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1. RESUMEN

La investigacion acerca del ciclo celular en mamiferos es extensa; sin
embargo, en plantas soélo pocas ciclinas han sido caracterizadas
funcionalmente. Las ciclinas son reguladores primarios de las cinasas
dependientes de ciclina (CDKs por sus siglas en inglés); las CDKs tienen
funciones criticas en el control de la progresién del ciclo celular en eucariotes.
Puesto que se ha visto que las ciclinas presentan expresion diferencial en la
germinacion, creemos que esta diferencia radica en los elementos de
respuesta a factores de crecimiento presentes en sus promotores. Con el
objetivo de conocer el tipo de factores transcripcionales que regulan la
expresion de los genes de ciclinas tipo D de maiz, obtuvimos sus secuencias
promotoras, cuyos tamafos fueron: CYCD2;1, 1007 pb; CYCD4;1, 585 pb;
CYCD5;1, 1536 pb y CYCD5;2, 1254 pb. Cada secuencia promotora fue
clonada y secuenciada para su corroboracion. El andlisis in silico de cada
promotor nos permiti6 detectar la presencia de elementos de respuesta a
factores de crecimiento como hormonas y azUcares. Ya se conoce el sitio de
inicio de la transcripcion, al menos para la ciclina CYCD2;1, y construimos los
cassettes de expresion vegetal con cada promotor, que estan siendo usados
para comprender la regulacion de la expresion de las diferentes ciclinas

mediante transformacion de callos embriogénicos de maiz por biobalistica.



2. INTRODUCCION

En nuestro grupo de trabajo se han clonado cuatro diferentes ciclinas
tipo D de maiz, las cuales han sido denominadas CYCD2;1, CYCD4;1,
CYCD5;1 y CYCD5;2. Cada una de éstas tiene expresion génica que varia
durante el proceso germinativo y responden de diferentes maneras a la accién
de fitorreguladores como auxinas y citocininas (Gutiérrez et al., 2005; Quiroz-
Figueroa y Vazquez-Ramos, 2006). Sugerimos que la diferencia en la
expresion de las ciclinas D, durante la germinacion, se debe a la estructura del
promotor correspondiente, ya que sabemos que es en la region promotora
donde se encuentra la mayor parte de los elementos de respuesta encargados
de regular la expresion génica. De ahi la importancia de clonar y secuenciar
cada una de las regiones promotoras para analizar la presencia de los motivos
reguladores presentes en dichas secuencias y evaluar la actividad de cada
region promotora mediante fusiones transcripcionales de dichos promotores a
un gen reportero. Esto ultimo, con el fin de conocer las condiciones
ambientales en que se da la expresion (i.e. respuesta a la adicién o eliminacién
de fitorreguladores, a la fuente carbonada o a otras condiciones de crecimiento
o cultivo).

Lo anterior también sentaria las bases para estudios posteriores de
diseccion e identificacién de las regiones promotoras minimas o elementos de

respuesta a factores especificos de los genes de las ciclinas tipo D de maiz.



2. MARCO TEORICO

3.1. El maiz

El maiz es una planta de origen americano y de importancia fundamental en
el desarrollo de las antiguas culturas de América, ya que constituyé su alimento
basico y quizd uno de los primeros en ser cultivados. El maiz, cuyo nombre
cientifico es Zea mays, es una planta herbacea, monocotiledénea y anual de la
familia de las gramineas (Raven et al., 1992).

Tabla 1. Clasificacion taxondmica del maiz.

Reino Plantae
Divisiéon Spermatophyta
Subdivision Angiospermeae
Orden cereal Monocotiledoneae
Familia Poaceae (Gramineae)
Género Zea
Especie Zea mays

La planta del maiz alcanza de 0.5 m a 6 m de alto. Forma un tallo erguido,
hueco, robusto y sin ramificaciones. Las hojas forman una vaina larga arrollada
intimamente al tallo, del cual nacen 2 6 3 espigas 0 mazorcas envueltas en
espatas. En cada mazorca existen filas de granos, cuyo numero puede variar de 8
a 30, y su color desde amarillo claro hasta verde pardo. En el extremo del tallo se
encuentran pequefias flores masculinas que se vuelven secas y pardas cuando se

dispersa el polen. (Paliwal et al., 2001).



El maiz constituye, junto con el arroz y el trigo, uno de los principales
alimentos cultivados en el mundo y esta entre los alimentos que tienen
aplicaciones mas diversas. Su uso se centra no solo en la alimentacién humana,
también forma parte de la alimentacién animal por si mismo o como ingrediente en
la composicién de piensos para aves, cerdos y vacas. Por otra parte, los tallos de
maiz, una vez separada la mazorca, son utilizados como forraje.

Desde el punto de vista industrial, esta planta es interesante para la
obtencién de edulcorantes alimentarios, de almidén y de alcohol. También se ha
utilizado el maiz para la obtencion de bebidas no alcohdlicas.

A partir de las partes no comestibles también se obtiene furfural, un
compuesto utilizado en la industria del caucho, resinas, plasticos e insecticidas

(Paliwal et al., 2001).

3.2. Germinacion

La germinacion, desde un punto de vista fisiolégico, comienza con la
captacion de agua (imbibicion) y termina cuando parte del embrién atraviesa la
cubierta de la semilla (Bewley y Black, 1994). Agronémicamente, una semilla ha
germinado una vez que la plantula emerge de la superficie del suelo.

Desde un punto de vista molecular, la germinacién de semillas puede ser
considerada como una etapa del desarrollo de las plantas que comprende una
serie de eventos metabdlicos que facultan al embridén para adoptar una condicion
metabdlica que le permita reiniciar la proliferacion celular a partir de un estado

guiescente.



La Unica sefal externa que se requiere para el establecimiento de la
germinacién es la entrada de agua (Mayer, 1975). Cuando entra agua a la semilla
se desatan diversos procesos como la hidratacion de las proteinas, cambios en la
estructura subcelular, respiracion, sintesis de macromoléculas y elongacion
celular. Ninguno de los procesos anteriores es especifico de la germinacion, pero
sus efectos combinados transforman a un embribn deshidratado, con un
metabolismo apenas detectable, en uno que tiene un metabolismo vigoroso y que
culmina con el crecimiento de la radicula. La emergencia de la radicula se debe
inicialmente a la elongacién celular y posteriormente a la proliferacion celular.

Durante la germinacion ocurre el crecimiento de las células y su posterior
division. Para que la célula pueda dividirse, y asi formar parte de los tejidos que
constituyen una planta madura, deben ocurrir una serie de pasos que se conocen

como fases del ciclo celular.

3.3. Ciclo celular

El ciclo celular tiene un papel determinante en el crecimiento y desarrollo de
los organismos multicelulares, incluyendo las plantas (Dewitte y Murray, 2003).

El ciclo celular es una serie de eventos ordenados que conducen a la
proliferacién celular, ésta es necesaria para la germinacion de la semilla, es decir,
la formacion de un nuevo organismo, y debe coordinarse de manera continua con
la diferenciacion celular durante el crecimiento de la planta. La division celular esta
fuertemente controlada por la progresién del ciclo celular, el cual consta de cuatro

fases: la interfase post-mitética (G1), la fase de sintesis de DNA (S), la fase post-



sintética (G2) y la fase mitética (M). Durante la mitosis se divide la célula,
posteriormente cada una de las células nuevas comienza su ciclo. (Figura 1).

Los puntos de mayor control en la progresion del ciclo celular en
eucariontes se encuentran antes de la sintesis de DNA (limite G1-S) y antes del
inicio de la mitosis (limite G2-M) (Pines, 1995; Huntley y Murray, 1999). Las
ciclinas son las proteinas que regulan estas transiciones a través de la activacién y
direccionamiento de las cinasas dependientes de ciclinas (CDKs) hacia

compartimentos subcelulares y sustratos especificos (Jackman et al., 2003).

Punto de control G1/S

Decision de volver (1 i S
a entrar en
el ciclo celular L =

N—

g < GO

v

o

b

[

’/O 3 &

Decision de salir ¢ i gl
del ciclo celular G Punto de control G2/M

Punto de control M

Figura 1. Representacion grafica del ciclo celular,

indicando cada una de sus fases y puntos de control (Klug y
Cummings, 1999).

3.3.1. Ciclinas

Las ciclinas son proteinas que se acumulan en momentos especificos del
ciclo celular y luego son degradadas rapidamente. Se sabe que juegan un papel

critico en el control de la progresion del ciclo celular en eucariontes.



La mayor parte de los organismos cuenta con diferentes grupos de ciclinas,
las cuales tienen funciones especializadas. Por ejemplo, en células animales las
ciclinas B estan implicadas en la entrada a mitosis (Minshull et al., 1989) mientras
qgue las ciclinas D tienen un rol especial en la reentrada al ciclo celular en
respuesta a sefales extracelulares (Sherr, 1994) y las ciclinas E promueven la
entrada a fase S (Geng et al., 2003).

De acuerdo a su similitud con las ciclinas de animales, las ciclinas de
plantas se han clasificado como tipos A, B, C, D, Hy L (Barroco et al., 2003, Wang
et al., 2004). Mediante el analisis del genoma completo de Arabidopsis se
identificaron diez genes de ciclinas D, que se agrupan en seis 0 siete grupos
(Oakenfull et al., 2002; Vandepoele et al., 2002). De ellas, Arath;CYCD2 y
Arath;CYCD3 son las ciclinas mas estudiadas (De Veylder et al., 1999; Riou-
Khamlichi et al., 1999; Cockcroft et al., 2000; Swaminatan et al., 2000; Dewitte et
al., 2003).

El analisis de la familia de ciclinas en el genoma completo de arroz mostrd
gue esta especie contiene 49 ciclinas agrupadas en 9 tipos: A, B, D, F, SDS, H, L,
Ty P, siendo el tipo D el que comprende un mayor numero de ciclinas con 14 (La
et al., 2006). Asimismo, se han identificado 90 proteinas de arroz, que pertenecen
a las familias de ciclinas, CDK, E2F, CKI, CKS, RB y Wee, que podrian estar
involucradas en el control de su ciclo celular (Guo et al., 2007).

Las plantas poseen menos tipos de ciclinas que los animales pero la
mayoria de esos tipos comprenden mas miembros. Por ejemplo, en Arabidopsis
existen 10 diferentes ciclinas D y en arroz existen 14 (Renaudin et al., 1996;

Vandepoele et al., 2002; Wang et al., 2004), mientras que en células de humano

7



s6lo existen 3 (Sherr, 1995). Una explicacién para esto podria ser que debe haber
distintas ciclinas para tejidos y 6rganos diferentes. Es probable que existan rutas
reguladoras de la division celular especificas de plantas. No es clara la razén de la
existencia de tantas ciclinas, aunque se puede especular que cada una tiene un
tiempo especifico de accion, o bien un tejido especifico, o principal, de accion.

También es probable que tengan funciones redundantes.

3.3.1.1. Ciclinas tipo D

Las ciclinas D tienen una funcién especial en el control de la reentrada al
ciclo celular al percibir sefales externas y del desarrollo y acoplarlas a las sefales
de proliferacion (Inzé y De Veylder, 2006).

En animales, las ciclinas D forman complejos con actividad de cinasa con
CDK4 y CDKa®, los cuales fosforilan a la proteina retinoblastoma (pRB) e inactivan
la funcidn de supresor de ésta sobre el factor de transcripcién E2F, permitiendo la
progresion de G1 hacia S (Harbour y Dean, 2000). Las sefiales mitogénicas
regulan, a nivel transcripcional y traduccional, a los complejos CDK-CYCD vy
controlan la estabilidad de las proteinas y el ensamblaje e importe de los
complejos hacia el nucleo (Sherr y Roberts, 2004). Subsecuentemente, los
complejos activos de CDK-CYCD promueven la progresion de la fase G1 a S para
llevar a cabo la proliferacion celular.

Estudios recientes han revelado que en plantas se encuentra un patrén
similar al de la via ciclinas/pRB presente en animales (Nakagami et al., 1999;
Ramirez-Parra et al., 1999; Shen 2002). Las ciclinas tipo D controlan la ruta en la

gue estan involucrados la proteina retinoblastoma (RB, en animales) o proteinas



parecidas a RB (RBR, en plantas) y los factores de transcripcién E2F / DP (Figura
2). En células que no estan en division, el factor E2F / DP esta unido a la proteina
RBR, la cual recluta desacetilasas de histonas que impiden la expresién de
algunos genes. Cuando RBR es fosforilada por los complejos CYCD / CDK se
libera el complejo E2F / DP, que funciona como activador transcripcional
permitiendo la expresion de genes requeridos para la transicion de la fase G1 a S
(Dyson, 1998; Sekine et al., 1999; Uemukai et al., 2005; Inzé y De Veylder, 2006).
Las ciclinas D de plantas muestran una baja similitud en su secuencia proteica
cuando se comparan con las de animales, sin embargo comparten atributos claves

como su participacion en la via antes mencionada (Ramirez-Parra et al., 1999).

2P
B 1y
mitogenic
signals
| CyeD
E2F active
CDKA q.\

CKI 5-phase
transcription

o

E2F inactive

Gl
Figura 2. Representacion esquemética de la

regulacion de la transicion G1-S en plantas
(Oakenfull et al., 2002).

Las secuencias proteicas de las ciclinas tipo D de plantas, al igual que las
de otros eucariotes, muestran una misma organizacion estructural tipica (Figura
3), con una region conservada de 250 aminoacidos que es llamada centro de
ciclina, el cual consiste de dos dominios llamados amino (N) terminal y carboxilo

(C) terminal (Wang et al., 2004; La et al., 2006; Menges et al., 2007). EI dominio



amino terminal tiene una longitud aproximada de 120 aminoéacidos y dentro de
esta region se encuentra la secuencia conservada de ocho aminoacidos llamada
caja ciclina, que sirve como sitio de union a CDK. El dominio carboxilo terminal
esta presente en muchas, pero no en todas las ciclinas, lo que sugiere una funcion
especifica pero quiza no critica. Otra caracteristica de las ciclinas es la presencia
del motivo LXCXE de union a la proteina RB, el cual se encuentra cercano al
extremo N terminal y esta presente en casi todas las secuencias de ciclinas D.
Algunas ciclinas D de plantas también poseen cajas PEST que permiten su
degradacion por ubiquitinacion; sin embargo ninguna de las cuatro ciclinas D

reportadas de maiz cuenta con esta secuencia.

50 100 150 200 250 300

|- | -

Figura 3. Representacion esquematica de los dominios
caracteristicos de ciclinas. =3 Dominio ciclina-N-terminal,
= dominio ciclina-C-terminal, m caja ciclina, B motivo
LXCXE. Escala en numero de aminoéacidos.

3.4. Fitorreguladores

Los factores involucrados en la regulacion de la germinaciéon pueden ser
divididos como extrinsecos e intrinsecos. Los factores extrinsecos estan
relacionados con las condiciones ambientales como la cantidad disponible de
agua, la presiéon de oxigeno, la temperatura, y para algunas semillas la luz (Mayer
y Poljakoff, 1975). Dentro de los factores intrinsecos se encuentran los
fitorreguladores u hormonas vegetales. Actualmente estan descritos alrededor de

6 grupos de fitorreguladores, de los cuales 5 son los mejor estudiados: las
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giberelinas, las auxinas, el acido abscisico, el etileno y las citocininas (Raven,
1992).

A las giberelinas se les ha asociado un papel importante durante la
germinacion, principalmente a nivel de induccion de enzimas hidroliticas en el
proceso de movilizacién de reservas (Hill, 1977).

La liberaciébn enzimética de conjugados glucosidicos o ribosidicos y su
transporte hacia la punta del coleoptilo, en donde favorecen la elongaciéon y el
crecimiento celular, son los efectos mas importantes asociados a las auxinas
(Cohen, 1982).

Algunas funciones asociadas al &acido abscisico (ABA) son la sintesis de
proteinas de reserva, la induccién de dormancia (Karssen et al.,, 1983) y la
prevencion del crecimiento del embrion (Karssen, 1968). Los niveles de ABA
aumentan durante la embriogénesis y disminuyen en la germinacion; esto ultimo,
junto con la inhibicion que efectia sobre enzimas especificas de la germinacion,
sugiere que el ABA actia como un modulador negativo de la germinacion
(Quatrano, 1987).

Las citocininas son un grupo de fitorreguladores mitogénicos, los cuales han
sido descritos como estimuladores de la germinacién de semillas (Van Staden,
1993). En semillas y cultivos de tejidos vegetales, en presencia de auxinas,
promueven la division celular (Miller et al., 1956).

El etileno esta poco relacionado con los procesos germinativos y al respecto

existen pocos reportes.
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3.5. Regulacion de la expresion génica

El control de la expresidon génica puede ocurrir a varios niveles, siendo el nivel
primario el que involucra la transcripcion. Para que comience este proceso se
requiere una estructura apropiada de la cromatina, asi como la presencia de las
secuencias promotoras y de las secuencias que modulan la transcripcion de cada
gen. Una vez que se transcribe el RNAm, éste debe ser procesado a un
mensajero maduro y exportado fuera del ndcleo de manera que permita la
traduccion por la maquinaria ribosomal. Los puntos finales de control se ejercen a
nivel de la proteina mediante modificaciones que afectan su funcién (Cullis-Wiley,
2004).

No todos los genes se encuentran prendidos todo el tiempo en el ciclo de vida
de una planta; es decir, se requieren diferentes genes durante las distintas etapas
de desarrollo y maduracion sexual. A grandes rasgos, existen dos tipos de control
para la expresion génica:

* Regulacién temporal. Cuando un gen es Unicamente expresado en un

periodo especifico del desarrollo, como por ejemplo el desarrollo de la flor.

* Regulacién espacial. Cuando un gen es Unicamente expresado en un lugar

o tejido especifico en la planta (Cullis, 2004).

3.5.1. Secuencias promotoras especificas

Para la regulacion de la expresién génica se requieren secuencias promotoras
especificas que pueden ser constitutivas o inducibles. Un promotor constitutivo es
aquel que funciona en todos los tejidos bajo cualquier condicién, mientras que uno

inducible es Unicamente activado en respuesta a estimulos especificos. Un
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promotor constitutivo puede manejar diferentes niveles de expresion pero no
puede ser completamente silenciado en ningun tejido (Lessard et al., 2002). El
lugar y tiempo especifico en el que se da la expresion de cada gen depende de las

caracteristicas de su region promotora.

3.5.2. Efecto de elementos incrementadores (enhancers) de la expresiéon génica

Un enhancer es una secuencia de DNA que incrementa notablemente la
expresion de un gen cercano. Esta secuencia puede ubicarse rio arriba o rio abajo
de una region promotora basal y puede funcionar aun si esta lejos del sitio de
inicio de la transcripcion. Estos elementos no controlan la actividad del promotor
pero si afectan el nivel de expresion y sus efectos pueden incrementarse si estan
presentes multiples copias de ellos (Wu et al., 2003).

Asi como incrementan la expresion génica, algunos elementos que actian
en cis pueden silenciar la expresion de genes cercanos. Por ejemplo, el promotor
de la manopina sintasa (MAS) contiene elementos que actlian como enhancers y
como silenciadores a la vez (Guevara-Garcia et al., 1992). El promotor de este
gen actia de forma bidireccional controlando la expresion de dos genes que
codifican para enzimas involucradas en la sintesis de manopina en tejidos de
plantas infectados por Agrobacterium tumefaciens. Algunos de los elementos de
este promotor actian como silenciadores en una direccidon y como enhancer en la
otra. Este es un ejemplo de la complejidad del control y respuesta a elementos

sobre una regién corta adyacente al gen.
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3.5.3. El papel de las regiones 5" y 3" en la expresion génica

Se ha mostrado que ciertas secuencias presentes sobre la cadena lider
incrementan la expresion de genes. Esta habilidad es presentada tanto por
secuencias no traducibles endbégenas como por secuencias virales y ha sido
utilizada para el disefio de sistemas mas eficientes de expresiéon de transgenes en
plantas (Groenewald et al., 2000). Sin embargo se ha encontrado que secuencias
5" no traducibles aisladas de dicotiledoneas actian de manera pobre en
monocotileddneas; lo mismo ocurre cuando se introduce este tipo de secuencias
de monocotiledéneas en dicotiledéneas.

Por otro lado hay evidencia de que, al insertar regiones 3" no codificantes
exdgenas a un gen, se incrementa su expresion debido quiza a la presencia de

secuencias terminadoras de la transcripcién (Ali y Taylor, 2001; Bieri et al., 2002).

3.6. Herramientas
3.6.1. Bioinforméatica

La bioinformatica es la investigacion, desarrollo o aplicacién de
herramientas computacionales y aproximaciones para la expansion del uso de
datos bioldgicos, incluyendo aquellas herramientas que sirvan para adquirir,
almacenar, organizar, analizar o visualizar tales datos. Su importancia es
consecuencia de la generacién de una enorme cantidad de datos producidos por
la revolucién gendmica (Cullis, 2004). La generacién y almacenamiento de datos
han generado innovaciones computacionales en técnicas para analizar y entender

los datos producidos.
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3.6.1.1. BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)

Es un programa de alineamiento de secuencias, ya sea de DNA o de
proteinas, con otras secuencias presentes en varias bases de datos (Altschul,
1990). La comparacién puede ser via una pagina web o como una herramienta
aislada para comparar la secuencia problema contra una base de datos
personalizada. BLAST utiliza un algoritmo heuristico que encuentra las secuencias
de la base de datos que tienen mayor parecido a la secuencia problema. Para
poder juzgar los resultados obtenidos de un alineamiento, BLAST provee diversos

parametros estadisticos como el valor expect (Johnson et al., 2008).

3.6.1.2. PLACE Database (Plant cis-acting regulatory DNA elements)

Es una base de datos de secuencias nucleotidicas publicadas que actian
como elementos cis-reguladores de DNA en plantas. Se incluyen tanto los motivos
reportados originalmente, como sus variaciones en otros genes u otras especies

de plantas (Higo et al., 2007).

Mediante el programa Signal Scan Search se puede buscar la presencia, sobre
la secuencia de interés, de motivos idénticos o similares a los previamente

reportados en la base de datos de PLACE.

3.6.2. Ingenieria genética
3.6.2.1. Formacion de moléculas recombinantes de DNA
Una molécula recombinante de DNA es un fragmento de DNA de interés unido

covalentemente a un DNA vector. La caracteristica esencial de un vector es que
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se pueda replicar de forma autonoma en un hospedero apropiado. Para la
clonacion en E. coli se eligen como vectores los plasmidos (que aparecen de
forma natural como circulos de DNA gue actllan como cromosomas accesorios en
bacterias) y el bacteriéfago A. El vector se puede preparar para aceptar un nuevo
fragmento de DNA mediante su escision por una enzima de restriccion en un solo
punto especifico. Los cortes escalonados producidos por esta enzima generan
extremos complementarios de una sola hebra, que tienen una afinidad especifica
entre si y por lo tanto se denominan extremos cohesivos o pegadizos. Cualquier
fragmento de DNA que tenga los mismos extremos cohesivos puede insertarse en
este plasmido. El fragmento de DNA vy el plasmido escindido pueden adherirse y
después conectarse por la accién de la DNA ligasa, que cataliza la formacién de
un enlace fosfodiéster donde hubiere la rotura de una cadena de DNA (Stryer,

2002).

3.6.2.2. Transformacién de bacterias

La recombinacion genética en bacterias puede estudiarse principalmente por
tres distintas vias. El primer proceso a examinar es la conjugacién, en donde una
célula bacteriana transfiere segmentos de DNA a otra célula por contacto directo
entre ambas células. Por otro lado, existen ciertos virus que pueden tomar una
cadena de DNA de una célula bacteriana e inyectarla en otra célula, en donde el
DNA exdgeno se incorpora al DNA cromosOmico; este proceso se conoce como
transduccion. Una célula bacteriana puede también adquirir un segmento de DNA
del entorno e incorporarla a su propio cromosoma; este proceso se llama

transformacion (Griffiths, 1999).
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Para la clonacion de DNA en bacterias se han modificado ingeniosamente
muchos plasmidos y bacteriéfagos para aumentar la captaciéon de moléculas de
DNA por las bacterias y facilitar asi la seleccion de aquellas bacterias que las han
captado. Los plasmidos son moléculas de DNA circular de doble hebra, que
aparecen de forma natural en algunas bacterias y cuyo tamafo oscila entre 2 y
varios cientos de kilobases. Transportan genes para la inactivacion de antibioticos,
produccién de toxinas y degradacién de productos naturales. Estos plasmidos
pueden replicarse con independencia del cromosoma del hospedero. A diferencia
del genoma del hospedero, son prescindibles bajo ciertas condiciones. Una
determinada célula bacteriana puede no tener ningun plasmido o puede albergar

hasta veinte copias del mismo (Stryer, 2002).

3.6.3. Transformacion de células vegetales (Biobalistica)

La obtencién de plantas transgénicas depende de la integracion estable de los
transgenes dentro del genoma vegetal. Con el objeto de hacer mas facil y eficiente
la transferencia de DNA hacia células o tejidos vegetales, se han desarrollado
diferentes métodos de transformacion genética, que se pueden dividir en dos
clases de acuerdo con el mecanismo utilizado para la transferencia:

* métodos basados en la utilizacibon de vectores biolégicos, como

Agrobacterium tumefaciens o virus vegetales;

* métodos que consisten en la transferencia directa de DNA, como el de

biobalistica.

El término biobalistica deriva de la conjuncién de “biologia y balistica” o

“balistica biolégica”. Este es un método, ideado y refinado en la década de 1980
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por un grupo de investigadores de la Universidad de Cornell (E. U. A.), que
permite introducir DNA a virtualmente cualquier tipo de célula. En este
procedimiento el DNA es introducido en las células por medio de particulas
microscoépicas (microparticulas), aceleradas a velocidades supersoénicas, que
atraviesan la pared y la membrana celular. Las particulas son aproximadamente
esféricas (de 0.4 a 2.0 micrémetros de diametro), estdn hechas de materiales
densos como oro o tungsteno y se recubren con el DNA que se desea transferir a
las plantas. Para que las microparticulas puedan atravesar las membranas
celulares y llegar al nucleo de las células blanco, son impulsadas a gran velocidad
por explosion de pélvora seca, liberacion de gas comprimido a alta presiéon (aire,
helio, CO, o N,), o por una descarga eléctrica de una gota de agua. Una vez
dentro del tejido vegetal, el DNA se desprende de las microparticulas debido a las
modificaciones del entorno ionico (Klein et al., 1992).

Si las particulas atraviesan las membranas y son atrapadas en el nucleo, el
DNA puede integrarse de forma estable en los cromosomas mediante un proceso
de recombinacion al azar, lo que se considera como transformacion estable. La
transformacién estable ocurre a muy baja frecuencia, por lo que es necesario
utilizar un sistema de seleccidbn in vitro que permita distinguir células
transformadas y no transformadas (Klein et al., 1992).

En este método de transformacion, las construcciones genéticas son mas
simples e incluyen los genes de interés y de seleccidn con sus secuencias
regulatorias respectivas. EI DNA, para ser clonado, es incluido en plasmidos que
son transferidos completos durante el bombardeo a las células, o bien en forma de

molécula lineal (el plasmido cortado en un punto), a diferencia de los plasmidos
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utilizados con Agrobacterium (plasmido Ti desarmado). También es muy comun
gue una vez obtenida la construccion genética dentro de un pldsmido (en el cual
se clona y se obtienen muchas copias para trabajar), luego sea extraida del mismo
para solo tener la secuencia con los genes de interés y de seleccién (incluidas las
secuencias regulatorias) y asi reducir el tamafio del fragmento de DNA a transferir

(Klein et al., 1992).

3.7. Antecedentes inmediatos

Los estudios sobre ciclo celular en plantas han involucrado
fundamentalmente especies de dicotiledéneas. Se conoce muy poco sobre la
regulacion del ciclo celular en monocotiledéneas, aunque el trabajo en arroz
comienza a tomar fuerza. De hecho, la tendencia actual de la investigacion
mundial en plantas es la de involucrar especies comercialmente importantes como
las gramineas.

Recientemente se demostré que la expresion ectdpica de la CYCD2;1 de
trigo en Arabidopsis afecta la morfologia vegetal y retarda el crecimiento (Wang et
al., 2006). Por otra parte, en plantas de tabaco que sobre-expresan
Arath;CYCD2;1, la longitud de la fase G1 se reduce y el ciclo celular es mas rapido
derivando en plantas transgénicas con una tasa mayor de iniciacion de hojas,
aceleramiento del desarrollo y mayor nimero de raices, sin ninguna alteracion
morfologica (Cockcroft et al., 2000). En contraste, la sobre-expresion de
Arath;CYCDS3;1 trajo como consecuencia hojas curvadas por un incremento en el
namero de células con menor tamafio y pérdida parcial de la organizacién celular

en Arabidopsis (Meijer y Murray, 2001). Se ha reportado que la sobre-expresiéon de
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Arath;CYCD3;1 lleva a la inhibicion de la salida del ciclo celular y de la
diferenciacién de los tejidos foliares, por lo que retarda el desarrollo vegetal
(Dewitte et al., 2003). De esta manera, se ha propuesto que la sobre-expresion de
Arath;CYCD2;1 promueve la divisiébn celular, pero no altera los patrones de
desarrollo; mientras que la sobre expresion de Arath;CYCD3;1 tiene efectos sobre
la morfogénesis (Meijer y Murray, 2001; Dewitte et al., 2003).

El grupo de trabajo del doctor Vazquez-Ramos de la Facultad de Quimica
de la UNAM ha estado involucrado en estudios del ciclo celular en maiz,
particularmente durante el proceso de la germinacién de la semilla. En los dltimos
afios se han dirigido los esfuerzos a caracterizar ciclinas D, debido a que, como
reguladoras fundamentales de la fase G1 del ciclo, creemos que tienen mucho que
ver con el establecimiento y avance de la germinacién de semillas.

Como parte de los trabajos anteriores, se han clonado cuatro diferentes
cicinas D de maiz, que han sido llamadas CYCD2;1, CYCD4;1, CYCD5;1 y
CYCD5;2, y se ha estudiado su patron de expresion durante la germinacion.
Todas muestran niveles de RNAm diferentes y este patrén es modificado a la alza,
en algunos casos drasticamente, por la adicion de fitohormonas como las
citocininas y auxinas (BA e AlA, respectivamente), sugiriendo que no actlan en

forma redundante (Quiroz-Figueroa y Vazquez-Ramos, 2006).

Los estudios se han ampliado a la observacion de la conducta de las
correspondientes proteinas ciclinas durante la germinacién, tanto en condiciones
control como en presencia de BA y AIA exdgeno. Para nuestra sorpresa, la adicion

de fitorreguladores no modifica significativamente la cantidad de ninguna de las
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ciclinas, y por el contrario, algunas muestran una ligera reduccion de niveles. Por
lo tanto, no existe correlacion entre el nivel de RNAm y la cantidad de proteina
observable para ninguna de estas ciclinas (Gutiérrez et al., 2005; Lara et al.,
2008). Interesantemente, la actividad de cinasa asociada a los complejos CDK-
CYCD si responde positivamente a la adiciébn de fitorreguladores, por lo que
podemos concluir que los fitorreguladores actian tanto a nivel de expresién génica
en las ciclinas como a nivel de activacién de los complejos CDK—CYCD (Lara et

al., 2008).
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general
Clonar y caracterizar las secuencias promotoras de las ciclinas tipo D

de maiz.

4.2 Objetivos particulares

* Obtener las secuencias que corresponden a las regiones promotoras
putativas de las cuatro ciclinas mediante busquedas en las bases de
datos de secuencias gendémicas.

* Aislar las regiones promotoras de cada una de las ciclinas mediante
PCR, clonarlas y secuenciarlas.

* Determinar el nimero, posiciéon y tipo de elementos de respuesta
encontrados en los promotores de las ciclinas.

* Hacer fusiones transcripcionales de los promotores de cada una de las
ciclinas D al gen reportero de gus en el vector de expresion pGPTV-
Bar .

* Verificar la actividad de los promotores de las ciclinas D mediante la
expresion transitoria de gus en callos embriogénicos de maiz

transformados mediante biobalistica.
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5. METODOLOGIA

Obtencion in silico de las secuencias
de las regiones promotoras

!

Clonacién mediante PCR
de las regiones promotoras

!

Caracterizacion in silico de

los promotores obtenidos
I v

Construccion de las fusiones de cada

Eusqugda_glel_smpl_de |n|C|od_de ![a region promotora al gen reportero de
ranscripcion in silico y mediante gus en pGPTV-Bar

RACE

Transformacidn de callos embriogénicos
mediante biobalistica

Figura 4. Diagrama general de la metodologia
5.1. Obtencion in silico de las secuencias de las regiones promotoras
Partiendo de las secuencias de cDNA de cada una de las ciclinas tipo D de
maiz (con numeros de acceso en el Gene Bank del NCBI: AF351189 (CYCD2;1),
AF351192 (CYCD4;1), AF351190 (CYCD5;1) y AY954514 (CYCD5;2)), se
obtuvieron las secuencias de sus respectivas regiones promotoras mediante una
busqueda en la base de datos de secuencias gendémicas (gss) de maiz en NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) usando la herramienta blastn. Posteriormente se

seleccionaron las secuencias con mayor porcentaje de identidad en la region mas

cercana al extremo 5" de cada gen; se realiz6 un alineamiento cuidadoso de
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amanera manual entre los resultados de diferentes busquedas, haciendo uso del
programa BioEdit Sequence Alignment Editor v7.0.8

(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html), y se construyé una secuencia

consenso de al menos 500 pb rio arriba a partir del codén de inicio de la
traduccion (ATG) para cada ciclina, la cual representa la region promotora

putativa.

5.2. Clonacion y corroboracion de las regiones promotoras

Conociendo las secuencias de cada promotor putativo, se disefiaron
oligonucledtidos especificos (Tabla 2) para amplificar cada uno de los promotores
mediante PCR (Griffin y Griffin, 1994).
Tabla 2. Oligonucleétidos utilizados para aislar y clonar los promotores de los
genes de ciclinas tipo D de maiz. Se resalta en negritas el sitio de corte para las

enzimas de restriccion (Hindlll para el oligonucle6tido FW y Xbal para el RV) para
los cuatro promotores.

Promotor de Fragmento
ciclina Secuencia del oligonucleétido (5'- 3") esperado
CcYCD2:1 FW AAA AAG CTT GCA ATA AAA CTC CAC TCG GGA 873
RV AAA TCT AGA ACG CCACCTACTTGCCGAA
CYCD4:1 FW AAA AAG CTT GAC TGT CTG TCA GTC TGT 573
RV AAA TCT AGA GCT CCT GTA CTG TAC CGG CGT CTC
CYCD5:1 FW AAA AAG CTT GTT GGC TGC CTC GGTACTGCCT 1431
RV AAA TCT AGA TCC TCC AGT GGT TGC GGA CTT
CYCD5:;2 FW AAA AAG CTT TTA GAA CACGGA CTATGT 1091
RV AAA TCT AGA CAT GGC GTC AAT CAG AGC CCG T

A estos cebadores se les afiadido un sitio de corte especifico para las
enzimas de restriccion Hindlll (a los oligos forward) y Xbal (para los oligos reverse)

con el fin de poder clonar cada una de las secuencias promotoras en el vector
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pGEM-TEasy utilizando las condiciones recomendadas por el fabricante

(www.promega.com; Robles y Doers, 1994), secuenciarlas para su corroboraciéon

y darle direccion a esta clonacién y a las posteriores. Las condiciones de los
ensayos de PCR utilizando AccuPrime ™SuperMixIl son las recomendadas por el
fabricante: Desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5 minutos, 35 ciclos de reaccion
(Desnaturalizacion: 1 minuto a 94 °C, Alineamiento: 1 minuto a 59 °C y Extension:
1 minuto por cada 1000 pb a 72 °C) y una extension final de 5 minutos a 72 °C.
También se amplificaron y clonaron fragmentos del promotor de la ciclina
CYCD2;1. Los oligonucleétidos utilizados se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Oligonucleodtidos utilizados para obtener fragmentos del promotor de la

ciclina CYCD2;1. Se resalta en negritas el sitio de corte para las enzima de
restriccion Hindlll y Xbal.

Fragmento
Promotor de ciclina | Secuencia del oligonucleétido (5'- 3") esperado
promCYCD2;1 |FW AAG CTT CTC AAT AAA TCA AGA AGA GGA AGA 190
ndcleo RV TCT AGA ACG CCA CCT ACT TGC CGA A
promCYCD2;1 |FW AAG CTT TCA CTATTC ACT AGG CAC AGC G 340
proximal RV TCT AGA ACG CCA CCT ACT TGC CGA A
promCYCD2;1 |FW AAG CTT GCA ATA AAA CTC CAC TCG GGA 873
completo RV TCT AGA ACG CCA CCT ACT TGC CGA A

Tabla 4. Oligonucleétidos reverse, anclados en secuencia codificante de cada
ciclina, utilizados para corroborar que cada promotor pertenezca a su respectiva
ciclina D.

Promotor de ciclina Secuencia del oligonucleotido (5°- 37) Fragmento
esperado
CYcbzl TCG GAG GGT CTG AAT ACC ACG AAT 2124
CYCDh4l CTC CAG TTG AGG GTT GTT AGA ACC AG 1855
CYCD5:1 GAT GGA TGC TAC GGC GAT GGT 2468
CYCDS:2 GTT GTG GTT GTG CTT GTG GCT ATC 2553
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El procedimiento para cada clonacién se explica en la Figura 5.

Disefio de primers especificos
para cada promotor

'

Amplificacion del

promotor mediante PCR

!

Purificacion del producto
de PCR

!

Reaccion de ligacion del
producto de PCR con el vector

!

|

Verificacidon del tamafio
del producto de PCR
mediante electroforesis
en gel de agarosa

Transformar células competentes

!

Subcultivar en medio de cultivo
con antibiético

!

Extraccion de DNA plasmidico

l

Verificar con PCR o con digestion
enzimatica en electroforesis

Figura 5. Diagrama de clonacién
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Para comprobar que los promotores amplificados correspondieran con las
ciclinas estudiadas, se disefiaron oligonucleétidos reverse complementarios a la
secuencia codificante (Tabla 4, pag 25) para amplificar, mediante PCR, el
fragmento correspondiente de cada ciclina con su respectivo promotor.

La preparacion y transformacion de células de E. coli DH5a se realizé de la
siguiente manera:

a) Inocular una colonia aislada de un Stock de glicerol de la cepa de E. coli en 10
mL de caldo luria (LB) en un matraz de 125 mL. Incubar a 37 °C y 250 rpm por
toda la noche.

b) Transferir 2 mL de cultivo a 200 mL de LB en un matraz de 1 L. Incubar a 37 °C
y 250 rpm hasta que el cultivo alcance una absorbancia a 590 nm de 0.375.

c) Transferir el cultivo a 4 tubos Falcon de 50 mL estériles y dejarlos 10 minutos a
4 °C.

d) Centrifugar a 3000 rpm a 4 °C por 7 minutos. Resuspender cada boton celular
en 10 mL de CaCl, (60 mM/glicerol 15 %) frio.

e) Centrifugar a 3000 rpm a 4 °C por 5 minutos. Resuspender cada boton celular
en 10 mL de CaCl, (60 mM/glicerol 15 %) frio y mantener en hielo por 30 minutos.
(Nota: El contenido de los tubos puede juntarse en un mismo tubo).

f) Centrifugar a 3000 rpm a 4 °C por 7 minutos. Resuspender el botén celular en
2.5 mL de solucién de CaCl, (60 mM/glicerol 15 %) fria, repartir en alicuotas de
100 uL en tubos eppendorf y sumergir las alicuotas en N; liquido y almacenar a -

70 °C.
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g) Tomar una alicuota de células competentes y adicionarle de 0.1 a 1.0 ug de
DNA plasmidico. Incubarlas en hielo por 20 minutos.
h) Dar un choque térmico a 42 °C por 2 minutos y posteriormente adicionar 1 Ml
de caldo luria e incubar por 30 minutos a 37 °C.
i) Plaquear 0.1 mL de la muestra sobre una caja con medio LB agar con el
antibiético apropiado.

La extraccion de DNA plasmidico se realizé utilizando el illustra™
plasmidPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare) siguiendo las condiciones

recomendadas por el fabricante.

5.3. Caracterizacion in silico de los promotores
Cada uno de los promotores fue caracterizado y mapeado utilizando la base
de datos de PLACE Database (Plant Cis-Acting Regulatory DNA Elements (Higo et

al., 1999; http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/) y PlantCARE (Rombauts et al., 1999;

http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/), las cuales muestran

informacién acerca del tipo de elementos cis-reguladores presentes en una
secuencia, asi como el nimero y posicion de éstos. Estas bases de datos

contienen los motivos previamente reportados.

5.4. Busqueda del sitio de inicio de la transcripcion

5.4.1. Busqueda in-silico
Para tener indicios de la posicion del sitio de inicio de la transcripcion,

primero realizamos una busqueda in silico del nucleo del promotor usando algunos
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programas como Softberry (http://www.softberry.com/berry.phtml) y la pagina web

de Berkeley Drosophila Genome Project (BDGP) (http://www.fruitfly.ora/DGC/), los

cuales predicen uno o mas posibles sitios de inicio de la transcripcion. El nicleo
del promotor consta de una region rica en pirimidinas y de una o mas cajas TATA,
generalmente se encuentra 30 nucleétidos aproximadamente antes del sitio de
inicio de la transcripcion. En ambos programas se introdujo la secuencia de la
region promotora de cada una de las cuatro ciclinas; cada uno de los promotores
contenia ademas en el extremo 3" los primeros 50 pares de bases de la region
gue codifica para el primer exén de la proteina ya que esto es recomendado para
obtener resultados realmente significativos. El programa de BDGP arroja una
pagina de resultados donde especifica el posible sitio de inicio de la transcripcion y
el posible nucleo del promotor, asi como un porcentaje con el cual califica el
resultado obtenido. Softberry muestra una lista de resultados en donde indica el
nombre y posicién de los motivos relacionados al inicio de la transcripcién, como la

caja TATA, encontrados en la secuencia analizada.

5.4.2 RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends)

Los sitios de inicio de la transcripcion fueron comprobados
experimentalmente con la técnica de amplificacion rapida de extremos de
cDNA, RACE (Frohman, 1994). Se llevé a cabo con el 5/3° RACE Kit, 2nd
Generation, v.Oct.2005 de Roche, siguiendo las recomendaciones del fabricante.
Los oligonucledtidos especificos para los genes de ciclina utilizados se muestran

en la Tabla 5.
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Tabla 5. Oligonucleédtidos utilizados para conocer el sitio de inicio de la
transcripcion usando la técnica RACE.

Ciclina Secuencia del oligonucleétido (5'- 3")

CYCD2;1 TCG GAG GGT CTG AAT ACC ACG AAT SP1
TTTGCCTCC GCTACCTGC AAAT SP2

CAG GCC GAG AAT AGCAGC GTTGTCC SP3
CAACACCCGCTCCTTATCTACGTGA SP1

cyebad CTC CAG TTG AGG GTT GTT AGA ACC AG SP2
GTC GTA CCA CAG GAT GCT GC SP3

CYCD5:1 GAATCATTG CGC TGT AGC AGG AGT SP1
' GAT GGA TGC TAC GGC GAT GGT SP2

CCA GGA AGC GAT CGA GGT AATTCA SP3

CYCD5:2 GTTGTG GTTGTG CTT GTG GCT ATC SP1
GGT ACTCCACCGAGCTTATCACTT TG SP2

AAC CAG GAA GCG ATC GAG GTA AGT SP3

5.5. Construccioén de las fusiones de cada promotor al gen reportero de gus
en pGPTV-Bar

Las regiones promotoras, ya clonadas en el vector pGEM-TEasy, fueron
subclonadas en un vector de expresion para células vegetales, el pGPTV-Bar
(Becker et al., 1992), el cual contiene el gen reportero de gus, con el que podemos
detectar células transformadas por actividad de la p-glucuronidasa.

Se realizaron construcciones de las regiones promotoras completas, asi
como de versiones truncadas con las que esperamos conocer la funcionalidad de
los motivos encontrados in silico y saber mas de la estructura del promotor. Para
esto se ha usado la ciclina CYCD2;1. Se disefiaron cebadores especificos para
aislar tres fragmentos distintos: un promotor distal (completo), un promotor
proximal y un fragmento pequefio que corresponde al nucleo putativo del

promotor. Dichos fragmentos fueron amplificados por PCR, clonados en un vector
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de clonacién (pGEM-TEasy) y luego en un vector de expresion (pGPTV-Bar). En la

Figura 6 se muestran las construcciones realizadas.

A

i voerr R I - >+~ -

B

Figura 6. Esquema de los cassettes de expresion de los vectores pGPTV-
Bar/promotores de ciclinas D. NosTer, terminador de la nopalina sintetasa; NOSp,
promotor de nopalina sintetasa. (A) CYCD2;1p, CYCD4;1p, CYCD5;1p vy
CYCD5;2p, promotores de ciclinas. (B) CYCD2;1n, promotor nucleo; CYCD2;1p,
promotor proximal y CYCD2;1c, promotor distal (completo).

5.6. Transformacién de callos embriogénicos por biobalistica
5.6.1. Preparacion de las particulas de tungsteno para el bombardeo

Se pesaron 60 mg de particulas de tungsteno de 0.4 mm de didmetro (M5)
y se colocaron en un tubo de centrifuga de 15 mL, después se afadieron 2 mL de

HNO3; 0.1M y se sonico en hielo durante 20 minutos. Posteriormente se eliminé el
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HNO3, se afladié 1 mL de agua desionizada estéril y la muestra se transfirié a un
tubo de 2 mL sonicandose brevemente.

Las microparticulas se centrifugaron 30 segundos a 10 000 rpm, se elimind
el agua y se agregd 1 mL de etanol absoluto (100%). Nuevamente se sonico
brevemente, seguido de una centrifugacién a 10 000 rpm durante 30 segundos
para eliminar el etanol.

Posteriormente se agregé 1 mL de agua desionizada estéril, y se sonico
brevemente. Se colocaron 200 mL de la suspensién de microparticulas en tubos
eppendorf y se agregaron 750 mL de agua desionizada estéril a cada tubo,

almacenandolos a -20°C hasta su uso.

5.6.2. Acoplamiento del DNA a las particulas

En un tubo eppendorf se colocaron 50 mL de la suspension de
microparticulas de tungsteno, después se agregd cada uno de los siguientes
reactivos agitando la suspension entre adiciones: primero se afiadieron 5 mL de
DNA (1mg/mL), evitando que el DNA se mezclara con las particulas hasta la
adicion de 50 mL de cloruro de calcio 2.5 M, seguida de 20 mL de espermidina 0.1
M. Esta mezcla se agité durante 5 minutos y posteriormente se centrifugd durante
10 segundos. Se eliminaron 100 mL del sobrenadante resuspendiendo las
particulas en el liquido restante. Finalmente se aplicaron 2.5 mL de las
microparticulas cubiertas con el DNA en el centro del filtro del dispositivo de

bombardeo.
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5.6.3. Bombardeo con microproyectiles de tungsteno

La transformacion se llevé a cabo con una presién de helio de 120 psi a una
distancia de 13 cm entre el filtro del dispositivo de bombardeo y el tejido blanco, en
un vacio de 20-22 in Hg.

Se tomaron los callos embriogénicos 10 dias después del subcultivo y se
colocaron, un dia antes del bombardeo, en cajas Petri de 60 x 15 mm con 15 mL
de medio gelificado con 2.8 g/L de Gel-gro. Se coloc6 una porcién extendida de
callo embriogénico de 1 cm de didmetro (una capa delgada de aproximadamente
3 mm de espesor) en el centro de la caja. Una vez bombardeados los callos, se
sellaron las cajas y se mantuvo en incubacion a 27+1 °C con fotoperiodo de 12 h
luz / 12 h oscuridad.

Dos dias después del bombardeo se eligieron al azar algunos callos para
medir la expresion transitoria del gen gus y los demas se colocaron en medio de
cultivo adicionado con glufosinato de amonio para seleccion de células

transformadas.

5.6.4. Determinacion de la actividad de [-glucuronidasa por el método
histoquimico

La prueba de expresion transitoria se realizd con base en la técnica descrita
por Jefferson en 1987.

Los callos bombardeados se colocaron en la solucion de X-gluc y se
incubaron a 37 °C por un periodo de 16 horas. Transcurrido este tiempo, la

solucién se desechd y se lavaron los callos dos veces con buffer Z pH 7.4
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(NazHPO,4 60 mM, NaH,PO, 40 mM, KCI 10 mM y MgSO, 1 mM), en seguida se
lavaron cuatro veces con etanol al 70 % (v/v).

La clorofila se eliminé con una mezcla de acetona-metanol (1:3), lavando
con esta solucion los tejidos el tiempo necesario. Después de que se observara el
color azul producto de la reaccion, el tejido se lavé cuatro veces con buffer Z.
Finalmente, para conservar los tejidos, se cubrieron con glicerol al 50 % (v/v) y se

almacenaron a 4 °C.

5.6.5. Seleccién y regeneracion de las células transformadas

Las células transformadas se seleccionaron pasando los callos dos dias
después del bombardeo a medio de proliferacion N6P liquido o sélido (Guerrero-
Andrade O, 1998) adicionado con 3 mg/L de glufosinato de amonio. El agente
selectivo se mantuvo en el medio liquido para la obtencion de lineas celulares
transgénicas o en el medio sélido durante la formacion de plantulas para la

obtencion de plantas transgénicas.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1. Identificacion y corroboracion de las secuencias de las regiones promotoras
En un principio, contdabamos con las secuencias de cDNA de las cuatro
ciclinas tipo D reportadas en maiz. Los numeros de acceso en el Gene Bank del

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) de estas ciclinas son los siguientes: AF351189

(CYCD2;1), AF351192 (CYCD4;1), AF351190 (CYCD5;1) y AY954514 (CYCDS5;2).
Para obtener las secuencias de las regiones promotoras de cada ciclina se

realizaron busquedas BLAST en la base de datos de secuencias gendémicas (gss)

de maiz, elegimos aquellas secuencias que nos permitieran extender el extremo 5

de cada gen de ciclina y las alineamos de forma manual con la secuencia

respectiva de cDNA, utilizando BioEdit Sequence Alignment Editor v7.0.8.

Tabla 6. Longitud de las secuencias tedricas y experimentales de las regiones

promotoras de cada gen de ciclina tipo D de maiz. También se muestra el
porcentaje de identidad entre cada secuencia teorica y la experimental.

, . Promotor .
Ciclina Promo(tgtr))t eorico experimental Ide(r;l)()jad
(pb)
CYCD2:1 1007 873 98.0
CYCD4:1 585 573 92.0
CYCD5:1 1536 1431 93.0
CYCD5:;2 1254 1091 95.0

Las secuencias obtenidas de las regiones promotoras de las cuatro ciclinas

tuvieron un tamafo de al menos 500 nucledtidos rio arriba del codén de inicio de
la traduccion (ver Tabla 6), esto representa una region suficiente para llevar a

cabo los estudios de actividad de los promotores y para poder encontrar
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diferencias entre ellos ya que en esa regidon debe encontrarse el sitio de inicio de
la transcripcion y, en la mayoria de los genes, también se encuentran los
elementos de respuesta mas importantes.

Mediante el disefio de cebadores especificos (Tabla 2, pag. 24), y utilizando
PCR, cada una de las secuencias promotoras se clon6 en el vector pGEM-TEasy
y se secuencié para su corroboracion. Para verificar que cada promotor ha sido
insertado en el vector, se realizaron reacciones en cadena de polimerasa, las

cuales se muestran en la Figura 7.
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Figura 7. PCR de las construcciones de cada promotor insertado en el vector
pGEM-TEasy. A: promCYCD2;1 (873 pb), B: promCYCD4;1 (573 pb), C:
promCYCD5;1 (1431 pb), D: promCYCD5;2 (1091 pb). El primer carril del gel
representa el marcador de tamafos moleculares.

Una vez que se clonaron y secuenciaron los fragmentos correspondientes
a los promotores de las cuatro ciclinas D de maiz en pGEM-TEasy, en casos como
el de las ciclinas CYCD4;1 y CYCD5;1 se observo un porcentaje de identidad

relativamente bajo entre las secuencias promotoras obtenidas de las busquedas
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en las bases de datos de secuencias gendmicas del Gene Bank (gss) y las
aisladas mediante PCR (ver Tabla 6). Estas pequefias diferencias son el resultado
del alineamiento de las secuencias promotoras putativas de las ciclinas D de maiz
de la especie B73, obtenidas mediante alineamientos con el BLAST del NCBI, y
las secuencias promotoras de las ciclinas D de maiz de la especie Chalquefio
clonadas en pGEM-TEasy. Debido a esto, se decidi6 comprobar que las
secuencias promotoras obtenidas eran las correspondientes a las cuatro ciclinas
tipo D que se habian reportado con anterioridad en nuestro grupo de trabajo y que
Nno pertenecieran a otros genes con secuencias similares.

Para resolver dicho problema, amplificamos fragmentos de cada ciclina
correspondientes a cada promotor mas una parte de la secuencia codificante,
delimitados por un oligonucle6tido forward en la parte del promotor mas alejada
del inicio de la traduccién y por un oligonucledtido reverse (Tabla 4, pag. 25)
anclado dentro de la region codificante (Figura 8); fue entonces que resultd
necesario conocer la organizacién exén-intron de cada gen y los tamafios de cada
uno de ellos para saber el tamafio de los fragmentos esperados mostrados en la
Tabla 4. Para esto fue necesario hacer nuevos alineamientos con secuencias
gendémicas de maiz eligiendo ahora aquellas que extendieran la regién codificante
de los cDNAs con los que contdbamos, correspondientes a las ciclinas D de maiz.

La organizacion gendémica encontrada y modelada (Figura 8) muestra que
los genes correspondientes a las ciclinas CYCD2;1 y CYCD4;1 cuentan con 6
exones y 5 intrones, al igual que casi todas las ciclinas tipo D2 y D4 de otras

plantas como arroz, Arabidopsis y alamo (Menges et al., 2007).
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Las ciclinas CYCD5;1 y CYCD5;2 cuentan con 5 exones y 4 intrones, al
igual que casi todas las ciclinas tipo D5 de arroz, Arabidopsis y alamo.

Se sabe que el gen de ciclina D del moho Physcomitrella pattens (originado
hace 450 millones de afios) presenta una estructura de 6 exones y esta
caracteristica se conserva en las ciclinas de plantas de los tipos D1, D2/D4, D6 y
D7, por lo que se cree que el gen de Physcomitrella es el gen ancestro. Los genes
de ciclinas tipo D5 parecen haber perdido uno de sus intrones a lo largo de la
evolucidn, por esta razon solo contienen 5 exones (Menges et al., 2007).

La organizacion exon-intron obtenida para las ciclinas D de maiz es similar
a la de sus genes ortélogos en otras plantas, lo que revela una conservacion
evolutiva de estos genes a nivel estructural.

Los productos de la amplificacién se observan en la Figura 8. Se obtuvieron
bandas del tamafo esperado para las cuatro ciclinas, estas bandas confirman que
las secuencias aisladas de los promotores de ciclinas D corresponden a las
ciclinas CYCD2;1, CYCD4;1, CYCD5;1 y CYCD5;2, ademas confirman el modelo
resultante de la estructura exdén—intrén de dichos genes. Para la ciclina CYCD5;1
se observaron, ademas de la banda del tamafio esperado (2468 pb), otras dos

bandas de mayor peso molecular.
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Figura 8. A) Amplificacion por PCR de los promotores anclados con
oligonuclétidos reverse en secuencia codificante. a) Se observan las bandas
correspondientes a CYCD2;1, CYCD4;1 y CYCD5;2 de 2124, 1855 y 2553 nt,
respectivamente, y b) las bandas correspondientes a CYCD5;1. B) Esquema de la
organizacion gendmica de las cuatro ciclinas; las flechas indican cada fragmento
amplificado.

6.2. Caracterizacion in silico de las regiones promotoras
Los promotores de las ciclinas tipo D de maiz fueron caracterizados y

mapeados, mediante su analisis en la base de datos PLACE, para saber la
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posicion de los elementos de respuesta que se encuentran incluidos en dichas
secuencias. Entre otros, se encontraron elementos de respuesta a factores de
crecimiento como hormonas (auxinas, citocininas, acido giberélico, &cido
abscisico) y azucares. También se encontraron elementos de respuesta a factores
de transcripcion implicados en el desarrollo vegetal como los MYB y DOF, ademas
de otros que responden a luz y a invasion de agentes patdgenos. La tabla 7
muestra un resumen de los factores de crecimiento a los que responden, de forma
putativa, los promotores de cada una de las ciclinas D de maiz y la frecuencia de
motivos de respuesta a estos factores presentes en cada regién promotora. Estos
resultados in silico son preliminares, por lo que se transformaran callos
embriogénicos para ver cuantos de los elementos de respuesta son funcionales y

cuantos solo se encuentran por combinaciones azarosas de nucledétidos.

Tabla 7. Factores de crecimiento putativos a los que responden los promotores de
las ciclinas tipo D de maiz.

Elemento CYCD2;1 CYCD4;1 CYCD5;1 CYCD5;2
Luz +++ +++ ++ ++
Frio +++ + + -
DOF ++ ++ ++ +++
MYB ++ ++ ++ +4+
Azlcar (+) + + ++ -
Azucar (-) + - ++ +
E2F - - + -
Acido abscisico + F— + +
Giberelinas + + ++4+ ++
Auxinas + + +++ +
Etileno + + - T

De la tabla anterior, podemos observar que las 4 ciclinas contienen, en
diferentes proporciones, elementos de respuesta a distintos factores de

crecimiento vegetal y a fitohormonas.
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Los promotores de las cuatro ciclinas tienen elementos de respuesta a
auxinas, esto explicaria los resultados experimentales descritos previamente por
nuestro grupo en los que se observa que la adicibn de auxinas y citocininas
aumenta los niveles de expresiéon de los genes de ciclinas tipo D de maiz (Quiroz-
Figueroa y Vazquez-Ramos, 2006).

Observamos también que, para la CYCD4;1, el principal regulador
hormonal seria el acido abscisico, aunque paradéjicamente éste es un potencial
regulador negativo.

Los factores que mas fuertemente regulan la expresion de la ciclina
CYCD2;1 son ambientales (luz y temperatura). Los factores de crecimiento mas
importantes para la ciclina CYCD5;2 serian los factores de desarrollo vegetal MYB
y DOF. Es necesario hacer los ensayos para comprobar estas suposiciones.

Para mostrar, de manera mas detallada, la posicion en que se encuentran
los elementos de respuesta en los promotores de los genes de CYCD, en el Anexo
1 (p4g. 60) se muestran los motivos encontrados en PLACE Database resaltados
en colores distintos en la secuencia de cada promotor, asi como una breve

descripcién de cada uno de ellos.

6.2.1. Caracterizacion in silico del promotor de la ciclina CYCD2;1

Observando la estructura de los promotores en cuanto a la posicion de sus
elementos de respuesta a factores de crecimiento, disefiamos versiones truncadas
del promotor, esperando que cada version muestre una expresion diferente. Para
esto tomamos como ejemplo a la ciclina CYCD2;1 y dividimos su region promotora

en tres fragmentos (Tabla 8), los que fueron nombrados como Nucleo, Proximal y
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Completo. El Nucleo es el fragmento formado por los primeros 189 pb, el Proximal
estd formado por los primeros 340 pb y el Completo contiene los 873 pb del
promotor.

La mayoria de los elementos de respuesta a hormonas y azlcares se
encuentran en la regién llamada promotor proximal, mientras que mas alla de -340
pb existen preferentemente elementos de respuesta a otros factores como luz, frio
y respuesta a patégenos. La busqueda de elementos cis-reguladores en el
programa PlantCARE nos ayudd a encontrar nuevos motivos no encontrados en
PLACE; de esta forma, se not0 la presencia de una caja TATA putativa en -180 pb
y otra en -369 pb, ademas de otros elementos de respuesta en la region que
hemos llamado nucleo del promotor. Con los ensayos de expresion, podremos
saber si la caja TATA de -180 pb es funcional o si el nacleo del promotor abarca
hasta -369 pb.

Tabla 8. Fragmentos del promotor de la ciclina CYCDZ2;1 y los tipos de elementos
de respuesta presentes en cada uno de ellos.

Region del Promotor de CYCD2;1

Completo Proximal Nucleo
-873 a-1 -340a-1 -189a-1
Caja TATA en -333 Caja TATA en -333 Caja TATA en -180
Caja TATA en -180 Caja TATA en -180 Cajas CAAT
Cajas CAAT Cajas CAAT 1 Enhancer
1 Enhancer 1 Enhancer

Cajas de respuesta a
hormonas

Cajas de respuesta a
fuente carbonada

Cajas de respuesta a luz
Cajas de respuesta a frio
Cajas de respuesta a
patdégenos

Cajas de respuesta a
hormonas

Cajas de respuesta a
[fuente carbonada

Cajas de respuesta a luz
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Figura 9. Fragmentos del promotor de CYCD2;1 amplificados mediante PCR. A)
promotor completo 873 pb, B) promotor proximal 340 pb, C) promotor nucleo 190
pb.

Cada uno de estos fragmentos fue amplificado mediante PCR (Figura 9),
clonado en pGEM-TEasy y subclonado en pGPTV-Bar, de tal manera que ya

contamos con las construcciones mostradas en la Figura 6B (pag. 31).

6.3. Sitio de inicio de la transcripcion
6.3.1. In silico
El andlisis in silico en BDGP de cada promotor nos permitid conocer al
menos un nucleo de promotor tentativo y un sitio de inicio de la transcripcion (TSS,
Transcription Start Site) incluido en dicho nucleo. Por otra parte, el analisis en
Softberry nos permitié encontrar cajas TATA putativas en cada promotor (Tabla 9).
Los resultados para CYCD2;1 y CYCD4;1 son congruentes entre ambos

programas y con lo esperado ya que presentan un sitio de inicio de la transcripcion
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en -333 pb y -300 pb respectivamente, que es la zona donde se encuentra
generalmente; ademas de que la caja TATA esta 30 nucleétidos aproximadamente
antes del sitio de inicio de la transcripcidn, lo cual es necesario para que la RNA
polimerasa reconozca esa region especifica de DNA.

El analisis para CYCD5;1 no produjo resultados satisfactorios en BDGP ya
gue presenta un TSS muy lejano al ATG, sin embargo en Softberry se encontrd
una caja TATA en -315 pb. En cuanto a CYCD5;2, por el contrario, en BDGP se
obtuvieron dos TSSs y en Softberry no se obtuvieron resultados (Tabla 9).

Tabla 9. Posicion del nucleo del promotor, del sitio de inicio de la transcripcion y
de la caja TATA obtenidos del analisis in silico.

Promotor de ciclina BDGP SOFTBERRY
Nucleo del | qq Caja TATA
promotor
_ -593 a -543 -553
cyebzil -374a-324 | -333 369
CYCD4:1 -341 a-291 -300 -335
_ -1272 a -
CYCD5:1 1299 -1232 -1133y-315
_ -511 a -461 -470
CYCDS:2 -424 a -374 -383

6.3.2. RACE

Después del analisis in silico, se llevd a cabo la técnica RACE con RNA
extraido de ejes embrionarios de semillas de maiz y utilizando los oligonucleétidos
denominados SP2 y SP3, disefiados sobre la region que codificante en cada una
de las ciclinas. En la tabla 10 se muestran los fragmentos esperados para cada

experimento.
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Tabla 10. Posicién de los oligonucleétidos SP2 y SP3 utilizados y sus respectivos
fragmentos esperados, los cuales corresponden a la suma de nucleétidos del
promotor mas los nucleétidos de la region codificante, delimitados por el TSS y el
oligonucleétido SP2 6 SP3. En negritas se muestran los tamafios de los
fragmentos que concuerdan con los resultados obtenidos experimentales.

Posiciéon | Tamarfo de los | Posicion | Tamafo de los
. del oligo fragmentos del oligo fragmentos
CveD TSBSDsggun SP2 enla esperados SP3enla esperados
secuencia secuencia
codificante codificante
-553 1086 625
2:1 533 72
-333 866 405
4:1 -300 569 869 197 497
-1232 1943 1581
51 -1133 711 1844 349 1482
-305 1016 654
5:2 -1232 697 1929 370 1602

Utilizando los oligonucleétidos especificos SP2, se observaron dos bandas
de aproximadamente 850 pb y 1000 pb para la CYCD2;1, tamafos que
concuerdan con el andlisis hecho in silico ya que esperabamos bandas de
aproximadamente 860 y 1050 pb. Para la CYCD4;1 se observaron dos bandas:
una de aproximadamente 750 pb y otra menor de 650 pb. Aqui se esperaba una
banda de 850 pb que indicaria que la transcripcion se inicia en la posicion -300 de
la regidon promotora. En el caso de la CYCD5;1 se observaron dos bandas: una
de 600 pby otra de 1000 pb aproximadamente siendo esta ultima la banda del
tamafio esperado y que indicaria un sitio de inicio de la transcripcion en la posicion

-305 aproximadamente. Para la CYCD5;2 no se obtuvieron resultados (ver Figura
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10A) y no se cuenta con informacion suficiente para suponer el tamafio de la
banda que se esperaria.

Utilizando los oligonucledtidos especificos SP3 (Figura 10B) obtuvimos
tres bandas para CYCD2;1: una de 200 pb, una de 250 pb y una de 400 pb, ésta
Ultima concuerda con el analisis in silico y con la banda esperada, lo que ratifica el
inicio de la transcripcion en la posicion -333 ya mostrada con el oligo SP2. Para
CYCD4;1 también se obtuvieron 3 bandas: 220 pb, 350 pb y 650 pb y ninguna
corresponde a los 497 pb esperados. En el caso de la ciclina CYCD5;1 se obtuvo
una banda de 150 pb que no concuerda con el tamafo de ninguna de las tres
bandas esperadas. Estas bandas fueron clonadas en pGEM-T Easy y se

secuenciaran para conocer el sitio de inicio de la transcripcion de los cuatro genes

de ciclinas.
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Figura 10. Resultados de RACE. A) PCR usando los oligonucleétidos SP2. B)

PCR usando los oligonucleétidos SP3.
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El andlisis para CYCD2;1 muestra que es muy probable que el sitio de inicio
de la transcripcidn se encuentre en -333 pby que sea la caja TATA ubicada en
-369 la que marque la regiéon que debe reconocer la RNA polimerasa. Segun los
resultados obtenidos usando el oligonucleétido SP2, es probable que también
tenga un TSS en -553 pb. Ambos sitios putativos de inicio de la transcripcion
deberan ser comprobados con la secuenciacion de las bandas clonadas. Para las

otras ciclinas no ha sido posible comprobar el sitio de inicio de la transcripcion.

6.4. Actividad de los promotores de ciclinas D en callos embriogénicos de maiz
transformados.

Los cassettes de expresion vegetal que cuentan con el gen de la [3-
glucuronidasa bajo control de cada uno de los promotores de las ciclinas aislados,
fueron obtenidos mediante una digestion del vector pGPTV-Bar, en sitios para las
enzimas de corte Unico Xbal y Hindl, y una posterior ligacién con los fragmentos
del promotor de la CYCD2;1 y los promotores completos de las CYCD4;1,
CYCD5;1y CYCD5;2 (Figura 11).

Se transformaron callos embriogénicos mediante biobalistica, sin embargo
los callos embriogénicos de la variedad tuxpefio presentaron actividad de gus
endégena (Figura 12 A), situacion que no da lugar a resultados que se puedan

interpretar.
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Figura 11. Digestiones de los cassettes de expresion de los vectores
pGPTV-Bar/promotores de ciclinas D con las enzimas Xbal y Hindlll.

A) promCYCD4;1 (573 pb), B)promCYCD2;1 (873 pb), C)promCYCD5;1
(1431 pb), D)promCYCD5;2 (1091 pb).

Figura 12. Callos embriogénicos de maiz transformados con los siguientes
cassettes de expresion vegetal: A, Control negativo (pGPTV-Bar); B,
promCYCD2;1/pGPTV-Bar, C, promCYCD4;1/pGPTV-Bar, D,
promCYCD5;1/pGPTV-Bar; E, promCYCD5;2/pGPTV-Bar; F, mezcla de las
cuatro construcciones. Cada transformacion se realiz6 por triplicado.
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Por el momento es de mayor importancia eliminar la actividad endégena de
gus gque presentan los callos embriogénicos con los que contamos para poder
determinar la funcionalidad de los promotores evaluados. Otra alternativa que
pensamos seguir es el poner a la enzima 3-glucuronidasa bajo el marco de lectura
del mismo promotor al que se encuentra unido; esto pensando en que esta
condicion puede incrementar la expresion de este gen y asi probablemente
incremente la presencia de esta proteina (R-glucuronidasa) en los callos
embriogénicos transformados bajo estas nuevas condiciones y seamos capaces
de observar una diferencia entre la actividad de gus enddgena y la producida por
la sobreproduccion de la enzima debida a la presencia del promotor de cada una

de las ciclinas tipo D de maiz.
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7. CONCLUSIONES

Se clonaron las regiones promotoras de los cuatro genes de ciclinas
tipo D de maiz reportados con anterioridad y se comprob6é que dichos
promotores pertenecen a los genes de las ciclinas CYCD2;1, CYCD4;1,
CYCD5;1y CYCD5;2.

Se logré una caracterizacion a nivel estructural de los genes de las
cuatro ciclinas que corresponde a la reportada de los genes ortélogos de
arroz y Arabidopsis, mostrando una conservacion evolutiva a través del
tiempo en estas tres especies.

Su caracterizacion in silico muestra que cada secuencia promotora
contiene elementos de respuesta a factores de crecimiento como hormonas y
azucares pero el nimero, posicion y tipo de estos elementos es diferente en
cada promotor, lo cual podria explicar la expresion diferencial de las ciclinas
en la germinacion.

De acuerdo a los resultados de RACE, la ciclina CYCD2;1 tiene dos
sitios de inicio de la transcripcion ubicados en -333 pb y -553 pb.

Se obtuvieron los cassettes de expresion vegetal con las versiones
truncadas del promotor de la ciclina CYCD2;1 y con las versiones completas
de cada promotor de las ciclinas CYCD4;1, CYCD5;1 y CYCD5;2 con los que
estamos analizando su actividad en cultivos de callos embriogénicos de maiz.

Es necesario seguir con esta metodologia para conocer de manera
més profunda la estructura de los promotores restantes, es decir, de las
ciclinas CYCD4;1, CYCD5;1 y CYCD5;2 y poder determinar los elementos

criticos en la regulacion de la expresion de estos genes.
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PERSPECTIVAS

Eliminar la actividad endégena de gus que presentan los callos
embriogénicos de maiz para asi poder determinar la funcionalidad
de los promotores evaluados.

Segmentar los promotores de las ciclinas CYCD4;1, CYCD5;1 y
CYCD5;2 de tal manera que facilite su estudio y se logre
determinar los motivos que son cruciales en la regulacion de la
expresion génica de estas ciclinas, para posteriormente hacer
fusiones transcripcionales que permitan evaluar la actividad de
dichos fragmentos.

Realizar nuevamente los ensayos con RACE para poder
determinar de manera experimental el sitio de inicio de la
transcripcion de las ciclinas CYCD4;1, CYCD5;1 y CYCD5;2.
Realizar fusiones transcripcionales, de todos los promotores
mencionados, con la proteina verde fluorescente (GFP) para
observar la expresion de dicha proteina bajo el control de cada
promotor de ciclina tipo D.

Transformar cultivos celulares de tabaco y/o arroz, con los
cassettes de expresion construidos, para evaluar la expresion de
algun gen reportero bajo el control de cada promotor de ciclinas D y

comparar los patrones obtenidos en ambos modelos biolégicos.
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ANEXO 1

Secuencias de las regiones promotoras de las ciclinas D de maiz obtenidas
experimentalmente. A la derecha de cada secuencia se muestra la posicién a
partir del sitio de inicio de la traduccion. También se muestra una breve
descripcion de la funcionalidad de cada motivo de union a factores
transcripcionales involucrados con fitohoronas.

>CYCD2;1, 873 pb
AAGCTTGCAATAAAACTCCACTCGGGATGACCTGAGGCCAAATTATATAG

TTACAATTTAACGCTTGGGTGGAACCGGAACCATTCAATTTCCGAGTTCG =774
CTGTCC AAGATTTAATTGCGTCTCGATAAATCAACAATCAAAT
GAACTAGTCCGTATAATTTTCTCAACATGTTTTGTTTTCTACTAGTACTA -674

GACTTCCCTTCAATGCCGACGCGCCCTGCATCGAATTTACTAGCCTACAA

TGACGCAGTTTTGAATGATGATACAGTGACAACG AACTTGCC -574
TGACG

CCCGCGACACACCTCACGCAAAACACGAT CGTGCGCGCAAAGG
ATCCGCGCTCCAAAAACTCTCCTAGGAAAATGCCAAAAACAAAACAAAAC -474

AAAGCCCCAAGGAGTCGCAGGCATGTTTTACAGAAAACTCCTCGTCTCTA
TCCAAAACCCGCTCCACCACCACCATCACTATTCACTAGGCACAGCGCCC -374
GGCCGCCCTACATAAACCCTGCTCTCCTCCACTCCACTAGTCTCTCTCCT
ACTGTTTACACACTGCAGTGGCCTTG CTTCCTCCCCCTCCTCT =274
CTCTCGCTCCTCTGTCCTCTCCCACTGGGATAAAGAACACAATTA
TAGGCAAAAAAAACATGTA TTTCTATCTATATTATCTGAATA -174
AATCAAGAAGAGGAAGAGGGGAGAGGGAGCAGGGAGGGGGAGGAGTAGCA
AATCCAGACTCCATAGAATCAGCTCGCAAGAAGGGGAAAGGGAGGAGGAG -74
CTTCGCTGGTGAATTGATTGCTCGCTGCTCCAGTCCCGCATTCGTGCCGT

TTTCGGCAAGTAGGTGGCGTGGCAAGCTT

Caja pirimidina. Con GARE (giberelina), esta

involucrado en represion por azlcar.
Caja pirimidina del gen EPB1 (cisteina
proteinasa); expresion regulada por giberelinay ABA.
Elemento de respuesta a etileno. Regulacién por jasmonato
Regulado por ABA.

WRKY710S /TGAC (3) Sitio de union a WRKY71 (represor transcripcional en
sefalizacién de giberelina).
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SEBFCONSSTPR10A /YTGTCWC (1) (Silencing element binding factor). Similar a
elemento de respuesta a auxina.
ASFIMOTIFCAMV /TGACG (1) Activacion transcripcional de genes por auxina y/o ac.
salicilico.

Elemento de respuesta a etileno.

>CYCD4;1, 573 pb

GGATCCGACTGTCT ' /GTCT" ' CTCTCCTCCGGCCGC ' ACCG
GTCAA
CGTCA

GCAGCCACGTCCGCCGATCCCCTCGCGGGACGCCTCCCAACCGCC -474
GMCACGT
GGATCCAG GTACGGCAACGCCCGACTTTCCCCTGCACCCGTCGC

GACCGTCCGCCTCCTCCGTTGGCGCCCCGGATGTCTCAGTTTCGGCGTAC -374
CG GCGCTTTCCCAAAACACTCGCGTCCCCCGTGCCCGATACAAA

GCGCGAGGGGCGAAGGCACGCCACCA CACCGCACTCTGCCTCCC -274
YAACKG

TCCTCCGTCCGTCCGTCCTCCCCCCCTTGTGCCTTGTCCTGCTTCTCCAC
TCGCCACTGCCGCATTCTGCCCAAGTTCCAAAC ACCAGCCACCC -174
ACCACCCAGCACTCCAGCCGCCAGACCAGAGTCTACGGCGCCGCCGTCGL

ACGACAGGAGAGGGAGAGGGAGAGGGAGAGGGAGAGAG GCTT -74
TTGAC

TTGCCGCCGGTGCGTCCGTGCGTGCCTGGTGGGAGGAGTGG GC

CGGTACAGTACAGGAGCGGATCC

GCCCORE /GCCGCC (3) Elemento de respuesta a etileno. Regulacién por jasmonato.

Sitio de unibn a WRKY71 (represor transcripcional en
sefalizaciéon de giberelina).
WBOXATNPR1 /TTGAC (2) W-box reconocido por ac. salicilico inducido por proteina de
uniéon a DNA WRKY.

Sitio de unién a ATMYC2 (activador transcripcional

en sefalizacién de ABA).
MYB2CONSENSUSAT/YAACKG (2) ATMYB2 es activador transcripcional en la
sefalizacién de ABA.
ARFAT /TGTCTC (1) Factor de respuesta a auxina.
ABREOSRAB21 /ACGTSSSC (1) Elemento de respuesta a ABA en genes rab2l de
arroz.
ACGTABREMOTIFA20SEM /ACGTGKC (1) Secuencia del centro ACGT del motivo A
en ABRE.
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Activacion transcripcional de genes por auxina y/o ac.

salicilico.

SEBFCONSSTPR10A /YTGTCWC (1) (Silencing element binding factor). Similar a

elemento de respuesta a auxina.

Regulacién por calcio y calmodulina.

Elemento de respuesta a sulfuro. Contiene

secuencia de unién al factor de respuesta a auxina.

>CYCD5;1, 1528 pb

CNATGGGCCGACGNCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGLC T
CGATTGGATCCGTTGGCTGCCTCGGTACTGCCTCATC GCAGGTC
CTCCAGAGATTATTGTTACTGCTACCTCCGTCTACCA TATAATAA

TTGTAGTTTCTTTCTCCGGACAAAGGTATCTGAAGTTTAGTTGTATTTAT

ATTAAAAAAATGATATCCGTCCCAAAATAGGATTCATTTTAGCTATTAAT

TTTCATATATATATATATATATATAACATAATCAAATATTGTATGAATCT

ATTAATTATCTAAAACGAATTTTATTTTGGGGCAGATGGAGTATTATATT

AAATAGGTATATGTATTGCATAAAGAAAC TCTACCTATTTAATATT

ATAAATACGGAGACATTCTATATAATTTATTTAAATTGATTGCATTACTC

CTA TAGGGAGTGTGCTCGAGAGAGCTTGCAACACAATGTCGTAACG

ATCGGTATTCGCATGAACCCCGTAGAGGTCTACTTTGAAGTTTTTTATAT

GAGACATTACAACTTTACTTTGAAGTTTTTTGTATGAGACATTACAACTT

TCACGGATAAAAAAAATTACTGTTATTGTCGTCGTGATTGCAAAGTAAGT

ATAAAAAGAAGCTAACGGTTAGCTGATAAAATTATATTTAGGCTAACAAT

TAGTTCATTAGTTTACTGAACCCAGTAAAATAATTTGCTAGCTGTCTAGT

TATTAGTCCTGCGGGTTCCAAACAAGGCCAAGAAACTAGTGGCCTCCAGG

AATCGAA GACCCACAGATTTAAACGCTAAATCGTTACCATCTCTAG

GAACAAAGCATTG TAACACTGTAG TGGTTTATGTAAAT

TAGATGTCTCTGCTAGTTAGGCACCTAATGCGTAGAACACCTACTAAGGA

TGATCCCCGCTGGTTGCATCCCTGAAGATGTAAATTATTTTTCTTCAAAA

AATCATCATAATACACA TATCCATGAAGATGTATCCAAAAAGATAT

TATCCAY
CCAGAAAAATATATCTGAAAATTTATCAGGTTATCCGAAATTCGACGGAT

-1429

-1329

-1229

-1129

-1029

-929

-829

-729

-629

-529

-429
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ATCA TCCGATATTTGTATCCAATATCTAAACTATACTATCCGGATT

CGAACCCAAAAAAACTATCAGACTGAATAATTAGCCTCTTGCAACTATAG -329

G TCAAATAACATCCATAAAATTTACATCCTAACTCCACCTCCCATT

CCTGCT AACTCCACCTCCCAATCTCCCA TCCATTTCATTT -229
CTGTACCTCTCCAGCTGCCCACTTCTCCCCTGTGCTCGCGG G
GGAGAGAAGGGAGGGA CTTTCTGTTCGGCGCCGTGCT -129
CGCGCAC CACGCCCCACGCTGCACGCCGCCTTTTCCTCCGTCT
TGCTGCTGCAAGTCCGCAACCGCTGGAGGAGGAT TCCTTCACTTT -29

TCTTCCCTTTCCCCTGGCACGCG T

GCCCORE /GCCGCC (3) Elemento de respuesta a etileno. Regulacién por jasmonato.
Sitio de union a WRKY71 (represor transcripcional en
sefalizacién de giberelina).
Regulado por ABA.
Caja pirimidina. Con GARE(giberelina), esta
involucrado en la represiéon por azucar.
Consenso E2F.
TATCCAOSAMY / TATCCA (4) Regulacién hormonal y por azUcar del gen de a-amilasa.
ARFAT /TGTCTC (4) Factor de respuesta a auxina.
SREATMSD /TTATCC (2) Elemento de represién por azucar.
TATCCAYMOTIFOSRAMY3D / TATCCAY (1) Elemento de represién de a-amilasa.
Activacion transcripcional de genes por auxina y/o ac.
salicilico.
Regulacién por calcio y calmodulina.
Elemento de respuesta a sulfuro. Contiene
secuencia de unién al factor de respuesta a auxina.

>CYCD5;2, 1091 pb
GGCATCCTTAGAACACGGNACTATGTAAATACCATTTAAACATGATAGAT

TAATCATTTGATTTCTGGTATTTTTAGAGTAGCTAAAAAGTTTTGTGC -992
CTCTGCCTATATTCTTAAGTAAAAAGATATCTCGCGCAATCAGGC"ITSGACG
TTGATGCCTATGCAATCAAGAGATATGGTGAATCCAACCAAAATCCAACG -892
GTGATTATTATTTTAAGTGAAAGGTGTAAAATGTAAAATAGTTACTAGGT
TTAAGGTGGAAGAGGATAAATATAAAATAA ACTATTAAATTTTGA -792

TTGGTGGCACCAAATCGCCTGATTGCATGATTGCACCAACATGCATGATT
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CATGCA
GATTCTTGAAAATATATTCCCCTATTTATGCGGACAAACTTGCTAG -692

ATCCGNAACTAAATGTGTGCGTAGCAAGCATAAAATCTCAATGCTAAGAA
ATTACGGGACCTAATGTACAACCCTAACACTTTTTGTCGATAGCAAATCA -592
CGGCCATCTTAATAAATGGAAAGGTATCTAGTTCTGGTAGGGGTTTTTTT
TTGTTCTGAAGATAAGAGTTGTTTTCCATAAATATGTAGATAAATATGCC -492
AAAAAATCATGCAAACACGCAATATATGTAAGGTCT TAAAAAA
ATTGTAGAAGGCATCGGAACCAAACTATATATTGGTGCCATTTTCCATCT -392
AACAGCCACGTTTCCCAGCAAAAGATCAAGCCGCAACAGGTAAACCACAT
GGACGTTACGACTAGCAACCAGCAAAATAAGACGTCTAGTTCATGTATGT -292
ATGTATCGCTAACACGTACACAGTACAAGTTGTGGTTCCCACGCTGGCAC
GCCACGCCTCCCACTTCTCTTCCTCTGCAACTGCTCACCCCCTGTGAAAG -192
CGCGCGAGCGTGGAGAAGAATAGGGAGGAAGTTCAGTTCCGTGCCGTGCT
CGCGCGCACCCACCCCGCACGCCGCATGCCG ACTCCGCGCTGCT -92

CATGCCGCC
GCTGCTGCTGGGACGAAGAAAATCTTTTCCTTCACCTTTCTCTCCTCTTT

ACCCAGTTCATGCACGGGCTCTGAT GCCATGGGATCC
TGACG
TTGAC

Regulado por ABA.
Caja pirimidina. Con GARE (giberelina), esta
involucrado en la represién por azucar
Sitio de union a WRKY71 (represor transcripcional en
sefalizacién de giberelina).
ASFIMOTIFCAMV | TGACG (2) Activacion transcripcional de genes por auxina y/o ac.
salicilico.
WBOXATNPR1 / TTGAC (1) W-box reconocido por ac. salicilico inducido por proteina
de unién a DNA WRKY.
RYREPEATBNNAPA / CATGCA (5) Responde a ABA.
Elemento de respuesta a etileno. Regulacion por jasmonato.
GRAZMRAB28 /| CATGCCGCC (1) Respuesta a ABA.
Elemento de respuesta a sulfuro, contiene
secuencia de unién al factor de respuesta a auxina (ARFAT).
CACGCAATGMGH3 / CACGCAAT (1) Confiere inducibilidad a auxina.
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