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Resumen 

La actividad cinasa de diferentes complejos ciclina-CDK es necesaria para la 

progresión del ciclo celular, y uno de los mecanismos de regulación más importantes 

que modulan la actividad de las CDKs es el de la fosforilación, adicionalmente, la 

asociación con una ciclina también es indispensable para la actividad de la cinasa. 

Tanto en plantas como en animales, cinasas activadoras de CDKs (CAKs) fosforilan 

un residuo equivalente a la T160 de la CDK2 de humano y dicha fosforilación es 

indispensable para la activación de las CDKs. Sin embargo, mientras que en animales 

la fosforilación de la Y15, mediada por la proteína Wee1, es necesaria para regular 

negativamente la actividad de la CDK y la transición G2/M, al parecer esto último no 

en todas las plantas es necesario.  

En nuestro grupo se han estudiado, durante la germinación de maíz, a dos tipos de 

CDKs que en diferentes plantas han demostrado ser importantes para la regulación 

del ciclo celular: las CDKs tipo A y B. Dichas CDKs tienen una actividad diferencial 

dependiendo de la ciclina a la que se encuentran asociadas y al parecer su actividad 

está regulada por la fosforilación, aunque lo anterior no había sido demostrado. Por lo 

anterior, en la presente tesis se estudió in vitro, mediante la metodología de 

coexpresión robusta en células de E. coli, la regulación de la actividad cinasa del 

complejo CycD2;2a-CDKA1 por la fosforilación de la CDKA1. Se determinó que el 

complejo se activó por la vía clásica, que implicó la formación del complejo CycD2;2a-

CDKA1 y posteriormente la fosforilación de la CDKA1 por una CAK. Adicionalmente, 

la CDK se activó por un segundo mecanismo; en éste, la CDKA1 primero fue 

fosforilada por la CAK, lo cual no llevó a la activación de la CDKA1; sin embargo, 

cuando se adicionó CycD2;2a, la CDKA1 fue activada.  

Por otra parte, los resultados obtenidos sugieren que la proteína Wee1 favorecería la 

inhibición de la CDKA1 mediante dos mecanismos. Uno de ellos implicaría la 

fosforilación de la CDKA1 en la Y15, de manera similar a como se ha demostrado en 

otros organismos. Sin embargo, en el segundo mecanismo, Wee1 estaría compitiendo 

con CycD2;2a por la unión a la CDKA1, lo que provocaría una disminución en la 

actividad de la CDK; dicho mecanismo no ha sido reportado con anterioridad. 
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1 Introducción 

 

1.1. El ciclo celular 

Casi dos billones de años de evolución han generado una vasta y sorprendente 

variedad de vida eucarionte. La misma comprende aproximadamente 8.7 millones de 

especies (Mora et al., 2011) y el crecimiento y reproducción de todos estos organismos 

depende de la duplicación fiel de sus cromosomas y su distribución a una célula hija 

en un proceso conocido como ciclo celular (Harashima et al., 2013). Cada célula es 

producto de un ciclo celular, el cual es controlado de manera precisa por la maquinaria 

que controla la división celular; esto asegura que la célula se divida en el momento 

correcto y que los componentes importantes se repliquen con la fidelidad adecuada.  

El ciclo celular comprende dos eventos: división celular, durante la cual la célula replica 

su genoma y lo reparte a una célula hija; y crecimiento celular, en el que la célula 

incrementa su masa por la síntesis de proteínas, membranas lipídicas y otros 

componentes esenciales. Mientras que el crecimiento celular y la mayoría de los 

procesos bioquímicos son continuos, el ciclo celular ocurre en etapas discretas. En las 

células eucariontes, proteínas cinasas, fosfatasas y proteasas especializadas han 

evolucionado para funcionar como interruptores y en consecuencia imponer un modo 

gradual en la progresión de los procesos de duplicación y repartición del DNA durante 

la citocinesis. Esta red de proteínas involucradas en monitorear la progresión del ciclo 

celular también es capaz de acoplar las etapas del mismo con las condiciones 

medioambientales, de tal forma que la división celular sólo ocurre cuando las 

condiciones son favorables (Inzé y De Veylder, 2015). 

El último ancestro común de plantas, animales y fungi vivió hace aproximadamente 

1750 millones de años (Hedges et al., 2004), y a pesar de esta gran distancia en su 

evolución y las diferencias aparentes de los organismos pluricelulares modernos, la 

maquinaría celular que realiza las funciones fundamentales, incluyendo las moléculas 

que regulan los ciclos de división, están altamente conservadas en todos los 

eucariontes existentes. Esto no significa que las moléculas son reguladas de manera 
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similar en todos los organismos. Por ejemplo: plantas y animales usan diferentes 

estrategias para controlar su homeostasis celular; en animales, las células dañadas o 

muertas son reemplazadas por la división celular, lo cual asegura que el organismo 

mantenga el tamaño de su cuerpo y su forma por largos periodos de tiempo. Este 

proceso requiere de células madre especializadas que definen una gran variedad de 

linajes celulares y un balance adecuado entre división celular y muerte celular 

programada, lo cual asegura un número correcto de células. En contraste, las plantas 

crecen constantemente por la formación repetida de sus órganos, y en caso de daño 

o muerte de alguno de sus órganos, éste es reemplazado completamente.  

Así que los animales han evolucionado hacia el desarrollo de mecanismos regulatorios 

muy elaborados que les permiten prevenir una proliferación celular inadecuada; si los 

mecanismos de regulación fallaran, existirían consecuencias catastróficas (p. ej. 

desarrollo de cáncer). Típicamente, en plantas no se observa la división celular no 

controlada, aunque la razón de esta diferencia con respecto a animales no es del todo 

clara (Doerner, 2000).  

 

1.1.2. Fases del ciclo celular 

El ciclo celular se divide en cuatro fases: G1, S, G2 y M (Fig.1). En la primera fase (en 

la que la célula puede permanecer detenida bajo ciertas circunstancias) la célula debe 

percibir las señales (externas e internas) adecuadas que le comuniquen que se 

encuentra en un entorno favorable para llevar a cabo su división. Ocurrido lo anterior, 

la célula deberá prepararse para iniciar la replicación de su genoma (p. ej. sintetizar 

proteínas necesarias para la replicación del DNA), verificar que su DNA se encuentra 

íntegro para que pueda ser correctamente duplicado y aumentar su tamaño. Una vez 

que el DNA se ha replicado durante la fase S (síntesis), en la fase G2 la célula se 

asegura de que la replicación del DNA se ha completado correctamente, y sólo 

entonces la célula estará preparada para dividirse. Finalmente, durante la fase M 

(mitosis) los cromosomas son repartidos y la célula se divide. Posterior a la división, la 
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célula avanza nuevamente a G1 y ésta puede estar en condiciones de iniciar una 

nueva ronda de división celular (Vázquez-Ramos y Sánchez, 2003). 

 

Figura 1. Fases del ciclo celular. La investigación microscópica del ciclo celular reveló dos diferentes 

estados: mitosis, caracterizada por la condensación de los cromosomas y la división nuclear; e interfase, 

durante la cual los cromosomas parecen difusos y la célula no se divide. El descubrimiento de que la 

síntesis del DNA ocurre durante la interfase llevó a la identificación de las cuatro fases del ciclo celular: 

mitosis (M), síntesis (del DNA) (S), y dos fases “gap” (G1 y G2) que separan estos eventos (Modificado 

de Inzé y De Veylder, 2015). 

Durante el ciclo celular se han identificado varios puntos de regulación o “checkpoints” 

importantes. El primero de ellos se encuentra en la transición G1/S, otro en G2/M y un 

tercero en la transición de metafase a anafase durante la mitosis. En cada “checkpoint” 

están involucradas proteínas conocidas como ciclinas, las que deben su nombre a sus 

fluctuaciones durante el ciclo celular y a que, asociadas a una unidad catalítica 

conocida como CDK (cinasa dependiente de ciclina), se encargan de regular las 

transiciones durante el ciclo celular. La actividad cinasa de diferentes complejos 

ciclina-CDK fosforila un gran número de sustratos en los puntos de control G1/S y 

G2/M, permitiendo con ello la replicación del DNA y la mitosis, respectivamente.  
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1.2. Proteínas que regulan la progresión del ciclo celular 

1.2.1. CDKs 

Las CDKs son una gran familia de proteínas cinasas de serinas y treoninas cuya 

actividad depende de una subunidad regulatoria (ciclina). Con base en la secuencia 

de aminoácidos que conforman su dominio cinasa, las CDKs se han clasificado en el 

grupo de cinasas CMGC (nombrado así por las iniciales de algunos de sus miembros); 

en este grupo también se agrupan las proteínas cinasas activadas por mitógeno 

(MAPKs), miembros de la familia de cinasas con especificidad dual reguladas por 

fosforilación en tirosina (DYRK) y las cinasas CDC-like (Manning et al., 2002).  En 

cinasas relacionadas, como las MAPKs, la especificidad por el sustrato es conferida 

por sitios de andamiaje separados del sitio catalítico, mientras que las CDKs se 

caracterizan por depender de subunidades separadas de la CDK (ciclinas), que 

proveen secuencias adicionales requeridas para la actividad enzimática (revisado en 

Malumbres, 2014). Adicionalmente, la ciclina discrimina entre distintas proteínas 

sustrato (revisado en Inzé y De Veylder, 2006), aunque estudios in vitro tanto en 

plantas como en animales sugieren que la CDK también podría participar en la 

discriminación de diferentes sustratos (Pan et al., 1993; Harashima y Schnittger, 2012). 

Aunque originalmente fueron identificadas como enzimas que controlan la progresión 

del ciclo celular, miembros de la familia de CDK también están involucrados en otros 

procesos celulares. En humanos, sólo 4 CDKs (CDK1, 2, 4 y 6) están involucradas 

directamente en el control del ciclo celular. Las CDKs 1 y 2 operan principalmente en 

las fases M y S, respectivamente; mientras que las CDKs 4 y 6 regulan la entrada al 

ciclo celular (revisado en Malumbres y Barbacid, 2001).  En contraste, en la levadura 

de fisión Schizosaccharomyces pombe y en la de gemación Saccharomyces 

cerevisiae, todos los eventos del ciclo celular están controlados por una sola CDK 

(Cdc2 y Cdc28, respectivamente), la cual es homologa a la CDK1 de humanos 

(revisado en Morgan, 1997). Existe otra familia de miembros (CDK7) que contribuye 

indirectamente a la progresión del ciclo celular al actuar como cinasas activadoras de 

CDKs (CAKs, por sus siglas en inglés), cuya función específica se discutirá más 

adelante. 
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Las CDKs también son componentes de la maquinaria que controla la transcripción 

basal de genes mediante la regulación de la RNA pol II (CDKs 7, 8 y 9) y también están 

involucradas en el control de la diferenciación de las células nerviosas (CDK5) 

(revisado en Malumbres, 2014).  

Las CDKs ejercen sus efectos en el ciclo celular por la fosforilación de un gran número 

de proteínas en la célula, particularmente en mitosis, cuando muchos aspectos de la 

arquitectura celular y el metabolismo son alterados. Como otras cinasas CMGC, las 

CDKs son proteínas cinasas de serinas y treoninas, en las que la fosforilación del 

residuo blanco está dirigida por una prolina con cierta preferencia por la secuencia 

[S/T*]PX[K/R] (las letras S/T* indican la serina o treonina blanco de fosforilación, la 

letra X representa cualquier aminoácido y las letras K/R representan los aminoácidos 

básicos lisina o arginina, respectivamente). La preferencia por la secuencia es 

consecuencia de la presencia de un “pocket” hidrofóbico cerca del sitio catalítico en el 

que se acomoda el residuo de prolina (posición +1) (Brown et al., 1999b). Sin embargo, 

la presencia de un residuo básico en la posición +3 no es necesario para la CDK4 o 

las CDKs que participan en la transcripción, las cuales requieren una secuencia 

consenso menos estricta [S/T*]PX. Algunos miembros de otras familias, como la CDK7 

o la CDK9, no dirigen su fosforilación necesariamente mediante una prolina, ya que 

éstas pueden fosforilar residuos en ausencia de una prolina en la posición +1 (revisado 

en Echalier et al., 2009). 

Las CDKs tienen el mismo plegamiento que existe en otras proteínas cinasas 

eucariontes, que fue dilucidado por primera vez en la estructura cristalográfica de la 

proteína cinasa dependiente de AMPc (PKA) (Knighton, et al., 1991). La estructura 

consiste de un lóbulo N-terminal rico en β-láminas, un lóbulo C-terminal grande rico en 

α-hélices y una hendidura formada entre los dos lóbulos que es el sitio de la catálisis 

y de unión del ATP. En la estructura monomérica de la CDK2, que ha sido una de las 

CDKs más estudiadas a nivel atómico, existen tres características que distinguen a su 

estructura de la dilucidada en otras cinasas canónicas. Existe una α-hélice (también 

presente en otras cinasas) que tiene una secuencia PSTAIRE (código de aminoácidos 

de una letra) que sólo es encontrada en CDKs. También posee un “loop” largo y flexible 
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(“loop”-T o “loop” de activación) que surge del lóbulo carboxilo-terminal para bloquear 

la unión de la proteína sustrato en la entrada del sitio activo. Por último, las cadenas 

laterales de varios aminoácidos importantes en el sitio activo no están posicionadas 

correctamente para permitir la transferencia del grupo fosfato del ATP al sustrato (Fig. 
2a) (De Bondt et al., 1993). 

Cuando la ciclina A se une a un lado de la hendidura catalítica de la CDK2, interactúa 

con ambos lóbulos formando una interface proteína-proteína continua. Los contactos 

que hace la ciclina con la hélice PSTAIRE tienen un papel clave en la interface, lo cual 

explica porque las CDKs, y no las cinasas independientes de ciclina, tienen esta 

secuencia característica. Otros contactos también se establecen con el “loop”-T y 

partes de lóbulo N y C. La unión de la ciclina provoca cambios conformacionales en la 

cinasa que provocan su activación parcial: induce el movimiento de la hélice PSTAIRE 

hacía la hendidura catalítica rotándola 90° y provoca cambios en la estructura y 

posición del “loop”-T. El significado funcional de la hélice PSTAIRE recae en que en 

ésta se encuentra el residuo catalítico, Glu51, que está conservado en todas las 

proteínas cinasas eucariotas. Sin la ciclina, la cadena lateral del ácido glutámico se 

encuentra fuera de la hendidura catalítica; cuando la ciclina se une, el cambio en la 

hélice PSTAIRE lleva a la cadena lateral del ácido glutámico dentro de la hendidura, 

en la que, junto con un residuo de lisina, un residuo de ácido aspártico y un ión 

magnesio, coordina los átomos de fosfato del ATP y los orienta correctamente para la 

catálisis. Uno de los cambios más obvios en el “loop”-T ocurre en la hélice L12, que es 

cambiada a una β-lámina, la cual no ocluye más el sitio de unión para la proteína 

sustrato (Fig. 2b) (Jeffrey et al., 1995). 

Ha sido posible cristalizar otros complejos ciclina-CDK y se ha podido observar que la 

extensión de la interface ciclina-CDK varía en las estructuras de la CDK4, la CDK9 o 

la CDK de levadura Pho85. Por ejemplo, el área de interacción de la ciclina D con la 

CDK4 se limita al lóbulo N en la CDK, y diferente a lo que se observa en el complejo 

CycA-CDK2, la unión de ciclina D3 no impone una conformación activa en la CDK4, 

ya que la hendidura catalítica se mantiene inaccesible para el sustrato después de que 

la ciclina D interacciona con la CDK (revisado en Malumbres, 2014). 
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Figura 2. Cambios conformacionales en la CDK provocados por la unión de la ciclina. El diagrama 

ilustra la estructura de la CDK2 de humano en dos diferentes estados conformacionales. En cada caso 

la estructura completa es representada hacia la izquierda (PDB 1hck, 1fin). Mientras que hacia la 

derecha se provee una visión esquemática que enfatiza estructuras clave, incluyendo el ATP en el sitio 

activo, el “loop”-T (en verde) y la hélice PSTAIRE (en rojo). (a) En el monómero inactivo de CDK2 la 

hélice pequeña L12 al lado del “loop”-T empuja hacia afuera a la hélice PSTAIRE, la cual contiene al 

glutamato 51 (E51), un residuo importante en el posicionamiento de los fosfatos del ATP. El “loop”-T 

también bloquea la hendidura del sitio activo. (b) Cuando la ciclina A se une a la CDK2, la hélice 

PSTAIRE se mueve hacia el interior y la hélice L12 cambia su estructura para formar una lámina beta; 

en consecuencia, el residuo E51 se mueve hacia el interior para interaccionar con la lisina 33 (K33), 

mientras el aspartato 145 (D145) también cambia su posición. Estos cambios permiten la orientación 

correcta de los fosfatos del ATP. El “loop”-T también es dirigido hacia afuera de la entrada del sitio activo 

(Modificado de Morgan, 2007). 

Para el complejo CycB-CDK1, cuya estructura se ha resuelto recientemente, también 

se ha observado una interface más reducida que la observada para el complejo CycA-

CDK2 y aunque en general el complejo CycB-CDK1- muestra una estructura más 

parecida al complejo CycA-CDK2- que al complejo CycD-CDK4, existen características 

que lo distinguen de sus homólogos más cercanos (Brown et al., 2015).  
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Figura 3. Efecto de la fosforilación en la T160 de la CDK en el complejo Ciclina-CDK. El diagrama ilustra 

la estructura del complejo CycA-CDK2 de humano cuando la T160 de la CDK2 es fosforilada. En cada 

caso, la estructura completa es representada en la columna izquierda (PDB 1jst, 1gy3), mientras las 

columnas derechas proveen una visión esquemática que enfatiza estructuras clave, incluyendo el ATP 

en el sitio activo, el “loop”-T (verde) y la hélice PSTAIRE (rojo). (a) La fosforilación de la T160 en el 

“loop”-T (círculo amarillo en la columna izquierda) provoca que el mismo sea empujado e interaccione 

de manera más extensa con la ciclina A; (b) La fosforilación en el “loop”-T permite que éste interaccione 

efectivamente con una proteína sustrato que contenga la secuencia consenso SPXK (en rosa). La 

prolina en la segunda posición de esta secuencia interacciona con la cadena principal del “loop”-T, 

mientras el residuo de lisina cargado positivamente en la cuarta posición (K+) interacciona, en parte, con 

el fosfato cargado negativamente en la T160. El oxígeno del hidroxilo del residuo de serina (S) en el 

sustrato es posicionado para poder ser atacado por el fosfato gamma del ATP, lo cual es catalizado por 

las cadenas laterales de los aminoácidos en la región del sitio activo. (Modificado de Morgan, 2007). 

La activación total de las CDKs requiere la asociación de una ciclina, la remoción de 

posibles fosforilaciones inhibitorias y la presencia de una fosforilación activadora; dicha 

fosforilación ocurre dentro del “loop”-T en un residuo conservado de treonina (T160 y 

T161 en la CDK2 de humano y CDC2, respectivamente). Este evento es catalizado 

por las ya mencionadas CAKs. Cuando la T160 es fosforilada, el fosfato queda 
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insertado en un “pocket” catiónico por debajo del “loop”-T y entonces actúa como el 

nodo central de una red de puentes de hidrógeno que se expande hacia afuera para 

estabilizar interacciones cercanas tanto en la ciclina como en la CDK. El “loop”-T es 

empujado y movido hacia la ciclina (Fig. 3a); esta región sirve como una parte clave 

para la unión de proteínas sustrato que contienen el sitio consenso de fosforilación 

para CDKs. Entonces, de manera general se puede observar que la fosforilación 

completa la reorganización del sitio de unión del sustrato que fue iniciada por la ciclina 

(Russo et al., 1996). Aunque los complejos binarios que involucran a la CDK2 

fosforilada en la T160 (pT160CDK2) comparten en general una organización similar 

alrededor de la región del sitio de fosforilación dentro del “loop”-T, la ciclina que 

acompaña a la CDK en cada complejo que ha sido cristalizado impone ligeras 

diferencias en las interacciones alrededor del residuo fosforilado (revisado en Echalier 

et al., 2009). 

 

1.2.1.1. Cinasas Activadoras de CDKs (CAKs) 

La subunidad catalítica (CAK) que se encarga de la fosforilación en la T160 de las 

CDKs, también pertenece a la familia de CDKs y tiene una preferencia por el sitio 

aceptor de fosforilación: TXXVVTL (en el que la primer treonina es fosforilada y en la 

que X indica la ausencia de conservación). En vertebrados, la proteína CDK7/ p40MO15 

es la encargada de realizar dicha función, y la subunidad reguladora es la ciclina H 

(Fisher y Morgan, 1994; Labbé et al., 1994; Mäkelä et al., 1994). Por sí misma, la CDK7 

tiene poca actividad como CAK; sin embargo, en presencia de ciclina H la actividad de 

la CDK7 es significativamente estimulada. La activación completa de la CDK7 requiere 

su fosforilación en el “loop”-T (T-170) (Fisher y Morgan, 1994; Poon et al., 1994); sin 

embargo, diferente a otras CDKs, dicha fosforilación no es esencial para la actividad 

de la CAK ya que, en su ausencia, la unión al complejo de una proteína dedo de zinc 

RING, MAT1 (ménage à trois 1) es suficiente para la activación total del complejo 

CDK7/CycH (Fisher et al., 1995). 
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Aparentemente, la actividad de la CAK no es regulada durante el ciclo celular, ya que 

ésta es constitutiva durante el ciclo celular somático. Reflejo de lo anterior es que la 

asociación y la presencia de las tres proteínas que forman el complejo es casi 

estequiométrica e invariable durante el ciclo (Tassan et al., 1994).  

Distinto a otras CDKs, la CAK exhibe una función más que consiste en controlar los 

niveles basales de transcripción. Esto lo realiza mediante la fosforilación del dominio 

carboxilo terminal (CTD) de la subunidad grande de la RNA polimerasa II (RNAP II). El 

complejo trimérico existe como un componente intrínseco del factor general de la 

transcripción TFIIH, el cual participa en el despeje del promotor y en la progresión de 

la transcripción desde la fase de preiniciación hasta la fase de iniciación (revisado en 

Lolli y Johnson, 2005) 

En la levadura de gemación S. cerevisiae, la activación de Cdc28 es controlada por la 

proteína Cak1. Esta proteína exhibe muy baja homología con la CDK7 y tiene la 

particularidad de fosforilar el “loop”-T de Cdc28 sin estar asociada a ninguna ciclina 

(Kaldis et al., 1996). Algo que contrasta con las CAKs de otros organismos es que la 

Cak1p no es capaz de fosforilar el CTD de la RNAP II; aun así, la proteína es capaz 

de estimular de manera indirecta la transcripción ya que fosforila y activa a una 

segunda cinasa que está más relacionada a CDK7 (Kin28), y que se asocia con los 

homólogos de ciclina H y MAT1 (Cc11p y Rig2p/Tfb3p, respectivamente) para fosforilar 

el CTD de la RNAP II como parte del factor general de la transcripción TFIIH (revisado 

en Doonan y Kitsios, 2009). 

Como se mencionó, la Cak1p no necesita la asociación de alguna ciclina ni tampoco 

ninguna modificación postraduccional para su activación total; incluso, la proteína 

eluye como monómero de una columna de filtración en gel en la que se han pasado 

extractos crudos de levadura (revisado en Kaldis et al., 2000-2013). Un aspecto 

interesante de cómo se controla la actividad de Cdc28 en S. cerevisiae y que es 

diferente a lo que ocurre en otros organismos, consiste en el orden de activación, ya 

que en la mayoría de organismos la fosforilación de las diferentes CDKs requiere 

primero la asociación de una ciclina para que posteriormente la CDK7 o algún 

homólogo pueda activar totalmente a la CDK; sin embargo, en la levadura de gemación 
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la fosforilación de la CDK antecede a la unión de la ciclina y de hecho mediante 

estudios in vitro se ha determinado que la Cak1p fosforila más eficientemente la forma 

monomérica de Cdc28 que la versión en complejo con la ciclina. En contraste, la CDK7 

tiene una mayor actividad hacia las CDKs que se encuentran en complejo con una 

ciclina, mientras que la fosforilación de las CDKs monoméricas es poco eficiente 

(revisado en Kaldis et al., 2000-2013).  

 

1.2.1.2. CAKs en plantas 

La proteína R2 de arroz fue la primera CAK que se identificó en plantas; esta proteína 

está estructuralmente relacionada a la CDK7 (Hata, 1991) y posterior a su 

identificación se demostró que la proteína se asocia con ciclinas tipo H de plantas y 

que esta asociación estimula in vitro la actividad cinasa sobre la CDK2 de humano 

(Yamaguchi et al., 2000). Además, inmunoprecipitados de la proteína R2 fueron 

capaces de fosforilar el CTD de la RNAP II (Yamaguchi et al., 1998). 

Posteriormente, en Arabidopsis thaliana se identificaron tres CAKs, proteínas que 

mostraron una alta homología con la CDK7 de humano y de manera similar a ésta, dos 

de las CAKs se asociaron con la ciclina H (de A. thaliana) para fosforilar en mayor o 

menor medida el CTD de la RNAP II o a CDK2. Actualmente conocidas como CDKs 

tipo D, sólo la CDKD3 en su forma monomérica fue capaz de fosforilar a la CDK2 y 

suprimir la mutación de Cak1ts en células de S. cerevisiae; esta CAK mostró una mayor 

actividad para fosforilar a la CDK2, mientras que la CDKD2 tuvo mayor actividad sobre 

el CTD de la RNAP II; por otra parte, no se observó que la CDKD1 se pudiera asociar 

con la ciclina H, ni que fuera capaz de fosforilar el CTD de la RNAP II o a la CDK2 

(Shimotohno et al., 2003 y 2004).  

A. thaliana posee una cuarta CAK (actualmente conocida como CDKF), que no mostró 

homología con ninguna CAK o CDK de algún otro organismo (exceptuando en el 

dominio cinasa). La CAK fue capaz de suprimir la mutación de Cak1ts en levaduras y, 

de manera similar a la Cak1p, la actividad cinasa de la proteína no se estimuló por la 

presencia de ciclina H. La CDKF tuvo actividad sobre CDKD2; sin embargo, no pudo 
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fosforilar el CTD de la RNAP II (Umeda et al., 1998; Shimotohno et al., 2004). Además 

de ser activa como monómero y de no poder fosforilar el CTD de la RNAP II, la CDKF 

guarda otras similitudes con la Cak1p, por ejemplo: ambas son insensibles al inhibidor 

irreversible 5-fluorosulfonilbenzoiladenosina (FSBA, por sus siglas en inglés), el cual 

modifica una lisina conservada en la gran mayoría de las proteínas cinasas que es 

necesaria para posicionar el ATP (Hanks y Hunter, 1995); también, ambas proteínas 

fosforilan mejor a la CDK2 en su forma monomérica (Tsakraklides y Solomon, 2002). 

Inicialmente se demostró que la CDKF de A. thaliana puede fosforilar a la CDK2 de 

humano y que plantas de A. thaliana deficientes en la CDKD1 o la CDKD3 crecen 

normalmente bajo condiciones control. Lo anterior, junto con el hecho de que la CDKF 

activaba a la CDK tipo A al ser coexpresada con ésta, llevó a postular que la CDKF 

era la cinasa principal que se encargaba de fosforilar el “loop”-T de las CDKs en A. 

thaliana (Shimotohno et al., 2006). Sin embargo, estudios genéticos y moleculares 

permitieron demostrar posteriormente que la CDKF controla principalmente la 

transcripción mediante la fosforilación de las CDKs tipo D, actuando como una cinasa 

activadora de CAKs (CAKAKs, por sus siglas en inglés) (Takatsuka et al., 2009; 

Hajheidari et al., 2012), similar a la función que tiene la Cak1p sobre Kin28p en S. 

cerevisiae. Por otra parte, se demostró que tanto la CDKD1 como la CDKD3 activan 

redundantemente a las CDKs que controlan el ciclo celular en A. thaliana, ya que 

plantas deficientes en dichas proteínas ven altamente comprometida la generación de 

granos sanos de polen, proceso para el que es indispensable la actividad de las CDKs 

tipo A y B (Takatsuka et al., 2015). 

 

1.2.2. CDKs en plantas: La CDKs tipo A y B  

Todos los organismos eucariontes estudiados a la fecha poseen al menos una CDK 

con el motivo PSTAIRE (Dewitte y Murray, 2003). Diferentes variantes de este motivo 

son conocidas y las diferencias entre las variantes han sido usadas para clasificar a 

las CDKs en diferentes subgrupos. Para su clasificación en animales se ha adoptado 

la nomenclatura CDK, seguida de números que van del 1 al 20 (Malumbres et al., 
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2009); por otra parte, en plantas, la ausencia de equivalentes directas (excepto entre 

CDK1 y CDKA), ha llevado a la adopción de un sufijo alfabético (Joubès et al., 2000) 

que ha permitido la clasificación de las CDKs en plantas en CDKA a G y CKLs (Menges 

et al., 2005).  

La función de las CDKs ha sido marcadamente bien conservada durante la evolución 

y la naturaleza conservada del control del ciclo celular por las CDKs se refleja en el 

hecho de que una CDK de humano puede complementar una mutante de CDK en 

levadura (Lee y Nurse, 1987) a pesar de los 1000 a 1500 millones de años de 

divergencia evolutiva que existen entre estos dos organismos. Ésta y otras evidencias 

ilustran que la función de las CDKs, y por lo tanto el control del ciclo celular, ha 

permanecido fundamentalmente sin cambios por cientos de millones de años de 

evolución eucarionte.  

Los primeros datos funcionales de las CDKs en plantas fueron revelados por la 

complementación de mutantes cdc2/cdc28 de levadura con cDNAs de maíz, A. 

thaliana y alfalfa (Colasanti et al., 1991; Ferreira et al., 1991; Hirt et al., 1991). La 

primera CDKA identificada fue inicialmente clonada en alfalfa; originalmente conocida 

como cdc2Ms (Hirt et al., 1991), el gen fue capaz de complementar a una mutante de 

cdc2 en levadura. Posteriormente, un segundo tipo de CDK se identificó en A. thaliana 

(cdc2b); actualmente se conoce como una de las CDKs tipo B de A. thaliana; sin 

embargo, ésta no complementó a las mutantes en cdc2 de levadura (Imajuku et al., 

1992). Interesantemente, las CDKs tipo B de O. tauri y C. reinhardtii sí son capaces de 

complementar a la levadura S. cerevisiae mutante en cdc28 (Corellou et al., 2005, 

Čížková et al., 2008). 

En plantas, las CDKs tipo A son las únicas que conservan el motivo PSTAIRE 

encontrado en otras CDKs “universales” (Cdc28 en Saccharomyces cerevisiae, Cdc2 

en S. pombe y CDK1 en animales). Mientras que en A. thaliana sólo existe un miembro 

de esta familia, la identificación de las CDKs tipo A en otras plantas ha permitido la 

clasificación de éstas en dos subtipos: CDKA1 y CDKA2 (Dudits et al., 2007). 
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El mensajero de la CDKA se expresa más o menos constitutivamente con respecto al 

ciclo celular y a los tejidos de diferentes plantas (Martínez et al., 1992; Magyar et al., 

1993; Menges y Murray, 2002; Sauter, 1997; Sorrell et al., 2001). A nivel de proteína, 

el patrón de expresión constitutivo también se mantiene durante el ciclo celular y la 

actividad cinasa asociada a la CDKA es mayor durante la fase S y en la transición 

G2/M en células de tabaco y alfalfa; mientras que en células de trigo la actividad es 

mayor durante la transición G1/S (Magyar et al., 1997; Boniotti y Gutierrez, 2001; 

Sorrell et al., 2001; Porceddu et al., 2001). 

Las CDKs tipo B son el segundo grupo más grande de CDKs en plantas y son cinasas 

específicas de plantas que, junto con las CDKs tipo A, participan directamente en el 

control del ciclo celular. Existen dos subtipos: CDKB1 y CDKB2, que contienen los 

motivos PPTALRE y PPTTLRE, respectivamente (Joubès et al., 2000) y ambos 

subgrupos están representados por dos genes en A. thaliana (CDKB1;1, CDKB1;2, 

CDKB2;1 y CDKB2;2). 

La característica más destacable de los genes de la CDKB en A. thaliana es que sólo 

se expresan en células mitóticas: los genes de la CDK tipo B1 se expresan desde la 

fase S y tienen un pico en G2, mientras que los genes de la CDK tipo B2 se expresan 

más tarde durante la transición G2/M (Menges et al., 2005). Un patrón de expresión 

muy similar para ambos subtipos de CDKs también se observa para células de alfalfa 

y tabaco, mientras que a nivel de proteína los picos máximos se observan en la 

transición G2/M y este comportamiento es similar al patrón de actividad cinasa (Magyar 

et al., 1997; Sorrell et al., 2001; Porceddu et al., 2001). 

 

1.2.2.1 CDKs tipo C y E  

Las plantas poseen también CDKs tipo C y E; sin embargo, no es claro que tengan un 

papel directo en el control del ciclo celular. Las CDKs tipo C contienen un motivo 

PITAIRE o SPTAIRE e interaccionan con CycT, complejo que es capaz de estimular 

la transcripción mediante la fosforilación del CTD RNA polimerasa II (Barrôco et al., 

2003; Fülöp et al., 2005; Cui et al., 2007), sugiriendo un papel similar al del complejo 
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CycT-CDK9 en humanos. Estudios más recientes han demostrado que CDKC 

colocaliza con componentes del espliceosoma, indicando que CDKC podría conectar 

la transcripción con el aparato de “splicing” (Kitsios et al., 2008).  

Por otra parte, la CDKE tiene un motivo SPTAIRE y, similar a la CDKC, fosforila el CTD 

de la RNA polimerasa II (Wang y Chen, 2004). Esta CDK se asocia a ciclinas tipo D 

(Boruc et al., 2010); sin embargo, no se ha demostrado que específicamente la 

fosforilación del CTD de la RNA polimerasa sea mediada por su asociación a dichas 

ciclinas. Recientemente se ha reportado que la CDKC se puede asociar a ciclina C y, 

como su contraparte en humanos, CDK8, formar parte del complejo multiproteico 

“mediator” (Zhu et al., 2014). 

 

1.2.3. Ciclinas  

Las ciclinas son proteínas que a pesar de las variaciones en su estructura primaria, se 

piensa que poseen una estructura terciaria similar, la cual posee dos dominios 

compactos formados por cinco α-hélices cada uno. El primer paquete de α-hélices 

corresponde a la caja de ciclina, que a nivel de aminoácidos es la región más 

conservada entre todas las ciclinas y además es la responsable de la interacción con 

las CDKs. El segundo paquete de α-hélices conserva la misma estructura terciaria que 

se observa en el primero, a pesar de la limitada similitud de secuencia entre los dos 

subdominios (revisado en Morgan, 2007). 

 El principio básico de la progresión del ciclo celular es que la síntesis y degradación 

regulada de las ciclinas proporciona ondas de actividad de CDK que impulsan las dos 

transiciones cruciales del ciclo celular: la entrada de la fase G1 a la fase S y de la fase 

G2 a la fase M. En levaduras y vertebrados, las ciclinas que controlan la transición 

G1/S (Cln1 y Cln2 en S. cerevisiae, ciclina E en vertebrados) aumentan 

tempranamente en G1 y caen en tiempos tardíos de la fase S. La función de estas 

ciclinas es llevar la progresión del ciclo hacia el punto de restricción (“START” en 

levaduras; pasado este punto las células pueden progresar a través de la fase S, 

independientemente de la presencia de mitógenos), punto en el que la célula se 
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compromete a replicar su DNA y completar un ciclo celular (revisado en Sherr y 

Roberts, 2004). El aumento de las ciclinas de la transición G1/S es acompañado por 

la aparición de las ciclinas de fase S (Clb5 y Clb6 en levaduras de gemación, ciclina A 

en vertebrados), éstas forman los complejos ciclinas de fase S-Cdks, los cuales son 

responsables de estimular la replicación del DNA (Coverley et al., 2002). Los niveles 

de ciclinas de fase S permanecen altos durante las fases S, G2 y mitosis temprana, 

periodo en el que ayudan a promover eventos mitóticos tempranos. Las ciclinas de 

fase M (Clb1, 2, 3 y 4 en levaduras de gemación, ciclina B en vertebrados) son las 

últimas en aparecer y sus concentraciones aumentan cuando el ciclo celular se 

aproxima a mitosis y presentan un pico de expresión durante metafase. Los complejos 

de ciclinas de fase M-Cdks son los responsables de los sorprendentes cambios 

celulares que llevan al ensamblaje del huso mitótico y al alineamiento de los pares de 

cromátidas hermanas en el huso durante metafase; su destrucción durante la anafase 

promueve la salida de mitosis y la citocinesis (revisado por Nigg, 2001). Las ciclinas 

de G1, representadas por Cln3 en levaduras de gemación y ciclinas D en vertebrados, 

ayudan a coordinar el crecimiento celular con la entrada a un nuevo ciclo celular. Las 

ciclinas de G1 se incrementan gradualmente en respuesta al crecimiento celular y a 

señales externas que regulan el crecimiento (revisado en Morgan, 2007). 

Aunque inicialmente las ciclinas se nombraron así por el patrón de acumulación y 

degradación que se observó en una proteína de huevos de erizo de mar (revisado en 

Jackson, 2008), ahora se sabe que no todas las ciclinas siguen dicho patrón de 

acumulación y es por eso que actualmente una ciclina se define por la conservación 

de una caja de ciclina. 

En metazoarios, al menos 16 clases de ciclinas han sido identificadas (nombradas 

como ciclina A a la L y O, T, Y y Fam58) aunque hasta el momento sólo las ciclinas 

tipo A, B, D, E, L y T se encuentran conservadas en todos los genomas de los animales 

analizados (Ma et al., 2013; Cao et al., 2014). En plantas, un gran número de ciclinas 

ha sido identificado y de acuerdo a su similitud con algunas ciclinas de animales, éstas 

se han clasificado como ciclinas tipo A, B, C, D, F, H, L, P, Q, T, U, Z, SDS y J18M. 

Las ciclinas tipo U y J18 sólo se han encontrado en A. thaliana y tomate, las ciclinas 
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tipo F y P sólo se han descrito en arroz y maíz, mientras que las ciclinas Q y Z sólo se 

reportaron en álamo (Wang et al., 2004; La et al., 2006; Hu et al., 2010; Dong et al., 

2011; Zhang et al., 2014).  

 

Figura 4. Panorama general del control del ciclo celular en plantas. La progresión de la fase G1 es 

iniciada por la fosforilación de la proteína RBR por la CDKA, la cual es activada por la unión de las 

ciclinas tipo D. Las proteínas relacionadas a Kip (KRPs, por sus siglas en inglés) son capaces de 

interaccionar tanto con la ciclina D o la CDKA e inhibir la actividad cinasa asociada al complejo. Las 

ciclinas tipo A se asocian con CDKA durante la fase S y permiten la duplicación del DNA. Las CDKs tipo 

B específicas de mitosis junto con las ciclinas tipo B son necesarias para la mitosis, en este punto las 

KRPs que podrían encontrarse inhibiendo los complejos Cyc-CDK necesarios para la progresión hacía 

M, son inactivadas por su fosforilación permitiendo la progresión hacía la fase M (Scofield et al., 2014). 

Similar a lo que ocurre en animales, en las plantas no todas las ciclinas participan 

directamente en el control del ciclo celular, ya que sólo se ha demostrado la 

participación de las ciclinas A, B y D. De manera general, se piensa que las ciclinas D 

regulan la transición G1|/S, las ciclinas tipo A controlan la transición de la fase S a la 

M y las ciclinas tipo B controlan tanto la progresión de S a M, así como el punto de 

control que existe en la mitosis (Figura 4), aunque se ha reportado un número de 

desviaciones a la asignación general del funcionamiento de las ciclinas. Por ejemplo: 

en alfalfa se ha demostrado que CycA2 contribuye a la especificidad de la actividad 

cinasa no sólo en la entrada a la fase S, sino también durante la transición de G2 a M 

y en contraste a lo observado en animales, existe evidencia que indica que algunas 
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ciclinas tipo D podrían participar también en la transición de la fase G2 a M (revisado 

en Inzé y De Veylder, 2006). 

 

1.2.3.1. Ciclinas tipo D en plantas 

En plantas, las ciclinas D están representadas por un grupo mucho mayor de genes 

en comparación a los únicos tres presentes en mamíferos. Todas las plantas 

superiores tienen 6 subgrupos conservados de genes de ciclinas D, nombrados como 

CYCD1-CYCD7 (los subgrupos CYCD2 y CYCD4 no se pueden distinguir en base a 

la homología de sus secuencias) (Menges et al., 2007). Existen 10 genes en A. 

thaliana, mientras que otras plantas como maíz y arroz poseen 17 y 14 genes, 

respectivamente (La et al., 2006; Buendía-Monreal et al., 2011). Aunque la complejidad 

de las ciclinas en plantas puede atribuirse parcialmente a eventos de duplicación en 

su genoma (Panchy et al., 2016), el gran número de ciclinas podría reflejar la alta 

plasticidad que poseen las plantas para poder responder rápidamente a señales 

intrínsecas durante su desarrollo, así como a factores ambientales. Como su 

contraparte en animales, algunos genes de ciclinas D han mostrado responder a 

factores de crecimiento, como hormonas (citocininas, auxinas, brasinoesteroides y 

giberelinas) y azúcares (revisado en Inzé y De Veylder, 2006).  

Existe muy baja homología entre las ciclinas D en plantas y las presentes en animales, 

así que una relación entre ortólogos no puede ser establecida (Wang et al., 2004), es 

por eso que cuando se identificaron las primeras ciclinas tipo D en A. thaliana y alfalfa 

por la complementación de mutantes de levadura deficientes en ciclinas de G1 (CLN) 

(Dahl et al., 1995; Soni et al., 1995), la mayor sorpresa fue encontrar que dichas 

ciclinas contenían, cerca de su región N-terminal, una secuencia LXCXE (en la que X 

es cualquier aminoácido) la cual había sido identificada previamente en ciclinas D de 

mamífero y era responsable de la interacción con la proteína de retinoblastoma (RB, 

por sus siglas en ingles). Experimentos in vitro utilizando a ciclinas D de plantas, 

posteriormente demostraron que este motivo también era necesario para la interacción 
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con la proteína relacionada a retinoblastoma (RBR, por sus siglas en inglés) (Ach et 

al., 1997; Huntley et al., 1998). 

 

1.2.4. La vía RB-E2F y el control de la transición G1/S 

En humanos, la proteína RB es miembro de una pequeña familia de proteínas que 

comparten un dominio “pocket”. Una de las principales funciones de las proteínas 

“pocket” es unir a una clase de factores de transcripción conocidos como E2F (Factor 

de unión al promotor E2 de adenovirus), los cuales, en asociación con un compañero 

de dimerización (DP, por sus siglas en inglés), unen al DNA para promover la expresión 

de genes necesarios para la progresión del ciclo celular de la fase G1 a la fase S. La 

unión de RB a E2F mediante su dominio “pocket” bloquea su actividad de activador 

transcripcional, por lo que la progresión hacia la fase S se encuentra bloqueada. La 

progresión hacia S requiere la activación de E2F, es decir, se necesita remover la 

interacción de RB con E2F. Lo anterior ocurre mediante la hiperfosforilación de la 

proteína RB por las CDKs de tipo 4 y 6 en asociación con ciclinas tipo D (en 

mamíferos). La actividad cinasa sobre RB en la fase G1 provoca que las células 

alcancen el punto de restricción, ya que la activación de E2F provoca la expresión de 

uno de sus blancos clave: la ciclina E; el aumento de los niveles de ciclina E conlleva 

un aumento en la fosforilación de RB y esto a su vez estimula la actividad de E2F, 

provocando un circuito de retroalimentación positiva que junto con la degradación de 

p27Kip1 (un inhibidor de los complejos Cyc-CDK que controlan la transición de G1 a S), 

obliga a que la célula se comprometa a duplicar su genoma para posteriormente 

dividirse (revisado en Scofield et al., 2014; Harashima et al., 2013).  

El hallazgo de la proteína RB en mamíferos fue seguido por la identificación de la 

proteína relacionada en plantas: RBR. El hallazgo fue sorprendente ya que ésta no 

había sido encontrada en otros organismos, por lo que se había considerado que su 

presencia estaba limitada a mamíferos. En plantas surgieron tempranamente dos 

evidencias que sugirieron que la vía RB-E2F también regulaba la transición de la fase 

G1 a la fase S. La primera fue el hallazgo de la conservación de la caja LXCXE en las 
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ciclinas tipo D y la segunda fue la identificación de proteínas en geminivirus (virus de 

DNA que infectan plantas) que también contenían el motivo LXCXE, motivo que era 

necesario para la duplicación del DNA viral en las células infectadas. De manera 

análoga a lo que se había demostrado para proteínas virales en mamíferos que 

contenían el motivo LXCXE, se especulaba que en las plantas, las proteínas virales 

también unirían a una proteína homóloga a RB (hasta entonces no descrita), e inhibiría 

su actividad de represor transcripcional permitiendo la activación de E2F y 

consecuentemente de la maquinaría de replicación que permitiría la replicación del 

DNA viral (Xie et al., 1995).  

El cDNA que codifica para la proteína RBR fue aislado por primera vez en maíz y la 

proteína mostró una homología significativa con la proteína RB de humano, 

particularmente en una región del dominio “pocket” (Grafi et al., 1996; Xie et al., 1996). 

Finalmente, los factores de transcripción E2F y sus compañeros de dimerización 

fueron identificados en diversas plantas y se demostró que su expresión se asociaba 

a células en proliferación, de manera particular a células que transitaban de la fase G1 

a la fase S. Además, E2F fue capaz de interaccionar con la proteína RBR (Ramírez-

Parra et al., 1999; Sekine et al., 1999; Magyar et al., 2000; Ramírez-Parra y Gutiérrez, 

2000). El hallazgo de que en las plantas los principales actores que regulaban la 

transición de la fase G1 a la fase S se encontraban conservados, puso de manifiesto 

que el control de la transición G1/S sería regulado de forma más similar a como se 

había demostrado para mamíferos y no como se había descrito en levaduras, que fue 

el tipo de regulación que inicialmente se propuso para las plantas, debido a la similitud 

que se encontró entre las primeras ciclinas y CDKs descritas en plantas y su 

contraparte en levaduras. 

Posteriormente se demostró más claramente, mediante ensayos genéticos y 

moleculares, que las principales características del control de la transición G1/S son 

muy similares entre plantas y otros eucariontes superiores. Por ejemplo, se demostró 

que complejos ciclinas-CDKs son capaces de fosforilar a la proteína RBR y que la 

hiperfosforilación de la proteína RBR está asociada a la fase S y a la transición G2/M 

(revisado en Dudits et al., 2011); mientras que la forma hipofosforilada se encuentra 
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más representada en células en G1. Hirano et al. (2008) demostraron que la forma no 

fosforilada de la proteína AtRBR1 era capaz de unir a la proteína E2Fa, mientras que 

la forma hiperfosforilada fue incapaz de interaccionar con E2Fa. El papel directo de 

RBR en el control de la división celular se demostró con una mutante de tabaco en la 

que se silenció la expresión de NtRBR1. En la mutante se observó un fenotipo 

hiperproliferativo, así como la sobre-expresión de E2F y genes importantes para la 

fase S, como la ribonucleótido reductasa (RNR), el antígeno nuclear de proliferación 

celular (PCNA), la proteína de mantenimiento de mini cromosomas (MCM) y la proteína 

de activación del origen de replicación CDC6 (Park et al., 2005). Resultados muy 

similares se obtuvieron en A. thaliana, en la que, mediante la expresión inducible de la 

proteína RepA de geminivirus, se inactivó a la proteína AtRBR y se observaron zonas 

hiperproliferativas en algunos tejidos de la planta y la sobreexpresión de los genes: 

PCNA, CDC6, CDT1, ORC2 y ORC3 (Desvoyes et al., 2006). 

Experimentos más recientes, utilizando polen como sistema modelo, permitieron 

ensamblar en una red de regulación las proteínas que controlan la entrada a la fase S 

en A. thaliana. Esta red mostró similitudes interesantes, pero también diferencias 

respecto a las cascadas de señalización encontradas en animales y levaduras. Una 

característica conservada aparece en la regulación por una retroalimentación 

doblemente negativa entre el componente represor RBR y su inhibidor (en mamíferos 

la inactivación inicial por CycD-CDK4/CDK6 permite la expresión de CycE y CycA, que 

a su vez mejora fuertemente la inactivación inicial de RB). Sin embargo, los 

reguladores o su relativa importancia difieren en A. thaliana: RBR1 reprime a E2F, éste 

a su vez puede activar la transcripción de FBL17 (una proteína F-BOX-LIKE que actúa 

como proteína adaptadora para permitir la ubiquitinación y posterior degradación de 

proteínas vía proteasoma), la cual a su vez es capaz de liberar la represión de CDKA 

mediante la degradación de las KRPs. Las KRPs son proteínas específicas de plantas 

que mediante la interacción con las CDKs y las ciclinas asociadas inhiben la actividad 

cinasa del complejo, de manera similar a como en animales lo hace una de las familias 

de inhibidores de CDKs (CKIs, por sus siglas en inglés): “proteína que interactúa con 

cdk/proteina inhibidora de cinasa” (CIP/KIP, por sus siglas en inglés) (revisado en 

Pavletich, 1999). Una vez suprimida la inhibición de la KRP, la CDKA puede fosforilar 
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a RBR1, presumiblemente inactivándola por completo. Entonces, más que liberar un 

factor positivo, como una ciclina, las plantas inactivan otro represor; no obstante, 

debido al conocimiento aún limitado sobre las ciclinas en plantas, no se puede excluir 

una vía que lleve a la activación transcripcional de las ciclinas por E2F en plantas 

(Zhao et al., 2012). Interesantemente, las CDKs tipo B específicas de plantas son 

reguladas por el circuito de retroalimentación E2F-RBR1, por lo tanto, éstas podrían 

contribuir a incrementar la actividad cinasa en tipos celulares específicos (Harashima 

et al., 2013). 

 

1.2.5. El control de la transición G2/M 

Al igual que la transición de la fase G1 a la fase S, la entrada a mitosis parece tener 

propiedades semejantes a un “switch”, ya que una vez que las células se comprometen 

al avance en la transición, no hay retorno. Sin embargo, a diferencia de la transición 

G1/S, en la que la forma en que se controla el “switch” parece estar más conservada 

entre organismos, la manera como se controla el “switch” de la transición hacia mitosis 

parece diferir; no obstante, el núcleo del “switch” parece ser el mismo en todas las 

células: la activación del complejo CDK1-Ciclina B.  

Una combinación de técnicas de genética, biología celular y bioquímica llevaron a la 

identificación de la CDK1 como un regulador clave de la mitosis, el cual está 

conservado desde levaduras hasta humanos, y aunque usualmente las ciclinas tipo B 

son esenciales para la mitosis, una excepción existe en Drosophila melanogaster, en 

la que la ciclina tipo A es más importante (Knoblich y Lehner 1993; Jacobs et al. 1998). 

El complejo mitótico también puede unir a una pequeña proteína conocida como 

subunidad ciclina-cinasa (CKS, por sus siglas en inglés), esta proteína tiene un sitio 

de unión a catión que le permite unir residuos fosforilados de serinas y treoninas; en 

consecuencia, el complejo puede retener interacciones con sustratos fosforilados por 

complejos ciclina-CDK, lo que le permite al complejo CycB-CDK1 hiperfosforilar a sus 

sustratos aun en los sitios de menor afinidad. Lo anterior ha demostrado ser importante 
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en la activación de sustratos tales como Cdc25 y el complejo promotor de la anafase 

o ciclosoma (APC/C, por sus siglas en inglés) (revisado en Wieser y Pines, 2015).  

La unión de la ciclina y la fosforilación por CAK pueden ser usadas para controlar la 

entrada a mitosis directamente si un umbral de actividad del complejo ciclina-CDK 

debe ser alcanzado, como ocurre en las levaduras de fisión (Coudreuse y Nurse, 

2010). En otros sistemas, sin embargo, los complejos ciclina-CDK mitóticos se 

acumulan de forma inactiva mediante la fosforilación en un residuo conservado de 

tirosina (en algunos organismos también se fosforila el residuo de treonina adyacente) 

y la fosforilación de este residuo previene la transferencia del fosfato a un sustrato  

mediante dos mecanismos: uno de ellos disminuye la afinidad que tiene la CDK por el 

sustrato, mientras que el otro impide que la molécula de ATP se una correctamente a 

la CDK para que el γ-fosfato se pueda transferir al sustrato (Atherton-Fessler et al. 

1993; Welburn et al., 2007). Posteriormente el complejo puede ser rápidamente 

activado por la desfosforilación de los sitios inhibitorios, lo cual le permite a la célula 

avanzar hacia la mitosis. 

La familia de cinasas Wee1/Mik1 se encarga de la fosforilación inhibitoria en el residuo 

de tirosina (posición 15) y se encuentra conservada en animales, levaduras y plantas; 

mientras que la proteína Myt1 que fosforila principalmente el residuo de treonina 

(posición 14) sólo está conservada en animales (Parker y Piwnica-Worms, 1992, 

Mueller et al., 1995, Liu et al., 1997). Es importante destacar que con excepción de 

CDK7, todas las secuencias de aminoácidos en las CDKs de humano (CDK1-CDK8) 

contienen un residuo de tirosina fosforilable en la posición 15 equivalente a la de CDK1, 

aunque in vivo sólo se ha reportado la fosforilación en las CDKs 1, 2, 4 y 6 (revisado 

en Solomon y Kaldis, 1998). Por otra parte, la familia de fosfatasas CDC25 tiene una 

actividad dual sobre los residuos fosforilados inhibitoriamente y ésta se encuentra 

conservada tanto en animales como en levaduras, mientras que en plantas su 

conservación funcional no está del todo clara (Francis, 2011). 

El “switch” que controla la progresión hacia mitosis en embriones de Xenopus leavi ha 

sido de los más estudiados. Inicialmente el complejo CycB-CDK1 fosforila a Wee1 en 

dos diferentes grupos de sitios de fosforilación. El primer grupo de sitios que son 
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fosforilados no afectan la actividad cinasa de Wee1, pero sirven para amortiguar al 

sistema, de manera que la actividad del complejo CycB-CDK1 debe alcanzar un 

umbral crítico antes de que éste pueda  fosforilar al segundo grupo de sitios de 

fosforilación. La fosforilación de ambos grupos de sitios inhibe la actividad de Wee1, 

estableciendo un circuito de retroalimentación doblemente negativa, lo cual implica que 

entre más se reduce la actividad de Wee1, se permite que haya cada vez un mayor 

número de complejos CycB-CDK1 activos (Kim y Ferrell, 2007). De manera similar, un 

circuito de retroalimentación positiva se establece entre el complejo CycB-CDK1 y 

CDC25, ya que el complejo CycB-CDK1 fosforila y activa a CDC25, que a su vez 

desfosforila a CDK1 y estimula su actividad (Kumagai y Dunphy, 1992; Trunnell et al., 

2011). Juntos, los circuitos de retroalimentación aseguran que una vez que el complejo 

CycB-CDK1 alcanza un umbral de actividad, la activación se complete rápidamente. 

En otros organismos, sin embargo, el panorama es diferente: por ejemplo, en células 

de humano, Wee1 no parece ser inhibido por la fosforilación de complejos ciclinas-

CDKs; en su lugar, la fosforilación sobre Wee1 es una señal para su degradación 

(Watanabe et al., 1995). 

 

1.2.5.1. Proteínas que controlan la transición G2/M en plantas  

Como se mencionó anteriormente, debido a los picos de actividad cinasa tanto de la 

CDKA como de la CDKB, se tiene el consenso de que ambos tipos de CDKs participan 

en el control de la transición hacia la fase M en plantas. Sobre la ciclinas que son 

importantes para la transición, inicialmente se demostró que algunas ciclinas B de A. 

thaliana, maíz y tabaco pueden conducir la progresión hacia la fase M, ya que al 

inyectar su mensajero a ovocitos de X. leavi que se encontraban arrestados en la 

transición G2/M, las ciclinas fueron capaces de inducir la maduración de los ovocitos 

(Hemerly et al., 1992; Renaudin et al., 1994; Qin et al., 1996). La secuenciación de los 

genomas de diferentes plantas permitió identificar que existen 3 clases de ciclinas B 

en plantas: CycB1, CycB2 y CycB3. Los grupos CycB1 y CycB2 se encuentran 

conservados tanto en monocotiledóneas como en eudicotiledonias, mientras que 
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miembros del grupo CycB3 sólo se han encontrado en eudicotiledonias (Wang et al., 

2004; La et al., 2006; Hu et al., 2010; Dong et al., 2011; Zhang et al., 2014).  

Estudios de expresión de RNAs mensajeros en cultivos sincronizados de células de A. 

thaliana permitieron conocer que los niveles de transcrito de la gran mayoría de los 

miembros que conforman las 3 clases de ciclinas B tienen picos de expresión en la 

transición G2/M (Menges et al., 2005). Cuando un miembro del subgrupo CycB1 de A. 

thaliana se expresó ectópicamente en tricomas de esta misma planta, promovió 

divisiones extras de los mismos. Los tricomas son células que normalmente duplican 

su DNA sin dividirse (endoreduplican su DNA), por lo tanto, la división inducida por la 

sobreexpresión indica que CycB1 es suficiente para promover la transición de la fase 

G2 a la M (Schnittger et al., 2002). Por otra parte, en cultivos de células de tabaco que 

fueron transformados con una construcción inducible de MsCycB2;2, se observó que 

la inducción de la ciclina aceleró la entrada a mitosis (Weingartner et al., 2003). 

Experimentos recientes en los que se estudió a la ciclina ZmCycB2;2 durante el 

desarrollo del endospermo de maíz, el cual se caracteriza por tener dos fases: una de 

proliferación celular y una de endoreduplicación, permitieron observar que los niveles 

de proteína se mantienen constantes durante ambas fases, mientras que la actividad 

cinasa asociada a la ciclina disminuye drásticamente cuando el tejido comienza la fase 

endoreduplicativa (Sabelli et al., 2014). Todo lo anterior es indicativo de que las ciclinas 

tipo B en plantas, como en metazoarios, son las responsables de promover la 

transición de la fase G2 a M. Es curioso que durante la fase endoreduplicativa del 

endospermo de maíz la ciclina B no se degrade, ya que previamente se ha demostrado 

para ciclinas B en otras plantas que éstas son degradadas hacia el final de la mitosis 

(Criqui et al., 2000; Weingartner et al., 2003, Lee et al., 2003), además de que la 

degradación de la ciclina es necesaria para la segregación de los cromosomas y la 

citocinesis (Weingartner et al., 2004).  
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1.2.5.1. Regulación de la transición G2/M: La proteína CDC25 en plantas 

La forma en que se regulan los complejos ciclina-CDK que permitirá la progresión 

hacía la fase M en plantas, es algo que parece estar menos conservado respecto a 

metazoarios o levaduras, ya que a pesar de que existe una fosfatasa en plantas que 

es similar a CDC25 (CDC25-like), ésta carece de una región en el extremo N-terminal 

que es importante para su regulación (Landrieu et al., 2004; Dissmeyer et al., 2010). 

In vitro, la fosfatasa CDC25-like de A. thaliana fue capaz de estimular la actividad 

cinasa de complejos ciclina-CDK; sin embargo, ésta no fue capaz de complementar 

levaduras deficientes en CDC25 (Landrieu et al., 2004). “Knock-outs” en CDC25 y 

sobreexpresantes del mismo gen en A. thaliana carecieron de algún fenotipo evidente 

bajo condiciones normales de crecimiento (Dissmeyer et al., 2009; Spadafora et al., 

2011). Adicionalmente, las plantas sobreexpresantes que se sometieron a estrés 

replicativo por medio de un tratamiento con hidroxiurea, fueron resistentes al 

tratamiento; mientras que las plantas “knock-out” resultaron hipersensibles. Por lo 

anterior, se sugirió que, al menos en A. thaliana, CDC25 no participa en regular la 

transición hacia la fase M como su contraparte en animales, sino más bien es uno de 

los componentes que interviene en el “checkpoint” de la replicación del DNA 

(Spadafora et al., 2011).  

Estudios en tabaco, sin embargo, apuntan a que CDC25 o una fosfatasa regulada por 

citocininas, podría tener alguna participación en regular la transición hacía la fase M, 

ya que cuando se sobreexpresó la proteína cdc25 de levadura (Spcdc25) en cultivos 

celulares de tabaco se observó una transición prematura hacia la fase M, y este 

comportamiento fue acompañado por una activación temprana de la CDKB1 (Orchard 

et al., 2005). Similar a lo que se observa en levaduras cuando cdc25 es 

sobreexpresada (Russell y Nurse, 1986), a pesar del acortamiento de la fase G2, no 

existe una menor duración del ciclo celular, ya que existe un efecto compensatorio y 

las células pasan un mayor tiempo en la fase G1.  

De manera normal, los cultivos celulares de tabaco requieren la presencia de 

citocininas exógenas para avanzar hacia la fase M (revisado en Lipavská et al., 2011). 

Interesantemente, las células de tabaco que sobreexpresan a Spcdc25 no requieren 



30 
 

la presencia de la hormonona; por otra parte, las células que son tratadas con 

lobastatina (un inhibidor de la biosíntesis de citocininas) y sobreexpresan a Spcdc25 

son capaces de avanzar a la fase M, mientras que las células que no sobreexpresan 

a la proteína permanecen detenidas en G2 (Orchard et al., 2005). Adicionalmente, se 

ha observado que las células que sobreexpresan a Spcdc25 o que son tratadas con 

citocininas exhiben una menor fosforilación de la CDKA en la tirosina 15, lo cual 

coincide con mayores niveles de actividad. Todo lo anterior apunta a que, al menos en 

las células de tabaco, la transición de G2/M está controlada por las citocininas, que 

mediante la desfosforilación de las CDKs controlan la progresión hacia la fase M 

(Zhang et al., 1996 y 2005). Lo anterior parecería estar en oposición a la evidencia 

obtenida en A. thaliana sobre cómo participaría CDC25 en el control de la transición 

G2/M; sin embargo, es probable que como ha sido sugerido anteriormente para A. 

thaliana y otras plantas: la proteína CDC25 en plantas se dividió en dos dominios: el 

CDC25-like, en el que quedó conferida la actividad fosfatasa, y otro domino regulatorio 

similar al extremo amino de la proteína CDC25 en metazoarios, el cual sería necesario 

sobreexpresar junto con la proteína CDC25-like para observar algún fenotipo. Otra 

posibilidad es que exista otra fosfatasa diferente a CDC25 que cumpla 

redundantemente su función, ya que como se ha observado para otros puntos de 

control del ciclo celular, tanto en animales como en plantas existe cierto nivel de 

redundancia en las vías que regulan la progresión del ciclo. 

 

1.2.5.1.2.  Regulación de la transición G2/M: La proteína Wee1 en plantas 

La otra fuerza que en animales, junto con la proteína CDC25, regula la progresión 

hacia la fase M es la proteína Wee1, que se encuentra más conservada en las plantas 

que la proteína CDC25-like, ya que por lo general la secuencia de aminoácidos de 

Wee1 en plantas tiene una mayor identidad con proteínas Wee1 de animales; además, 

la longitud es similar a la de otros homólogos y en A. thaliana la proteína conserva en 

su N-terminal algunos posibles sitios fosfoaceptores que son importantes para la 

regulación de la proteína (Dissmeyer et al., 2010). A pesar de lo anterior, la proteína 

Wee1 de A. thaliana no es capaz de complementar mutantes condicionales de 
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levadura que han perdido toda la actividad cinasa asociada a Wee1; sin embargo, su 

sobreexpresión en el mismo sistema produce un fenotipo alargado (Sorrell et al., 

2002), mismo que es producido cuando la proteína Wee1 de humano o maíz se 

sobreexpresan en las levaduras (Igarashi et al., 1991; Sun et al., 1999); dicho fenotipo 

es indicativo de un arresto en G2. 

Plantas de A. thaliana deficientes en la proteína Wee1 no muestran ningún fenotipo en 

su crecimiento o alguna alteración del ciclo celular, mientras que la sobreexpresión 

inducible de la proteína detiene el crecimiento de la raíz y las células arrestan su ciclo 

principalmente en G2 (De Schutter et al., 2007). Lo anterior es indicativo de que en A. 

thaliana, bajo condiciones “normales” de crecimiento, el control de la progresión hacia 

la fase M no recae en la funcionalidad de la proteína Wee1, aunque cabe la posibilidad 

de que existan mecanismos redundantes que en la ausencia de Wee1 puedan asumir 

el control de la progresión.  

Cuando plantas de A. thaliana fueron expuestas a agentes que provocan estrés 

replicativo (hidroxiurea o afidicolina) se observó una fuerte inducción de Wee1; dicha 

inducción fue acompañada de la fosforilación de un residuo de tirosina en la CDKA y 

la actividad asociada a dicha cinasa se disminuyó; además, se observó una 

disminución dramática del número de células en mitosis. Por otra parte, las plantas 

que carecían de Wee1 fueron hipersensibles al estrés replicativo y se observó sólo un 

pequeño decremento en el número de células mitóticas; aunado a esto, no se observó 

la fosforilación de la CDKA en el residuo de tirosina, ni tampoco disminuyó su actividad 

cinasa. Lo anterior llevó a sugerir que las plantas deficientes en Wee1 no pudieron 

activar el arresto en G2 y progresaron hacia mitosis con un genoma que no estaba 

totalmente duplicado (Schutter et al., 2007); sin embargo, estudios posteriores 

evidenciaron que en condiciones de estrés replicativo las plantas silvestres acumulan 

a Wee1 principalmente en la fase S, por lo que se sugiere que su función está 

circunscrita a dicha fase (Cools et al., 2011). 

En otros experimentos se demostró que para establecer el punto de control derivado 

del estrés replicativo, no es necesaria la fosforilación de los residuos de T14 y Y15 en 

la CDKA, que son los sitios que fosforila Wee1 para inhibir la actividad de la cinasa, ya 
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que plantas mutantes de A. thaliana, en las que los residuos de T14 y Y15 de la CDKA 

fueron sustituidos por los residuos no fosforilables A14 y F15, no mostraron ningún 

fenotipo cuando se trataron con hidroxiurea. Interesantemente, cuando las plantas 

mutantes se crecieron en condiciones normales, éstas tampoco presentaron fenotipo 

alguno. Dado que la evidencia experimental sugiere que en A. thaliana el principal 

blanco de Wee1 es la CDKA, los experimentos con las mutantes en CDKA y Wee1 

llevaron a Dissmeyer et al. (2009) a proponer que Wee1 no es un regulador central del 

ciclo celular, sino más bien su función es actuar como una cinasa de punto de control. 

En tales condiciones, Wee1 podría fosforilar a la CDKA pero su función principal podría 

ser más como la de un inhibidor estequiométrico tipo CKI, es decir, unirse directamente 

a las CDKs e inhibir su actividad independientemente de su actividad cinasa 

(Dissmeyer et al., 2009), mecanismo similar al observado en S. cerevisiae, en el que 

Swe1 (ortólogo de Wee1) inhibe a Cdc28p, independientemente de su fosforilación en 

los residuos equivalentes de T14 y Y15 (McMillan et al., 1999). 

Ya que en A. thaliana, ni la proteína CDC25-like ni la proteína Wee1 parecen ser 

indispensables para la progresión normal del ciclo celular, se ha sugerido, con base 

en evidencias experimentales, que la transición está controlada negativamente por las 

KRPs que se encontrarían inhibiendo a las CDKs necesarias para la progresión hacia 

la fase M. Posteriormente, para permitir la mitosis, las mismas CDKs (CDKs tipo A y/o 

B) u otras se encargarían de fosforilar a las KRPs para promover su degradación y 

permitir con esto la progresión del ciclo (Boudolf et al., 2006; Dissmeyer et al., 2009 y 

2010; Ortiz-Gutiérrez et al., 2015). 

En otras plantas, sin embargo, el papel que podría estar jugando Wee1 sería distinto 

a lo que se ha reportado en A. thaliana. Hace casi dos décadas la secuencia parcial 

que codifica para la proteína Wee1 de maíz fue reportada; ésta se clonó y 

sobreexpresó en células de levaduras, en las que se observó el fenotipo alargado 

característico de un arresto en G2. La expresión del gen se asoció principalmente a 

células endoreduplicativas y mediante ensayos in vitro se demostró que la proteína 

recombinante era capaz de inhibir la actividad cinasa de CDKs de maíz (Sun et al., 

1999).  Más recientemente, se estudiaron plantas de tomate en las que se silenció la 
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expresión de Wee1 mediante la expresión de una secuencia antisentido y en los casos 

en los que se logró un mayor abatimiento del transcrito se observaron plantas y frutos 

más pequeños; a nivel molecular se determinó que los complejos ciclina-CDK 

recuperados de las plantas silenciadas tenían una mayor actividad de cinasa sobre 

histona H1. Lo anterior correlacionó con menores niveles de fosforilación en la Y15 de 

la CDKA. En los órganos analizados de las plantas silenciadas (cotiledones, hojas 

jóvenes y tallos) también se observaron células más pequeñas, mientras que en los 

frutos que también poseían algunas capas con células más pequeñas, los niveles de 

ploidía que se alcanzaron fueron mucho menores en comparación con las plantas 

control (Gonzalez et al., 2007). Cuando la proteína Wee1 de tomate se sobreexpresó 

en células BY-2 de tabaco, se observaron células más grandes debido a que éstas 

permanecieron más tiempo en G2. Lo anterior llevó a sugerir que el fenotipo de células 

más pequeñas observado en las plantas silenciadas podría ser una consecuencia de 

que las células estuvieron menor tiempo en G2 y entraron prematuramente a la mitosis 

(Gonzalez et al., 2007). Los experimentos anteriores han llevado a sugerir que Wee1 

no sólo controla el tamaño de las células en los órganos de tomate, sino también podría 

estar controlando la expansión celular y el tamaño de los frutos mediante la 

endoreduplicación (Gonzalez et al., 2007).  Aunque poco es conocido sobre las bases 

moleculares que controlan el tamaño de las células, en levaduras de fisión se ha 

establecido que la cinasa Wee1 tiene un claro papel en detener la entrada a mitosis 

hasta que las células alcanzan un tamaño crítico (Fantes y Nurse, 1977) y un papel 

similar ha sido propuesto para Swe1 en las levaduras de gemación (Harvey y Kellog, 

2003).  

Dado que en tomate, bajo condiciones “normales de crecimiento”, Wee1 estaría 

jugando un papel importante al menos en la endoreduplicación y la expansión celular, 

aunado a que en maíz se han observaron niveles elevados del transcrito en células 

con altos niveles de endoreduplicación y esto no es similar a los estudios realizados 

en A. thaliana, entonces se ha sugerido que la función de Wee1 es especie 

dependiente (Dissmeyer et al., 2009; Gonzalez et al., 2007), por lo que se hace 

necesario profundizar más en el papel que jugaría la proteína Wee1 en el control del 

ciclo celular.  
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Uno de los pocos trabajos que profundizó más en averiguar el papel que desempeña 

Wee1 en el control del ciclo celular, fue el realizado por Cook et al. (2013) en células 

de tabaco. En el trabajo se estudió la abundancia de la proteína Wee1, la cual tendió 

a disminuir cuando las células entraron a mitosis, por otra parte, la actividad cinasa 

asociada a Wee1 mostró un pico durante la fase S y fue menor durante la mitosis. En 

el mismo estudio también se demostró en cortes de raíz de A. thaliana, que la proteína 

Wee1 fusionada a GST desaparece totalmente sólo durante la metafase y que un 

tratamiento con MG132 (un inhibidor del proteasoma) estabiliza su presencia. 
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2. Antecedentes y planteamiento del proyecto 

El grupo de investigación en el que se desarrolló la presente tesis se ha enfocado en 

estudiar el papel que desempeñan las proteínas que controlan el ciclo celular durante 

la primera ronda de divisiones celulares en ejes embrionarios de maíz, siendo la 

imbibición de los ejes en agua la señal que desencadena las divisiones. Desde una 

visión más molecular que fisiológica, en el grupo, a este proceso se le ha denominado 

“germinación” y sin lugar a duda, el establecimiento del ciclo celular en el embrión le 

permitirá a éste convertirse en una plántula (Vázquez-Ramos y Sánchez, 2003).  

Uno de los acercamientos que ha realizado el grupo para conocer el papel de las 

proteínas, ha sido observar los patrones de acumulación que siguen algunas CDKs y 

ciclinas (CDKs tipo A y B, Ciclinas tipo D y B), la asociación entre éstas y la actividad 

cinasa asociada a los complejos ciclina-CDK (Sánchez et al., 2005; Lara-Núñez et al., 

2008; Godínez et al., 2013; Garza-Aguilar et al., 2017). Inicialmente, el grupo se 

interesó principalmente en estudiar algunas proteínas que actúan canónicamente en 

la fase G1 del ciclo celular. Como se mencionó en la introducción, uno de los 

principales reguladores de esta fase son las ciclinas D, las cuales responden a factores 

mitogénicos como lo son algunas hormonas; en este contexto, algunos de los primeros 

análisis consistieron en estudiar cómo algunas hormonas afectaban los niveles 

proteicos de algunas ciclinas D y CDKs durante la “germinación” de ejes embrionarios 

de maíz. En dichas condiciones también se evaluó la actividad cinasa de complejos 

ciclina-CDK y se llegó a observar que existían incrementos en los niveles de actividad, 

a pesar de que los niveles de la CDK o de la ciclina se mantenían o disminuían. Este 

fue el caso de una CDK tipo A cuya abundancia disminuyó cuando los ejes se trataron 

con ácido abscísico (ABA, por sus siglas en inglés); sin embargo, la actividad asociada 

a la CDK mostraba niveles altos de actividad cinasa, incluso mayores a los observados 

en los ejes control en los que los niveles proteicos de la CDKA eran mayores a los 

observados en los ejes embebidos con la hormona (Sánchez et al., 2005). En otro 

estudio se observó que cuando en el medio de imbibición para los ejes se incluyó a la 

hormona benciladenina, existió una activación temprana de las CDKs asociadas a 

CycD5, ya que sólo en presencia de la hormona la actividad cinasa asociada a la ciclina 
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fue fuertemente estimulada durante las primeras horas de imbibición y el aumento en 

la actividad no fue atribuible a un aumento en los niveles de la CDK o la ciclina, ya que 

éstas mantuvieron, en mayor o menor medida, un patrón de acumulación similar, tanto 

en los ejes control como en los tratados con la hormona. Por lo tanto, se sugiere que 

podría existir una CAK que responda a la hormona y que active a las CDKs que se 

encuentran asociadas a la ciclina (Lara-Núñez et al., 2008). 

Existen pocos estudios en los que se ha intentado relacionar la presencia de una 

hormona con el estado de fosforilación y activación de las CDKs; sin embargo, un 

estudio realizado en plantas de trigo, aunque de manera indirecta, relacionó el estrés 

hídrico, que generalmente desencadena una respuesta mediada por un aumento en 

los niveles de la hormona ácido abscísico (revisado en Vishwakarma et al., 2017), con 

un menor grado de fosforilación en la Y15 de la CDKA. Las plantas sometidas al estrés 

también mostraron una disminución en el nivel de actividad cinasa asociado a la CDKA 

(Schuppler et al., 1998). Por otra parte, como se mencionó en la introducción, también 

se ha observado que existe una correlación entre un menor nivel de fosforilación en la 

Y15 de la CDKA y una mayor actividad de la cinasa en células de tabaco que son 

tratadas con citocininas (Zhang et al., 1996 y 2005). 

La posible modificación postraduccional de las CDKs por el tratamiento con hormonas 

también podría ser una respuesta desencadenada por la sacarosa, ya que cuando ésta 

se incluyó en el medio de imbibición para “germinar” ejes embrionarios de maíz, se 

observó un incremento de la actividad cinasa asociada a CycD3;1 sin que existiera un 

aumento de los niveles proteicos de al menos dos de las principales CDKs que 

controlan el ciclo celular: CDKA y CDKB1;1. Por lo tanto, una posible explicación es 

que en presencia de la sacarosa se favorezca la activación de las CDKs que se 

encuentran asociadas a las CycD3;1 (Garza-Aguilar et al., 2017) y se podría especular 

que esta activación está mediada por una CAK.  

La modificación de la actividad de las CDKs por su posible fosforilación podría no ser 

un efecto exclusivo de la imbibición con hormonas o azúcares, sino que per se podría 

ser uno de los mecanismos que controla la actividad cinasa de los complejos ciclina-

CDK a lo largo de la progresión del ciclo celular durante la “germinación” de los ejes 



37 
 

embrionarios. En el grupo se describió el patrón proteico de la ciclina D2;2, así como 

su actividad cinasa asociada durante las primeras 24 horas de imbibición de ejes 

embrionarios de maíz. Se observó que los mayores niveles de la ciclina se presentan 

hacia las 6 horas de imbibición; sin embargo, el máximo de actividad se observa hacia 

las 15 horas, tiempo en el que la proteína ya es al menos la mitad del máximo 

observado (Gutiérrez et al., 2005). Así que una mayor activación de las CDKs 

asociadas a CycD2;2 hacia las 15 horas podría explicar la discrepancia entre los 

niveles de proteína y la actividad observada.  

Una evidencia clara de la importancia que tiene la fosforilación en las CDKs de maíz 

que se asocian a la CycD2;2 vino de experimentos en los que se inmunoprecipitó a la 

ciclina y posteriormente los inmunocomplejos se trataron con fosfatasa alcalina para 

eliminar cualquier fosforilación en la CDK; posteriormente se ensayó la actividad 

cinasa de los inmunoprecipitados y se comparó con la actividad de inmunoprecipitados 

que no fueron tratados con la fosfatasa. Se observó que los inmunocomplejos 

recuperados a diferentes tiempos de “germinación” habían perdido su actividad 

después del tratamiento con la fosfatasa. Además, este comportamiento también se 

observó en inmunoprecipitados que incluían a las ciclinas D4;2 y D5;3 (Godínez-

Palma, 2015).  

Ya que en ninguno de los casos estudiados en el grupo se ha demostrado que la 

fosforilación de la CDK es lo que está modificando la actividad de la CDK bajo las 

diferentes condiciones de “germinación” (imbibición en presencia de hormonas o 

azúcares), entonces en el presente trabajo se planteó, en parte, validar las 

herramientas que permitirían posteriormente identificar los estados de fosforilación de 

la CDKA1 de maíz. En animales, una de las principales herramientas que se han 

utilizado para identificar los estados de fosforilación de las CDKs han sido anticuerpos 

que se venden comercialmente y que se desarrollaron para reconocer las 

fosforilaciones en los residuos de T14, Y15 y T160 de la CDK2 de humano; estos 

anticuerpos también se han utilizado para reconocer la fosforilación de la T160 y la 

Y15 en la CDKA de algunas plantas (Harashima et al., 2007; Harashima y Schnittger, 

2012); sin embargo, para tener la certeza de que en el modelo de estudio en el se 



38 
 

quisieron identificar las fosforilaciones de las CDKs esto ocurría adecuadamente, fue 

necesario realizar una validación más sistemática que nos permitiera asegurar lo 

anterior. Aunado a esto, en el grupo de investigación en el se desarrolló el estudio 

presentado en esta tesis ya se ha intentado correlacionar el estado de fosforilación de 

algunas CDKs con su actividad cinasa durante la imbibición de los ejes embrionarios; 

sin embargo, aunque parece existir una correlación bien definida entre la fosforilación 

de la CDKA y su actividad durante la imbibición de los ejes, los resultados obtenidos 

para otras CDKs no parecen mostrar la misma correlación (Godínez-Palma, 2015). 

Por otra parte, también fue necesario comprobar que la fosforilación de las CDKs de 

maíz por una CAK realmente se correlacione con un mayor nivel de actividad, y que, 

de manera similar la fosforilación por Wee1 inhiba la actividad de la CDK, ya que esto 

podría no ser necesariamente cierto. En humanos, por ejemplo, se ha reportado que 

la fosforilación de la CDK5 en la posición equivalente a la Y15 de la CDK2, provoca su 

activación (Zukerberg et al., 2000); por lo tanto, fue pertinente comprobar que cada 

fosforilación correspondiera con los estados de activación que clásicamente se han 

reportado.  

Un argumento a favor de que en maíz la actividad se regula de forma similar a sus 

homólogos de plantas y animales, es la conservación de los residuos blanco de 

fosforilación de las CAKs y de Wee1; por otra parte, también la conservación de los 

residuos aledaños podría implicar que los anticuerpos comerciales reconocerán 

adecuadamente las fosforilaciones en las CDKs de maíz (Ver Apéndice, Fig. A1). 

Una metodología que posiblemente es la mejor opción para obtener CDKs fosforiladas, 

que se pueden utilizar posteriormente para evaluar su actividad cinasa, así como para 

realizar la validación de los anticuerpos que reconocen las fosforilaciones en la CDK, 

es la coexpresión robusta desarrollada por Harashima y Schnitgger (2012). La 

metodología retoma estudios realizados con la Cak1p en los que se demostró que la 

proteína podía fosforilar y activar a CDKs de humano.  

En el sistema de coexpresión robusta, la coexpresión y purificación de las proteínas 

recombinantes (la CDK, la ciclina y la Cak1p) se realizó a partir de bacterias de E. coli. 
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Lo anterior fue posible mediante la cotransformación de las bacterias con dos 

plásmidos que contenían orígenes de replicación diferentes y compatibles (CloDF13 y 

Col1); además, cada plásmido confería diferente resistencia a antibióticos, lo que 

permitió una fácil selección de las células que contenían ambos vectores. Uno de los 

plásmidos (pCDFDuet-1) poseía dos sitios múltiples de clonación, (MCS, por sus siglas 

en inglés) lo que permitió la clonación de dos marcos abiertos de lectura (ORFs, por 

sus siglas en inglés) en un solo vector (la CDK y la Cak1); mientras que en otro vector 

(pHMGWA) se clonó el tercer componente necesario para reconstituir la actividad de 

la CDK (la ciclina). Es así que cuando en la bacteria los tres componentes se 

coexpresaron, se observó la máxima actividad de los complejos ciclina-CDK y además 

se identificó la fosforilación de la CDK en la T160 por un anticuerpo comercial contra 

una CDK de humano fosforilada en la posición equivalente (Harashima y Schnitgger, 

2012). 

En este trabajo experimental se utilizó el sistema de coexpresión robusta para obtener 

a la CDKA1 de maíz fosforilada en diferentes posiciones. Lo anterior sirvió para validar 

que los anticuerpos comerciales diseñados para reconocer las diferentes 

fosforilaciones en la CDK2 de humano (pT14, pY15 y pT160) reconocieran 

correctamente las fosforilaciones en la CDK de maíz. Además, se aprovechó el 

sistema de coexpresión para explorar los mecanismos que podría seguir la CDKA de 

maíz para su activación.  

Por otra parte, cuando en el sistema de coexpresión robusta, en vez de la Cak1p se 

coexpresó a la proteína Wee1 de A. thaliana, se identificó la fosforilación de la CDK en 

la Y15 con un anticuerpo comercial (Harashima y Schnitgger, 2012); sin embargo, no 

se demostró que el resultado de la fosforilación fuese la inhibición de la actividad 

cinasa del complejo ciclina-CDK. Por tal motivo, en este trabajo también se evaluó que 

la reconstitución del sistema con los componentes que debieran causar la inhibición 

de la actividad, efectivamente provocaran esto.  
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3. Hipótesis 

La coexpresión del complejo ZmCycD2;2a-ZmCDKA1 con la Cak1p de S. cerevisiae 

influirá positivamente en su actividad cinasa, mientras que la fosforilación de 

ZmCDKA1 mediada por la proteína ZmWee1 inhibirá su actividad cinasa. 

4. Objetivo General 

Evaluar el efecto en la actividad cinasa del complejo ZmCycD2;2a-ZmCDKA1 cuando 

éste es fosforilado por las cinasas Cak1 y/o ZmWee1. 

 

4.1. Objetivos particulares  

• Clonar a ZmWee1. 

• Estudiar, in vitro, la asociación entre ZmCDKA1 y ZmCycD2;2a. 

• Evaluar, mediante la coexpresión robusta, la asociación del complejo 

ZmCDKA1-ZmCycD2;2a a las cinasas ZmWee1 y Cak1p. 

• Estudiar cómo se modifica la fosforilación de ZmCDKA1 por su coexpresión con 

ZmWee1 y Cak1p. 

• Estudiar cómo se modifica la actividad cinasa del complejo ZmCycD2;2a-

ZmCDKA1 por su coexpresión con la Cak1p. 

• Evaluar cómo la proteína ZmWee1 modifica la actividad cinasa del complejo 

ZmCycD2;2a-ZmCDKA1. 
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5. Resultados 

 

5.1.1 Clonación de ZmCDKA1, ZmCycD2;2a y Cak1 

Para realizar la coexpresión de la CDK, la ciclina y la Cak1p en bacterias fue necesario 

realizar la clonación de las secuencias que codifican para dichas proteínas en 

diferentes vectores. Diferente a lo realizado por Harashima y Schnitgger (2012), en 

este trabajo, además de clonar individualmente tanto a la secuencia que codifica para 

la ciclina como a la secuencia que codifica para la CDK, se clonó la secuencia que 

codifica para ambas proteínas en el vector pCDFDuet1, mientras que la secuencia que 

codifica para la cinasa (Cak1p o ZmWee1) se clonó en el vector pDEST15.  

El primer paso para la clonación de ZmCDKA1 en pCDFDuet-1 fue la subclonación de 

la secuencia codificante en el vector pGEMT-Easy (ver Apéndice, Esquema A1), ya 

que la secuencia se encontraba en el vector pPROEX-HT. La clonación a pGEMT-

Easy se verificó mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas 

en inglés) y también por la digestión del plásmido con una enzima de restricción. Tanto 

por la PCR como por la restricción se verificó la correcta amplificación y escisión de 

ZmCDKA1, respectivamente (ver Apéndice, Fig. A2). Uno de los plásmidos se envió 

a secuenciar y se verificó la correcta clonación de ZmCDKA1 en pGEMT-Easy.  

Previo a la subclonación de ZmCDKA1 en el MCS1 de pCDFDuet-1 (ver Apéndice, 

Esquemas A2 y A3), se verificó la identidad del vector mediante su secuenciación. Lo 

anterior debido a que el vector provino de una donación. Posteriormente, se subclonó 

a ZmCDKA1 en pCDFDuet-1 y mediante la PCR se verificó su clonación: primero se 

realizó un “screening” en las colonias que crecieron después de ser transformadas con 

el producto de la ligación entre ZmCDKA1 y pCDFDuet-1 (ver Apéndice, Fig. A3, a), 

luego se obtuvo plásmido de tres de las colonias probadas y se realizó otra PCR con 

una combinación de cebadores que permitió asegurar la correcta clonación de 

ZmCDKA1 en pCDFDuet-1 (ver Apéndice, Fig. A3, a). 
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La secuencia que codifica para ZmCycD2;2a también se clonó inicialmente en el vector 

pGEMT-Easy; sin embargo, previo a esto la secuencia se fusionó por su extremo 3´ a 

la secuencia que codifica para la MBP (malE), para que la proteína recombinante 

tuviera en su extremo carboxilo un “tag” que aumentara su solubilidad. Para la fusión 

se utilizó la técnica de fusión de genes por la PCR (ver Apéndice, Esquema A7) 

(Szewczyk et al., 2006), por lo que primero se amplificó cada secuencia de manera 

individual (ver Apéndice, Fig. A4, a y b). Para la fusión y amplificación de las 

secuencias, se evaluó la presencia de 3% de dimetilsulfóxido (DMSO) en las 

reacciones, así como el efecto de usar los cebadores desde el inicio de la reacción o 

10 ciclos después de iniciada ésta. Tanto la adición de DMSO como el uso de los 

cebadores, 10 ciclos después de iniciada la PCR, favorecieron la fusión y/o 

amplificación de las secuencias codificantes (ver Apéndice, Fig. A4, c). Dichas 

condiciones se utilizaron para amplificar a la secuencia fusionada y posteriormente 

ésta se clonó en el vector pGEMT-Easy. La clonación se confirmó por la PCR (Ver 

Apéndice, Fig. A5) y tres plásmidos que fueron positivos a la amplificación se enviaron 

a secuenciar para verificar la correcta fusión de las secuencias. 

En dos de los tres vectores secuenciados la fusión se realizó correctamente (resultado 

no mostrado), así que la secuencia ZmCycD2;2a-malE de una de estas construcciones 

se subclonó al MCS2 del vector pCDFDuet-1. Luego mediante la PCR se realizó el 

“screening” para identificar a las colonias que contenían al vector de expresión con el 

inserto clonado (ver Apéndice, Fig. A6, a). A partir de tres colonias en las que se 

amplificó a ZmCycD2;2a-malE se obtuvo plásmido y el mismo se utilizó para realizar 

una doble restricción que confirmó la clonación del inserto en pCDFDuet-1 (ver 

Apéndice, Fig. A6, b). 

A continuación, se obtuvo el vector de expresión que contenía clonada tanto a la ciclina 

como a la CDK. Para ello, la secuencia ZmCycD2;2a-malE se subclonó de la 

construcción pGEMT-Easy*ZmCycD2;2a-malE a la construcción pCDFDuet-

1*ZmCDKA1. El “screening” de las colonias que contenían el plásmido de expresión 

con la secuencias ZmCycD2;2a-malE se realizó por una PCR y todas las colonias 

probadas fueron positivas a la amplificación (ver Apéndice, Fig. A7, a). Se obtuvo 
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plásmido de tres de las colonias probadas y se realizó una doble restricción que 

confirmó la subclonación de ZmCycD2;2a-malE en pCDFDuet-1*ZmCDKA1 (ver 

Apéndice, Figura A7, b). 

La clonación de la Cak1 en el vector de entrada (pENTR) se realizó a partir de la 

construcción pCDFDuet-1*AtCDKA*GST-Cak1 (Harashima y Schnittger, 2012). La 

construcción provino de una donación y debido a que no se conocía qué porción de 

Cak1 se encontraba clonada, antes de iniciar la subclonación se realizó la 

secuenciación de la secuencia codificante que se encontraba clonada en el MCS2 de 

la construcción mencionada al inicio. Toda la secuencia codificante para la Cak1p se 

encontró clonada, así que se diseñaron cebadores para la subclonación de Cak1 a 

pENTR. La secuencia se amplificó y ligó al vector, y con el producto de la reacción se 

transformaron bacterias de E. coli.  

Mediante una PCR se realizó el “screening” para identificar algunas colonias que 

tuvieran la secuencia ligada a pENTR (ver Apéndice, Fig. A8) y de dos de las colonias 

positivas se obtuvo plásmido para su secuenciación. La secuencia se encontró clonada 

correctamente, así que se realizó la recombinación entre pENTR*Cak1 y pDEST15; 

luego, con el producto de la reacción se transformaron bacterias y posteriormente por 

la PCR se verificó que algunas colonias tuvieran la secuencia codificante recombinada 

en el vector de expresión; además, en las mismas colonias se comprobó la pérdida de 

la resistencia a cloranfenicol.  

En cuatro de las cinco colonias se confirmó la recombinación de Cak1 (ver Apéndice, 

Fig. A9, a), dichas colonias fueron sensibles al antibiótico (resultado no mostrado), 

mientras que la colonia que no funcionó como templado para amplificar a Cak1 

conservó la resistencia al cloranfenicol. De tres colonias positivas al “screening” se 

obtuvo plásmido y éste se usó como templado para PCRs en las que, con una 

combinación de cebadores diferente a la utilizada para el “screening” inicial, se 

confirmó la recombinación de Cak1 en pDEST15 (ver Apéndice, Fig. A9, b). 
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5.2.1 Caracterización de ZmWEE1 

En los antecedentes se mencionó que existe un trabajo previo en el que se demostró 

que ZmWee1 fusionada a GST actúa como inhibidor de la actividad cinasa de 

complejos ciclina-CDK (Sun et al., 1999); sin embargo, en dicho estudio, sólo se 

empleó un fragmento de la proteína, por lo que se decidió clonar la secuencia que 

codifica para la proteína completa. 

Se obtuvo la secuencia de ZmWee1 mediante su búsqueda en la base de datos de 

Gramene (http://www.gramene.org). Se identificó un número de acceso 

(Zm00001d053998) con un “E-value” de 0; además, el gen asociado al número de 

acceso codifica (in sillico) para una proteína de 538 aa que contiene un dominio cinasa 

que abarca casi la mitad de la proteína. Al alinear la secuencia obtenida en la base de 

datos con la reportada previamente (Sun et al., 1999), se observó una identidad casi 

del 100% (alineamiento no mostrado). Se realizó un alineamiento de la secuencia de 

aminoácidos que conforman a ZmWee1, con la secuencia de aminoácidos de Wee1 

de A. thaliana y de otras especies relacionadas a maíz. Se observó que en los primeros 

100 aminoácidos del extremo amino existe la mayor variabilidad entre las diferentes 

especies, mientras que, hacia el extremo carboxilo, región en la que se encuentra el 

dominio cinasa, la identidad aumenta considerablemente (ver Apéndice, Fig. A10). Al 

realizar una matriz de identidad para conocer cuál era el porcentaje de identidad entre 

las proteínas alineadas, se observó que la mayor identidad ocurre entre las poáceas 

(Sorghum, Setaria, Brachypodium y Oryza), mientras que con A. thaliana la identidad 

fue menor (ver Apéndice, Tabla AI). 

Se diseñaron cebadores para amplificar la secuencia que codifica para ZmWee1 y 

posteriormente clonarla en el vector pENTR. Los cebadores se probaron en una PCR 

en la que el templado fue cDNA obtenido de ejes embrionarios embebidos por 0 ó 24 

horas; sin embargo, no se observó amplificación. Se probaron rampas de temperatura 

para el alineamiento de los cebadores, así como la adición de agentes caotrópicos a 

la PCR y el uso de cDNA de otros tejidos sin obtener una amplificación exitosa.  
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En una base de datos de transcriptómica (Sekhon et al., 2011) se encontró que el 

mensajero de ZmWee1 está altamente expresado durante el desarrollo de la mazorca, 

así que se obtuvieron mazorcas sin polinizar (etapa R1), las cuales se diseccionaron 

para la obtención de cDNA. A partir de ejes embrionarios embebidos por 0, 12, 24 y 

36 horas también se sintetizó nuevo cDNA y además se diseñó otro cebador “forward” 

(Fwd2 Wee1), el cual se aparearía 400 pares de bases río abajo de donde se 

encuentra el sitio de inicio de la traducción. Con el cDNA se realizaron PCRs utilizando 

tanto el primer par de cebadores diseñados, como el nuevo cebador “forward”, 

acompañado del cebador “reverse” previamente diseñado. La secuencia que codifica 

para la proteína completa solo no se amplificó a partir de los ejes extraídos de semilla 

seca (0 horas) y de los embebidos por 12 horas (carriles 5 y 6, Fig. 5a), mientras que 

en el resto de tejidos se observó una amplificación en el tamaño esperado (1600 pares 

de bases). Para la amplificación parcial de ZmWee1 se observó una banda muy 

cercana a 1200 pares de bases (tamaño esperado) y un patrón de amplificación muy 

similar al obtenido con el par de cebadores que amplificó a la secuencia que codifica 

para la proteína completa, aunque en este caso sí se observó la amplificación de 

ZmWee1 a las 0 y 12 horas de imbibición (carriles 5 y 6, Fig. 5b).  

 

Figura 5. Niveles de mRNA de ZmWee1 en mazorca y durante la imbibición de ejes embrionarios de 

maíz. a) Amplificación de ZmWee1 utilizando el par de cebadores que amplifican a la secuencia que 

codifica para la proteína completa. En 1 el marcador de tamaño de DNA; en los carriles 2, 3 y 4, la 

amplificación del gen a partir de cDNA obtenido de estigmas (E), el extremo apical (MA) y el extremo 

basal (MB) de una mazorca en una etapa de desarrollo anterior a su fertilización (etapa R1); en los 

carriles 5, 6, 7 y 8, la amplificación a partir de cDNA obtenido de ejes embrionarios embebidos por 0, 

12, 24 y 36 horas; en el carril 9, un control negativo de amplificación en el que no se agregó templado 

a la reacción. b) Amplificación parcial de ZmWee1. Para las amplificaciones se utilizó un cebador 

“forward” (Fwd2 Wee1) que se alinea 400 pares de bases río abajo del sitio de inicio de la traducción, 

mientras que el cebador “reverse” y el cDNA utilizado para las reacciones fue el mismo que en a.  
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Fue evidente que existió una menor amplificación de ZmWee1 cuando se utilizaron los 

cebadores que amplifican a la secuencia que codifica para la proteína completa; una 

posible causa de esto podría ser un alto contenido de GC, por lo que se realizó un 

análisis del porcentaje de GC (http://www.endmemo.com/) que hay en las primeras 

400 pares de bases de la secuencia que codifica para ZmWee1; dicho porcentaje fue 

del 72%. Más aun, cuando se analizaron sólo las primeras 100 pares de bases, el 

porcentaje de GC fue del 81%. Al realizar el análisis de la secuencia omitiendo las 

primeras 400 pares de bases, el porcentaje de GC fue del 48%. Es altamente probable 

que la diferencia en los niveles de amplificación observados al realizar la amplificación 

con los diferentes pares de cebadores, se debiera al elevado porcentaje de GC que 

existe al inicio de la secuencia codificante. Para comprobar dicha hipótesis se realizó 

la amplificación de la secuencia en presencia de DMSO al 3% y se utilizó una rampa 

de temperatura que iba de 53 a 63 ºC.  

Tanto la adición de DMSO como una mayor temperatura de alineamiento de los 

cebadores favorecieron la amplificación de la secuencia que codifica para la proteína 

completa, mientras que cuando no se agregó DMSO no se observó amplificación (ver 

Apéndice, Fig. A11). Esto fue contrario al resultado en el que se observó la 

amplificación a partir del extremo apical de la mazorca sin la adición de DMSO (Fig. 
5). Se realizó nuevamente la amplificación sin DMSO, utilizando cDNA obtenido de un 

par de tejidos en los que previamente se había tenido éxito en la amplificación y 

nuevamente no se logró la amplificación, mientras que en presencia de DMSO la 

amplificación seguía siendo positiva. Para descartar que lo amplificado en presencia 

de DMSO fuera un artefacto, el producto de dicho proceso se envió a secuenciar. Se 

consiguió secuenciar el 93% de la secuencia que codifica para la proteína completa y 

la identidad entre lo secuenciado y la secuencia putativa de Wee1 en maíz 

(Zm00001d053998), obtenido de la base de datos de Gramene, fue del 97%. 

En el alineamiento realizado para obtener la identidad de lo secuenciado se observó 

que había dos “gaps”: uno de 6 pares de bases en la secuencia putativa y otro de 24 

pares de bases en el producto de la PCR (ver Apéndice, Fig. A12). Ambos eran 

múltiplos de 3 y estaban en marco, por tanto, no existió un rompimiento en el marco 
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de lectura. Se averiguó si la secuencia obtenida por la secuenciación del producto de 

la PCR era particular del maíz chalqueño, que es la variedad a partir de la cual se 

amplificó ZmWee1, para lo cual se realizaron búsquedas en diferentes bases de datos. 

La búsqueda a partir del NCBI con la herramienta BLAST (https://blast .ncbi.nlm.nih. 

gov/Blast.cgi) arrojó que existen dos mensajeros (EU973733 y NM001348116), 

obtenidos a partir de evidencia experimental, que tienen una identidad casi del 100% 

con lo secuenciado a partir del producto de la PCR; mientras que una segunda 

búsqueda con la herramienta UniGene (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/unigene) 

permitió obtener cinco marcadores de secuencias expresadas (ESTs) que alineaban 

en la región del “gap” de 24 pares de bases. Cuando se realizó un alineamiento de lo 

obtenido por la secuenciación, la secuencia de ZmWee1 reportada en la base de datos 

de Gramene y las secuencias obtenidas a partir del NCBI, se observó que la secuencia 

reportada en Gramene era la única que tenía la inserción de 24 nucleótidos (ver 

Apéndice, Fig. A12). Se analizó la estructura del gen reportado en Gramene (exones 

e intrones) y se observó que los 24 nucleótidos adicionales correspondían a las últimas 

24 pares de bases de lo que se reportó como el primer exón (análisis no mostrado), 

que para el resto de secuencias alineadas fueron los primeros 24 nucleótidos del 

primer intrón. Cabe mencionar que los ESTs utilizados se obtuvieron a partir de la 

mezcla de diversos tejidos (estigma, mazorca, polen, puntas del tallo, hojas, etc.) y 

condiciones de crecimiento (estrés salino, hídrico, osmótico, etc.); además, tres de los 

ESTs alineados correspondían a la variedad B73, a partir de la cual se construyó la 

base de datos de Gramene. 

 

5.2.2 Clonación de ZmWee1 en pDEST15 

A partir del cDNA previamente obtenido del extremo basal de una mazorca se amplificó 
la secuencia que codifica para la proteína ZmWee1 completa (ZmWee1L), así como la 

secuencia que codifica para la proteína ZmWee1 parcial (ZmWee1S; 1200 pares de 

bases). Los productos de amplificación se purificaron y ambos se hicieron reaccionar 

independientemente con pENTR/D-TOPO. Se transformaron células competentes y 

posteriormente, por medio de una PCR, se monitorearon 5 colonias de cada 
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construcción. Se identificaron 3 colonias de cada construcción que contenían la 

secuencia que se deseaba clonar, se obtuvo plásmido a partir de las colonias y éstos 

sirvieron como templado para PCRs en las que, con los cebadores M13, se amplificó 

la secuencia insertada en el vector. El tamaño de amplificación esperado para las 

clonas que contenían la secuencia que codifica para la proteína parcial era de 1540 

pares de bases (ver Apéndice, carriles 2-4, Fig. A13), mientras que para las clonas 

que contenían la secuencia codificante para la proteína completa se esperaba un 

amplicón de 1900 pares de bases (ver Apéndice, carriles 5-7, Fig. A13). 

Se enviaron a secuenciar dos plásmidos de cada construcción para verificar que las 

secuencias se hubieran ligado correctamente a pENTR, y la secuenciación mostró que 

en ambas construcciones las secuencias habían sido correctamente clonadas y que 

estas, al ser traducidas in silico, tenían una identidad cercana al 100% comparado con 

la secuencia de aminoácidos de ZmWee1 obtenida de Gramene (resultado no 

mostrado). Para la recombinación con pDEST15, se eligieron los plásmidos cuyas 

secuencias al ser traducidas in sillico tuvieron una identidad a nivel de aminoácidos 

más cercana a la secuencia reportada en Gramene, y con el producto de la 

recombinación se transformaron células competentes. Posteriormente, colonias 

presuntamente transformadas con las construcciones pDEST15*ZmWee1S y 

pDEST15*ZmWee1L, respectivamente, fueron monitoreadas por la PCR. Por cada 

construcción se utilizaron cinco colonias, y para todas se observó la amplificación de 

las secuencias codificantes en el tamaño esperado: 1700 pares de bases para 

ZmWee1L (carriles 2-6, Fig. 6a) y 1350 pares de bases para ZmWee1S (carriles 8-12, 

Fig. 6a). 

Se obtuvo plásmido de tres colonias de cada construcción, el cual sirvió como 

templado para PCRs, en las que se amplificó a GST-ZmWee1L y GST-ZmWee1S. Lo 

anterior para confirmar la recombinación de ZmWee1 a pDEST15. Para todos los 

plásmidos probados se observó la amplificación de las secuencias codificantes en los 

tamaños esperados para cada construcción: 2550 pares de bases para GST-

ZmWee1L (carriles 2-4, Fig. 6b) y 2160 pares de bases para GST-ZmWee1S (carriles 

5-7, Fig. 6b). 
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Figura 6. Subclonación de ZmWee1L y ZmWee1S a pDEST15. a) Amplificación de ZmWee1L y 

ZmWee1S a partir de colonias.  En 1, el marcador de tamaño de DNA; de 2 a 6, la amplificación de 

ZmWee1L por la PCR a partir de colonias que fueron transformadas con el producto de la recombinación 

entre los vectores pENTR*Wee1L y pDEST15; como cebador “forward” se utilizó a FwdWee1. De 8 a 

12, la amplificación de ZmWee1S por la PCR a partir de colonias que fueron transformadas con el 

producto de la recombinación entre los vectores pENTR*Wee1S y pDEST15; como cebador “forward” 

se utilizó a Fwd2Wee1. En los carriles 7 y 13 se muestran los controles negativos de amplificación que 

fueron utilizados para cada construcción, en las reacciones de estos controles no se adicionó templado. 

Para todas las amplificaciones se utilizó el mismo cebador “reverse”: T7 Terminador. b) Amplificación 

de GST-ZmWee1L y GST-ZmWee1Sa partir de pDEST15*Wee1L y pDEST15*Wee1S. En 1, el 

marcador de tamaño de DNA; de 2 a 4, la amplificación de GST-ZmWee1L a partir de plásmido extraído 

a cultivos provenientes de las colonias que se utilizaron para las amplificaciones de los carriles 3, 4 y 5 

mostradas en a; de 5 a 6, la amplificación de GST-ZmWee1S a partir del plásmido extraído de cultivos 

provenientes de las colonias que se utilizaron para las amplificaciones de los carriles 8, 9 y 12 mostradas 

en a; en 8, un control de amplificación en el que se utilizó el vector pDEST15 sin recombinar. Para todas 

las amplificaciones mostradas en b se utilizaron los cebadores T7 (FwdT7 y T7 Terminador). 

 

5.3.1 Interacción de ZmCDKA1 con ZmCycD2;2a 

En el grupo se ha estudiado la asociación in vivo entre proteínas CDKs y ciclinas 

durante la imbibición de ejes embrionarios de maíz (Lara-Núñez et al., 2008 Godínez-

Palma et al., 2013; Garza-Aguilar et al., 2017). Una de las interacciones que se 

demostró fue entre ZmCDKA y ZmCYCD2;2a; sin embargo, no se sabe si la sola 

presencia de estas proteínas es suficiente para la interacción, ya que ésta fue probada 

mediante ensayos de coinmunoprecipitación. Para demostrar que la sola presencia de 

las proteínas es suficiente para su interacción, se realizó la transformación de células 

Tuner con el vector pCDFDuet-1*ZmCDKA1*CycD2;2a-MBP. Una vez transformadas 

las bacterias, se picó una de las colonias transformadas y se utilizó para la inducción 

de proteína recombinante. Tras verificar la sobreexpresión de ambas proteínas (His-

ZmCDKA1 y ZmCycD2;2a-MBP), se purificó a His-ZmCDKA1 mediante una resina de 
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Ni-NTA agarosa y se analizó por duplicado, mediante una SDS-PAGE, cada una de 

las fracciones celulares y de purificación. Uno de los geles resultantes se tiñó con azul 

Coomassie (Fig.7a), mientras que, las proteínas en el otro gel se transfirieron a una 

membrana, y ésta se utilizó para detectar tanto a la CDK como a la ciclina con 

anticuerpos específicos (Fig.7b). En la Fig. 7a (carril 3) se observa la inducción tanto 

de la ciclina como de la CDK. Ambas proteínas se encontraron en la fracción soluble 

(Fig. 7b, carril 5) y al momento de realizar la purificación de la CDK, la ciclina también 

se copurificó (carriles 7,8 y 9, Fig.7a y 7b).  

 

Figura 7. Copurificación de ZmCycD2;2-MBP con His-ZmCDKA1. a) Análisis de las fracciones de 

purificación por SDS-PAGE. En 1, los estándares de masa molecular; en 2, el lisado de bacterias antes 

de iniciar la inducción; en 3, el lisado de bacterias después de 4 horas de inducción; en los carriles 4, 5 

y 6, la fracción insoluble, soluble y de lavado, respectivamente; de 7 a 9, las fracciones del eluato 

(indicadas con un asterisco proteínas que copurificaron inespecíficamente). b) Inmunoblot de las 

fracciones de purificación. i) Identificación de ZmCycD2;2a-MBP en las mismas fracciones analizadas 

en a por medio de un anticuerpo comercial anti-MBP. ii) Identificación de His-CDKA por medio de un 

anticuerpo comercial anti-PSTAIRE en la misma membrana en la que se identificó a ZmCycD2;2a-MBP. 

Existía la posibilidad de que la ciclina no estuviera interaccionando realmente con la 

CDK, y que su presencia en las fracciones del eluato se debiera a una interacción 

inespecífica con la columna de níquel. Para comprobar si esto estaba sucediendo, se 
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transformaron bacterias competentes (Tuner) con la construcción pCDFDuet-1* 

CycD2;2a-MBP, y después se realizó la inducción de la ciclina; el cultivo se fraccionó 

y la fracción soluble se pasó por la resina de níquel. Se analizaron las fracciones de 

purificación tanto por SDS-PAGE como por inmunoblot y no se observó que la proteína 

recombinante interaccionara con la columna (ver Apéndice, carriles 7, 8 y 9, Fig. A14, 
paneles a y b), aun cuando la ciclina estaba en cantidades similares a cuando se 

observó su copurificación con la CDK. 

Otra posibilidad era que la interacción que se observó entre la CDK y la ciclina hubiera 

sido mediada por el "tag" de MBP que tiene la ciclina, y no por las proteínas CDK y 

ciclina per se. Para descartar esta posibilidad, se realizó un experimento en el que se 

cotransformaron células Tuner con los plásmidos pCDFDuet-1*ZmCDKA1 y pMALc-

5X. Posteriormente, se realizó la inducción de proteína recombinante a partir de una 

colonia transformada con ambos vectores y la fracción soluble se pasó por la resina 

de níquel. En las fracciones del eluato se obtuvo a la CDK; sin embargo, una pequeña 

fracción de MBP se detectó en el inmunoblot (no mostrado). Un inconveniente que 

surgió al realizar el experimento fue que la cantidad inducida de MBP a partir del vector 

pMAL fue excesivamente alta, mientras que la inducción de la CDK estuvo muy por 

debajo de la cantidad observada en la coexpresión con la ciclina. Es complicado 

regular la cantidad de proteína inducida a partir de cada vector, por esta razón se 

decidió realizar la inducción de cada proteína por separado. Para ello, se 

transformaron células Tuner con el vector pCDFDuet-1*ZmCDKA1, mientras que otra 

alícuota de células competentes se transformó con el vector pMALc-5x. Después de la 

inducción, una octava parte de las bacterias que indujeron a la MBP se mezcló con 

una parte de las bacterias que indujeron a la CDK, las bacterias se lisaron y la fracción 

soluble se pasó por la columna de níquel. Las fracciones de purificación se analizaron 

por SDS-PAGE y por "Western Blot", y no se observó, ni en el gel de poliacrilamida ni 

en el inmunoblot, que la MBP copurificara con la CDK (ver Apéndice, carriles 7,8 y 9, 

Fig. A15, paneles a y b). 

 

 



52 
 

5.3.2. Coexpresión del complejo ZmCDKA1-ZmCycD2;2a con Cak1p 

El complejo ciclina-CDK se coexpresó con la cinasa activadora de CDKs de S. 

cerevisiae: Cak1p. Para esto se cotransformaron bacterias (Tuner) competentes con 

los plásmidos pCDFDuet-1*ZmCDKA1*CycD2;2a-MBP y pDEST15*GST-Cak1. 

Luego, se seleccionaron bacterias transformadas con ambas construcciones y se 

realizó la inducción y purificación de las proteínas recombinantes con la resina de Ni-

NTA.  

 

Figura 8. Copurificación de ZmCycD2;2-MBP y GST-Cak1p con His-ZmCDKA1. a) Análisis de las 

fracciones de purificación por SDS-PAGE. En 1, los estándares de masa molecular; en 2, el lisado de 

bacterias antes de iniciar la inducción; en 3, el lisado de bacterias después de 4 horas de inducción; en 

los carriles 4, 5 y 6, la fracción insoluble, soluble y de lavado, respectivamente; de 7 a 9, las fracciones 

del eluato.  b) Inmunoblot de las fracciones de purificación. i) Identificación de ZmCycD2;2a-MBP en las 

mismas fracciones analizadas en a por medio de un anticuerpo comercial anti-MBP.  ii) Identificación 

de GST-Cak1p por un anticuerpo comercial anti-GST en la misma membrana en que se realizó la 

detección de la ciclina. iii) Identificación de His-ZmCDKA1 por un anticuerpo comercial anti PSTAIRE 

en la misma membrana en que se realizó la detección de la ciclina y la Cak1p. 
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En el gel de poliacrilamida se observó que los niveles de inducción de la ciclina y la 

CDK estuvieron muy por debajo de los niveles de inducción observados cuando sólo 

se realizó la coexpresión de la ciclina y la CDK. En contraste, se observó una gran 

inducción de GST-Cak1p (carril 3, Fig. 8a).  

En las fracciones del eluato que se monitorearon mediante el gel, se vio que la cantidad 

purificada de complejo Cyc-CDK fue baja (carriles 7, 8 y 9, Fig. 8a), aunque en el 

inmunoblot se apreció mejor su purificación (carriles 7, 8 y 9, Fig. 8b, paneles i y iii). 
También mediante el inmunoblot, pequeñas cantidades de GST-Cak1p se lograron 

detectar en las fracciones del eluato (carriles 7, 8 y 9, Fig. 8b, panel ii), lo que estaría 

indicando que existe interacción de la Cak1p con el complejo ciclina-CDK. 

 

5.3.3. Coexpresión del complejo ZmCDKA1-ZmCycD2;2a con ZmWee1 

Algunos complejos ciclina-CDK tienen una actividad de cinasa basal (Hagopian et al., 

2001), así que en este trabajo también se quiso evaluar el efecto de la coexpresión del 

complejo ciclina-CDK con la proteína ZmWee1, tanto a nivel de asociación como a 

nivel de la modificación de la actividad cinasa del complejo. Para evaluar el efecto en 

la asociación, se realizó la cotransformación de células Tuner con las construcciones 

pCDFDuet-1*ZmCDKA1*CycD2;2a-MBP y pDEST15*ZmWee1L y, posteriormente, se 

realizó la inducción a partir de una colonia transformada con ambas construcciones. 

Las células se lisaron y la fracción soluble se pasó por la resina de Ni-NTA. Luego, 

cada una de las fracciones de purificación se monitoreó por SDS-PAGE y por "western 

blot". 

En el gel de poliacrilamida se observó la copurificación de GST-ZmWee1 con His-

CDKA (carriles 7, 8 y 9, Fig. 9a), aunque no se apreció la presencia de la ciclina. Sin 

embargo, cuando las fracciones se analizaron por "western blot" se observó que la 

ciclina sí se encontraba presente en los complejos purificados (carriles 7, 8 y 9, Fig. 
9b, panel ii). Es importante notar que la cantidad de ZmCycD2;2a-MBP presente en la 

fracción soluble, comparada con la cantidad presente en la fracción insoluble, es mayor 

en la coexpresión del complejo ciclina-CDK con ZmWee1 (carriles 4 y 5, Fig. 9b, panel 
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ii) que la misma relación de proteína soluble-insoluble observada cuando la expresión 

del complejo se realizó en presencia de la Cak1p. Y a pesar de que la cantidad de 

proteína soluble ZmCycD2;2a fue mayor en la coexpresión con ZmWee1 y que la 

cantidad de His-CDKA obtenida en la purificación también fue mayor, la presencia de 

la ciclina en las fracciones del eluato fue menor. 

 

Figura 9. Copurificación de ZmCycD2;2-MBP y GST-ZmWee1 con His-ZmCDKA1. a) Análisis de las 

fracciones de purificación por SDS-PAGE. En 1, los estándares de masa molecular; en 2, el lisado de 

bacterias antes de iniciar la inducción; en 3, el lisado de bacterias después de 4 horas de inducción; en 

los carriles 4, 5 y 6, la fracción insoluble, soluble y de lavado, respectivamente; de 7 a 9, las fracciones 

del eluato. b) Inmunoblot de las fracciones de purificación. i) Identificación de GST-ZmWee1 en las 

mismas fracciones analizadas en a por medio de un anticuerpo comercial anti-GST.  ii) Identificación de 

ZmCycD2;2a-MBP por un anticuerpo comercial anti-MBP en la misma membrana en que se realizó la 

detección de Wee1. iii) Identificación de His-ZmCDKA1 por un anticuerpo comercial anti PSTAIRE en 

la misma membrana en que se realizó la detección de Wee1 y la ciclina. 

Finalmente, para comprobar que las interacciones observadas del complejo ciclina-

CDK, tanto con GST-Cak1p como con GST-ZmWee1 se debían a las proteínas y no 

al “tag” de GST presente en las fusiones, se realizó la coexpresión del complejo ciclina-
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CDK con la proteína GST. Luego, se cotransformaron células Tuner competentes con 

los plásmidos pCDFDuet-1*ZmCDKA1*CycD2;2a-MBP y pGEX4T-2 (Esquema A4) y 

se realizó la inducción de proteína a partir de una colonia transformada con ambos 

plásmidos. Las bacterias se lisaron y de la fracción soluble se purificó al complejo 

ciclina-CDK mediante la resina de Ni-NTA. Las fracciones de purificación se 

monitorearon por SDS-PAGE y "western blot", y no se observó que la proteína GST 

estuviera presente en las fracciones del eluato, a pesar de que se encontró en grandes 

cantidades en la fracción soluble (ver Apéndice, Fig. A16). 

 

5.4.1. Fosforilación de ZmCDKA1 

A continuación, se identificó el estado de fosforilación de ZmCDKA1 tras ser 

coexpresada con las diferentes cinasas (Cak1p y ZmWee1). Adicionalmente, se evaluó 

la especificidad de dos anticuerpos comerciales que reconocen tanto la fosforilación 

de la T14 y Y15 (inhibidoras), como de la T160 (activadora) de la CDK2 de humano.  

Previo a la identificación de las fosforilaciones, las fracciones del eluato (obtenidas de 

los diferentes esquemas de coexpresión) que contenían la mayor cantidad de 

ZmCDKA1 se dializaron y concentraron, y una alícuota de cada purificación se 

cuantificó mediante una curva de concentraciones conocidas de albumina sérica 

bovina (BSA, por sus siglas en inglés). En la Fig. A17 (ver Apéndice) se muestra uno 

de los geles de poliacrilamida utilizados para la cuantificación.  

En el experimento también se identificó el nivel de fosforilación de ZmCDKA1 cuando 

ésta fue coexpresada sólo en presencia de la Cak1p, ya que existen estudios in vitro 

que demuestran que esta última fosforila más eficientemente a CDKs monoméricas 

(Kaldis et al., 1998). En este caso la fosforilación de ZmCDKA1 fue menor que cuando 

se realizó la coexpresión junto con la ciclina (comparar carriles 4 y 5, Fig.10a). Algo 

similar también se observó cuando la CDK fue coexpresada sólo con ZmWee1: su 

fosforilación fue menor que cuando se realizó la coexpresión junto con la ciclina 

(comparar carriles 6 y 7, Fig.10b).  
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Respecto a la especificidad de los anticuerpos, el anticuerpo anti pT14 y anti pY15 sólo 

mostró reconocimiento cuando la CDK se coexpresó en presencia de ZmWee1, 

mientras que el anticuerpo anti pT160 reconoció a la CDK, aun cuando ésta fue la 

única proteína expresada (carril 1, Fig.10a). En los demás carriles en los que no se 

esperaba reconocimiento por parte del anticuerpo anti pT160 (carriles 2, 3, 6 y 7, Fig. 
10a), la señal observada es similar a cuando la CDK no fue coexpresada con alguna 

otra proteína. 

 

Figura 10. Identificación de las fosforilaciones en ZmCDKA1. a) Identificación de la fosforilación de 

ZmCDKA1 por Cak1p. ZmCDKA (200 ng) proveniente de una clona con sólo ZmCDKA1 (carril 1) o la 

coexpresión con ZmCycD2;2a-MBP (carril 2), o ZmCycD2;2a-MBP y GST (carril 3), o ZmCycD2;2a-

MBP y GST-Cak1p (carril 4), o GST-Cak1p (carril 5), o GST-ZmWee1L (carril 6) o ZmCycD2;2a-MBP y 

GST-ZmWee1L (carril 7). Se reconoció con un anticuerpo comercial que reconoce la fosforilación en la 

T160 de CDK2. b) Identificación de la fosforilación de ZmCDKA1 por ZmWee1. 200 ng de ZmCDKA1 

que fue purificada a partir de los esquemas de expresión o coexpresión indicados en a, se reconoció 

con un anticuerpo comercial que reconoce la fosforilación en los residuos de T14 y Y15 de CDK2. c) 
Control de la cantidad cargada de ZmCDKA1. Se realizó un inmunoblot con un anticuerpo comercial 

anti-PSTAIRE para conocer la cantidad presente de ZmCDKA1 en cada carril. 

Para confirmar que lo observado en el inmunoblot provenía de una fosforilación, se 

realizó un ensayo de fosfatasa, tanto para la CDK que se coexpresó sólo con una de 

las cinasas (Cak1p o ZmWee1), como para la CDK que se expresó con la ciclina y 

alguna de las cinasa. En la Fig. 11 se observa que en todos los casos en los que se 
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presumía que la CDK estaba fosforilada, después del tratamiento con la fosfatasa, la 

señal detectada disminuyó (carriles 2, 4 y 8, Fig. 11) o se abatió (carril 6, Fig. 11). Sin 

embargo, en el carril 2 de la Fig. 11a se observa que a pesar de que la fosforilación 

que se deseaba abatir no se encontraba muy representada (carril 1, Fig. 11a), como 

sí lo estaba cuando la CDK se coexpresó también con la ciclina (carril 3, Fig. 11a), 

después del tratamiento con la fosfatasa, en ambos casos, el reconocimiento de la 

CDK por el anticuerpo anti pT160 fue muy similar (carriles 2 y 4, Fig. 11a). 

Existía la posibilidad de que el reconocimiento por el anticuerpo anti pT160, después 

de que la CDK se trató con la fosfatasa, se debiera a que no toda la proteína fue 

desfosforilada; no obstante, en la Fig. 10a (carriles 1 y 2) se observó que la CDK sola 

o coexpresada con la ciclina fue reconocida por el anticuerpo. Se realizó un ensayo de 

fosfatasa sobre la proteína CDKA1 que fue coexpresada con la ciclina y no se observó 

un cambio en la señal por el anticuerpo que reconoce la fosforilación en la T160 

después del tratamiento (ver Apéndice, comparar carriles 1 y 2, Fig. A18a), mientras 

que sí se observó una gran disminución en el reconocimiento de la CDK que fue 

coexpresada con la ciclina y la Cak1p después del tratamiento con la fosfatasa (ver 

Apéndice, comparar carriles 3 y 4, Fig. A18b). 

 

Figura 11. Desfosforilación de ZmCDKA1. a) Identificación de la fosforilación de ZmCDKA1 con un 

anticuerpo comercial que reconoce la fosforilación en la T160 (carriles 1-4) o en la T14 y Y15 (carriles 

5-8) de CDK2, después de que 200 ng de ZmCDKA1, que fueron purificados a partir de la coexpresión 

con GST-Cak1p (carriles 1 y 2), ZmCycD2;2a-MBP y GST-Cak1p (carriles 3 y 4), GST-ZmWee1L 

(carriles 5 y 6) o con ZmCycD2;2a-MBP y GST-ZmWe1L (carriles 7 y 8), fueron incubados con 400 
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(continuación, Figura 11) unidades de fosfatasa λ (carriles 2, 4, 6 y 8) o sólo con el amortiguador de la 

fosfatasa (carriles 1, 3, 5 y 7). b) Control de la cantidad cargada de ZmCDKA1. Se realizó un inmunoblot 

con un anticuerpo comercial anti-PSTAIRE para conocer la cantidad presente de ZmCDKA1 en cada 

carril.  

5.5.1. Actividad cinasa del complejo ZmCycD2;2-MBP*His-ZmCDKA1 

Cuando la CDK se coexpresó con la ciclina, hubo un nivel basal de actividad sobre 

histona H1 (carril 3, Fig 12a), el cual no se estimuló cuando el complejo se coexpresó 

con GST (carril 5, Fig 12a), mientras que cuando el “tag” de GST llevaba fusionada a 

la proteína Cak1p, la actividad cinasa del complejo ciclina-CDK sobre la histona se 

estimuló importantemente (carril 6, Fig 12a). Adicionalmente se observó que en las 

reacciones en las que la ciclina se encontraba coexpresada con la CDK, la ciclina fue 

fosforilada (carriles 3-7, Fig 12a).  

 

Figura 12. Actividad cinasa del complejo ZmCycD2;2a-MBP*His-ZmCDKA1. a) Autoradiografía del gel 

de poliacrilamida en la que se corrieron los ensayos de actividad cinasa de 100 ng de ZmCDKA1 que 
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(continuación, Figura 12) había sido purificada, dializada y concentrada a partir de la expresión de His-

ZmCDKA1 (carriles 1 y 2) o la coexpresión de His-ZmCDKA1 con ZmCycD2;2a-MBP (carriles 3 y 4), 

ZmCycD2;2a-MBP y GST (carril 5) o ZmCycD2;2a-MBP y GST-Cak1p (carriles 6 y 7). La actividad se 

midió en presencia de 250 ng de histona H1 (carriles 1, 2, 3, 5 y 6) o en su ausencia (carriles 4 y 7). En 

la reacción de cinasa que se corrió en el carril 2 se agregó la cantidad necesaria de MBP para tener la 

misma concentración molar presente de la CDK en la reacción (98 nM). b) Control de carga. Gel de 

poliacrilamida teñido con azul de Coomassie a partir del cual se tomó la autoradiografía mostrada en a. 

Se trató de reconstituir la actividad de la CDK agregando cada una de las proteínas, 

purificadas por separado, en el ensayo in vitro. Cuando en la reacción sólo había ciclina 

y CDK no hubo fosforilación de la histona, aunque se observó la fosforilación de la 

ciclina, sin embargo, no al mismo nivel que se observó cuando la CDK provino de la 

coexpresión con la ciclina (comparar carriles 1 y 7, Fig. 13a). Cuando además de la 

ciclina se incluyó a la Cak1p, se observó la fosforilación de la CDK (carril 3, Fig. 13a); 

no obstante, esto no provocó que se estimulara la fosforilación de la histona o la ciclina, 

como sí ocurrió cuando la CDK provino de la coexpresión con la ciclina y la Cak1p 

(carril 9, Fig. 13a).  

En el análisis de la coexpresión de la Cak1p y la CDK se observó que esta última se 

fosforiló (carril 5, Fig. 10a), de manera que se investigó si la adición de ciclina 

recombinante exógena podría reconstituir la actividad de la CDK. La CDK que se 

coexpresó con la Cak1p en presencia de MBP agregada exógenamente, apenas 

fosforiló a la histona (carril 5, Fig. 13a); mientras que cuando en vez de la MBP se 

agregó la ciclina fusionada a la MBP, se observó que la actividad cinasa sobre la 

histona se estimuló importantemente (carril 6, Fig. 13a), aunque los niveles de 

actividad no fueron tan altos como los que se observaron para la CDK que se purificó 

a partir de la coexpresión con la ciclina y la Cak1p (carril 9, Fig. 13a). 

Al reconstituir la actividad a partir de la coexpresión de la CDK y la Cak1p, se observó 

que la ciclina adicionada se fosforiló incluso mejor que la histona (carril 6, Fig. 13a). 

Para descartar que la fosforilación que se observó se debiera al “tag” de MBP que traía 

la ciclina, el “tag” se utilizó como sustrato para la CDK que se purificó de la coexpresión 

con la ciclina y la Cak1p; en la reacción también se incluyó a la histona, que 

previamente se mostró fosforilada por el complejo ciclina-CDK. En la Fig. 13a (carril 
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8,) se observa que la MBP no fue fosforilada por el complejo ciclina-CDK, mientras que 

la histona sí. Cuando en lugar de la MBP se incluyó a ZmCycD2;2a-MBP, se observó 

que esta aparece fuertemente fosforilada, al igual que la histona presente en la 

reacción (carril 9, Fig. 13a). 

 

Figura 13. Reconstitución de la actividad cinasa de His-ZmCDKA1. a) Autoradiografía del gel de 

poliacrilamida en la que se corrieron los ensayos de actividad cinasa de 100 ng de ZmCDKA1 que había 

sido purificada individualmente (carriles 1-3) o a partir de la coexpresión con Cak1p-GST (carriles 4-6), 

ZmCycD2;2a-MBP (carril 7), o ZmCycD2;2a-MBP y Cak1p-GST (carriles 8 y 9). Para reconstituir la 

actividad en los primeros tres carriles, además de la CDK, se agregó la cantidad necesaria de 

ZmCycD2;2a-MBP (carril 1), ZmCycD2;2a-MBP y GST (carril 2) o ZmCycD2;2a-MBP y GST-Cak1p 

(carril 3) para tener una concentración molar de cada una de las proteínas igual a la de la CDK en la 

reacción (98 nM). Mientras que cuando se reconstituyó la actividad a partir de la CDK que fue 

coexpresada con GST-Cak1p (carril 4), se agregó la cantidad necesaria de MBP (carril 5) o de 
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(continuación, Figura 13) ZmCycD2;2a-MBP (carril 6) para obtener una cantidad equimolar a la de la 

CDKA en la reacción. En el carril 7 se cargó una reacción control de la cantidad basal de actividad de 

la CDKA. Ésta se purificó a partir de la coexpresión con la ciclina y a la reacción se adicionó la cantidad 

necesaria de ZmCycD2;2a-MBP para obtener la misma concentración molar de CDKA en la reacción. 

En los últimos dos carriles se corrieron reacciones en las que se evaluó la capacidad del complejo Cyc-

CDK coexpresado con GST-Cak1p, para fosforilar al mismo tiempo a histona H1 y a ZmCycD2;2a-MBP 

(carril 9) o a histona H1 y a la MBP (carril 8). En las reacciones restantes (carriles 1-7) también se 

agregaron 250 ng de Histona como sustrato. b) Control de carga. Gel de poliacrilamida teñido con azul 

de Coomassie a partir del cual se tomó la autoradiografía mostrada en a. 

En el carril 3 de la Fig. 13a se observa que a pesar de que la CDK está siendo 

fosforilada, y en consecuencia activada, la histona no fue fosforilada. Una posibilidad 

era que el complejo ciclina-CDK no se estuviera formando. Para comprobar dicha 

hipótesis se decidió fosforilar el complejo ya formado (que provino de la coexpresión 

de ambas proteínas) y en la misma reacción probar su actividad contra histona. En la 

Fig. A19a, carril 6 (ver Apéndice), se observa que la CDK se fosforiló mejor cuando 

ésta se encontraba en complejo con la ciclina, comparado a cuando se probó la 

fosforilación sólo de la CDK (carril 3, Fig. A19a); sin embargo, a pesar de que la CDK 

se encontraba en complejo con la ciclina y además estaba siendo activada por la 

Cak1p, la fosforilación del sustrato fue menor que cuando el mismo complejo se incubó 

sólo con el “tag” de la Cak1p (ver Apéndice, comparar carriles 5 y 6, Fig. A19a). 

En adición a los sustratos probados, histona H1 y ZmCycD2;2a, se probó la 

fosforilación de la proteína ZmRBR1, ya que su homólogo en animales es ampliamente 

conocido por su participación en la transición G1/S, además es un conocido sustrato 

de los complejos ciclina-CDK que contienen ciclinas D (revisado en Scofield et al., 

2014). Se probaron dos versiones de la proteína RBR1: una que contenía 

principalmente el dominio carboxilo terminal (RBRCT), y otra que además contenía el 

dominio “pocket” (RBRPC). 

Se observó una fosforilación basal de ambas versiones del sustrato, (carriles 2 y 3, 

Fig. 14a), la cual no se estimuló cuando la CDK, además de la ciclina, fue coexpresada 

con GST (carriles 5 y 6, Fig. 14a); mientras que cuando la CDK se purificó de la 
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coexpresión con la ciclina y la Cak1p, se observó un gran incremento de la actividad 

cinasa sobre ambos sustratos (carriles 8 y 9, Fig. 14a). 

 

Figura 14. Fosforilación de ZmRBR1 por el complejo ZmCycD2;2a-MBP*His-ZmCDKA1.                             

a) Autoradiografía del gel de poliacrilamida en la que se corrieron los ensayos de actividad cinasa de 

100 ng de ZmCDKA1 que había sido coexpresada con ZmCycD2;2a-MBP (carriles 1-3), ZmCycD2;2a-

MBP y GST (carriles 4-6) o ZmCycD2;2a-MBP y GST-Cak1p (carriles 7-9). Como sustrato se utilizó a 

GST (carriles 1, 4 y 7), el carboxilo terminal de RBR fusionado a GST (GST-RBRCT) (carriles 2, 5 y 8) 

o la región “pocket” y carboxilo de RBR fusionada a GST (GST-RBRPC) (carriles 3, 6 y 9). La cantidad 

utilizada de cada sustrato fue la necesaria para tener una concentración molar igual a la de CDKA (98 

nM). b) Control de carga. Gel de poliacrilamida teñido con azul de Coomassie a partir del cual se tomó 

la autoradiografía mostrada en a. 
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6.5. Inhibición de la actividad cinasa del complejo ZmCycD2;2a-MBP*His-
ZmCDKA1 

Finalmente, se evaluó la capacidad de la proteína ZmWee1 de inhibir la actividad 

cinasa de ZmCDKA1, para lo cual se emplearon las dos versiones de la proteína 

ZmWee1: la proteína completa y la proteína que carecía de los primeros 126 

aminoácidos de extremo amino terminal. La inhibición se probó sobre ZmCDKA1 que 

se purificó de la coexpresión con ZmCycD2;2a y la Cak1p. En un mismo ensayo, 

además de ZmCDKA1, se agregó tanto la proteína ZmWee1 como el sustrato de la 

CDK. Aunado a lo anterior, se probaron dos concentraciones de ZmWee1: la primera 

correspondió a la misma concentración molar que había de ZmCDKA1 en el ensayo, 

mientras que la segunda correspondió al doble de la concentración de ZmCDKA1.  

A una concentración equimolar de ZmCDKA1 y de la proteína incompleta de ZmWee1 

(ZmWee1S-GST), se observó apenas un modesto decremento de la actividad, en 

comparación a cuando en el ensayo, en vez de ZmWee1S-GST, se agregó sólo el 

“tag” de GST (comparar carriles 5 y 6, Fig. 15a). Cuando la concentración de 

ZmWee1S-GST se duplicó en el ensayo, la inhibición se acentuó un poco más, en 

comparación a cuando sólo se duplicó la concentración del “tag” (comparar carriles 8 

y 9, Fig. 15a).  

La proteína Wee1 completa (ZmWee1L-GST), a las mismas concentraciones en que 

se probó la proteína incompleta, tuvo un nivel de inhibición más alto que el observado 

con la proteína incompleta, tanto cuando la concentración de ZmWee1L fue equimolar 

a la de ZmCDKA1 (comparar carriles 6 y 7, Fig. 15a), como cuando la concentración 

del inhibidor fue del doble de la presente de ZmCDKA1 (comparar carriles 9 y 10, Fig. 
15a). En este último caso se abatió casi por completo la actividad cinasa de la CDK. 

Cuando ambas versiones de ZmWee1 se incubaron en presencia de ATP32 y sustrato 

(carriles 2 y 3, Fig. 15a), se observó la aparición de una señal que corresponde con el 

peso de ambas proteínas. Dicha señal se incrementó cuando en el ensayo también se 

encontraba el complejo ciclina-CDK (carriles 6 y 7, Fig. 15a), aunque el incremento de 

la señal de fosforilación fue mayor para la proteína ZmWee1S-GST (carril 6, Fig. 15a).  
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Cabe mencionar que en ningún carril se detectó una señal que correspondiera a la 

fosforilación de ZmCDKA1 por ZmWee1, ni siquiera cuando la concentración del 

inhibidor fue la máxima utilizada y la inhibición fue la máxima observada (comparar 

carriles 3 y 10, Fig. 15a). 

 

Figura 15.  Inhibición de la actividad cinasa del complejo ZmCycD2;2a-MBP*His-ZmCDKA1. a) 
Autoradiografía del gel de poliacrilamida en la que se corrieron los ensayos de actividad cinasa de 100 

ng de ZmCDKA1 que había sido purificada a partir de la coexpresión con ZmCycD2;2a-MBP y Cak1p-

GST (carriles 4-10). Como control en los carriles 1, 5 y 8 se agregó sólo el “tag” de GST, mientras que 

en los carriles 2, 6 y 9 se agregó una versión de la proteína ZmWee1 que carecía de los primeros 126 

primeros aminoácidos y que además se encontraba fusionada a GST (GST-Wee1L). En los carriles 3, 

7 y 10 se agregó la proteína ZmWee1 completa fusionada a GST (GST-Wee1S). Exceptuando los 

carriles 5, 6 y 7, en todos los carriles se agregó la cantidad necesaria de proteína (GST, GST-Wee1S o 

GST-Wee1L) para obtener una concentración del doble de la concentración molar presente de CDKA, 

mientras que en los carriles 5, 6 y 7 la concentración de las proteínas (GST, GST-Wee1S o GST-Wee1L) 

fue la misma que la de CDKA (98 nM). (En el carril 1 además de la proteína GST también se incluyeron 

los estándares de masa molecular). Como sustrato, en todas las reacciones se agregaron 250 ng de 

histona H1. b) Control de carga. Gel de poliacrilamida teñido con azul de Coomassie a partir del cual se 

tomó la autoradiografía mostrada en a. 
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A continuación, se probó si ambas versiones de ZmWee1 podrían abatir la fosforilación 

de otros sustratos. Previamente se demostró que ZmCycD2;2a y RBRPC fueron 

buenos sustratos del complejo ciclina-CDK, así que inicialmente se probó la inhibición 

de la actividad sobre RBRPC. La actividad sobre RBRPC disminuyó modestamente 

cuando se incluyó a GST-ZmWee1S en el ensayo, aunque debido a la autofosforilación 

de ZmWee1S (carril 8, Fig. 16a) es difícil saber si también se inhibió la fosforilación de 

un producto incompleto de RBRPC que también es fosforilado por la CDK (señalado 

con un asterisco en el carril 7, Fig. 16a); ya que tanto GST-ZmWee1S como el producto 

incompleto de ZmRBRPC se sobreponen. Por otra parte, en el ensayo en el que el 

inhibidor fue GST-ZmWee1L, se observó una caída importante de la actividad cinasa 

sobre el sustrato (carril 9, Fig. 16a), teniendo en consideración que también se inhibió 

la fosforilación del producto incompleto de RBRPC. 

 

Figura 16. Inhibición de la actividad cinasa que el complejo ZmCycD2;2a-MBP*His-ZmCDKA1 tuvo 

sobre Histona H1 y RBR. a) Autoradiografía del gel de poliacrilamida en la que se corrieron los ensayos 

de actividad cinasa de 100 ng de ZmCDKA1 que había sido purificada a partir de la coexpresión con 
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(continuación, Figura 16) ZmCycD2;2a-MBP y Cak1p-GST (carriles 4-9). Como sustrato se agregaron 

250 ng de histona (carriles 4-6) o la cantidad necesaria de GST-ZmRBRPC para obtener una 

concentración molar igual a la presente de ZmCDKA1 en la reacción (98 nM) (carriles 7-9). Como 

inhibidor se utilizó una concentración de GST (carriles 1, 4 y 7), GST-ZmWee1S (carriles 2, 5 y 8) o 

GST-ZmWee1L (carriles 3, 6 y 9) del (continuación, Fig. 16) doble de la de la CDK. En los primeros 3 

carriles también se agregaron 250 ng de histona H1 a cada reacción. Señalado con un asterisco en el 

carril 7, un producto incompleto de GST-RBRPC que también fue fosforilado. En el carril 1 además de 

la proteína GST también se incluyeron los estándares de masa molecular.  b) Control de carga. Gel de 

poliacrilamida teñido con azul de Coomassie a partir del cual se tomó la autoradiografía mostrada en a. 

Por último, se probó la inhibición de la fosforilación sobre ZmCycD2;2a, aunque sólo 

se utilizó la versión completa de ZmWee1, ya que fue la que mostró los niveles más 

altos de inhibición. Adicionalmente, una réplica de la inhibición de la fosforilación sobre 

RBRPC se realizó.  

 

Figura 17. Inhibición de la actividad cinasa que el complejo ZmCycD2;2a-MBP*His-ZmCDKA1 tuvo 

sobre ZmCycD2;2a y RBR. a) Autoradiografía del gel de poliacrilamida en la que se corrieron los 
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(continuación, Figura 17) ensayos de actividad cinasa de 100 ng de ZmCDKA1 que había sido 

purificada a partir de la coexpresión con ZmCycD2;2a-MBP y Cak1p-GST (carriles 4-9). En los carriles 

6 y 7 el sustrato fue ZmCycD2;2a-MBP, mientras que en los carriles 8 y 9 el sustrato utilizado fue GST-

RBRPC. Para inhibir la actividad (continuación, Figura 17) cinasa en los carriles 7 y 9 se agregó la 

cantidad necesaria de recombinante para obtener una concentración molar de GST-ZmWee1L del doble 

de la de la CDKA en la reacción. Como control, en las reacciones de los carriles 6 y 8, sólo se agregó 

el “tag” de GST a una concentración final igual a la utilizada de GST-ZmWee1L. En los carriles 1, 2 y 3, 
las proteínas ZmCycD2;2a-MBP, GST-RBR1PC y GST-ZmWee1L, respectivamente, se incubaron sólo 

con 32P; mientras que en los carriles 5 y 4 el complejo cyc-CDK se incubó en presencia de GST-

ZmWee1L o en su ausencia. b) Control de carga. Gel de poliacrilamida teñido con azul de Coomassie 

a partir del cual se tomó la autoradiografía mostrada en a. 

La fosforilación de ZmCycD2;2a no disminuyó de forma importante cuando se agregó 

GST-ZmWee1L (comparar carriles 6 y 7, Fig. 17a), mientras que cuando el sustrato 

fue RBRPC el grado de inhibición fue muy similar al que se observó cuando se realizó 

el experimento por primera vez (comparar carriles 8 y 9, Fig. 17a). Cabe señalar que 

en este experimento tampoco se observó la fosforilación de la CDK por ZmWee1 

(comparar carriles 3, 5, 7 y 9, Fig. 17a). Con la finalidad de tener un control de la 

inhibición en un sustrato ya probado y también de tener una réplica del experimento, 

nuevamente se ensayó la inhibición de la fosforilación sobre GST-RBRPC. 

Cuando se realizó la coexpresión de ZmCDKA1 con ZmWee1L se identificó con el 

anticuerpo que reconoce la fosforilación de la T14 y la Y15 de CDK2, que existe una 

fosforilación en la CDK que se acentúa cuando la ciclina también es coexpresada; sin 

embargo, en los ensayos de inhibición de actividad con marca radioactiva no se 

observó la fosforilación de la CDK. En un ensayo adicional se intentó fosforilar a la 

CDK que provino de la coexpresión con la ciclina (ver Apéndice, carril 7, Fig. A20a) o 

con la ciclina y la Cak1p (ver Apéndice, carril 8, Fig. A20a); de igual forma se intentó 

fosforilar a la CDK que se expresó sola (ver Apéndice, carril 6, Fig. A20a). Sin 

embargo, en ninguno de los ensayos se observó una clara fosforilación de la CDK; 

mientras que en reacciones en las que sólo la CDK o la CDK purificada a partir de la 

coexpresión con la ciclina fueron incubadas con la Cak1p, se observó claramente la 

fosforilación de ZmCDKA1 (ver Apéndice, carriles 9 y 10, Fig. A20a).  
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Adicionalmente, en un ensayo en el cual se evaluó la actividad de la CDK que se 

purificó de la coexpresión con la ciclina y ZmWee1L, se observó que existió una 

disminución de la actividad basal de la CDK sobre histona H1, comparado a cuando 

en la coexpresión no se incluyó a ZmWee1 (ver Apéndice, comparar carriles 2 y 3, 

Fig. A21a). Interesantemente, en este ensayo se observó la fosforilación de la CDK 

(ver Apéndice, carril 3, Fig. A21a), putativamente por la proteína ZmWee1, ya que 

ésta copurificó con el complejo ciclina-CDK (Fig. 9). La señal de la fosforilación por 

ZmWee1 es consistente con la fosforilación que se observa en un carril contiguo en el 

que la CDK fue fosforilada por la Cak1p (ver Apéndice, carril 1, Fig. A21a). 

En algunos de los geles de acrilamida teñidos con azul de Coomassie que se incluyen 

como control de carga de las autoradiografías, no es clara la presencia de todas las 

proteínas que copurificaron con la CDK. Por otra parte, existe la posibilidad de que los 

complejos o las proteínas que se dializaron y concentraron se hubieran degradado, así 

que con la finalidad de corroborar qué proteínas estuvieron presenten en los ensayos 

de actividad cinasa, se realizó un inmunoblot de las proteínas que copurificaron con 

ZmCDKA1 (después de la diálisis y concentración) a partir de los diferentes esquemas 

de coexpresión (ver Apéndice, Fig. A22). Adicionalmente, se identificaron los 

sustratos utilizados en los ensayos de actividad, así como las cinasas ZmWee1 (L y 

S) y Cak1p (ver Apéndice, Fig. A23). En la mayoría de interacciones que se habían 

demostrado previamente, se identificaron los mismos componentes en el último 

análisis, exceptuando lo que se observó en la copurificación de la CDK que se realizó 

a partir de la coexpresión con la ciclina y la Cak1p, ya que esta última inicialmente se 

vio que copurificó con la CDK. Sin embargo, después de que los eluatos se dializaron 

y concentraron, ya no se observó la presencia de la proteína en las fracciones que se 

utilizaron para los ensayos de actividad cinasa (ver Apéndice, carril 6, Fig. A21b).  

En la identificación realizada también fue posible observar que ZmCDKA1 interaccionó 

con ZmWee1L cuando se coexpresaron ambas proteínas (ver Apéndice, carril 7, Fig. 
A22b); mientras que cuando ZmCDKA1 fue coexpresada con la Cak1p, la interacción 

de estas dos proteínas no fue muy evidente (ver Apéndice, carril 5, Fig. A22b). 

 



69 
 

7. Discusión de resultados 

En la mayoría de los estudios, tanto en animales como en plantas, han existido 

limitaciones para estudiar la regulación de la actividad de las CDKs in vitro, ya que la 

naturaleza misma de la CDK requiere que ésta primero se asocie a una ciclina y 

posteriormente se fosforile por una CAK. Por ejemplo, estudios in vitro realizados para 

la caracterización bioquímica de CDKs de humanos, han evaluado el potencial de 

formación de complejos ciclina-CDK, tanto para complejos que se formaron por la 

mezcla de los cultivos que expresaron a cada proteína, como para complejos que se 

formaron por su coexpresión en células de insectos (Desai et al., 1992; Kato et al., 

1994; Matsuoka et al., 1994). En ambos casos se puede recuperar actividad cinasa 

asociada a los complejos, sin embargo, la actividad es mayor en el segundo caso 

debido principalmente a dos factores: la asociación de la ciclina a la CDK es mayor, y 

existe una mayor fosforilación de la CDK en el residuo equivalente a la T160. Cabe 

mencionar que cuando la coexpresión es realizada en células de un organismo 

eucarionte, existe una fosforilación por las CAKs endógenas de las células del 

organismo, lo que se traduce en una mayor actividad cinasa (Kato et al., 1994). En 

plantas, el sistema de coexpresión en células de insecto también ha sido utilizado 

exitosamente para obtener complejos ciclina-CDK activos, y posteriormente evaluar su 

actividad hacia diferentes sustratos (Nakagami et al., 2002; Kono et al., 2003; Nakai et 

al., 2006; Harashima et al., 2007), sin embargo, un inconveniente de la coexpresión en 

las células de insecto es que además de las CAKs endógenas, otras cinasas podrían 

fosforilar al complejo expresado de forma heteróloga, u otras proteínas que modifican 

la actividad podrían copurificar junto con el complejo modificando su actividad, lo que 

es un problema si lo que se desea es estudiar la regulación de la actividad del 

complejo.  

Harashima y Schnittger (2012) desarrollaron un sistema de coexpresión en bacterias 

que elimina las variables que en el sistema eucarionte podrían modificar la actividad 

de los complejos ciclina-CDK expresados, y demostraron que mediante dicho sistema 

era posible obtener complejos activos que incluían a CDKs (A y B) y ciclinas (B y D). 

La activación de los complejos en la bacteria se llevó a cabo cuando en la coexpresión 
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se incluyó a la Cak1p, la cinasa activadora de CDKs que en S. cerevisiae activa a 

Cdc28, la única CDK que controla el ciclo celular en la levadura. 

 

7.1. ZmCycD2;2 interacciona con ZmCDKA1 y el complejo se asocia con ZmWee1 
in vitro 

En el laboratorio donde se realizó este trabajo, previamente se observó in vivo, la 

interacción de ZmCycD2;2 con CDKs tipo A. Estos complejos aparentemente realizan 

su función más importante en las primeras 12 horas de germinación, tiempo en el que 

se ha determinado que las células en el eje embrionario de maíz transitan de la fase 

G1 a la S (Baíza et al., 1989), ya que la actividad cinasa de los complejos sobre la 

proteína RBR fue mayor en los tiempos de germinación mencionados (Godínez-Palma 

et al., 2013). Por lo anterior, se investigó in vitro, si la fosforilación de ZmCDKA1 en el 

complejo ZmCycD2;2a-ZmCDKA1 podría estar contribuyendo a regular la actividad 

cinasa del complejo. Adicionalmente, en plantas, la activación de las CDKs solo se ha 

estudiado en A. thaliana, y algo similar ocurre para la regulación negativa de la 

actividad mediante la fosforilación en el residuo equivalente a la Y15 de la CDK2 por 

la proteína Wee1. Por lo tanto, fue importante investigar si los mecanismos que regulan 

la actividad mediante la fosforilación de las CDKs se conservan de manera similar en 

otras plantas, particularmente maíz en este estudio. 

Para estudiar la activación se utilizó el sistema de coexpresión robusta (Harashima y 

Schnittger, 2012), que como se mencionó, ofrece diversas ventajas sobre otros 

sistemas de expresión heteróloga para el estudio de la activación de las CDKs. En la 

metodología original de coexpresión la CDK y la Cak1p estaban clonadas en el vector 

pCDFDuet-1, mientras la ciclina se encontraba en un vector “gateway”. Este esquema 

de clonación permite evaluar la actividad de una misma CDK con diferentes ciclinas, 

sin embargo, en este trabajo se clonó tanto a ZmCDKA1 como a ZmCycD2;2 en el 

vector Duet, mientras que la Cak1p se clonó en el vector “gateway”, lo anterior permitió 

estudiar diferentes mecanismos que pueden llevar a la activación de ZmCDKA1. 
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La fusión de la secuencia que codifica para la MBP (malE) a ZmCycD2;2a se realizó 

con la finalidad de conservar el “tag” asociado a la ciclina reportado en la metodología 

original, ya que el MCS2 del vector pCDDFDuet-1 en el que se clonó a la ciclina tiene 

asociado un “S-tag” (ver Apéndice, Esquema A2 y A3). En el laboratorio, 

previamente, se han clonado secuencias que codifican para fragmentos de ciclinas, y 

se ha observado que en repetidas ocasiones la ciclina fusionada a un “tag” de GST es 

recuperada en la fracción insoluble de lisados bacterianos. Es sabido que la MBP 

confiere una alta solubilidad a las proteínas que le son fusionadas, incluso se sugiere 

que la proteína tiene propiedades similares a las de una chaperona, lo que favorece el 

correcto plegamiento de las proteínas que le son fusionadas (Revisado en Francis y 

Page, 2010). Así que la conservación del “tag” de MBP en la ciclina, se realizó para 

favorecer la presencia de la ciclina y de las proteínas asociadas a ésta en la fracción 

soluble de los lisados bacterianos, y posteriormente facilitar su purificación.  

Un inconveniente de utilizar a la proteína MBP es su tamaño, ya que al ser una proteína 

de 42 kDa es posible que fusionada a una proteína, interfiera con la interacción de 

otras proteínas. Este problema se trató de minimizar al momento de realizar la fusión 

de ZmCycD2;2a con malE; mediante la incorporación de un “linker” de 21 nucleótidos 

entre la secuencia que codifica para la ciclina y la secuencia que codifica para el “tag”. 

Los 21 nucleótidos codifican para siete aminoácidos (GNSLGNS) que se caracterizan 

por tener una alta flexibilidad (Huang y Nau, 2003), de esta forma el “tag” de MBP 

quedaría con una alta movilidad, lo que facilitaría la interacción con otras proteínas.  

En la coexpresión de ZmCycD2;2-MBP y ZmCDKA1, tanto la cinasa como la ciclina 

quedaron en la fracción soluble después de la lisis, aunque en mayor medida la ciclina, 

probablemente debido a la presencia del “tag” de MBP (comparar carriles 4 y 5, Fig. 
7b, panel i y ii). Sin embargo, cuando el complejo ciclina-CDK se coexpresó en 

presencia de la Cak1p, la cantidad purificada de complejo ciclina-CDK fue muy baja 

(carriles 7, 8 y 9, Fig. 8). Lo anterior fue consecuencia de la baja sobreexpresión de la 

ciclina y la CDK cuando la Cak1p se incluyó en la coexpresión (carriles 2 y 3, Fig. 8) y 

aunque la Cak1p fue importantemente sobreexpresada, la proteína quedó 

principalmente en la fracción insoluble (carril 4, Fig. 8).  
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En ambos plásmidos en los que están codificadas las proteínas (pCDFDuet-1 y 

pDEST15), la expresión de ellas está bajo el control del promotor T7, y debido a sus 

orígenes de replicación, ambos plásmidos deberían conservan un número de copias 

más o menos similar por célula, así que lo anterior no podría ser una razón por la que 

se sobreexprese mayoritariamente la Cak1p. Sin embargo, es obvio que debido a los 

dos plásmidos presentes en la bacteria, la maquinaria de transcripción y traducción 

debió distribuirse entre los dos plásmidos, lo que explicaría la menor producción de 

ciclina y CDK. Mientras que, una posible mejor transcripción y/o traducción de la Cak1p 

podría explicar la alta sobreexpresión de la proteína.  

Existe un menor porcentaje GC en la secuencia que codifica para la Cak1p (42%), en 

comparación al porcentaje GC de las otras secuencias (54% para la ciclina y 50% para 

la CDK), y esto podría favorecer una mayor traducción y/o sobreexpresión de la Cak1p. 

Así que, algo inherente a la secuencia que va en el plásmido y no el plásmido per se 

podría ser la causa de las diferencias en la expresión observada, ya que cuando se 

realizó la coexpresión de la ciclina y la CDK con ZmWee1 (Fig. 9), cuya secuencia 

codificante se clonó en el mismo vector en el que se había clonado a Cak1, se observó 

que la sobreexpresión de ZmWee1 no fue similar en cantidad a la observada para la 

Cak1p. Como se mencionó anteriormente en los resultados, la secuencia que codifica 

para ZmWee1 tiene un alto porcentaje GC en los primeros cuatrocientos pares de 

bases, así que esto podría haber influido negativamente en su traducción, 

posiblemente debido a la formación de estructuras secundarias (con una alta 

estabilidad) en el mRNA que codifica para la proteína. La formación de dichas 

estructuras podría haber influido en la cantidad de proteína recombinante 

sobreexpresada, ya que existen estudios realizados en E. coli en los que se sugiere 

que la estructura secundaria formada por mRNAs heterólogos, principalmente en el 

extremo 5´, tiene un impacto directo en los niveles de expresión de la proteína 

heteróloga (Zhang et al., 2006; Kudla et al., 2009; Behloul et al., 2017). 

Además de la diferencia en los niveles de expresión que se observan para ZmWee1 y 

la Cak1p, existen otras diferencias interesantes entre ambas coexpresiones. Hubo una 

menor cantidad de ZmCycD2;2a copurificada cuando la coexpresión se realizó en 
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presencia de ZmWee1 (ver Apéndice, comparar Figuras 8b y 9b, panel i, carriles 7, 

8 y 9), esto a pesar de que en la coexpresión que incluye a ZmWee1, la cantidad de 

ZmCycD2;2a en la fracción soluble fue mayor (comparar carril 5, panel ii, Fig. 9b con 

el carril 5, panel i, Fig. 8b) y de que la cantidad purificada de ZmCDKA1 también fue 

mayor (comparar Figuras 8b y 9b, panel iii, carriles 7, 8 y 9).  

Se observó que una cantidad importante de ZmWee1 copurificó con el complejo 

ciclina-CDK, mientras que una cantidad apenas detectables de la Cak1p copurificó con 

el complejo. La coexpresión de ZmCDKA1 solo con ZmWee1 sugiere que la asociación 

de esta última al complejo ciclina-CDK, podría estar mediada principalmente por una 

asociación directa con ZmCDKA1, ya que cuando se comparan los niveles de ZmWee1 

que copurificaron cuando la coexpresión con ZmCDKA1 se realizó en presencia o 

ausencia de la ciclina, se observa que niveles similares de ZmWee1 son copurificados 

(ver Apéndice, comparar carriles 7 y 8, Fig. A22b).  Hasta donde se tiene 

conocimiento, en humanos no existen estudios in vitro de asociación entre las CDKs y 

Wee1, sin embargo, los estudios de fosforilación in vitro sugieren que Wee1 requiere 

de la asociación de una ciclina a la CDK para fosforilar a esta última, ya que la 

fosforilación de la CDK solo ocurre en presencia de la ciclina (Parker et al., 1992; 

McGowan y Rusell, 1995; Watanabe et al., 1995). En A. thaliana, sin embargo, se ha 

demostrado mediante ensayos de doble híbrido que la CDKA1 es capaz de 

interaccionar con Wee1 (De Schutter et al., 2007), además, CDKs recombinantes tipo 

D de A. thaliana pueden ser fosforiladas por una versión de la proteína Wee1 fusionada 

a GST sin la necesidad de que exista alguna ciclina asociada a las CDKs (Shimotohno 

et al., 2006). Lo anterior indicaría que en plantas la proteína Wee1 no requiere de la 

presencia de la ciclina para su asociación a las CDKs.  

Otro aspecto muy interesante observado en la coexpresión del complejo ZmCycD2;2a-

ZmCDKA1 con ZmWee1, fue la estabilidad de la interacción entre estas proteínas.  En 

S. cerevisiae se ha observado que la proteína Swe1 (proteína homologa a Wee1) es 

capaz de actuar como un pseudosustrato de complejos ciclina-Cdc28, lo cual inhibe la 

actividad de los complejos. Sin embargo, cuando el ensayo se diluye y se recuperan 

los complejos por una cromatografía de afinidad, y posteriormente se vuelve a evaluar 



74 
 

la actividad, se puede observar que los complejos recuperan su actividad (Booher et 

al., 1993). Lo anterior indica que al menos en levaduras la interacción entre la CDK y 

Wee1 es poco estable, sin embargo, en el trabajo realizado la interacción observada 

entre ZmWee1 y ZmCDKA1 fue bastante estable, ya que ésta resistió el proceso de 

purificación del complejo que incluyó lavados con una fuerza iónica intermedia y 

detergentes. Además, posteriormente las fracciones del eluato se dializaron y 

concentraron, y mientras la interacción de ZmWee1 con la CDK o el complejo siguió 

siendo muy evidente (ver Apéndice, carriles 7 y 8, Fig. A22b), la interacción de la 

Cak1p con el complejo ciclina-CDK ya no se observó (ver Apéndice, carril 6, Fig. 
A22b). 

Por otra parte, se ha demostrado que la CDK2 de humano, tanto fosforilada como no 

fosforilada en la T160, tiene una afinidad muy similar por ciclina A (Brown et al., 1999a). 

En este trabajo cuando se realizó la purificación del complejo ZmCycD2;2a-ZmCDKA1 

en presencia o ausencia de  la Cak1p, no se observó una diferencia importante en la 

cantidad de ZmCycD2;2a copurificada (ver Apéndice, Fig. A22c, comparar carriles 3 

y 4), lo cual indicaría de manera indirecta que ZmCDKA1 fosforilada por la Cak1p no 

tiene una mayor afinidad por la CycD2;2. Lo anterior además es congruente con 

ensayos in vitro de formación de complejos, en los que se ha reportado que la CDK2 

no fosforilada forma complejos de manera estable también con ciclina E, y que la CDK1 

no requiere la fosforilación activadora para asociarse con ciclina B. Aunque no hay que 

perder de vista que existen complejos como el formado por CDK1 y ciclina A que 

requieren la fosforilación de la cinasa para su asociación (Desai et al., 1995). 

 

7.2. ZmCDKA1 se fosforila cuando se coexpresa con Cak1p o ZmWee1 

Cuando ZmCDKA1 se coexpresó con la Cak1p, la fosforilación de la CDK no fue tan 

eficiente como cuando en la coexpresión también se incluyó a ZmCycD2;2a (comparar 

carriles 5 y 6, Fig. 10a); esto es contrario a estudios que indican que la Cak1p fosforila 

mejor a las CDKs monoméricas, y no a las que se encuentran en complejo con una 

ciclina (Kaldis et al., 1998). Cuando se realizó la coexpresión de la Cak1p con la CDK, 
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se observó que la cantidad de Cak1p en la fracción soluble fue menor (resultado no 

mostrado) que cuando ZmCDKA1 y la Cak1p se coexpresaron incluyendo a la ciclina. 

Esto pudo influir en la cantidad de Cak1p disponible para fosforilar a la CDK 

monomérica, sin embargo, cuando se ensayó la fosforilación de la CDK tanto 

monomérica como en complejo con la ciclina, por la Cak1p previamente purificada de 

E. coli y en presencia de ATP marcado radioactivamente (ver Apéndice, Fig. A19a, 

carriles 3 y 6), se observó un comportamiento muy similar al observado en la 

coexpresión. Lo anterior sugiere que la Cak1p fosforila más eficientemente a la CDK 

cuando está en complejo con la ciclina, no obstante, otros experimentos en este trabajo 

sugieren que ZmCDKA1 monomérica podría no estar en su estado nativo, lo cual 

también podría explicar porque la Cak1p no fosforiló eficientemente a la CDK. 

Al utilizar el anticuerpo que reconoce la fosforilación en el residuo de T160 de la CDK2 

de humano, se determinó que existe un reconocimiento inespecífico de ZmCDKA1 

(carriles 1 y 2, Fig. 10a), que no es debido a una posible fosforilación de la CDK en la 

bacteria, ya que el reconocimiento por el anticuerpo no se abatió cuando la proteína 

recombinante se trató con fosfatasa λ (ver Apéndice, Fig. A18a, comparar carriles 1 

y 2), una fosfatasa de residuos de treonina, serina y tirosina fosforilados, que se ha 

utilizado exitosamente para remover fosforilaciones tanto en la CDK4 que se encuentra 

en complejo con ciclina D3, como en la CDK2 monomérica, ambas fosforiladas en la 

T160 (Takaki et al., 2009). Adicionalmente se comprobó la especificidad del anticuerpo 

anti pT160 para reconocer solo la fosforilación de la CDK que fue mediada por la 

Cak1p, ya que el anticuerpo no incrementó su reconocimiento inespecífico por las 

CDKs que se coexpresaron con ZmWee1 (Fig. 10a, comparar carriles 6 y 7 con carriles 
1 y 2), las cuales deberían estar fosforiladas en el residuo equivalente a la Y15 de la 

CDK2. 

Cabe resaltar que la fosfatasa λ pudo remover la fosforilación de ZmCDKA1 cuando 

ésta se encontraba en complejo con ZmCycD2;2a, lo que indicaría que el efecto de la 

fosforilación de ZmCDKA1 en el residuo equivalente a la T160 cuando se encuentra 

en complejo con ZmCycD2;2, podría ser diferente a lo que se reportó para el complejo 

CycA-CDK2 de humano, en el que se observó que la T160 fosforilada quedaba 
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embebida en una red de interacciones dentro de la estructura del complejo (Russo et 

al., 1996), haciéndola inaccesible a la fosfatasa λ (Takaki et al., 2009). Por otra parte, 

la desfosforilación de ZmCDKA1 monomérica sugiere que la conformación del “loop” 

de activación de la CDK fosforilado en el residuo equivalente a la T160, podría ser 

similar al “loop” de activación de la CDK2 fosforilada en la misma posición, ya que se 

ha determinado que esta última tiene un “loop” flexible y accesible que permite su 

desfosforilación por una fosfatasa específica (Brown et al., 1999a).  

De manera similar a lo reportado para A. thaliana (Shimotohno et al., 2006; Harashima 

et al., 2012), se comprobó que en ausencia de la ciclina, ZmCDKA1 también pudo ser 

fosforilada por la proteína ZmWee1, sin embargo, como se mencionó en párrafos 

anteriores, a pesar de que parece que la ciclina no es importante para la asociación 

de ZmWee1 con la CDK, parece que si es un factor que incrementa la fosforilación de 

la CDK (Fig. 10, comparar carriles 6 y 7). Será interesante determinar el mecanismo 

por el cual ZmCycD2;2a estimula la fosforilación de ZmCDKA1, ya que no fue evidente 

que ésta promoviera la asociación de ZmWee1 a ZmCDKA1. Se puede sugerir que 

existe un rearreglo de la estructura de la CDK tras la unión de la ciclina, aunque se ha 

reportado que el mayor cambio que existe en la CDK posterior a la unión de la ciclina 

es en la región que comprende al “loop” de activación (Jeffrey et al., 1995).  

Se decidió realizar un alineamiento de la estructura tridimensional de la CDK2 sola o 

en complejo con ciclina A (ver Apéndice, Fig. 24b), y se observó que sí existe un 

movimiento del “loop” P (región en la que se localiza la Y15) después de la asociación 

con la ciclina. El movimiento es acompañado por un cambio en la posición del residuo 

de tirosina (ver Apéndice, Fig. 24b), sin embargo, dicho residuo sigue estando 

orientado hacia el interior de la CDK, lo que dificultaría su fosforilación por Wee1. Un 

análisis similar también se realizó para la CDK1, y se observó que aún en presencia 

de ciclina B el residuo de Y15 queda oculto hacia el interior de la CDK (alineamiento 

no mostrado). Lo anterior sugiere que es necesario un rearreglo del residuo de tirosina 

en ZmCDKA1, inducido tanto por ZmCycD2;2a como por ZmWee1, para que ésta 

última pueda fosforilar a la CDK. El que la ciclina favorezca la fosforilación de la CDK 

por ZmWee1, parece contradictorio, ya que en la coexpresión que incluye a las tres 
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proteínas se observó que la cantidad de ciclina unida al complejo es mucho menor que 

la cantidad de ciclina copurificada cuando la CDK se coexpresó con Cak1p (ver 

Apéndice, Fig. A22c, comparar carriles 6 y 8). Sin embargo, se puede sugerir un 

mecanismo para conciliar la aparente contradicción anterior: primero ZmCycD2;2a se 

asocia con ZmCDKA1 e induce un cambio conformacional que favorece la fosforilación 

de la CDK por ZmWee1, posteriormente ZmWee1 fosforila a la CDK y se queda unida 

la proteína en el mismo sitio ocupado por la ciclina o uno muy cercano, lo que provoca 

una disminución de la cantidad de ciclina unida a la CDK. 

En humanos y levaduras se ha encontrado que la ciclina es el factor que determina la 

fosforilación de ciertas CDKs por Wee1 (Booher et al., 1993 y 1997; Watanabe et al., 

1995), lo que tiene sentido si se toma en cuenta que Wee1 tiene su función principal 

en la transición G2/M, que es controlada por complejos de ciclinas de fase M-CDKs, 

por lo tanto, se esperaría que las CDKs en complejo con ciclinas de fase M fueran el 

blanco de fosforilación de Wee1. En S. cerevisiae se ha demostrado que Swe1 solo es 

capaz de fosforilar e inhibir la actividad de Cdc28 en complejo con clb2 (una ciclina de 

G2), mientras que no es capaz de fosforilar a Cdc28 en complejo con cln1 (una ciclina 

de G1) (Booher et al., 1993). En humanos Wee1 solo puede fosforilar a CDKs en 

complejo con ciclinas A, B, y E, mientras que no es capaz de fosforilar a CDKs 

asociadas a ciclinas D (Watanabe et al., 1995; Booher et al., 1997). En este sentido 

fue muy interesante observar que ZmWee1 pudo fosforilar a ZmCDKA1 en complejo 

con una ciclina tipo D, una ciclina que canónicamente se ha asociado al control de la 

fase G1, sin embargo, cabe mencionar que en el grupo se ha descrito que complejos 

de ciclinas D-CDKs tienen actividad de cinasa incluso en tiempos de germinación en 

los que las células están transitando hacia fases tardías del ciclo celular (G2 y M), 

sugiriendo que las ciclinas D de maíz son importantes para regular a las CDKs que 

controlan las transiciones G1/S y G2/M (Godínez-Palma et al., 2013). En ese contexto, 

no sería raro que ZmWee1 pudiera fosforilar a CDKs en complejo con ciclinas tipo D 

durante la transición G2/M para regular su actividad cinasa, e incluso durante la 

transición G1/S si es que ZmWee1 pudiera tener algún papel en el control de dicha 

transición.  
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7.3. Mecanismos que llevan a la activación de ZmCDKA1. 

Diferentes estudios han demostrado que existe una variedad de desviaciones al 

mecanismo clásico de activación descrito para el complejo CycA-CDK2, por ejemplo, 

cuando se cristalizó a la CDK4 en complejo con ciclina D3, se observó que cuando la 

ciclina se unió a la CDK, no se modificó su conformación a una parcialmente activa 

como ocurre en la CDK2 tras la unión de ciclina A; además, cuando la CDK4 fue 

fosforilada en la T160 tampoco adquirió una conformación activa, así que posiblemente 

es hasta que la CDK reconoce al sustrato, que la cinasa adquiere dicha conformación 

(Takaki et al., 2009). Es posible que el modelo de activación propuesto a partir de la 

cristalización de la CDK2 no es el que siguen todas las CDKs para su activación, y 

aunque la evidencia de que algunas CDKs no requieren la fosforilación en el residuo 

equivalente a la T160 de la CDK2 para su activación, proviene de CDKs que no 

participan directamente en el control de ciclo celular (Qi et al., 1995; Nishizawa et al., 

1999), la diversidad en los mecanismos de activación de las CDKs también se extiende 

a las CDKs que participan en el control del ciclo celular.  

Cuando se caracterizó a la Cak1p, la CAK monomérica de la levadura S. cerevisiae 

que controla la activación de Cdc28, se descubrió que la cinasa tenía una mayor 

preferencia por la fosforilación de las CDKs que se encontraban en su forma 

monomérica (Kaldis et al., 1998). Posteriormente, se determinó in vivo que el 

mecanismo de activación que predomina es aquel en el que primero se fosforila Cdc28, 

y posteriormente se une la ciclina, ya que también se determinó que Cdc28 en su forma 

no fosforilada tiene poca afinidad por las ciclinas, mientras que Cdc28 fosforilada en el 

residuo equivalente a la T160 de CDK2 es activada eficientemente por la adición de 

ciclina (Ross et al., 2000). En humanos también se ha determinado in vitro que la CAK 

(formada por el complejo CycH-CDK7), es capaz de fosforilar a la CDK2 en su forma 

monomérica (Fisher y Morgan, 1994), y la actividad de dicha CDK puede ser 

estimulada posteriormente por la adición de ciclina A3 (Brown et al., 1999a). Lo que 

sugiere que pueden existir mecanismos alternativos de activación en adición a la vía 

clásica de activación (Fisher y Morgan, 1994). 
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En A. thaliana se ha comprobado que la fosforilación de la CDKA en el residuo 

equivalente a la T160 de la CDK2, es necesaria para que la cinasa tenga actividad 

(Dissmeyer et al., 2007; Harashima et al., 2007; Harashima y Schnittger, 2012), sin 

embargo, poco se ha estudiado sobre los diferentes mecanismos que pudieran llevar 

a la activación de las CDKs, lo anterior cobra aún más relevancia si se considera que 

las plantas poseen una CAK monomérica (CDKF) que bioquímicamente es muy 

parecida a la Cak1p (Tsakraklides y Solomon, 2002). Es en este contexto que se 

evaluaron dos mecanismos que llevaron a la activación de la CDKA1 de maíz. 

Primero se evalúo el mecanismo clásico de activación, que consistió en obtener a la 

CDK fosforilada por la Cak1p en complejo con la ciclina. Una posible desventaja del 

sistema de coexpresión para estudiar el mecanismo de activación, es que el sistema 

no permite asegurar qué está ocurriendo primero en la bacteria, si la asociación de la 

CDK y la ciclina y posteriormente la fosforilación de la CDK por la Cak1p, o primero la 

fosforilación de la CDK y posteriormente su asociación con la ciclina. Sin embargo, el 

que tanto la CDK como la ciclina se encuentren en el mismo plásmido implica que tanto 

su transcripción como su traducción ocurriría en un mismo sitio en la bacteria, lo que 

finalmente favorecería la formación del complejo ciclina-CDK. Adicionalmente, los 

ensayos de fosforilación in vitro de la CDK por Cak1p, sugieren que lo predominante 

en la bacteria es la fosforilación de la CDK en complejo con la ciclina, ya que la CDK 

en el complejo ZmCycD2;2a-ZmCDKA1 se fosforiló con mayor eficiencia que 

ZmCDKA1 (ver Apéndice, Fig. A19a, comparar carriles 3 y 6), resultado que coincide 

con el nivel de fosforilación detectado mediante “western blot”, al inmunodetectar la 

fosforilación de la CDK que se coexpresó solo con la Cak1p, o con la ciclina y la Cak1p 

(Fig. 10a, comparar carriles 4 y 5). 

ZmCDKA1 como monómero no tuvo actividad, mientras que en complejo con 

ZmCycD2;2,a tuvo un nivel basal de actividad (Fig. 12a, carril 3), lo anterior es similar 

a lo que se observó para el complejo CycA-CDK2 de humano (Connell-Crowley et al., 

1993; Brown et al., 1999a), el cual tiene un pequeño nivel de actividad cuando se lleva 

a cabo la formación del complejo, aunque no se puede generalizar que siempre la 

asociación de la ciclina a la CDK promoverá la activación parcial de esta última, ya que 
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por ejemplo, no se detectó actividad cinasa cuando ciclina D3 y la CDK4 de humano 

se asociaron (Takaki et al., 2008). La CDK que se coexpresó con la ciclina y Cak1p, 

tuvo una fuerte estimulación de su actividad de cinasa (Fig. 12a, carril 6), lo cual indica 

que la Cak1p pudo activar a ZmCDKA1, presuntivamente, por su fosforilación en el 

residuo equivalente a la T160 de la CDK2. Se descarta que la fosforilación del sustrato, 

durante los ensayos de actividad, se haya debido a la copurificación de la Cak1p que 

inicialmente se detectó interaccionando con el complejo (Fig. 8b, panel iii, carriles 7-

9), ya que como fue mencionado, antes de realizar los ensayos de actividad, los 

complejos ciclina-CDK recombinantes se dializaron y concentraron, y posteriormente 

ya no se detectó la presencia de la Cak1p en los complejos (ver Apéndice, Fig A22b, 

carril 6). Adicionalmente se evaluó la actividad de la Cak1p usando histona H1 como 

sustrato, y similar a lo ya reportado, ésta no tuvo actividad sobre histona H1 (Kaldis et 

al., 1996) (ver Apéndice, Fig. A19a, carril 7).  

Cuando se intentó reconstituir la actividad de ZmCDKA1 por la adición de ZmCycD2;2a 

que fue purificada por separado, no fue posible lograr la activación parcial de la CDK; 

ni siquiera cuando también se incluyó a la Cak1p en el ensayo (Fig. 13, carriles 1 y 3). 

Algo que podría explicar lo anterior es que no se esté llevando a cabo la formación del 

complejo ciclina-CDK. Se ha reportado que el complejo CycA-CDK2 de humano 

formado in vitro, necesita 10 minutos de pre incubación para que sea observable su 

actividad cinasa, por lo tanto, se sugiere que la preincubación es necesario para que 

se ensamble el complejo (Pan et al., 1993). Con lo anterior en mente se realizó una 

preincubación de las proteínas recombinantes, sin embargo, nuevamente no se 

observó la reconstitución de la actividad de la CDK (resultado no mostrado). Existen 

varias posibilidades por las cuales no se podría haber llevado a cabo la reconstitución 

de la actividad, una de ellas es que la cantidad adicionada de ciclina esté por debajo 

de la constante de formación del complejo, otra posibilidad es que las proteínas 

sobreexpresadas y purificadas por separado no se estén plegando correctamente, y 

en consecuencia no sean capaces de asociarse, aunque esta posibilidad quedaría 

descartada al menos para la ciclina, ya que en un experimento posterior se observó 

que ZmCycD2;2a fue capaz de estimular la actividad cinasa de ZmCDKA1 

monomérica fosforilada por la Cak1p. Sin embargo, queda la posibilidad de que la CDK 
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expresada en ausencia de la ciclina esté plegada incorrectamente, además esto podría 

explicar porque la CDK monomérica se fosforiló con menor eficiencia por la Cak1p, en 

comparación a la CDK que estaba en complejo con la ciclina (ver Apéndice, Fig. A19a, 

comparar carriles 3 y 6), siendo que se esperaba lo contrario. Por otra parte, cuando 

se intentó activar al complejo ZmCycD2;2-ZmCDKA1 (obtenido por la coexpresión), 

mediante la adición de la Cak1p purificada al ensayo, no se observó la estimulación 

de la actividad sobre la histona, sino por el contrario, la actividad basal de la CDK en 

el complejo se vio comprometida (ver Apéndice, Fig. A19a, comparar carril 5 y 6). Es 

probable que la Cak1p se quede unida al complejo ciclina-CDK e impida que éste 

reconozca el sustrato, ya que como se observó en la purificación del complejo que se 

coexpresó con la Cak1p, ésta tiene cierta afinidad por el complejo (Fig. 8b, panel iii, 
carriles 7-9). 

La ineficiente fosforilación de ZmCDKA1 por la Cak1p en ausencia de la ciclina durante 

la coexpresión (Fig. 10a, comparar carriles 4 y 5), podría explicar porque la activación 

de dicha CDK fue poco eficiente cuando a esta se le agregó ZmCycD2;2a purificada, 

esto comparado a la activación que se observó cuando la CDK se coexpresó con la 

ciclina y la Cak1p (Fig. 13, comparar carriles 6 y 8). Estudios de coexpresión de la 

Cak1p o de la CDKF de A. thaliana con la CDKA1 de la misma planta, sugieren que la 

CAK monomérica de A. thaliana (CDKF) fosforila mucho más eficientemente a la 

CDKA1 (Harashima y Schnittger, 2012), por lo tanto, si ZmCDKA1 se hubiera obtenido 

de la coexpresión con la CDKF1 de maíz, y posteriormente se hubiera agregado a 

ZmCycD2;2a para activar a la CDK, es probable que se hubieran alcanzado niveles de 

activación similares a los observados cuando ZmCDKA1 se purificó de la coexpresión 

con ZmCycD2;2a y la Cak1p.  

Como se mencionó anteriormente, la CAK de humanos fosforila con poca eficiencia a 

la CDK2, entonces a pesar de que se ha demostrado que la CDK2 monomérica 

fosforilada puede ser activada por la adición de ciclina A (Brown et al., 1999a), el 

mecanismo de activación sería poco relevante in vivo, sin embargo, el que las plantas 

tengan una CAK capaz de fosforilar y activar CDKs monoméricas (CDKF) 

(Tsakraklides y Solomon, 2002; Harashima y Schnittger; 2012), y que además otras 
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CDKs tipo D que actúan como CAKs puedan fosforilar a la CDK2 en su forma 

monomérica (Shimotohno et al., 2004), hace interesante el estudio del mecanismo de 

activación, en el que primero la CDK se fosforila y posteriormente la ciclina se une para 

activar a la CDK , ya que podría contribuir de manera significativa a la activación de 

las CDKs en plantas.  

 

7.4. El complejo ZmCycD2;2-ZmCDKA1 fosforila diferencialmente diversos 
sustratos 

Al momento de ensayar la activación de ZmCDKA1 monomérica fosforilada (por 

Cak1p) por la adición de ciclina, fue muy evidente la fosforilación de esta última; dicha 

fosforilación se identificó desde que se ensayó la actividad de ZmCDKA1 obtenida por 

la coexpresión con la ciclina y la CAK, sin embargo, apenas fue visible, lo cual indicaría 

que durante la coexpresión de las tres proteínas en la bacteria, la ciclina fue 

eficientemente fosforilada. En ensayos de actividad in vitro de complejos ciclina-CDK 

en levaduras, animales y plantas, a menudo se ha observado la fosforilación de la 

ciclina que forma parte del complejo, sin embargo, pocas veces se ha estudiado la 

función de dicha fosforilación (Booher et al., 1993; Lee et al., 1994; Watanabe et al., 

1995; Kaldis et al., 1998; Harashima et al., 2016). 

La fosforilación de un residuo de la ciclina en el complejo CycH-CDK7 estimula la 

actividad cinasa del complejo (Schneider et al., 2002), mientras que en el complejo 

CycD1-CDK4 de humano, la fosforilación de la ciclina en el residuo de treonina 156 es 

necesario para la actividad del complejo (Diehl y Sher, 1997). Por lo anterior, se 

investigó si la fosforilación de la ciclina podría estar estimulando la actividad del 

complejo in vitro. ZmCDKA1 monomérica fosforilada se preincubó con ZmCycD2;2a 

en presencia de ATP frío para que la ciclina pudiera ser fosforilada, posteriormente se 

adicionó histona H1 y ATP32 para evaluar el nivel de actividad de la CDK, mismo que 

fue comparado con la actividad de la CDK cuando todos los componentes en el ensayo 

se adicionaron al mismo tiempo. La fosforilación de la ciclina en presencia de ATP32 

fue menor cuando esta se incubó previamente con ATP frío y la CDK monomérica 



83 
 

fosforilada, esto indicaría que durante la preincubación la ciclina se fosforiló, sin 

embargo, la fosforilación de la histona en el ensayo fue similar a la que se observó 

cuando la ciclina y la histona se agregaron al mismo tiempo para su fosforilación 

(resultados no mostrados). Será interesante fosforilar con el complejo Cyc-CDK activo 

a ZmCycD2;2a, y posteriormente recuperar a la ciclina para reconstituir la actividad de 

ZmCDKA1 monomérica fosforilada, para así evaluar de manera más confiable si la 

fosforilación de la ciclina tiene alguna influencia en la activación de la CDK. Para el 

complejo CycD3;3-CDKA;3 de tabaco se ha descrito que la fosforilación de la ciclina 

es importante para la activación y la actividad cinasa del complejo (Nakagami et al., 

2002), por lo que no sería raro encontrar que ZmCycD2;2a fosforilada si tiene un efecto 

en la activación de ZmCDKA1. De cualquier manera, también existen otras funciones 

en las que podría influir la fosforilación de la ciclina, una de ellas podría ser el control 

del transporte del complejo dentro de la célula, como se ha observado para los 

complejos CycB-CDK1 y CycD1-CDK4 de humano y el complejo CycD3;3-CDKA;3 de 

tabaco, en los que la fosforilación de la ciclina es importante para el importe nuclear 

(Diehl y Sher, 1997, Nakagami et al., 2002, revisado en Lindqvist et al., 2009).  

Interesantemente la fosforilación de la ciclina fue mejor que la fosforilación de la 

histona, tanto cuando se reconstituyó la actividad de la CDK a partir de ZmCDKA1 

monomérica fosforilada, como cuando se utilizó al complejo ZmCycD2;2a-ZmCDKA1 

activado por la coexpresión con la Cak1p (Fig. 13a, carriles 6 y 9). Lo anterior a pesar 

de que la concentración molar de ciclina utilizada en los ensayos de actividad fue de 

solo ¼ de la concentración utilizada de histona H1. Al realizar un análisis de la cantidad 

de sitios putativos de fosforilación por CDKs para cada sustrato con una herramienta 

bioinformática (análisis no mostrado) (Song et al., 2017), solo se identificó un sitio de 

fosforilación en la ciclina, mientras que en la histona fueron tres los sitios identificados. 

Los sitios en la histona tienen la secuencia consenso de fosforilación por CDKs: TPXR 

(en el que la letra T indica la treonina blanco de fosforilación, la letra X representa 

cualquier aminoácido y la letra R representa al aminoácido básico arginina), mientras 

que el sitio identificado en la ciclina es una serina seguida de una prolina, entonces el 

sitio no sería una secuencia óptima de fosforilación, debido a la ausencia de un 
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aminoácido básico (lisina o arginina) en la posición +3, si se considera que la treonina 

blanco de fosforilación es la posición 0 (Holmes y Solomon, 1996) .  

La secuencia consenso de fosforilación por CDKs se determinó principalmente para 

los complejos CycA-CDK2, CycE-CDK2, CycA-CDK1 y CycE-CDK2 de humano, los 

cuales mostraron una preferencia más o menos similar para fosforilar la secuencia 

consenso (Holmes y Solomon, 1996). Sin embargo, cuando se estudió la secuencia 

consenso de fosforilación para el complejo CycD1-CDK4, se observó en un péptido 

que contenía la secuencia consenso, que cuando la treonina blanco de fosforilación 

era antecedida por una alanina la eficiencia de fosforilación disminuía un 70%, incluso, 

el complejo fue incapaz de fosforilar a histona H1. Cuando en la secuencia consenso 

la treonina blanco de fosforilación se sustituyó por una serina, la eficiencia de 

fosforilación se incrementó un 100% (Kitagawa et al., 1996). Lo anterior junto con los 

resultados experimentales obtenidos en este trabajo, sugiere que las preferencias de 

fosforilación por complejos que incluyen a ciclinas tipo D se conservan entre plantas y 

animales, ya que por una parte, en la histona que se utilizó para evaluar la actividad 

del complejo ZmCycD2;2a-ZmCDKA1, todos los sitios putativos de fosforilación están 

precedidos por una alanina, lo que podría explicar porque la histona se fosforiló con 

menor eficiencia que ZmCycD2;2a, aunque cabe destacar que el complejo estudiado 

si pudo fosforilar a  histona H1, de manera similar a lo que se ha reportado para otros 

complejos que incluyen a ciclinas D en plantas (Boniotti y Gutiérrez, 2001; Nakagami 

et al., 2002; Koroleva et al., 2004; Gutiérrez et al., 2005). Por otra parte, el sitio de 

fosforilación que se identificó en ZmCycD2;2a mediante la herramienta bioinformática 

es una serina, que como se mencionó, es un residuo sobre el que el complejo CycD1-

CDK4 de humano tiene una mayor eficiencia de fosforilación. Además de la serina 

identificada como posible blanco de fosforilación, ZmCycD2;2a tiene una serina más 

que se encuentra seguida de una prolina. La serina probablemente no se predijo como 

posible blanco de fosforilación debido a que no se encuentra en una región de alta 

accesibilidad, sin embargo, está cerca del extremo carboxilo terminal, mismo que 

podría sufrir algún cambio conformacional cuando la ciclina es reconocida por el 

complejo ciclina-CDK, lo que podría incrementar la exposición de los residuos 

favoreciendo su fosforilación. 
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La fosforilación de histona H1 por complejos CycD-CDKs en plantas, podría ser 

consecuencia de la plasticidad que se ha sugerido podrían tener los complejos ciclina-

CDK que incluyen a ciclinas tipo D, para participar en otras fases del ciclo celular (Kono 

et al., 2003, Koroleva et al., 2004; Godínez-Palma et al., 2013), lo cual implicaría la 

fosforilación de sustratos diferentes a RBR, que en su mayoría tiene residuos de serina 

como blanco de fosforilación (Boniotti y Gutiérrez, 2001; Kawamura et al., 2006), 

similar a los blancos putativos de fosforilación encontrados en ZmCycD2;2a.  

Se requieren hacer estudios más detallados para determinar si realmente existe una 

secuencia consenso diferente para complejos ciclina-CDK que incluyen a ciclinas tipo 

D. Lo anterior será de gran interés, ya que por lo general se asume que la secuencia 

consenso de fosforilación para las CDKs es la misma para todo tipo de complejos 

ciclina-CDK, sin embargo, en este trabajo los experimentos sugieren que podría no ser 

así, similar a lo que se determinó para el complejo CycD1-CDK4 de humano (Kitagawa 

et al., 1996). Por otra parte, para complejos ciclina-CDK de plantas no existen estudios 

sobre las secuencias que se fosforilan preferencialmente, lo cual hace aún más 

interesante el estudio de la secuencia o las secuencias consenso de fosforilación de 

los complejos ciclina-CDK en plantas. 

Cuando se evaluó la fosforilación de diferentes fragmentos de la proteína RBR, cuyo 

papel en la regulación de la transición G1/S en las plantas ha sido demostrado (Park 

et al., 2005; Desvoyes et al., 2006), no existió diferencia entre utilizar a la RBR que 

incluía solo el extremo carboxilo terminal (RBRCT) o a la RBR que incluía el dominio 

“pocket” y el extremo carboxilo terminal (RBRPC) (Fig. 14, carriles 8 y 9). Parece haber 

una mejor fosforilación de la proteína que incluye el dominio “pocket”, sin embargo, la 

cantidad de proteína que se incluyó para realizar el ensayo se hizo con respecto a la 

banda de más alta masa (80 kDa), y no se consideró para la cuantificación un producto 

incompleto o de degradación que está por debajo de la banda de 80 kDa (ver 

Apéndice, Fig. A23 a y b, carril 5), así que si solo se considera la banda de más alta 

masa se observa que ambos sustratos se fosforilan mas o menos a niveles similares. 

Cuando se realizó la fosforilación de RBRPC con el complejo ZmCycD2;2-ZmCDKA1 

parcialmente activado, fue más fácil observar que son dos bandas las que están siendo 
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fosforiladas y que el nivel de fosforilación entre RBRPC y RBRCT es muy similar 

(Fig.14, carriles 2 y 3).  

Tanto en plantas como en animales se ha determinado que la mayor cantidad de sitios 

blanco de fosforilación por CDKs en las proteínas RB y RBR se encuentran en el 

extremo carboxilo terminal (Connell-Crowley et al., 1997; Adams et al., 1999; Boniotti 

y Gutiérrez, 2001; Kawamura et al., 2006). Además, en humanos se ha demostrado 

que diferentes complejos de ciclinas-CDKs fosforilan a la proteína de manera 

diferencial, tanto en el extremo amino terminal, como en el dominio “pocket” y el 

extremo carboxilo terminal (Connell-Crowley et al., 1997; Zarkowska y Mittnacht, 

1997), siendo la fosforilación de ciertos residuos del extremo carboxilo terminal, 

importante para impedir la interacción de RB con el factor de transcripción E2F 

(Knudsen y Wang, 1997). En humanos la fosforilación es mediada principalmente por 

el complejo CycD1-CDK4 (Connell-Crowley et al., 1997), mientras que estudios en 

plantas indican que también complejos ciclina-CDKs que contienen a ciclinas tipo D, 

median la fosforilación de RBR para impedir su interacción con E2F (Boniotti y 

Gutiérrez, 2001; Nakagami et al., 2002; Koroleva et al., 2004). Tomando en cuenta lo 

anterior, tiene sentido el no haber observado una diferencia en la fosforilación de las 

dos versiones de RBR, ya que el complejo que se está utilizando incluye a una ciclina 

D, que dirigiría la fosforilación hacia los residuos que se encuentran principalmente en 

el extremo carboxilo terminal. 

Es probable que no todos los sitios en RBRPC estén siendo fosforilados 

eficientemente, ya que a pesar de que RBRPC tiene siete sitios putativos de 

fosforilación por CDKs en su extremo carboxilo, el nivel de fosforilación que se observa 

entre RBR y CycD2;2 es muy similar (Fig. 17a, comparar carriles 6 y 8). Cuando se 

analizó la secuencia de CycD2;2 para encontrar los sitios putativos de fosforilación, se 

observó la presencia de una secuencia RXL, dicho motivo ha sido reportado necesario 

para la fosforilación de ciertos residuos en la proteína p107 (un miembro de la familia 

de proteínas “pocket” a la que también pertenece RB) por el complejo CycD1-CDK4 

(Leng et al., 2002), entonces, la presencia del motivo RXL en ZmCycD2;2a podría 

favorecer su fosforilación, mientras que en RBRPC su ausencia podría explicar porque 
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la proteína no se fosforiló tan eficientemente a pesar de tener siete sitios putativos de 

fosforilación. Será interesante evaluar la funcionalidad del motivo en el reconocimiento 

de sustratos por complejos ciclina-CDK de plantas, ya que solo existen estudios en 

humanos y levaduras en los que se hace evidente la importancia de este motivo para 

que ciertos complejos ciclina-CDK reconozcan y fosforilen a sustratos que contienen 

el motivo (revisado en Ubersax y Ferrell, 2007). 

 

7.5. Inhibición de la actividad de cinasa por la proteína Wee1 de maíz. 

No en todos los eucariontes parece esencial el papel de Wee1 en el control de la 

transición G/2 M. Por ejemplo, en S. cerevisiae la fosforilación de Cdc28 por la proteína 

Swe1 (homólogo de la proteína Wee1) en el residuo equivalente a la tirosina 15 y su 

posterior desfosforilación no son esenciales para la iniciación de la mitosis (Amon et 

al., 1992). Sin embargo, la fosforilación se vuelve esencial para la viabilidad de la 

levadura en respuesta a perturbaciones en la morfología de la gema o del 

citoesqueleto de actina (McMillan et al., 1998). En tales condiciones, la activación de 

Cdc28 es inhibida por el “checkpoint” de morfogénesis, una vía que previene la 

inactivación de Swe1, bloqueando con ello la entrada a mitosis (Revisado en Keaton y 

Lew, 2006). Adicionalmente, como fue previamente discutido en la introducción, la 

funcionalidad de Wee1 en plantas parece ser especie dependiente. 

En maíz, se ha sugerido que Wee1 podría estar regulando la endorreduplicación (Sun 

et al., 1999), sin embargo, su papel como regulador del ciclo celular no ha sido 

estudiado. En el laboratorio donde se desarrolló esta tesis, se ha investigado, in vivo, 

si la fosforilación de las CDKs tipo A y B en el residuo equivalente a la Y15 controla su 

actividad. Para ZmCDKA se observó una clara correlación entre menores niveles de 

actividad y una putativa fosforilación en la Y15, sin embargo, a pesar de que 

ZmCDKB1;1 fue activa, no existió una correlación entre la putativa fosforilación en la 

Y15 y una modificación de la actividad cinasa (Godínez-Palma, 2015). Este resultado 

en apariencia contradictorio, hace surgir la pregunta de si realmente la fosforilación de 
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las CDKs de maíz en los residuos equivalentes a la T14 y Y15 o en ambos, provoca la 

inhibición de la actividad cinasa. 

Con lo anterior en mente, se evaluó el efecto de incubar al complejo ZmCycD2;2-

ZmCDKA1 (obtenido de la coexpresión con la Cak1p) con la proteína ZmWee1, y fue 

evidente que para obtener mayores niveles de inhibición fue necesaria la proteína 

intacta. Estudios de la proteína Wee1 de humano han demostrado que en el extremo 

amino se encuentran aminoácidos importantes para que Wee1 reconozca a sus 

sustratos, ya que cuando solo el dominio cinasa es utilizado para fosforilar a su blanco 

fisiológico: el complejo CycB-CDK1, el dominio cinasa es incapaz de fosforilar a la 

CDK, mientras que la proteína completa si fosforila a la CDK1 en el complejo (Parker 

et al., 1992) ; por otra parte, cuando una versión de Wee1 que carece de un fragmento 

del extremo amino es utilizada para fosforilar a la CDK1 monomérica, o a un péptido 

de 14 aminoácidos que contiene a la Y15 de la CDK1, la cinasa es capaz de fosforilar 

a los sustratos, en contraste, cuando se utiliza a la proteína Wee1 completa para 

fosforilar a los mismos sustratos, en ambos casos la cinasa es incapaz de llevar a cabo 

la fosforilación (Parker et al., 1995). Entonces, parece que al menos en maíz, la 

funcionalidad del extremo amino para que Wee1 reconozca a sus blancos está 

conservada, además, como lo sugieren los estudios realizados en humano, la 

presencia del extremo amino terminal parece fundamental para una función con 

significado fisiológico. Cuando se realizó la purificación del complejo ZmCycD2;2a-

ZmCDKA1 a partir de la coexpresión del mismo con la proteína ZmWee1L, se observó 

la copurificación de ésta última (Fig. 9b, panel i, carriles 7, 8 y 9), por lo que para 

confirmar la funcionalidad del extremo amino en el reconocimiento del complejo ciclina-

CDK, será necesario realizar la coexpresión del complejo ZmCDKA1-ZmCycD2;2a con 

ZmWee1S, y verificar en la purificación del complejo que una menor cantidad de 

ZmWee1S copurifica.   

En el ensayo de inhibición de la actividad se observó la autofosforilación de ZmWee1, 

ya que cuando esta se agregó al ensayo de actividad solo con ATP32, apareció una 

señal a la altura tanto de Wee1L como de Wee1S (Fig. 15a, carriles 2 y 3). La 

autofosforilación de Wee1 es algo que previamente se ha observado en ensayos de 
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fosforilación de CDKs utilizando Wee1 (Parker et al., 1992; Lee et al., 1994; Watanabe 

et al., 1995, Booher et al., 1997). In vivo, tanto en humano como en X. laevis, se ha 

determinado que dicha autofosforilación es importante para la actividad de Wee1, sin 

embargo, se ha demostrado que la mutación de los sitios de autofosforilación de Wee1 

en X. laevis no afectan la habilidad de Wee1 para fosforilar a la CDK1 in vitro (revisado 

en Perry y Kornbluth, 2007). Se tendrá que verificar si en ZmWee1 la autofosforilación 

tiene algún efecto en su actividad. 

En los ensayos en los que además de cualquiera de las dos versiones de ZmWee1 se 

incluyó al complejo ZmCycD2;2a-ZmCDKA1 (activo), se observó un incremento en la 

señal de fosforilación de ZmWee1, lo que pudo deberse a dos posibilidades: la primera 

es que el complejo Cyc-CDK fosforile a ZmWee1 directamente, y la segunda es que 

se estimule la autofosforilación de ZmWee1 debido a la presencia del complejo. En el 

extremo carboxilo terminal de la proteína Wee1 de diferentes especies, existe un 

número considerable de sitios de fosforilación por CDKs (Kim y Ferrell, 2007), 

adicionalmente, en humano se ha reportado que in vivo el complejo CycB1-CDK1 

fosforila y en consecuencia inhibe la actividad de Wee1 (Revisado en Wieser y Pines, 

2015), aunque in vitro la fosforilación de Wee1 por el mismo complejo no tiene ningún 

efecto (Watanabe et al., 1995). Entonces, en los ensayos realizados es probable que 

lo que está ocurriendo sea la fosforilación de ZmWee1 por el complejo Cyc-CDK, ya 

que cuando el complejo está en presencia de ZmWee1S, que inhibió menos eficiente 

la actividad de la CDK, la fosforilación de ZmWee1S se incrementó; en contraste, la 

ZmWee1L que fue más eficiente para inhibir la actividad del complejo se ve menos 

fosforilada (Fig. 15a, comparar carriles 9 y 10). No obstante, será necesario mediante 

mutantes catalíticamente inactivas, tanto de ZmCDKA1 como de ZmWee1, definir a 

quien se debe el incremento en la fosforilación de ZmWee1, y de forma similar a la 

autofosforilación, definir si la fosforilación de ZmWee1 por el complejo ZmCycD2;2a-

ZmCDKA1, o un incremento de la autofosforilación tiene algún efecto en la actividad 

de ZmWee1. 

Fue de llamar la atención que a pesar de que se observó la inhibición de la actividad 

del complejo ZmCycD2;2a-ZmCDKA1, ni con ZmWee1S, ni con ZmWee1L se observó 
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una evidente fosforilación de ZmCDKA1. Cabe mencionar que cuando ZmWee1L se 

preincubó con ATP frío y el complejo ciclina-CDK activo, y posteriormente a la misma 

reacción se agregó ATP32 e histona para verificar la inhibición de la actividad de la 

CDK, no se observó una mayor inhibición, ni un patrón de fosforilación diferente, 

comparado a cuando todos los componentes se agregaron al mismo tiempo a la 

reacción (resultado no mostrado). Lo anterior se realizó con la finalidad de incrementar 

la fosforilación de la CDK por ZmWee1L y en consecuencia aumentar la inhibición, sin 

embargo, el no observar un incremento de la inhibición sugiere que realmente no hubo 

fosforilación de la CDK. Cabe mencionar que para el experimento descrito no se utilizó 

la máxima concentración de ZmWee1L, que fue capaz de abatir casi por completo la 

fosforilación de histona H1. 

El que la histona y ZmCDKA1 estén cercanas en peso podría estar dificultando 

observar la fosforilación de la CDK, sin embargo, cuando se utilizó un segundo sustrato 

(ZmRBRPC) para tratar de observar la fosforilación de la CDK al mismo tiempo que se 

inhibía su actividad, tampoco fue evidente la fosforilación de ZmCDKA1 (Fig. 16a, carril 

9), mientras que se observó nuevamente que ZmWee1L fue mejor inhibiendo la 

actividad de la CDK que ZmWee1S (Fig. 16a, comparar carriles 8 y 9), en este último 

caso, en apariencia ZmWee1S no parece estar inhibiendo la fosforilación de 

ZmRBRPC, sin embargo, hay que considerar que hay dos bandas que corresponden 

al sustrato y que la banda por debajo de 80 kDa se sobrelapa con la banda de 

fosforilación de ZmWee1S, entonces esto impidió observar la inhibición de la 

fosforilación de la proteína RBRPC de menor masa molecular. 

A diferencia del abatimiento de la fosforilación por ZmWee1 que se observó sobre 

RBRPC o sobre histona H1, la fosforilación sobre ZmCycD2;2a no fue inhibida con la 

misma eficiencia (Fig. 17a, comparar carriles 6 y 7). Esto podría explicarse, como se 

mencionó anteriormente, por la aparente competencia que existe entre ZmCycD2;2a 

y ZmWee1 por unirse a ZmCDKA1, que podría ser el mecanismo que estaría utilizando 

ZmWee1 para inhibir la actividad cinasa de la CDK. Entonces, durante el ensayo de 

inhibición ZmWee1L desplazaría a la ciclina en el complejo ZmCycD2;2a-ZmCDKA1 

(activo), formando el complejo ZmWee1L-ZmCDKA1 que carecería de actividad, sin 
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embargo, al haber un exceso de ciclina en el ensayo ésta desplazaría el equilibrio  

hacia la formación del complejo ciclina-CDK, provocando una recuperación de la 

actividad. Para demostrar el mecanismo propuesto será importante realizar un ensayo 

con otro sustrato y la adición de un exceso de ciclina, lo que debería provocar que la 

actividad del complejo ZmCycD2;2a-ZmCDKA1 no sea importantemente modificada 

por la adición de ZmWee1. También realizar los ensayos de actividad utilizando la 

mutante catalíticamente inactiva de Wee1L, corroboraría que ZmWee1 es capaz de 

inhibir la actividad del complejo ciclina-CDK independientemente de su actividad 

cinasa.  

En adición a lo anterior, otro mecanismo que podría ayudar a inhibir la actividad del 

complejo Cyc-CDK independientemente de la fosforilación de la CDK por ZmWee1, es 

que esta última actuara como un sustrato que se fosforila con poca eficiencia y se une 

con alta afinidad, este sería el caso de ZmWee1L; que interaccionó de manera estable 

con ZmCDKA1 y no se fosforiló tan eficientemente como ZmWee1S. El mecanismo 

sugerido podría explicar porque ZmWee1 inhibió con mayor eficiencia la fosforilación 

de la histona, que al parecer fue un peor sustrato, en comparación a la inhibición que 

se observó para la ciclina, misma que en experimentos anteriores pareció ser mejor 

sustrato que la histona; en consecuencia, sería más difícil para ZmWee1 desplazar a 

la ciclina que a otros sustratos que se unen con menor afinidad al complejo ciclina-

CDK. El mecanismo de inhibición sugerido también se ha propuesto para inhibidores 

que forman complejos de larga duración con complejos ciclina-CDK, y que al mismo 

tiempo son fosforilados por el complejo (Ferrell y Kim, 2007). 

Los ensayos realizados sugieren que ZmWee1 estaría inhibiendo la actividad cinasa 

del complejo ZmCycD2;2a-ZmCDKA1 independientemente de la fosforilación de la 

CDK. Esta forma de inhibición de CDKs por Wee1, es algo que se ha reportado 

previamente en S. cerevisiae. Aparentemente el mecanismo de inhibición en la 

levadura implica que Swe1 se queda unido como un pseudosustrato al complejo 

ciclina-CDK, aunque la interacción es reversible (Booher et al., 1993; McMillan et al., 

1999). Sin embargo, en este trabajo la interacción de ZmWee1L con ZmCDKA1, 

pareció ser más persistente, además los experimentos sugieren que ZmWee1L 
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desplazó a ZmCycD2;2a de ZmCDKA1, provocando con ello la caída de la actividad 

del complejo, por lo que ZmWee1 estaría actuando por un mecanismo no descrito con 

anterioridad en otro sistema para inhibir la actividad del complejo ZmCycD2;2a-

ZmCDKA1, aunque no se puede descartar que ZmWee1L también esté actuando 

como un pseudosustrato para el complejo Cyc-CDK.  

Finalmente, la inhibición de la actividad basal del complejo ZmCycD2;2a-ZmCDKA que 

se observó cuando el complejo se purificó de la coexpresión con ZmWee1 (Fig. A21a, 

comparar carriles 2 y 3), podría deberse a que una menor cantidad de ZmCycD2;2a 

copurificó con ZmCDKA1 (ver Apéndice, Fig. 22c, comparar carriles 4 y 8). 

Adicionalmente, no se puede descartar que la fosforilación de la CDK por ZmWee1, y 

la presencia de esta interaccionando con el complejo ciclina-CDK estén contribuyendo 

a la inhibición de la actividad. La fosforilación de ZmCDKA1 en el ensayo de actividad, 

podría estar mediada por la proteína ZmWee1L que copurificó con el complejo ciclina-

CDK, y es probable que algo en la bacteria favorezca dicha fosforilación, ya que como 

se mencionó, en ninguno de los ensayos in vitro utilizando tanto a la CDK como al 

complejo Cyc-CDK purificado, fue evidente la fosforilación de la CDK por ZmWee1. 

Para que Swe1 fosforile a Cdc28 en el residuo equivalente a la Y15 de la CDK2, se ha 

reportado que primero es necesario que el complejo Clb2-Cdc28 fosforile a Swe1, la 

fosforilación de esta favorece su asociación al complejo y también su activación, para 

que posteriormente Swe1 fosforile a Ccd28 e inhiba su actividad (Harvey et al., 2005). 

Un mecanismo similar que implique la fosforilación de ZmWee1L por el complejo 

ZmCycD2;2-ZmCDKA1 para su activación, y que este mecanismo se vea favorecido 

en la bacteria por la coexpresión del complejo ciclina-CDK con ZmWee1, podría 

explicar porque en la bacteria si ocurrió la fosforilación de la CDKA por ZmWee1. 

Estará por ser demostrado que la fosforilación de ZmCDKA1 por ZmWee1 inhibe su 

actividad; y si esto resultara cierto, ZmWee1 dispondría de al menos dos mecanismos 

para inhibir la actividad de ZmCDKA1. El que pudiera actuar uno u otro mecanismo in 

vivo, podría depender de la concentración de ZmWee1. Tal vez a bajas 

concentraciones ZmWee1 actúe fosforilando a las CDKs e inhibiendo su actividad, y 

dicho mecanismo sería dependiente de una ciclina unida a la CDK, ya que como se 



93 
 

demostró en este trabajo, la fosforilación por ZmWee1 se estimuló en presencia de 

ZmCycD2;2a. Para este mecanismo también podría ser importante qué tipo de ciclina 

está unida a la CDK, ya que como fue mencionado, existen reportes de que Wee1 solo 

fosforila e inhibe la actividad de CDKs en complejo con ciertas ciclinas. Por otra parte, 

a altas concentraciones de ZmWee1, la proteína podría actuar más como un inhibidor 

tipo KRP, y como se demostró en este trabajo, dado que aparentemente no es 

necesaria la presencia de la ciclina para la interacción de ZmWee1 con ZmCDKA1, la 

inhibición sería hasta cierto punto independiente de la ciclina asociada a la CDK, tal 

vez solo importaría con que afinidad se une la ciclina a la CDK para que pudiera o no 

ser desplazada con facilidad de la CDK por ZmWee1. Para este mecanismo tal vez 

sería importante la CDK, ya que estará por ser demostrado si ZmWee1 interacciona 

con otras CDKs de maíz, p. ej. CDKs tipo B. 
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8. Conclusiones. 

La metodología de coexpresión robusta permitió estudiar diferentes aspectos de la 

cinasa ZmCDKA1, entre los que destacan: su asociación in vitro con proteínas del ciclo 

celular, los mecanismos que pueden llevar a su activación, su preferencia para, en 

complejo con ZmCycD2;2a, fosforilar preferencialmente a ciertos sustratos, y  la 

inhibición de su actividad por la cinasa ZmWee1. 

Con respecto a la asociación, fue evidente que la sola presencia de ZmCDKA1 y 

ZmCycD2;2a fue suficiente para su interacción, por otra parte, la CDK se asoció 

eficientemente a ZmWee1 y en menor medida a la Cak1p. Los resultados de 

asociación entre la CDK, la ciclina y Wee1 permitieron sugerir que estas dos últimas 

compiten por un mismo sitio para su asociación a la CDK, lo cual podría ser relevante 

en el mecanismo que estaría utilizando ZmWee1 para inhibir la actividad cinasa de 

ZmCDKA1.  

La coexpresión del complejo ciclina-CDK con la Cak1p permitió la eficiente 

reconstitución de la actividad de la CDK, lo que se debió en gran medida a la 

fosforilación de la CDK por la Cak1p (Fig. 18a). Cuando se identificó dicha fosforilación 

se determinó que el anticuerpo utilizado no fue muy específico, ya que este también 

identificó a la CDK que no estaba fosforilada, aunque en menor medida. 

 

Figura 18. Mecanismos que llevan a la activación de ZmCDKA1. 
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Por otra parte, se determinó que se puede reconstituir la actividad de la CDK por su 

fosforilación por la Cak1p y la posterior asociación con ZmCycD2;2a, (Fig. 18b), dicho 

mecanismo podría ser relevante para la activación de la CDK in vivo, ya que al igual 

que en otras plantas, en maíz existen cinasas putativas que podrían fosforilar la forma 

monomérica de la CDK. Cuando se estudió la actividad de la CDK sobre diferentes 

sustratos se hizo evidente una cierta preferencia por la fosforilación de ZmCycD2;2a, 

que podría ser consecuencia del contexto en el que se encuentran los aminoácidos 

susceptibles de fosforilación, aunque será necesario realizar estudios más dirigidos 

que permitan sustentar lo anterior.  

Finalmente, se tuvo éxito al inhibir la actividad cinasa de ZmCDKA1 con la proteína 

ZmWee1, y el grado de inhibición dependió de una ZmWee1 intacta y de su 

concentración. Con base en los estudios de asociación y los ensayos de actividad 

cinasa se sugiere que la inhibición no dependería de la actividad cinasa de ZmWee1; 

en su lugar, ZmWee1 desplazaría a la ciclina del complejo ciclina-CDK, lo que 

provocaría la caída de la actividad de la CDK (Fig. 19a). Adicionalmente, no se pudo 

determinar si la fosforilación de ZmCDKA1 por ZmWee1, que pudo ser detectada 

exitosamente mediante un anticuerpo comercial, pudo contribuir a reducir la actividad 

cinasa de la CDK mediante el mecanismo que se ha reportado clásicamente (Fig. 19a). 

 

Figura 19. Mecanismos que inhibirían la actividad de ZmCDKA1.   
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9.  Materiales y métodos 

9.1. Material biológico 

9.1.1. Ejes embrionarios 

Los ejes se extrajeron de semillas de maíz (Zea mays var. Chalqueño) que se 

encontraban almacenadas a 4° C; previo a su imbibición, los ejes fueron lavados con 

una solución de hipoclorito de sodio al 0.5% y agua desionizada estéril. 

9.1.2. Cepas 

Para la clonación de los plásmidos de clonación y expresión se utilizó la bacteria E. 

coli cepas: XL10-GOLD, XL1-BLUE. TOP-10 y DB3.1; mientras que para la expresión 

de las proteínas recombinantes se utilizó a la bacteria E. coli cepa Tuner. 

9.1.2. Plásmidos 

La clonación de ZmCDKA y ZmCYCD2;2-malE se realizó en el vector pGEM-T Easy 

(Promega®) (ver Apéndice, Esquema A1); éste contiene como marcador de selección 

a una secuencia que codifica para un fragmento la β-galactosidasa, la cual facilitó la 

identificación de colonias que contenían al vector con el inserto que se deseaba clonar. 

Posteriormente, las secuencias clonadas en pGEM-T Easy se subclonaron al vector 

pCDFDuet-1 (Novagen®, cat: 71340-3) (ver Apéndice, Esquema A2 y A3) para su 

expresión. Por otra parte, tanto Cak1 como ambas versiones de ZmWee1 (S y L) se 

clonaron en el vector de entrada pENTR (Invitrogen®, cat: K2400-20) y posteriormente 

las secuencias codificantes clonadas se recombinaron al vector pDEST15 

(Invitrogen®, cat: 11802014) (ver Apéndice, Esquema A6) para su expresión. 

9.1.3. Cultivos bacterianos 

Los cultivos líquidos de bacterias se realizaron en medio Luria-Bertani (LB) 

(Invitrogen®) con los antibióticos requeridos a las concentraciones indicadas en la 

Tabla I. Cuando en el cultivo se requirió utilizar más de un antibiótico debido a la 

presencia de más de un plásmido en la bacteria, se utilizó la mitad de la concentración 

de cada antibiótico. 
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Antibiótico Concentración 

(μg/mL) 

Ampicilina 100 

Estreptomicina 50 

Cloranfenicol 35 

Kanamicina 50 

 
Tabla I. Concentraciones de antibióticos utilizadas durante los cultivos. 

 

La incubación de precultivos se realizó a una temperatura de 37° C a 150 revoluciones 

por minuto (rpm) por 16 horas; mientras que cuando en el cultivo se realizó la inducción 

de proteína recombinante, la agitación se aumentó a 200 rpm. Los cultivos de 

volúmenes pequeños (≤5mL) se incubaron en tubos de ensayo de 18 mm X 100 mm, 

mientras que para volúmenes grandes (≥50mL) se emplearon matraces Erlenmeyer 

con un volumen de al menos tres veces el volumen utilizado de medio de cultivo. Los 

cultivos sólidos se realizaron en cajas Petri de plástico con agar; tanto el caldo como 

el agar LB se esterilizaron en autoclave con calor húmedo. Cuando el agar LB se utilizó 

para monitorear la clonación en pGEMT-Easy®, se adicionó X-gal (SIGMA-

ALDRICH®, cat: 10745740001) (previamente disuelto en N,N-dimetilformamida) a una 

concentración final de 20 μg/mL, IPTG (Calbiochem®, cat: 420322) a una 

concentración final de  0.5 mM y ampicilina (100μg/mL), previo descenso de la 

temperatura (≈40° C). Para el resto de cultivos que requirieron agar LB más algún 

antibiótico, este último se disolvió en una disolución “stock” conforme a lo indicado por 

el fabricante y posteriormente se adicionó a las cajas con agar, de acuerdo a la 

concentración indicada en la Tabla I. 

9.1.4. Imbibición de ejes embrionarios. 

En una campana de flujo laminar, los ejes embrionarios desinfectados fueron 

colocados en cajas Petri de plástico estériles que contenían un papel filtro (estéril) en 

el fondo, previamente humectado con 1 mL de solución amortiguadora (estéril) de 

imbibición (50 mM Tris-HCl, 50 mM KCl, 10 mM MgCl2, sacarosa 2% p/v, pH 7.4). Las 

cajas se cerraron e incubaron a 25º C en una estufa por 6, 12, 24 o 36 h. 
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9.2. Técnicas generales. 

 

9.2.1.1. Electroforesis de DNA 

Para monitorear el DNA proveniente de la extracción de plásmido, de las reacciones 

de amplificación y de las de digestión de DNA, se realizaron electroforesis en gel de 

agarosa al 0.9%. El gel se preparó con solución amortiguadora TAE 1X (Tris 50mM, 

acetato de sodio 1mM, EDTA 2mM) pH 8.5 y agarosa (Invitrogen®); la mezcla se 

calentó en un horno de microondas y se agitó hasta la total disolución de la agarosa; 

por cada 100 mL de disolución se adicionaron 5 μL de bromuro de etidio (10mg/mL).  

Según el volumen a cargar en cada pozo, a cada muestra se adicionó amortiguador 

de carga para DNA 6X (0.25% azul de bromofenol, 0.25% xilen cianol FF, 30% de 

glicerol en agua) para una concentración final 1X. Posteriormente, se agregó solución 

amortiguadora TAE 1X a la cámara de electroforesis hasta cubrir el gel y las muestras 

se cargaron en los pozos del gel; finalmente, la electroforesis se corrió a 85 volts (V). 

El gel se observó en un transiluminador (UV-Transilluminator, UVP inc) y los geles se 

fotoducumentaron en un equipo ChemiDoc (Bio-Rad). 

9.2.1.2. 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 Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit (Zymoresearch®, cat: D4001), 

siguiendo las instrucciones del fabricante.  

9.2.1.3. Purificación de DNA plasmídico  

La purificación de plásmidos (vectores de clonación y de expresión) se realizó con el 

kit comercial Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit (Zymoresearch®, cat: D4036), siguiendo 

las instrucciones del fabricante. 
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9.2.1.4. Preparación de células competentes 

Las células competentes de las cepas utilizadas se prepararon inoculando 3 mL de 

medio LB con la cepa correspondiente; posteriormente, el cultivo se creció toda la 

noche (O/N) a 37° C y 150 rpm. Del precultivo se tomaron 0.5 mL para inocular 50 mL 

de medio LB (estéril) contenido en un matraz Erlenmeyer y éste se incubó 3 h a 37° C 

en agitación constante (150 rpm). Transcurrido el tiempo de incubación, el matraz se 

incubó en hielo por 15 minutos y después el cultivo se vertió a un tubo Falcon estéril. 

El tubo se centrifugó a 5000 rpm, durante 10 minutos (4° C). El “pellet” se resuspendió 

cuidadosamente en 20 mL de cloruro de calcio 0.1 M y posteriormente las células se 

volvieron a incubar en hielo por 20 minutos. Nuevamente los tubos se centrifugaron a 

5000 rpm durante 10 minutos (4° C) y el “pellet” se resuspendió cuidadosamente en 

1.5 mL de cloruro de calcio 0.1 M (glicerol 15% v/v). El volumen final se repartió en 

alícuotas de 100 μL en tubos eppendorf de 1.5 mL y luego los tubos se incubaron en 

hielo durante una hora. Finalmente, los tubos se sumergieron en nitrógeno líquido y 

las células fueron almacenadas a -70° C. 

9.2.1.5. Transformación de células competentes 

La transformación de una alícuota de células competentes con los productos de 

ligación se realizó con el volumen indicado posteriormente para cada tipo de reacción 

de ligación; mientras que cuando se utilizó plásmido cerrado para transformar, se 

utilizaron 5 ng del mismo. Por otra parte, para las cotransformaciones se utilizaron 100 

ng de cada plásmido. El DNA se homogenizó cuidadosamente con las bacterias y 

posteriormente, las bacterias se incubaron en hielo durante 30 minutos; a continuación, 

se aplicó un choque térmico a 42° C durante el tiempo estipulado por el fabricante para 

cada cepa (alrededor de 30 segundos) y cada tubo se incubó en hielo por 2 minutos 

más. Se añadieron 0.9 mL de medio LB (sin antibiótico) y las bacterias se recuperaron 

durante 80 minutos en agitación (150 rpm) a 37° C.  

Cuando se transformó con los productos de ligación, las bacterias se centrifugaron por 

1 minuto a 4000 rpm, se desecharon 900 µL del medio de cultivo y las células se 

resuspendieron en el medio restante, para posteriormente plaquear todo el volumen 
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en cajas Petri con agar LB y antibiótico. Cuando la transformación se realizó con 

plásmido cerrado, directamente se tomaron 50 μL de las bacterias recuperadas en el 

medio LB y éstas se plaquearon en agar LB con antibiótico. Finalmente, las cajas Petri 

inoculadas se incubaron O/N a 37° C. 

9.2.1.6. Extracción de RNA 

Los ejes embrionarios o los tejidos obtenidos a partir de la mazorca, fueron utilizados 

para la obtención de RNA, el cual se extrajo con el reactivo TRIzol® (Invitrogen®, cat: 

15596026) de acuerdo a las instrucciones indicadas por el fabricante. La integridad del 

RNA se monitoreó en un gel de agarosa al 1.5% y posteriormente el RNA fue 

cuantificado. 

9.2.1.7. Obtención de cDNA 

2 µg de RNA fueron digeridos con DNAasa I (grado amplificación) (SIGMA-

ALDRICH®, cat: AMPD1-1KT) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Al RNA 

se le agregaron 2 µL de una mezcla de oligo dT (500 µg/mL) y la mezcla con el RNA 

se incubó por 5 minutos a 70° C, concluida la incubación la mezcla se sumergió 

inmediatamente en hielo. La retrotranscripción se realizó con la transcriptasa reversa 

M-MLV (Promega®, cat: M1701) y se siguieron las instrucciones del fabricante para 

su realización; dicha retrotranscripción se llevó a cabo a 37° C durante una hora. 

9.2.1.8. Amplificación de DNA 

Para la amplificación del DNA que codificaría para las proteínas que se deseaba clonar 

o subclonar, se diseñaron cebadores con ayuda de los programas AmpliFX v.1.7.0 y 

Oligo7 v.7.57. Según se requirió, a los cebadores que servirían para clonar a las 

secuencias que codifican para las proteínas CDKA1 y CycD2;2-MBP se les agregó, en 

su extremo 5’, secuencias que son reconocidas por diversas enzimas de restricción; lo 

anterior con la finalidad de realizar una clonación dirigida en los vectores de expresión. 

Por otra parte, a los cebadores que amplificarían a las secuencias Wee1 (S y L) y Cak1 

se adicionaron secuencias específicas para su clonación dirigida en el vector 

pENTR/D-TOPO. Lo anterior de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Tabla II).  
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Cebador Secuencia (5’-3’) Sitio de 

restricción  

Temperatura de 

alineamiento (°C) 

Fwd CDKA GGATCCGGAGCAGTACGAGAAGGTG BamHI 61 

Rev CDKA CTTAAGCCTGTACCACTTCAAGGTC AflII 57 

Fwd CYCD2 CATATGGTGCCTGGCTATGACT NdeI 56 

Rev CYCD2 AGAGTTACCCAAAGAATTGCCAGTGATCCTTCTCCTCTTGC N/A 67 

Fwd MBP GGCAATTCTTTGGGTAACTCTTCGGCTCTCGCCAAAATCG N/A 68 

Rev MBP CCTAGGCTTTCAGGGCTTCATCGACA AvrII 62 

Fwd WEE1 CACCATGCTGAGGACCAAGACCC N/A 61 

Fwd2 WEE1 CACCTTCTGCACCCCGGACTACAT N/A 62 

Rev WEE1 CTACTTCGATGAGGCCTTGT N/A 53 

Fwd Cak1 CACCATGAAACTGGATAGTATAGACA N/A 54 

Rev Cak1 TTATGGCTTTTCTAATTCTTGC N/A 49 

 
Tabla II. Cebadores diseñados para la clonación de secuencias codificantes. (N/A) No aplica. 

 

Una serie más de cebadores fue utilizada. Dichos cebadores son comerciales y 

sirvieron para amplificar las secuencias clonadas en los vectores de clonación y 

expresión (Tabla III). 

Cebador Secuencia (5’-3’) Templado Temperatura de 

alineamiento (°C) 

Fwd M13 GTAAAACGACGGCCAG  

pENTR 

49 

Rev M13 CAGGAAACAGCTATGAC 46 

DuetUP1 GGATCTCGACGCTCTCCCT  

 

pCDFDuet-1 

57 

DuetDOWN1 GATTATGCGGCCGTGTACAA 55 

DuetUP2 TTGTACACGGCCGCATAATC 55 

FwdT7 TAATACGACTCACTATAGGG pGEMT-Easy 

pDEST15 

pCDFDuet-1 

68 

T7 

Terminador 

GCTAGTTATTGCTCAGCGG 53 

 
Tabla III. Cebadores utilizados para la amplificación de secuencias clonadas en plásmidos. 

 
 

Los cebadores mostrados en las tablas II y III se mandaron a sintetizar en la Unidad 

de Síntesis y Secuenciación del IBT-UNAM. La temperatura de alineamiento utilizada 

para los pares de cebadores se calculó con ayuda de los programas AmpliFX 
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(http://crn2m.univ-mrs.fr/pub/amplifx) y Oligo7 (Rychlik, 2007). La amplificación del 

DNA que codifica para las proteínas ZmCDKA1, ZmCycD2;2, MBP y la Cak1p se 

realizó a partir de los vectores: pPROEX-ZmCDKA, pGEX4T2-ZmCYCD2;2, pMALc-

5x y pCDFDuet-1*AtCDKA-GSTCak1 (Harashima y Schnittger, 2012), 

respectivamente; mientras que la amplificación de ZmWee1 se realizó a partir del 

cDNA obtenido en la retrotranscripción. 

La amplificación de las secuencias codificantes para su clonación en los vectores de 

clonación se realizó con la enzima iProof™ HF Master Mix (BIO-RAD®, cat: 172-5310); 

mientras que para identificar bacterias que tuvieran los plásmidos con las secuencias 

de interés, se utilizó la enzima JumpStart™ Taq ReadyMix™ (SIGMA-ALDRICH, cat: 

P2893). Las condiciones utilizadas para cada enzima se indican en la Tabla IV. 

 

Mix Condiciones 

iProof™ HF Master Mix 30 s 98°C. 35 ciclos (10 s a 98 °C, 20 s 
a 53-58 °C, 45s a 72 °C) 10 min 72°C 

JumpStart Taq Ready Mix. 2 min a 94 °C. 35 ciclos (30 s a 94°C, 30 
s a 53-58°C, 30 s a 72°C) 5 min 72°C 

 
Tabla IV. Condiciones utilizadas para las PCRs. 

 

 

9.2.1.9. Fusión de ZmCycD2;2a y malE 

Para la fusión de las secuencias codificantes, tanto ZmCycD2;2a como malE se 

amplificaron de forma independiente con los pares de cebadores Fwd CYCD2-Rev 

CYCD2 y Fwd MBP-Rev MBP, respectivamente (Tabla III); posteriormente, las 

reacciones de amplificación se corrieron en geles de agarosa y las bandas que 

correspondieron a la amplificación de ZmCycD2;2a y malE se escindieron y purificaron. 

A continuación, cada secuencia codificante amplificada y purificada se incluyó en una 

PCR que incluyó también a los cebadores Fwd CYCD2 y Rev MBP (Tabla III). 
Finalmente, el producto de la PCR se corrió en un gel de agarosa y la banda que 

correspondió en tamaño a los genes fusionados se cortó y purificó para su posterior 

adenilación y ligación al vector pGEMT-Easy. Para un esquema más detallado del 

proceso de fusión, consultar el Esquema A7 (ver Apéndice). 
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9.2.1.10. Adenilación de DNA 

Los secuencias ZmCDKA1 y ZmCycD2;2a-malE amplificadas con la enzima iProof y 

que se ligaron posteriormente a pGEMT-Easy, fueron adenilados previo a su ligación 

de la siguiente manera: se preparó una reacción que contenía el DNA que se iba a 

adenilar (100 ng), 1µL de dATP (2mM), 1µL de Taq DNA polimerasa (5 U/µL) 

(Invitrogen®, cat: 10342-020), 1 µL de PCR Buffer 10X (200 mM Tris-HCl pH 8.4, 500 

mM KCl) (Invitrogen®) y agua inyectable estéril c.b.p. 10 µL. La reacción se incubó a 

70° C durante 30 minutos y finalmente, el volumen necesario de reacción que contenía 

la cantidad de DNA necesario para la ligación con pGEMT-Easy, se utilizó 

directamente. 

9.2.1.11. Ligación a pGEMT-Easy 

El DNA amplificado, purificado y adenilado se ligó a pGEM-T Easy, utilizando una 

relación molar inserto:vector de 3:1 y a la ligasa de DNA T4 (Promega®, cat: M1804). 

La reacción se preparó de acuerdo a las instrucciones del proveedor y ésta se incubó 

por al menos 20 h a 4° C. Posteriormente, 5 µL de la reacción se utilizaron para 

transformar células competentes de E. coli cepa XL-10 y finalmente, las células se 

plaquearon e incubaron en cajas de agar LB con ampicilina (100 µg/mL) O/N a 37º C. 

9.2.1.12. Ligación a pENTR/D-TOPO 

La ligación a pENTR se realizó mediante el kit pENTR™/D-TOPO® Cloning Kit 

(Invitrogen®, cat: K2400-20); se siguieron las instrucciones indicadas en el kit para 

llevar a cabo la ligación, utilizando una relación 1:1 de inserto y vector. 2 µL del 

producto de la ligación se utilizaron para transformar células competentes de E. coli 

cepa TOP-10. Las células se plaquearon posteriormente en cajas de agar LB con 

kanamicina (50 µg/mL) e incubadas O/N a 37º C. 

9.2.1.13. Ligación a pCDFDuet-1 

Después de verificar que tanto ZmCDKA1 como ZmCycD2;2a-malE se habían clonado 

correctamente en pGEMT-Easy, se realizó su escisión del vector con la combinación 

de enzimas BamHI-AflI y NdeI-AvrII, respectivamente. La restricción se separó por una 

electroforesis en gel de agarosa al 0.9% y las secuencias codificantes escindidas 
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durante la restricción se purificaron a partir del gel de agarosa. Las secuencias se 

ligaron al vector de expresión pCDFDuet-1, previa digestión de éste con las mismas 

enzimas de restricción utilizadas para escindir el inserto del vector de clonación. Para 

la ligación se utilizó a la ligasa de DNA T4 y una relación molar 3:1 de inserto y vector; 

la reacción se preparó de acuerdo a las instrucciones del proveedor y se incubó al 

menos durante 14 h a 4º C. Células competentes de E. coli cepa XL10-GOLD o XL1-

BLUE fueron transformadas con 4 μL de la reacción de ligación y luego plaqueadas en 

cajas de agar LB con estreptomicina (100 µg/mL) e incubadas O/N a 37º C. 

9.2.1.14. Recombinación con pDEST15 

Las secuencias codificantes clonadas en pENTR fueron recombinadas al vector 

pDEST15, utilizando la LR Clonase® II Enzyme mix (Invitrogen®, cat: 11791), de 

acuerdo a las indicaciones del fabricante. Tras 90 minutos de incubación a temperatura 

ambiente, la clonasa se inactivó adicionando 1 µL de proteinasa K (2 µg/µL) 

(Invitrogen®, cat: 25530049). La reacción fue incubada 10 minutos a 37° C y 1 µL de 

la reacción se utilizó para transformar células competentes de E. coli cepa XL1-BLUE 

y TOP-10. Las células se plaquearon en cajas de agar LB con ampicilina (100 µg/mL) 

y se incubaron O/N a 37º C. 

9.2.2.1. Sobreexpresión de proteína recombinante 

Para obtener a las proteínas expresadas o coexpresadas, las diferentes 

construcciones realizadas o plásmidos se transformaron o cotransformaron en células 

de E. coli cepa Tuner, de acuerdo al esquema mostrado en la Tabla V.  

Realizada la selección con el antibiótico señalado en la Tabla V, una colonia se picó y 

creció en medio LB con el antibiótico adecuado O/N y a 37° C. Posteriormente, 150 

mL de medio LB con antibiótico se inocularon con 1.5 mL de precultivo y el cultivo se 

dejó crecer hasta una densidad de entre 0.4 y 0.6; a continuación, se agregó la 

cantidad necesaria de IPTG para una concentración final de 0.05 mM.  

Después de la adición de IPTG, el cultivo se dejó crecer por 4 h y posteriormente las 

bacterias se cosecharon a 4000 g por 10 minutos a 4° C. La inducción de Cak1p se 
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realizó de acuerdo a lo reportado por Kaldis et al., (1996): brevemente, el cultivo se 

creció durante 3 h a 37° C y luego se continuó el crecimiento a 16° C durante 1.5 h; 

posteriormente, se adicionó la cantidad necesaria de IPTG para una concentración 

final de 0.05 mM y la inducción de proteína se realizó durante 29 h a 16° C. Por otra 

parte, los cultivos en los que la Cak1p se coexpresó con alguna otra proteína, se 

realizaron de acuerdo a lo que se describió inicialmente. 

Construcción Proteína(s) Resistencia 

pCDFDuet1*ZmCDKA1 His-ZmCDKA1 Estreptomicina 

pCDFDuet1* ZmCycD2;2a-MBP ZmCycD2;2a-MBP Estreptomicina 

pCDFDuet1*ZmCDKA1*ZmCycD2;2a-MBP His-ZmCDKA1 y 

ZmCycD2;2-MBP 

Estreptomicina 

pDEST15*Cak1 GST-Cak1p Ampicilina 

pDEST15*Wee1L GST-ZmWee1L Ampicilina 

pDEST15*Wee1LS GST-ZmWee1S Ampicilina 

pGEX-4T2 GST Ampicilina 

pMALc-5X MBP Ampicilina 

pCDFDuet1*ZmCDKA1*ZmCycD2;2a-MBP 

+ pDEST15*Cak1 

His-ZmCDKA1, ZmCycD2;2-

MBP y GST-Cak1p 

Estreptomicina y 

Ampicilina 

pCDFDuet1*ZmCDKA1*ZmCycD2;2a-MBP 

+ pDEST15*Wee1L 

His-ZmCDKA1, ZmCycD2;2-

MBP y GST-Wee1L 

Estreptomicina y 

Ampicilina 

pCDFDuet1*ZmCDKA1+ 

 pDEST15*Cak1 

His-ZmCDKA1 y GST-Cak1p Estreptomicina y 

Ampicilina 

pCDFDuet1*ZmCDKA1+ 

 pDEST15*Wee1L 

His-ZmCDKA1 y GST-

ZmWee1L 

Estreptomicina y 

Ampicilina 

pCDFDuet1*ZmCDKA1*ZmCycD2;2a-MBP 

+ pGEX-4T2 

His-ZmCDKA1, ZmCycD2;2-

MBP y GST 

Estreptomicina y 

Ampicilina 

 
Tabla V. Plásmidos o combinaciones de plásmidos utilizadas para la expresión o coexpresión de 

proteínas recombinantes. 

 

9.2.2.2. Purificación de proteína recombinante 

La purificación de la CDKA1 expresada sola o en conjunto con otras proteínas se 

realizó mediante una resina de Ni-NTA Agarosa (QIAGEN®, cat: 30210), siguiendo las 

instrucciones del fabricante con ligeras modificaciones al protocolo de purificación. Las 

bacterias provenientes de un cultivo de 150 mL se resuspendieron en una disolución 

de amortiguador LEW 1X (NaH2PO4 50 mM, NaCl 300 mM, pH 8.0) (5 mL) con glicerol 

(10% v/v); a continuación, las bacterias se incubaron con 10 unidades de lizosima 
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(SIGMA-ALDRICH®, cat: L6876) por 30 minutos a temperatura ambiente; al lisado se 

le agregó β-mercaptoetanol e imidazol, para una concentración final de 5 mM y 25 mM, 

respectivamente, y el lisado se sonicó (SONICS Vibra Cell®, VC 505) a una amplitud 

del 20%, con 5 pulsos de 20 segundos (20 segundos entre cada pulso). 

Posteriormente, al lisado se le adicionó Triton X-100 para una concentración final de 

1% (v/v) y luego se incubó a 4° C durante 20 minutos en agitación. El lisado se 

centrifugó por 40 minutos a 12 000 g; a continuación, la fracción soluble se filtró por 

una membrana de 0.45 µm (Millipore®, cat: HAWP02500) y se incubó durante 1 hora 

con la resina de Ni-NTA Agarosa (200 rpm). La resina se lavó (10 mL, cuatro veces) 

con amortiguador LEW 1X suplementado con imidazol (25 mM), β-mercaptoetanol (5 

mM), Triton X-100 (1% v/v) y glicerol (5% v/v); para los lavados y el resto de la 

purificación se utilizó una columna desechable (Pierce®, cat: 29922), se realizaron dos 

lavados más (10 mL c/u) con amortiguador LEW 1X suplementado con glicerol a una 

concentración final de 5% (v/v). Finalmente, la proteína se eluyó de la resina con 750 

µL de amortiguador LEW 1X suplementando con imidazol y glicerol para una 

concentración final de 250 mM y 5% (v/v), respectivamente; la elusión con el 

amortiguador se repitió 5 veces, y en cada elusión el eluato se colectó y almacenó a 

4° C para su posterior diálisis. 

La purificación de las proteínas que tenían como “tag” a GST (Cak1p, Wee1, RBRPC 

y GST) se realizó por columna, con una resina de glutatión agarosa (SIGMA-

ALDRICH®, cat: G4510), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Por otra parte, 

tanto CycD2;2a-MBP como la MBP, se purificaron por columna con una resina de 

amilosa agarosa (NEB®, cat: E8021S), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. 

9.2.2.3. Diálisis, concentración y cuantificación de proteína 

Las disoluciones de proteína recombinante se colocaron en bolsas de diálisis de 16 

mm de diámetro y 3.5 kDa de corte molecular (Snake Skin® Thermo® cat: 88242), 

previa hidratación de las mismas en agua. Posteriormente, las bolsas se colocaron en 

un volumen de amortiguador de diálisis (Tris-HCl 50 mM, NaCl 150 mM, MgCl2 10 mM, 

DTT 0.5 mM, glicerol 5% v/v) de al menos 500 veces el volumen contenido en la bolsa 

de diálisis. Las proteínas se dializaron por 4 h en agitación a 4° C. Concluido el tiempo 
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de incubación, el amortiguador de diálisis se reemplazó por amortiguador fresco y se 

continuó la diálisis por 4 horas más.  

Las proteínas se concentraron en unidades de filtración-centrifugación (Millipore® 

Amicon Ultracel®-10K cat: UFC501024), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. 

Después de la concentración de un volumen de 400 µL, el volumen concentrado se 

recuperó para evitar la pérdida de proteína por su adhesión a la unidad de filtración. 

Todos los volúmenes concentrados que correspondían a una misma proteína o 

complejo de proteínas se colectaron en un mismo tubo; luego de lo cual se dividieron 

en alícuotas para su congelación en nitrógeno líquido y posterior almacenamiento a     

-70° C. Para la cuantificación, se descongeló una de las alícuotas de proteína y ésta 

se corrió, junto a cantidades conocidas de BSA (500, 250, 125, 62.5 y 32.5 ng) (BIO-

RAD® cat: 500-0207) en una electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida 

con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE, por sus siglas en inglés). El gel se tiñó con 

una disolución de azul Coomassie (Sambrook et al., 1989) y se fotodocumentó en un 

equipo ChemiDoc™ XRS+ System (Bio-Rad®); posteriormente, las bandas se 

analizaron y cuantificaron con el software Image Lab™ (Bio-Rad®) y se determinó la 

concentración de las proteínas. 

9.2.2.4. Electroforesis de proteínas  

Para verificar la presencia de proteínas y los ensayos de “western blot”, se realizó una 

SDS-PAGE. El gel se preparó a una concentración de 8.5 %, como se indica en 

Sambrook et al., 1989, y se corrió a 85 V hasta que el frente de corrida pasó el gel 

concentrador; luego, el voltaje se aumentó a 107 V hasta la finalización de la 

electroforesis. El amortiguador de electrodos utilizado fue Tris-glicina-SDS 1X (glicina 

250 mM, Tris 25 mM, SDS 0.1% p/v) (Sambrook et al., 1989). 

Antes de ser corridas en los geles, las muestras se prepararon añadiendo 

amortiguador de carga para proteínas 4X para una concentración final 1X (SDS 2%, 

β-mercaptoetanol 2mM, glicerol 4%, Tris-HCl pH 6.8 40mM, azul de bromofenol 0.01%) 

y posteriormente, las muestras se desnaturalizaron a 87° C por 8 minutos. 
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9.2.2.5. Western blot.  

Para los ensayos de “western blot”, las muestras se corrieron en una SDS-PAGE y, 

posteriormente, las proteínas en los geles se transfirieron a membranas de PVDF 

Immobilon-P (0.45 μm) Transfer Membrane (Millipore®) por el método de transferencia 

húmeda en un equipo Mini Trans-Blot® Cell (BIO-RAD®) (número de catálogo: 170-

3930). La transferencia se realizó en amortiguador A (glicina 192 mM, Tris 25 mM, pH 

8.3) por una hora, a un voltaje constante de 100 V y en agitación.  

Las membranas fueron bloqueadas con una disolución al 10% (p/v) de leche en PBS 

1X (NaCl 300 mM, fosfatos 10 mM, KCl 2.7 mM, pH 7.4), Tritón X-100 0.16% (v/v) por 

1 h a temperatura ambiente y luego se incubaron con el anticuerpo primario a la 

dilución indicada en la Tabla VI. Cuando se identificó la fosforilación de proteína con 

los anticuerpos α-pT14-pY15 y α-pT160, las membranas se bloquearon con una 

disolución al 30% (v/v) de suero fetal bovino en PBS 1X. En ambos casos, después 

del bloqueo, la incubación con el anticuerpo primario se realizó en una disolución de 

PBS 1X, Tritón X-100 0.16% (v/v) durante una hora a temperatura ambiente. 

Anticuerpo Dilución de primario Dilución de 

secundario 

α-PSTAIRE 1: 30 000 1: 30 000 

α-MBP 1:40 000 1: 30 000 

α-GST 1: 20 000 1: 20 000 

α-pT14-pY15 1: 2000 1: 20 000 

α-pT160 1: 5000 1: 20 000 

 
Tabla VI. Diluciones de anticuerpo primario y secundario utilizadas en los ensayos de “western blot”. 

 

Concluida la incubación con el anticuerpo primario, se realizaron cuatro lavados de 8 

minutos con PBS 1X, Tritón X-100 0.16% (v/v) y luego las membranas se incubaron 

con anticuerpo secundario α-conejo acoplado a peroxidasa (Santa Cruz 

Biotechnology), a la dilución indicada en la Tabla VI, durante 1 h a temperatura 

ambiente y en agitación, con PBS 1X, Tritón X-100 0.16% (v/v); posteriormente, los 

cuatro lavados de 8 minutos se repitieron. Finalmente, las membranas se bañaron con 
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0.5 mL de solución de detección por quimioluminiscencia, preparada por la mezcla de 

dos disoluciones en una proporción 1:1 (disolución A: luminol 5mM, ácido p-cumárico 

0.4 mM, Tris 100 mM, pH 8.6; disolución B: H2O2 0.036% v/v, Tris 100 mM, pH 8.6). 

La fotodocumentación se realizó mediante el equipo ChemiDoc™ XRS+ System (Bio-

Rad®) y las imágenes se analizaron con el “software” ImageImage Lab™ (Bio-Rad®). 

9.2.2.6. Ensayo de fosfatasa. 

200 ng de ZmCDKA1 se incubaron con 400 unidades de fosfatasa λ (NEB®, cat: 

P0753S) en amortiguador NEB para Proteínas Metalofosfatasas (NEB®) 

(concentración final 1X) y agua c.b.p. 15 µL. La reacción se incubó durante 1 hora a 

30 °C y posteriormente, se adicionaron 5 µL de amortiguador de carga para proteínas 

4X para detener la reacción. Por último, las muestras se desnaturalizaron, se corrieron 

en una SDS-PAGE para su posterior transferencia a una membrana y la fosforilación 

se analizó por “western blot”. 

9.2.2.7. Ensayo de actividad cinasa. 

La cantidad indicada de proteína para cada ensayo de actividad se colocó en 

amortiguador de cinasa (Tris-HCl 50 mM, MgCl2 10 mM, NaCl 50 mM, EGTA 1mM, 

DTT 1mM), junto con alguno de los siguientes sustratos: 250 ng de Histona H1 (NEB®, 

cat: M2501S), 124 ng de RBRCT, 267 ng de RBRPC (Zamora-Zaragoza, 2014) o 

232.26 ng de CycD2;2a. La reacción se inició por la adición de una mezcla de ATP frío 

y ATP [γ32P], para una concentración final en la reacción de 20 µM y 3 µCi de actividad, 

respectivamente. Las reacciones se incubaron a 30° C por 30 minutos y, concluido el 

tiempo de incubación, las reacciones se detuvieron por la adición de amortiguador de 

carga para proteínas 4X, desnaturalizando como se indicó previamente. Las muestras 

se corrieron en un gel de poliacrilamida (8.5% m/v) mediante una SDS-PAGE y, 

posteriormente, los geles se tiñeron durante 16 horas con una disolución de azul 

Coomassie coloidal (azul Coomassie G-250 0.08% m/v, etanol 20% v/v, (NH4)2SO4 0.6 

M, H3PO4 ~2.5% v/v). Los geles se destiñeron por 6 horas con agua y papel absorbente 

(Petalo®) para eliminar el exceso de colorante. Finalmente, los geles se deshidrataron 

en un secador de geles al vacío (BIO-RAD®, modelo: 543) entre un papel filtro 
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(Wathman®, cat: 3030917) y papel celofán. Los geles secos se expusieron en una 

Imaging Screen-K (KODAK®, cat: 1707841) y posteriormente la pantalla se reveló en 

un equipo Molecular Imager FX (BIO-RAD, cat: 170-9400). 

9.2.3.1. Expresión en el transcriptoma de maíz. 

El número de acceso del gen que codifica para ZmWEE1 fue utilizado para obtener el 

patrón de expresión de su transcrito en el transcriptoma de maíz (http://bar.utoronto.ca/ 

efp_maize/cgi-bin/efpWeb.cgi?dataSource=Sekhon_et_al) (Sekhon et al., 2011). 

9.2.3.2. Obtención de la secuencia de ZmWee1. 

La secuencia que codifica para ZmWee1 se obtuvo mediante un BLAST en la base de 

datos del genoma del maíz (http://ensembl.gramene.org/genome_browser/index. 

html); como “query” se utilizó la secuencia que codifica para Wee1 de A. thaliana. La 

secuencia proteica de Wee1 en otras plantas se obtuvo también mediante la 

herramienta BLAST, en la base de datos de gramene (http://www.gramene.org/); como 

“query” se utilizó tanto la secuencia de Wee1 de A. thaliana como la de maíz.  

La secuencia de mensajeros obtenidos a partir de evidencia experimental se obtuvo 

mediante la herramienta BLAST, limitando la búsqueda a Zea mays (taxid:4577) en la 

base de datos del NCBI (https://blast.ncbi .nlm.nih.gov/Blast.cgi); como “query” se 

utilizó la secuencia codificante, obtenida previamente a partir de la base de datos del 

genoma del maíz. Por otra parte, los ESTs en la base de datos del NCBI se obtuvieron 

mediante la búsqueda del número de acceso reportado por el NCBI para Wee1 

(EU97373), en la herramienta UniGene (https://www.ncbi. nlm.nih.gov/unigene). 

9.2.3.3. Alineamientos.  

El alineamiento de las secuencias nucleotídicas y proteicas se realizó mediante el 

algoritmo Clustal W Multiple Aligment (Thompson et al., 1994) en el programa BioEdit 

Sequence Alignment Editor v. 7.1.3.0 (Hall, 1999). La matriz de identidad de las 

secuencias alineadas también se realizó con el programa BioEdit. 
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Apéndice 

 

Esquema A1. Vector pGEM-T Easy. 

 

 

 

Esquema A2. Vector pCDFDuet-1. 
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Esquema. A3. Regiones de expresión/clonación en pCDFDuet-1. 

 

 

 

 

Esquema A4. Vector pGEX-4T-2 
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Esquema A5. Vector pENTR/D-TOPO. 

 

 

Esquema A6. Vector pDEST-15. 
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Esquema A7. Fusión de ZmCycD2;2a con malE a) En reacciones independientes se amplificó a 

ZmCycD2;2a (en verde) y a malE (en azul), utilizando cebadores específicos para cada secuencia 

codificante. El cebador “forward” utilizado para la amplificación de ZmCycD2;2 (FwdCYCD2) (en rojo) 
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(continuación, Esquema A7) tiene en su extremo 5’ un sitio de restricción NdeI (en negro), mientras que 

al cebador “reverse” (en rojo) (RevCYCD2) se le adicionó una secuencia de 21 nucleótidos (en negro) 

que permitió la fusión de las secuencias. El cebador “forward” (en marrón) para amplificar a malE tiene 

en su extremo 5’ una secuencia de 21 nucleótidos (en negro) que es complementaria a los 21 

nucleótidos que se encuentran en el extremo 5’ del cebador “reverse” para ZmCycD2;2a; mientras que 

el cebador “reverse” (en marrón) tiene en su extremo 5’ una sitio de restricción AvrII (en negro). Después 

de la amplificación de las secuencias codificantes, las reacciones se corrieron en geles de agarosa y 

las bandas que correspondían a las secuencias de interés se localizaron y escindieron para su 

purificación. b) Los fragmentos purificados se utilizaron para una PCR que incluía los mencionados 

fragmentos, así como los cebadores “forward” y “reverse”, que se utilizaron para la amplificación de 

ZmCycD2;2a y malE, respectivamente, taq polimerasa y desoxinucleótidos. Como se observa en la 

figura, el extremo 3’ (secuencia de 21 nucleótidos que codifican para un “linker” GNSLGNS) de la cadena 

sentido de ZmCYCD2;2 se aparea con el extremo 3’ de la cadena antisentido del fragmento amplificado 

que codifica para la MBP. Cuando esto ocurre, los 21 nucleótidos del extremo 3’ del gen de la MBP 

actúan como un cebador “reverse” que permite la elongación de ZmCycD2;2a por la DNA polimerasa; 

de manera similar, los 21 nucleótidos del extremo 3’ deZmCycD2;2a pueden actuar como un cebador 

“foward” que permite la elongación de malE, de tal forma que cuando la DNA polimerasa elongó tanto 

a ZmCycD2;2a como a malE se obtuvieron las secuencias codificantes fusionadas. En el esquema se 

observa que los extremos 5’ de ambas secuencias se pueden aparear; sin embargo, cuando esto 

sucede no puede ocurrir la elongación. c) Una vez obtenido el molde de doble cadena de DNA de las 

secuencias fusionadas, el cebador “forward” y el “reverse” mencionados en el inciso b permitieron su 

amplificación. 
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Figura. A1. Conservación de residuos blanco fosforilación en las CDKs. Alineamiento de la secuencia 

de aminoácidos de CDC2, CDK2 (humano), AtCDKA;1, ZmCDKA;1, ZmCDKA;2, ZmCDKA;3, 

AtCDKB1;1, AtCDKB2;1, AtCDKB2;2, ZmCDKB1;1 y ZmCDKB2;1. En el alineamiento superior, en los 

recuadros rojos se resalta la conservación de los residuos equivalentes a la T14 y Y15 de CDK2 en las 

CDKs de maíz, mientras que en el alineamiento inferior se resalta en los recuadros negros la 

conservación de los residuos equivalentes a la T160 de la CDK2. Sombreados en gris, los aminoácidos 

de las CDKs que tienen un 100% de identidad con los aminoácidos de la CDK2. Nótese en el 

alineamiento inferior, que aminoácidos a la derecha del residuo equivalente a la T160 de CDK2 están 

resaltados en turquesa; éstos corresponden a parte del motivo (TXXVVTL) que se ha reportado como 

preferencialmente fosforilado por la CDK7.   

 

 

Figura A2. Subclonación de ZmCDKA1 en el vector pGEMT-Easy. a) Amplificación de ZmCDKA1 por 

la PCR a partir del plásmido pGEMT-Easy*ZmCDKA1. En 1, el marcador de tamaño de DNA; en 2, la 

amplificación de ZmCDKA1 utilizando como templado la construcción pPROEX HTb-ZmCDKA1 (control 

positivo de amplificación); en 3, un control negativo de amplificación en el que no se agregó templado a 
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(continuación, Figura A2) la reacción; de 4 a 6, la amplificación de ZmCDKA1a partir del plásmido 

pGEMT-Easy*ZmCDKA1 extraído a cultivos provenientes de tres colonias que fueron transformadas 

con la ligación de ZmCDKA1 a pGEMT-Easy. Para las reacciones se utilizaron los cebadores FwdCDKA 

y RevCDKA. b) Digestión de plásmidos pGEMT-Easy*ZmCDKA1 con la enzima de restricción NotI. En 

1, el marcador de tamaño de DNA; en los carriles 3, 5 y 7, la digestión de 3 μg de los mismos plásmidos 

utilizados para las amplificaciones mostradas en los carriles 4, 5 y 6 de a) con 5 unidades de Not I; a la 

izquierda de cada restricción (carriles 2, 4 y 6), 0.5 μg de plásmido sin digerir. 

 

 
Figura A3. Clonación de ZmCDKA1 en pCDFDuet-1. a) Amplificación de ZmCDKA1 a partir de colonias 

transformadas con la ligación de ZmCDKA1 a pCDFDuet-1. En 1, el marcador de tamaño de DNA; de 

2 a 6, la amplificación de ZmCDKA1 por la PCR a partir de seis colonias que fueron transformadas con 

la ligación de ZmCDKA1a pCDFDuet-1; en 7, un control negativo en el que se utilizó como templado 

una colonia transformada con pCDFDuet-1 vacío. Para las amplificaciones se utilizaron los cebadores 

específicos para el MCS1 de pCDFDuet-1 (DuetUP1 y DuetDOWN1). b) Amplificación de ZmCDKA1 a 

partir del vector pCDFDuet-1*CDKA1. En 1, el marcador de tamaño de DNA; de 2 a 4, la amplificación 

de ZmCDKA1 por la PCR a partir de plásmido obtenido de las colonias utilizadas para las 

amplificaciones de los carriles 2, 3 y 4 mostradas en a); en 5, el control negativo de amplificación en el 

que el templado fue el plásmido pCDFDuet-1 vacío. Para las amplificaciones se utilizaron los cebadores 

FwdCDKA y DuetDOWN1. 

 

 

Figura A4. Fusión de ZmCycD2;2a con malE. a) Amplificación de malE. La amplificación se realizó por 

una PCR a partir del vector pMALc-5X a temperaturas de alineamiento de 57, 58 y 59 °C (carriles 2, 3 

y 4, respectivamente). En 1, el marcador de tamaño de DNA.  b) Amplificación de ZmCycD2;2a. La 
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(continuación, Figura A4) amplificación se realizó por una PCR a partir del plásmido pGEX4T2-

ZmCycD2;2a (carril 2) y a partir de una colonia que fue transformada con el plásmido pGEX4T2-

ZmCycD2;2a (carril 3); en 4, un control negativo de amplificación (reacción sin templado). c) 
Amplificación por la PCR del producto de fusión ZmCycD2;2a-malE. La amplificación se realizó en 

presencia de 3% de DMSO (Con DMSO) o en su ausencia (Sin DMSO); los números 10 y 0 representan 

el número de ciclos que llevaba de iniciada la PCR cuando se adicionaron los cebadores FwdCycD2 y 

RevMBP para amplificar el producto de fusión. (-). Control negativo de amplificación (reacción sin 

templado). 

 

 

Figura A5. Amplificación de ZmCycD2;2a-malE a partir de colonias transformadas con la ligación de 

ZmCycD2;2a-malE a pGEMT-Easy. En 1, el marcador de tamaño de DNA; de 2 a 11, la amplificación 

de ZmCycD2;2a-malE por la PCR a partir de 10 colonias que crecieron después de ser transformadas 

con el producto de la ligación entre ZmCycD2;2a-malE y  pGEMT-Easy. Para la amplificación se 

utilizaron los cebadores FwdT7 y RevMBP. En el carril 16, un control negativo de amplificación (reacción 

sin templado).  

 

 

Figura A6. Clonación de ZmCycD2;2a-malE en pCDFDuet-1. a) Amplificación de  ZmCycD2;2a-malE a 

partir de  colonias transformadas con la ligación de ZmCycD2;2a-malE a pCDFDuet-1. En 1, el marcador 

de tamaño de DNA; de 2 a 6, la amplificación de ZmCycD2;2a-malE por la PCR a partir de las colonias 

que fueron transformadas con el producto de la ligación entre ZmCycD2;2a-malE y pCDFDuet-1; en 7, 
un control negativo de amplificación en el que el templado fue la construcción pCDFDuet-1*ZmCDKA1. 

Para la amplificación se utilizaron los cebadores DuetUP2 y T7 Terminador. b) Restricción de pCFDuet-

1*ZmCycD2;2a-malE con la enzimas NdeI y AvrII. En 1, el marcador de tamaño de DNA; en 2, 4 y 6, la 

digestión de 1 μg de plásmido obtenido de las mismas colonias utilizadas para las amplificaciones de 

los carriles 2, 3 y 4 mostradas en a). A la derecha de cada restricción, 100 ng del plásmido sin digerir 

(carriles 3, 5 y 7). 
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Figura A7. Clonación de ZmCycD2;2a-malE en pCDFDuet-1*ZmCDKA1. a) Amplificación de 

ZmCycD2;2a-malE a partir de colonias que fueron transformadas con la ligación de ZmCycD2;2a-malE 

a pCDFDuet-1* ZmCDKA1. En 1, el marcador de tamaño de DNA; de 2 a 6, la amplificación de 

ZmCycD2;2a-malE por la PCR a partir de 5 colonias transformadas con el producto de la ligación de 

ZmCycD2;2a-malE a pCDFDuet-1* ZmCDKA1; en 7, un control negativo de amplificación en el que el 

templado fue la construcción pCDFDuet-1*ZmCDKA. Para la amplificación se utilizaron los cebadores 

DuetUP2 y T7 Terminador. b) Restricción de pCDFDuet-1* ZmCDKA1*ZmCycD2;2a-malE con la 

enzimas NdeI y AvrII. En 1, el marcador de tamaño de DNA; en 2, 4 y 6, la restricción de 1 μg plásmido 

proveniente de las colonias utilizadas para las amplificaciones de los carriles 2, 3 y 4 mostradas en a). 
A la derecha de cada plásmido digerido, 200 ng del plásmido sin digerir (carriles 3, 5 y 7). 

 

 

 

Figura A8. Clonación de Cak1 en pENTR. Amplificación de GST-Cak1 a partir de colonias que fueron 

transformadas con el producto de la reacción entre Cak1 y pENTR/D-TOPO. En 1, el marcador de 

tamaño de DNA; de 2 a 6, la amplificación de GST-Cak1 por la PCR a partir de 5 colonias que fueron 

transformadas con el producto de la reacción entre pENTR/D-TOPO y Cak1; en 7, un control negativo 

de amplificación (reacción sin templado). 

 

 

 

 



120 
 

 

 

 

 

 

 

Figura A9. Subclonación de Cak1 en pDEST15. a) Amplificación de Cak1-GST a partir de colonias 

transformadas con la reacción de recombinación entre pENTR*Cak1p y pDEST15. En 1, el marcador 

de tamaño de DNA; de 2 a 6, la amplificación de Cak1-GST por la PCR a partir de colonias que crecieron 

después de ser transformadas con la reacción de recombinación entre pENTR*Cak1 y pDEST15; en 7, 
un control negativo de amplificación en el que el templado fue el vector pDEST15 sin recombinar. Para 

la amplificación se utilizaron los cebadores FwdT7 y T7 Terminador. b) Amplificación de Cak1-GST a 

partir de pDEST15*Cak1. En 1, el marcador de tamaño de DNA; de 2 a 4, la amplificación de Cak1-GST 

por la PCR a partir de plásmido extraído a las colonias que se utilizaron como templado para las 

amplificaciones de los carriles 2, 3 y 5 mostradas en a; en 5, un control negativo de amplificación en el 

que el templado fue pDEST15. 
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Figura A10. 
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•••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 

ZmWeel MLRTKT---PRPRGG~GAASAVKP---AKADGRSPSGELSLQLEHVSLTSLLSDRRPAS---GL~EEES-----GCYRADPTPQPPR 

SbWeel MLRTKT---P.RSRGGKARR-~VKP---AKAEGRSPSGELSLQLEHVSLISFLSDRRP~TPFEALLEEEDGDGEGLGCY.RADLTPAPP

SiWeel MLRTKTT--PRPRGGKARP~VKAKPAAAAEGISPSGELSLQLEHVSLFSFLSDRCPTAAASGLTPFEALLEEEED------GYRADPAAPpp

BdWeel -MRG~TSQPRRFSAPRTATK--~VGSSPSGELSRQLESVTLRNFFSDA---------PALNPlGEEAPA-----------PAPAPA

OzWeel MLRTKT---PRPRGGKSRRATAAAGKEREREREREREGRSPSGELSLQLEHVSLFSFLADAPREGAAAARTPFTPFEELLEG------SCDPDPTPppp
AtWeel -MFEKN-----GR~TIKTRASKKIRKMEG-TLERHSLLQFGQLSKISF.ENRPSSNVAS---~SDSS------------ELRN--
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ZmWeel LPEPQSMPPpppp--PPISQASPVDADETMEEKDCCILSQOFFCTPDYIT~ANEFDDDDKENIPCPKSPEKSANP.RSKRYRTDCSPKAREVTDFS 

SbWeel LPQPQSMPPPPPPTAAQVPQASPHDADETMEEKDCCILSQOFFCTPDYIT~ANEFDDD-KENIPCPKSPEKSANP.RSKRYRTDCSPKGLESTDFS 

SiWeel LPQPQ--PPAPLP-----QEASPHDADEPMEEKDCCILSQOFFCTPDYIT~ANEFDDD-KENIPCPKSPEKSANP.RSKRYRTDCSSKGLESTEFS 

BdWeel -------------------QPBPVDADVPMEDKDCCILSQOFFCTPDYLTPDAPPLANSFDSD- KENI PCPKSPEKSVA- RSKRYKRDCSPKDLRSVSLS 
OzWeel -------LPPLQP------QATPHDADEVVEEKDSGILSQOFFCTPDYI TPDAPQLGSGFDAN- KENI PCPNSPEKSVC- RSKRYKRDCSPKGLGSNDI F 
AtWeel -------------------QLGSADSDANCGEKD-FILSQOFFCTPDYITPDNQNLMSGLDIS -KDHSPCP.RS~KRCRQESFTGNBSNSTWS 
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ZmWeel --FD8QITPVLFDSLTRDDSEEEQPKQPALE~SQSAVALRCRVMPPPCVKNPYLNTDPCIDAAVYGGRQCNSAVFSP-S IGGNGLSRYRTDFHEI 

SbWeel --FDBQITPVPFDSLTRDDSEEEQPMQPALE~SQSAV~PPCVKNPYLNTDPCIDDAVYGGRQCNSAGFSP-S IGGNGLSRYRTDFHEI 

SiWeel --FDRQITPV8FDSLlQODSEEEKLMQPAL~SQ~VMPPPCVKNPYLNTDPCIDDAVYGVRQCNSAGFSP-S IGGNGLSRYRTDFHEI 

BdWeel ELDEQELTPVP- CGLCQODSEEEQMVRPSLQKRGSIVPQSARTLRSQVTPPPCIKNpy-NADP.RIDD~SGSSP-S lGAYGLSRYRSDFHEI 

OzWeel --DSQWIAPVQFEGL--DDSEEEQLKESSSHKRGSYVSQSAV~PPCIRNPYLNTDHQIDDNVFGGRQCKSSGFSP-SVDGDGLSRYRTDFHEI 

AtWeel --SK8RVDEQENDDIDTDEVMGDKLQANQTERTG-YVSQAAV~PPCLKNPYVLNQSETATDPFGHQRSKCASFLPVSTSGDGLSRYLTDFHE I 
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ZmWeel EKIGYGNFSVVFKVLNRIDGCLYAVKRS IKQLHNDMERRQAVKEVQAMAALGSHENIVRYFTSWFENEQLYI QMELCDRCLS- MNRNQPVKRGE --ALEL 
SbWeel EKIGYGNFSVVFKVLNRIDGCLYAVKRS IKQLHNDMERRQAVKEVQAMAALGSHENIVRYFTSWFENEQLYI QMELCDHCLS- MNRNQPVKBGE --AMEL 
SiWeel EKIGBGNFSVVFKVLNRIDGCLYAVKRS IKQLHNDMERRQAVKEVQAMAALGSHENIVRYFTSWFENEQLYI QMELCDRCLS- VNRNQPLKBGE --ALEL 
BdWeel EQI GRGNFSLVFKVLRRIEGCLYAVKRS l KELHSDRDRRLALKEVQTLVALGNBENIVGYFTSWFETEKLYI QMELCDRCLS- MNGNPLLKBEE--ALEL 
OzWeel EQI GRGNFSVVFKVLKRIDGCLYAVKRS IRQLHNDRERRQAVKEVQALAALGCHENIVGYFTSWFENKQLFI QMELCDRCLS- MDRNQPLKCGE --ALEL 
AtWeel RQl GAGBFSRVFKVLKRMDGCLYAVKHSTRKLYLDSERRKAMMEVQALAALGFHENIVGYYSSWFENEQLYIQLELCDHSLSALPKKSSLKVSERE ILVI 
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Figura A10. Alineamiento de la secuencia putativa de aminoácidos de diferentes proteínas Wee1 de plantas. Las secuencias de aminoácidos de 

las diferentes proteínas se obtuvieron de la base de datos de Gramene (http://www.gramene.org/) mediante la herramienta BLAST; la secuencia de 

aminoácidos de Wee1 de maíz (Zea mays) (ZmWee1) se obtuvo usando como “query” la secuencia de aminoácidos de Arabidopsis (AtWee1), 

mientras que la secuencia de aminoácidos de Wee1 de Sorghum bicolor (SbWee1), Setaria italica (SiWee1), Brachypodium distachyon (BdWee1) 

y Oryza sativa (OzWee1) se obtuvieron usando como “query” la secuencia de aminoácidos de ZmWee1. 

 

 
ZmWEE1 SbWEE1 SiWEE1 BdWEE1 OzWEE1 AtWEE1 

ZmWEE1 N/A 90.9 85.3 60.9 72.9 45.4 

SbWEE1 90.9 N/A 87.1 60.4 73.6 44.6 

SiWEE1 85.3 87.1 N/A 62.9 74.5 45.3 

BdWEE1 60.9 60.4 62.9 N/A 63.7 42.1 

OzWEE1 72.9 73.6 74.5 63.7 N/A 47.4 

AtWEE1 45.4 44.6 45.3 42.1 47.4 N/A 

 

Tabla AI. Porcentaje de identidad entre la secuencia putativa de aminoácidos de las proteínas Wee1 alineadas en la Fig. A4. 
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Figura A11. Rampa de temperatura para la amplificación de ZmWee1. Se realizó una rampa de temperatura para el alineamiento de los cebadores 

que fue de 53 a 63 °C (en incrementos de 2 unidades) en presencia de DMSO al 3% (Con DMSO) (carriles 2-7) o en su ausencia (Sin DMSO) 

(carriles 10-15). El templado para todas las temperaturas fue cDNA obtenido a partir del extremo apical de la mazorca (antes de su polinización) y 

en el control negativo de amplificación para cada serie (Con DMSO o Sin DMSO) no se agregó templado. El control positivo de amplificación para 

ambas series se muestra en los últimos dos carriles. (+): Amplificación en presencia de DMSO; (-): amplificación en ausencia de DMSO. En el carril 

1, el marcador de tamaño de DNA. Con la finalidad de mostrar un mejor orden en los resultados, la figura mostrada es una modificación de la 

original. 
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Figura A12. Alineamiento de la secuencia de nucleótidos de ZmWee1. Se presenta parte del alineamiento de la secuencia de nucleótidos de 

ZmWee1 que se obtuvo por la secuenciación del producto de PCR (ZmWee1 PCR-DMSO), búsqueda en la base de datos de Gramene 

(Zm00001d053998), búsqueda en la base de datos del NCBI con la herramienta BLAST (EU973733 y NM001348116) y búsqueda en la base de 

datos del NCBI con la herramienta UniGene (CD448110.1, DR825352.1, DR8253553.1, EE182507.2 y FL242930.1). Resaltados en amarillo y azul 

el exón 1 y 2, respectivamente. 
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Figura A13. Clonación de ZmWee1S y ZmWee1L en pENTR. En 1, el marcador de tamaño de DNA; de 

2 a 4, la amplificación de ZmWee1S por la PCR a partir del plásmido extraído a colonias transformadas 

con la construcción pENTR*ZmWeeS; de 5 a 7, la amplificación de ZmWee1L por la PCR a partir del 

plásmido extraído a colonias transformadas con la construcción pENTR*ZmWee1L. En 8, un control 

negativo de amplificación a partir de un plásmido extraído a una colonia que no fue positiva a la 

amplificación de ZmWee1L. Para todas las reacciones se utilizaron los cebadores M13. 

 

 

Figura A14. Interacción de ZmCycD2;2a-MBP con la columna de Ni-NTA agarosa. a) Análisis de las 

fracciones de purificación por SDS-PAGE. En 1, los estándares de masa molecular; en 2, el lisado de 

bacterias antes de iniciar la inducción; en 3, el lisado de bacterias después de 4 horas de inducción; en 

los carriles 4, 5 y 6 la fracción insoluble, soluble y de lavado. respectivamente; de 7 a 9, las fracciones 

del eluato. b) Inmunoblot de las fracciones de purificación. Identificación de ZmCycD2;2a-MBP en las 

mismas fracciones analizadas en a por medio de un anticuerpo comercial anti-MBP. 
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Figura A15. Interacción de MBP con His-ZmCDKA1. a) Análisis de las fracciones de purificación por 

SDS-PAGE. En 1, los estándares de masa molecular; en 2, el lisado de bacterias antes de iniciar la 

inducción; en 3, el lisado de bacterias después de 4 horas de inducción; en los carriles 4, 5 y 6, la 

fracción insoluble, soluble y de lavado, respectivamente; de 7 a 9, las fracciones del eluato. b Inmunoblot 

de las fracciones de purificación. i) Identificación de MBP en las mismas fracciones analizadas en a por 

medio de un anticuerpo comercial anti-MBP. ii) identificación de His-CDKA por medio de un anticuerpo 

comercial anti-PSTAIRE en la misma membrana en la que se identificó a la MBP. 
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Figura A16. Interacción de GST con His-ZmCDKA1-ZmCycD2;2a-MBP. a) Análisis de las fracciones de 

purificación por SDS-PAGE. En 1, los estándares de masa molecular; en 2, el lisado de bacterias 

después de 4 horas de inducción; en 3, el lisado de bacterias antes de iniciar la inducción; en los carriles 

4, 5 y 6, la fracción insoluble, soluble y de lavado, respectivamente; de 7 a 9, las fracciones del eluato. 

b) Inmunoblot de las fracciones de purificación. i) Identificación de ZmCycD2;2a-MBP en las mismas 

fracciones analizadas en a por medio de un anticuerpo comercial anti-MBP. ii) Identificación de His-

ZmCDKA por medio de un anticuerpo comercial anti-PSTAIRE en la misma membrana en que se 

identificó a la ciclina. iii) ldentificación de GST por medio de un anticuerpo comercial anti-GST en la 

misma membrana en la que se identificó a la ciclina y a la CDK.  
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Figura A17. Cuantificación de proteína recombinante. En un gel de acrilamida se cargaron estándares 

de BSA para obtener una cantidad de 500, 250, 125, 62.5 y 32.5 ng (carriles 1, 2, 3, 4 y 5, 
respectivamente) de proteína en cada carril. En los carriles contiguos se cargaron 5 µL de una de las 

alícuotas, que resultaron después de que la proteína His-ZmCDKA1 fue purificada (dializada y 

concentrada) a partir de los diferentes esquemas de coexpresión: sólo His-ZmCDKA1 (carril 6), His-

ZmCDKA1 y ZmCycD2;2a-MBP (carril 7), His-ZmCDKA1, ZmCycD2;2a-MBP y GST (carril 8) o His-

ZmCDKA1, ZmCycD2;2a-MBP y GST-Cak1p (carril 9).  

 

Figura A18. Desfosforilación de ZmCDKA1. a) Identificación de la fosforilación de ZmCDKA1 con un 

anticuerpo que reconoce la fosforilación de la T160 de la CDK2 de humano, después de que 100 ng de 

ZmCDKA1, que fueron purificados a partir de la coexpresión con ZmCycD2;2a-MBP (carriles 1 y 2) o 

con ZmCycD2;2a-MBP y GST-Cak1p (carriles 3 y 4), fueron incubados con 200 unidades de fosfatasa 

λ (carriles 2 y 4) o sólo con el amortiguador de la fosfatasa (carriles 1 y 3). b) Control de la cantidad 

cargada de ZmCDKA1. Después de realizar el inmunoblot, la membrana se tiñó con rojo de Ponceau, 

se retiró el exceso de colorante con agua y la membrana se secó y documentó.  
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Figura A19. Activación del complejo ZmCycD2;2a-MBP*His-ZmCDKA1. a) Autoradiografía del gel de 

poliacrilamida en el que se corrieron los ensayos de actividad cinasa de 100 ng de ZmCDKA1 que había 

sido purificada individualmente (carriles 1-3) o a partir de la coexpresión con ZmCycD2;2a-MBP (carriles 

4-6). En los carriles 3 y 6, además de la CDK, se agregó a la Cak1p, mientras que en los carriles 2 y 4 

se agregó solo el “tag” de la Cak1p (GST); la cantidad agregada de recombinante en las reacciones de 

los carriles 2, 3, 5 y 6 fue la necesaria para tener una concentración molar igual a la que había de la 

CDK (98 nM). En el carril 7 se incubó a la Cak1p sólo con 250 ng de histona H1. La misma cantidad de 

histona fue utilizada como sustrato en las demás reacciones (carriles 1-6). b) Control de carga. Gel de 

poliacrilamida teñido con azul de Coomassie a partir del cual se tomó la autoradiografía mostrada en a. 
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Figura A20. Actividad cinasa de ZmWee1L sobre ZmCDKA1. a) Autoradiografía del gel de 

poliacrilamida en el que se corrieron los ensayos de la actividad cinasa que ZmWee1L (196 nM) tuvo 

sobre 100 ng de ZmCDKA1 (98 nM), que había sido purificada a partir de la coexpresión con 

ZmCycD2;2a-MBP (carril 7),  ZmCycD2;2a y Cak1p (carril 8), o sólo la expresión de ZmCDKA1 (carril 

6). En el carril 5 sólo se incubó la proteína ZmWee1L con ATP marcado radioactivamente, mientras que 

en los carriles 1, 2 y 3 se incubó la recombinante ZmCDKA1 proveniente de los diferentes esquemas 

de coexpresión (carril 1, sólo la expresión de ZmCDKA1; carril 2, la coexpresión con ZmCycD2;2a; y 

carril 3, la coexpresión con ZmCycD2;2a y Cak1p) con ATP marcado radioactivamente. En el carril 9 se 

fosforilaron 100 ng de ZmCDKA1 con la Cak1p, mientras que en el carril 10 se fosforiló la misma 

cantidad de la CDK, que provenía de la coexpresión con ZmCycD2;2a, con la misma cinasa (Cak1p). 

En el carril 10 únicamente se incubo la Cak1p con ATP marcado radioactivamente. b) Control de carga. 

Gel de poliacrilamida teñido con azul de Coomassie a partir del cual se tomó la autoradiografía mostrada 

en a. 

 

 



131 
 

 

 

Figura A21. Actividad del complejo His-ZmCDKA*ZmCycD2;2a-MBP coexpresado con GST-ZmWee1L. 

a) Autoradiografía del gel de poliacrilamida en el que se corrieron los ensayos de actividad cinasa de 

100 ng de ZmCDKA1 (98 nM) que había sido coexpresada con ZmCycD2;2a-MBP (carril 2) o con 

ZmCycD2;2a-MBP y GST-Wee1L (carril 3). En el carril 1 se ensayó la actividad que GST-Cak1p tuvo 

sobre 100 ng de His-ZmCDKA1, previa incubación con ZmCycD2;2a-MBP y ATP frío por una hora a 25 

°C. Para el ensayo, cada una de las proteínas fue purificada por separado. b) Control de carga. Gel de 

poliacrilamida teñido con azul de Coomassie a partir del cual se tomó la autoradiografía mostrada en a.
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Figura A22. Identificación de las proteínas presentes después de la purificación, diálisis y concentración de ZmCDKA1 que fue expresada bajo 

diferentes esquemas de coexpresión. a) Tinción con rojo de Ponceau de la membrana a la que fueron transferidos 200 ng de ZmCDKA1 que había 

sido purificada, dializada y concentrada a partir de la coexpresión con ZmCycD2;2a-MBP (carril 3), ZmCycD2;2a-MBP y GST (carril 4), GST-Cak1p 

(carril 5), ZmCycD2;2a-MBP y GST-Cak1p (carril 6), GST-ZmWee1L (carril 7), ZmCycD2;2a-MBP y GST-ZmWee1L (carril 8) o sólo His-ZmCDKA1 

(carril 1). En el carril 2 se transfirieron 200 ng de ZmCycD2;2a-MBP que habían sido purificados, dializados y concentrados, mientras que en el carril 

9 se transfirieron 200 ng de MBP que habían sido sólo purificados y dializados. b) Identificación de GST-Wee1L a partir de la membrada mostrada 
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en a. (continuación, Figura A22) Como anticuerpo primario se utilizó un anticuerpo comercial α-GST. c) Después del “inmunoblot” mostrado en b 

la membrana se desnudó y posteriormente se identificó a ZmCycD2;2a-MBP por medio de un anticuerpo comercial α-MBP. d) La misma membrana 

utilizada para la identificación de la ciclina se lavó con PBS 1X (tween-20 0.2%, NaCl 0.3 M) y luego se incubó con un anticuerpo comercial α- 

PSTAIRE para la identificación de His-ZmCDKA1. 

 

Figura A23. Identificación de las proteínas recombinantes ZmWee1, Cak1p y ZmRBR1. a) Después de la purificación, diálisis y concentración, las 

proteínas se cuantificaron y 200 ng de cada proteína indicada se cargaron en un gel de acrilamida. GST-Cak1p (carril 1), GST-ZmWee1L (carril 2), 

GST-ZmWee1S (carril 3), GST-RBRPC (carril 4), GST-RPRPC (carril 5) y GST (carril 6) (la proteína GST sólo se purificó y dializó). Las proteínas 

se transfirieron a una membrana y las recombinantes se identificaron mediante un “inmunoblot” utilizando un anticuerpo comercial α-GST. b) Tinción 

con rojo de Ponceau de la membrana utilizada para el inmunoblot mostrado  en a.
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Figura A24. Comparación de la posición espacial de la Y15 en dos conformaciones de la CDK2 de 

humano. a) La estructura tridimensional de la CDK2 antes de su asociación con ciclina A (en naranja) 

(PDB 1hck) (Schulze-Gahmen et al., 1996), se alineó con la estructura tridimensional de la CDK2 

que cristalizó en complejo con ciclina A (en cian) (PDB 1fin) (Jeffrey et al., 1995). El alineamiento se 

realizó con el programa YASARA (Ver. 18.2.7) (Kriegrer y Vriend, 2014) utilizando el algoritmo 

MUSTAN (Konagurthu et al., 2004). b) Acercamiento del alineamiento mostrado en a. En rojo la Y15 

de la CDK2 monomérica, en azul la Y15 de la CDK2 que se unió a ciclina A. 
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