el genoma de maíz existen 4 genes que codifican para proteínas  

Rbr, Rbr1 - Rbr4. Sin embargo, se eligió a Rbr1 para este estudio porque es la 

más cercana filogenéticamente a AtRbr1, y por lo tanto la más probable para 

conservar los determinantes estructurales que le permitan interactuar con 

CycD6;1. También, Rbr1 es la más estudiada y posee la estructura predicha típica 

de las proteínas pocket. Las proteínas recombinantes de los diferentes fragmentos 
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de Rbr1 se denominan GST:Rbr-Pd y GST:Rbr-Ct; contienen el dominio pocket y la 

región carboxilo terminal, respectivamente. 

La interacción entre Cycd6;1 fue determinada por un ensayo in vitro en el 

que se dejó interaccionar el lisado bacteriano sobreexpresante de la construcción 

pPal7:CycD6-FL (PeX:CycD6-FL) con los de GST:Rbr-Pd, GST:Rbr-Ct por 

separado y luego fueron purificadas las proteínas con el tag de GST en una resina 

de glutatión sefarosa siguiendo las indicaciones del fabricante. Como control 

positivo se utilizó a GST:CdkA y como control negativo a GST. Las fracciones de 

elución se retaron con el anticuerpo anti-CycD6;1 en un western blot para detectar 

a PeX:CycD6-FL en caso de que la interacción se hubiera dado. El resultado, 

mostrado en la figura 12, indica que ZmCycd6;1 sí es capaz de interactuar con 

Rbr1. Esta interacción está dada principalmente en el dominio pocket, aunque 

también fue posible detectar la banda correspondiente a PeX:CycD6-FL en la 

fracción de la región carboxilo terminal con una intensidad mucho menor (Figura 

12a). La interacción también ocurre con el control de GST:CdkA, pero no con GST.  

Debido a que Rbr es inestable y es difícil purificarla íntegramente, 

aparecen bandas que posiblemente son productos de degradación en las 

purificaciones de GST:Rbr-Pd, GST:Rbr-Ct y GST:CdkA. Para evitar confundir la 

banda correspondiente a PeX:CycD6-FL con las bandas anteriores, se realizó otro 

western blot donde se cargaron las mismas fracciones, pero se detectó a GST con 

un anticuerpo comercial (Figura 12b). Se observa que en la purificación de 

GST:Rbr-Pd hay dos bandas cercanas a la masa molecular de PeX:CycD6-FL 

pero cuando el western-blot se realiza con el anti-CycD6;1 aparece una tercera 

banda que sí corresponde a PeX:CycD6-FL. Lo mismo ocurre con la banda que 

aparece en la purificación de GST:CdkA, ya que con el anticuerpo anti-GST 

aparece una banda arriba de la esperada para PeX:CycD6-FL, pero con el anti-

CycD6;1 aparece una segunda banda que igualmente corresponde a la detectada 

en la fracción inducida con IPTG mostrada en el segundo carril. Ver Apéndice 2, 

figura A2. 
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Los anticuerpos anti-CycD6;1 aún son capaces de reconocer a GST, 

puesto que el inmunógeno contra el que fueron generados es una proteína de 

fusión con GST. Sin embargo el reconocimiento de CycD6;1 es específico pues 

PeX:CycD6-FL no es reconocida con el anti-GST comercial. Por último se realizó 

un western-blot con el anti-CycD6;1 en las fracciones no unidas a la resina de 

glutatión sefarosa después de la purificación para demostrar que en todos los 

casos se cargó la proteína PeX:CycD6-FL (Figura 12c). 
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Figura 12. Interacción in vitro de CycD6;1 con Rbr1. Lisados bacterianos sobreexpresantes de 
PeX:CycD6-FL se mezclaron por separado con sobreexpresantes de GST, GST:Rbr-Pd, GST:Rbr-Ct y 
GST:CdkA. Las mezclas se purificaron con resina de glutatión sefarosa y la elución se corrió en 
un SDS-PAGE seguido de western blot con los anticuerpos a) anti-CycD6;1 y b)anti-GST. c) 
Inmunodetección por western blot de PeX:CycD6-FL en la fracción no unida a la resina de 
glutatión sefarosa. Los primeros dos carriles de a) y b) son los lisados bacterianos con 
PeX:CycD6-FL sin inducir e inducida con IPTG. 

Fracción Total



Más allá de la interacción, resulta importante saber si los complejos de 

CycD6;1 son capaces de fosforilar a Rbr. Frecuentemente se utiliza la región  C-

terminal de Rbr como un sustrato común de Cdks en ensayos de actividad; sin 

embargo, en el mismo reporte donde se determinó la unión de AtCycD6;1 con 

AtRbr también mostraron que AtCycD6;1 formaba complejos capaces de fosforilar 

a AtRbr en el dominio pocket pero no en la región C-terminal. Debido a esto, se 

realizó el ensayo de actividad de cinasa asociada a los inmunoprecipitados de 

Cycd6;1 a partir de extractos proteicos de ejes de semillas embebidas y usando 

como sustrato los diferentes fragmentos de ZmRbr1.  
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Figura 13. Actividad de cinasa asociada a CycD6;1 sobre Rbr. Inmunoprecipitados de CycD6;1  
de maíz se pusieron en un ensayo de actividad de cinasa con [gamma-32P]ATP sobre diferentes 
sustratos: Histona H1, GST, GST:Rbr-PC, GST:Rbr-Pd, GST:Rbr-Ct, y sin sustrato (-). Los 
recuadros blancos enmarcan la banda que corresponde a las proteínas recombinantes.



En este caso, además de GST:Rbr-Pd y GST:Rbr-Ct, se utilizó un tercer 

fragmento que incluye a los anteriores; una proteína de fusión con GST y el 

dominio pocket seguido de la región carboxilo terminal: GST:Rbr-PC. En la figura 

13 se observa que hubo actividad de cinasa sobre las 3 proteínas, indicando que a 

diferencia de AtCycD6;1, los complejos de ZmCycD6;1 sí son capaces de fosforilar 

a Rbr1 en la región C-terminal, pero también en el dominio pocket. 

Cabe mencionar que la purificación de GST:Rbr-PC y GST:Rbr-Pd se 

dificulta dada su alta inestabilidad y por ello no fue posible cargar la misma 

cantidad de proteína en todos los carriles como se observa en el gel de coomassie 

de la figura 13. Además, los fragmentos tienen diferente cantidad de sitios de 

fosforilación por lo que resulta difícil concluir sobre la afinidad por cada sustrato. 

Por otro lado, notamos la existencia de una banda de tamaño similar a GST:Rbr-

Pd en el carril de GST:Rbr-Ct; sin embargo, dicha banda no es reconocida por el 

anticuerpo anti-GST (fig. 12b) y por tanto no podría ser GST:Rbr-Pd. En el 

apéndice 2 (Fig. A2) se apoya esta aseveración. 

CycD6;1 se localiza en el meristemo de la raíz después de la germinación. 

Durante la germinación, CycD6;1 no se localiza en el meristemo de la raíz 

embrionaria, y su localización subcelular en la coleorriza, es dependiente del 

tiempo de germinación. En el caso de AtCycD6;1, su expresión en el meristemo de 

la raíz fue estudiada en tiempos posteriores a la germinación, así que quisimos ver 

si en maíz era posible identificar a CycD6;1 en tiempos posteriores a la protrusión 

de la raíz primaria aunque la proteína no estuviera presente en la raíz durante las 

primeras horas de germinación,. 
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Por ensayos de inmunofluorescencia en puntas de raíz primaria de 

semillas embebidas por 72 horas se detectó la presencia de CycD6;1 y, a 

diferencia de lo reportado para AtCycD6;1, ZmCycD6;1 no parece tener una 
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Figura 14. A) Inmunolocalización por fluorescencia de la proteína CycD6;1 en diferentes secciones 
de punta de raíz a 72 horas postimbibición. Las puntas de flecha roja indican posibles 
cromosomas mitóticos y las amarillas, posibles telofases. Escala: a) 50 µm. b) 20 µm.
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b



localización tan específica (figura 14). Por otra parte, un análisis más detallado de 

la zona meristemática de la raíz reveló que de manera general, CycD6;1 se 

encuentra en los núcleos cuya morfología es redonda, presumiblemente en 

interfase, pues incluso es posible identificar zonas más obscuras dentro de dichos 

núcleos que podrían corresponder al nucleolo (Figura 15). Este comportamiento 

no es absoluto, pues en muchas células también se detecta señal fluorescente en 

el citoplasma. Sin embargo, debido a que a las 72 horas el meristemo está activo, 

es relativamente frecuente encontrar señal de DAPI con morfologías diferentes a 

la de los núcleos antes mencionados y sin las zonas que presumiblemente son 

nucleolos; por lo tanto especulamos que estas células se encuentran en alguna 

fase de la mitosis. En estas células probablemente mitóticas, la señal fluorescente 

correspondiente a CycD6;1 nunca colocaliza con la señal del DAPI, que 

corresponde a la cromatina compacta.  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Figura 15. Inmunolocalización por fluorescencia de la proteína CycD6;1 en punta de raíz 72 
horas post imbibición. Esta figura es la amplificación de una de las secciones de la figura 14.



DISCUSIÓN

Una nueva planta comienza su desarrollo a partir del embrión cuyo 
crecimiento está detenido en la semilla seca y continúa nuevamente después de 
un período de quiescencia mediante un proceso llamado germinación. La semilla 
seca mantiene un metabolismo prácticamente nulo (quiescencia) hasta que la 
entrada de agua (imbibición) “la despierta” bioquímicamente y los procesos 
celulares se reactivan (Bewley y Black, 2004). 

Para que la germinación derive en el establecimiento de una nueva planta, 
es necesario que estos procesos sean reactivados y llevados a cabo 
correctamente, de manera que se favorezca el balance adecuado entre 
proliferación y diferenciación de acuerdo al programa genético de desarrollo de la 
especie. La reactivación del ciclo celular es uno de los eventos necesarios para 
que la germinación sea exitosa, sin embargo aún no están entendidos los 
mecanismos que la gobiernan. Estudiar el comportamiento de los principales 
reguladores del ciclo celular es un primer paso para acercarnos más al 
entendimiento de las bases moleculares de la germinación.

A pesar de que “el único” factor externo que una semilla necesita para 
germinar es la entrada de agua, muchos procesos se desencadenan al interior de 
la semilla. La comunicación entre células, órganos y tejidos es esencial para 
orquestar estos procesos adecuadamente en tiempo y espacio. Al interior de las 
células también es necesario que las señales externas sean integradas y 
relacionadas con el estatus interno para así emitir una respuesta coordinada. 
Aunado a lo anterior, la complejidad aumenta si pensamos que todos los 
reguladores del ciclo celular de maíz que se han buscado a nivel de proteína se 
encuentran en el eje embrionario durante la germinación (García et al., 2002; 
Gutierrez et al., 2005; Sánchez et al., 2005; Lara-Núñez et al., 2008; Godínez-
Palma et al., 2013;). Esto nos hace pensar que el ciclo celular y su reactivación 
durante la germinación no es un proceso lineal, sino una compleja red de procesos 
bioquímicos y fisiológicos que involucra una enorme cantidad de reguladores  
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actuando en sincronía, funcionando ordenadamente en tiempo y espacio, 
coordinando desde el nivel molecular hasta el sistémico, el adecuado desarrollo de 
un organismo. El estudio de las interacciones proteína - proteína , actividades 
enzimáticas, y localización de proteínas son aspectos de enorme relevancia para 
lograr un mejor entendimiento del funcionamiento de esta red reguladora.

La CycD6;1 se regula temporalmente a diferentes niveles durante la 
germinación.

Dentro de los reguladores del ciclo celular, las ciclinas responden al estatus 
interno y su expresión es regulada de manera temporal por las fases del ciclo 
celular. Las CycD integran también señales extracelulares y median la respuesta 
celular que se traduce en una decisión hacia proliferar o no. Sin embargo, en un 
contexto de multicelularidad, la señalización es sumamente compleja y difícil de 
dilucidar. Además, el número de genes de CYCDs en plantas es notablemente 
mayor que en animales (Wang et al., 2004; Buendía-Monreal et al., 2011), lo cual 
complica el estudio en el contexto de desarrollo de un organismo. Una hipótesis 
simplista nos haría pensar que cada CYCD se expresa en tejidos y etapas 
distintas del desarrollo cumpliendo funciones similares; sin embargo hemos visto 
en varios reportes que esto es apenas parcialmente cierto sólo en algunos casos. 
Arabidopsis thaliana posee 10 genes de CYCDs, de los cuales 9 se expresan 
durante la embriogénesis y en la semilla madura, habiendo sobrelape en tiempo y 
espacio en repetidas ocasiones (Collins et al., 2012). En maíz, 15 de los 17 genes 
de CycDs se expresan durante la germinación y algunos con patrones muy 
similares (Buendía-Monreal et al., 2011). 

Un primer paso para abordar el estudio de cómo las CycDs en conjunto 
participan en la reactivación y mantenimiento del ciclo celular es caracterizarlas 
una por una de la manera más completa posible y encontrar los puntos de cruce 
en los procesos que regulan y/o que las regulan a ellas. En un reporte sobre la 
activación del ciclo celular en el ápice de la raíz y su relación con la germinación 
en Arabidopsis thaliana se observó que la expresión de las CycDs es diferencial a 
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lo largo del tiempo y se definen en grupos de genes activados tempranamente y 
tardíamente (Masubelele et al., 2005). AtCycD6;1 junto con CycD3;1 y CycD4;2 
forma parte de los genes tardíos. Lo anterior correlaciona con el patrón de 
expresión reportado para CycD6;1 de maíz (Buendía-Monreal et al., 2011); sin 
embargo, estos patrones de expresión en ambas especies no concuerdan con lo 
reportado en el presente trabajo pues aunque el mRNA no es detectable en las 
primeras horas de germinación, la proteína está presente desde la semilla seca y 
durante toda la germinación (figura 8). De hecho, los niveles máximos de mRNA 
se alcanzan al mismo tiempo que los de proteína comienzan a disminuir cuando 
se usan las mismas condiciones de imbibición (Zamora Zaragoza, 2012) y por lo 
tanto sería más acertado asumir que su función no es tardia, contrario a lo 
discutido en los artículos donde han visto únicamente su actividad transcripcional.

Por otro lado, el hecho de que los niveles de proteína disminuyan 
drásticamente justo después de que los de mRNA están aumentando (Buendía-
Monreal et al., 2011), sugiere que CycD6;1 está siendo degradada después de su 
posible función en la germinación, pero tiene que ser sintetizada de novo 
posteriormente y por tanto, es probable que se requiera en una etapa de 
desarrollo ulterior.

En el presente trabajo se caracterizó parcialmente el comportamiento de la 
CycD6;1 en ejes embrionarios durante la germinación de semillas maíz. A 
diferencia del estudio realizado durante la tesis de licenciatura, el patrón de 
acumulación de proteína corresponde a condiciones más cercanas a las 
fisiológicas, pues en el caso anterior se determinó a partir de ejes embrionarios 
extraídos con escalpelo de la semilla seca y luego embebidos en una solución 
suplementada con sales y sacarosa. En estudios previos se ha descrito que esta 
metodología es adecuada para el estudio del ciclo celular, puesto que procesos 
como la síntesis de DNA no se afectan más que en el tiempo, pues se adelantan 
probablemente porque la entrada de agua al eje es más rápida en los ejes 
extraídos que en la semilla completa (Baíza et al., 1989; Sánchez et al., 2005). Sin 
embargo, entre el eje y el escutelo ocurren eventos de señalización que controlan 
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los procesos que tienen lugar durante la germinación, y es sabido que las CycDs 
son ampliamente reguladas por vías y redes de señalización hormonales que se 
cruzan entre ellas y también con señalización mediada por azúcares (Gutiérrez et 
al., 2005; Hirano et al., 2011a; Wang y Ruan, 2013). Por lo anterior, haber 
determinado nuevamente el patrón de acumulación de CycD6;1 en semillas 
completas embebidas tiene relevancia para estudios posteriores sobre su 
regulación por hormonas y azúcares. Además, debido a que el proceso de entrada 
de agua es más lento, se amplió el tiempo de estudio hasta 36 horas.

La comparación con lo descrito en la tesis de licenciatura revela que los 
patrones de acumulación son distintos, apoyando la idea de que al menos esta 
CycD podría estar siendo regulada por señales provenientes del escutelo. A 
diferencia de lo reportado para la síntesis de DNA, donde había una diferencia de 
dos horas entre los ejes embebidos ex situ y los extraídos de semillas embebidas, 
CycD6;1 alcanza niveles de proteína mayores en la semilla que en los ejes 
embebidos ex situ. En ambos casos la cantidad de proteína disminuye hacia los 
últimos tiempos, pero en los ejes embebidos ex situ se alcanza la mínima cantidad 
a 24 horas, mientras que niveles similares de proteína en los ejes de semillas 
germinadas se alcanzan hasta las 36 horas, es decir, tienen los mismos niveles de 
proteína con 12 horas de diferencia, sugiriendo que en los ejes embebidos ex situ 
se afecta notablemente la estabilidad de la proteína.

En la figura 9 se observa que los niveles de proteína aumentan dentro de las 
primeras 6 horas y luego se mantienen constantes durante al menos 18 horas 
más, de modo que a 24 horas aún permanecen elevados y posteriormente 
disminuyen. Esta tendencia continúa con disminuciones significativas a 36 horas 
en semillas donde aún no ocurre ruptura de coleorriza y luego a 36 horas en 
semillas germinadas, lo cual indica que en semillas cuyo tiempo fisiológico es más 
avanzado, la CycD6;1 sigue la tendencia de desaparecer. En comparación con las 
condiciones de germinación ex situ, existe una tendencia a aumentar en las 
primeras 6 horas, pero este aumento nunca llega a ser significativo y después de 
las 12 horas comienza la caída en los niveles de proteína.
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En ambos casos, hacia el final de la ventana de tiempo considerada, la 
proteína disminuye hasta el punto de ser apenas detectable bajo las condiciones 
utilizadas, indicando que el equilibrio entre síntesis y degradación de la proteína 
está desplazado hacia la degradación, mientras que sólo en condiciones 
fisiológicas es posible observar que a tiempos tempranos, este equilibrio está 
desplazado hacia la síntesis, sugiriendo que las señales que promueven esta 
síntesis provienen del tejido externo al eje embrionario, mientras que las de 
degradación se encuentran presentes dentro del eje. Cualquiera que sea el caso, 
tanto en ejes extraídos y embebidos como en semilla completa, a nivel de mRNA o 
de proteína, los niveles de CycD6;1 durante la germinación no son constantes. 
Aunado a esto, la diferencia contrastante en los patrones de mRNA y proteína 
sugieren que CycD6;1 está siendo regulada a diferentes niveles durante la 
germinación.

Una de las señales que podría afectar la estabilidad y síntesis de la proteína 
CycD6;1 es la sacarosa, pues aunque en las semillas germinadas ex situ hay 
suplemento de sacarosa al 2%, esta concentración no es la fisiológica y, por otro 
lado, esa sacarosa es consumida por el eje y no se reemplaza durante toda la 
imbibición. Los azúcares, además de servir como fuente de carbono, también son 
moléculas señalizadoras que pueden modificar la expresión de genes 
relacionados con el ciclo celular e interactuar con vías de señalización por 
hormonas (Gutiérrez et al., 2005; Wang y Ruan, 2013).

Por otra parte, existen antecedentes que demuestran que la sacarosa 
estabiliza proteínas de ciclo celular que son degradados por proteasoma (Hirano 
et al., 2011a y 2011b) y que la falta de sacarosa, además de producir degradación 
de reguladores de la fase G1, produce arresto celular mediado por Rbr (Hirano et 
al., 2008). En contraparte, la sacarosa también puede modificar la transcripción de 
genes de CYCDs (Gutiérrez et al., 2005). Actualmente en el laboratorio se están 
llevando a cabo estudios sobre la influencia de azúcares sobre distintos 
reguladores del ciclo celular a lo largo de la germinación (Lara-Núñez; Datos sin 
publicar), un estudio a profundidad en este sentido es necesario para correlacionar 
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esta regulación con los niveles de azúcares a que es sometido el eje durante la 
movilización de reservas que ocurre en la fase III de la germinación (figura 3), lo 
cual puede relacionarse a su vez con procesos de desarrollo posteriores a la 
protrusión radicular pero aún ligados al proceso germinativo, donde 
aparentemente la CycD6;1 también está presente, dado que su mRNA se acumula 
hacia tiempos tardíos de la germinación (Buendía-Monreal et al., 2011). 

Aunado a lo anterior, en el presente trabajo se obtuvieron resultados que 
sugieren al menos dos niveles más de regulación: localización y actividad. Ambos 
serán discutidos a detalle más abajo, pero cabe aquí resaltar que la localización 
tejido específica y subcelular implican una regulación espacio-temporal ligada al 
proceso germinativo.

Un aspecto novedoso de este trabajo es que se identificó a la CycD6;1 en 
escutelo, un tejido del embrión de gran relevancia en la germinación, pero que no 
ha sido reportado como proliferativo, sino diferenciado y que en etapas tardías 
entra a muerte celular programada para alimentar al eje. La acumulación de 
CycD6;1 es diferencial a lo largo del tiempo con una clara disminución hacia las 36 
horas. Sin embargo, es difícil especular sobre el patrón de acumulación en 
tiempos previos, ya que la normalización con CycA puede afectar el 
comportamiento de los datos densitométricos, pues CycA en escutelo no se 
comportó constante como lo hace en el eje.

La localización tisular de CycD6;1 sugiere que está involucrada en 
procesos externos al ciclo celular relacionados con el control de la 
germinación.

Además de la regulación temporal de CycD6;1 a nivel de mRNA y proteína, 
los ensayos de inmunolocalización por fluorescencia revelaron que la proteína 
endógena no se ubica en todo el eje embrionario y, sorprendentemente, no fue 
posible localizarla en el meristemo radicular, lo cual contradice la hipótesis 
planteada a priori en este proyecto, dada la expresión del ortólogo de Arabidopsis 
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thaliana (Cruz-Ramírez et al., 2012) y que en maíz la raíz embrionaria está 
preformada en la semilla seca (Hochholdinger, 2009).

Interesantemente, CycD6;1 se localiza en un tejido presumiblemente no 
proliferativo que cubre a la raíz embrionaria: la coleorriza. Este tejido además de 
servir para protección, controla la germinación en otras especies. 
Anatómicamente, la coleorriza es un tejido que se continúa con el escutelo por un 
lado y por el otro con el coleoptilo, que recubre y protege a las hojas de plúmula y 
al hipocotilo (Scanlon y Takacs, 2009). Hay poca información respecto a la función 
de este tejido, pero se ha visto que juega un papel importante en el 
establecimiento de la dormancia (Barrero et al., 2009).

La dormancia es una capacidad que tienen algunas semillas para reprimir la 
germinación incluso en condiciones favorables (Hilhorst, 2007). Esta represión de 
la germinación no es por falta de vigor ni porque la semilla esté muerta. Las 
semillas dormantes son semillas vivas con la capacidad de germinar normalmente, 
pero está siendo reprimida mediante procesos activos que requieren la síntesis y 
transporte de hormonas, lo cual a su vez involucra regulación de procesos 
metabólicos y cambios transcripcionales en algunos tejidos (Lee et al., 2010; Liu et 
al., 2013). Para que una semilla dormante germine, es necesario “romper” la 
dormancia, lo cual también es un proceso activo que está determinado por 
condiciones ambientales (Steber, 2007).

Dado que la germinación es un proceso en el que el embrión se elonga y 
sale de la cubierta de la semilla, la dormancia es una condición impuesta por la 
cubierta hacia el embrión que le impide reiniciar su crecimiento. En variedades 
dormantes de Arabidopsis thaliana, se ha demostrado que la dormancia está 
impuesta por el endospermo, que es una capa prácticamente unicelular que rodea 
al embrión y lo separa de la testa, un tejido duro formado por células muertas que 
sirve de protección (Lee et al., 2010). El endospermo por su parte, es un tejido 
vivo en el cual hay síntesis de novo y liberación selectiva hacia el embrión de 
ácido abscísico (ABA) durante la imbibición de semillas dormantes. Cuando la 
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síntesis de novo de ABA es bloqueada o cuando se retira mecánicamente la 
cubierta del embrión, la germinación ocurre de manera normal; por el contrario, si 
a embriones de semillas no dormantes se les pone en contacto con cubiertas de 
semillas dormantes, o con ABA exógeno, la germinación no ocurre (Lee et al., 
2010). 

Notablemente, la expresión de CYCD6;1 en semillas maduras de Arabidopsis 
está dada sólo en el endospermo (Collins et al., 2012). Este tejido es análogo en la 
función de imponer dormancia a la coleorriza en los cereales. Al igual que en 
Arabidopsis, utilizando variedades dormantes y no dormantes de trigo, se ha visto 
que la coleorriza participa activamente en la imposición de dormancia sobre el eje 
embrionario de este cereal, aunque los mecanismos moleculares y de señalización 
son menos claros (Barrero et al., 2009; Nakamura et al., 2011). Un aspecto en 
común de ambos sistemas y, por lo tanto, entre el endospermo de Arabidopsis y la 
coleorriza de los cereales, es que sintetizan ABA para imponer la dormancia y que 
los niveles de ácido giberélico (GA) son prácticamente nulos mientras dura la 
condición de dormancia, pero al romperse, los niveles de ABA disminuyen y los de 
GA aumentan. Este equilibrio es percibido por el eje embrionario (o el embrión, 
según sea el caso) para llevar a cabo o no el proceso germinativo (White et al., 
2000; Lee et al., 2010).

Con los resultados de este trabajo, un nuevo aspecto en común surge entre 
estos dos tejidos análogos de cereales y dicotiledóneas: la localización de la 
proteína CycD6;1 de maíz en la coleorriza de la semilla seca y durante la 
germinación correlaciona con la localización de la expresión de AtCYCD6;1 en el 
endospermo de la semilla madura (Collins et al., 2012). Esta localización común 
para genes ortólogos en dos tejidos que cumplen la misma función durante la 
germinación abre una nueva vertiente para el estudio de la CycD6;1 y su relación 
con la dormancia, pero al mismo tiempo sugiere que el mecanismo molecular de la 
dormancia implica la participación de reguladores del ciclo celular en tejidos no 
proliferativos, algo que hasta la fecha no ha sido propuesto en las teorías ni 
estudios sobre esta condición. 
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Para apoyar esta especulación, existen reportes que muestran que CycD6;1 
se regula por las dos principales hormonas que regulan la dormancia, ABA y GA. 
En maíz, se vio que la expresión del gen de CYCD6;1 se ve afectada 
negativamente durante la germinación en presencia de ABA (Buendía-Monreal et 
al., 2011), mientras que en Arabidopsis se ha descrito que la presencia de un 
inhibidor de la síntesis de GA aumenta la expresión de AtCYCD6;1 en la zona 
meristemática de la raíz (Koizumi y Gallagher, 2013), pero nada se ha dicho de 
cómo esta hormona podría controlar la expresión de CYCD6;1 en la semilla. Por 
otra parte, AtCycD6;1 es capaz de unirse y fosforilar a Rbr para liberar la represión 
sobre SCR, que posee un motivo LXCXE. SCR forma parte de la familia de 
reguladores transcripcionales GRAS a la cual también pertenecen las proteínas 
DELLA, involucrados en represión transcripcional y de crecimiento por ausencia 
de GA. Las proteínas DELLA, al igual que SCR, contienen el motivo LXCXE o 
variantes de él y por tanto podrían unirse a Rbr (Zamora Zaragoza, datos sin 
publicar). El mecanismo de imposición de dormancia por el endospermo de 
Arabidopsis requiere de la participación de RGL2, una proteína DELLA que se 
expresa en este tejido durante la germinación y que impone represión 
transcripcional (y en última instancia, la represión de la germinación) en presencia 
de ABA (Lee et al., 2010). Cuando los niveles de ABA disminuyen y aumentan los 
de GA, o bien, cuando hay presencia exógena de GA, la función de RGL2 es 
interferida y la germinación ocurre. Sin embargo, no se sabe cómo es que RGL2 ni 
otros DELLA median la represión transcripcional. Una hipótesis es que se unen a 
Rbr mediante el motivo LXCXE, y por tanto, Cycd6;1 sería la única CycD capaz de 
fosforilar a Rbr para promover la germinación, de manera similar a como lo hace 
cuando se une a SCR, sin embargo este mecanismo no se ha probado 
experimentalmente.

La cantidad de CycD6;1 activa está regulada espacio-temporalmente.

Además de la localización tisular de CycD6;1, la mayoría de las células 
donde se encontró la señal de CycD6;1 sigue siempre el mismo patrón de 
localización subcelular. En semilla seca, CycD6;1 se encuentra en el citoplasma 
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con un patrón granulado y rara vez es posible detectarla colocalizando con la 
señal del DAPI, es decir, en el núcleo. A las 6 horas la señal pierde el patrón 
granulado, se vuelve más difusa y sigue siendo mayoritariamente citoplasmática. 
Sin embargo, conforme avanza la germinación, CycD6;1 comienza a internarse en 
el núcleo, de manera que la señal está en ambas fracciones a las 12 y 18 horas, 
pero a las 18 ya es posible ver células con toda la señal en el núcleo y otras donde 
la señal citoplasmática es débil comparada con la nuclear. A las 24 horas,  la señal 
fluorescente rara vez es citoplasmática.

Los mecanismos en los que participan las CycD y demás reguladores del 
ciclo celular implican que su actividad está típicamente dada dentro del núcleo, 
aunque recientemente se reportó una importante función de complejos Cyc/Cdk en 
citoplasma en levadura, específicamente en la regulación de la maquinaria que 
transporta proteínas de citoplasma a mitocondria (Harbauer et al., 2014). Los 
resultados de la actividad de cinasa asociada a CycD6;1 sobre histona H1 
muestran que se encuentra formando complejos activos desde la semilla seca y 
durante toda la germinación; sin embargo, es difícil imaginar que CycD6;1 esté 
funcionando realmente en las primeras horas si no está dentro del núcleo, aunque 
aún no podemos descartar esta posibilidad.

Notablemente, el patrón de acumulación de proteína correlaciona con el de 
actividad  sólo a las 24 y 30 horas, donde en ambos (actividad y proteína) hay una 
caída después de estar en su máximo nivel. Sin embargo, durante las primeras 18 
horas los patrones de acumulación de proteína y actividad difieren 
contrastantemente. Si la actividad medida corresponde a la total y no dependiera 
del sustrato utilizado, una posible explicación es que la proteína que hay en la 
semilla seca está formando complejos activos, después, a las 6 horas, la proteína 
tiene una mayor acumulación pero no mayor actividad, lo cual sugiere que hay 
más síntesis de proteína y poca degradación, de manera que la proteína activa 
remanente de la semilla seca sigue presente con su actividad, y la proteína recién 
sintetizada aún no tiene actividad, pues necesita unirse a una Cdk y luego ser 
activada por fosforilación. Después de las 6 horas, y durante 12 horas más, la 
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actividad decrece significativamente pero la proteína permanece con niveles altos. 
Bajo el mismo contexto, esto indicaría que la proteína sigue sintetizándose pero 
aún no es activa, y la remanente de semilla seca continúa degradándose, y con 
ello, disminuyendo la actividad. A las 24 horas los niveles de proteína siguen 
constantes, es decir, la síntesis y degradación mantiene un equilibrio, pero la 
actividad de cinasa aumenta considerablemente, sugiriendo que la proteína nueva 
ya es activa. A las 30 horas, el equilibrio síntesis/degradación se desplaza hacia la 
degradación de la ahora activa CycD6;1, lo cual se refleja en la caída en la 
actividad. Antes de corroborar esto es necesario verificar que el patrón de 
actividad sea similar al menos frente a un sustrato diferente a Histona H1, por 
ejemplo Rbr.

Al modelo anterior puede integrarse la localización subcelular, ya que justo 
cuando la proteína nueva es activa, la gran mayoría de la señal es nuclear. Por 
otra parte, es notable que el patrón de actividad por sí solo imita un 
comportamiento cíclico, ya que a lo largo del tiempo disminuye y aumenta 
regularmente. Sin embargo, desde un enfoque holístico este comportamiento 
resulta difícil de explicar bajo el modelo del ciclo celular en el cual las ciclinas, a 
nivel de proteína, también fluctúan periódicamente, pues no podemos olvidar que 
el tejido en el que se encuentra más consistentemente no es proliferativo y que 
estos procesos están en el contexto del desarrollo de un organismo donde las 
células no son sincrónicas y sería difícil observar tan claramente la conducta del 
ciclo celular (figura 16).

Una explicación alterna pero que también cabe en el modelo anterior para 
explicar el comportamiento de la actividad de cinasa asociada surge de la 
observación de que el tiempo que tarda la CycD6;1 en internalizarse casi por 
completo en el núcleo es al menos 24 horas, y por lo tanto cabe esperar que sea 
un proceso regulado y no únicamente mecánico impulsado por la entrada del 
agua. Además, si tomamos en cuenta que la germinación es un proceso mediante 
el cual la semilla continúa sus procesos de desarrollo y crecimiento después de un 
período de latencia, estos resultados indican que la exclusión de la Cycd6;1 fuera 
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del núcleo es otro proceso regulado y que no se internaliza inmediatamente 
después de su síntesis (figura 16).

Por otra parte, ni las CycDs ni las Cdks tienen señales de localización 
nuclear definidas y se sugiere la participación de proteínas transportadoras que las 
lleven del lugar de síntesis (citoplasma) al lugar de acción (núcleo), lo cual puede 
tambén estar regulado. Una de las proteínas que pudieran cumplir esta función en 
plantas son las KRPs, inhibidores de la actividad de cinasa y que algunas de ellas 
poseen señales de localización nuclear (Bird et al., 2007) y de hecho transportan 
Cdks al núcleo (Zhou et al., 2006). Datos del laboratorio sugieren que Cycd6;1 
también es capaz de unirse a KRP, y esta inhibir la actividad de CycD6;1 (Rosas-
Bringas y Godínez-Palma, datos sin publicar). 

Con base en lo anterior, podemos imaginar un mecanismo en el que Cycd6;1 
se encuentre formando complejos activos en el citoplasma con CdkA (Zamora 
Zaragoza, 2012; este trabajo) que son transportados probablemente por una KRP 
hacia el núcleo. La unión con KRP podría inhibir su actividad, aunque no 
necesariamente abatirla, pues se ha visto que dependiendo de la concentración, 
hay diferentes grados de inhibición. De esta manera, la proteína recién sintetizada 
desde las 6 horas y hasta las 18 horas, podría o seguir formando complejos con 
Cdk en el citoplasma, pero la unión con KRP en cualquier caso siempre inhibiría la 
actividad. Una vez dentro del núcleo, el transportador/inhibidor no tendría que 
permanecer unido y al despegarse del complejo aumentaría la actividad, lo cual 
explicaría que a 24 horas, cuando toda la proteína está en el núcleo, la actividad 
sea mayor. En el núcleo es donde cabría esperar que se encontrara el sustrato de 
CycD6;1, que probablemente sea Rbr. A las 30 horas, justo al final de la 
germinación, la disminución en la actividad de cinasa correlaciona con una 
disminución en los niveles de la proteína como se mencionó antes.

Cualquiera que sea el caso, faltan experimentos para poder pasar de la 
especulación explicativa a la demostración del modelo. Sin embargo, no podemos 
dejar de resaltar que aunque el modelo esté incompleto, existe una sorprendente 
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coincidencia de tiempo (24 h) y espacio (núcleo) con la máxima cantidad de 
proteína activa.

CycD6;1 se une y fosforila a Rbr en diferentes dominios 

Una de las primeras preguntas que surgió del estudio de la secuencia de las 
CycD fue si la CycD6;1 tenía la capacidad de interactuar con Rbr a pesar de 
carecer del motivo de unión a ella. En Arabidopsis ya fue reportado que AtCycD6;1 
sí se une y fosforila a Rbr específicamente en el dominio pocket y no en el 
carboxilo. Sin embargo, un análisis de las metodologías con las que se llegaron a 
estas conclusiones revela que no necesariamente son absolutamente 
concluyentes, además de que es el único reporte a la fecha que ha dicho esto y no 
mencionan la carencia del motivo LXCXE.

Nuestros resultados demuestran que CycD6;1 de maíz también puede unirse 
a ZmRbr1 habiendo interacción tanto con el dominio pocket como con la región 
carboxilo terminal. El estudio realizado in vitro sugiere que la interacción es más 
fuerte con el dominio pocket. Así mismo, CycD6;1 fue capaz de fosforilar a Rbr1 
tanto en el dominio pocket como en la región carboxilo. Sin embargo, otros 
experimentos son necesarios para determinar si la unión y fosforilación de 
complejos activos de CycD6;1 sobre Rbr ocurre in vivo, además de que también 
falta determinar cuál de las 4 Rbr presentes de maíz estaría interactuando con 
CycD6;1. Por otra parte, el estudio de la bioquímica de esta interacción necesita 
completarse usando diferentes fragmentos de CycD6;1 para saber más sobre la 
naturaleza de esta interacción.

La relevancia fisiológica de que una misma CycD pueda unirse a Rbr en al 
menos dos diferentes sitios está lejos de ser comprendida, pero al mismo tiempo 
vimos que puede fosforilar a Rbr en diferentes sitios y esto sugiere que cuando 
Rbr esté unido a diferentes proteínas, ya sea por el motivo LXCXE o no, CycD6;1 
tiene capacidad de actuar sobre Rbr, por lo cual podría participar en diferentes 
procesos celulares. Esto ya queda sugerido para CycD6;1 con el hecho de que la 
encontramos presente en tres diferentes tejidos, escutelo, coleorriza y ápice de la 
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raíz, en dos diferentes etapas del desarrollo, durante la germinación y después de 
la protrusión radicular, respectivamente. Además, la naturaleza de ambos tejidos 
es diferente, ya que el escutelo y la coleorriza no son tejidos proliferativos y el 
meristemo radicular sí lo es, por lo cual cabe esperar que si CycD6;1 está en 
ambos, puede cumplir roles dentro y fuera del ciclo celular.

CycD6;1 es regulada espacialmente durante el ciclo celular en el 
meristemo de la raíz después de la germinación.

El hecho de que la expresión de CYCD6;1 en semilla madura de Arabidopsis 
y la localización de la proteína en maíz correlacionen sugiere que estos genes 
ortólogos pudieran ser regulados de manera similar. Sin embargo, ZmCycD6;1 no 
fue localizada en el meristemo de la raíz durante la germinación. Por lo anterior, 
decidimos explorar en tiempos posteriores a la germinación, pues un dato 
relevante es que la expresión de CycD6;1 en la raíz de Arabidopsis fue reportada 
únicamente en plántulas de entre 5 y 15 días después de la germinación (Sozzani 
et al., 2010), y en semillas maduras no se encuentra en el embrión (Collins et al., 
2012). 

Interesantemente, aunque la raíz de maíz ya esté formada antes de la 
germinación, sólo fue posible encontrar a CycD6;1 en meristemo de raíz después 
de la protrusión radicular y no antes, sugiriendo que hay señales que la mantienen 
reprimida durante la germinación y que tras la protrusión, otros procesos de 
desarrollo se desencadenan en el meristemo radicular diferentes a los que 
impulsan el crecimiento durante la germinación. Estos datos de alguna manera 
correlacionan con lo reportado para AtCYCD6;1; sin embargo, la anatomía de los 
meristemos de maíz y Arabidopsis es notoriamente diferente (revisado en 
Hochholdinger et al., 2004) y por lo tanto la correlación es únicamente parcial. En 
Arabidopsis, la expresión de CYCD6;1 es específica de las CEI/CEID (Sozzani et 
al., 2010; Cruz-Ramírez et al., 2012), mientras que en maíz la señal no se 
encuentra confinada a células específicas del meristemo, aunque aún queda por 
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ver si un estudio cinético del desarrollo de la raíz nos permite identificar cambios 
en su localización tisular.

Por otra parte, la localización subcelular de ZmCycD6;1 en el meristemo de 
la raíz no tiene un patrón tan definido como en la germinación, pues es posible ver 
células donde la localización es exclusivamente nuclear mientras que en otras 
está tanto en nucleo como en citoplasma, aunque nunca encontramos células en 
las que la localización fuera exclusivamente citoplasmática. Aquí queda también 
por hacer un estudio cinético para verificar este supuesto.

Al tratarse de un tejido proliferativo, a diferencia de la coleorriza y el escutelo, 
en el ápice de la raíz primaria fue posible identificar con cierta frecuencia algunas 
células en las que la señal del DAPI no tuviera la morfología normal de las células 
en interfase, sino que se asemejara más a figuras mitóticas. En estas células, la 
localización de CycD6;1 sí tiene un patrón característico, y es que nunca 
colocaliza con la señal del DAPI, lo cual sugiere que en mitosis, Cycd6;1 está 
siendo excluída de la cromatina. Interesantemente, en Arabidopsis thaliana, 
CYCD6;1, junto con otras ciclinas y reguladores del ciclo celular, aumentan su 
expresión en tiempos caracterizados por la aparición de genes exclusivos de la 
mitosis pero bajo el contexto fisiológico en el que estos reguladores del ciclo 
celular promueven  división celular en el ápice de la raíz y, consecuentemente, 
germinación (Masubelele et al., 2005). 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CONCLUSIONES

A partir de nuestros resultados, podemos puntualizar que la CycD6;1 está 
siendo ampliamente regulada en tiempo y espacio a diferentes niveles a lo largo 
de la germinación (figura 16). Y aunque aún no queda clara su función en la 
germinación, su localización en la coleorriza y presencia en escutelo indica que en 
la germinación no necesariamente participa sólo en procesos relacionados al ciclo 
celular, sino probablemente en otros relacionados al control de la germinación. 
Esto se refuerza con la comparación en los niveles de proteína entre la 
germinación ex situ y en semilla, abriéndose una nueva vertiente para el estudio 
de la regulación por señales (hormonales, por azúcares) desde un tejido (escutelo) 
hacia otro (eje embrionario).

La regulación espacio-temporal de CycD6;1 parece ser dependiente del 
proceso de desarrollo, y está dada a nivel de tejido como a nivel subcelular. Así 
mismo, el equilibrio de los procesos de síntesis y degradación de CycD6;1 es 
dinámico y se desplaza diferencialmente en función del tiempo de germinación, 
además de que en el eje embrionario está claramente afectado por las señales 
que provienen del escutelo.

Aunque no descartamos alguna función de CycD6;1 en el citoplasma, el 
hecho de que a 24h coincidan la mayor cantidad de proteína con la mayor 
actividad de cinasa asociada a CycD6;1 y con con el momento donde casi toda la 
proteína está en el núcleo y por otro lado, que CycD6;1, a pesar de carecer del 
motivo LXCXE, sea capaz de interactuar y fosforilar a una Rbr indican fuertemente 
que la función primordial de CycD6;1 durante la germinación es dentro del núcleo, 
en un momento fisiológico determinado después del cual, tiene que ser 
degradada.  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Figura 16. Modelo de la regulación espacio temporal de CycD6;1 durante la germinación de 
maíz. CycD6;1 se encuentra en el citoplasma de las células de la coleorriza formando 
complejos activos en la semilla seca es transportada al núcleo a lo largo de la germinación 
donde podría encontrar a su sustrato natural, Rbr. Un transportador hipotético es KRP, que 
podría inhibir la actividad de estos complejos durante el transporte a núcleo.



PERSPECTIVAS

- En este trabajo, muchas vertientes se abrieron para continuar 
esclareciendo la función y regulación de CycD6;1 durante y después de la 
germinación. En la discusión se plantean dos modelos alternativos pero no 
excluyentes para explicar las diferencias entre la actividad de cinasa y la 
cantidad de proteína. En esta fase del estudio, estos modelos son meramente 
especulativos. Para poder fundamentar el modelo en el que la proteína 
remanente es activa y la recién sintetizada en tiempos tempranos de 
germinación no lo es, podríamos inhibir la degradación de proteína, de manera 
que la remanente seguiría activa. Si este proceso se continúa hasta las 24 
horas donde según la especulación, la proteína nueva ya es activa, el patrón de 
actividad no disminuiría, sino que sólo aumentaría. Asimismo, si se inhibe la 
síntesis de proteína, la actividad sólo tendería a disminuir al igual que la 
proteína.

- Probablemente, demostrar el modelo en el que la inhibición en tiempos 
intermedios está mediada por una KRP sería más difícil de probar, pues aunque 
ya hay datos de que CycD6;1 puede unirse a más de una KRP y que esto afecta 
su actividad (Rosas Bringas, Datos sin publicar), habría que probar que la unión 
ocurre in vivo y se modifica a lo largo del tiempo de germinación de acuerdo a lo 
esperado. Esto podría hacerse mediante ensayos de inmunoprecipitación y 
colocalización por inmunofuorescencia. Sin embargo, estos experimentos sólo 
darían más indicios para apoyar el modelo, pero para probarlo habría que hacer 
un ensayo en el que se impidiera la unión in vivo lo cual es complicado dada la 
dificultad para manipular genéticamente el organismo modelo.

- La bioquímica de la interacción entre Rbr y CycD6;1 dio información 
valiosa pero aún poco fina. En ese respecto valdría la pena ahora generar 
fragmentos de CycD6;1 para saber si al igual que las demás CycDs, CycD6;1 
también se une por el extremo amino a Rbr. Asimismo, ir acotando las regiones 
de unión y probablemente llegar a determinar un posible motivo de unión en 
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CycD6;1 con Rbr y una región de Rbr para unir ciclinas, ya que se sabe que 
otras ciclinas (A y E) pueden fosforilarla in vivo, pero no se conocen las 
determinantes estructurales de esta interacción. Aquí también cabría realizar 
ensayos de coinmunolocalización para determinar si CycD6;1 une a Rbr in vivo. 

- Resulta también interesante determinar si el patrón de actividad de 
cinasa observado sobre Histona H1 es o no repetible sobre Rbr.

- Ensayos de inmunoprecipitación acoplados a análisis por 
espectrometría de masas podrían ser útiles para saber cuál de las 4 Rbr de 
maíz interacciona con CycD6;1 y de igual manera, conocer a detalle otras 
interacciones de CycD6;1, por ejemplo, específicamente con qué Cdk actúa y si 
es sólo una o se une a más de una en diferentes momentos del desarrollo.

- Aunque la anatomía de la raíz de Arabidopsis y maíz son muy 
diferentes, aún no se excluye que CycD6;1 de maíz cumpla la misma función 
que el ortólogo de Arabidopsis. Para ello valdría la pena insertar el gen de 
ZmCYCD6;1 en el fondo mutante de cycd6;1 de Arabidopsis.

- La evidente regulación que tiene CycD6;1 a diferentes niveles es otra 
interesante vertiente de este proyecto. En ése sentido es importante determinar 
cómo es la regulación hormonal y por azúcares sobre el gen, la proteína y la 
actividad, con la espectativa de explicar con bases moleculares las diferencias 
entre la acumulación de mRNA, Proteína y complejos activos.  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METODOLOGÍA 
*Nota preliminar: Para información sobre las construcciones utilizadas en el presente trabajo, así 
como primers, vectores, clonaciones, sobreexpresión y purificación de proteínas, ver apéndices. 

I. Material 

I.I Semillas de maíz  

Para los ensayos de germinación se utilizaron semillas de maíz (Zea mays var. 

Chalqueño) almacenadas a 4°C.  

I.III Plásmidos  

Los plásmidos utilizados para la clonación del CDS de CycD6;1 y para la 

expresión de la proteína recombinante PeX:CycD6-FL fueron pGem-T Easy 

(Promega, Cat: A1360) y pPal7 (Bio-Rad,  Cat: 156-3002), respectivamente. Este 

último cuenta con un promotor inducible por IPTG que permite expresar una 

proteína de fusión con el Profinity eXact Tag (Bio-Rad) en el extremo amino de 

aproximadamente 8 KDa y el péptido de interés en el extremo carboxilo. Ambos 

tienen un gen de resistencia a ampicilina para la selección de transformantes. 

Tecnología gateway: Para la expresión de fragmentos de Rbr, estos se clonaron 

en el vector pENTR™/D-TOPO (Invitrogen, cat: K2400-20) y se realizó la reacción 

de recombinación con la enzima LR-Clonase II (Invitrogen) con el vector pDest15 

(Invitrogen, Cat: 11802-014), el cual cuenta con resistencia a amplicilina y un 

promotor inducible por IPTG que permite expresar una proteína de fusión con GST 

en el extremo amino y el péptido de interés en el extremo carboxilo. 

I.III. Cepas y condiciones de crecimiento. 

Para la clonación de pGem-T Easy:CycD6-FL (Promega) pPal7:CycD6-FL (Bio-

Rad) y construcciones en pDest15 (Invitrogen) se utilizó la cepa E. coli DH5-α. 

Para clonación de construcciones en el vector pENTR™/D-TOPO (Invitrogen) se 

utilizó E. coli One Shot® TOP10. Para la expresión de proteínas recombinantes se 

usó la cepa E. coli BL21-CodonPlus-RIL.  

�64



Los cultivos líquidos de bacterias se realizaron en medio Luria-Bertani con el 

antibiótico(s) correspondiente(s) a 37°C en agitación constante (150 rpm). Los 

cultivos de volúmenes pequeños (≤5mL) fueron contenidos en tubos de ensayo, 

mientras que para volúmenes grandes (≥50mL) se emplearon matraces 

Erlenmeyer de al menos el triple de capacidad del volumen a contener. Los 

cultivos sólidos se hicieron en agar LB con el antibiótico(s) correspondiente(s) 

contenido en cajas Petri a 37°C. Tanto el medio LB como el agar LB se 

esterilizaron en autoclave y cuando la temperatura hubo descendido a ≈40°C se 

añadieron los antibióticos necesarios.  

II. Técnicas generales  

II.I. Electroforesis de DNA  

Para verificar las reacciones de amplificación y las de digestión de DNA, se 

realizaron electroforesis en gel de agarosa al 1% preparado con solución 

amortiguadora TAE 1x (Tris 50mM, acetato de sodio 1mM, EDTA 2mM) pH 8.5 

teñido con bromuro de etidio y se observó en un transiluminador (UV-

Transilluminator, UVP inc). Las fotografías de geles se obtuvieron con los equipos 

Digital science Image Station 440CF! (Kodak) y ChemiDoc MP (Bio-Rad).  

II.II. Purificación de DNA a partir de gel de agarosa  

La purificación de productos de amplificación o digestión de DNA se realizó con el 

Kit comercial GenElute Gel Extraction Kit (SIGMA-ALDRICH) siguiendo las 

instrucciones del fabricante (cat: NA1111).  

II.III. Purificación de DNA plasmídico  

La purificación de plásmidos se realizó con el kit comercial Zyppy Plasmid 

miniPrep Kit (Zymmo Research) siguiendo las instrucciones del fabricante. (Cat: 

D4019). 
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II.IV. Preparación de células competentes  

Para preparar células competentes de las cepas utilizadas de E. coli, se inocularon 

3mL de medio LB con la cepa correspondiente y se incubaron 12h a 37°C en 

agitación constante. De este cultivo se tomaron 0.3mL para inocular 250 mL de 

medio LB contenido en un matraz Erlenmeyer y se incubó 3h a 37°C en agitación 

constante. Pasadas las 3h, se traspasó el cultivo a tubos falcon y se colocaron en 

hielo durante 15 minutos para posteriormente empastillar las células a 4000 g por 

10 minutos. Las pastillas se lavaron con agitación muy suave con un total de 20mL 

de cloruro de calcio 0.1M y se volvieron a incubar en hielo 20 minutos. Se 

centrifugaron los tubos a 4 Krpm por 10 minutos nuevamente y se lavaron las 

pastillas por agitación muy suave con 1.5mL en total de cloruro de calcio 0.1M. Se 

repartió el volumen final en alícuotas de 100µL en tubos de microcentrífuga de 1.5 

mL de capacidad y se incubó en hielo 1h. Las células fueron almacenadas a 

-70°C.  

II.V. Transformación de células competentes  

Para transformación con productos de ligación, se utilizaron 10µL de esta 

reacción. Para transformar con plásmido purificado por miniprep, se utilizó 1µL del 

eluato. Se agregó el volumen correspondiente de DNA a 100µL de células 

competentes y se incubaron en hielo durante 20 minutos. Luego se aplicó un 

choque térmico a 42°C por 45 segundos y se regresó al hielo por 2 minutos más. 

Se añadió 1mL de medio LB y se incubó 1 h a 37°C en agitación. En caso de 

haber transformado con productos de ligación, se centrifugaron las bacterias 

1minuto a 5Krpm, se desechó el exceso de medio LB y las células se 

resuspendieron en el medio restante para luego plaquear con todo el volumen en 

cajas Petri con agar LB con el antibiótico correspondiente. Si la transformación se 

realizó con plásmido purificado, se tomaron 200µL de medio con bacterias sin 

empastillar y se plaquearon en agar LB con el antibiótico correspondiente. Las 

cajas Petri inoculadas se incubaron toda la noche a 37°C para observar la 

formación de colonias.  
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II.VI. Electroforesis de proteínas  

Para verificar la presencia de proteínas y para los ensayos de western blot se 

realizaron electroforesis en gel Tris-glicina desnaturalizante de poliacrilamida al 

10% y 12% según fuera el caso (SDS-PAGE). El gel se preparó como se indica en 

Sambrook et al., 1989 y se corrió a 96 volts hasta que el frente de corrida pasara 

el gel concentrador, luego a 107 volts durante el corrimiento en el gel separador. El 

amortiguador de electrodos utilizado fue de Tris-glicina-SDS 1X (Sambrook et al., 

1989). Las muestras se prepararon añadiendo buffer de carga para obtener una 

concentración final 1x (SDS 2%, β-mercaptoetanol 2mM, glicerol 4%, Tris-HCl pH 

6.8 40mM, azul de bromofenol 0.01%) y calentando a 90°C por 10 minutos.  

II.VII. Western blot  

Para los ensayos de western blot se realizaron SDS-PAGE 10% o 12% como se 

indica en el apartado II.VI y se transfirieron las proteínas a membranas de PVDF 

Immobilon-PSQ Transfer Membrane (Millipore) en el equipo Mini Trans-Blot® 

Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad) a 350 mA por 1 hora. Las membranas 

fueron bloqueadas con una disolución al 10% de leche en PBS-Tween20 0.1% por 

2h y luego incubadas con el anticuerpo primario correspondiente diluido en una 

disolución al 5% de leche en PBS-Tween20 0.1% O/N a 4°C en agitación. 

Terminado el tiempo de incubación se hicieron cuatro lavados de 10 minutos con 

PBS-Tween20 0.1%, se incubaron con un anticuerpo anti-conejo (Thermo 

Scientific, Cat: 31460) acoplado a HRP diluído 1:20 000 en PBS-Tween20 0.1% 

durante 1 h a temperatura ambiente en agitación y se repitieron los cuatro lavados 

de 10 minutos con PBS-Tween20 0.1%. Posteriormente se lavaron las membranas 

con 0.5 mL de la solución de detección por quimioluminiscencia (Thermo Scientific, 

Cat: 32106). El revelado se hizo en el equipo ChemiDoc MP (Bio-Rad).  

III. Clonaciones y sobreexpresión de proteínas recombinantes. 

III.I. Amplificación de CDS 
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Para la amplificación de CDS de CYCD6;1 de longitud completa (CycD6-FL) y de 

los fragmentos de Rbr1 (Rbr-Pd, Rbr-Ct, Rbr-PC) se diseñaron oligonucleótidos 

(apéndice 1) en el programa AmpliFX v.1.5.3 (http://ifrjr.nord.univ-mrs.fr/AmplifX-

Home-page). Los oligos fueron sintetizados en la Unidad de Síntesis y 

Secuenciación del IBT-UNAM. La amplificación de cDNA se realizó a partir de 

cDNA total de ejes embrionarios de maíz embebidos por 24 horas mediante una 

PCR con la enzima  iProof High-fidelity DNA polymerase (Bio-Rad, Cat: 172-5310) 

sobre cDNA total de ejes embrionarios embebidos por 12 h.  

III.II. Clonación de pPal7:CycD6-FL 

El CDS de CYCD6;1 amplificado y purificado se ligó en el vector de clonación 

pGem-T Easy (Promega) utilizando una relación molar inserto:vector de 3:1. La 

mezcla de reacción se realizó siguiendo las instrucciones del fabricante (cat: 

A1360) y la reacción se incubó 12h a 4°C. Después de purificar el plásmido pGem-

T Easy con el inserto de DNA codificante para el péptido inmunogénico, se hizo 

una reacción de digestión con las enzimas NcoI y XhoI (Invitrogen) a 37°C por 2h. 

El fragmento escindido se separó por electroforesis en gel de agarosa al 1% y se 

purificó a partir de la banda del gel. El fragmento purificado (inserto) se ligó al 

vector pPal7 (BioRad) previamente digerido con las mismas enzimas y purificado a 

partir de gel de agarosa 1% poniendo en la reacción el inserto y el vector en una 

relación molar 3:1 e incubando toda la noche a 4°C con la enzima T4 DNA ligase 

(Promega). Los productos de ligación se usaron para transformar células 

competentes E. coli DH5-α. Al día siguiente se inoculó 3mL de LB ampicilina 100 

µg /mL con una colonia de células transformantes y se incubó 12h a 37°C para 

purificar plásmido para verificar por PCR y doble digestión (NcoI / XhoI) que el 

plásmido contuviera el inserto de longitud esperada. Hecho esto se envió a la 

Unidad de Síntesis y Secuenciación del IBT-UNAM para validar que el plásmido 

tuviera, en el correcto marco de lectura, la secuencia codificante para la proteína 

de fusión Profinity eXact Tag (PeX) - CycD6-FL. Para la secuenciación, se 

utilizaron los oligonucleótidos con que se clonó el inserto y el primer del promotor 

T7. El resultado de la secuenciación de DNA se tradujo en el marco de lectura 
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adecuado con la herramienta Translate de ExPASy Bioinformatics Resource Portal 

(http://expasy.org/tools/) y la secuencia de aminoácidos se comparó con la base 

de datos de maizesequence.org en un alineamiento múltiple ClustalW en BioEdit.  

III.III. Clonación de pDest15:Rbr-Pd, pDest15:Rbr-Ct y pDest15:Rbr-PC 

Debido a que los primers forward contienen la secuencia CACC en el extremo 5’, 

el CDS  amplificado y purificado de Rbr-Pd, Rbr-Ct, Rbr-PC contiene esta misma 

secuencia. Se realizó la reacción de clonación en el vector pENTR™/D-TOPO 

(Invitrogen, cat: K2400-20)  en una relación 1:1 siguiendo las indicaciones y 

recomendaciones del fabricante y se transformó en células competentes E. Coli 

TOP10. El escrutinio de transformantes se hizo de acuerdo a las indicaciones del 

fabricante y una de las clonas positivas para la secuenciación se utilizó para 

realizar la recombinación con el vector destino pDest15 (Invitrogen) usando la 

enzima Gateway® LR Clonase® II (Invitrogen, Cat: 11791-20) siguiendo las 

instrucciones y recomendaciones del fabricante. 

III.IV. Inducción de proteínas recombinantes  

Las construcciones pPal7:CycD6-FL, pDest15:Rbr-Pd, pDest15:Rbr-Ct y 

pDest15:Rbr-PC se utilizaron para transformar células competentes E. coli BL21 

CodonPlus-RIL. Una vez seleccionadas con ampicilina 10 µg/mL, la expresión de 

la proteína recombinante se indujo adicionando IPTG a una concentración final de 

0.2 mM a un cultivo bacteriano de E. coli BL21CodonPlus-RIL con una densidad 

óptica de 0.6 - 0.8 a 600nm de longitud de onda. Después de la adición de IPTG 

se dejó incubando por 2 h a 37°C en agitación constante (1500rpm), se pusieron 

en hielo 5 minutos y luego se centrifugaron las células a 4000 g por 15 minutos a 

4°C. La expresión de la proteína recombinante se verificó con un SDS-PAGE 

teñido con azul de coomassie.  

IV. Ensayo de competencia  

Se corrieron 0, 5, 20, 60 y 100 µg de la proteína recombinante GST-CycD6-Ag 

(antígeno de CycD6;1) así como 100µg de GST en un SDS-PAGE y se 
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transfirieron a una membrana de PVDF que, posterior al bloqueo, se cortó en 

fragmentos para separar los carriles con las distintas cantidades de proteína GST-

CycD6-FL y GST. Cada fragmento de membrana se incubó por separado con el 

suero inmune a una dilución de 1:1500 en PBS-Tween1%- leche al 5% O/N. Al día 

siguiente, estas mismas diluciones del suero se volvieron a utilizar para un ensayo 

de western blot donde cada disolución se usó para inmunodetectar a la CycD6;1 

endógena en 50µg de proteína de extracto proteico total de ejes embrionarios de 

semilla seca. El anticuerpo anti-conejo acoplado a peroxidasa (Santa Cruz 

Biotechnology, Cat: 110-218) se utilizó en una dilución de 1:20 000.  

V. Ensayos de germinación  

Semillas de maíz variedad chalqueño se lavaron con una solución de hipoclorito 

de sodio 3% en agitación constante durante 10 minutos y se enjuagaron con agua 

destilada estéril hasta que perdieran el olor a hipoclorito. Después se lavaron con 

una disolución de bromo-cloro-dimetil-hidantoína (Sin-Bac) al 5% durante 5 

minutos y se acomodaron en grupos de 8 semillas enrolladas en toallas de papel 

absorbente y posteriormente fueron humedecidas con agua destilada estéril. Los 

rollos se colocaron en posición vertical conservando la polaridad de la semillas en 

un recipiente con agua destilada estéril y se incubaron a 25°C por 6, 12, 18, 24, 30 

y 36h en oscuridad. Finalizado el tiempo correspondiente de germinación, para 

cada repetición biológica de cada tiempo y semilla seca, se extrajeron 10 ejes 

embrionarios con escalpelo y cada lote se congeló con nitrógeno líquido y se 

homogenizó en morteros de porcelana adicionando 1 mL de disolución de 

extracción de proteínas (70mM Tris–HCl pH 7.5, 1mM MgCl2, 75 mM NaCl, 25 mM 

KCl, 5 mM EDTA pH 8.0, 1 mM ditiotreitol (DTT), 0.1% Triton X-100, 0.25 mM 

sacarosa, una tableta de coctel inhibidor de proteasas y una de inhibidor de 

fosfatasas). En el caso de semilla seca y los tiempos 12, 24 y 36h, también se 

colectó el escutelo y se procesó de la misma forma. Las muestras se centrifugaron 

a 12Krpm por 1h, la fracción soluble fue separada y centrifugada nuevamente a 

12Krpm por 1h. La fracción soluble se cuantificó por el método de Bradford en 
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placa de ELISA usando una curva patrón de BSA comercial (Bio-Rad, Cat: 

500-0207). Todo el material y disoluciones se usaron estériles.  

Los patrones de acumulación de la proteína CycD6;1 se determinaron por western 

blot con el anticuerpo anti-CycD6;1 (1:1500) y sus respectivas densitometrías, 

realizadas con la herramienta de análisis por volumen (Volume tools) usando el 

método de sustracción local y ajustado por el área de cada banda en el programa 

Image Lab 5.2.1 (2014 Bio-Rad), fueron normalizadas con las correspondientes 

densitometrías de CycA inmunodetectada en la misma membrana de cada 

repetición biológica como control de carga. Las intensidades normalizadas de las 

bandas se expresan en unidades de densidad relativa (UDR) respecto al tiempo 0 

(semilla seca). Los ensayos se hicieron por triplicado y el análisis estadístico se 

hizo mediante una ANOVA de una vía seguido de prueba post-hoc de Tukey.  

VI. Ensayos de inmunofluorescencia. 

Para determinar la localización por inmunofluorescencia de CycD6;1 en ejes 

embrionarios y raíces, se colectaron los ejes y 2 mm de la punta de raíz después 

de los tiempos de imbibición correspondientes bajo las condiciones especificadas 

en el apartado V. El tejido colectado se fijó en formaldehído al 4% en PBS 1X pH 

7.2 a temperatura ambiente por 2 h y se realizaron 5 lavados de 15 minutos cada 

uno con PBS1X. El tejido fijado se deshidrató en pases graduales de etanol con 

concentraciones ascendentes: 57, 70, 85, 96 y 100%, de 1 h cada uno. Después 

se pasaron a Slide Brite por 15 minutos, se impregnaron en una mezcla de Slide 

Brite y paraplast 1:1 en la estufa a 54-58 ℃  O/N y posteriormente en Paraplast 

Plus (Polysciences Inc.) por 24h. Después se incluyeron en bloques de paraplast 

puro y se dejó solidificar. Los cortes de 5-7 µm de espesor se obtuvieron en 

microtomo rotatorio y fueron colocados en portaobjetos Superfrost (Fisher) y 

almacenados hasta su uso. 

Los cortes se desparafinaron con pases secuenciales de etanol en concentración 

creciente y se rehidrataron de la misma manera pero con concentraciones 

decrecientes. Se aislaron con marcador PAP-PEN y se bloquearon con BSA al 3% 
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en PBS 1X suplementado con azida de sodio 0.01% y Tritón X-100 0.1% en 

cámara húmeda a 4℃ durante 4 h. Posteriormente se lavaron 3 veces por 10 

minutos con PBS 1x. Después se incubaron con el anticuerpo primario anti-

CycD6;1 en una dilución 1:500 en PBS 1x O/N a 4℃ y se repitieron los 3 lavados 

de 10 minutos cada uno con PBS 1x. Se incubaron con anticuerpo secundario 

anti-IgG H+L de conejo hecho en cabra acoplado a Alexa Fluor 488 en dilución 

1:500 por 3 h en obscuridad a temperatura ambiente y en cámara húmeda. Se 

lavaron 4 veces por 10 minutos con PBS 1X y se montaron con medio de montaje 

acuoso para fluorescencia con DAPI a 2 µg/mL. Se sellaron con barniz de uñas 

transparente y se almacenaron a 4℃ en oscuridad hasta su observación en 

microscopio confocal (Olympus). 

VII. Ensayos de actividad de cinasa 

Para determinar la actividad de cinasa asociada a CycD6;1, se realizaron 

inmunoprecipitados en los que se preincubó 300 µg de extracto proteíco total con 

10 µL de suero inmune anti-CycD6;1 y llevados a un volumen final de 1 mL O/N a 

4 ℃ en tubos de microfuga de 2 mL en agitación constante en un rotador de tubos 

(Boekel, modelo: 260750) y luego se agregaron 20 µL de Agarosa-Proteína A 

(Sigma Aldrich, Cat: P7786), incubándose por 4 h a 4 ℃. Después se realizaron 3 

lavados de 5 minutos en el rosticero con 500 µL de Buffer A (25mM Tris/HCl, pH 

7.5, 125mM NaCl, 2.5mM EDTA, pH 8.0, 2.5mM EGTA, 2.5mM NaF, and 0.1% 

Triton X-100) previamente enfriado a 4 ℃ y dos lavados con 500 µL de buffer de 

cinasa (70mM Tris/HCl, pH 7.5, 10mM MgCl2, 150mM NaCl, 1mM ditiotreitol, 5mM 

EGTA, 20mM ATP) a 4 ℃. Después del último lavado se removió el Buffer de 

cinasa excedente y se montó la reacción con 3 µg de sustrato (Histona -Sigma 

Aldrich, Cat: H5505- o proteína recombinante de GST:Rbr según correspondiera), 

y 3 µCi de [gama-32P]-ATP disueltos en buffer de cinasa. La reacción se incubó a 

30 ℃ durante 30 minutos y la reacción se detuvo con buffer de carga de proteínas 

y desnaturalizando como se indica en el apartado II.VI. Las muestras se corrieron 

en un SDS-PAGE 10%. Los geles  se tiñeron con azul de coomassie y se secaron 

�72



en un secador de geles al vacío (Bio-Rad, Cat: modelo: 543) entre un papel filtro 

(Wathman, Cat:  3030917) y papel celofán dulce. Los geles secos se expusieron 

en una placa de europio revelada en el equipo Molecular Imager FX (Bio-Rad) y/o 

placas fotográficas Hiperfilm ECL 18x24cm (Kodak) utilizando la disolución de 

revelado GBX developer (Kodak) y de fijación GBX fixer (Kodak). En ambos casos, 

la imagen se analizó en el programa Image Lab 5.2.1 (2014 Bio-Rad) y la 

densitometría se normalizó al respectivo control de carga (la banda 

correspondiente a la proteína sustrato en el gel teñido con azul de coomassie). El 

análisis estadístico se realizó igual que en los ensayos de acumulación de 

proteína CycD6;1 durante la germinación.  

VIII. Análisis estadístico. 

Para determinar si existieron diferencias significativas entre los valores 

densitométricos de los ensayos de germinación y actividad de cinasa asociada a 

CycD6;1, se realizó una ANOVA de una vía en Excel con una alfa de 0.05 y 0.01. 

Para determinar entre qué valores existieron las diferencias estadísticamente 

significativas se realizó una prueba post-hoc de Tukey. 

IX. Interacción CycD6;1 - Rbr in vitro. 

Para probar la interacción con los fragmentos de Rbr, se sobreexpresaron las 

proteínas PeX:CycD6-FL, GST, GST:Rbr-Pd, GST:Rbr-Ct, GST:CdkA en un cultivo 

bacteriano líquido  (400 mL para Pex:CycD6-FL y 100 mL de las demás) de la 

cepa E. coli BL21 CodonPlus RIL durante dos horas y se centrifugaron para 

concentrar las células. Se retiró el sobrenadante y se resuspendieron las células 

en 10 mL de PBS 1x por cada 100 mL de volumen original. Después se juntaron 

10 mL de PeX:CycD6-FL con los 10 mL de cada una de las demás resuspensiones 

(de las proteínas recombinantes con GST). Después se lisaron las células con 

lisozima (Sigma Aldrich, Cat: L7651) durante 15 minutos a 37 ℃  y se añadió 

MgCl2 6mM, EDTA 1mM y Benzonasa (Sigma Aldrich, Cat: E1014) 1.5 U/mL 

(concentraciones finales), y se incubó 30 minutos más a 37 ℃ para digerir ácidos 

nucléicos y reducir la viscosidad. Después se dejaron incubando los lisados 
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bacterianos a 4 ℃ una hora y se centrifugaron 30 minutos a 12 000 g dos veces. 

La fracción soluble se purificó en columna con una resina de glutatión agarosa 

(Sigma Aldrich, Cat: G4510) conforme a las indicaciones del fabricante. 

Volúmenes conocidos de las fracciones purificadas se corrieron en un SDS-PAGE 

al 10%  junto con una curva patrón de BSA. El gel se tiñó con azul de coomassie y 

las bandas que por su masa correspondieran a las proteínas  recombinantes de 

GST de longitud completa (no se tomaron en cuenta productos de menor masa) se 

cuantificaron por densitometría. Cantidades iguales de las proteínas 

recombinantes de GST se corrieron en un nuevo SDS-PAGE 10% y se realizó un 

western-blot con el anticuerpo anti-CycD6;1 para detectar la copurificación de 

PeX:Cycd6-FL. Se realizó un western-blot similar con un anticuerpo comercial anti-

GST (Santa Cruz Biotechnology, Cat: 110-218) Las fracciones no unidas a la 

resina de glutatión sefarosa durante la purificación de las proteínas recombinantes 

de GST también fueron sometidas a western blot con el anticuerpo anti-CycD6;1.  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Apéndice 1. Primers y temperatura de alineamiento para la amplificación 
de CDS de las proteínas recombinantes. 
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*La información sobre los primers puede obtenerse con la clave del Instituto de Biotecnología 
(IBt) y año en http://www.ibt.unam.mx/sintesis/busquedas.html

Tabla A1. Primers para la amplificación de la secuencia codificante (CDS) de fragmentos de 
Rbr1 y CycD6;1 de longitud completa (CycD6-FL).

Nombre Secuencia 5’ > 3’ *Clave IBt-año

**FwCycD6FL AAACCATGGCGACGGAGGAGTG 3270-2012

RvCycD6FL TTTTCTCGAGAATCTCCGACTCTTCGATC 3271-2012

ZmRbr1-Pd Fw CAC CAT GAC ACC AGT AAC TTC TGC 5866-2013

ZmRbr1-Pd Rv AGG AAA GGC TTC GCT GCT GGA ACA AA 5867-2013

ZmRbr1-Ct Fw CAC CGA AGA CAA GAA GAA TGC TAG TGG 5868-2013

ZmRbr1-Ct Rv GGA GCA CGG ATC TGT GAG CTA TAT AC 5869-2013

Tabla A2. CDS amplificados y pares de primers utilizados.
CDS Primer forward Primer Reverse Tm (℃)

CycD6-FL FwCycD6FL RvCycD6FL 61

Rbr-Pd ZmRbr1-Pd Fw ZmRbr1-Pd Rv 58.6

Rbr-Ct ZmRbr1-Ct Fw ZmRbr1-Ct Rv 56.4

Rbr-PC ZmRbr1-Pd Fw ZmRbr1-Ct Rv 58.6



Apéndice 2. Proteínas recombinantes utilizadas en este trabajo. 

Fragmentos Recombinantes de GST:Rbr1 

Para generar las proteínas recombinantes GST:Rbr-Pd, GST:Rbr-Ct y GST:Rbr-PC se 
predijeron la longitud y posición de los subdominios pocket A y pocket B con la base de 
datos Pfam (http://pfam.xfam.org; Finn et al., 2014), de manera que GST:Rbr-Pd 
contiene ambos subdominios; GST:Rbr-Ct, el extremo C-terminal excluyendo el 
subdominio pocket B completo; y GST:Rbr-PC incluye ambos fragmentos juntos, es decir, 
desde el inicio del subdominio pocket A hasta el codón de paro (Figura A1 B). 

GST:CdkA y PeX:CycD6-FL 

Las las proteínas recombinantes GST:CdkA y PeX:CycD6-FL contienen la secuencia de 
aminoácidos de longitud completa en ambos casos. 
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Proteína 
recombinante

Vector masa molecular 
(KDa)

PeX:CycD6-FL pPal7 (Bio-Rad) 40.3

GST:Rbr-Pd pDest15 (Invitrogen) 69.6

GST:Rbr-Ct pDest15 (Invitrogen) 47.2

GST:Rbr-PC pDest15 (Invitrogen) 91.6

**GST:CdkA pGex-4T-2 (GE 
healthcare)

60

*GST pGex-4T-2 (GE 
healthcare)

26

Tabla A3. Proteínas recombinantes.

*Inducción del vector vacío.
**Construcción no generada en este trabajo.



Purificación de proteínas recombinantes de GST 

En la figura 12a (interacción in vitro), se observan bandas de tamaño no esperado 

en los carriles que corresponden a la purificación de GST:Rbr-Pd, GST:Rbr-Ct y 

GST:CdkA, y que son reconocidas por el anticuerpo anti-GST (fig. 12b). Como se 

muestra en la figura A2a, estas bandas están presentes en las fracciones 

purificadas de dichas proteínas recombinantes con resina de glutatión sefarosa. 

En la figura 13 (actividad sobre fragmentos de Rbr), aparece una banda en el carril 

de GST:Rbr-Ct que aparentemente tiene la misma masa que GST:Rbr-Pd y es 

fosforilada. Sin embargo, cuando las fracciones purificadas se corren en un SDS-
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Figura A1. Inducción con IPTG de proteínas recombinantes utilizadas en este trabajo. a) 
Inducción por duplicado de GST, GST:Rbr-Pd, GST:Rbr-Ct y GST:Rbr-PC; b) Representación 
esquemática de la estructura de la proteína Rbr1 y los fragmentos clonados que se incluyen en 
las proteínas recombinantes GST:Rbr-Pd, GST:Rbr-Ct y GST:Rbr-PC; c) Inducción de GST:CdkA 
y PeX:CycD6-FL. Las flechas indican la masa del marcador estándar en KDa.
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PAGE de menor concentración (8%), hay una mejor separación de estas bandas y 

se observa que existe una ligera diferencia de masas.  Para confirmar que no 

exista contaminación cruzada de las construcciones, se realizó una PCR en 

colonia usando el par de primers ZmRbr1-Pd Fw / ZmRbr1-Pd Rv tanto en las 

células transformantes que expresan GST:Rbr-Ct como las que expresan 

GST:Rbr-Pd. Las mismas reacciones se realizaron con el par de primers ZmRbr1-

Ct Fw / ZmRbr1-Ct Rv. El resultado (figura A2b) muestra que las células que 

expresan GST:Rbr-Ct no tienen niveles detectables de la constrcción de GST:Rbr-

Pd, y viceversa. 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Figura A2. Purificación de proteínas recombinantes. a) Tinción de coomassie (SDA-PAGE 8%) de las 
fracciones purificadas de las proteínas GST, GST:Rbr-Pd, GST:Rbr-Ct y GST:CdkA. Las puntas de flecha a 
la izquierda marcan la masa de las proteínas correspondientes de longitud completa; los asteriscos 
marcan las bandas inesperadas de masas diferentes a la proteína completa y que interfieren en los 
resultados de las figuras 12 y 13. b) PCR en colonia de células transformantes las construcciones que 
codifican para Pd, GST:Rbr-Pd; Ct, GST:Rbr-Ct; -, control negativo sin templado. Para cada colonia de 
células se utilizaron los para de primers Pd, ZmRbr1-Pd Fw / ZmRbr1-Pd Rv; y Ct, ZmRbr1-Ct Fw / 
ZmRbr1-Ct Rv. Gel de agarosa 1%.



Apéndice 3. Cortes histológicos de la semilla de maíz. 

Apéndice 4. Controles del ensayo de actividad de cinasa. 
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Figura A3. Cortes histológicos de semilla de maíz. Las amplificaciones del corte 
histológico muestran la zona donde fue detectada la CycD6;1 de maíz durante la 
germinación. El cuadro de contorno grueso en la última amplificación señala la 
coleorriza, el tejido donde consistentemente se localizó a CycD6;1 

Figura A4. Controles de los ensayos actividad de cinasa. Detección por 
autoradiografía de la fosforilación sobre a) Histona H1 y sobre b) la región carboxilo 
terminal de Rbr mediada por inmunoprecipitados con los anticuerpos anti-CycD6;1, 
anti-CycD2 o anti-GST. En b) los anticuerpos anti-CycD6;1 fueron preincubados con el 
antígeno (Ag) o con GST antes de la inmunoprecipitación. En a) y b) se realizó el 
inmunoprecipitado sin anticuerpo (-Ab), sin extracto proteico de maíz (-P) o sin 
sustrato (-H1 o -Ct). En a) el control positivo (c+) es un pull-down con p13-suc, una 
proteína que une Cdk.
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