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Abreviaturas. 

ATP: Adenosin trifosfato 

CAK: Cinasa activadora de ciclinas 

CDK: Cinasa dependiente de Ciclina 

CHX: Cicloheximida 

Cyc: Ciclina 

DNA: Ácido desoxiribonucleico 

DTT: Ditiotretiol 

EDTA: Ácido etilendiaminotetraacético 

GST: Glutatión S transferasa 

IgG: Inmunoglobulina tipo G 

IPTG: Isopropil-D-b-tiogalactopiranósido 

kDa: Kilo Dalton 

PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida 

pb: pares de bases 

RT-PCR: Reacción en cadena de la polimerasa en transcripción reversa. 

SCF: Cinasa de fase S asociada a proteína de caja F 

TEMED: N,N,N,N tetrametiloetilendiamina 
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I. Introducción. 

 

“Los dioses Piltzintecuhtli y Xochipilli, tuvieron por hijo a Cinteotl. El dios hijo [...] 

se hundió en la tierra para producir diferentes vegetales útiles al hombre. Así, de 

sus cabellos salió el algodón; de una oreja la planta llamada huauhtzontli; de la 

nariz la chía; de los dedos, los camotes y del resto del cuerpo, otros muchos 

frutos. A su creación más destacada debe el dios su nombre principal, Cinteotl (el 

dios mazorca)” Cosmología Azteca. 

Las semillas son componentes básicos de la alimentación a nivel 

mundial. Los cereales, como el maíz, representan por sí solos cerca 

del 90% de las semillas cultivadas y aportan más de la mitad de la 

ingesta energética per capita (Bewley, 1997). Para la agricultura, la 

germinación es uno de los temas de mayor importancia, ya que la 

producción de los distintos cereales depende de este proceso. La 

semilla contiene un embrión equipado estructural y fisiológicamente 

para formar un nuevo organismo autótrofo y autosuficiente. 

 

• Anatomía de la semilla de maíz. 

 

El modelo de trabajo dentro del presente proyecto fue el maíz; la 

semilla consta de las siguientes estructuras principales: 

Pericarpio o cáscara, capa delgada que encierra a la semilla. 

Endospermo, estructura que contiene el material de reserva que 

se moviliza para aportar energía durante la germinación. 

Escutelo, estructura que cubre y protege al eje embrionario. 

Eje embrionario, parte de la semilla que cuenta con la información 

para desarrollar una nueva planta de maíz, se divide a su vez en: 

radícula y plúmula. 

Pedúnculo, rabillo que sostiene a la semilla, uniéndola a la 

mazorca. (Bewley and Black, 1994) 



 

 

Figura 1: Anatomía de la semilla de maíz. 

 

• Germinación. 

Por definición, la germinación comprende una serie de eventos que 

comienzan con el ingreso de agua a una semilla seca y quiescente 

(imbibición) y terminan con la elongación del eje embrionario 

(Bewley and Black, 1994). 

Durante la imbibición, la semilla quiescente reanuda su 

metabolismo. Las estructuras y enzimas necesarias para este 

despertar metabólico se encuentran, generalmente, en la semilla 

seca, habiendo resistido, al menos parcialmente intactas; a las 

etapas de secado y maduración de la semilla (Bewley and Black, 

1994). Algunas de las proteínas indispensables durante las primeras 

etapas de la germinación, para el avance de la misma, son 

degradadas rápidamente durante la imbibición, para reemplazarse 

posteriormente con proteínas sintetizadas de novo (Bewley, 1982). 

La germinación es un sistema apropiado para el estudio del ciclo 

celular en plantas, ya que la imbibición reactiva a las células 

meristemáticas que se encuentran en su mayoría en la fase G1 

respecto al contenido de DNA, para entrar al ciclo celular (Vázquez-

Ramos and Sánchez, 2003). 



Adaptando la germinación para el estudio del ciclo celular, se ha 

acordado definirla como el proceso que engloba desde la imbibición 

de la semilla, hasta el término de la primera ronda de división 

celular (Cruz-García, et al. 1998). La división celular es resultado de 

la ejecución del ciclo celular (Nurse, 1994). 

 

• Ciclo celular. 

El ciclo celular es un proceso indispensable para la proliferación de 

células eucariontes que consta de cuatro fases: una fase de síntesis 

de DNA (Fase S, duplicación del genoma), una fase mitótica (Fase 

M, división) y dos fases intermedias denominadas G1 (postmitótica) 

y G2 (postsintética). Durante las fases intermedias la célula se 

asegura de contar con las condiciones apropiadas para continuar 

con la proliferación; dentro de la fase G1 la célula monitorea tanto 

su tamaño, como su entorno y, dentro de la fase G2, la duplicidad e 

integridad del DNA. 

 

La regulación de la progresión del ciclo celular es de suma 

importancia para la célula, ya que involucra la detección y 

reparación de daños en el material genético, así como la prevención 

de la división celular descontrolada. La regulación de la progresión 

del ciclo celular es un proceso muy complejo. Dos moléculas claves 

para dicha regulación son las cinasas dependientes de ciclina y las 

ciclinas (Nurse, 1994). 

  

Cinasas dependientes de ciclinas. 

Las cinasas dependientes de ciclina (CDKs) son enzimas que, al 

unirse con las ciclinas, forman un complejo enzimático activo; el 

cual actúa sobre ciertos residuos de Serina o Treonina de sus 

proteínas blanco, transfiriendoles un grupo fosfato proveniente del 

ATP (Nurse, 1994; Morgan, 1997). Al encontrarse activos, los 

complejos ciclina-CDK inducen dos grandes procesos: la duplicación 



de centrosomas y del DNA, y la mitosis (Murray, 2004). Las CDKs 

se han clasificado de acuerdo a su dominio de interacción con 

ciclinas. 

 

Ciclinas. 

Las ciclinas son proteínas encargadas de la regulación y progresión 

del ciclo celular. Estas proteínas reciben su nombre de la fluctuación 

que muestran a lo largo del ciclo celular (Nurse, 1994). Se clasifican 

de acuerdo a su secuencia de aminoácidos; los grupos de mayor 

importancia para el ciclo celular son seis: A, B, C, D, E y H. De 

acuerdo con el punto del ciclo celular en el cual se expresan, 

encontramos dos grupos: ciclinas de fase G1 y ciclinas mitóticas 

(Srivastava, 2002). 

Aunque las ciclinas son proteínas heterogéneas, algunas comparten 

motivos estructurales comunes, dentro de los cuales encontramos 

una secuencia conservada de aproximadamente 100 aminoácidos 

conocida como caja ciclina, mediante la cual se unen a las CDKs 

(Hunt, 1991). 

Las ciclinas son proteínas que muestran un rápido recambio durante 

el ciclo celular. Las ciclinas tipo A y tipo B, muestran una secuencia 

de reconocimiento, cercana al extremo amino terminal, llamada 

caja de destrucción, que es blanco de ubiquitinación, proceso que 

lleva a las proteínas a la destrucción vía proteosoma. Algunas 

ciclinas de G1 contienen una secuencia conservada, de 

aproximadamente 8 aminoácidos, denominada PEST, la cual es rica 

en prolina, ácido glutámico, serina y treonina; esta secuencia es 

también blanco de ubiquitinación (Salama et al., 1994). 

 

La asociación de una CDK con una determinada ciclina define la 

actividad del complejo, la especificidad del sustrato, la localización 

subcelular del complejo y la estabilidad de la ciclina (Pines, 1995). 

Las CDKs se expresan constitutivamente, mientras que las ciclinas 



son sintetizadas en puntos específicos del ciclo celular, en respuesta 

a señales intra y extracelulares. 

 

Actividad específica de los distintos complejos ciclina-CDK. 

La ciclina D es la primera ciclina producida en el ciclo celular en 

respuesta a factores extracelulares, como factores de crecimiento. 

La ciclina D se asocia a CDK4 formando un complejo que fosforila a 

la proteína de Retinoblastoma (RB). Al estar hiperfosforilada, la 

proteína RB se disocia del factor de transcripción E2F/DP1, lo que lo 

activa. La activación de E2F/DP1 provoca la transcripción de genes 

que permiten la acumulación de proteínas necesarias para la fase S, 

como son: ciclina A, ciclina E, DNA polimerasa, entre otras. La 

ciclina E se une a CDK2 formando un complejo que facilita la 

transición de la fase G1 a la fase de síntesis. La ciclina A, junto con 

CDK2/CDK1, regula las fases S y G2. La ciclina B se une a CDK1 y 

facilita la transición G2/M. 

 

Regulación del complejo ciclina-CDK. 

La actividad de los complejos ciclina-CDK puede regularse por 

medio de los siguientes mecanismos: 

 

a. La síntesis y destrucción de ciclinas.  

La disponibilidad de la subunidad ciclina regula la formación del 

complejo y es indispensable para su posterior activación. La síntesis 

de ciclinas D es un factor importante para la regulación durante las 

fases iniciales del ciclo celular. Las variaciones reportadas en 

presencia de hormonas sugieren que las ciclinas D actúan como 

sensores de estímulos externos (Pines, 1995; Quiroz-Figueroa and 

Vázquez-Ramos, 2006). De acuerdo a su mecanismo de 

destrucción, estas ciclinas pueden ser constitutivamente inestables 

a lo largo del ciclo celular, o bien, inestables sólo en una etapa 

específica del ciclo celular (Pines, 1995). 



 

b. Fosforilación y desfosforilación de sitios específicos.  

La activación de las CDKs requiere no sólo de la unión a una ciclina, 

sino también de la fosforilación de la CDK en la región llamada asa 

T, por parte de una cinasa activadora de CDKs, o CAK (Huntley and 

Murray, 1999). Además, se ha encontrado que las CDKs son 

afectadas por una regulación negativa que desestabiliza el complejo 

ciclina-CDK. Esta regulación es producto de la fosforilación de 

residuos conservados Thr 14 Tyr 15 en las CDKs, cercanos al 

extremo amino terminal, por parte de las enzimas Wee1 y myt1 

(Fowler et al., 1998). La fosforilación es revertida por la fosfatasa 

CDC25. 

 

c. Inhibidores. 

Tanto en mamíferos como en plantas, se han encontrado proteínas 

de bajo peso molecular (15-27kDa) que al unirse al complejo 

ciclina-CDK inhiben su actividad (Verkest et al. 2005). En 

mamíferos se ha observado que estos inhibidores responden a 

factores ambientales, como el daño por radiación UV (Duli et al., 

1994). 

 

• Ciclo celular en plantas. 

Las plantas cuentan con un mecanismo de regulación del ciclo 

celular similar al que existe en animales (Figura 2). Entre las 

proteínas más conservadas están los complejos ciclina-CDK 

(Mironov, 1999). 



 

Figura 2: Esquema del Ciclo celular para plantas (Mironov, 1999), 

mostrando los momentos en que la participación de los diversos 

complejos Ciclina-CDK tiene lugar. 

 

CDKs en Plantas. 

En Arabidopsis thaliana se han encontrado 6 tipos de CDK, llamados 

CDKA-CDKF, siendo CDKA y CDKB las cinasas de mayor importancia 

para la progresión del ciclo celular (De Veylder et al., 2003). La 

CDKA cuenta con un motivo conservado de 16 aminoácidos 

conteniendo la secuencia PSTAIRE, mediante el cual consigue unirse 

a las ciclinas (Mironov, 1999). La CDKA no muestra una regulación 

a nivel transcripcional, pero a la cantidad de proteína muestra un 

incremento en la fase G1 temprana y una disminución cuando la 

célula sale de mitosis. Aunque esto podría no ser determinante para 

el avance del ciclo; se cree que CDKA participa tanto en la 

transición G1/S, como en la G2/M (Hemerly et al., 1995). 



 

Ciclinas en Plantas. 

Las ciclinas en plantas se han dividido en cinco grupos: A, B, C, D y 

H, en base a la similitud que tienen respecto a sus homólogas en 

mamíferos (Vandepoele et al., 2002). En maíz se han encontrado, al 

menos, ciclinas A, B y D (Renaudin et al., 1996; Quiroz-Figueroa 

and Vázquez-Ramos, 2006). Las ciclinas tipo A cuentan con tres 

subtipos denominados A1, A2 y A3. Su expresión no se limita a una 

fase específica del ciclo celular, ya que se han encontrado desde la 

fase S hasta la fase M y se ha reportado que el complejo CycA-

CDKA muestra alta actividad de cinasa durante las fases S, G2 y M 

(Mironov, 1999). En estudios de expresión en células sincronizadas 

BY-2 de tabaco, se ha encontrado que la transcripción de los genes 

de ciclinas tipo A1 y A2 se induce a mediados de la fase S y decae a 

la mitad de la fase M. 

 

Las ciclinas B tienen dos subtipos, CycB1 y CycB2; este tipo de 

ciclinas se expresan en mayor proporción durante la transición 

G2/M.  

Se han encontrado 7 subtipos de ciclinas tipo D, su expresión se ha 

reportado durante la fase G1 y dentro de la transición G1/S (de 

Jager et al., 2005; Umeda et al. 1999). Se ha observado que las 

ciclinas D cuentan con una secuencia conservada LxCxE, cercana al 

extremo amino terminal, a través de la cual se unen a la proteína 

RBR (homóloga a la proteína de retinoblastoma en 

mamíferos);(Quiroz-Figueroa and Vázquez-Ramos, 2006). 

 

Las ciclinas tipo D se unen principalmente a CDKs tipo A (Healy et 

al., 2001). Este complejo fosforila e inactiva a RBR, permitiendo así 

la liberación del factor de transcripción E2F/DP (Figura 3), que 

regula la expresión de genes involucrados en la síntesis y 



replicación del DNA, con lo que favorece la transición G1/S 

(Ramírez-Parra et al., 2003). 

 

Figura 3: Actividad de ciclinas tipo D (Huntley and Murray, 1999), la 

asociación de ciclina D con CDKA forma un complejo que fosforila a la 

proteína RBR. Al estar hiper fosforilada, RBR libera a los factores 

transcripcionales E2Fa/DP, que facilitan la transición G1/S del ciclo celular. 

 

Elementos reguladores en plantas. 

Otros elementos reguladores encontrados en plantas son las 

proteínas KRPs (moléculas homólogas a la familia de proteínas 

Cip/Kip de mamíferos) que al unirse a la CDK inhiben su actividad 

(Verkest et al. 2005) y las CAKs (Cinasas activadoras de CDK) 

;(Vanderpoele et al. 2002). 

 



II. Antecedentes.  

Se conoce que la mayoría, si no es que todas, las proteínas 

involucradas en el ciclo celular se encuentran presentes en el eje 

embrionario seco de maíz; a pesar de ello, se ha observado que la 

germinación se inhibe al inhibir la síntesis de RNA o de proteínas 

(Spiegel y Marcus, 1975; Sánchez Jiménez, et al., 1981; Sánchez 

Jiménez, et al., 1984). 

 

Estudios previos realizados por el grupo del Dr. Jorge Vázquez, 

demostraron que al añadir cicloheximida a ejes embrionarios secos 

de maíz, con el fin de inhibir la síntesis de proteínas en horas 

tempranas de la germinación, una putativa ciclina D y la proteína 

PCNA (factor esencial para la replicación del DNA) se encontraban 

en la semilla seca, pero desaparecían gradualmente al avanzar la 

germinación; ambas virtualmente desaparecían después de 3-4h de 

iniciada la imbibición (Cruz-García et al., 1998; Herrera et al. 

2000). 

 

Dichos resultados sugieren que durante la germinación se da un 

recambio de las proteínas acumuladas durante la maduración de 

semilla, lo cual explica la necesidad de que exista 

transcripción/traducción en los ejes embrionarios, en horas 

tempranas de la germinación. Probablemente, el proceso de 

germinación requiera moléculas sintetizadas de novo y no hace uso 

de las proteínas almacenadas (Vázquez-Ramos and Sánchez 2003), 

o bien, le son insuficientes. 

 

Las ciclinas tipo D son proteínas fundamentales para la cascada de 

señalización requerida para la estimulación de las células a entrar al 

ciclo celular, por lo cual, conocer su comportamiento durante las 

primeras horas de germinación, nos ayudará a comprender mejor 

cómo es que se inicia el ciclo celular. 



Dos tipos de ciclinas D5 de maíz han sido reportadas por nuestro 

grupo: D5;3a (antes D5;1) y D5;3b (antes D5;2). Ambas ciclinas 

tienen un comportamiento distintivo ya que la cantidad de transcrito 

de D5;3a no varía durante las primeras 24h de germinación, 

mientras que el transcrito de la ciclina D5;3b tuvo un modesto 

incremento durante las primeras 12h, seguido de una disminución a 

las 18h de germinación. Este comportamiento distintivo de la ciclina 

D5;3b la vuelve una proteína interesante para posteriores estudios 

(Quiroz-Figueroa and Vázquez-Ramos, 2006). Mediante estudios in 

silico, se predijeron las secuencias de aminoácidos de las ciclinas 

D5;3a y b. Las cuales mostraron una identidad del 75%. Dentro del 

mismo análisis, se predijo que la masa molecular de las ciclinas 

sería muy cercana, ya que la CycD5;3a tiene solo 3 aminoácidos 

más.  

 

Continuando con la caracterización de las ciclinas tipo D de maíz 

reportadas, se desarrolló un anticuerpo contra la ciclina D5;3b que 

reconoció una banda de 37kDa en extractos crudos de maíz; por la 

identidad de las ciclinas D5;3 y la masa molecular tan cercana, se 

sugirió que la señal mostrada en el western blot representaría la 

presencia de ambas proteínas (CycD5;3a y b). La señal 

correspondiente a las ciclinas D5;3 se encontró en ejes 

embrionarios secos. Durante la germinación, dicha señal se 

incrementó desde las 2h y hasta las 18h de imbibición. 

Posteriormente se observó un decremento hacia las 24h (Lara-

Núñez et al, 2008). 

 

Los anticuerpos mencionados arriba se hicieron a partir de la 

proteína completa (tomando la secuencia de ciclina D5;3a) y su 

obtención fue laboriosa y complicada, posiblemente, porque la 

sobreexpresión de esta proteína resultó ser tóxica para Escherichia 

coli. Adicionalmente, los anticuerpos no fueron muy específicos 



dado que daban una señal pobre y reconocían otras proteínas en los 

extractos proteicos de maíz. Un objetivo del presente proyecto fue 

obtener nuevos anticuerpos, empleando sólo un fragmento de la 

ciclina D5;3a, y seleccionando dicho fragmento en base a su 

inmunogenicidad, tomando un fragmento con la menor semejanza 

posible a la ciclina D5;3b. 

 

Estabilidad de proteínas del ciclo celular 

En plantas, se ha observado que las ciclinas tipo A contienen una 

caja de destrucción, cercana al extremo amino terminal. Para el 

caso del subgrupo A1, con el cual se trabajó en el presente 

proyecto, la secuencia es RxAPLxNLIxN. Se cree que esta secuencia 

es blanco de ubiquitinación y es causa de una vida media corta 

(Gigot, 2000). 

 

La CDKA también se ha encontrado en ejes embionarios de maíz 

secos. No se observó variación en la cantidad de proteína o del 

transcrito durante las 24h iniciales de germinación (Herrera-Teigeiro 

et al., 1999). La CDKA no parece contener secuencias PEST, o 

alguna otra que favoreciera su degradación por proteólisis por lo 

que se cree que es una proteína relativamente estable. 

 

Analizando la expresión proteica de dos subtipos de ciclinas B, se 

observó que la ciclina B1 permanece constante y en altos niveles a 

lo largo del ciclo celular; mientras que, la ciclina B2 mostró un 

decremento importante en la anafase (Mews et al., 1997), 

indicando regulación de su acumulación por proteólisis. 

 

En estudios de estabilidad realizados en cultivos de Arabidopsis 

thaliana (Figura 4), se ha visto que las ciclinas D tienen una 

estabilidad diferencial de acuerdo al subtipo, mientras que la 

proteína CDKA es estable (Planchais et al., 2004). 



 

Figura 4: Estabilidad de proteínas del ciclo celular en Arabidopsis 

thaliana. (Planchais, 2004) 

 



III. Hipótesis.  

Las proteínas del ciclo celular contenidas en la semilla seca no 

participan en el proceso de germinación, por lo cual, al inhibir la 

síntesis de proteínas en horas tempranas de germinación, las 

proteínas del ciclo celular desaparecerán. 

 

IV. Objetivos. 

 

• Objetivo General. 

Determinar la estabilidad de proteínas del ciclo celular como: Ciclina 

A, Ciclina D5 y CDKA, en las primeras horas de germinación. 

 

• Objetivos Particulares.  

1. Sobreexpresión y purificación de un fragmento inmunogénico, 

ubicado en el extremo amino terminal de la ciclina D5;3a de 

maíz.  

2. Obtención y caracterización de un anticuerpo contra la Ciclina 

D5;3a. 

3. Realización de ensayos de estabilidad mediante la detección de 

proteínas del ciclo celular de maíz empleando anticuerpos 

homólogos contra ciclina A1, D5;3a y CDKA. 

 

 



V. Materiales y Métodos. 

 
• Materiales. 

Semillas de maíz variedad chalqueño obtenidas directamente de un 

productor del Valle de Chalco. 

 

• Métodos. 

Obtención de anticuerpos contra el extremo amino de la 

ciclina D5;3A  

Transformación de células competentes de E.coli. 

A una alícuota de 500ml de células competentes de Escherichia coli 

BL21 se agregó el vector pGEX 4T2 (Promega) ligado con el 

fragmento seleccionado de la ciclina D5;3a mediante la DNA Ligasa 

del fago T4 (Promega). Se mezcló por inversión, y se incubó la 

mezcla durante 20min en hielo. Posteriormente, se colocó durante 

2min a 42ºC, transcurridos los cuales se trasladó a un recipiente 

con hielo.  

En una atmósfera estéril, se adicionó a la mezcla 1mL de medio LB 

(Luria Broth Base, Invitrogen) y se incubó 45min, a temperatura 

ambiente. Al término, la mezcla se centrifugó durante 30s., a 

12000rpm, la mayor parte del sobrenadante fue eliminada, dejando 

alrededor de 100 µl para resuspender las células. 

Para seleccionar las colonias transformadas, se sembró la mezcla 

resultante en cajas petri con agar LB (Lenox L Agar, Life 

Technologies) y ampicilina a una concentración final de 100µg/mL. 

Se corroboró que las colonias seleccionadas contaban con el vector 

y el fragmento de 383 pares de bases (pb) mediante la purificación 

del plásmido usando el Kit Illustra plasmid MiniPrep Spin (GE 

Healthcare), con la posterior digestión del plásmido con las enzimas 

de restricción Not I (Invitrogen) y Bam HI (Invitrogen). El producto 

de la digestión se corrió en un gel de agarosa al 1.2% (p/v). 

 



Sobreexpresión y purificación del péptido. 

A partir de las colonias aisladas de la transformación, se seleccionó 

la colonia denominada con el número uno para los siguientes 

procedimientos. De la colonia 1, se inoculó una asada en 3mL de 

medio LB con ampicilina y se incubó durante una noche, a 37ºC. 

Posteriormente, se colocó 1mL del cultivo resultante en 250mL de 

medio LB con ampicilina, usando un matraz de 1L. Se incubó a 

37ºC, con agitación constante, hasta obtener una densidad óptica 

de 0.5 a 0.7 en la absorbancia de 595nm (aproximadamente 3h). Al 

obtener dicha densidad, se agregó Isopropil-β-D-1-

tiogalactopiranósido (IPTG) a una concentración final de 0,6mM y se 

incubó durante 2h más en las mismas condiciones. Al término, se 

centrifugó durante 15min a 12 000rpm, con el fin de concentrar las 

células contenidas en el medio. El pellet resultante se resuspendió 

en 40mL de PBS-Tritón 1% mediante agitación durante 30min. La 

mezcla se sonicó por 2min a una amplitud del 30% y se centrifugó 

durante 15 min a 12 000rpm. 

El sobrenadante se filtró por una membrana de 0.45mm y se colocó 

en una columna de glutatión sefarosa, previamente lavada con 

20mL de Tris-HCl 50mM pH 8.0, para unir la proteína recombinante 

(Extremo amino de ciclina D5;3a-Glutatión S-Transferasa). Una vez 

que se hizo pasar la muestra por la columna, esta se lavó 

nuevamente y se agregaron 8mL de Tris-HCl 50mM pH 8.0, 

Glutatión 250mM, para despegar la proteína de fusión de la 

columna de afinidad. Esta fracción se cuantificó mediante el método 

de Bradford. 

 

Cuantificación de proteínas por el Método de Bradford. 

Para determinar la cantidad de proteína contenida en las distintas 

muestras, se comparó con una curva patrón. La curva patrón fue 

realizada por duplicado, colocando Albúmina Sérica Bovina en 

concentraciones finales de 1.2; 2.4; 3.6; 4.8; 6; 7.2; 8.4; 9.6: 10.6 



y 12µg/µl a un volumen final de 100µl; posteriormente, se agregó a 

cada punto de la curva patrón 150 µl del Reactivo de Bradford 

(dilución 1:4 de Dye Reagent Concentrate, Bio-Rad). 

Para cuantificar las muestras, se colocó por duplicado 1µl de la 

muestra, 99µl de agua desionizada y 150µl del Reactivo de 

Bradford. 

La lectura de la absorbancia, tanto de la curva patrón como de las 

muestras, se efectuó en el espectrofotómetro Microplate Roadeo de 

Bio-Rad; con las mediciones de la curva patrón se obtuvo una 

ecuación lineal que nos permitió conocer la concentración de 

proteína en las muestras analizadas.  

 

Inmunización y purificación de anticuerpos. 

Se inmunizaron por vía intramuscular 2 conejos durante 7 semanas, 

manteniendo una inyección por semana de 200µg de la proteína 

recombinante purificada mezclada en proporción 1:1 con adyuvante 

completo de Freund.  

Al término se obtuvo el suero total mediante punción cardiaca. El 

suero se centrifugó a 500g durante 20min a 4ºC. El sobrenadante 

se purificó mediante el Kit Montage® Antibody Purification and Spin 

Columns with PROSEP-A-Media.  

 

Ensayo de Estabilidad  

Para el ensayo de estabilidad se emplearon tres grupos de ejes 

embrionarios de maíz. La muestra A fungió como primer control y 

no recibió tratamiento, ni con vacío, ni con cicloheximida. La 

muestra B fue el segundo control, recibiendo el tratamiento con 

vacío pero sin añadir cicloheximida. La muestra C fue tratada con 

vacío, a fin de introducir en los ejes embrionarios cicloheximida, 

antibiótico empleado para inhibir la síntesis de proteínas. 

 



Inhibición de la síntesis de proteínas. 

Se colocaron 15 ejes embrionarios, previamente lavados con cloro 

0.8% y secados sobre papel absorbente, sobre papel filtro en un 

matraz kitasato de 100mL estéril, se adicionó 1mL de buffer de 

imbibición (Tris-HCl pH 7.6 50mM, Sacarosa 2%, MgCl2 10mM y KCl 

50mM) y cicloheximida en una concentración final de 50mg mL-1. 

Una vez agregados los reactivos, se aplicó vacío durante 5min. 

 

Imbibición. 

Los ejes embrionarios previamente tratados, se colocaron en una 

caja Petri pequeña con papel filtro debajo. Una vez que los ejes se 

acomodaron en la caja Petri, se agregó 1mL de buffer de imbibición 

estéril. Finalmente, se tapó la caja Petri y se mantuvo en la estufa a 

25ºC durante 3 y 6h. 

 

Extracción de proteínas. 

Al término de la incubación, los ejes embrionarios se extrajeron de 

la caja y se homogenizaron a 4ºC en un mortero estéril con 3mL de 

buffer de extracción de proteínas (Tris-HCl pH 7.5 25mM, MgCl2 

15mM, NaCl 75mM, EDTA pH 8.0 5mM, DTT 7.5mM, Tritón X-10 

0.1%, Sacarosa 0.25mM, KCl 25mM, EGTA 1mM, NaF 50mM y β-

glicerol fosfato 60mM; por cada 10mL de buffer de extracción, se 

adicionó una tableta de cocktail inhibidor de proteasas Complete®). 

La mezcla homogenizada fue centrifugada en tubos estériles 

durante 1h a 12 000rpm y 4ºC. Al término, se colectó la fracción 

soluble, y ésta se centrifugó nuevamente durante 30min a 12 

000rpm y 4ºC. El sobrenadante se transfirió a un tubo estéril de 

1.5mL y las proteínas contenidas en la muestra fueron cuantificadas 

por el método de Bradford. Las muestras obtenidas se confinaron a 

-70ºC, para limitar su deterioro. 



Western Blot. 

Preparación de muestras para la técnica SDS-PAGE. 

Una vez que se cuantificó la proteína en las muestras, se colocó en 

un tubo de ensaye de 2ml el equivalente en volumen a 40µg de 

proteína, se le agregó agua desionizada hasta completar 27µl y se 

adicionaron 13.5mL de amortiguador de carga (Tris-HCl 1M pH 6.8; 

SDS 4%; Glicerol 20%; Azul de bromofenol 0.02%, β-

mercaptoetanol 10%). Se mezcló y calentó a 90ºC durante 5min. La 

mezcla atemperada fue empleada para cargar en el gel de 

poliacrilamida. 

 

Electroforesis en Gel de Poliacrilamida en condiciones 

desnaturalizantes (SDS-PAGE). 

En un tubo de ensaye plástico con capacidad de 50mL se colocaron 

los reactivos indicados en la tabla 1 para la preparación del gel 

separador, se mezclaron y vertieron sobre los moldes 

correspondientes, se adicionó 1ml de isopropanol para evitar la 

formación de burbujas en la superficie del gel y se dejó polimerizar 

a temperatura ambiente durante 10min. 

Al término, se retiró el isopropanol y se vertió la mezcla del gel 

apilador (indicado en tabla 1). Se colocó el peine separador de 

carriles y se incubó a temperatura ambiente durante 10min. 

Finalmente, se retiró el peine y se eliminaron los residuos de 

poliacrilamida de los pozos usando una aguja. 



Tabla 1: Composición de las soluciones para la preparación del gel 

de poliacrilamida.* 

 
Gel 

Separador 
12% 

 
Gel 

Apilador 
5% 

Acrilamida: 
Bisacrilamida 

(30:0.8) 
6.2mL 

Acrilamida: 
Bisacrilamida 

(30:0.8) 
0.81mL 

Tris-HCl 
0.75M       
pH 8.8 

4.0mL 
Tris-HCl 
0.75M       
pH 6.8 

1.7mL 

Agua 
destilada 

5.8mL Agua 
destilada 

2.5mL 

Persulfato de 
amonio 10% 

150µL Persulfato de 
amonio 10% 

50µL 

TEMED 15µL TEMED 10µL 
 

*Cantidades calculadas para la preparación de 2 geles 

 

Los geles previamente preparados, se colocaron en un equipo de 

elctroforesis Bio Rad y se agregaron 500ml de buffer de electrodos 

(Tris-HCl 0.025M pH8.0, Glicina 0.2M y SDS 1%). Posteriormente, 

se cargaron las muestras, previa preparación, en los pozos y se hizo 

pasar una corriente de 92Volts durante 2.5h. 

 

Transferencia a membrana de Immobilon. 

Se restauró una membrana de Immobilon de 8.5cm*5.5cm 

(Immobilon-pSQ Millipore tamaño de poro 0.2mm) sumergiéndola 

en Metanol al 100% durante 3min, posteriormente la membrana se 

sumergió en agua destilada durante 10 min para retirar el exceso 

de metanol, el lavado se repitió 2 veces. Al finalizar, se sumergieron 

la membrana y el gel de poliacrilamida en el buffer de transferencia 

(CAPS pH 8.0 Metanol 20%) durante 10 min, a fin de equilibrarlos. 

Al término, se colocaron en el equipo de transferencia (Milipor II, 

Pharmacia Biotech): 4 rectángulos de papel filtro, previamente 

humectados con el buffer de transferencia, la membrana de 



transferencia, el gel de poliacrilamida y 4 rectángulos más de papel 

filtro humectados con buffer de transferencia. Se retiraron las 

burbujas de aire capturadas entre las capas con un rodillo y se hizo 

pasar una corriente eléctrica 75Volts por gel durante 1.5h. 

 
Incubación con Anticuerpos y revelado. 

La membrana se bloqueó con una solución de albúmina sérica 

bovina libre de ácidos grasos (fracción 5) al 3%, agitando 

continuamente durante 1 hora. Concluido el bloqueo, la solución se 

retiró y se colocó el primer anticuerpo (las concentraciones 

empleadas del primer y segundo anticuerpo se indican en la tabla 

2) con solución astringente (PBS, NaCl 0.5M y Tween20 0.5%). La 

reacción permaneció en agitación durante 16h a 4ºC, transcurridas 

las cuales se lavó con solución astringente durante 15min en 

agitación. El lavado se desarrolló por triplicado. Posteriormente, se 

colocó el segundo anticuerpo (IgG anti conejo ligado a Peroxidasa 

Sigma A6154) en la proporción indicada en la tabla 2, respecto a la 

solución astringente. La membrana con el segundo anticuerpo se 

mantuvo en agitación a temperatura ambiente durante 1 hora. Al 

finalizar, se lavó la membrana por triplicado, como se describió 

anteriormente y se reveló por quimioluminiscencia, agregando los 

reactivos del Kit Immobilon Western Millipore (Cat. No. 

WBKLS0100) y exponiendo las membranas tratadas a una película 

fotográfica. 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tabla 2: Condiciones empleadas para la inmunodetección con 

fracción de IgG. 

1ºAnticuerpo- Dilución 2ºAnticuerpo- Dilución 

Tiempo de exposición 

de la membrana 

luminiscente a la placa 

fotográfica 

Ciclina B1-1:1 000 1:40 000 30seg 

Ciclina A1-1:2 500 1:40 000 5min 

Ciclina D5;3-1:500 1:30 000 15min 

CDKA-1:2 500 1:30 000 10min 

 

Restauración de la membrana. 

Después del revelado, la membrana se lavó con solución 

astringente durante 15min. Al término, se adicionaron 5ml de Buffer 

de desnudado (Tris-HCl pH 7.8, β-mercaptoetanol y SDS 10%) y se 

incubó a 55ºC durante 12min, agitando cada 2min. Una vez 

concluida la incubación, se colocó la membrana a temperatura 

ambiente durante 30min, transcurridos los cuales se lavó como 

anteriormente, por triplicado. Una vez restaurada la membrana se 

procedió a realizar el control de cargado empleando el anticuerpo 

contra ciclina B1 (317, cat #055 Santa Cruz Biotechnology) con la 

técnica anteriormente descrita. 
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VI. Resultados. 

Clonación de un fragmento del gen correspondiente a la ciclina 

D5;3. 

De la secuencia nucleotídica correspondiente al cDNA de la ciclina D5;3 

(Figura 5); (Quiroz-Figueroa and Vázquez-Ramos, 2006), el Dr. 

Francisco Quiroz (IBT) amplificó con el Kit One Step RT-PCR (Invitrogen) 

un fragmento de 383 nucleótidos, usando los primers mostrados en la 

figura 5. La secuencia seleccionada por Quiroz, codifica para un péptido 

de 123 aminoácidos del extremo amino de la CycD5;3a y, de acuerdo 

con análisis in silico realizados mediante EMBOSS Antigenicity, el 

péptido es altamente inmunogénico.  

 

Una vez amplificado el fragmento, se envió al laboratorio 114, para 

continuar con el proyecto. El fragmento se ligó y clonó en el vector 

pGEM T-easy (Promega), vector que permite la detección de colonias 

transformadas por la selección azul/blanco, siendo las colonias 

recombinantes de color azul. Una vez sobreexpresado, el fragmento de 

DNA se digirió con las enzimas BamHI y NotI para liberarlo del vector de 

clonación y se purificó usando el kit ilustraTM GFXTM PCR DNA and Gel 

Band Purification Kit (GE Healthcare). 
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Figura 5. De la secuencia nucleotídica correspondiente al cDNA de la ciclina 

D5;3a. Quiroz eligió un fragmento de 383pb en base a su inmunogenicidad. 

Para amplificar este fragmento diseñó primers para amplificarlo mediante RT-

PCR. Con el fragmento amplificado se continuó el proyecto 
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Sobreexpresión del péptido codificado en la secuencia 

seleccionada de la ciclina D5;3. 

El fragmento purificado se ligó al vector de expresión pGEX-4T2 (Figura 

6). Este vector permite la sobreexpresión del péptido elegido de la 

ciclina D5;3a, fusionado en el extremo carboxilo terminal de la proteína 

Glutatión S-Transferasa (GST) de 26kDa; la expresión de esta proteína 

fusionada se encuentra bajo el control del promotor trp-lac, el cual es 

inducible mediante Isopropil-D-β-tiogalactopiranósido (IPTG) en células 

de Escherichia coli. 

 

 

Figura 6: Mapa del vector de sobreexpresión (GE Healthcare). 

 

Con dicho vector se transformaron células competentes de E. coli; las 

colonias exitosamente transformadas se seleccionaron mediante la 

adición del antibiótico ampilicilina debido a que el plásmido empleado 
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contiene el gen AmpR que confiere resistencia al antibiótico. En la 

selección, se encontraron 4 colonias resistentes. Se continuó el trabajo 

con la colonia identificada con el número 1. 

 

Para verificar que la colonia contenía el inserto, se realizó una digestión 

con las enzimas Not I y Bam HI a modo de cortar específicamente el 

fragmento correspondiente al inserto.  

 

En la figura 7 se muestra que la colonia elegida contiene el vector pGEX 

4T2 que consta de 4970pb, banda que observamos cercana al marcador 

de 5 000pb. El vector también contiene el fragmento seleccionado de la 

ciclina D5;3a, que consta de 383pb y se observa en la banda cercana al 

marcador de 400pb.  

 

Figura 7: Para corroborar la inserción del fragmento nucleotídico de CycD5;3 

en el vector de sobreexpresión (pGEX4T2) se realizó una doble digestión del 

vector con las enzimas de restricción BamHI y NotI. El producto se visualizó en 

un Gel de Agarosa al 1.2% (p/v). 

 

Una vez corroborada la presencia del inserto, se prosiguió con la 

sobreexpresión del péptido codificado por el fragmento seleccionado de 

la ciclina D5;3a. De acuerdo al análisis in silico (Traducción por medio 

de ExPASy Proteomics Tools), el fragmento seleccionado codifica para 
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123 aminoácidos, mismos que se resaltan en color rojo en la figura 8, 

de la secuencia de aminoácidos de la proteína. 

 

Figura 8. 

Se indica con rojo la secuencia empleada para la producción de anticuerpos. 

 

De acuerdo al número de aminoácidos, el péptido resultante tendrá un 

peso molecular aproximado de 13kDa.  

Como se mencionó anteriormente, el vector pGEX 4T2 añade una 

molécula de Glutatión S transferasa de 26kDa, resultando la 

sobreexpresión de una proteína de fusión (péptido-GST) con un peso 

molecular aproximado de 39kDa. 

Para la sobreexpresión se inoculó una alícuota de 1ml de un cultivo de 

12h de bacterias recombinantes a 250ml de medio Luria con ampicilina 

(concentración final 100mg/ml) y se incubó a 37ºC en agitación 

continua hasta que la densidad óptica (a 595nm) llegó a 0.5 unidades. 

En ese momento, se agregó IPTG (concentración final de 0.6mM) y se 

incubó la mezcla durante 2h más bajo las mismas condiciones. Al 

término se tomó una alícuota para compararla, por un lado con células 

que sobreexpresaron solo la proteína GST y, por otro, con células del 

mismo cultivo no expuestas a IPTG.  

 

Las células expuestas a IPTG mostraron la expresión de una proteína 

ubicada entre los marcadores de 37 y 50kDa, señal que coincide con el 

peso de la proteína recombinante (40kDa). Las células no expuestas a 
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IPTG no mostraron la presencia de este péptido, como tampoco se 

observó en las células que sobreexpresaron sólo GST (Figura 9). 

Las células que mostraron sobreexpresión de la proteína de fusión se 

lisaron mediante sonicación y se hicieron pasar por una columna de 

Glutatión unido a Sefarosa, con el fin de unir la porción correspondiente 

a GST de la proteína recombinante a la columna de afinidad; una vez 

que se eliminaron las proteínas no unidas a la columna, por medio de 

lavados con Tris-HCl 50mM pH 8.0, se recuperó la proteína 

recombinante eluyendo con una solución de Glutatión reducido 

(250mM), ya que este sustrato desplaza a la proteína fusionada. Para 

corroborar la pureza del extracto se corrió un gel SDS-PAGE al 12%, en 

el cual, se encontró una sola banda con el mismo peso molecular que 

anteriormente (40kDa); (Figura 9D). 

 

Figura 9: Sobreexpresión y purificación del péptido CycD5;3 extremo amino 

fusionado a Glutatión S-Transferasa (GST). Los extractos proteicos se 

separaron mediante SDS-PAGE en un gel de Poliacrilamida al 12% y para su 

visualización se tiñó con colorante Azul de Coomassie. De cada muestra se 

emplearon 20µg. 
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Obtención de anticuerpos contra la ciclina D5;3. 

La proteína recombinante se empleó para la inmunización de conejos a 

una dosis semanal de 200µg, administrada por vía intramuscular 

durante 7 semanas, transcurridas las cuales se extrajo el suero total por 

punción cardiaca. El suero recolectado antes de comenzar la 

inmunización no reconoció banda alguna ni en lisados de la bacteria 

empleada para la producción de la proteína, ni tampoco en extracto 

crudo de maíz (No se muestra). 

 

Los anticuerpos obtenidos mostraron un fuerte reconocimiento de la 

proteína recombinante, por lo que para emplearla como control positivo 

para la titulación del anticuerpo, se usó 1µg de proteína recombinante a 

modo de atenuar la señal en la membrana luminiscente (Figura 10A). Al 

probarlos con extracto crudo de maíz se encontró una banda de señal 

intensa ligeramente por arriba del marcador de 37kDa, lo cual sugiere 

que los anticuerpos generados son capaces de reconocer a la ciclina 

D5;3, con un peso molecular de 38kDa (Figura 10). 

 

Figura 10: Titulación y validación del anticuerpo contra CycD5;3. 
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Estudio de la estabilidad de la ciclina D5;3 y otras proteínas del 

ciclo celular. 

Contando con el anticuerpo anti ciclina D5;3 y el ensayo de seguimiento 

(Western Blot) establecido, se realizaron los ensayos para la 

determinación de la estabilidad de proteínas de ciclo celular durante las 

primeras horas de la germinación de maíz. Para lograr la inhibición de la 

síntesis de proteínas se empleó 1ml de buffer de imbibición (ver 

Materiales y Métodos) conteniendo cicloheximida a una concentración 

final de 50µg/ml. El buffer se agregó a 15 ejes embrionarios obtenidos 

de semillas de maíz secas y se aplicó vacío durante 5min para permitir 

una imbibición completa. Al concluir el tratamiento, los ejes se colocaron 

en una caja Petri con 1mL de buffer de imbibición y se incubaron a 25ºC 

durante 3 y 6h. 

 

Para corroborar que los efectos observados durante el ensayo eran 

provocados por la adición de cicloheximida (CHX), se contó con un 

grupo control sometido al tratamiento con vacío previo a la imbibición 

(sin cicloheximida) y otro grupo control que no recibió ningún 

tratamiento. Posteriormente se extrajeron las proteínas solubles de los 

ejes embrionarios para determinar la estabilidad de las proteínas 

durante la germinación por medio de Western Blot. 

 

Para la ciclina D5;3 se encontró, en varios ensayos independientes, que 

esta proteína desaparece a las 6h al tratarse los ejes con CHX, lo cual 

no sucede en las muestras que no recibieron tratamiento, ni en aquellas 

que sólo se trataron con vacío (Figura 11) Lo cual sugiere que la 

presencia de esta proteína durante las primeras horas de germinación es 

producto de la síntesis de novo y no de la estabilidad de la proteína 

almacenada durante la formación de la semilla. En todo caso, aún en 
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condiciones control (sin tratamiento, carriles 2 y 3), la proteína tiende a 

desaparecer. 

 

Figura 11: Estabilidad de la ciclina D5;3. 

Los anticuerpos empleados para detectar a la ciclina A1;2 reconocieron 

una banda de aproximadamente 50kDa, que coincide con el peso 

molecular de dicha ciclina. Al igual que la ciclina D5;3, la ciclina A1;2 

desapareció a las 6h en presencia de CHX, lo cual no se observó en el 

tratamiento con vacío ni en el control sin tratamiento (Figura 12). 

 

Figura 12: Estabilidad de la ciclina A1;2 
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Para detectar a la CDKA se emplearon anticuerpos homólogos que 

reconocen una banda alrededor de los 34kDa; el ensayo mostró una 

importante disminución de CDKA en presencia de CHX, a las tres horas 

de imbibición, que no se observa durante los otros tratamientos (Figura 

13). Esto indica que la CDKA, al igual que las ciclinas analizadas, 

depende también de la síntesis de novo para mantener el nivel 

constante de proteína que se observa en ausencia de CHX, durante 

etapas tempranas de la germinación. Interesantemente, no hay una 

desaparición total de CDKA, lo que se puede observar comparando las 

muestras a 3 y 6h, evidenciando una diferencia entre la estabilidad de la 

cinasa y la de las ciclinas A1 y D5.  

 

Figura 13: Estabilidad de CDKA. 
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VII. Discusión. 

Generación de Anticuerpos contra ciclina D5;3. 

La sobreexpresión de la proteína recombinante empleada para generar 

los anticuerpos provocó un crecimiento lento de las bacterias 

transformadas, además, la cantidad de proteína obtenida fue menor que 

la que se generaba en trabajos previos realizados en el mismo grupo 

(aproximadamente 0.19µg/µl); (Lara-Núñez, 2008). La proteína 

recombinante purificada mostró una sola banda en el gel de 

poliacrilamida, lo cual indica que el método de purificación empleado nos 

permitió eliminar el resto de las proteínas contenidas en los extractos 

crudos bacterianos. Comparando con los resultados previamente 

obtenidos, la evidencia sugiere que tanto el fragmento elegido, como la 

proteína completa son tóxicas para Escherichia coli. Aún así, los 

anticuerpos obtenidos fueron capaces de reconocer a la proteína 

recombinante contra la cual fueron generados y también a la proteína 

D5;3 de extractos de maíz; cabe mencionar que hubo también 

reconocimiento de otras proteínas que podrían estar relacionadas 

antigénicamente con esta ciclina. 

 

Ensayos de estabilidad. 

Existen evidencias que sugieren que la regulación del ciclo celular 

involucra la proteólisis de diferentes conjuntos de reguladores del ciclo 

celular. Dichas ondas de proteólisis dependen de la conjugación de 

varias moléculas de ubiquitina y se realizan en puntos específicos del 

ciclo celular (Pines, 1995). 

 

Todas las ciclinas conocidas son blanco del proteosoma por medio de la 

adición de varias ubiquitinas en cadena (Murray, 2004). Se conoce que 

las ciclinas de G1 son degradadas por un complejo denominado SCF 
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(Cinasa de fase S asociada a proteína de caja F); (Jackson, et al., 

2000). Para que dicho complejo reconozca a su sustrato, éste debe 

estar fosforilado. Se ha propuesto que la fosforilación es realizada por 

CDKs, sin embargo se sospecha que hay otras cinasas involucradas 

(Planchais, et al., 2004). La función que desempeñan las CDKs dentro 

de la degradación podría explicar su mayor estabilidad en las primeras 

horas de germinación, donde llevarían a cabo la fosforilación de 

proteínas no funcionales.  

 

El proyecto se planteó como principal objetivo estudiar la estabilidad de 

proteínas relacionadas con el control de la progresión del ciclo celular: 

Ciclina D5;3, Ciclina A1;2 y CDKA. Estas proteínas se encuentran en 

semilla seca, lo cual sugiere que permanecen estables durante la 

maduración de la semilla de maíz (lo cual toma semanas). Sin embargo, 

al imbibir la semilla, su estabilidad cambia dramáticamente durantes las 

primeras horas de germinación. 

 

En la germinación de ejes embrionarios de maíz la fase G1 comienza 

alrededor de las 6h de iniciada la imbibición (Baiza, et al., 1989). A 

dicho tiempo, se observó la desaparición total de las ciclinas CycD5;3 y 

CycA1;2, lo cual sugiere que estas ciclinas, que se encontraban 

presentes en semilla seca, no participan en la germinación, y que debe 

de sintetizarse nueva proteína para que ocurra una progresión eficiente 

del ciclo celular. Una explicación a lo anterior podría ser que las 

proteínas presentes durante el proceso de maduración de la semilla 

pudieron sufrir daños durante la desecación y almacenaje, lo que 

provocaría que no realicen su función adecuadamente, por lo que, en 

esta primera etapa de la germinación, no sólo se reparan daños en el 



 13 

DNA (Baiza et al., 1989), sino que también se eliminan las proteínas no 

funcionales. 

 

Las CycDs estudiadas pudieran ser más estables que los 

correspondientes ortólogos en otro tipo de semillas, por ejemplo, en 

Arabidopsis se ha reportado una vida media muy corta para AtCycD3;1 

(aproximadamente de 7min); (Planchais et al., 2004), lo que 

posiblemente se relacione con la ausencia de una secuencia PEST en la 

CycD5;3 de maíz, responsable de la degradación de este tipo de 

proteínas. Sin embargo, CycD5;3 debe tener alguna secuencia de 

destrucción capaz de alterar su estabilidad dentro de las primeras horas 

de germinación como aquí se muestra. Debe hacerse notar que en este 

trabajo no se hizo un estudio formal de los tiempos de vida media. 

 

La CDKA también mostró inestabilidad, sin embargo, a diferencia de las 

ciclinas estudiadas, una parte de la CDKA permaneció estable en el 

periodo estudiado, lo cual sugiere que no toda la enzima es degradada 

en las primeras horas de imbibición, por lo cual, parte de la CDKA 

remanente en semilla seca podría, quizás, emplearse durante la 

germinación. Este comportamiento no había sido observado en CDKAs 

de otras especies, como en Arabidopsis thaliana, cuya enzima 

permanece estable hasta las 24h de germinación (Planchais, 2004). En 

maíz, se han encontrado más subtipos de CDKA que en plantas 

dicotiledóneas; por lo cual, habría que considerar que estas enzimas 

también podrían mostrar una estabilidad diferencial. 



VIII. Conclusiones. 

 

1. Se obtuvo un anticuerpo capaz de reconocer a CycD5;3 en 

extracto crudo de maíz. El anticuerpo, sin embargo no fue 

mucho mejor que el obtenido en estudios previos. 

2. Las ciclinas estudiadas se encontraron en semilla seca y al inhibir 

la síntesis de proteínas, desaparecieron a las 6h de germinación. 

Lo anterior sugiere que las proteínas remanentes de la 

maduración de la semilla no se encargan de la progresión del 

ciclo celular. 

3. Los resultados obtenidos apoyan la propuesta de que la 

progresión del ciclo celular requiere de proteínas sintetizadas de 

novo dentro de las primeras horas de germinación. 
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