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Abreviaturas.
ATP: Adenosin trifosfato
CAK: Cinasa activadora de ciclinas
CDK: Cinasa dependiente de Ciclina
CHX: Cicloheximida
Cyc: Ciclina
DNA: Acido desoxiribonucleico
DTT: Ditiotretiol
EDTA: Acido etilendiaminotetraacético
GST: Glutation S transferasa
IgG: Inmunoglobulina tipo G
IPTG: Isopropil-D-b-tiogalactopirandsido
kDa: Kilo Dalton
PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida
pb: pares de bases
RT-PCR: Reaccidon en cadena de la polimerasa en transcripcion reversa.
SCF: Cinasa de fase S asociada a proteina de caja F

TEMED: N,N,N,N tetrametiloetilendiamina
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I. Introduccion.

“Los dioses Piltzintecuhtli y Xochipilli, tuvieron por hijo a Cinteotl. El dios hijo [...]
se hundid en la tierra para producir diferentes vegetales Utiles al hombre. Asi, de
sus cabellos salié el algoddén; de una oreja la planta llamada huauhtzontli; de la
nariz la chia; de los dedos, los camotes y del resto del cuerpo, otros muchos
frutos. A su creacién mas destacada debe el dios su nombre principal, Cinteotl (el
dios mazorca)” Cosmologia Azteca.
Las semillas son componentes basicos de la alimentacién a nivel
mundial. Los cereales, como el maiz, representan por si solos cerca
del 90% de las semillas cultivadas y aportan mas de la mitad de la
ingesta energética per capita (Bewley, 1997). Para la agricultura, la
germinacion es uno de los temas de mayor importancia, ya que la
produccion de los distintos cereales depende de este proceso. La
semilla contiene un embrién equipado estructural y fisioldgicamente

para formar un nuevo organismo autoétrofo y autosuficiente.

e« Anatomia de la semilla de maiz.

El modelo de trabajo dentro del presente proyecto fue el maiz; la
semilla consta de las siguientes estructuras principales:

Pericarpio o cascara, capa delgada que encierra a la semilla.
Endospermo, estructura que contiene el material de reserva que
se moviliza para aportar energia durante la germinacién.

Escutelo, estructura que cubre y protege al eje embrionario.

Eje embrionario, parte de la semilla que cuenta con la informacién
para desarrollar una nueva planta de maiz, se divide a su vez en:
radicula y plumula.

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

mazorca. (Bewley and Black, 1994)
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Figura 1: Anatomia de la semilla de maiz.

e Germinacién.
Por definicion, la germinacién comprende una serie de eventos que
comienzan con el ingreso de agua a una semilla seca y quiescente
(imbibicion) y terminan con la elongacién del eje embrionario
(Bewley and Black, 1994).
Durante la imbibicién, la semilla quiescente reanuda su
metabolismo. Las estructuras y enzimas necesarias para este
despertar metabdlico se encuentran, generalmente, en la semilla
seca, habiendo resistido, al menos parcialmente intactas; a las
etapas de secado y maduracién de la semilla (Bewley and Black,
1994). Algunas de las proteinas indispensables durante las primeras
etapas de la germinacion, para el avance de la misma, son
degradadas rapidamente durante la imbibicidn, para reemplazarse
posteriormente con proteinas sintetizadas de novo (Bewley, 1982).
La germinacidon es un sistema apropiado para el estudio del ciclo
celular en plantas, ya que la imbibicion reactiva a las células
meristematicas que se encuentran en su mayoria en la fase G1
respecto al contenido de DNA, para entrar al ciclo celular (Vazquez-
Ramos and Sanchez, 2003).



Adaptando la germinacién para el estudio del ciclo celular, se ha
acordado definirla como el proceso que engloba desde la imbibicidon
de la semilla, hasta el término de la primera ronda de divisidon
celular (Cruz-Garcia, et al. 1998). La division celular es resultado de

la ejecucion del ciclo celular (Nurse, 1994).

* Ciclo celular.

El ciclo celular es un proceso indispensable para la proliferacion de
células eucariontes que consta de cuatro fases: una fase de sintesis
de DNA (Fase S, duplicacién del genoma), una fase mitotica (Fase
M, divisidn) y dos fases intermedias denominadas G1 (postmitotica)
y G2 (postsintética). Durante las fases intermedias la célula se
asegura de contar con las condiciones apropiadas para continuar
con la proliferacion; dentro de la fase G1 la célula monitorea tanto
su tamafo, como su entorno y, dentro de la fase G2, la duplicidad e
integridad del DNA.

La regulacién de la progresion del ciclo celular es de suma
importancia para la célula, ya que involucra la deteccion vy
reparacion de dafios en el material genético, asi como la prevencion
de la division celular descontrolada. La regulacién de la progresion
del ciclo celular es un proceso muy complejo. Dos moléculas claves
para dicha regulacién 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 enzimatico activo; el
cual actia sobre ciertos residuos de Serina o Treonina de sus
proteinas blanco, transfiriendoles un grupo fosfato proveniente del
ATP (Nurse, 1994; Morgan, 1997). Al encontrarse activos, los

complejos ciclina-CDK inducen dos grandes procesos: la duplicacidon



de centrosomas y del DNA, y la mitosis (Murray, 2004). Las CDKs
se han clasificado de acuerdo a su dominio de interaccion con

ciclinas.

Ciclinas.

Las ciclinas son proteinas encargadas de la regulacién y progresion
del ciclo celular. Estas proteinas reciben su nombre de la fluctuacion
qgue muestran a lo largo del ciclo celular (Nurse, 1994). Se clasifican
de acuerdo a su secuencia de aminoacidos; 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 mitoticas
(Srivastava, 2002).

Aunque las ciclinas son proteinas heterogéneas, algunas comparten
motivos estructurales comunes, dentro de los cuales encontramos
una secuencia conservada de aproximadamente 100 aminoacidos
conocida como caja ciclina, mediante la cual se unen a las CDKs
(Hunt, 1991).

Las ciclinas son proteinas que muestran un rapido 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 destruccién, que es blanco de ubiquitinacion, proceso que
lleva a las proteinas a la destruccion via proteosoma. Algunas
cicinas de G1 contienen una secuencia conservada, de
aproximadamente 8 aminoacidos, denominada PEST, la cual es rica
en prolina, acido glutamico, serina y treonina; esta secuencia es

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

La asociacién de una CDK con una determinada ciclina define la
actividad del complejo, la especificidad del sustrato, la localizacién
subcelular del complejo y la estabilidad de la ciclina (Pines, 1995).

Las CDKs se expresan constitutivamente, mientras que las ciclinas



son sintetizadas en puntos especificos del ciclo celular, en respuesta

a sefiales intra y extracelulares.

Actividad especifica 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 proteina de Retinoblastoma (RB). Al estar hiperfosforilada, la
proteina RB se disocia del factor de transcripcion E2F/DP1, lo que lo
activa. La activacion de E2F/DP1 provoca la transcripcién de genes
gue permiten la acumulacidon de proteinas 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
transicién de la fase G1 a la fase de sintesis. La ciclina A, junto con
CDK2/CDK1, regula las fases S y G2. La ciclina B se une a CDK1 y

facilita la transicion G2/M.

Regulacion del complejo ciclina-CDK.

La actividad de los complejos ciclina-CDK puede regularse por

medio de los siguientes mecanismos:

a. La sintesis y destruccion de ciclinas.

La disponibilidad de la subunidad ciclina regula la formacion del
complejo y es indispensable para su posterior activacion. La sintesis
de ciclinas D es un factor importante para la regulacién durante las
fases iniciales del ciclo celular. Las variaciones reportadas en
presencia de hormonas sugieren que las ciclinas D actian como
sensores de estimulos externos (Pines, 1995; Quiroz-Figueroa and
Vazquez-Ramos, 2006). De acuerdo a su mecanismo de
destruccidn, estas ciclinas pueden ser constitutivamente inestables
a lo largo del ciclo celular, o bien, inestables sélo en una etapa

especifica del ciclo celular (Pines, 1995).



b. Fosforilacion y desfosforilacion de sitios especificos.

La activacion de las CDKs requiere no sdélo de la union a una ciclina,
sino también de la fosforilacion de la CDK en la region llamada asa
T, por parte de una cinasa activadora de CDKs, o CAK (Huntley and
Murray, 1999). Ademads, se ha encontrado que las CDKs son
afectadas por una regulacién negativa que desestabiliza el complejo
ciclina-CDK. Esta regulacién es producto de la fosforilaciéon de
residuos conservados Thr 14 Tyr 15 en las CDKs, cercanos al
extremo amino terminal, por parte de las enzimas Weel y mytl
(Fowler et al., 1998). La fosforilacidn es revertida por la fosfatasa
CDC25.

c. Inhibidores.

Tanto en mamiferos como en plantas, se han encontrado proteinas
de bajo peso molecular (15-27kDa) que al unirse al complejo
ciclina-CDK inhiben su actividad (Verkest et al. 2005). En
mamiferos se ha observado que estos inhibidores responden a
factores ambientales, como el dafio por radiacién UV (Duli et al.,
1994).

* Ciclo celular en plantas.
Las plantas cuentan con un mecanismo de regulacion del ciclo
celular similar al que existe en animales (Figura 2). Entre las
proteinas mas conservadas estan los complejos ciclina-CDK
(Mironov, 1999).
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mostrando los momentos en que la participacion 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 progresion del ciclo celular (De Veylder et al., 2003). La

CDKA cuenta con un motivo conservado de 16 aminoacidos
conteniendo la secuencia PSTAIRE, mediante el cual consigue unirse
a las ciclinas (Mironov, 1999). La CDKA no muestra una regulacion
a nivel transcripcional, pero a la cantidad de proteina muestra un
incremento en la fase G1 temprana y una disminucion cuando la
célula sale de mitosis. Aunque esto podria no ser determinante para
el avance del ciclo; se cree que CDKA participa tanto en la
transicién 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 homdlogas en
mamiferos (Vandepoele et al., 2002). En maiz se han encontrado, al
menos, ciclinas A, B y D (Renaudin et al., 1996; Quiroz-Figueroa
and Vazquez-Ramos, 2006). Las ciclinas tipo A cuentan con tres
subtipos denominados A1, A2 y A3. Su expresidon no se limita a una
fase especifica 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 expresion en células sincronizadas
BY-2 de tabaco, se ha encontrado que la transcripcion 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, CycBl y CycB2; este tipo de
ciclinas se expresan en mayor proporcion durante la transicion
G2/M.

Se han encontrado 7 subtipos de ciclinas tipo D, su expresion se ha
reportado durante la fase G1 y dentro de la transicién 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 proteina
RBR (homédloga a la proteina de retinoblastoma en

mamiferos); (Quiroz-Figueroa and Vazquez-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 asi
la liberacién del factor de transcripcion E2F/DP (Figura 3), que

regula la expresion de genes involucrados en la sintesis vy



replicacion del DNA, con lo que favorece la transicion G1/S
(Ramirez-Parra et al., 2003).

Activacion dela

ey transcripcionde
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destruccion de E2Fc

Inicio 3, 2 transicién S S

Figura 3: Actividad de ciclinas tipo D (Huntley and Murray, 1999), la
asociacion de ciclina D con CDKA forma un complejo que fosforila a la

proteina RBR. Al estar hiper fosforilada, RBR libera a los factores
transcripcionales E2Fa/DP, que facilitan la transicion G1/S del ciclo celular.

Elementos reguladores en plantas.

Otros elementos reguladores encontrados en plantas son las
proteinas KRPs (moléculas homologas a la familia de proteinas
Cip/Kip de mamiferos) 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 mayoria, si no es que todas, las proteinas
involucradas en el ciclo celular se encuentran presentes en el eje
embrionario seco de maiz; a pesar de ello, se ha observado que la
germinacién se inhibe al inhibir la sintesis de RNA o de proteinas
(Spiegel y Marcus, 1975; Sanchez Jiménez, et al., 1981; Sanchez

Jiménez, et al., 1984).

Estudios previos realizados por el grupo del Dr. Jorge Vazquez,
demostraron que al afadir cicloheximida a ejes embrionarios secos
de maiz, con el fin de inhibir la sintesis de proteinas en horas
tempranas de la germinacién, una putativa ciclina D y la proteina
PCNA (factor esencial para la replicacion del DNA) se encontraban
en la semilla seca, pero desaparecian gradualmente al avanzar la
germinacién; ambas virtualmente desaparecian después de 3-4h de
iniciada la imbibicidon (Cruz-Garcia et al., 1998; Herrera et al.
2000).

Dichos resultados sugieren que durante la germinacién se da un
recambio de las proteinas acumuladas durante la maduracion de
semilla, lo cual explica la necesidad de que exista
transcripcién/traduccién en los ejes embrionarios, en horas
tempranas de la germinacion. Probablemente, el proceso de
germinacidn requiera moléculas sintetizadas de novo y no hace uso
de las proteinas almacenadas (Vazquez-Ramos and Sanchez 2003),

o bien, le son insuficientes.

Las ciclinas tipo D son proteinas fundamentales para la cascada de
sefializacién requerida para la estimulacién de las células a entrar al
ciclo celular, por lo cual, conocer su comportamiento durante las
primeras horas de germinacion, nos ayudara a comprender mejor

como es que se inicia el ciclo celular.



Dos tipos de ciclinas D5 de maiz 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 varia durante las primeras 24h de germinacion,
mientras que el transcrito de la ciclina D5;3b tuvo un modesto
incremento durante las primeras 12h, seguido de una disminucién a
las 18h de germinacién. Este comportamiento distintivo de la ciclina
D5;3b la vuelve una proteina interesante para posteriores estudios
(Quiroz-Figueroa and Vazquez-Ramos, 2006). Mediante estudios in
silico, se predijeron las secuencias de aminoacidos de las ciclinas
D5;3a y b. Las cuales mostraron una identidad del 75%. Dentro del
mismo analisis, se predijo que la masa molecular de las ciclinas
seria muy cercana, ya que la CycD5;3a tiene solo 3 aminoacidos

mas.

Continuando con la caracterizacién de las ciclinas tipo D de maiz
reportadas, se desarrollé6 un anticuerpo contra la ciclina D5;3b que
reconocid una banda de 37kDa en extractos crudos de maiz; por la
identidad de las ciclinas D5;3 y la masa molecular tan cercana, se
sugiridé que la sefial mostrada en el western blot representaria la
presencia de ambas proteinas (CycD5;3a y b). La sefial
correspondiente a las ciclinas D5;3 se encontr6 en ejes
embrionarios secos. Durante la germinacion, dicha sefal se
incrementd desde las 2h y hasta las 18h de imbibicién.
Posteriormente se observé un decremento hacia las 24h (Lara-
Nufez et al, 2008).

Los anticuerpos mencionados arriba se hicieron a partir de la
proteina completa (tomando la secuencia de ciclina D5;3a) y su
obtencién fue laboriosa y complicada, posiblemente, porque la
sobreexpresion de esta proteina resultd ser toxica para Escherichia

coli. Adicionalmente, los anticuerpos no fueron muy especificos



dado que daban una sefial pobre y reconocian otras proteinas en los
extractos proteicos de maiz. Un objetivo del presente proyecto fue
obtener nuevos anticuerpos, empleando sdlo 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 proteinas del ciclo celular

En plantas, se ha observado que las ciclinas tipo A contienen una
caja de destruccion, cercana al extremo amino terminal. Para el
caso del subgrupo A1, con el cual se trabajo en el presente
proyecto, la secuencia es RXAPLXNLIXN. Se cree que esta secuencia
es blanco de ubiquitinacion y es causa de una vida media corta
(Gigot, 2000).

La CDKA también se ha encontrado en ejes embionarios de maiz
secos. No se observd variacién en la cantidad de proteina o del
transcrito durante las 24h iniciales de germinacion (Herrera-Teigeiro
et al., 1999). La CDKA no parece contener secuencias PEST, o
alguna otra que favoreciera su degradacién por protedlisis por lo

gue se cree que es una proteina relativamente estable.

Analizando la expresidon proteica de dos subtipos de ciclinas B, se
observd que la ciclina B1 permanece constante y en altos niveles a
lo largo del ciclo celular; mientras que, la ciclina B2 mostré un
decremento importante en la anafase (Mews et al., 1997),

indicando regulacién de su acumulacion por protedlisis.

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
proteina CDKA es estable (Planchais et al., 2004).
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Figura 4: Estabilidad de proteinas del ciclo celular en Arabidopsis
thaliana. (Planchais, 2004)




III. Hipdtesis.

Las proteinas del ciclo celular contenidas en la semilla seca no
participan en el proceso de germinacion, por lo cual, al inhibir la
sintesis de proteinas en horas tempranas de germinacion, las

proteinas del ciclo celular desapareceran.

IV. Objetivos.

* Objetivo General.
Determinar la estabilidad de proteinas del ciclo celular como: Ciclina

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

* Objetivos Particulares.

1. Sobreexpresion y purificacion de un fragmento inmunogénico,
ubicado en el extremo amino terminal de la ciclina D5;3a de
maiz.

2. Obtencidn y caracterizacién de un anticuerpo contra la Ciclina
D5;3a.

3. Realizacién de ensayos de estabilidad mediante la deteccion de
proteinas del ciclo celular de maiz empleando anticuerpos

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



V. Materiales y Métodos.

* Materiales.
Semillas de maiz variedad chalquefio obtenidas directamente de un

productor del Valle de Chalco.

« Métodos.
Obtencién de anticuerpos contra el extremo amino de la
ciclina D5;3A
Transformacion de células competentes de E.coli.
A una alicuota de 500ml de células competentes de Escherichia coli
BL21 se agregd el vector pGEX 4T2 (Promega) ligado con el
fragmento seleccionado de la ciclina D5;3a mediante la DNA Ligasa
del fago T4 (Promega). Se mezclé por inversion, y se incubd la
mezcla durante 20min en hielo. Posteriormente, se colocd durante
2min a 42°C, transcurridos los cuales se trasladé a un recipiente
con hielo.
En una atmdsfera estéril, se adiciond a la mezcla 1mL de medio LB
(Luria Broth Base, Invitrogen) y se incubd 45min, a temperatura
ambiente. Al término, la mezcla se centrifugd durante 30s., a
12000rpm, la mayor parte del sobrenadante fue eliminada, dejando
alrededor de 100 ul para resuspender las células.
Para seleccionar las colonias transformadas, se sembrd la mezcla
resultante en cajas petri con agar LB (Lenox L Agar, Life
Technologies) y ampicilina a una concentracion final de 100ug/mL.
Se corrobord que las colonias seleccionadas contaban con el vector
y el fragmento de 383 pares de bases (pb) mediante la purificacion
del plasmido usando el Kit Illustra plasmid MiniPrep Spin (GE
Healthcare), con la posterior digestién del plasmido con las enzimas
de restriccion Not I (Invitrogen) y Bam HI (Invitrogen). El producto

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



Sobreexpresion y purificacion del péptido.

A partir de las colonias aisladas de la transformacion, se selecciond
la colonia denominada con el numero uno para los siguientes
procedimientos. De la colonia 1, se inoculd una asada en 3mL de
medio LB con ampicilina y se incubdé durante una noche, a 37°C.
Posteriormente, se colocd 1mL del cultivo resultante en 250mL de
medio LB con ampicilina, usando un matraz de 1L. Se incubd a
37°C, con agitacion constante, hasta obtener una densidad optica
de 0.5 a 0.7 en la absorbancia de 595nm (aproximadamente 3h). Al
obtener dicha densidad, se agregé Isopropil-p-D-1-
tiogalactopirandsido (IPTG) a una concentracion final de 0,6mM y se
incubd durante 2h mas en las mismas condiciones. Al término, se
centrifugd durante 15min a 12 000rpm, con el fin de concentrar las
células contenidas en el medio. El pellet resultante se resuspendio
en 40mL de PBS-Tritdon 1% mediante agitacion durante 30min. La
mezcla se sonicoé por 2min a una amplitud del 30% y se centrifugd
durante 15 min a 12 000rpm.

El sobrenadante se filtré6 por una membrana de 0.45mm y se colocé
en una columna de glutation sefarosa, previamente lavada con
20mL de Tris-HClI 50mM pH 8.0, para unir la proteina recombinante
(Extremo amino de ciclina D5;3a-Glutatién S-Transferasa). Una vez
que se hizo pasar la muestra por la columna, esta se lavo
nuevamente y se agregaron 8mL de Tris-HCI 50mM pH 8.0,
Glutation 250mM, para despegar la proteina de fusion de la
columna de afinidad. Esta fraccion se cuantifico mediante el método
de Bradford.

Cuantificacion de proteinas por el Método de Bradford.
Para determinar la cantidad de proteina contenida en las distintas

muestras, se compard con una curva patrén. La curva patrén fue
realizada por duplicado, colocando Albumina Sérica Bovina en
concentraciones finales de 1.2; 2.4; 3.6; 4.8; 6; 7.2; 8.4; 9.6: 10.6



y 12ug/ul a un volumen final de 100ul; posteriormente, se agrego a
cada punto de la curva patrén 150 ul del Reactivo de Bradford
(dilucién 1:4 de Dye Reagent Concentrate, Bio-Rad).

Para cuantificar las muestras, se colocd por duplicado 1ul de la
muestra, 99ul de agua desionizada y 150ul del Reactivo de
Bradford.

La lectura de la absorbancia, tanto de la curva patron como de las
muestras, se efectud en el espectrofotometro Microplate Roadeo de
Bio-Rad; con las mediciones de la curva patrén se obtuvo una
ecuacién lineal que nos permitid conocer la concentraciéon de

proteina en las muestras analizadas.

Inmunizacion y purificacion de anticuerpos.

Se inmunizaron por via intramuscular 2 conejos durante 7 semanas,
manteniendo una inyeccidn por semana de 200ug de la proteina
recombinante purificada mezclada en proporcion 1:1 con adyuvante
completo de Freund.

Al término se obtuvo el suero total mediante puncién cardiaca. El
suero se centrifugé a 500g durante 20min a 4°C. El sobrenadante
se purificé 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 maiz. La muestra A fungié como primer control y
no recibid tratamiento, ni con vacio, ni con cicloheximida. La
muestra B fue el segundo control, recibiendo el tratamiento con
vacio pero sin afiadir cicloheximida. La muestra C fue tratada con
vacio, a fin de introducir en los ejes embrionarios cicloheximida,

antibidtico empleado para inhibir la sintesis de proteinas.



Inhibicion de la sintesis de proteinas.

Se colocaron 15 ejes embrionarios, previamente lavados con cloro
0.8% vy secados sobre papel absorbente, sobre papel filtro en un
matraz kitasato de 100mL estéril, se adiciond 1mL de buffer de
imbibicion (Tris-HCl pH 7.6 50mM, Sacarosa 2%, MgCl, 10mM y KCI
50mM) y cicloheximida en una concentracién final de 50mg mL™.

Una vez agregados los reactivos, se aplicd vacio durante 5min.

Imbibicion.

Los ejes embrionarios previamente tratados, se colocaron en una
caja Petri pequena con papel filtro debajo. Una vez que los ejes se
acomodaron en la caja Petri, se agregd 1mL de buffer de imbibicion
estéril. Finalmente, se tapo la caja Petri y se mantuvo en la estufa a
259C durante 3 y 6h.

Extraccion de proteinas.

Al término de la incubacién, los ejes embrionarios se extrajeron de
la caja y se homogenizaron a 4°C en un mortero estéril con 3mL de
buffer de extraccion de proteinas (Tris-HCI pH 7.5 25mM, MgCl,
15mM, NaCl 75mM, EDTA pH 8.0 5mM, DTT 7.5mM, Triton X-10
0.1%, Sacarosa 0.25mM, KCl 25mM, EGTA 1mM, NaF 50mM vy f-
glicerol fosfato 60mM; por cada 10mL de buffer de extraccidn, se
adicion6 una tableta de cocktail inhibidor de proteasas Complete®).
La mezcla homogenizada fue centrifugada en tubos estériles
durante 1h a 12 000rpm y 4°C. Al término, se colecté la fraccion
soluble, y ésta se centrifugd nuevamente durante 30min a 12
000rpm y 4°C. El sobrenadante se transfirid6 a un tubo estéril de
1.5mL y las proteinas contenidas en la muestra fueron cuantificadas
por el método de Bradford. Las muestras obtenidas se confinaron a

-700C, para limitar su deterioro.



Western Blot.

Preparacion de muestras para la técnica SDS-PAGE.

Una vez que se cuantificd la proteina en las muestras, se coloco en
un tubo de ensaye de 2ml el equivalente en volumen a 40ug de
proteina, se le agregd agua desionizada hasta completar 27ul y se
adicionaron 13.5mL de amortiguador de carga (Tris-HCI 1M pH 6.8;
SDS 4%; Glicerol 20%; Azul de bromofenol 0.02%, pB-
mercaptoetanol 10%). Se mezclé y calenté a 90°C 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 plastico con capacidad de 50mL se colocaron
los reactivos indicados en la tabla 1 para la preparacion del gel
separador, se mezclaron y vertieron sobre los moldes
correspondientes, se adiciond 1ml de isopropanol para evitar la
formacion de burbujas en la superficie del gel y se dejo polimerizar
a temperatura ambiente durante 10min.

Al término, se retird el isopropanol y se vertid la mezcla del gel
apilador (indicado en tabla 1). Se colocé el peine separador de
carriles y se incubdé a temperatura ambiente durante 10min.
Finalmente, se retir6 el peine y se eliminaron los residuos de

poliacrilamida de los pozos usando una aguja.



Tabla 1: Composicion de las soluciones para la preparaciéon del gel

de poliacrilamida.*

Gel Gel
Separador Apilador
12% 5%
Acrilamida: Acrilamida:
Bisacrilamida 6.2mL Bisacrilamida | 0.81mL
(30:0.8) (30:0.8)
Tris-HCI Tris-HCI
0.75M 4.0mL 0.75M 1.7mL
pH 8.8 pH 6.8
Agua Agua
des?ilada >.8mL des?ilada 2.5mL
Persulfato de Persulfato de
amonio 10% 150ul amonio 10% >0ul
TEMED 15ul TEMED 10ulL

*Cantidades calculadas para la preparacion 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-HCI 0.025M pH8.0, Glicina 0.2M y SDS 1%). Posteriormente,
se cargaron las muestras, previa preparacion, en los pozos y se hizo

pasar una corriente de 92Volts durante 2.5h.

Transferencia a membrana de Immobilon.

Se restaurd6 una membrana de Immobilon de 8.5cm*5.5cm
(Immobilon-pSQ Millipore tamafio de poro 0.2mm) sumergiéndola
en Metanol al 100% durante 3min, posteriormente la membrana se
sumergié en agua destilada durante 10 min para retirar el exceso
de metanol, el lavado se repitié 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 rectangulos de papel filtro, previamente

humectados con el buffer de transferencia, la membrana de



transferencia, el gel de poliacrilamida y 4 rectangulos mas 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.

Incubacion con Anticuerpos y revelado.

La membrana se bloqued con una solucidon de albimina sérica
bovina libre de acidos grasos (fraccion 5) al 3%, agitando
continuamente durante 1 hora. Concluido el bloqueo, la solucidn se
retir6 y se colocd el primer anticuerpo (las concentraciones
empleadas del primer y segundo anticuerpo se indican en la tabla
2) con soluciéon astringente (PBS, NaCl 0.5M y Tween20 0.5%). La
reaccion permanecié en agitacién durante 16h a 49C, transcurridas
las cuales se lavd con solucidn astringente durante 15min en
agitacion. El lavado se desarrolld por triplicado. Posteriormente, se
colocd el segundo anticuerpo (IgG anti conejo ligado a Peroxidasa
Sigma A6154) en la proporcion indicada en la tabla 2, respecto a la
solucién astringente. La membrana con el segundo anticuerpo se
mantuvo en agitacion a temperatura ambiente durante 1 hora. Al
finalizar, se lavé la membrana por triplicado, como se describio
anteriormente y se reveld por quimioluminiscencia, agregando los
reactivos del Kit Immobilon Western Millipore (Cat. No.
WBKLS0100) y exponiendo las membranas tratadas a una pelicula

fotografica.



Tabla 2: Condiciones empleadas para la inmunodeteccion con

fraccion de IgG.

Tiempo de exposicion
) o ) o de la membrana

19Anticuerpo- Dilucion | 2°Anticuerpo- Dilucion o
luminiscente a la placa

fotografica

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

Restauracion de la membrana.

Después del revelado, la membrana se lavé con solucién
astringente durante 15min. Al término, se adicionaron 5ml de Buffer
de desnudado (Tris-HCI pH 7.8, p-mercaptoetanol y SDS 10%) y se
incubé a 55°C durante 12min, agitando cada 2min. Una vez
concluida la incubacién, se colocd la membrana a temperatura
ambiente durante 30min, transcurridos los cuales se lavé como
anteriormente, por triplicado. Una vez restaurada la membrana se
procedid a realizar el control de cargado empleando el anticuerpo
contra ciclina B1 (317, cat #055 Santa Cruz Biotechnology) con la

técnica anteriormente descrita.




VI. Resultados.

Clonacion de un fragmento del gen correspondiente a la ciclina
D5;3.

De la secuencia nucleotidica correspondiente al cDNA de la ciclina D5;3
(Figura 5); (Quiroz-Figueroa and Vazquez-Ramos, 2006), el Dr.
Francisco Quiroz (IBT) amplificd con el Kit One Step RT-PCR (Invitrogen)
un fragmento de 383 nucledtidos, usando los primers mostrados en la
figura 5. La secuencia seleccionada por Quiroz, codifica para un péptido
de 123 aminoacidos del extremo amino de la CycD5;3a y, de acuerdo
con analisis in silico realizados mediante EMBOSS Antigenicity, el

péptido es altamente inmunogénico.

Una vez amplificado el fragmento, se envié al laboratorio 114, para
continuar con el proyecto. El fragmento se ligd y clond en el vector
pGEM T-easy (Promega), vector que permite la deteccion de colonias
transformadas por la seleccién azul/blanco, siendo las colonias
recombinantes de color azul. Una vez sobreexpresado, el fragmento de
DNA se digirié con las enzimas BamHI y NotlI para liberarlo del vector de
clonacién y se purificé usando el kit ilustra™ GFX™ PCR DNA and Gel
Band Purification Kit (GE Healthcare).



Secuencia Nucleotidica de la Ciclina D5;3a (AF351180)

1 GGAATTCCTT CCTCCTTTTC TGTTCGGCGC CGTGCTCGCG CGCACCCACC CGCACGCCCC
61 AGTACCCCCA CGCTGCACAG TGCACGCCGA CTTTCCTCCG CCTTGCTGCT GCAAGTCCGC
121 AACCACTGGA GGAAAMATCT TITCCTTCAC TTTTCTTCCC TTTCCCCCCG CGCATGCACG
181 GGCTCTGATT GACGCCATGG GGGACGCCGC GGCCTCCACG TCCGCTCCCA CCACGCCCAC
241 CTCCATCCTC ATCTGCCTGG AAGACGGCAG CGACCTTCTC GCCGATGCCG ACGATGGCGC
301 CGGCACTGAC CTCGTTGTCG CCCGCGACGA ACGTCTGCTT GTCGTGGACC AGGACGAGGA
361 GTATGTAGCG CTGCTCCTGT CCAAGGAGAG CGCGTCAGGC GGCGGCGGCC CGGTGGAGGA
421 AATGGAGGAC TGGATGAAGG OCGCGCGCTC CGGATGCGTC CGCTGGATCA TCAAGACCAC
481 GGCGATGTTC CGGTTCGGCG GGAAGACCGC TTACGTCGCG GTGAATTACC TCGATCGCTT
541 CCTGGCGCAD CGGCGAGTCA ATAGGGAGCA TGCGTGGGGT CTGCAGCTGC TCATGGTGGC
601 GTGCATGTCG CTGGCGACCA AGCTGGAGGAL GCACCACGCT CCGCGGCTGT CGGAGTTGCC
661 CCTGGACGCG TGCGAGTTCG OGTTCGACCG CGCGTCCGTG CTGCGGATGG AGCTCCTCGT
721 CCTGGGCACC CTCGAGTGGC GGATGGTCGC CGTCACCCCC TTCCCCTACA TCAGCTGCTT
781 CGCGGCGCGG TTCCGGCAGG ACGAGCGCCG GGCGGTCCTC GTGCGCGCCG TGGAGTGCGT
8§41 CTTCGCGGCG ATCAGAGCGA TGAGCTCGGT GGAGTACCAG CCGTCGACCA TCGCCGTAGC
901 ATCCATCCTC GTCGCTCGCG GCAGGGAGAC GCCCGCCGGC AATCTGGACG CGCTCAAGGC
961 GATCCTGGGC TCATCATTTC OGCAGCTAGA CACCGGGCAT GTGTACTCCT GCTACAGCGC
1021 AATGATTCGG GAGGACGACA AGTCGCCGAC GCAGTCGACG TCGACGTCGA CGGGGGTGGC
1081 GTCCTCGGGC GTCTCTGTCG CCGCGCACGC CGGGGGGAGC GGGAGTCCCA GCCCCCCGGG
1141 CGCTTCCGTG TCCGTGGGCG CCAATAATGC CGCTGGCACC GCCCCGCCGG CAACCACGGA
1201 CAACCGCAAC AAGAGGAGAC GGTTGCGCTC ACCTCAGCGA CAGTAGGAGC AGCTCAGCTG
1261 CTGGCAGTGC ATTGCAGTGC AGTGCAGTCC AGCTGCGTTT TCTTTTTTCA GCTCACCATT
1321 TCCTTTTGCT GCCGATTGTT TCTTCAGGGG TGGCCGTAGA GTGATTTGGT AATTTAGTGC
1351 CGGARAGATT AGTGCGGTGT CGCAGAGTGA TTTGGTAATT TAGTGCCGGA AAGATTTCTT
1441 TGTTTTGAGG AGATCTTTCG CGGGACCAAL GGGAGGGGGG CAGTGTARAG ACGACAGAAC
1501 AAGCGTGAAG GCCTCGAGAG TCGAGACCTC ACAGGGTACC GCCTAGCGCC TACTGGGGTG
1561 AAAGTGAAGT CAAGGAGTCG GGAGGGTGTG TGTGAATACC GTTTGTAGCA GCTAGTGCGT
1621 CCGTCTGTCT TTTTTTTITTT CTTTCTGTTT ATTAATTATT AATAGCCTGC TAGATTTCAT
1681 TTAAAAAAAL AAAAAAAAAL AARARAAAALA AAMAAMAL

Secuencia de los Primers
empleados para la amplificacién (357-37)

F¥Wal185 CTGATT GAC GCC ATG GGG GAC
Rva 547 TCC CTATTG ACT CGC CGTTGC

Secuencia seleccionada de Ciclina D3;3a (AF351190)
CTGATT GACGCCATGG GGGACGCCGC GGCCTCCACG TCCGCTCCCA CCACGCCCAC

241 CTCCATCCTC ATCTGCCTGG AAGACGGCAG CGACCTTCTC GCCGATGCCG ACGATGGCGC
301 CGGCACTGAC CTCGTTGTCG CCCGCGACGA ACGTCTGCTT GTCGTGGACC AGGACGAGGR
361 GTATGTAGCG CTGCTCCTGT CCAAGGAGAG CGCGTCAGGC GGCGGCGGCC COGTGGAGGAR
4Z]1 AATGGAGGAC TGGATGAAGG CCGCGCGCTC CGGATGCGTC CGCTGGATCA TCAAGACCAC
48l GGCGATGTTC CGGTTCGGCG GGAAGACCGC TTACGTCGCG GTGAATTACC TCGATCGCTT
£41 CCTGGCGCAR COGGCGAGTCRA ATAGGGA

Figura 5. De la secuencia nucleotidica correspondiente al cDNA de la ciclina
D5;3a. Quiroz eligiéo un fragmento de 383pb en base a su inmunogenicidad.
Para amplificar este fragmento disend primers para amplificarlo mediante RT-

PCR. Con el fragmento amplificado se continud el proyecto



Sobreexpresion del péptido codificado en la secuencia

seleccionada de la ciclina D5;3.
El fragmento purificado se ligd al vector de expresion pGEX-4T2 (Figura
6). Este vector permite la sobreexpresién del péptido elegido de la
ciclina D5;3a, fusionado en el extremo carboxilo terminal de la proteina
Glutatién S-Transferasa (GST) de 26kDa; la expresién de esta proteina
fusionada se encuentra bajo el control del promotor trp-lac, el cual es
inducible mediante Isopropil-D-p-tiogalactopirandsido (IPTG) en células

de Escherichia coli.

lacZ_a tac_promoter
M13_plUC_fwd_primer M13_pUC_rev_primer
M13_forward20_primer MscI 465

o GST

BstBI 655

pGEX_S_pri
BamHI
Eco 9
Smal 947
Sall 350
NarI 4309 ¥hoI 3955
Hpal 4175 NotI 3961
EcoRY 4119 Eagl 3961
Apal 3880 pGEX_3_primer

lacI AatII 1246

PGEX-4T-2
4970 bp

AmpR_promoter
Ampicillin

pBR322_origin PstI 1923

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

Con dicho vector se transformaron células competentes de E. coli; las
colonias exitosamente transformadas se seleccionaron mediante la

adicion del antibiético ampilicilina debido a que el plasmido empleado
3



contiene el gen AmpR que confiere resistencia al antibidtico. En Ia
seleccion, se encontraron 4 colonias resistentes. Se continud el trabajo

con la colonia identificada con el numero 1.

Para verificar que la colonia contenia el inserto, se realiz6 una digestion
con las enzimas Not I y Bam HI a modo de cortar especificamente 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.
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(ph) .

5000 b=

2000

1000-

400

—
200 S—

Figura 7: Para corroborar la insercion del fragmento nucleotidico de CycD5;3
en el vector de sobreexpresion (pGEX4T2) se realizd una doble digestion del
vector con las enzimas de restriccion BamHI y Notl. El producto se visualizd en

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

Una vez corroborada la presencia del inserto, se prosiguié con la
sobreexpresion del péptido codificado por el fragmento seleccionado de
la ciclina D5;3a. De acuerdo al analisis in silico (Traduccidén por medio

de ExPASy Proteomics Tools), el fragmento seleccionado codifica para



123 aminoacidos, mismos que se resaltan en color rojo en la figura 8,
de la secuencia de aminoacidos de la proteina.

Secuencia de aminoacidos Ciclina D5; 3a (AF351190)
1 MGDAAASTSA PTTPTSILIC LEDGSDLLAD ADDGAGTDLV VAFDERLLVYV DQDEEYVALL
61 LSKESASGGG GPVEEMEDWM KAARSGCVEW ITKTTAMFRF GGKTAYVAVN YLDRFLAQRR
121 VNREHAWGLQ LIMVACMSLA TKLEEHHAPR LSELPLDACE FAFDRASVLR MELLVLGTLE
181 WRMVAVTPFP YISCFAARFR QDERRAVLVR AVECWFAAIR AMSSVEYQPS TIAVASILUVA
241 RGRETPAGNL DALKAILGSS FPQLDTGHVY SCYSAMIRED DKSPTQSTST STGVASSGUS
301 VAAHAGGSGS PSPPGASVSV GANNAAGTAP PATTDNRNKR RRLRSPQRQ

Figura 8.

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

De acuerdo al numero de aminoacidos, el péptido resultante tendra un
peso molecular aproximado de 13kDa.

Como se menciond anteriormente, el vector pGEX 4T2 afiade una
molécula de Glutation S transferasa de 26kDa, resultando Ia
sobreexpresion de una proteina de fusién (péptido-GST) con un peso
molecular aproximado de 39kDa.

Para la sobreexpresion se inoculd una alicuota de 1ml de un cultivo de
12h de bacterias recombinantes a 250ml de medio Luria con ampicilina
(concentracién final 100mg/ml) y se incubé a 37°C en agitacidon
continua hasta que la densidad optica (a 595nm) llegd a 0.5 unidades.
En ese momento, se agregd IPTG (concentracion final de 0.6mM) y se
incubd la mezcla durante 2h mas bajo las mismas condiciones. Al
término se tomod una alicuota para compararla, por un lado con células
gue sobreexpresaron solo la proteina GST y, por otro, con células del

mismo cultivo no expuestas a IPTG.

Las células expuestas a IPTG mostraron la expresion de una proteina
ubicada entre los marcadores de 37 y 50kDa, senal que coincide con el
peso de la proteina recombinante (40kDa). Las células no expuestas a

5



IPTG no mostraron la presencia de este péptido, como tampoco se
observd en las células que sobreexpresaron sdlo GST (Figura 9).

Las células que mostraron sobreexpresion de la proteina de fusion se
lisaron mediante sonicaciéon y se hicieron pasar por una columna de
Glutatidén unido a Sefarosa, con el fin de unir la porcidén correspondiente
a GST de la proteina recombinante a la columna de afinidad; una vez
que se eliminaron las proteinas no unidas a la columna, por medio de
lavados con Tris-HCI 50mM pH 8.0, se recuper6 la proteina
recombinante eluyendo con una solucion de Glutation reducido
(250mM), ya que este sustrato desplaza a la proteina fusionada. Para
corroborar la pureza del extracto se corrié un gel SDS-PAGE al 12%, en
el cual, se encontrd una sola banda con el mismo peso molecular que
anteriormente (40kDa); (Figura 9D).

A B C D
250 250
150 150 ..
100 - =
-c -
750 .. :
50, - 30
< ‘_
— 37
37 - o
.
25 — - 25

20 20

A: Expresion del vector pGEX4T2 sin inserto.

B: Vector pGEX4T2 con inserto.
C: Expresion del vector con la proteina recombinante.

D: Purificacidon de la proteina recombinante.

Figura 9: Sobreexpresién y purificacion del péptido CycD5;3 extremo amino
fusionado a Glutation S-Transferasa (GST). Los extractos proteicos se
separaron mediante SDS-PAGE en un gel de Poliacrilamida al 12% y para su
visualizacion se tifld con colorante Azul de Coomassie. De cada muestra se

emplearon 20ug.



Obtencion de anticuerpos contra la ciclina D5;3.
La proteina recombinante se empled para la inmunizacion de conejos a

una dosis semanal de 200ug, administrada por via intramuscular
durante 7 semanas, transcurridas las cuales se extrajo el suero total por
puncion cardiaca. El suero recolectado antes de comenzar la
inmunizacidn no reconocid banda alguna ni en lisados de la bacteria
empleada para la produccidon de la proteina, ni tampoco en extracto

crudo de maiz (No se muestra).

Los anticuerpos obtenidos mostraron un fuerte reconocimiento de la
proteina recombinante, por lo que para emplearla como control positivo
para la titulacién del anticuerpo, se usé 1ug de proteina recombinante a
modo de atenuar la sefial en la membrana luminiscente (Figura 10A). Al
probarlos con extracto crudo de maiz se encontré una banda de seiial
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).

A B C D

A: Proteina fusionada (lisado de E.coli)
Titulo del Anticuerpo con extracto crudo de maiz 12h
B:1:750C:1:500D:1: 250

Figura 10: Titulacidn y validacidn del anticuerpo contra CycD5;3.



Estudio de la estabilidad de la ciclina D5;3 y otras proteinas 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
determinacién de la estabilidad de proteinas de ciclo celular durante las
primeras horas de la germinacién de maiz. Para lograr la inhibicién de la
sintesis de proteinas se empled 1ml de buffer de imbibicién (ver
Materiales y Métodos) conteniendo cicloheximida a una concentracion
final de 50ug/ml. El buffer se agregd a 15 ejes embrionarios obtenidos
de semillas de maiz secas y se aplicé vacio durante 5min para permitir
una imbibicién completa. Al concluir el tratamiento, los ejes se colocaron
en una caja Petri con 1mL de buffer de imbibicion y se incubaron a 25°C
durante 3 y 6h.

Para corroborar que los efectos observados durante el ensayo eran
provocados por la adicidon de cicloheximida (CHX), se conté con un
grupo control sometido al tratamiento con vacio previo a la imbibicién
(sin cicloheximida) y otro grupo control que no recibid ningun
tratamiento. Posteriormente se extrajeron las proteinas solubles de los
ejes embrionarios para determinar la estabilidad de las proteinas

durante la germinacidon por medio de Western Blot.

Para la ciclina D5;3 se encontrd, en varios ensayos independientes, que
esta proteina 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 soélo se trataron con vacio (Figura 11) Lo cual sugiere que la
presencia de esta proteina durante las primeras horas de germinacion es
producto de la sintesis de novo y no de la estabilidad de la proteina
almacenada durante la formacién de la semilla. En todo caso, aun en
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condiciones control (sin tratamiento, carriles 2 y 3), la proteina tiende a

desaparecer.
Vacio Cicloheximida

Oh 3h €h 3h 6h 3h 6h

— e ol -

1 2 3 4 5 [ 7 No. Carmil
Ti d
Carril Muestra 1=mee oe
Germinacion
1 Oh
Control A
2 ) 3h
No recibid tratamiento
3 6h
4 Control B 3h
5 Tratado con vado 6h
6 Grupo C 3h
7 Tratado con vacio y CHX 6h

Figura 11: Estabilidad de la ciclina D5;3.
Los anticuerpos empleados para detectar a la ciclina Al;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 Al;2
desaparecid a las 6h en presencia de CHX, lo cual no se observé en el

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

Vacio Cicloheximida
Oh 3h €h 3h 6h 3h 6h
— G WR T . - g
W s o WS W <P
1 2 3 4 5 5] 7 No. Caril
Carril Muestra Tiampo d?
Germinacion
1 oh
Control A
2 3 3h
No recibid tratamiento
3 6h
4 Control B 3h
s Tratado con vado 6h
6 Grupo C 3h
7 Tratado con vacio y CHX 6h

Figura 12: Estabilidad de la ciclina A1;2



Para detectar a la CDKA se emplearon anticuerpos homodlogos que
reconocen una banda alrededor de los 34kDa; el ensayo mostré una
importante disminucién de CDKA en presencia de CHX, a las tres horas
de imbibicion, 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 sintesis de novo para mantener el nivel
constante de proteina que se observa en ausencia de CHX, durante
etapas tempranas de la germinacidén. Interesantemente, no hay una
desaparicién 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 Al y D5.

Vacio Cicloheximida

6h

_--- B coka

No. Carmil
Tiempo de
Carril Muestra Pe )
Germinacion
1 Oh
Control A
2 i 3h
No recibid tratamiento
3 6h
4 Control B 3h
s Tratado con vado 6h
6 Grupo C 3h
7 Tratade con vacio y CHX 6h

Figura 13: Estabilidad de CDKA.
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VII. Discusion.

Generacidén de Anticuerpos contra ciclina D5:;3.

La sobreexpresién de la proteina recombinante empleada para generar
los anticuerpos provocd un crecimiento lento de las bacterias
transformadas, ademas, la cantidad de proteina obtenida fue menor que
la que se generaba en trabajos previos realizados en el mismo grupo
(aproximadamente 0.19ug/ul); (Lara-Nufiez, 2008). La proteina
recombinante purificada mostré una sola banda en el gel de
poliacrilamida, lo cual indica que el método de purificacion empleado nos
permitié eliminar el resto de las proteinas contenidas en los extractos
crudos bacterianos. Comparando con los resultados previamente
obtenidos, la evidencia sugiere que tanto el fragmento elegido, como la
proteina completa son téxicas para Escherichia coli. Aun asi, los
anticuerpos obtenidos fueron capaces de reconocer a la proteina
recombinante contra la cual fueron generados y también a la proteina
D5;3 de extractos de maiz; cabe mencionar que hubo también
reconocimiento de otras proteinas que podrian estar relacionadas

antigénicamente con esta ciclina.

Ensayos de estabilidad.

Existen evidencias que sugieren que la regulacién del ciclo celular
involucra la protedlisis de diferentes conjuntos de reguladores del ciclo
celular. Dichas ondas de protedlisis dependen de la conjugacion de
varias moléculas de ubiquitina y se realizan en puntos especificos del

ciclo celular (Pines, 1995).

Todas las ciclinas conocidas son blanco del proteosoma por medio de la
adicion 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 proteina de caja F); (Jackson, et al.,
2000). Para que dicho complejo reconozca a su sustrato, éste debe
estar fosforilado. Se ha propuesto que la fosforilacion es realizada por
CDKs, sin embargo se sospecha que hay otras cinasas involucradas
(Planchais, et al., 2004). La funciéon que desempenan las CDKs dentro
de la degradacion podria explicar su mayor estabilidad en las primeras
horas de germinacién, donde llevarian a cabo la fosforilacién de

proteinas no funcionales.

El proyecto se planted como principal objetivo estudiar la estabilidad de
proteinas relacionadas con el control de la progresion del ciclo celular:
Ciclina D5;3, Ciclina Al1;2 y CDKA. Estas proteinas se encuentran en
semilla seca, lo cual sugiere que permanecen estables durante la
maduracion de la semilla de maiz (lo cual toma semanas). Sin embargo,
al imbibir la semilla, su estabilidad cambia dramaticamente durantes las

primeras horas de germinacion.

En la germinacién de ejes embrionarios de maiz la fase G1 comienza
alrededor de las 6h de iniciada la imbibicion (Baiza, et al., 1989). A
dicho tiempo, se observé la desaparicidon total de las ciclinas CycD5;3 vy
CycAl;2, lo cual sugiere que estas ciclinas, que se encontraban
presentes en semilla seca, no participan en la germinacién, y que debe
de sintetizarse nueva proteina para que ocurra una progresion eficiente
del ciclo celular. Una explicacion a lo anterior podria ser que las
proteinas presentes durante el proceso de maduracidon de la semilla
pudieron sufrir dafios durante la desecacion y almacenaje, lo que
provocaria que no realicen su funcién adecuadamente, por lo que, en

esta primera etapa de la germinacion, no sélo se reparan dafios en el

12



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

funcionales.

Las CycDs estudiadas pudieran ser mas estables que los
correspondientes ortélogos 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 maiz, responsable de la degradacion de este tipo de
proteinas. Sin embargo, CycD5;3 debe tener alguna secuencia de
destruccidon capaz de alterar su estabilidad dentro de las primeras horas
de germinacién como aqui se muestra. Debe hacerse notar que en este

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

La CDKA también mostré inestabilidad, sin embargo, a diferencia de las
ciclinas estudiadas, una parte de la CDKA permanecié estable en el
periodo estudiado, lo cual sugiere que no toda la enzima es degradada
en las primeras horas de imbibicion, por lo cual, parte de la CDKA
remanente en semilla seca podria, quizds, emplearse durante la
germinacién. Este comportamiento no habia sido observado en CDKAs
de otras especies, como en Arabidopsis thaliana, cuya enzima
permanece estable hasta las 24h de germinacion (Planchais, 2004). En
maiz, se han encontrado mas subtipos de CDKA que en plantas
dicotiledoneas; por lo cual, habria que considerar que estas enzimas

también podrian mostrar una estabilidad diferencial.
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VIII. Conclusiones.

1. Se obtuvo un anticuerpo capaz de reconocer a CycD5;3 en
extracto crudo de maiz. 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 sintesis de proteinas, desaparecieron a las 6h de germinacion.
Lo anterior sugiere que las proteinas remanentes de |Ia
maduracion de la semilla no se encargan de la progresién del
ciclo celular.

3. Los resultados obtenidos apoyan la propuesta de que la
progresion del ciclo celular requiere de proteinas sintetizadas de

novo dentro de las primeras horas de germinacion.
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