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RESUMEN

La germinacion de semillas es un evento fundamental para el crecimiento y
desarrollo de una nueva plantula. Su inicio requiere de la proliferacion celular, cuyo
proceso es regulado por la disponibilidad del estatus nutrimental y de fitohormonas
vegetales. En la germinacion de ejes embrionarios de maiz, la presencia de
azucares solubles, sacarosa y glucosa, y de la fitohormona acido indol acético,

estimula la proliferacidon celular e incrementa la sintesis de novo de DNA.

La sucesion de eventos que dan lugar a la proliferacion celular en un organismo en
crecimiento se denomina ciclo celular, y se divide en 4 fases: G1, S, G2 y M. En
este proceso, la regulacion del avance a través de las diferentes fases recae en el
grupo de proteinas ciclinas y su asociacion con cinasas dependientes de ciclinas
(CDKs). EI complejo formado es fundamental para el progreso del ciclo celular y su
actividad es modulada por diferentes mecanismos, uno de los cuales es la

asociacion con los inhibidores KRPs.

En maiz, la CycD2;2 se asocia a tejidos con alta proliferacion y dentro del ciclo
celular se asocia a la regulacién de la transicion G1/S, asi como de la fase S del
ciclo celular, mientras que KRP4;2 se presume esté en tejidos con baja proliferacion
y respecto al ciclo celular se relaciona también a fase G2 y transicion G2/M. De
ambas proteinas se ha indicado que su funcion dentro del ciclo celular sucede en la

region nuclear.

En el presente trabajo, con el objetivo de encontrar evidencias de la relacion entre
el ciclo celular y el estimulo de reguladores de crecimiento involucrados en el
establecimiento de la germinacion, se determind la localizacion tisular y subcelular
de las proteinas reguladoras CycD2;2 y KRP4;2 durante la germinacion del eje
embrionario de maiz en presencia de azucares solubles (sacarosa y glucosa
120mM) o de acido indol acético-sacarosa (IAA), asi como en ausencia de

reguladores.

Las dos proteinas se encontraron presentes en todos los tejidos del eje embrionario
sin imbibir y con localizacién subcelular de citosol y nlcleo. Posteriormente, en el
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primer tiempo de estudio (18 h), correspondiente a la fase S del ciclo celular, en los
tratamientos con presencia de estimulo CycD2;2 presentd mayor disminucion tisular
que KRP4;2. Respecto a la localizacidn subcelular, las dos proteinas se encontraron
en citosol y nucleo, pero con menor presencia en esta Ultima region. Deduciéndose
gue todos los tejidos estan en fase S, confirmacion de que CycD2;2 participa en
fase G1y S, y sugerencia de que KRP4;2 podria también tener un papel en fase G2
y M

En el segundo tiempo analizado (36 h), con glucosa e IAA, CycD2;2 se localizo
principalmente en tejidos proliferativos de raices y aumentd su presencia en nucleo,
indicio de mayor estimulacion de proliferacién celular en estos tejidos por los
reguladores de crecimiento utilizados. En el caso de KRP4;2, so6lo en presencia de
IAA se localizé principalmente en tejidos proliferativos de radicula. Por otro lado, en
ausencia de estimulo, ambas proteinas analizadas, presentaron un incremento
general en todos los tejidos y acumulacién en nucleo. Lo que sugiere que durante
la proliferacion lenta se favorece la acumulacion de las proteinas asi como la
dependencia de otros factores (proteinas, reguladores) para la estimulacion del ciclo

celular.

Asi, en el inicio de la germinacién, se observo que la localizacion tisular y subcelular
de las proteinas CycD2;2 y KRP4;2 se modifica de acuerdo con la menor o mayor
estimulacién del ciclo celular propia de cada tratamiento.Luego, al final de la
germinacién, la distribucion de éstas proteinas parece ser resultado de la
sefalizacion de proliferacion tejido-especifica desencadenada por cada uno de los

estimulos.



1. INTRODUCCION

1.1 El Maiz

Registros arqueo-botanicos reconocen a Mesoamérica como el centro de origen y
diversidad de aproximadamente 225 especies vegetales cultivadas. Siendo el maiz,
una de las contribuciones mas importantes, cuya domesticacién sucedi6 alrededor
de hace 6,000-10 000 afios (http://www.ogtr.gov.au, consultado el 28/11/2018).

En la actualidad, el maiz es de gran
importancia econdmica a nivel mundial
ya sea como alimento humano, como
alimento para el ganado o como insumo

en diversos productos. Es el cereal a

j A e v}vu"‘ i

nivel mundial con mayor produccion y Jaud; :u:'i‘ﬁ;r\_w
rendimiento de grano por hectarea s 2annnAa 00000
(http://www.fao.org/faostat/es/#data/QC, k 1 g
consultado el 04/06/2019). En México, a

diferencia de otros paises del mundo, se

-

e

W,

Figura 1. Variedades de maiz que se consumen en

. o Guanajuato, México.
cultiva principalmente para el

autoconsumo (https://www.cima.aserca.gob.mx/swb/cima/Maiz, consultado el
04/06/2019).

Varias caracteristicas hacen al maiz un sistema genético atractivo (Bennetzen y
Hake, 2009). Es facil de cultivar en cualquier escala, con crecimiento anual y en un
rango amplio de condiciones, por ejemplo, desde temperaturas tropicales hasta

templadas (Nannas y Dawe, 2015).

Taxondémicamente (Tabla 1) el maiz pertenece a la familia Poaceae, género Zea. El
cual esta compuesto por un grupo de pastos anuales y perenes nativos de la region
Mesoamericana, cuyo centro probable son las altas tierras mexicanas, desde donde
se esparcio rapidamente. Este género contiene a la especie Z. mays con cuatro

subespecies, caracterizadas por poseer cromosomas con estructuras
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heterocromaticas en posiciones intercalares y algunas terminales. En las
subespecies estan incluidos el taxa silvestre, conocido con el hombre comun de
“teosinte” (Zea ssp), y el cultivado, maiz (Zea mays L. ssp. mays) (Doebley et al.,
1990).

Tabla 1. Clasificacién taxonémica del maiz
Reino Plantae (plantas)
Subreino Tracheobionta (plantas vasculares)

Superdivision Spermatophyta (plantas con semilla)

Division Magnoliophyta (plantas con flores)
Clase Liliopsida (plantas monocotiledoneas)
Orden Cyperales

Familia Poaceae (Gramineas)

Género Zea

Especie Zea mays

Subespecie Zea mays ssp mays (maiz)

El maiz es una planta de porte robusto y de habito anual; el tallo es simple, erecto,
de 2 a 6 m de altura. Las hojas nacen en los nudos de manera alterna a lo largo del
tallo. Las raices primarias son fibrosas presentando ademas raices adventicias, que
nacen de los primeros nudos por encima de la superficie del suelo, ambas tienen la

funcién de mantener a la planta erecta (Kato et al., 2009).

En la mazorca cada grano o semilla es un fruto independiente llamado cariépside
(Kato et al., 2009), siendo la estructura mediante la cual el embribn completamente
desarrollado es disperso, y le permite al embrién sobrevivir entre los periodos de
maduracion de la semilla y el establecimiento de la plantula. De este modo se

asegura el inicio de la siguiente generacién (Koornneef et al., 2002).

1.1.1 Anatomia de la semilla de maiz

Como cualquier otro cereal, las estructuras que constituyen a la semilla del maiz le

confieren propiedades fisicas y quimicas que han sido importantes en la seleccién



del grano como alimento (Kato et al.,, 2009). Esta consiste de un pericarpio

adherente que encierra a un endospermo continuo y un embrion lateral (Figura 2).

El pericarpio es la capa externa dura y transparente del grano. En el extremo apical
del grano el pericarpio endurece al hilum y en el extremo basal se sobrelapa con el

pedicelo/pediculo (Figura 2) (Vincent, 2012).

El endospermo contiene cuatro tejidos diferentes: el endospermo harinoso, la
aleurona (el tejido mas externo y que comprende una sola capa de células
especializadas), la capa de transferencia del endospermo basal (BETL, por sus
siglas en inglés) y la region que rodea el embrion (ESR, del inglés Embryo

Surrounding Region).

Hilum

Pericarpio Pericarpio, m
Aleurona
Endospermo

Endospermo

Escutelo

Coleoptilo

Plimula

Escutelo Mesocotilo

Raiz seminal
Nodo escutelar

Embrion

Eje embrionario
Raiz embrionaria

Coleorriza

BETL
Placenta, m

Pediciclo, m

Figura 2. Secciones verticales de la semilla de maiz madura, vista 1) de frente y 2) perfil.
BETL, Basal Endosperm Transfer Layer (capa de transferencia dl endospermo basal); m, tejido
de origen materno. Modificado de Kiesselbach, 1999.

El endospermo contribuye aproximadamente con el 85% de la masa de una semilla
madura, y es la fuente de energia y materia (en forma de granulos de almidon y
cuerpos proteicos intracelulares) para el embrion durante varios dias posteriores a
la germinacién. Ademas, es el de mayor importancia agronémica (Vincent, 2012).



El embrién de maiz , como sucede en la mayoria de los pastos, tiene un desarrollo
precoz (Bennetzen y Hake 2009), estd embebido en el lado ancho de la semilla 'y
consiste de un eje embrionario y su escutelo. Su anatomia se describe a

continuacion.

1.1.2. Anatomia del eje embrionario de maiz.

El eje embrionario de maiz contiene en su extremo basal la radicula (raiz primaria

embrionaria) y en su extremo apical el apice del brote (Figura 3A) (Vincent, 2012).

La radicula esta envuelta en la estructura denominada coleorriza (Figura 2) y en su
extremo apical esta recubierta por la cofia (Figura 3B), que sirve como proteccion
durante la embriogénesis y la germinacion (Hochholdinger y Zimmermann 2008;
Vincent, 2012). Por el contrario, el brote contiene a la plumula, tejido que se
convertira en el tallo y las hojas de las plantas y al coleoptilo, tejido de proteccién

gue se une al escutelo.

En el maiz, la cofia protege la punta de la radicula (Figura 3B), y es originada en las
etapas tempranas de la embriogénesis. Este tejido consiste de mas de 10, 000
células originadas en la zona denominada caliptrégeno, cuya Unica funcion es la de
producir nuevas células. Durante la germinacién y post-germinacion, las células del
caliptrogeno tienen los mas altos niveles de division celular, con un ciclo celular de
alrededor de 12 horas (Freeling y Walbot 1994).

En el meristemo apical de la raiz (RAM), la zona méas proximal a la cofia se
denomina centro quiescente (QC) (Figura 3B), descrito como un grupo de 800 a
1200 células no meristematicas, de forma aproximadamente hemisférica con un
nucléolo pequefio, y circundado por células que se dividen activamente. Estas
células se dividen una vez aproximadamente cada 180-200 horas, caracterizandose
por una sintesis de proteinas y RNA lenta y constante (lvanov et al., 2011; Jiang et
al., 2003) y acumulacion de células en fase G1 o S del ciclo celular (Freeling y
Walbot 1994; Jiang et al., 2010). El centro se hace quiescente durante el desarrollo

de laraiz, sea la raiz principal (raiz primaria) o la raiz lateral, después de gue se ha



establecido el modelo estructural del apice, y es capaz de reanudar la actividad

meristematica. Esta rodeado del meristemo proximal y distal.

A ~N Coleoptilo B

) Brote
Mesocotilo (MES)

Primordio Raiz
- Seminal (SRP)

! . Vasculatura . Meristemo proximal
. Periciclo . Centro quiescente

m Endodermis I:] Meristemo distal

I:] Cortex . Cofia
W cpicemis

Radicula

RAM

Figura 3. Anatomia del eje embrionario de maiz. (A) Principales tejidos del brote y radicula. (B)
Ampliacién de la estructura anatémica del RAM de maiz, mostrando las posiciones relativas de los
diferentes tipos celulares. D, zona de division; E, zona de elongacién; M, zona de maduracién; RAM,
meristemo apical de la raiz; SAM, meristemo apical del brote. B es Modificado de Hochholdinger et
al., 2004.
El meristemo proximal es un arco de células meristeméaticas que es adyacente a la
cara basal del centro quiescente (Figura 3B) siendo la fuente de la mayoria de las
nuevas células en una raiz creciendo, con una division promedio cada 20 horas
(Jiang et al., 2010). Mas de 10,000-20,000 nuevas células surgen de este
meristemo. Dependiendo de la velocidad del crecimiento de la raiz, el meristemo
proximal se extiende de 1-3 mm desde la union de la raiz con la cofia (Freeling y

Walbot 1994; Mews et al., 2000).

Seguido del meristemo proximal esta la zona distal de elongaciéon en donde las
nuevas células generadas empiezan a elongarse, siendo dificil clasificar a las
células de acuerdo a su actividad mitotica o a su coeficiente de expansion (Ishikawa
y Evans, 1995). En las raices de maiz, esta zona juega un papel muy importante en
la respuesta ante una variedad de sefales ambientales exdégenas. La zona distal de
elongacion esta bordeada por la zona de elongacion, aqui las células ya no se
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dividen y tienen una elongacion maxima (Hochholdinger et al., 2004). El tamafio
final de los diferentes tipos de células varia debido a que células de una misma
regiéon dejan de dividirse a diferentes tiempos (Figura 3B) (Freeling y Walbot 1994).

El apice del brote del eje embrionario comprende cinco o seis internodos. Del nodo
escutelar surge el escutelo, que es un cotiledon especializado y que no se convierte
en tejido foliar, es delgado y esta presionado contra el endospermo, del cual absorbe
nutrientes durante la germinacion; ademas, en esta estructura se almacenan lipidos
(Bennetzen y Hake 2009; Vincent, 2012; Marquez-Guzman et al., 2013). El segundo
nodo da lugar al coleoptilo, el cual es una capa protectora de la plumula y es el
primer brote que el embrion lanza después de la germinacion a través del suelo. La
plumula es la parte del brote que se extiende por arriba del nodo coleoptilar, en la
cual hay de cinco a seis pequefios primordios de hojas que forman un cono dentro
del coleoptilo (Vincent, 2012) y de los cuales crecerd una hoja en cada uno durante
el desarrollo de la planta (Bennetzen y Hake, 2009). El espacio comprendido entre
el nodo escutelar y el nodo coleoptilar se denomina mesocotilo (MES), el cual se
alarga rapidamente durante la germinacion para propiciar que el coleoptilo emerja

del suelo y junto con él, las hojas (Figura 2.1 y Figura 3B) (Vincent, 2012).

El meristemo apical del brote (SAM) se halla en el nodo coleoptilar. EI SAM una
estructura en forma de domo, que consiste de aproximadamente 200 células en

estado embrionario (Figura 3B) (Bommineni et al., 1995).

1.1.3 Tejidos Meristematicos

A diferencia de los mamiferos, el desarrollo de las plantas es principalmente post
embrionario. En estas los nuevos 6rganos, como las raices, tallos, hojas y flores, se
originan a partir de varias divisiones celulares, y su posterior crecimiento y

diferenciacion (Inzé, 2005).

Durante los primeros estadios del desarrollo embrionario, la division celular tiene
lugar en todo el joven organismo, pero a medida que el embribn aumenta y se

transforma en una planta independiente, la adicion de nuevas células queda



gradualmente restringida a ciertas zonas del cuerpo de la planta, mientras que las
demas atienden a otras actividades del vegetal. Asi pues, porciones de tejido
embrionario persisten en la planta durante toda su vida, por lo que la planta adulta
se compone de tejidos adultos y juveniles. Estos tejidos perpetuamente joévenes,
que contribuyen primariamente al crecimiento de la planta, son los meristemos
(Esau, 1985).

Los meristemos estan muy relacionados con el crecimiento en el sentido amplio del
término, aumento de masa, tamafio o ambos. Puede producirse division celular sin
aumento en el tamafio de la entidad afectada, pero por lo general las células crecen
antes de cada division. En la actividad meristematica, el crecimiento puede dividirse
en dos etapas: crecimiento con division celular y engrandecimiento celular limitado
y crecimiento sin division celular y engrandecimiento celular pronunciado
(Esau,1985).

El crecimiento en sentido de division celular que es tan caracteristico del estado
meristematico, no esta limitado al llamado punto de crecimiento, sino que se

produce -e incluso de modo mas intenso- a cierta distancia del meristemo apical.

En el eje embrionario existen dos meristemos principales: un meristemo aéreo en la
punta creciente del brote, meristemo apical del brote (SAM) y un meristemo debajo
del suelo en el apice de la raiz, meristemo apical de la raiz (RAM) (Garay-Arroyo et
al., 2012). La asincronia de division celular, es por lo general uniforme en el RAM,
pues esta en constante actividad, no asi en el SAM, donde la actividad
meristematica estd regulada por las condiciones ambientales (como son la luz,

temperatura, humedad, etc.) (L6pez-Rios, 2012).

1.2 Germinacioén

De todas las etapas del ciclo de la vida de una planta, el establecimiento y
progresion de la germinacién de la semilla, son las fases mas vulnerables. Cuando
una semilla estd madura y seca se le conoce como quiescente. Las semillas

guiescentes son drganos en descanso, con un contenido del 5 al 15% de humedad



y una actividad metabdlica casi imperceptible. Importante es resaltar la propiedad
de las semillas de poder sobrevivir en este estado, por muchos afos, y

subsecuentemente restaurar un normal y mas alto nivel de metabolismo.

Por definicion, la germinacién comprende los eventos que comienzan desde la toma
de agua por la semilla quiescente y que terminan con la elongacién del eje
embrionario. La usual sefial visible del final de la germinacion es la penetracion de
las estructuras que rodean al embrion por la radicula (Bewley, 1997). Sin embargo,
en la practica el punto en que finaliza es definido de acuerdo al campo de estudio.
Para la agronomia, la germinacion culmina cuando la plantula emerge de la
superficie del suelo; para la fisiologia vegetal, la germinacion termina cuando
protruye la radicula. En ambos casos no es considerado el proceso de proliferacion

celular que puede no haber comenzado o terminado.

Ya que nuestro grupo de trabajo se ha enfocado a estudiar el ciclo celular durante
la germinacion del maiz, se ha adoptado la siguiente definicién: “la germinacién es
el conjunto de procesos bioquimicos y moleculares que permiten al embrion estar
en condiciones de reiniciar la primera ronda de divisiones celulares en las zonas
meristematicas. Los eventos propios de la germinacién conduciran al metabolismo
a un punto de compromiso metabdlico partiendo de un estado de quiescencia hasta
llegar al término de la primera ronda de division celular, la cual en nuestro concepto
marca el inicio del proceso de desarrollo de una nueva plantula” (Vazquez-Ramos
y Sanchez, 2003).

Como se menciono anteriormente, la inica condicion para el inicio de la germinacion
de una semilla, es la toma de agua por parte de la misma. En una semilla seca la
toma de agua es trifasica. Comienza con la fase de imbibicion (fase I), en la que
ocurre una entrada rapida de agua dependiente del patrén cinético de saturacion,
influenciado por la estructura de la semilla, seguida de una fase de transicion (fase
I), caracterizada por una imperceptible entrada de agua, manteniéndose los niveles
de ésta. Por ultimo, en la fase de crecimiento (fase Ill), ocurre un incremento
exponencial en la entrada de agua acompafado de la protrusién de la radicula
(Figura 4) (Nonogaki et al., 2010).
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' Crecimiento de plantula
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Figura 4. Curso temporal de eventos fisicos y metabolicos ocurridos durante
la germinacion (Fase | y Il) y en la etapa temprana de crecimiento de la
plantula (Fase lll) en semillas no dormantes. La curva muestra el curso temporal
de toma de agua. Modificado de Nonogaki et al., 2010.

A partir de la imbibicién, la semilla quiescente reasume rapidamente su actividad
metabdlica. De modo general, se ha asumido que las estructuras y enzimas
necesarias para este proceso ya se encuentran presentes en la semilla seca,
habiendo sobrevivido a la etapa de desecacion que culmina la maduracion de la

semilla (Bewley, 1997).

Se ha reportado que durante la maduracién de la semilla de maiz la mayoria de las
células del embrion quedan detenidas en la fase G1 y que al germinar se reactiva
el ciclo celular dando origen a la replicacion del DNA y la division celular (Deltour y
Jacmard, 1974). Este concepto no es absoluto, ya que, tras el proceso de desarrollo
de la semilla, algunas células pudieron haber detenido su ciclo celular en fase G2

(Vazquez-Ramos y Sanchez, 2003).
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1.3 Ciclo celular

La germinacion es el primer paso para el crecimiento y desarrollo de una nueva
plantula. Su inicio requiere de la proliferacion celular, proceso en el que las células
se dividen. Para que ocurra la division celular, las células deben crecer en tamafio,
duplicar sus cromosomas Yy, finalmente, separar los cromosomas para su exacta
distribucion entre las dos células hijas. Estos procesos se llevan a cabo en el ciclo
celular, definido como una serie de eventos ordenados, unidireccionales y altamente
regulados, cuya finalidad es dar origen a una nueva célula, idéntica en su

informacion genética a la de su progenitora (Vazquez-Ramos y Sanchez 2003).

Checkpoint
metafase/anafase

Checkpoint

. e Checkpoint
G1/S

Figura 5. Ciclo celular. Esquema general del ciclo celular, sus fases y los principales
componentes que participan en cada fase. Cyc, ciclina; CDK, cinasa dependiente de
ciclina, RBR, proteina relacionada a Retinoblastoma, E2F/DP, factores de transcripcion;
KRP, proteina relacionada a Kip/Cip. Modificado de Garza-Aguilar et al., 2014.

El ciclo celular se divide en cuatro fases (Figura 5): a) fase G1, b) fase S (sintesis),
c) fase G2, d) fase M (mitosis). En la fase G1, la célula verifica si las condiciones
ambientales, nutrimentales y metabdlicas son las adecuadas para poder llevar a

cabo la duplicacién de su genoma, incrementa su actividad metabdlica, duplica sus
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organelos asi como otras moléculas y estructuras citoplasmicas; en consecuencia,

la célula aumenta de tamafio a casi el doble (De Veylder et al., 2003).

Después, la célula entra a la fase S, en la que se lleva a cabo la duplicacion del
DNA. Posteriormente, en la fase G2, la célula verifica la correcta duplicacion del

material genético reparandose cualquier error presente(De Veylder et al., 2003).

Finalmente, en la fase M sucede la segregacion del material genético y la division
celular (citocinesis). La mitosis se divide en 4 etapas: profase, metafase, anafase y
telofase, las cuales tienen como funcién promover y regular la reparticion equitativa

del material genético (Alberts et al., 2002).

Después de la citocinesis, las células reingresan a la fase G1 y el ciclo celular puede
recomenzar (Vazquez-Ramos y Sanchez, 2003).

1.3.1 Complejos Ciclina/CDK

En el ciclo celular la fase anterior debe estar completa antes de proseguir a la
siguiente. Para lograrlo, es esencial que los procesos estén correctamente

regulados (Vazquez-Ramos y Sanchez 2003).

Interaccion Con g

proteinas de CKS Fosforilacion
andamiaje inhibitoria
Fosforilacién
activadora
cYC KRP
Degradacic’un/ .
mediada por Inte(r:acl;;cmn
ubiquitinacion inhibidores

Figura 6. Regulacion de los complejos ciclinas/CDKs. La actividad de los complejos
esta regulada a distintos niveles: desde la expresion, abundancia y degradacidn proteica
de las ciclinas y CDKs, modificaciones postraduccionales en CDKs e interaccion con
proteinas inhibitorias y de andamiaje. Modificado de Dewitte y Murray, 2003.
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El paso progresivo y regulado a traves de las diferentes fases del ciclo celular recae
en el grupo de cinasas de serina/treonina (Ser/Thr), denominadas cinasas
dependientes de ciclinas (CDKs), y la formacion transitoria y activacion de los
complejos con su subunidad regulatoria, ciclina (Cyc) (Barroco et al., 2005; Boruc
et al., 2010; Vazquez-Ramos y Sanchez, 2003).

La actividad de estos complejos es dependiente de multiples controles ejecutados
por sefales intra y extra celulares, incluyendo transcripcion, traduccion, estabilidad,
modificaciones postraduccionales y localizacion subcelular (Barroco et al., 2005).
De entre ellos, la regulacion de la actividad de cinasa de las CDKs incluye eventos
de fosforilacion/desfosforilacion por cinasas/fosfatas especificas. La fosforilacion
activadora en T160 esta dada por una Cinasa Activadora de CDK (CAK), mientras
que la fosforilacion de los residuos en T14 y Y15 por la cinasa Weel interfiere con

la correcta union de ATP, inhibiendo la actividad de las CDKs (Figura 6).

1.3.2 Ciclinas: tipo D

Las ciclinas son proteinas que se acumulan y degradan ciclicamente, capaces de
activar a las CDKs, ya que al formarse el complejo ciclina/CDK se logra la
estabilizacion del mismo, se define su localizacion celular y la seleccion de sustratos
especificos (Pines, 1995; Boruc et al., 2010). Dependiendo de la similitud de su
estructura y patrones de acumulacion, las ciclinas se agrupan en especificas de G1
(tipo D) y mitéticas (tipo A y B) (Pines, 1995; Inzé y De Veylder, 2006).

Las plantas, organismos sésiles y con alta plasticidad de desarrollo, presentan gran
namero de ciclinas implicadas en la respuesta a sefiales de desarrollo intrinsecas y

ambientales.

El primer punto de control durante el ciclo celular de plantas es la fase G1 y la
transicion G1/S, por lo que las ciclinas D tienen una funcion especial en el control
de la reentrada al ciclo celular, ya que se consideran los sensores primarios del
entorno, al integrar sefiales externas y del desarrollo, y acoplarlas a las sefales de

proliferacion, para asi controlar la regulacién del primer punto de control en plantas,
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dirigiendo la fosforilacién de la proteina RBR (Dewitte y Murray, 2003; De Jager et
al., 2005; Inzé y De Veylder, 2006), la cual es una limitante para la entrada a la fase
S (Figura 6) (Sherr y Roberts, 1999; Menges y Murray, 2002).

En maiz, existen 17 genes de ciclinas D; los transcritos, de casi todos, estan
presentes en semilla seca, aunque algunos en niveles muy bajos; no obstante, todos
son claramente detectables desde las 8 horas de imbibicion, lo que coincide con la
fase G1. Asimismo 15 de estos genes son regulados diferencialmente durante la
germinacion, de igual manera en presencia de fitohormonas, sugiriendo que podrian
tener funciones no redundantes (Buendia-Monreal et al.,2011; Lara-Nufez et al.,
2017). Asimismo, en la germinacion de ejes embrionarios el contenido de proteina
de algunas de las ciclinas D presenta picos de abundancia entre las 12 y 18 h de
imbibicion (Gutiérrez et al., 2005; Lara-Nufez, et al., 2008, 2017; Garza-Aguilar et
al., 2017), concordando con reportes previos que indican la presencia y activacion

de estas ciclinas en la transicion G1/S durante la germinacion de maiz.

Adicionalmente, también se ha reportado la deteccion de transcrito de casi todas las
ciclinas D en hoja, aunque en niveles menores, sugerencia de la posibilidad de que
algunas ciclinas efectivamente estén involucradas en procesos de diferenciacion
(Buendia-Monreal et al., 2011).

1.3.2.1 Localizacién tisular y subcelular

Dado que las ciclinas dirigen la actividad de las CDKs hacia un sustrato en
particular, el entendimiento de como es ordenado el ciclo celular requiere conocer
como es regulada la localizacién de las ciclinas. La distribucién de las ciclinas puede
proporcionar informacién detallada sobre el lugar y el tiempo en el que la actividad
de cinasa es dirigida hacia proteinas-sustrato particulares. Cuando el complejo es
modulado por fosforilacion activadora sobre CDK, se pueden ejecutar los eventos
de replicacion de DNA, asi como los cambios estructurales de la mitosis. Hay fuerte
evidencia de que las ciclinas pasan por periodos de sintesis y de proteolisis y de
que pueden cambiar su localizacion durante el ciclo celular (Mews et al., 1997).
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Las ciclinas tipo D estan presentes predominantemente en tejidos altamente
proliferativos, como los meristemos de raiz, y en menor medida en tejidos con mayor
diferenciacion. También se han agrupado algunos genes de CYCD como principales
candidatos implicados en la regulacion de la division celular del cambium vy la
respectiva diferenciacion vascular. Por ejemplo, mediante hibridacion in situ en
Arabidopsis se ha confirmado la participacion de CYCD3;1 en el procambium de
hojas en desarrollo y en la inflorescencia del tallo, no asi para la CYCD2;1 (Collins
et al., 2015; Sablowski et al., 2014).

Respecto a su localizacion subcelular, todas la ciclinas D de Arabidopsis estan
presentes en nucleo, con la peculiaridad de que CycD2;1, CycD4,1 y CycD4;2
también se encuentran en citoplasma. Curiosamente, las CycD2;1 y CycD4;2
forman complejos con PCNA tanto en nucleo como en citoplasma (Boruc et al.,
2010; Strzalka et al., 2015).

Al igual que las CycD de Arabidopsis, las de maiz se han localizado en nucleo y
citoplasma durante el desarrollo del endospermo. Sin embargo, existen diferencias,
como la CycD5 que se localiza Unicamente en el citoplasma de las células de la
periferia y su actividad asociada a CDK es mayor en la transicion G1/S, lo que ha
sugerido que participa Unicamente en el ciclo celular mitético (Dante et al., 2014;
Lara-Nufiez et al., 2008).

1.3.3 Inhibidores de CDKs

En contraste con las ciclinas, ciertas proteinas se pueden unir al complejo CDK e
inhibir su actividad. Debido a su habilidad de inhibir directamente la actividad de
CDK, estas proteinas, en su mayoria de bajo peso molecular, son generalmente
conocidas como CKIls (CDK inhibitors), las cuales inducen el arresto del ciclo celular
o retrasan la progresion del ciclo, en respuesta a sefales intracelulares o

extracelulares (Verkest et al., 2005).

En mamiferos y levaduras, los genes de las CKIls son clasificados en dos familias

de acuerdo a su similitud estructural y especificidad de accion (Sherr y Roberts,
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1999): la familia INK4 (Inhibitors of CDK4) y la familia Cip/kip (kinase inhibitory
protein). La primera incluye proteinas exclusivas de la fase G1 (Pavletich, 1999) y
la segunda comprende proteinas que inhiben a un amplio espectro de complejos
ciclina-CDK en la transicion G1/S (Stals e Inzé 2001).

Los inhibidores Cip/Kip participan en la proliferacion celular como factores
ensambladores y estabilizadores de los complejos D/CDK4 en el citoplasma.
También dirigen la acumulacion de los complejos ciclina/CDK al nucleo de la célula,
ya que ambas proteinas del complejo carecen de sefiales de localizacion nuclear
(Mangeng, 1999).

Ademas de su papel esencial en la proliferacion y diferenciacion, varios estudios
han establecido que las proteinas Cip/Kip también podrian estar desempefiando
funciones adicionales como factores de ensamblaje, reguladores de apoptosis,

migracion celular y como factores transcripcionales (Coqueret, 2003).

Dos tipos de CKIs han sido identificados y caracterizados en plantas:
INHIBITORS/INTERACTORS OF CDK/KIP-RELATED PROTEINS (ICKs/KRPs) (
De Veylder, 2001; Lui et al., 2000; Wang et al., 1998,) y SIAMESE/SIAMESE
RELATED. La primera tiene un dominio conservado en el extremo C-terminal que
muestra limitada similitud con el dominio N-terminal de un inhibidor de la familia
Cip/Kip de mamiferos. Este dominio conservado es esencial para la interaccion con

CDKs y ciclinas. En el presente trabajo se utilizard la nomenclatura de KRPs.

Las KRPs se pueden clasificar en tres grupos de acuerdo al numero de cotiledones
de las plantas. Los grupos A y B Unicamente contienen proteinas de plantas
dicotiledoneas o monototilonéas, respectivamente. El grupo C contiene proteinas
tanto en plantas dicotiledoneas como monocotiledéneas (Torres-Acosta et al.,
2011).

Tipicamente, tanto en Arabidopsis como en maiz, las KRPs se unen a los complejos
CDKA/CycDs, confirmando su papel regulatorio en el comienzo del ciclo celular
(Boruc et al., 2010; De Jesus-Juarez et al., 2008; Lara-Nufiez et al., 2008; Wang et
al., 1998, 2008; Zhou et al., 2003). No obstante, algunos reportes han mostrado la
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interaccion con CDKs tipo B y con ciclinas A (Boruc et al., 2010; Coelho et al., 2005;
Nakai et al., 2006; Garza-Aguilar et al., 2019). Para su degradacion, las KRPs de
plantas son blanco de varias E3 ligasas (Zhou et al., 2003; Weinl et al., 2005; Jakoby
et al., 2006; Ren et al., 2008). En células mitoticas, son fosforiladas por CDKs tipo
B1 y marcadas para degradacion via Ubiquitin-proteasoma, lo que deriva en la

estimulacién de la actividad de CDKA y la entrada a mitosis (Verkest et al., 2005).

El patron de expresion de los genes de KRPs es consistente con su papel
regulatorio del ciclo celular. En células en suspensién de Arabidopsis sincronizadas
parcialmente, los niveles de KRP1 incrementan hacia fase M, indicando la
posibilidad de que KRP1 actle tanto en células que no se dividen como en la
transicion G2/M, mientras que la expresion de KRP2 esta ausente en G1 y se
incrementa hasta la transicion G2/M (Menges y Murray, 2002). Ademas, la
sobreexpresion fuerte de KRP1 y KRP2 reprime la division celular y la
endoreduplicacion, pero la sobreexpresion débil inhibe Unicamente al ciclo mitotico,
especificamente a complejos CDKA, teniendo como consecuencia la entrada a
endorreduplicacion. Por tanto, el efecto de KRPs en el ciclo celular parece ser dosis
dependiente (Inzé, 2005).

Asimismo, la expresion de los genes de KRPs de Arabidopsis, se regula por
fitohormonas y éstos muestran un patron de expresion tejido-especifico y de
desarrollo. En particular, la KRP1 se sobreexpresa en presencia de acido abscisico
(Wang et al., 1998), no asi la KRP3, que incluso muestra un aumento de expresion
en células dividiéndose activamente (Menges y Murray, 2002; De Veylder, 2001) y
se asocia a moléculas especificas de G2/M (por ejemplo CKS, CDKB1;1y CycD3;1),
adjudicandole un papel en la transicién de estas fases, probablemente como un
factor de ensamblaje mas que como un inhibidor. Alternativamente, esta KRP podria
estar previniendo la activacion prematura de la transicion G2/M (Boruc et al., 2010).
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1.3.2.1 Localizacion tisular y subcelular

Como se describié anteriormente, las KRPs se clasifican en 3 grupos y se ha
propuesto que los motivos presentes en cada clase podrian estar relacionados con
la funcion que realizan en cada tejido o en los diferentes estados fisiologicos. Sin
embargo, parece no existir una correlacién entre el patron de localizacion tisular y
la clase a la que pertenecen, localizandose en tejidos con alta actividad mitotica, en

aguellos con endorreduplicacion o en los totalmente diferenciados.

En cuanto a su localizacion subcelular, se sabe que todas las KRPs de Arabidopsis
se localizan principalmente en nucleo (Bird et al., 2007; Boruc et al., 2010), aunque
s6lo algunas de ellas poseen sefial de localizacion nuclear (NLS) putativa. Por ello,
se ha propuesto que pueden existir diferentes mecanismos de localizacion nuclear
dado que mutantes de las KRPs de Arabidopsis sin el motivo predicho de sefal de
localizacion nuclear se siguen localizando en el nucleo (Bird et al., 2007).
Resultados similares se han encontrado con las proteinas KRPs de arroz (Yang et
al., 2011; Mizutani et al., 2010), tabaco (Jasinski et al., 2002) y maiz (Xiao et al.,
2017). Sin embargo, aunque los resultados experimentales muestran que se
localizan en el nicleo no se ha podido confirmar la relacion funcional entre la

localizacion y la presencia de la NLS putativa.

Respecto a la menor localizacion citoplasmica se ha sugerido que las KRPs tienen
funcion acarreadora, implicando que importan al complejo CDK/ciclina del
citoplasma al nacleo (Jakoby et al., 2006; Zhou et al., 2006; Sanz et al., 2011). Sin
embargo, en plantas no se han encontrado los elementos regulatorios que median
la localizacion de las Kip/Cip de mamiferos (Weinl et al., 2005). Ante esto, en
Arabidopsis, se ha sugerido la posibilidad de que la regulacién de las KRPs suceda

mediante fosforilaciones llevadas a cabo por las CDKs tipo B (Verkest et al., 2005).
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1.4 Reguladores del crecimiento

1.4.1 Azucares, glucosay sacarosa

Las plantas son organismos sésiles, con la capacidad de adaptacion a los cambios
en la disponibilidad de reguladores de crecimiento presentes en el ambiente. Para
inducir la germinacion, la semilla necesita integrar todas las sefiales que indican su
estatus nutricional, sucediendo Unicamente cuando las condiciones apropiadas de

nutrientes y de fitohormonas estan presentes (Osuna et al., 2015).

Como resultado, gran nimero de procesos de desarrollo, metabdlicos vy fisioldgicos
son regulados en respuesta a los niveles absolutos de azucares solubles, como la

glucosa o sacarosa (Borisjuk et al., 2003; Mishra et al., 2009).

En plantas, los azucares solubles como la glucosa y sacarosa, ademas de tener un
papel central en el metabolismo, también regulan varios procesos fisioldgicos y de
desarrollo (Koch 1996; Sheen et al.,, 1999; Smeekens, 2000). En general, se
considera que las hexosas, como la glucosa, favorecen la division y expansion
celular, y la sacarosa la diferenciacion y maduracion (Koch, 2004; Lara-Nufiez et al.,
2017). Recientemente se ha demostrado que en plantas la sefializacién por niveles
de glucosa y sacarosa confluyen en TOR (Target of Rapamycin), induciendo la
expresion de genes relacionados a crecimiento. Los azucares, via TOR, estimulan
la divisién celular en los meristemos de la raiz, siendo E2F el factor de transcripcion
blanco de TOR activando la expresion de genes de fase S del ciclo celular. De tal
forma que existe una relacion directa entre TOR y el crecimiento de la planta
mediante la activacion de la proliferacién celular y las vias anabdlicas (Xiong et al.,
2013).

La sefializacion por glucosa regula el ciclo celular en todo el proceso del ciclo. Es
notable que el efecto regulatorio de la glucosa sobre la velocidad de division celular
resulta primeramente de la sefalizacion que de la disponibilidad nutrimental o del
estatus energético, ya que la actividad de proliferacion celular correlaciona con los

niveles exégenos de la hexosa, pero no con la velocidad con las que son absorbidas
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(Hartig y Beck, 2006). Un estudio reciente en tejido meristematico de Arabidopsis
demostrdé que la sefializacion por glucosa inicia la transicion G2/M mediante la
represion del transcrito del regulador negativo TPR-domain suppressor of stimpy
(TSS), y asi activa la expresion de componentes requeridos para la transicion G2/M,
tales como la CYCB1;1 CDKB1;1.

Las hexocinasas tienen un papel importante en la via de respuesta a azlcares. En
Arabidopsis thaliana la Hexocinasal (HXK1) es una enzima fosforiladora de glucosa
que funciona como proteina sensor de este monosacarido, y cuyo papel de
transductor de sefales es independiente de su funcidn enzimética (Lastdrager et
al., 2014). En consecuencia, se ha sugerido que la via de sefializacién-hexocinasa
podria estar implicada en la regulacion del ciclo celular, ya que en respuesta a la
disponibilidad de azucares, la expresion de CYCD2 de Arabidopsis es dependiente

de la enzima (Riou-Khamlichi et al., 2000).

En el crecimiento y desarrollo de plantas, la sacarosa actia como principal fuente
de carbono y como molécula sefalizadora. Tiene efectos regulatorios en la
expresion de genes, en la traduccién y en modificaciones post-traduccionales
(Garza-Aguilar et al., 2017; Hirano et al., 2011; Lastdrager et al., 2014).

La sefalizacion celular por aztcares debe ser integrada con otras vias reguladoras
del crecimiento, en particular con la sefializacién de la luz y las fitohormonas.
Estudios recientes describieron la induccién por sacarosa de los factores
interactores del fitocromo (phytochrome interacting factors,PIFs), los cuales median
el efecto de la sacarosa en la elongacién del hipocotilo de Arabidopsis. Los PIFs
son reguladores importantes del crecimiento en respuesta a fitohormonas como las

auxinas y las giberelinas (Leivar y Quail, 2010).

1.4.2 Auxinas

El desarrollo de la planta es altamente adaptable a las condiciones ambientales, por
ejemplo, luz, disponibilidad de nutrientes y de agua, temperatura, etc. En respuesta

a estas sefales externas, las fitohormonas se infieren como llaves maestras que

21



controlan el crecimiento y desarrollo de la planta mediante la regulacion de la

proliferacion y expansion celular.

Las auxinas son las mas importantes fitohormonas para la supervivencia de la
planta, ya que controlan el crecimiento y ciclo de vida de éstas (Mishra et al., 2009).
Estos compuestos estan implicados en procesos fisioldgicos tales como la
formacion del embrién, la elongacion celular, geotropismo, fototropismo, dominancia
apical, iniciacion de la raiz, desarrollo de raices laterales, desarrollo de frutos y
pueden estimular la produccién de etileno (Mishra et al., 2009). En combinacién con

citocininas estimulan la diferenciacion de floema y xilema.

Las auxinas naturales son producidas en zonas meristematicas del tallo y
transportadas hacia abajo a otras partes de la planta. La auxina mas abundante es
el acido indol-3-acético. La concentracion de auxina difiere de planta en planta, en
los diferentes tejidos, la estacion del afio y en la etapa de crecimiento de la planta.
Se han encontrado ampliamente distribuidas en plantas con y sin semilla, asi como
bacterias, hongos y algas. Su respuesta pleiotropica es debida a su transporte a
través del xilema y floema, al cruce de membranas celulares y al acoplamiento de

proteinas reguladoras de transporte (George et al., 2008).

Se ha demostrado que la distribucién de auxinas es critica para la regulaciéon de la
proliferacion y expansién celular de manera dependiente de su concentracion. En el
RAM, la alta concentracion enddgena de auxina inhibe la elongacién celular
manteniendo el centro quiescente, en la region apical, niveles intermedios de auxina
promueven la proliferacién celular, y en la regién basal la menor concentracion
permite a las células expandirse y diferenciarse (Blilou et al., 2005; Galinha et al.,
2007; Grieneisen et al., 2007). Igualmente, en el SAM, la baja concentracion es

responsable de la elongacién, ayudando a la formacion de las hojas.

Sin embargo, en Arabidopsis la aplicacion exégena micromolar de auxinas estimula
la expansion celular en los vastagos asi como en casi todos los tejidos de brote,
mientras que la aplicacion por arriba de 10° 0 10 M inhibe la elongacién celular en

las raices (Perrot-Rechenmann 2010).
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Incluso, recientemente se reportd que las auxinas guian la transicion del ciclo
mitotico a endociclo mediante la modulacion de la expresion de reguladores del ciclo
celular (Ishida et al., 2010).

Consistente con su papel direccional en la regulacion de la proliferacion celular,
especialmente en la preparacion de la replicacion (en la transicion G1/S), se ha
demostrado en Arabidopsis, que la auxina induce la expresion del gen de CYCD3;1
y del gen de CDKA;1, participa en el ensamblado del complejo CDKA/CycD y se
disminuyen los transcritos de KRP1 y KRP2 (Himanen et al.,, 2002). Aunque la
mayoria de la informacion sugiere que las auxinas actdan como sefiales permisivas
para que la célula pueda comenzar la sintesis de DNA (transicion G1/S), también
son requeridas en la transicion G2/M para completar el proceso de mitosis (Wang y
Ruan, 2013).

La biosintesis de auxina es inducida por azucares solubles, y fluctuaciones diarias
en el contenido de los azucares se correlacionan con variaciones en los niveles de
auxina (Sairanen et al. 2012). En Arabidopsis, la suplementacién con sacarosa o
glucosa promueve la sobre acumulacion de auxina, e incrementa el flujo de auxina
en el hipocoétilo (Lilley et al., 2012; Sairanen et al., 2012; Stokes et al., 2013).

Los efectos de la sacarosa en los niveles de auxina son mas pronunciados en las
raices que en los brotes, indicativo de que es posible que los azlcares impacten el
transporte de auxina y/o compartan vias de sefalizacion. Por tanto, es posible que
estén involucrados en la integracion del crecimiento y desarrollo establecido entre

el brote y la raiz (Ljung et al., 2015).

23



2. ANTECEDENTES

2.1 Ciclo celular en la germinacion de semillas de maiz

Durante la formacion de la semilla el desarrollo del embrién involucra altas tasas de
proliferacion celular; este proceso puede tomar varias semanas, durante las cuales
ocurre acumulacion de material de reserva y la consecuente maduracion. En una
semilla seca la mayoria de las células en los tejidos meristeméticos del embrién de
maiz, se encuentran detenidas en fase G1 (Bewley y Black, 1994) y su estado
metabdlico en tipo quiescente (Vazquez-Ramos y Sanchez, 2003). Sin embargo, la
entrada al ciclo celular no ocurre de manera inmediata a la imbibicion, existiendo un
periodo de varias horas hasta que la fase S se hace evidente. Este retraso es propio
del control de la transicion G1/S, en la que se evita que la germinacion ocurra si las

condiciones no son las adecuadas (Vazquez-Ramos y Sanchez, 2003).

En semillas de maiz, la germinacion ocurre entre 24-36 horas después de la
imbibicion, con el 50 % de las semillas germinadas a las 30 horas. Sin embargo, la
protrusion de la radicula ocurre antes de que las células del primordio de la raiz
entren en division celular (Baiza y Sanchez-de-Jiménez, 1986). Durante este
proceso, la poblacion celular de los tejidos meristematicos alcanzan gradualmente
la fase Sy fase M, lo que sugiere ciclos celulares parcialmente sincrénicos (Baiza y
Sanchez-de-Jiménez, 1986, 1989; Baiza et al., 1989).

2.2 Ciclo celular en la germinaciéon del eje embrionario de maiz

En el laboratorio dénde se realiz6é este trabajo se ha adoptado el modelo del eje
embrionario de maiz para el estudio del ciclo celular, del cual se han caracterizado

los tiempos de cada fase durante la germinacion.

La replicacién de DNA (fase S) en el embrién de maiz comienza alrededor de las 14
horas después de imbibicion, con el valor mayor de ndcleos con incorporaciéon de

timidina-[*H] a las 40 horas. Es importante destacar que la proliferacion celular en
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ejes embrionarios de maiz sucede en tres diferentes regiones meristematicas, el

mesocotilo, la raiz seminal y la raiz principal, con aparicidn de figuras mitéticas a las
28 h, 32 h 'y 36 h,

incremento de nucleos con figuras mitéticas al mismo tiempo (36 h), momento en el

respectivamente. Sin embargo, los tres tejidos muestran
cual el 80 % de las semillas presentan protrusion de la radicula (Figura 7) (Baiza y

Sanchez-de-Jiménez 1989; Baiza et al., 1989; Herrera et al., 2000; Reyes et al.,

1991).
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Figura 7. Tiempos del ciclo celular en distintos tejidos meristematicos durante la
germinacion del eje embrionario de maiz. (A) Horas de imbibicion en las que se detecta
sintesis de DNA (Fase S). (B) Horas de imbicién en que se observan las primeras figuras
mitéticas (Fase M). Datos obtenidos de Baiza y Sanchez-de-Jiménez 1989; Baiza et al., 1989;

Herrera et al., 2000; Reyes et al., 1991.

La transicion de division a diferenciacion celular esta parcialmente detonado y
fortalecido por la disminucién de proteinas del ciclo celular y especialmente el
decaimiento de las ciclinas en el citoplasma (Mews et al., 2000).
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2.3 CycD2,2

Se conoce que la region promotora de CYCD2;2 (Figura 8) contiene elementos cis-
reguladores de respuesta a diversas fitohormonas vy sitios de union a factores de
transcripcion, distribuidos diferencialmente (Bravo-Alberto y Buendia-Monreal,
2008).
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Figura 8. Estructura del promotor de CYCD2;2. Bravo-Alberto, 2011.

Durante la germinacion se ha estudiado la expresion del transcrito de CYCD2;2, en
presencia de azlcares (sacarosa 60 mM, 120 mM y glucosa 120 mM),
encontrandose a las 24 h de imbibicion un aumento en la transcripcion para
sacarosa a ambas concentraciones, no asi para glucosa, con la que disminuye. En
cuanto a la proteina, se ha encontrado presente en semilla seca y con incremento
de sus niveles a las 6 h de la germinacion para después caer gradualmente hacia
las 24 h, patrén que sucede en todos los tratamientos. No obstante, en sacarosa
120 mM los niveles son menores y nunca presentan pico de abundancia como
sucede a las 36 h en presencia de glucosa (Gutiérrez et al., 2005; Lara-Nufez et
al., 2017).

En cuanto a las fitohormonas, la citocinina y acido abscisico en el medio de
imbibicion adelantan y atrasan la expresion, respectivamente. Sin embargo, no se
modifica el patron de acumulacion de la proteina, ni el de la actividad de cinasa
asociada a esta ciclina, sugerencia de modificaciones post-traduccionales
(Gutiérrez et al., 2005). Solo las auxinas en conjuncion con la sacarosa estimulan

notablemente la expresion de esta ciclina (Quiroz-Figueroa y Vazquez-Ramos,
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2006), esto fue comprobado posteriormente mediante un ensayo de expresion
transitoria, en el que la adicién de auxinas indujo la expresion del gen reportero de
CYCD2;2 (Figura 9) (Bravo-Alberto, 2011).
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Figura 9. Fluorescencia de la proteina GFP-GUS fusionada al fragmento distal del
promotor de CYCD2;2 (-873 a -1 bp). (A) Transformaciéon en cultivos de callos
embriogénicos de maiz. (B) Transformacién en células de epidermis de cebolla en
ausencia y en presencia de auxinas. Modificado de Bravo-Alberto, 2011.

Ademas, CycD2;2 forma complejos con CDKA y CDKB. La asociacion con CDKA,
asi como el pico de actividad asociado a cinasa sobre RBR a las 15 h de imbibicion,
son caracteristicas del papel principal de las ciclinas D en la fase G1 y transicion
G1/S. Interesantemente, la presencia de complejos activos de CDKB/CycD2;2
durante la germinacion, sugiere que también podria participar en la regulacién,
aunque en menor proporcion, de las fases G2 y M, y en la transicion de estas,
cuando las CDKBs deben estar activas (Godinez-Palma et al., 2013; Gutiérrez et

al., 2005).
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2.3.1 Localizacién tisular y subcelular

La expresion de CycD2;2 en hojas de maiz es elevada en células que se encuentran
en division constante y disminuye conforme las células se alejan de la zona de
proliferacion y se acercan a la zona de diferenciacion y crecimiento celular (Li et al.,
2010). Asimismo, en plantula de maiz de 4 dias, se ha reportado la expresion de
CycD2;2 en tejidos meristematicos (RAM, base de la raiz, coleoptilo y SAM) (Quiroz-

Figueroa y Vazquez-Ramos, 2006).

Figura 10. Localizacion de CycD2;2 en la semilla de maiz durante el desarrollo del
endospermo. Anticuerpo anti CycD2;2 (mostrado en verde), DNA tefiido con To-Pro-3-iodide®
(mostrado en rojo). Barras= 50 pm. Modificado de Dante et al., 2014.

Durante el desarrollo del endospermo de maiz CycD2;2 esté presente durante todo
el proceso y en todo el endospermo. En la fase mitética, la ciclina tiene localizacion
citoplasmica y nuclear. En este estado de desarrollo no existe gran diferencia de
localizacion de la ciclina entre el endospermo periférico y el central. En contraste,
en la fase endoreduplicativa, CycD2;2 se encuentra en agregados citoplasmicos,
principalmente en las células de las tres capas mas externas. En esta misma fase,
CycD2;2 muestra localizacion nuclear con niveles variables en las células centrales
del endospermo. Las diferencias en su localizacion citoplasmica o nuclear,
dependiente de la fase de desarrollo, es un indicativo de la regulacién del ciclo
celular dentro de un tejido que contiene células que progresan en el ciclo celular de

manera asincronica (Figura 10) (Dante et al., 2014).
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Es asi que la localizacion subcelular, actividad y asociacion, sugieren que CycD2;2
pudiera tener funcion en la estimulacion del ciclo celular mitético y endoreduplicativo
(Dante et al., 2014).

2.4 KRP4;2

Durante el desarrollo del endospermo de maiz, la expresion de KRP4;2 mantiene
niveles casi constantes durante los dias 7-21 después de la polinizacion sugerencia
de que KRP4;2 tiene un rol positivo en células en endoreduplicacién (Coelho et al.,
2005). También durante la germinacion del maiz la expresion del gen se mantiene
constante (De Jesus-Juarez et al., 2008, Godinez-Palma et al., 2017). De igual
forma, la proteina no presenta cambios en ambos procesos de desarrollo (Coelho
et al., 2005, De Jesus-Juarez et al., 2008).

A diferencia de las KRPs de Arabidopsis, se ha demostrado que KRP4;2 de maiz,
ademas de poder inhibir la actividad de CDK asociada a CycD2;2 y CycD4;2
(Godinez-Palma et al., 2017), también inhibe la asociada a CycAl (Coelho et al.,
2005) la cual puede formar complejos con CDKA (Dante et al., 2014). Ademas, su
acumulacion no es estimulada por ABA ni disminuida en presencia de Benziladenina
(De Jesus-Juérez et al., 2008).

2.4.1 Localizacion tisular y subcelular

Se ha reportado la expresion de KRP4;2 en tejidos proliferativos (base de la hoja,
punta de raiz) y en tejidos con diferenciacién (punta de la hoja y coleoptilo)
(Godinez-Palma et al., 2017). Respecto a su localizacién subcelular, s6lo mediante
expresion transitoria en hoja de Nicotiana benthamiana se ha observado en ndcleo
(Figura 11) (Xiao et al., 2017).
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Campo claro

ZmKRP4;2

Figura 11. Localizacion subcelular de ZmKRP4;2. (A1) muestra las células de tabaco
en campo claro, (A2) muestra la localizacion de la proteina de fusion ZmKRP-eGFP en
el campo de GFP, y (A3) es el merge de las imagenes A1 y A2. Barra= 50 pm.
Modificado de Xiao et al., 2017.

2.5 Efectos de glucosay sacarosa en la germinacion del eje embrionario de

maiz

Recientemente se estudié el efecto de los azucares en el medio de imbibicion
durante la germinacion de ejes embrionarios de maiz. Las células meristematicas
en tratamientos con glucosa muestran el menor diametro celular y la mayor
densidad; en sacarosa, el tamafio y la densidad son intermedias. En contraste, en
buffer de imbibicién (Bl), las células muestran los mayores tamafios y la menor
densidad (Lara-Nufiez et al., 2017).

Bl Sacarosa Glucosa

Figura 12. Morfologia de los ejes embrionarios de maiz a las 72 h de imbibicion en buffer
de imbibicion (Bl), Sacarosa o Glucosa 120 mM (A-C). C, coleoptilo; PR, raiz primaria; AR,
raices adventicias. Barras: A= 5 mm. Modificado de Lara-Nufiez et al., 2017.

Ademas, el estimulo de glucosa y sacarosa modifica la localizacion subcelular de
CycB1;2 (marcador de fase M) en células del RAM del eje embrionario de maiz

(Garcia-Ayala, 2015).
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En estado post-germinativo las morfologias contrastantes sugieren que glucosa y
sacarosa tienen roles independientes pero importantes en el programa
morfogenético, proponiéndose que la glucosa podria estar manteniendo el
programa de proliferacion, mientras que la sacarosa probablemente regula la
diferenciacion y maduracion del eje embrionario de maiz (Figura 12, Tabla 3) (Lara-
Nufez et al., 2017).

Tabla 2. Efectos morfologicos de los azlcares en el medio de imbibicion a
los 7 dias de la germinacion de ejes embrionarios.

Caracteristica Tratamiento
Buffer de Sacarosa Glucosa
imbibicion 120 mM 120 mM
(BI)
Peso fresco (mg) 18-22 22-27 30-40
Longitud (cm) 1.2 1.2-1.3 1.3-1.5
Morfologia’ Sin cambios Alargada Torcida
Raiz primaria Corta Alargada Alargada y
delgada
Pelos radiculares No Si No
Coleoptilo Corto Alargado Alargado
Raices Seminales No Varias Pocas
Estructuras tipo No No Si
callo?
Tamano de células en Grandes Intermedias Pequenas
RAM
Sintesis de novo de 30.2 37.0 58.1
DNA (%)3

"Respecto a la observada a 72 horas de imbibicion,? en raices seminales o adventicias,
3medido mediante incorporacion de EdU. Datos obtenidos de Lara-Nufiez et al., 2017.

2.6 Efectos del IAA en la germinacion del eje embrionario de maiz

Es conocido que la respuesta de la fitohormona acido indol-3-acético involucra la
presencia de azUcares (Lilley et al., 2012; Sairanen et al., 2012; Stokes et al., 2013),
por tanto, ya que el estudio de la germinacion del eje embrionario requiere retirar el

endospermo y mayor parte del escutelo, en el laboratorio donde se realiz6 el
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presente trabajo, los ejes se imbiben en una combinacion de acido indol-3-acético
1 uM-sacarosa 60 mM, solucion que se ha denominado como Unicamente 1AA,

término que sera utilizado en la continuacion del documento.

En las primeras horas de la germinacion del eje embrionario de maiz en presencia
de IAA, el peso fresco aumenta, asi como la longitud. Sin embargo, en el proceso
post-germinativo los ejes ya no aumentan de masa ni de longitud, ademas
presentan formacion de estructuras tipo callo (Garza-Aguilar et al., 2017) (Tabla 3,
Figura 13).

Tabla 3. Efectos morfolégicos del IAA en el medio de imbibicién a 48h de la

germinacion de ejes embrionarios

Caracteristica IAA
Peso fresco (mg) 23-27
Longitud (cm) <1.0
Estructuras tipo callo si

Figura 13. Morfologia de los ejes embrionarios de maiz a las 48 h de imbibicion con
IAA 1 uM. Las puntas de flecha indican la presencia de estructuras tipo callo. Barra= 1 cm.
Modificado de Garza-Aguilar et al., 2017.

Por otra parte, el IAA parece tener un papel de regulador positivo del ciclo celular al
estimular la sintesis de DNA (Quiroz-Figueroa y Vazquez-Ramos, 2006), la
expresion de genes de CYCD (Buendia-Monreal et al., 2011) asi como la actividad
de los complejos CycD/CDKA asociados a CycD4 y CycD5 (Lara-Nufiez et al.,
2008).
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3. JUSTIFICACION

Debido a que los reguladores del crecimiento de plantas pueden modular diversos
procesos durante la germinacion de semillas, y que el ciclo celular es la base para
el establecimiento de la germinacion, nuestro grupo ha estudiado la relacion entre
los reguladores del crecimiento y el ciclo celular tomando como modelo la
germinacion de ejes embrionarios de maiz. Se sabe que la abundancia y actividad
de marcadores del ciclo celular pueden variar en presencia de ciertas fitohormonas
y carbohidratos, aunque no siempre se mantiene esta relacion. Ademas se conoce
que la funcion dentro del ciclo celular de algunos de estos marcadores depende de
su localizacion citoplasmica y/o nuclear, por lo que seria relevante para una
comprension mas amplia de la regulacion del ciclo celular investigar la distribucion
tisular y subcelular de marcadores clave de este proceso en ausencia y presencia

de reguladores de crecimiento durante la germinacién del eje embrionario de maiz.

4. HIPOTESIS

Bajo la influencia de agentes que estimulan la proliferacién (sacarosa, glucosa e
IAA) a diferentes tiempos en la germinacion del eje embrionario de maiz, la CycD2;2
se encontrard principalmente en tejidos proliferativos, localizdndose tanto en
citoplasma como en nucleo, mientras que KRP4,2 se encontrard mayormente en

tejidos con baja proliferaciéon celular y con una localizacién nuclear.

5. OBJETIVO GENERAL

Analizar si existe relacion entre la distribucién tisular y subcelular de CycD2;2 y
KRP4;2 con el estado proliferativo de tejidos del eje embrionario de maiz en

presencia de reguladores de crecimiento
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5.1 OBJETIVO PARTICULAR

o Determinar la localizacion tisular y subcelular de CycD2;2 y KRP4;2 en ejes
embrionarios de maiz a diferentes tiempos de germinacioén (0, 18 y 36 h) en

medio de imbibicion sin y con sacarosa 120 mM, glucosa 120 mM o IAA.
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6. METODOLOGIA

6.1 Imbibicidén de ejes embrionarios de maiz

Los ejes embrionarios de maiz fueron disectados de semillas secas, se
desinfectaron en solucién de hipoclorito de sodio al 0.17 %, en agitacion por 10
minutos y se lavaron con agua destilada estéril hasta perder el olor a cloro. En
seguida se incubaron en buffer de imbibicion Tris-HCI 50 mM pH 7.4, KCI 50 mM y
MgCl2 25 mM (BI), enriquecido con sacarosa 120 mM (Sac), glucosa 120 mM (Glu)
o acido indol-3-acético 1 uM-sacarosa 60 mM (IAA) en cajas Petri estériles sobre
papel filtro Whatman estéril y se incubaron el tiempo necesario en estufa a 25°C en
obscuridad.

6.2 Preparacidén de muestras para microscopia (Inclusion y corte de tejidos)

Después de la imbibicién, los ejes se fijaron inmediatamente en formaldehido al 4
% (v/v) en amortiguador PBS 1X por 1 hora, seguido de lavados con PBS 1X cinco
veces, por 10 minutos cada lavado. Directamente se deshidraté en concentraciones
crecientes de etanol (30- 100 %) por una hora cada concentracion, mas 25 minutos
de cada proporcion de etanol-xilol (3:1, 2:2, 1:3) y 30 minutos de xilol 100 %.
Enseguida se embebieron en Paraplast. Secciones longitudinales del tejido, de 8-
10 um de grosor, fueron obtenidas usando un microtomo rotatorio. Los cortes se
colocaron en portaobjetos especiales Premium Charged Fine Ground Edge 25x75x1
mm para los ensayos de fluorescencia.

Para el uso de los cortes se desparafinaron colocando el tejido en estufa a 60°C por
12 horas, posteriormente se hidratdé en una serie de concentraciones graduales de

etanol (100-30 %) durante 3 minutos cada una.

35



6.3 Induccidn y purificacion de proteinas recombinantes

La induccion de la proteina recombinante GST-CycD2;2 se llevé a cabo en un
volumen total de 250 mL de medio LB. La induccién se realiz6 por 4 h a 37°C con
una concentracion de 1mM de IPTG. La proteina recombinante fue purificada
utilizando la columna de afinidad Glutathione Sepharose como sigue: después de
centrifugar el extracto celular a 6000 rpm/15 min el pellet se resuspendié en buffer
de lisis (50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 100 mM NaCl, 1mM EDTA, pH 8.0) al cual se
adicion6 en fresco 1 tableta de cocktail de inhibidores de proteasas Complete Mini,
y se incubd por 30 min en hielo con 1 mg/mL de lisozima. El lisado se sonico 4 veces
por ciclos de 20 segundos a una amplitud de 20 % en un equipo Vibra Cell VC505.
Después se adiciono Triton X-100 al 1 % v/v en PBS 1X por 30 min y se centrifugo
a 12000 rpm/15 min a 4°C. El sobrenadante se filtr6 a través de una membrana de
0.45 um. La fraccion soluble se pas6 5 veces por la columna de afinidad y se
realizaron 6 lavados con PBS 1X Tritdn X-100 1% v/v para eliminar las proteinas
no-unidas a la resina. Finalmente, la proteina recombinante se eluy6 con Glutation
10 mM, Tris-HCI 50 mM pH 8.8 con PMSF y Benzamidina 1 mM (Gutiérrez et al.,
2005).

La proteina recombinante purificada GST-KRP4;2 fue donada por el estudiante de

licenciatura Aldo Tonatiuh Lemus Enciso (Lemus-Enciso, 2019)

6.4 Especificidad del anticuerpo anti-CycD2;2 y anti-KRP4,2 en

inmunohistoquimica

La especificidad del anticuerpo primario es un componente critico en experimentos
de inmunohistoquimica (IHQ), siendo no suficiente la deteccién de una banda Unica
por Western blot (WB), donde las proteinas estan sujetas a condiciones de
desnaturalizacién, alterando la estructura de la proteina y facilitando el
reconocimiento del epitope, mientras que en inmunohistoquimica las proteinas se

mantienen en su estado nativo y el epitope puede estar enmascarado o inaccesible.
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Para la validacion de los anticuerpos anti-CycD2;2 y anti-KRP4;2 se realizaron
ensayos de competencia mediante inmovilizacion del antigeno en membrana de
PVDF (Polivinildifluoruro). Para el anti-Cyc2;2 se utilizaron 20 y 200 g de proteina
recombinante GST-CycD2;2, y para el anti-KRP4;2 20 y 100 pg de GST-KRP4,2.
Como control negativo se utilizaron 200 y 100 pug de BSA, respectivamente. Una
vez fijadas las proteinas recombinantes y el BSA, se corto la banda y se incubaron
en un microtubo con los anticuerpos correspondientes en solucion de buffer de
bloqueo para inmunohistoquimica. Se incubaron a 4°C, toda la noche en un rotador
de tubos (Boekel, modelo 260750). En paralelo se incubé el anticuerpo sin antigeno
(NC, anticuerpo no competido). Después, los anticuerpos en solucién fueron
utilizados para inmunolocalizar a CycD2;2 y KRP4,;2 en cortes de ejes embrionarios
de maiz (Figura 14 Ay 18 A).

La cuantificacién de la intensidad del fluor6foro de las microfotografias obtenidas
correspondiente a la sefial de cada anticuerpo se relacioné a la intensidad en NC
(Figura 14 By 18 B).

6.5 Inmunolocalizaciéon con recuperacion antigénica

Para exponer al antigeno, los cortes se desparafinaron colocando el tejido en la
estufa a 60°C por 12 horas, posteriormente se hidratd6 en una serie de
concentraciones graduales de etanol (100-30 %) durante 3 minutos cada una.

Se calentd a 60°C en solucién de citrato de sodio (10 mM, pH 6) en estufa por 10
minutos 2 veces, dejandose enfriar a temperatura ambiente aproximadamente 15
minutos. Posteriormente se realizaron 2 lavados con PBS 1X por 5 minutos y se
procedié a permeabilizar con solucion Triton X-100 al 0.5 % en PBS 1X por 30
minutos a temperatura ambiente seguido de 2 lavados con PBS 1X por 5 minutos.

Inmediatamente después, los cortes se aislaron marcando el contorno con Liquid
Blocker y se bloquearon con buffer de bloqueo (BSA 3% m/v, azida de sodio 0.01
% m/vy Triton X-100 0.1 % v/v) por 2 horas en camara humeda y se lavaron 3 veces
con PBS 1X por 10 minutos cada uno. Se incub6 con el anticuerpo primario a 4°C
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toda la noche, en una dilucién 1:200 para anti-CycD2;2 y de 1:20 para anti-KRP4;2.
Una vez terminado el tiempo de incubacion se lavaron primero 2 veces con PBS 1X,
seguido de 2 lavados con PBST 1X (PBS 1X, NaCl 1 M, Tween 20 1.8 % v/v), y se
termind con un lavado de PBS 1X. Cada lavado se realizé por 10 minutos. Después,
los cortes se incubaron con el anticuerpo secundario (dilucién 1:200) conjugado con
un fluréforo (Alexa 488) por 4 horas a temperatura ambiente, sin agitacion, en
obscuridad y en cAmara humeda. Para retirar el exceso de anticuerpo se lavaron 3
veces con PBS 1X por 10 minutos cada lavado. Se prepararon en medio de montaje
con DAPI (47, 6-diamino-2-fenilindol) para fluorescencia. Por ultimo, se sellaron con
barniz de ufias transparente y se almacenaron a 4°C. Las muestras se visualizaron

en microscopio confocal de fluorescencia Olympus™ FV 1000.

6.6 Cuantificacion de intensidad de fluoroforo en tejido y nucleo

La intensidad de fluoréforo de las microfotografias (Anexos 1-2) se realiz6 utilizando

el software Fiji-lmage J (version 1.52C).

Para la cuantificacion en nucleo se seleccionaron las regiones de interés (ROIS)
correspondientes a los nucleos y se cuantificd la intensidad de fluoréforo de
CycD2;2 y KRP4;2 en este organelo.

Para el disefio de los mapas de calor las cuantificaciones obtenidas, tanto tisular o
nuclear, se relacionaron las intensidades por tiempos y tratamientos a la intensidad

de fluoréforo a O h de imbibicion.
6.7 Andlisis estadistico
El anéalisis estadistico consisti®6 en una ANOVA de una via con un nivel de

significancia de 0.05 y 0.01, comparando los tratamientos del mismo tiempo de

germinacion para el analisis.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

Durante la germinacion de semillas los cambios morfologicos visibles estan ligados
a la estimulacion del ciclo celular en los diferentes meristemos, jugando el RAM un
papel importante en la emergencia de la raiz (Masubelele et al., 2005).

La germinacion de Arabidopsis sucede de manera secuencial. Las primeras
divisiones celulares se observan en el RAM, después en los cotiledones y en el
SAM, y por ultimo en los meristemos secundarios. Respecto al RAM, la activacion
del ciclo celular sucede primero en las células de las capas mas externas de la raiz,
por ejemplo, epidermis y después se extiende gradualmente hacia el centro de la
raiz (Masubelele et al., 2005).

Al igual que en Arabidopsis, en la germinacion del eje embrionario de maiz no todos
los tejidos meristematicos entran simultaneamente en division celular (Baiza et al.,
1989). Sin embargo, a diferencia de la dicotiledonea, las primeras divisiones

celulares ocurren en el mesocotilo y no el meristemo apical de la raiz.

Las regiones meristematicas pueden tener diferente tamafio dependiendo del tipo
de tejido (Alarcén et al., 2016). En el RAM de maiz, la longitud a partir de la punta
de la raiz a la cual las células dejan de dividirse es tejido especifico y es reflejo de
la distancia a la cual dejan de detectarse las proteinas del ciclo celular. Asi, la
transicion de la division celular a la diferenciacion esta en parte impuesta por la
desaparicion de las proteinas del ciclo celular, especialmente a la disminucion de

las ciclinas en el citoplasma (Mews et al., 2000).

Para encontrar pistas de la relacion entre el ciclo celular y los mecanismos
regulatorios involucrados en el desarrollo de la planta, es importante investigar los
patrones tisulares o celulares particulares en que estan presentes los reguladores

clave del ciclo celular (Wang et al., 2004).

La informacion de localizacion es de suma importancia dada la capacidad de
regulacion de los tejidos multicelulares sobre los niveles de las proteinas del ciclo
celular (Curtis et al., 1995, Del Pozo y Estelle, 1999).
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Es asi que el presente estudio hace uso de anticuerpos para la deteccion de
proteinas del ciclo celular durante la germinacion del eje embrionario de maiz, para
proveer informacién de localizacion de las proteinas, datos que no se han
establecido en estudios anteriores en los que se ha medido la expresiéon del gen o
de la proteina sin distinguir entre las regiones meristematicas ni entre zonas de

proliferacion y elongacion.

7.1 ldentificacion de tejidos del eje embrionario de maiz

Cortes histolégicos de eje embrionario se utilizaron para permitir el acceso del
anticuerpo sin la necesidad de permeabilizar las células con enzimas hidroliticas y
detergentes, o de solventes para alterar la permeabilidad de las membranas. Lo que
causa pérdida de proteinas y reduce la deteccién de proteinas. La posibilidad de la
pérdida de las proteinas ocurre en cualquier técnica dependiente de la fijacion de
tejidos, sin embargo, se mantienen los patrones distintivos de cada proteina (Mews
et al., 1997).

Los tejidos del eje embrionario de maiz donde se analizé la localizacion de las
proteinas fueron seleccionados de acuerdo a sus tiempos de division celular. Para
la radicula: cofia (RC), centro quiescente (QC), zona de proliferacion (PZ) y zona de
elongacion (EZ). Para el brote: primordio de la raiz seminal (SRP), mesocotilo (MES)
y meristemo apical del brote (SAM) (Figura 14). Para fines didacticos, a partir de

esta seccion se ocupan las abreviaturas asignadas.
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Brote

Radicula

Figura 14. Identificacion de los tejidos del eje embrionario de maiz analizados en este
estudio. RC, cofia; QC, centro quiescente/meristemo proximal; PZ, zona de proliferacion; EZ,
zona de elongacion; SRP, primordio raiz seminal; MES, mesocotilo; SAM, meristemo apical

del brote.
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7.2 CycD2;2
7.2.1 Especificidad del anticuerpo anti-CycD2,2 en inmunohistoquimica

La especificidad del anticuerpo anti-CycD;2 en inmunohistoquimica fue ensayada
mediante preincubacién del anticuerpo con concentraciones crecientes de la
proteina recombinante GST-CycD2;2 inmovilizada y después, el anticuerpo en
solucion fue utilizado para identificar a la proteina CycD2;2 en cortes de tejido
embrionario de maiz. La Figura 15 muestra la disminucion de la intensidad del
fluoroforo respecto al incremento de la cantidad de proteina recombinante,
validando el reconocimiento especifico de CycD2;2. También se observa que el

control negativo, proteina BSA, no interfirid en la deteccion de CycD2;2.

20 ug 200 pg

B o

0.8 1

0.6

UR

0.4

0.2

0.0 -
NC BSA 20 ug 200 pug

Figura 15. Especificidad del anticuerpo anti-CycD2;2. (A) Microfotografias de la
competencia del anticuerpo anti-CycD2;2. (B) Cuantificacion de la sefial del anticuerpo
anti-CycD2;2 en (A). Anticuerpo anti-CycD2;2 (mostrado en verde), DNA tefiido con
DAPI (4’, 6-diamino-2-fenilindol) (mostrado en azul). NC, anticuerpo no competido; UR,
unidades relativas de intensidad de fluoréforo.
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7.2.2 Localizacion tisular de CycD2;2

Se sabe que las CycDs estan presentes en tejidos proliferativos durante la
germinacion de las semillas, ademés, en Arabidopsis se asocian al desarrollo del
cambium vascular durante los procesos post-germinativos. Sabiendo que la
CycD2;2 participa activamente durante las primeras horas de la germinacion de ejes

embrionarios de maiz, se realiz6 la inmunolocalizacién de esta ciclina.

Se observa que a las 0 h (Figura 16) CycD2;2 esta presente en todos los tejidos
analizados, mayormente en las regiones de proliferacion de raices (QC, PZy SRP).
Este patron es similar al reportado para AtCycD2;1 la cual se ha encontrado
distribuida a lo largo de la raiz, con mayor presencia en el apice y los meristemos
de raices laterales (Sanz et al., 2011) y al descrito para la expresion del gen de
CYCD2;2 de maiz (Quiroz-Figueroa y Vazquez-Ramos, 2006; Buendia-Monreal, et

al., 2008), este ultimo esta mas representado en el RAM y en el coleoptilo.

En el tratamiento con BI, a las 18 h de imbibicion, CycD2;2 disminuye de forma
general en todos los tejidos. No obstante, a las 36 h de imbibicién se incrementa,
pincipalmente en EZ y SAM (Figura 17). Se ha reportado que en ausencia de
sefales mitogénicas el gen de esta ciclina es inducido durante la germinaciéon de
ejes embrionarios, sin embargo, la proteina se mantiene relativamente constante
con un ligero aumento a las 36 h (Lara-Nufez et al., 2017), lo que correlaciona con

el resultado observado en este estudio.

En el caso del tratamiento con sacarosa, a las 18 h, hay disminucion de CycD2;2 de
forma semejante en todos los tejidos analizados. Posteriormente, a las 36 h de
imbibicion, la proteina aumenta ligeramente en los tejidos RC, PZ, EZ y SRP,
respecto a 18 h (Figura 17). Se conoce que la expresién del gen CYCD2;1 de
Arabidopsis es inducida en presencia de sacarosa (Riou-Khamlichi et al., 2000) y
en tabaco el transcrito de CYCD2;1 se acumula predominantemente en células
proliferativas (Sorrell, et al.,1999). En maiz, el transcrito de la CYCD2;2 también es

inducido por sacarosa, pero la proteina presenta un patrén de
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Figura 16. Localizacion tisular de CycD2;2 en el eje embrionario de maiz a 0 h de
imbibicion. (A) Microfotografias de localizacion tisular de la ZmCycD2;2. (B) Cuantificacion de
la intensidad del fluoréforo para anti-CycD2;2. Primera columna, anticuerpo anti-CycD2;2
(mostrado en verde); segunda columna, DNA tefiido con DAPI (mostrado en azul); tercera
columna, superposicion de verde y azul; cuarta columna, campo claro. IF, intensidad de
fluordforo. Barras de escala= 50 pm. Los tejidos mostrados se referencian en la Figura 13.
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disminucién hasta las 30 h, pero a las 36 h aumenta débilmente (Gutiérrez et al.,
2008; Godinez-Palma et al., 2015; Lara-Nuiez et al., 2017). Ademas, la sacarosa
favorece el desarrollo del RAM asi como de la raiz seminal del embrién de maiz
(Lara-Nufiez et al., 2017). Por tanto, la disminucion inicial de CycD2;2 y posterior
aumento en zonas proliferativas sugiere un efecto de localizacion tejido-especifica
para esta proteina en respuesta a la sacarosa como parte del control del desarrollo

del eje embrionario.

Para el tratamiento con glucosa, al igual que con sacarosa, a las 18 h CycD2;2
disminuye en todos los tejidos. Sin embargo, contrario a la sacarosa, a las 36 h se
observa un aumento general de CycD2;2 en el eje embrionario, siendo mayor en
QC, PZ,EZ, SRPy SAM (Figura 17). En la germinacion del eje embrionario de maiz,
como respuesta a glucosa, hay induccién de la expresion del gen CYCD2;2 y la
proteina presenta un significativo aumento a las 36 h de imbibicion, sugerencia de
gue en este tiempo ya esta sucediendo el proceso post-germinativo (Lara-Nufiez et
al,. 2017). De igual forma, en plantulas de 4 dias se ha reportado tanto la expresion
de CycD2;2 como la presencia de la proteina en tejidos meristeméticos y no
meristematicos (Quiroz-Figueroa y Vazquez-Ramos, 2006; Gutiérrez, 2004). Asi,
los resultados descritos en este trabajo, estarian confirmando la participacion de
CycD2;2 durante la post-germinacion. Ademas, lo observado supondria un indicio
mas de la aceleracion de la proliferacion celular en respuesta a la sefial mitogénica

de la glucosa.

Cabe destacar que en los anteriores tratamientos parece haber una respuesta
similar de localizacion tisular de CycD2;2, tanto en zona de proliferacion (PZ, SRP)
como de elongacién/diferenciacién (EZ), lo que concuerda con lo reportado durante
el desarrollo del endospermo de maiz, donde la ciclina participa en la etapa celular
mitética y endoreduplicativa (Dante et al. 2014).

Por ultimo, con el tratamiento de IAA, al igual que con los otros 3 tratamientos, a las
18 h CycD2;2 disminuye a lo largo de todo el eje embrionario. Posteriormente, a las
36 h, similar a glucosa, la proteina aumenta en todos los tejidos; siendo mas notorio

en el SRP (Figura 17). Se ha descrito que el acido indol-3-acético en germinacion
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in situ del maiz induce el crecimiento de raices seminales y secundarias (Martinez-
de-la-Cruz, 2012), no obstante, la aplicaciéon de IAA en la germinacion ex situ
promueve la formacion y desarrollo de callos (Garza-Aguilar et al., 2017). Por otra
parte, se ha reportado la induccion del transcrito de CycD2;2 de maiz en presencia
de IAA (Buendia-Monreal et al., 2011), aunque los niveles de proteina no se ven
modificados (Arellano et al., 2008). De tal forma que el resultado observado, sugiere
que primero CycD2;2 disminuye en consecuencia de la reactivacion del ciclo celular

y después se concentra en tejidos con proliferacion celular que dan lugar a raices.

7.2.3 Localizacion subcelular de CycD2,2

En Arabidopsis se ha descrito que la localizacién subcelular de CycD2;1 es
dependiente de la progresion del ciclo celular, siendo nuclear en G1 para después
desaparecer del nacleo cuando termina la replicacion del DNA y antes de que
comience la condensacién de cromosomas durante la profase (Sanz et al., 2011).
Ademas, es una de las ciclinas que se ha localizado en el citoplasma, donde
curiosamente, se han descrito la formacién de complejos CycD2;1-PCNA (Boruc et
al., 2010; Strzalka et al., 2015). De igual forma CycD2;2 también se localiza en

citoplasma y ndcleo de células del endospermo del maiz (Dante et al., 2014).

En el presente trabajo, en todos los tratamientos y tejidos observados, CycD2;2
esta presente en citoplasma (Anexo 1), mientras que el nivel de intensidad que
refleja la presencia de esta proteina en el nicleo, muestra diferencias dependientes

del tratamiento, las cuales se discuten a continuacion.

A las 0 h de imbibicion, la presencia en nucleo de CycD2;2, es ligeramente mayor
en las regiones de proliferativas (QC,PZ, SRP, MES y SAM) a intensidades
semejantes (Figura 18). En la semilla seca se ha descrito que la mayoria de las
células en los tejidos meristematicos se encuentran en fase G1 (Deltour y Jacmard,
1974), es asi que la presencia en nucleo de CycD2;2 precisamente en estos tejidos
podria indicar un paso preparativo de la célula para poder reiniciar el ciclo celular

inmediatamente tras la entrada de agua.
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Figura 18. Localizacion subcelular de CycD2;2 en el eje embrionario de maiz a 0 h de
imbibicion.  (A) Microfotografias de localizacion subcelular de la ZmCycD2;2. (B)
Cuantificacion de la intensidad del fluoréforo en nucleo para anti-CycD2;2. Primera columna,
anticuerpo anti-CycD2;2 (mostrado en verde); segunda columna, DNA teilido con DAPI
(mostrado en azul); tercera columna, superposicion de verde y azul; cuarta columna, campo
claro. IF, intensidad de fluoréforo. Barras de escala= 20 um. Los tejidos mostrados se
referencian en la Figura 13.
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Para el tratamiento Bl, a las 18 h asi como a las 36 h de imbibicion, el nivel en ndcleo
de CycD2;2 aumenta en las regiones PZ, EZ y SRP (Figura 19). En ausencia de
sefiales mitogénicas el RAM del eje embrionario de maiz presenta una lenta o casi
nula proliferacién (Lara-Nufez et al., 2017; Garcia-Ayala, 2017). En los resultados,
la acumulacion en nacleo de CycD2;2 podria estar indicando que la falta de sefiales
proliferativas no impide la compartamentalizacion de la ciclina, sin embargo podria
estar asociada a proteinas inhibidoras o en complejos no activos con CDKA que

impidieran el avance del ciclo celular.

En el caso del tratamiento con sacarosa, a las 18 h, CycD2;2 disminuye en nucleo
de forma semejante en todos los tejidos analizados, encontrdndose por completo
fuera de nucleo a las 36 h de imbibicidn (Figura 19). Se ha descrito que con sacarosa
120 mM, a las 18 h de imbibicion la mayoria de las células del eje embrionario se
encuentran en fase Sy que a las 36 h podria estar terminando la fase M de la
germinacion o bien comenzando el proceso post-germinativo (Lara-Nufiez et al.,
2017). Por tanto, podemos asumir que CycD2;2 disminuye en nucleo como
consecuencia del avance del ciclo celular general de los tejidos del eje embrionario

derivado de la sefial mitogénica de la sacarosa.

Para la imbibicion con glucosa, al igual que con sacarosa, a las 18 h CycD2;2
disminuye en nucleo en todas las regiones analizadas. Sin embargo, a las 36 h la
presencia nuclear de CycD2;2 aumenta en los tejidos PZ, EZ y SRP (Figura 19). En
estudios anteriores se ha reportado que la glucosa acelera el ciclo celular en células
del RAM, puesto que a las 18 h de imbibicion estas estan culminando la fase S del
ciclo celular (Lara-Nufiez et al., 2017). Ademas, a las 36 h el aumento en la actividad
asociada a CycB1;2 podria estar indicando que a este tiempo ya esta terminando
una segunda ronda de ciclo celular en el RAM del eje embrionario de maiz (Lara-
NuUfez, datos no publicados). Por lo tanto, el observar primero la disminucién y
posterior aumento de niveles nucleares de CycD2;2 podria ser otro indicio mas de

la aceleracion del ciclo celular derivado de la sefial mitogénica de la glucosa.

Por altimo, respecto al tratamiento IAA, a las 18 h de imbibicidn, hay bajos niveles

de Cyc2;2 en nucleo para todos los tejidos observados. Este comportamiento se
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repite a las 36 h, con la Unica excepcion del SRP, donde se observa un aumento de

presencia nuclear de CycD2;2 (Figura 19).

En maiz, se conoce que la mutante rtcs no forma primordio de raiz seminal en la
etapa de desarrollo del embridn, ni primordio de raices de corona derivadas del tallo,
por tanto, carece de raices seminales embrionarias y de raices de corona. Tal
fenotipo no puede ser rescatado aplicando auxina exdgena (Hetz et al., 1996). La
nocion de que no ocurre division celular es respaldada por la observacion de que
ninguna de las ciclinas (CycB1;1, CycB1;2, CycAl;1 y CycB2;1) se expresa en el
nodo coleoptilar (Hochholdinger y Feix, 1998b). Por otra parte, durante la
germinacion de semilla de maiz en presencia de diferentes auxinas se ha visto el
crecimiento de raices seminales a las 72 h de imbibicion (Martinez-de-la-Cruz,
2012). Aqui, los resultados observados sugieren que el aumento de CycD2;2 en
nacleo para el SRP, podria ser un primer indicio de etapa temprana de division
celular para el desarrollo de estas raices en respuesta a IAA.

Como analisis complementario se hicieron pruebas estadisticas de la intensidad
relacionada a anti-CycD2;2 en nlcleo por zona entre los tratamientos a cada tiempo
de imbibicion (ANEXO 3 y 4). A las 18 h, no hay diferencias significativas entre
glucosa e IAA, sugerencia de que la respuesta subcelular de CycD2;2 es similar
ante estas sefiales mitogénicas. Posteriormente a las 36 h, existe diferencia entre
todos los tratamientos, principalmente en los tejidos de la radicula, apuntando a una
respuesta tejido-especifica de activacién del ciclo celular que da la sacarosa, la
glucosa y el IAA, dado que se ha descrito que en etapa post-germinativa estimulan
el desarrollo de diferentes tejidos del eje embrionario o raiz de Z. mays. (Martinez-
de-la-Cruz et al., 2015; Lara-Nufez et al., 2017).
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7.3 KRP4;2
7.3.1 Especificidad del anticuerpo anti-KRP4;2 en inmunohistoquimica

La especificidad del anticuerpo anti-KRP4;2 en inmunohistoquimica fue ensayada
mediante preincubacion del anticuerpo con concentraciones crecientes de la
proteina recombinante GST-KRP4;2 inmovilizada y después, el anticuerpo en
solucion fue utilizado para identificar a la proteina KRP4;2 en cortes de tejido
embrionario de maiz. La Figura 20 muestra la disminucion de la intensidad del
fluoroforo respecto al incremento de la cantidad de proteina recombinante,
validando el reconocimiento especifico de KRP4;2. También se observa que el

control negativo, proteina BSA no interfirié en la deteccién de KRP4;2.

BSA 20 ug 100 pg

0.8 1

0.6 A

UR

04 -

0.2 1

00 T T T T T T T
NC BSA 20 ug 100 pg

Figura 20. Especificidad del anticuerpo anti-KRP4,2. (A) Microfotografias de la competencia
del anticuerpo anti-KRP4;2. (B) Cuantificacién de la sefial del anticuerpo anti-KRP4;2 en (A).
Anticuerpo anti-KRP4:2 (mostrado en verde), DNA tefiido con DAPI (mostrado en azul). NC,
anticuerpo no competido; UR, unidades relativas de intensidad de fluoréforo.
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7.3.2 Localizacion tisular de KRP4;2

Durante la germinaciéon de arroz, el gen de OsKRP4, el ortélogo con mayor
porcentaje de identidad (60.2 %) a KRP4;2 de maiz, tiene mayor expresion en callo
y en vastago, y menor en raiz principal (Mizutani et al., 2010), sin embargo, hasta el
momento no hay mayor informacion reportada. Por otra parte, la expresion de
AtKRP4 (27.6 % de identidad) se ha encontrado mayoritariamente en las primeras
etapas de germinacion y en tejidos con alta actividad mitética (De Veylder, et al.,
2001). Teniendo en cuenta estos antecedentes y sabiendo que KRP4;2 permanece
constante y que participa activamente durante las primeras horas de la germinacién

de ejes embrionarios de maiz, se realiz6 la inmunolocalizacion de este marcador.

En tiempo 0 de imbibicién, igual que la proteina CycD2;2, KRP4;2 presenta niveles
similares en todos los tejidos analizados (Figura 21). En Arabidopsis el transcrito de
KRP4 y en maiz KRP4;2, se han encontrado a tiempo O de germinacion
(Masubelele, et al., 2005; De Jesus-Juéarez, et al., 2008). Ademas, la primera se ha
localizado en tejidos mitdticos y endoreduplicativos (Ormenese et al., 2004) y de la
segunda se ha reportado incremento en el nivel de expresion del gen en el QC,
implicando que esta contribuyendo a la baja velocidad de division celular en esta
zona (Jiang et al., 2010). De tal forma que la localizacion tisular que presenta
KRP4;2 sugiere que ademas de tener comportamiento similar al de su homaloga,
también estaria involucrada en mantener la quiescencia celular en espera de

sefales proliferativas para iniciar la germinacion.

Asi como la respuesta de CycD2;2 al tratamiento BI, los niveles de la localizacion
tisular de KRP4;2 disminuyen a las 18 h de imbibicién, teniendo mayor decremento
en el MES y SAM. Después, a las 36 h, la presencia de la proteina aumenta en
todos los tejidos (Figura 22). Este patron de acumulacion de KRP4;2 parece indicar
gue responde de manera semejante a la expresion del gen de Arabidopsis KRP4 el

cual es inducido en ausencia de sefiales mitogénicas (Richard et al., 2002).

Para el tratamiento con sacarosa, a 18 h de imbibiciébn los niveles tisulares de

KRP4;2 disminuyen de forma homogénea en el eje embrionario, continuando este
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Figura 21. Localizacion tisular de KRP4;2 en el eje embrionario de maiz a Oh de
imbibicion. (A) Microfotografias de localizacion tisular de la ZmKRP4;2. (B) Cuantificacion de
la intensidad del fluoréforo para anti-KRP4;2. Primera columna, anticuerpo anti-KRP4;2
(mostrado en verde); segunda columna, DNA tefiido con DAPI (mostrado en azul); tercera
columna, superposicion de verde y azul; cuarta columna, campo claro. IF, Intensidad de
fluoréforo. Barras de escala= 50 pm. Los tejidos mostrados se referencian en la Figura 13.
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patron de reduccion hacia las 36 h (Figura 22). Hasta el momento se habia
reportado en la germinacion del eje embrionario de maiz la constante presencia del
transcrito y de la proteina de KRP4;2, sin embargo, estos resultados fueron
obtenidos en medio de imbibicién enriquecido con sacarosa 60 mM (De-Jesus-
Juarez et al., 2008). Por el contrario, en Arabidopsis la expresion del gen de KRP4
se reduce un 80% en presencia de sacarosa 90 mM (Richard, et al., 2002). Lo que
parece indicar que posiblemente KRP4;2 podria estar respondiendo de manera
dependiente a la concentracion de sacarosa, manteniendo un nivel tisular bajo

durante el proceso germinativo en presencia de este azucar.

Por otra parte, con glucosa, a las 18 h, KRP4;2 declina en todos los tejidos, respecto
al nivel observado a tiempo 0. No obstante, a las 36 h la disminucion es menor que
en el tratamiento con sacarosa (Figura 22). La presencia de glucosa induce
proliferacion celular durante la germinacion del eje embrionario de maiz
favoreciendo la formacion de callos en la regidn de la raiz seminal (Lara-Nufiez et
al. 2017), Por tanto, lo observado en este trabajo podria sugerir que la abundancia
de KRP4;2 es baja pero constante en la proliferacién celular de los tejidos durante

la germinacién y post-germinacion del eje embrionario de maiz.

Finalmente, las diferencias més visibles suceden con el tratamiento de IAA, siendo
que a las 18 h KRP4;2 presenta menor disminucion en los tejidos pertenecientes al
brote del eje embrionario (SRP, MES, y SAM). Contrario a esto, en el segundo
tiempo analizado, el patrén de localizacion tisular de KRP4;2 cambia drasticamente,
teniendo ahora una mayor presencia en los tejidos de la radicula (RC, QC, PZ, EZ)
(Figura 22). Se ha encontrado en el apice del brote y en radicula la expresion del
gen Os;KRP4 y AtKRP4 (Torres-Acosta et al., 2011). Del dltimo se reportd la
reduccion de expresion del 40 % en presencia de Unicamente auxina. Sin embargo,
en presencia de auxina-sacarosa 90 mM la reduccion es del 30 % (Richard et al.,
2002). Por tanto, en este trabajo podriamos estar observando un patron tisular y de

disminucién similar para KRP4;2 que los descritos para sus homélogos.

Cabe destacar que en la germinacién de Arabidopsis, KRP4 presenta expresion alta

en tiempos tempranos de germinacién y después mantiene constante un nivel bajo
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(Masubelele et al., 2005, Torres-Acosta et al., 2011). Este patron es semejante al

observado en este trabajo para KRP4;2 en presencia de sefales proliferativas.

7.3.3 Localizacion subcelular

En Arabidopsis se ha descrito que la principal localizacién subcelular de las KRPs
es en nucleo, independientemente de si poseen NLS. Sin embargo, diversos
estudios han reportado su localizacion en citoplasma (Bird et al., 2007; Boruc et al.,
2010). En la misma especie se ha observado que durante la mitosis, cuando la
evoltura nuclear se rompe, KRP1 es liberada al citoplasma para posteriormente ser
reclutada al nucleoplasma cuando la fase termina (Zhou et al., 2003). Con respecto
a AtKRP4 y OskKRP4, se conoce, mediante transfeccion transitoria de células de
tabaco con genes que codifican para estas proteinas, que se localizan en dominios
puntuales subnucleares (Bird, et al., 2007, Yang et al., 2011). No obstante, de la

primera también se ha reportado su localizacion citopladsmica (Boruc et al., 2010).

Teniendo en cuenta las discrepancias en los reportes anteriores se analizé la
localizacion subcelular in situ de KRP4;2. Para todos los tratamientos y tejidos
observados, la proteina esta presente en citoplasma (Anexo 2). Sin embargo, el
nivel de intensidad que refleja la presencia de esta proteina en el nicleo muestra

diferencias dependientes del tratamiento, las cuales se discuten a continuacion.

Se observé que a las 0 h KRP4 presenta mayor localizaciéon nuclear en los tejidos
de formacion de raices QC, PZ y SRP (Figura 23). La localizacion en nucleo de las
KRPs se ha asociado a su funcién de proteinas inhibidoras (Zhou et al., 2006; Wang
et al., 2008). Podemos asumir que al terminar el proceso de desarrollo de la semilla
esta proteina queda en el nucleo de las células de las zonas proliferativas para asi
inactivar los complejos CycD-CDKA (Sanz et al., 2011) hasta que las condiciones

de germinacion sean las adecuadas y pueda reiniciar el ciclo celular.

Similar a la respuesta de CycD2;2 al tratamiento Bl (Figura 24), a las 18 h de
imbibicion disminuye la presencia en nucleo de KRP4;2, teniendo mayor

decremento en el MES y SAM, mientras que aumenta en la punta de la raiz
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(A) Microfotografias de localizacién subcelular de la ZmKRP4;2. (B) Cuantificacién de la
intensidad del fluoréforo en nucleo para anti-KRP4;2. Primera columna, anticuerpo anti-
CycD2;2 (mostrado en verde); segunda columna, DNA tefiido con DAPI (mostrado en azul);
tercera columna, superposicion de verde y azul; cuarta columna, campo claro. IF, Intensidad
de fluoréforo. Barras de escala= 20 um. Los tejidos mostrados se referencian en la Figura 13.
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(regiones RC y QC). Después, a las 36 h, los niveles nucleares de la proteina
aumentan en todos los tejidos (Figura 24). En el inicio de la germinacion ex situ del
eje embrionario de maiz, la proliferacion celular inicia en el mesocotilo, donde se
observan las primeras figuras mitoticas desde las 24 h de imbibicion. Sin embargo,
en la germinacion in situ, la proliferacion sucede de manera sincronica (Baiza et al.,
1989). Asi, la inicial disminucion de KRP4;2 en nucleo de células del MES y SAM,
se puede asumir, sucede en funcion de la alteracion de la germinacion al extraer el
eje embrionario. No obstante, en ausencia de sefales mitogénicas, el ciclo celular
es aberrante, sugiriéndose en este trabajo que en el segundo tiempo de imbibicién
analizado, la acumulacion en nucleo de KRP4;2 puede ser parte del mecanismo
para la inhibicion de la proliferacion celular.

Para el tratamiento con sacarosa, a 18 h de imbibicion los niveles nucleares de
KRP4,;2 disminuyen de forma homogénea en el eje embrionario, continuando este
patrén de reduccién hacia las 36 h (Figura 24). Como se menciond anteriormente,
se ha descrito que la funcion inhibitoria de las KRPs sucede en ndcleo, y que
posiblemente salga de este organelo para permitir el avance del ciclo celular, asi
como para su posterior degradacion. Siendo que la sacarosa promueve el ciclo
celular, asi como la posterior diferenciacién y maduracion, se puede especular que
los niveles nucleares disminuidos de KRP4;2 son necesarios en respuesta al azucar

para detonar estos procesos de desarrollo de la plantula.

Por otra parte, con glucosa, a las 18 y 36 h, KRP4;2 disminuye en nucleo. No
obstante, en ambos tiempos presenta niveles mayores a los observados con
sacarosa (Figura 24). En respuesta a glucosa se ha descrito la internalizacion al
nacleo de CycB1;2 desde las 18 h de imbicién (Garcia-Ayala, 2015), proceso que
se ha asociado a la transicion G2/M del ciclo celular, y se ha observado a las 36 h
un incremento significativo de la actividad de CDK asociada a esta ciclina (Lara-
NuUfez, datos no publicados), proponiéndose que los tiempos de germinacion se
adelantan en presencia de glucosa. Ademas, existen reportes que indican la
participacion de las KRPs en la fase G2 y transicion G2/M (Coelho et al., 2005;

Boruc et al., 2010; Garza-Aguilar et al., 2019). De tal forma que el patrén de
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presencia en nucleo de KRP4;2 conforme sucede la germinacion, sugiere que esta
proteina se mantiene constante con posible funcion de factor de ensamblaje o
estabilizador mas que de inhibidor, en respuesta a la sefial mitogénica de glucosa.

Finalmente, las diferencias mas visibles suceden con el tratamiento de I1AA, siendo
que a las 18 h KRP4;2 nuclear es mayor en los tejidos EZ, MES, y SAM. En
contraste, a las 36 h, KRP4;2 en nucleo disminuye en las zonas anteriores y
aumenta ligeramente en las regiones de la raiz RC y QC (Figura 24). Es conocido
gue las auxinas presentan gradiente de concentracion en 6rganos en desarrollo de
las plantas y que los diferentes niveles tienen como consecuencia respuestas
celulares distintas, como la proliferacion, expansion y diferenciacion celular (Friml,
2003). De igual modo, se ha descrito que la aplicaciébn exdgena de auxina tiene
efectos positivos o negativos dependientes de la concentracion (Garay-Arroyo et al.,
2012), por ejemplo, 1 uM de auxina reprime la elongacion del eje embrionario de
Arabidopsis (Belin et al., 2009) resultando en proliferacion celular continua y
formando la estructura caracteristica denominada “callo”. Por consiguiente, en este
trabajo, podriamos estar observando la afectacion del gradiente de auxinas, donde
en tiempo temprano de germinacién, estaria ocurriendo un desfase de los tiempos
de ciclo celular, siendo mas rapido en la radicula (concentracion de auxina igual a
endégena mas exdgena) con su correspondiente mayor disminucién nuclear de
KRP4;2, y a la inversa para el brote del eje embrionario (concentracion de auxina
en su mayoria de procedencia exdgena). Posteriormente, en germinacion tardia, el
decremento de KRP4;2 nuclear se podria asociar a una mayor proliferacion celular
y su incremento en el CQ deberse a un probable mecanismo para conservar la

quiescencia celular.

Como analisis complementario se hicieron pruebas estadisticas de la intensidad
relacionada a anti-KRP4;2 en nucleo por zona entre los tratamientos a cada tiempo
de imbibicion (ANEXO 5 y 6) donde se muestra que no existe diferencia entre la
sacarosa y glucosa para ninguno de los tejidos observados, mientras que, el
tratamiento Bl e IAA, y la comparacion de estos con los azlcares presentan

diferencias significativas a ambos tiempos de imbibiciébn. Sugerencia de que la
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localizacion subcelular de KRP4;2 es modificada cuando hay ausencia de sefiales

proliferativas o bien en presencia de fitohormonas.
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8. CONCLUSIONES

e Durante la germinacion del eje embrionario CycD2;2 se encuentra
principalmente en tejidos proliferativos y se localiza en citoplasma y nadcleo.
Su presencia en estas zonas, en especifico de formacidén de raices, y en
nacleo, es favorecida con los tratamientos de glucosa e IAA, no asi con
sacarosa.

e Ladistribucion tisular de CycD2;2 en imbibicion con glucosa, sugiere que esta
proteina participa en el aumento de la proliferacion celular del RAM.

e Respecto a KRP4;2, durante la germinacion se presenta en tejidos
proliferativos y de elongacién, encontrandose tanto en nucleo y citoplasma.
Su distribucion en estas zonas es favorecida por IAA y ausencia de estimulo.

e CycD2,2 y KRP4;2 en ausencia de estimulo se distribuyen en todos los
tejidos analizados y presentan un aumento en nucleo, lo que sugiere que la
proliferacion celular no sélo depende de la localizacion subcelular sino
también de otros factores estimuladores del ciclo celular.

e El estudio de la localizacién subcelular no es suficiente para determinar la

participacion de los marcadores del ciclo celular durante el proceso

9. PERSPECTIVAS

e Estudiar el patron de localizacion de las proteinas CycD2;2 y KRP4;2 en
presencia de inhibidores de la proliferacion.

e Evaluar mediante WB los niveles de las proteinas CycD2;2 y KRP4;2 para
cada tejido analizado durante la germinacién con los tratamientos utilizados
en este trabajo.

e Corroborar mediante fraccionamiento celular la localizacion subcelular
descrita de CycD2;2 y KRP4;2.

e Inmunolocalizar proteinas marcadoras de fases del ciclo celular de las que

se conozca patron especifico tisular y/o subcelular en diferentes condiciones
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de imbibicion para conocer la sincronia de la germinacion del eje embrionario

de maiz.
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Anexo 1. Microfotografias de ZmCycD2;2 durante la germinacion del eje embrionario de maiz a Oh de

imbibicion, con buffer de imbibicion, sacarosa, glucosa e IAA. Barras de escala= 50 pm.
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Anexo 2. Microfotografias de ZmKRP4;2 durante la germinacion del eje embrionario de maiz a Oh de

imbibicion, con buffer de imbibicion, sacarosa, glucosa e IAA. Barras de escala= 50 pm.
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Anexo 3. Diferencias significativas entre tratamientos a Oh vs 18h por tejido de eje embrionario para ZmCycD2;2

En rojo se resaltan las diferencias significativas.

Comparaciones

Tejidos de Eje Embrionario

RC QC PZ EZ SRP MES SAM
Oh vs 18h BI p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.05
Oh vs 18h Sac insignificante |p<0.01 insignificante |insignificante |insignificante |p<0.05 insignificante
Oh vs 18h Glu insignificante | p<0.01 insignificante |insignificante |insignificante |p<0.05 insignificante
Oh vs 18h IAA insignificante |insignificante |insignificante |insignificante |insignificante |p<0.05 insignificante
18h Bl vs 18h Sac | p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01
18h Bl vs 18h Glu p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01
18h Bl vs 18h IAA | p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01
18h Sac vs 18h Glu |insignificante [insignificante [insignificante |p<0.05 insignificante |insignificante |insignificante
18h Sac vs 18h IAA |insignificante |p<0.05 insignificante | p<0.05 insignificante |insignificante |insignificante

18h Glu vs 18h IAA

insignificante

insignificante

insignificante

insignificante

insignificante

insignificante

insignificante

Anexo 4. Diferencias significativas entre tratamientos a Oh vs 36h por tejido de eje embrionario para ZmCycD2;2

En rojo se resaltan las diferencias significativas.

Comparaciones

Tejidos de Eje Embrionario

RC QC PZ EZ SRP MES SAM
Oh vs 36h BI insignificante | p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.05 p<0.05
Oh vs 36h Sac insignificante |p<0.01 insignificante |insignificante |insignificante |insignificante |insignificante
Oh vs 36h Glu insignificante [insignificante |[p<0.01 insignificante |insignificante |insignificante |insignificante
Oh vs 36h IAA insignificante |[p<0.01 insignificante |insignificante |p<0.01 insignificante |insignificante
36h Bl vs 36h Sac |insignificante |p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01
36h Bl vs 36h Glu insignificante |[p<0.01 p<0.01 insignificante |p<0.01 p<0.05 p<0.01
36h Bl vs 36h |IAA insignificante |[p<0.01 p<0.01 p<0.01 insignificante |insignificante |p<0.01
36h Sac vs 36h Glu |insignificante |p<0.01 p<0.01 p<0.05 insignificante |insignificante [insignificante
36h Sac vs 36h IAA |insignificante [insignificante |insignificante [insignificante |p<0.01 p<0.05 insignificante
36h Glu vs 36h IAA |insignificante |[p<0.01 p<0.01 p<0.05 p<0.01 insignificante |insignificante
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Anexo 5. Diferencias significativas entre tratamientos a Oh vs 18h por tejido de eje embrionario para ZmKRP4;2

En rojo se resaltan las diferencias significativas.

Comparaciones

Tejidos de eje embrionario

RC QC PZ EZ SRP MES SAM
Oh vs 18h BI p<0.01 insignificante | p<0.01 insignificante |p<0.05 insignificante |insignificante
Oh vs 18h Sac insignificante [insignificante |p<0.01 insignificante | p<0.01 insignificante |insignificante
Oh vs 18h Glu insignificante |insignificante |p<0.01 insignificante |p<0.05 insignificante |insignificante
Oh vs 18h IAA insignificante |insignificante |[p<0.01 p<0.01 insignificante |p<0.01 p<0.01

18h Bl vs 18h Sac | p<0.01 p<0.05 insignificante |insignificante |insignificante |insignificante |insignificante
18h Bl vs 18h Glu p<0.01 p<0.05 insignificante |insignificante |insignificante |insignificante |insignificante
18h Bl vs 18h I1AA p<0.01 insignificante |insignificante |p<0.01 insignificante |p<0.01 p<0.01
18h Sac vs 18h Glu |insignificante |insignificante |insignificante |insignificante |insignificante |insignificante |insignificante
18h Sac vs 18h IAA |insignificante |insignificante |insignificante |p<0.01 insignificante |p<0.01 p<0.01
18h Glu vs 18h IAA |insignificante |insignificante |insignificante |p<0.01 insignificante |p<0.01 p<0.01
Anexo 6. Diferencias significativas entre tratamientos a Oh vs 36h por tejido de eje embrionario para ZmKRP4;2
En rojo se resaltan las diferencias significativas.

Comparaciones Tejidos de Eje Embrionario

RC QC PZ EZ SRP MES SAM

Oh vs 36h Bl p<0.01 p<0.05 insignificante [insignificante |insignificante |p<0.01 p<0.01
Oh vs 36h Sac insignificante |[p<0.05 p<0.01 insignificante | p<0.01 p<0.01 p<0.01
Oh vs 36h Glu insignificante |p<0.05 p<0.01 insignificante |p<0.01 p<0.01 p<0.01
Oh vs 36h IAA insignificante |insignificante |p<0.01 p<0.01 insignificante |insignificante |p<0.01
36h Bl vs 36h Sac | p<0.01 p<0.01 p<0.05 p<0.05 insignificante | p<0.01 p<0.01
36h Bl vs 36h Glu p<0.01 p<0.01 p<0.05 p<0.05 insignificante [p<0.01 p<0.01
36h Bl vs 36h IAA | p<0.01 p<0.05 insignificante |[p<0.01 insignificante |p<0.01 p<0.01
36h Sac vs 36h Glu |insignificante |insignificante |insignificante [insignificante [insignificante |insignificante |insignificante
36h Sac vs 36h IAA |insignificante [p<0.01 insignificante |p<0.01 p<0.01 p<0.05 insignificante
36h Glu vs 36h IAA |insignificante [p<0.01 insignificante |p<0.01 p<0.01 p<0.05 insignificante
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