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RESUMEN

En eucariotes, las proteinas Cinasas Dependientes de Ciclina (CDKs, por sus siglas
en inglés) interaccionan con ciclinas para regular la progresion del ciclo celular, y este
complejo, a su vez, interacciona con la subunidad reguladora de la CDK (CKS, por
sus siglas en inglés), la cual es esencial para su funcién. En S. pombe y en S.
cerevisiae solo existe una isoforma, mientras que en eucariotes superiores y plantas
se conocen 2 isoformas altamente relacionadas. Debido a la gran afinidad de la CDK
por la CKS, se ha utilizado a esta ultima para realizar ensayos de cromatografia de
afinidad para purificar a la CDK y estudiar con que otras proteinas se asocia conforme
progresa el ciclo celular.

Al inicio de este trabajo no se tenia ningun reporte de CKS en maiz, por lo cual se
inicié clonando el cDNA de la CKS de arroz (OsCKS1). La proteina OsCKS1 se
sobreexpreso, se purificé y se generaron anticuerpos en conejo contra ésta. Los
anticuerpos anti OsCKS1 reconocieron una proteina de aproximadamente 11 KDa en
extractos crudos de maiz (tamafio esperado). Mediante ensayos de western blot
utilizando el anticuerpo anti OsCKS1 se observd que CKS de maiz (ZmCKS) se
encuentra presente en ejes embrionarios de semilla seca y su presencia oscila
durante las primeras 24 horas de imbibicién, disminuye a las 6 y tiene un pico de
acumulacién a las 18 horas. Mediante ensayos de Pull-Down se determin6 que la
asociacion, a lo largo de las primeras 24 h de germinacién de OsCKS1 con CDKA vy
CDKB1 no varia. La ciclina A, proteina que se une a las CDKA y CDKB, tampoco
varia. GST-OsCKS1 servirdA como una herramienta en la deteccién de posibles

interacciones de CDKs con otras proteinas involucradas en el ciclo celular.



2.0 INTRODUCCION
2.1 EL MAIz

El cultivo del maiz es considerado uno de los principales rubros en la agricultura
nacional y mundial, por la importancia que representa este cereal en la dieta de las
personas y animales, las grandes extensiones de tierras cultivadas con esta
planta, asi como la gran cantidad de empleos directos e indirectos que genera en
toda su cadena de produccién, procesamiento industrial y su comercializacion
desde la siembra hasta que es consumido por las personas. Por tal razén es
considerado un cultivo estratégico para el sector agricola; por la importancia que
reviste este cultivo, se hace necesario realizar buenas practicas de manejo
agrondémico que permitan obtener productos de excelente calidad y que generen
buenas ganancias a los agricultores (Cruz H. y Jeglay Y., 2006), ocupa el 38.5 por

ciento del total de la superficie sembrada a nivel nacional.

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

Desde el punto de vista industrial, esta planta es interesante para la obtencién de
edulcorantes alimentarios, de almidén y de alcohol. También se ha utilizado el

grano del maiz para la obtencion de bebidas no alcohdlicas.



A partir de las partes no comestibles como lo es el olote, se obtiene furfural, un
compuesto utilizado en la industria del caucho, resinas, plasticos e insecticidas
(Paliwal et al., 2001).

Zea es una voz de origen griego, derivada de zeo = vivir. Esta planta es conocida
con el nombre comun de maiz, derivado de la palabra taina mahis con la que los
indigenas del Caribe la denominaban. Dependiendo de la regién, Zea mays recibe
también en espafiol nombres como orofa, danza, zara, millo, mijo o panizo. En
México, las mazorcas maduras, pero frescas reciben el nombre de elote que viene
del nombre nahuatl elotl, éstas mazorcas reciben el nombre de choclo (del
quechua chujllu) en paises de Sudamérica.

El nombre nahuatl del maiz, tlayoli, todavia es de uso comun en el estado
mexicano de Oaxaca y se le encuentra ligado a numerosos mitos y leyendas
autéctonas.

El maiz es una planta herbacea, monocotiledénea y anual de la familia de las
gramineas (Raven et al., 1992) de origen americano y de importancia fundamental
en el desarrollo de las antiguas culturas de América, ya que constituyd su alimento

basico y quiza uno de los primeros en ser cultivados.

Tabla 1.- Clasificacién taxonémica del maiz.



La planta del maiz alcanza de 0.5 m a 6 m de alto. Forma un tallo erguido, hueco,
robusto y sin ramificaciones. En las mazorca existen filas de granos, cuyo niumero
puede variar de 8 a 30, y su color desde amarillo claro hasta verde pardo. En el
extremo del tallo se encuentran pequenas flores masculinas que se vuelven secas

y pardas cuando se dispersa el polen.

2.1.1 FORMACION DE LA SEMILLA DE MAIz

Las esporas femeninas quedan retenidas y protegidas en el interior del

esporangio. En este sitio germina la espora y produce un pequefio gametofito

Reino Plantae
Division Spermatophyta
Subdivision Angiospermeae
Orden cereal Monocotiledoneae

Familia Poaceae (Gramineae)
Género Zea
Especie Zea mays

femenino, protegido por el tegumento que lo envuelve completamente, excepto por
una pequena abertura en la parte superior, el micrépilo. Posteriormente, el

tegumento se desarrolla para formar la testa de las semillas.



Los gametos o células sexuales femeninas y masculinas son haploides (1n) Los
gametos de sexo opuesto se fusionan para formar un cigoto (2n).

El desarrollo del embridn, se inicia con la division del huevo fertilizado o cigoto.
Una de las dos células formadas dara origen a la parte superior del embrién y la
otra a la parte inferior. Por medio de una progresiéon ordenada de divisiones el
embrién se va diferenciando, iniciandose asi la formacion de los meristemos
primarios que son los precursores de los futuros tejidos de la planta. Al mismo

tiempo se van formando los cotiledones. (Moreno, P., 1996).

2.1.2 ANATOMIA DE LA SEMILLA DE MAIiz

Un grano maduro de maiz (cariopsis) esta conformado por tres partes principales:
Pericarpio, endospermo y embrion.

El pericarpio es la capa externa transparente del grano, deriva de la pared del
ovario y por ello es genéticamente idéntico a la linea materna. En él se distinguen
el hilio y el micrépilo. El hilio es la cicatriz que corresponde a la insercion del
funiculo con la semilla. El micrépilo es un diminuto orificio cerca del hilio y permite
el acceso del aire y del agua al embrion y es el orificio por donde sale la radicula al

germinar la semilla.



Adyacente al pericarpio se localiza la capa de aleurona, que consiste en una capa
de células vivas que rodea al endospermo, sintetiza a-amilasa y otras enzimas
hidroliticas que degradan almiddn durante la germinacion.

El endospermo puede ser de color amarillo o blanco, constituye el 85-90% del
peso de la semilla y contiene la fuente de reserva energética, la cual se utiliza
durante la germinaciéon y en la formacion de la plantula. El escutelo es una
estructura discoide gruesa que se localiza entre el endospermo y el embrion,
representa el cotiledon unico, el cual actia como 6rgano de succién a favor de la
nutricion del embrién durante la germinacion.

El embrién contiene un eje embrionario y en este se distinguen las siguientes
estructuras: el coleoptilo que es la primera hoja del eje embrionario y sirve de
proteccion a la plumula durante el brote de la misma en la germinacion; la plumula
es la yema del embriéon en una semilla que dara origen a la parte aérea de la
plantula, el nudo cotiledonar se conoce también como corona y se encuentra entre
la plumula y la radicula y en esta estructura se localizan los primordios de raices
laterales, la radicula es el extremo del hipocotilo del cual se desarrolla la raiz

primaria y esta a su vez es protegida por la coleorriza. (Mancilla A., 2008).
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Figura 1. Estructura de una semilla de maiz madura: 1 y 2 son cortes de secciones
verticales en dos planos de una semilla madura que muestran en detalle el arreglo
de 6rganos y tejidos. (Modificado de Vincent, 2002).

2.1.3 REPRODUCCION DEL MAIZz

El maiz se reproduce de forma sexual, tiene espiga o inflorescencia masculina y
mazorca o inflorescencia femenina. La polinizacidén de las plantas se realiza con
ayuda del viento, que transporta el polen de una planta a otra (polinizacion
cruzada). El polen de la panicula masculina, arrastrado por el viento
(polinizacién anemdfila), cae sobre estos estilos, donde germina y avanza hasta
llegar al ovario; cada ovario fecundado crece hasta transformarse en un grano
de maiz.

La panicula es una inflorescencia compuesta de racimos que van decreciendo
de tamarno hacia el apice. En otras palabras, un racimo ramificado de flores, en

el que las ramas son a su vez racimos.



Se denominan plantas monoicas aquellas que presentan los 6rganos donantes o
dadores (masculinos) y los receptores (femeninos) en flores separadas pero
situadas en la misma planta, como ocurre en el maiz.
El tallo principal termina en una inflorescencia masculina; ésta es una panicula
formada por numerosas flores pequefias llamadas espiculas, cada una con tres
anteras pequenas que producen los granos de polen o gametos masculinos. La
inflorescencia femenina es una estructura Unica llamada mazorca, que agrupa
hasta un millar de semillas dispuestas sobre un nucleo duro. La mazorca crece
envuelta en unas hojas modificadas o bracteas; las fibras sedosas o pelos que
brotan de la parte superior de la panocha 0 mazorca son los estilos prolongados,

unidos cada uno de ellos a un ovario individual (Raven et al., 1992).

2.2 GERMINACION

La germinacién comienza con la entrada de agua a la semilla quiescente
(imbibicion) y termina con la elongacion del eje embrionario, generalmente la
radicula (protrusion radicular). Este evento involucra la activacion de procesos
fisicos, quimicos, bioquimicos y genéticos coordinados tanto anatémica como
temporalmente. Desde un punto de vista bioquimico, se puede decir que la
germinacion es la reiniciacion de la actividad metabdlica y el crecimiento por parte
de los tejidos que constituyen a la semilla; esto involucra la rehidratacion, la
utilizacion de reservas y el desarrollo gradual de sistemas sintéticos que
transforman al embrién en una planta joven y que la capacitan para asumir una

existencia autétrofa (Bewley y Black, 1994).



Durante la germinacion, la secuencia de eventos fisiolégicos y bioquimicos que
parecen ser comunes a un gran namero de semillas de gramineas puede dividirse
en i) eventos tempranos, los cuales incluyen: hidratacidén, sintesis de proteinas,
sintesis reparativa de DNA y sintesis de RNA; ii) eventos tardios: expansion
celular, movilizacion de reservas y sintesis replicativa de DNA. En cada evento se
presenta un sistema de control del avance germinativo (Bewley y Black, 1994).
Antes de la germinacién de las semillas, las células de los embriones estan
detenidas en la fase

G1 del ciclo celular y al germinar éste se reactiva dando origen a la replicacion del
DNA vy a la division celular. Cabe destacar que nuestro laboratorio, dedicado al
estudio de las fases del ciclo celular, ha adoptado la siguiente definicion
operacional de la germinacion:

La germinacion de la semilla es un conjunto de procesos bioquimicos y
moleculares que permiten al embridn estar en condiciones de reiniciar la primera
ronda de divisiones celulares en las zonas meristematicas. Los eventos propios de
la germinacién conduciran al metabolismo a un punto de compromiso metabdlico
partiendo de un estado de quiescencia hasta llegar a la primera division celular, la
cual en nuestro concepto marca el inicio del proceso de desarrollo (Vazquez-
Ramos, J.M y Sanchez, M.P., 2003).

Cuando entra agua a la semilla se desatan diversos procesos como la hidratacién
de las proteinas, cambios en la estructura subcelular, respiracion, sintesis de
macromoléculas y elongaciéon celular. Ninguno de los procesos anteriores es
especifico de la germinacidén, pero sus efectos combinados transforman a un

embrién deshidratado, con un metabolismo apenas detectable, en uno que tiene
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un metabolismo vigoroso y que culmina con el crecimiento de la radicula. La
emergencia de la radicula se debe inicialmente a la elongacién celular y
posteriormente a la proliferaciéon celular; para que esto ultimo se lleve a cabo, las

células deben pasar por un proceso que regula el ciclo celular.

2.3 CICLO CELULAR

El ciclo celular en eucariotes es un conjunto ordenado de eventos que conducen al
crecimiento de la célula y la divisién en dos células hijas, cada una de las cuales
debera contener una copia completa del material genético, el cual se duplicé y se
distribuyé equitativamente entre las dos nuevas células. Este conjunto de eventos
se dividen en cuatro principales etapas, las cuales deberan llevarse a cabo de una
forma continua y estricta;

Fase G1- Percepcion de las condiciones medio-ambientales e iniciacion del
crecimiento celular, sintesis de proteinas y RNA.

Fase S -Replicacion del DNA, el cual serd posteriormente repartido en las 2
células hijas.

Fase G2 — Aseguramiento de la correcta replicacion del material genético, asi

como la preparacion para la division celular.
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Fase M — Compactacion del DNA replicado y posicionamiento en cada extremo de
la célula para la formacién de dos nucleos con idéntica informacién hereditaria.

GO0- Estado de reposo en el cual se mantiene la capacidad para reincorporarse en
el ciclo celular en el momento en que las condiciones medioambientales sean las

adecuadas.

Figura 2.-Fases del ciclo celular en células eucariotas.

Al concluir la fase M, si las condiciones medio-ambientales son las adecuadas, un
nuevo conjunto de eventos tendrd lugar.

La progresion del ciclo celular es controlada por una maquinaria molecular
universalmente conservada y gobernada por una serie de proteinas cinasas de
Ser/Thr, conocidas como Cinasas Dependientes de Ciclinas (CDKs), las cuales se
activan mediante su asociacién con proteinas regulatorias conocidas como

ciclinas.
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2.4 CINASAS DEPENDIENTES DE CICLINAS (CDKs)

Las cinasas dependientes de ciclinas (CDKs), tienen funciones criticas en el
control de la progresion del ciclo celular en eucariotes. Ademas de asociarse con
ciclinas, las CDKs se asocian directamente con proteinas inhibitorias de la
actividad de cinasa (Krps) y subunidades regulatorias de cinasas (CKS), las cuales
pueden modular la actividad de las CDKs (ver figura 3). Al unirse a las ciclinas
forman heterodimeros, lo que dota de especificidad a la CDK y permite la
regulacion de su actividad. Las cinasas dependientes de ciclinas (CDKs) en las
plantas se han agrupado en 6 categorias diferentes A, B, C, D, E y F,
dependiendo del tipo de secuencia de unidén a las ciclinas que presentan, de las
cuales las mas estudiadas son las CDKA y CDKB. (Takatsuka, 2006). Las
primeras descripciones de una CDK se realizaron en Schizosaccharomyces
pombe y Saccharomyces cerevisiae; se describi6 como una proteina de 34 KDa
(CDC2/CDC28 respectivamente), la cual presenta un motivo PSTAIRE en el sitio
de unién a las ciclinas, éste motivo se ha encontrado también conservado en las
Cdks 1y 2 de mamiferos. En plantas, la proteina CDKA es la CDK cuya estructura
terciaria es semejante a la Cdk1 y también presenta el motivo PSTAIRE. A
semejanza con las levaduras y a diferencia con las células de mamiferos, la CDKA
regula la progresion de G1 a S y también de G2 a M (asociada a diferentes
ciclinas conforme progresa el ciclo celular) (Vazquez-Ramos, J.M., 2006).

Dependiendo de la especie, puede haber de uno a tres diferentes genes
codificando para CDKAs. Aparentemente Arabidopsis tiene sélo uno, pero en maiz

existen tres genes.
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CDKA se une a ciclinas de diferente tipo; por ejemplo, CycA2;1 de alfalfa se une a
CDKA; las proteinas CycD2;1 y CycD3;1 de tabaco se unen a CDKA in vivo, y en
estos complejos la cinasa fosforila a la proteina RBR enddgena. En Arabidopsis,
CycD2 y CycD3 interactuan con CDKA formando complejos con actividad de
cinasa sobre la histona H1. (Vazquez-Ramos, J.M., 2006). La nomenclatura de las
ciclinas se determina de acuerdo a la homologia que se tiene con ciclinas de otros
organismos, tales como es el caso con las ciclinas de mamiferos, dentro de las
cuales las primeras en describirse fueron las ciclinas A.

El segundo miembro de la familia de las CDKs, CDKB, posee motivos de union a
las ciclinas PPTALRE 6 PPTTLRE, segun si es CDKB1 6 CDKB2
respectivamente, que difiere de la de CDKA. Es importante mencionar que esta
secuencia es exclusiva de las CDKs de los vegetales. Las CDKBs difieren también
de CDKA en que su expresion es dependiente del ciclo celular, por lo que se
acumulan principalmente en la transicion G2/M. Las ciclinas con las que CDKB se
asocia son CycA y CycB (Vazquez-Ramos, J.M., 2006).

Las otras cuatro familias de las CDKs son CDKC, CDKD, CDKE y CDKF; ninguna
de estas proteinas ha sido caracterizada formalmente. La secuencia de unién a las
ciclinas de CDKC es PITAIRE, también presente en la Cdk9 de humanos. La
cinasa CDKD ha sido clasificada como una CAK (CDK activating kinase) y tiene
una secuencia de union a las ciclinas N(I/F)TALRE; esta proteina tiene semejanza
a la Cdk7 de humanos y se ha encontrado que, en arroz, CDKD puede fosforilar a
CDKA. La secuencia de unién a las ciclinas de la CDKE es SPTAIRE y se

desconoce su funcién (Takatsuka, 2006).
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En la figura 3 se presenta la asociacion de CDKs con distintas proteinas, teniendo

presente tanto fosforilaciones activadoras como inhibitorias.

Fosforilacion
inhibitoria

CKS

Fosforilacion

activadora
KRP
Pl .,
B Union de
Destruccion Regulada inhibidores

por Ubiquitinacion

Figura 3. Proteinas que se asocian a CDK. La actividad de CDK es regulada a
multiples niveles, tanto por su asociacién con otras proteinas como por su estado
de fosforilacién/desfoforilacién (modificado de Dewitte and Murray, 2003).

2.5 CICLINAS

Las ciclinas son proteinas que se acumulan en momentos especificos del ciclo
celular y posteriormente son degradadas.

Todos los organismos eucariotes cuentan con diferentes familias de ciclinas, cada
una de ellas con funciones especificas. Por ejemplo, en animales las ciclinas tipo
D tienen un rol especial en la reentrada al ciclo celular en respuesta a sefiales
extracelulares y las ciclinas tipo E promueven la progresion G1 a S (Geng et al.,
2003).

De acuerdo a su similitud con las ciclinas de animales, las ciclinas de plantas tales
como Arabidopsis thaliana, tabaco y arroz, se han clasificado como tipos A, B, C,

D, Hy L (Barroco et al., 2003, Wang et al., 2004).
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En general las ciclinas se distinguen por una secuencia conservada, conocida
como caja de ciclinas, a la que se une la CDK. Dentro de las ciclinas A de
Arabidopsis thaliana se pueden encontrar tres subtipos, CycA1, CycA2 y CycAS;
también existen en Arabidopsis tres subgrupos de ciclinas B (B1 a B3) (Vazquez-
Ramos, J.M., 2006).

Las ciclinas A y B se asocian a los procesos que ocurren entre la fase S y la fase
M. Se ha demostrado mediante cultivos celulares de tabaco, Arabidopsis,
Catharanthus y arroz), que la expresién y acumulacion de los transcritos para las
ciclinas tipo B ocurre en la fase G2 tardia y particularmente en la fase M.

Las ciclinas A y B presentan en su estructura secuencias requeridas para su
degradacion, llamadas cajas de destruccién, las que son fundamentales para que
se dé el recambio de las ciclinas durante el ciclo y se permita la transicion entre
fases.

Las ciclinas D presentan una caracteristica definida, que es la secuencia de los
aminoacidos LXCXE (donde X representa a cualquier aminoacido) en su extremo
amino terminal, por la que se unen a la proteina RB; esta secuencia esta presente
en el extremo amino de las ciclinas D de las plantas y se ha demostrado que se
unen a la proteina RB (Vazquez-Ramos, J.M., 2006).

Al igual que todas las ciclinas, las tipo D deberian ser de una vida media
relativamente corta; sin embargo, la vida media de las diferentes ciclinas D en las
plantas varia; esto podria deberse a que no todas presentan la secuencia de
degradacion tipica, o caja PEST (por la secuencia de aminoacidos presente), y no
existe evidencia de otro tipo de secuencia involucrada en el recambio proteico.

Diversos estudios han mostrado que las ciclinas D de las plantas muestran una
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expresion dependiente del ciclo y responden a la accion de factores de
crecimiento, nutrimentos y hormonas. Por ejemplo, en cultivos celulares de tabaco,
la CycD3 se induce en G1 en cultivos sincronizados. En cultivos celulares de
Arabidopsis la sacarosa, la cual es el metabolito mas importante que se produce
durante la fotosintesis, induce la expresion tanto de CycD2 como de CycD4. En
estos mismos cultivos, la expresion de CycD3 es inducida por la combinacién de la
sacarosa y de la hormona citocinina y en las plantas completas o sus explantes, la
sobreexpresidén de la CycD3 hara a las plantas independientes de la accion de
citocininas para proliferar, lo que implica que el ciclo celular se activa a partir de la
expresién de esta ciclina. Otro tipo de hormonas, los brasinosteroides, también
inducen la expresibn de CycD3, aunque se desconoce el mecanismo de
estimulacién, el cual podria estar ligado a la accidén de otro tipo de hormonas, las
auxinas. Sin embargo, habria que considerar que lo descrito para las ciclinas de
Arabidopsis podria no ser idéntico en otros sistemas vegetales; por ejemplo, en
maiz, la expresién de CycD2 responde a la accion conjunta de las citocininas y la
sacarosa, semejante a como ocurre con CycD3 de Arabidopsis. Adicionalmente,
la expresion de las CycD1, D2 y D4 de maiz se incrementa notablemente por
accion de las auxinas, no asi de las citocininas.

Probablemente los genes de las ciclinas D respondan diferencialmente a diversas
condiciones ambientales y hormonas en cada tejido vegetal y, de una manera

individual, en cada especie vegetal (Vazquez-Ramos, J.M., 2006).

2.6 COMPLEJO CYC-CDK
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La funcién mas relevante del complejo Ciclina-CDK es la fosforilacion de proteinas
blanco, y entre éstas se encuentra la proteina retinoblastoma (pRB, por haberse
hallado originalmente en tumores de retina). La ciclina D se asocia a la proteina
RB mediante una secuencia LXCXE, presente en el extremo amino terminal de las
ciclinas D. El mecanismo por el cual pRB logra detener al ciclo celular, involucra el
“secuestro” del factor transcripcional E2F-DP. La liberacién de E2F-DP es esencial
para la progresion de la fase G1 a S. Al ser blanco de fosforilacion por un complejo
Ciclina D-CDKA, pRB también resulta ser un factor proteico controlado por el
entorno en el que se encuentran las células. En condiciones poco propicias para la
proliferacidén, pRB (asociado a E2F-DP) inhibe el avance del ciclo y las células se
mantienen en G1. Cuando el entorno cambia y las sefales de proliferacion son
fuertes y predominantes, pRB es fosforilada por el complejo Ciclina D-CDKA y de
esta manera se despega del complejo E2F-DP, esto se representa en la figura 4,
lo que permite asi el avance, ya irreversible, hacia la fase S. Este mecanismo es
también un importante punto de control para evitar que las células que van
saliendo de un ciclo anterior, prosigan hacia uno nuevo sin haberse percatado si
las condiciones del entorno son las adecuadas; esto constituye lo que se conoce
como un control tipo checkpoint, o de aduana (Vazquez Ramos, J.M., 2006).

Estos tipos de complejos son importantes no sélo porque le dan inicio y direccion
al ciclo, sino porque también funcionan en el acoplamiento del ciclo con las
condiciones medio-ambientales que determinan la iniciacibn de los eventos

moleculares que permiten la proliferacion.
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Figura 4. Representacion esquematica de la regulacion de la transicién G1-S en
plantas por parte del complejo CycD-CDKA (Dewitte y Murray, 2003).

2.7 INHIBIDORES DE CDKs

La busqueda de proteinas inhibidoras tipo Cip/Kip en plantas ha dado como
resultado la descripcion de al menos 7 diferentes tipos de proteinas con homologia
a p27 de los animales, las que se denominan KRPs (Kinase Regulatory Proteins) o
ICKs (Inhibitor of Cyclin Dependent Kinases). Se ha demostrado que las 7
proteinas son capaces de unirse a las ciclinas tipo D y sélo algunas se unen
directamente a CDKA, inhibiendo su actividad de cinasa. Existe evidencia en
plantas de que la sobreexpresion de ICK1 provoca una reduccién del numero de
células y del crecimiento celular in vivo, alterando la estructura de los tejidos tales
como las hojas, lo que sugiere que ICK1 participa en el control del crecimiento y
desarrollo tisular. De hecho, la sobreexpresion de todos los miembros de la familia
ICK provoca, en mayor o menor medida, cambios en el crecimiento y

morfogénesis tisular (Vazquez-Ramos, J.M., 2006).

2.8 CKS
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Hayles y colaboradores (1986) describieron por primera vez a la proteina p13%“°™

de Schizosaccharomyces pombe, posteriormente se describié un gen ortélogo en
S. cerevisiae; CKS1 (Hadwiger et al., 1989).

CKS fue identificada originalmente como un supresor de mutaciones en Cdk1 de
levaduras de fisibn y gemacion. Experimentos bioquimicos revelaron que esta
supresion refleja la asociacion fisica de CKS1 (S. cerevisiae) y p13°°'* con Cdk1 y
con el complejo activo ciclina-Cdk1.

Aislamientos posteriores de CKS1 y CKS2 de humanos revelaron que estas
proteinas son estructural y funcionalmente conservadas en los eucariotes, y que
se asocian especificamente con Cdk1, Cdk2 y Cdk3. Ahora sabemos, por una
serie de estudios, que tanto CKS como las ciclinas interactuan simultaneamente y
de forma independiente con las Cdks.

¢,Coémo controla CKS la funcion de Cdk? Gran parte de nuestra comprension
acerca de la funcion de CKS se ha dado del analisis de mutantes en levaduras y
de experimentos bioquimicos en extractos de Xenopus laevis (rana). CKS, cuando
se asocia con Cdks, no actua como inhibidor o activador en el sentido clasico, sino
que parece modular la eleccion del sustrato o el grado de fosforilacion. Algunas
mutaciones de CKS1 detienen el ciclo celular en G1, y esto parece reflejar
defectos en la actividad en G1 del complejo ciclina-Cdk1. La eliminacion de CKS1,
ya sea en levaduras o en extractos de Xenopus, también puede dar lugar a
defectos en la entrada, paso y la salida de la mitosis. En general, esto parece
reflejar el hecho de que CKS1 aumenta la fosforilacion de diversos sustratos
mitéticos de Cdk1, incluyendo Cdc25, Weel y componentes del complejo

promotor de la anafase.
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No se conoce de forma precisa cémo CKS1 facilita la fosforilacion por CDK de sus
proteinas blanco, pero es concebible que ciertas proteinas fosforiladas puedan
interactuar con una superficie de union a fosfato en CKS1 y de esta manera las
proteinas blanco son fosforiladas de manera més eficiente.

Por ultimo, la inactivacion de MPF (Factor Promotor de Mitosis) a través de la
destruccioén de la ciclina B es un factor limitante para la salida de la mitosis. Aqui,
CKS1 también desempefa un papel importante ayudando a dirigir a la ciclina B
ubiquitinada al proteasoma para su degradacion, como se ha demostrado en
levaduras de gemacion. (Wade Harper, 2001).

Esta proteina esta altamente conservada en organismos eucariotes a lo largo de la
evolucién. En células de animales se encuentran dos tipos de CKS (denominadas
CKS1 y CKS2), las cuales tienen una alta identidad entre si. En humanos la CKS1
tiene una identidad del 81% con respecto a CKS2.

Mutaciones en el gen que codifica para la proteina p13suci (CKS de S. pombe) o
en el gen que codifica para la CKS1 de humano, detienen el ciclo celular en la fase
G1 o en la fase G2, (Hadwiger et al., 1989) sugiriendo que esta proteina puede
regular puntos criticos del ciclo celular. Al igual que se presenta en células
animales, tanto en Arabidopsis thaliana como en maiz, se han detectado 2 genes
de CKS.

Las CKS se asocian a muchos complejos Ciclina-CDK con una alta especificidad,
lo cual ha sido explotado como una herramienta para purificar CDKs, vy
consecuentemente para determinar con que proteinas estan asociadas en ese

momento.
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CKS también tiene la funcién de actuar como cofactor de Spk2 (E3 ligasa),
presentando a las cajas F el sustrato a degradar via proteasoma, pudiendo
presentar tanto a activadores como inhibidores, un ejemplo de ello puede ser el

inhibidor p27<"" (Merav Slotky, 2005).
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3.0 ANTECEDENTES

Distintos experimentos han indicado que, aunque la divisibn celular no es
necesaria para que ocurra una germinacion visible, el establecimiento del ciclo
celular durante la germinacion es esencial. La germinacién de una semilla tiene
como propésito fundamental la reproduccion de la planta. El proceso de
germinacion implica el despertar de la semilla en estado latente y la reanudacion
de los procesos de desarrollo; esto implica que la semilla contiene, o debe adquirir
prontamente, la memoria bioldgica del programa morfogenético que reproduce a la
planta. Como consecuencia de la entrada de agua, las células de los tejidos de las
semillas se alargan y finalmente se dividen, un proceso que es seguido por la
protrusion de la raiz, evento que define la terminacion del proceso de germinaciéon
(Bewley y Black, 1994).

La germinacién de semillas parece ser un excelente modelo para estudiar el ciclo
celular en plantas. El desarrollo del embrién durante la formacion de la semilla
implica una alta velocidad de proliferacion celular; este proceso puede tomar
varias semanas, después del cual la semilla acumula material de reserva, madura
y pierde agua. Las células en embriones de semillas secas de diferentes especies
tienen mayoritariamente un contenido de DNA 2n (Deltour y Jacgmard, 1974). Al
inicio de la germinacion, las células se encuentran en una fase semejante a GO y
eventualmente entran a la fase G1, la cual puede tener una duracién variable vy,
después de la cual ocurre la sintesis de DNA de tipo replicativo, marcando el inicio

de la fase S. (Baiza et al., 1989).
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Es importante estudiar las fases G1 y S del ciclo celular durante la germinacién,
puesto que es en estas fases donde ocurre un control mas meticuloso en el
avance del ciclo celular. De hecho, se ha observado que la fase G1 puede ser la
mas larga de las fases, ya que la célula debe asegurarse que tiene todo lo
necesario para sobrevivir y es aqui donde ocurren una serie de mecanismos de
verificacion, después de los cuales se compromete a replicar su DNA (De Jesus-

Juarez N., 2008).

3.1 ESTUDIO DE PROTEINAS DEL CICLO CELULAR DURANTE LA
GERMINACION DEL MAIZ: CICLINAS D, CDKA, CDKB Y CKS

Una de las aproximaciones para definir el papel de las proteinas del ciclo celular
en plantas, es el estudio de sus niveles de expresién, de actividad y de asociacidon
con otras proteinas durante un evento de desarrollo particular como es la
germinacion.

Dentro de nuestro grupo de investigacion se ha estudiado el comportamiento de
varias proteinas de maiz que intervienen durante la progresion del ciclo celular, y
que las utilizamos como marcadores del mismo. Entre las proteinas que hemos
estudiado estan PCNA, ciclina D2;1, ciclina D4;1, ciclina D5;1 y D5;2, proteina 1
inhibidora de CDK (KRP1), CDKA. De algunas de ellas hemos definido la
tendencia de sus niveles cuando son influenciadas por diversos agentes externos,
como pueden ser la presencia de hormonas (p.ej. benciladenina, auxinas o acido
abscisico) o bajo preacondicionamiento, sabiendo que este tipo de agentes

pueden afectar la progresién natural del ciclo celular y como consecuencia
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observar algun cambio durante la germinacién de maiz. (Sanchez M. y Vazquez-
Ramos J, 2002), (Quiroz-Figueroa F. y Vazquez-Ramos, 2006), (Gutierrez R., et
al., 2005).

Se ha propuesto que las ciclinas tipo D son de las primeras proteinas que
perciben el ambiente exterior y pueden actuar como sensores de factores de
crecimiento integrando las sefales externas con la maquinaria del ciclo celular
(Sherr y Roberts, 1999). Siendo asi, es natural que la expresion de las ciclinas tipo
D sea activada por factores de crecimiento (Prober y Edgar, 2001, Dewitte et.al.,
2003) que, al unirse a la CDK, hagan progresar el ciclo celular.

La subunidad proteica de CDK (CKS) se propone actia como factor de
acoplamientos que puede influir en las interacciones entre el complejo cinasa y el
sustrato. Interacciones de CKS1 de Arabidopsis, CDKA y CDKB han sido
demostradas en trabajos previos. La expresion de CKS1 esta asociada con células
de divisién asi como con células de endorreduplicacion. (Dewitte et.al., 2003);
aunado a ello, en nuestro laboratorio se ha encontrado, en maiz, interaccion entre
la ciclina D2 y una proteina tipo CDKA mediante ensayos de pull-down, utilizando
p13suci (ortélogo de CKS, Gutiérrez et al., 2005). Debido a la gran afinidad de la
CDK por la CKS, se ha utilizado a esta ultima para realizar ensayos de
cromatografia de afinidad para purificar a la CDK y estudiar con que otras
proteinas se asocia conforme progresa el ciclo celular (Lieven De Veylder, 1997)
por lo cual, uno de los objetivos de este trabajo es determinar los niveles de la
proteina CKS de maiz (ZmCKS) durante la germinacién, asi como estudiar los

niveles de asociacién con las CDKs tipo Ay tipo B.
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4.0 HIPOTESIS

La asociacién de las proteinas ZmCKS-ZmCDKs sera baja en semilla seca, y ésta

se incrementara conforme avance la germinacion.

5.0 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar los niveles de proteina de ZmCKS durante la germinacién y los de

asociacion con las CDKs tipo Ay tipo B durante las primeras 24 h de imbibicion.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Amplificar por PCR el cDNA de la CKS1 de arroz (OsCKS1) y clonarlo en
los vectores de expresion pProEx HTb y pGEX 4T-2.

v Sobreexpresar a CKS1 de arroz (OsCKS1) y purificarla por cromatografia
de afinidad.

v Obtener y caracterizar anticuerpos anti-OsCKS1.
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v Determinar la presencia de CKS durante la germinacién de maiz mediante

ensayos de Western Blot.

v Determinar mediante ensayos de pull-down los niveles de asociacion de

GST-OsCKS1 con CDKA y CDKB de maiz.

6.0 DIAGRAMA DE FLUJO
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7.0 MATERIALES Y METODOS
7.1 MATERIAL BIOLOGICO

7.1.1 SEMILLAS DE MAIiz

Para el estudio se utilizaron semillas de maiz variedad Chalquefio provenientes de
la cosecha 2008, Valle de Chalco, Edo. de México, con una viabilidad > 95%. De
estas semillas se obtuvieron los ejes embrionarios y se guardaron a 4°C hasta su

uso.

7.2 TRATAMIENTO DE EJES EMBRIONARIOS DE MAIZ

Se desinfectaron lotes de 50 ejes embrionarios con NaClO 0.1% de cloro activo
por 30 s. Se lavaron 5 veces por 30 s con agua estéril y se dejaron secar sobre
cajas petri con papel filtro (ambos estériles) por 10 min. Posteriormente se
adicion¢ el buffer de imbibicién (Tris-HCI 50 mM pH 7.6, KCI 50 mM, MgCl; 10 mM
y sacarosa 2%).

La incubacién se llevé a cabo en una estufa regulada a 25 °C durante: 6, 12, 18 y

24 h.

7.2.1 OBTENCION DE EXTRACTO CRUDO PROTEICO DE EJES

EMBRIONARIOS DE MAIZ

Para extraer las proteinas se utilizaron 50 ejes embrionarios en 5 mL de buffer de

extraccion (Tris-HCI 25 mM pH 7.5, MgCl, 15 mM, NaCl 75 mM, KCI 25 mM, EDTA
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5 mM pH 8.0, DTT 1 mM, Triton X-100 0.2%, sacarosa 250 mM, B-glicerofosfato
60 mM, NaF 50 mM, NazVO,200 uM, EGTA 1 mM y una tableta de inhibidores de
proteasas/50 mL de buffer (Roche) en semilla seca y a diferentes tiempos de
imbibicion (6, 12, 18 y 24 h) las células fueron lisadas por friccion mecanica con la
ayuda de un pistilo. Los extractos se centrifugaron a 12000 rpm durante 30 min a 4
°C. Se colect6 el sobrenadante y el pellet y la capa lipidica se eliminaron, la
proteina se cuantificé por el método de Bradford y se almacené a -70°C hasta su

utilizacion.

7.3 OBTENCION DE RNA TOTAL DE CELULAS EN SUSPENSION

DE ARROZ

2.5 mL de células en suspension de arroz (donadas amablemente por la Ing.
Agrénoma Ma. Teresa Olivera Flores), fueron centrifugadas a 3500 rpm durante 3
min, posteriormente se elimin6 el sobrenadante y el paquete celular
(aproximadamente 100 mg), se coloc6 en un mortero previamente enfriado, se
agrego nitrégeno liquido y las células fueron lisadas por friccion mecanica con la
ayuda de un pistilo; después de que la muestra lisada se descongeld,
inmediatamente se agregd 1 mL de Trizol y se procesé de acuerdo a las

indicaciones del proveedor (Invitrogen).

7.4 OBTENCION DEL cDNA DE OsCKS1

La obtencion del cDNA de OsCKS se realizd a partir de una reaccion de

transcripcion reversa utilizando la enzima transcriptasa reversa ThermoScript,
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siguiendo las instrucciones del proveedor (Invitrogen) y utilizando las siguientes
condiciones: 50 ng de RNA total de arroz, el oligonucléotido (0.6 uM) 5°-
aaagcggccgccttgggceagceatctge, incubando a 55 °C durante 1 h. La reaccién se

detuvo calentando la mezcla durante 5 min a 85 °C.

Para amplificar el cDNA de OsCKS1 mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa se utiliz6 el kit AccuPrime™SuperMix Il, de acuerdo a las
instrucciones del proveedor.

se utilizaron 5 uL de la reaccion de transcriptasa reversa con los siguientes
oligonucléotidos disefiados con el programa OligoPerfect Designer de Invitrogen
OsCKS1Fwd 5’-aaaggatccatgggccagatccagtactc 0.6 uM

OsCKS1Rev 5 -aaagcggccgccttgggcagcatctge 0.6 uM

Las condiciones de amplificacién fueron: 30 ciclos

Desnaturalizacion 94 °C 30 s

Alineamiento 60°C 30s

Extension 68 °C 1 min

teniendo como volumen final 50 pL.

El producto de PCR se corrié en un gel de agarosa 1.5%, se corté la banda
correspondiente a 270 pb, se purificé con el kit LLUSTRA™ GFX™ PCR DNA and
Gel Band Purification Kit (GE Healthcare) y se ligé al vector pGEM-T Easy (figura
5) de acuerdo a las instrucciones del proveedor (Promega). Una de las ventajas de
este vector es que permite seleccionar las clonas que contienen el cDNA de

interés ya que incluye un sitio multiple de clonacién y el gen que codifica para la -
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Galactosidasa (Lac 2), por lo que al insertar el cDNA en esta region se altera el
marco de lectura y se pierde la actividad de B-galactosidasa. Con este plasmido
recombinante se transformaron por choque térmico bacterias competentes E. coli
DH5c, se sembraron en cajas petri con medio LB/ampicilina/IPTG/X-Gal y se
incubaron a 37°C, se seleccionaron 5 colonias de color blanco y se tom6 una
asada de estas y se inoculé a un tubo cada una con medio LB/ampicilina, se
incubd a 37 °C/ 12 h a 150 rpm, posteriormente se realizd la extraccion del
plasmido, conforme lo indica el protocolo del sistema Pure LinkQuick Plasmid
Miniprep kit (Invitrogen). Una vez que se obtuvo el pladsmido, se realizd una
reaccion de digestion con las enzimas de restriccion BamH1/Not1 (Invitrogen), con

el fin de liberar el inserto del vector de clonacion pGEM-T Easy.
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Scal 1890 ’2“?3;?' 71
\ 1 start
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Figura 5. Mapa del vector pGEM-T Easy (Promega).

7.5 LIGACION DEL PRODUCTO DE PCR A LOS VECTORES DE

EXPRESION pGEX-4T2 y pProEx HTb

Después de la digestion se hizo una electroforesis en gel de agarosa 1.5%, se
corté la banda de 270 pb y se purificd con el kit ILLUSTRA™ GFX™ PCR DNA
and Gel Band Purification Kit.

9 ng del fragmento liberado del vector pPGEM-T Easy se mezclaron con 54 ng del
vector de expresion pGEX-4T2 (previamente digerido con 1 U de las enzimas de
restriccion BamH1 + Not1). La ligacion se hizo con el kit Ligafast rapid DNA
ligation system (GE healthcare). La figura 6 muestra el mapa del vector pGEX-4T-
2. Con este plasmido recombinante se transformaron células de E. coli BL21-RIL.
La ventaja de usar el plasmido pGEX-4T2 es que facilita la purificacién de
proteinas recombinantes de interés porque codifica para la proteina Glutatién S-
transferasa (GST) de Schistozoma japonicum, a la cual esta fusionada (en este

caso), la proteina OsCKS1.
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Figura 6. Mapa del plasmido pGEX 4T2 (Amersham Pharmacia-Biotech)

Para la ligaciéon del cDNA de OsCKS1 en el vector pPROEX-HTb se realizé lo
mismo que con el plasmido anterior, pero utilizando 50 ng del plasmido pPROEX-
HTb. Este vector codifica para una cola de polihistidinas, lo cual facilita su
posterior purificacion en la resina Ni-NTA, ya que esta cola de polihistidinas se une
fuertemente mediante enlaces de coordinacion del anillo imidazol de las histidinas
al Ni** de dicha resina. La figura 7 muestra el mapa del vector pPROEX-HTb, con
éste vector de expresidbn se transformaron por choque térmico células
competentes E. coli BL21-RIL .

Posteriormente, las células se plaquearon en cajas petri con agar LB + ampicilina

(100 pg/mL), incubando a 37 °C durante 12 h.
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Figura 7. Mapa del plasmido pPROEX HTb (Invitrogen).

7.6 SOBREEXPRESION DE LA PROTEINA OsCKS1

Se tom6 una asada de una colonia aislada y se inocul6 en 3 mL de medio LB
liquido + ampicilina 100 ug/mL, se incubd por 12 h a 37 °C con agitacion de 150
rpm (incubadora Lab Line Environ Shaker). Al término de este tiempo se tomé 1.5
mL de cultivo y se transfiri6 a un matraz de 500 mL de medio LB estéril con
ampicilina 200 pg/mL. Se incub6é a 37 °C hasta alcanzar una DOsgs nm de 0.5 y
entonces se agreg6é IPTG a una concentracion final de 0.6 mM. Se incub6 el
cultivo por otras 2 h mas a la misma temperatura; una vez cumplido el tiempo de
induccion, las células se transfirieron a botellas de centrifuga y se centrifugaron

por 5 min a 6 000 rpm a 4 °C.
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Las células concentradas en el pellet se resuspendieron en 20 mL de Buffer Salino
de Fosfatos (PBS 1X; NaCl 1.368 M, KCI 0.026 M, NazHPO,4 0.1 M, NaH2PO,H-0
0.025 M, Hx0) +Tritdn X-100 0.2%. Posteriormente, las células se sonicaron a 25
Hz por 2 periodos de 59 s (Sonics Vibra Cell, Sonics and Materials INC.), dejando
reposar 15 s entre cada tiempo. Se centrifugé a 12000 rpm por 15 min a 4 °C. La
proteina recombinante y sobreexpresada se localiz6 en la fraccion soluble. Este
procedimiento fue también aplicado para tratar las células transformadas con el

plasmido pPROEX HTb.

7.7 PURIFICACION DE GST-OsCKS1 A TRAVES DE LA

CROMATOGRAFIA EN GLUTATHIONE-SEFAROSE

La proteina quimérica (GST-OsCKS1) se asocia a la resina de “Glutathione
Sepharose”, permitiendo separarla y purificarla en un solo paso cromatografico.

La resina Glutathione Sepharose (1 mL, GE Heathcare), se equilibré con 10 mL de
PBS 1X. Se tomaron los 20 mL del sobrenadante obtenido en el paso anterior, se
filtr6 en poro de 0.45 um (Filtros Millex de Millipore) y se adicionaron a la columna
de glutathione-sepharose, posteriormente se lavé la resina tres veces con 10 mL
de PBS 1X cada vez, para eliminar las proteinas inespecificas; la proteina de
interés se eluyé con 3 mL de Tris-HCI pH 8 + glutatién reducido 10 mM. Se
cuantificé la proteina a 280 nm usando como blanco Tris-HCI pH 8 + glutatién
reducido 10 mM. Para visualizar el perfil de purificacién de OsCKS1 se hizo una
electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes al 14%

utilizando el equipo MiniPROTEAN Tetra Cell (BioRad); después de que el frente
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de corrida llego a 1 cm del final del gel, éste se tifio con solucion de azul de

Coomassie (acido perclorico 30%, azul Coomassie 0.05%).

7.7.1 PURIFICACION DE Hist-OsCKS1 A TRAVES DE LA

CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD EN Ni-NTA

La resina de Ni-NTA (Qiagen, 2 mL), se equilibr6 con 20 mL de PBS 1X, tomando
20 mL del sobrenadante previamente filtrados en poro de 0.45 um que contenia
las proteinas solubles y se adicionaron a la columna. Las proteinas inespecificas
no retenidas en la columna se lavaron con 20 mL de PBS 1X+ NaCl 0.5 M. La
elucion de la proteina retenida se llevd a cabo con solucion de elucion (PBS 1X +
NaCl 0.5 M+ imidazol 0.25 M).

La cuantificacion de la proteina se determin6 a 280 nm utilizando solucién de

eluciéon como blanco. La proteina se almacenéd a -20 °C hasta su uso.

7.8 ESQUEMA DE INMUNIZACION

Para la generacién de los anticuerpos anti OsCKS1 se utilizaron conejos de la
raza Nueva Zelanda, los cuales son muy usados como animales para
investigacion; se les inyecto dosis de proteina recombinante OsCKS1-GST
previamente purificada. Para la primera inyeccién, se le aplicé una cantidad de
200 pg de proteina pura con 200 uL de adyuvante completo de Freund (Sigma-
Aldrich), el cual mejora la inmunogenicidad del antigeno y consiste en una
solucion acuosa con un aceite mineral y un agente dispersante (p. ejemplo el

manoleato). El adyuvante completo de Freund, a diferencia con el incompleto,
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incorpora una suspension de Mycobacterium muertos por calor. En las siguientes
dos dosis, se inyecté una cantidad de 200 ug de proteina pura con 200 pL de
adyuvante incompleto de Freund (Sigma-Aldrich), por via subcutdnea. Para las
dosis posteriores (hasta completar 8 semanas), se inyectaron 200 ug de proteina
en PBS 1X por ganglio popliteo. Para realizar la sangria de cosecha se extrajo la
sangre del conejo por puncién cardiaca hasta blanco. Se colocé la sangre en
tubos falcon de 50 mL, almacenando a 4 °C/4 h y se centrifugaron a 5,000 rpm
por 10 min.

Se separd cuidadosamente el suero y se colocé en tubos falcon. Para clarificar el
suero se centrifug6 a 12000 rpm durante 15 min, posteriormente se recolectd el
suero y se almacené a -20 °C.

Los anticuerpos fueron titulados por inmuno ensayos tipo “Western blot” utilizando
2-5 ug de proteina recombinante y 50 ug/mL de extracto crudo de proteina total de

ejes embrionarios de maiz.

7.9 PURIFICACION DE IgGs DE CONEJO ANTI GST-OsCKS1

La purificacion de las 1gGs se realizé de acuerdo a las instrucciones del kit

Montage Prosep A (Millipore).

7.10 WESTERN BLOT

Después de realizar una electroforesis en gel de poliacrilamida 14% en
condiciones desnaturalizantes de las muestras seleccionadas (extractos crudos de

maiz a 0, 6, 12, 18 y 24 h de imbibicién), las proteinas se transfirieron a una
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membrana de immobilon (Millipore) de la siguiente manera; la membrana se
solvat6 en metanol durante 1 min, luego se enjuagd con 20 mL de agua
desionizada. El gel y la membrana de PVDF se incubaron durante 10 min en el
buffer de electrotransferencia (CAPS 10 mM pH 11). Para la electrotransferencia
semiseca (Multiphor Il, Pharmacia Biotech), se colocaron en el anodo 4 papeles
Whatman 3M del tamafno del gel (9 x 6.5 cm) previamente humedecidos en el
buffer CAPS, se colocé la membrana de immobilon sobre los papeles, encima de
éste el gel de poliacrilamida y finalmente otros 4 papeles Whatman 3M
humedecidos en buffer CAPS; antes de colocar el catodo se eliminaron las
burbujas que se formaron (utilizando un rodillo) y se transfiri6 a 75 mA por minigel
durante 1.5 h.

La membrana se incubd con solucion de bloqueo (PBS 1x, Leche Sveltis marca
Nestle en polvo 5% + Tween 20 0.5%) durante 1 h, pasado este tiempo se agrego
el primer anticuerpo (anti GSTOsCKS1 1:1000) en solucion de bloqueo, dejandose
en agitaciéon durante toda la noche a 4 °C, posteriormente la membrana se lavd
con PBS 1x + Tween 0.5% + NaCl 0.5 M por 15 min tres veces. Se incubd con el
anticuerpo anti-inmunoglobulinas G de conejo conjugado con peroxidasa (Sigma)
en PBS 1x + Tween 20 0.5% + NaCl 0.5 M por 1 h a temperatura ambiente;
después de la incubacién se lavo tres veces con PBS 1x + Tween 0.5% + NaCl 0.5
M tres veces por 15 min.

La identificacién de las proteinas se llevé a cabo con el sistema de “Immobilon

Western” (Millipore).
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7.11 ENSAYO DE COMPETENCIA

El anticuerpo anti-OsCKS1 en una dilucion 1:1000 se incubd a 4 °C por 12 h en
PBS 1X con la proteina recombinante GST-OsCKS1 (50 ug y 90 pg).
Posteriormente, esta mezcla se utiliz6 como primer anticuerpo en el ensayo de

Western Blot, (previamente descrito).

7.12 ENSAYO DE PULL-DOWN

El extracto proteico de ejes embrionarios de maiz (200 ug en 500 uL de buffer A;
Tris-HCI 25 mM pH 7.5, NaCl 125 mM, EDTA 2.5 mM pH 8.0, EGTA 2.5 mM, NaF
2.5 mM, Triton X-100 0.1% v/v) se incub6 durante 12 h a 4 °C con 10 puL de resina
Glutathione sepharose (GE healthcare) conjugada con GST-OsCKS1 (en el equipo
Shaker Rotisserie, Labquake), después de la incubacidn la mezcla se centrifug6 a
3000 rpm durante 30 s, se elimind el sobrenadante y la resina se resuspendié en
500 pL de buffer A, se incub6 durante 10 min a temperatura ambiente en el equipo
ya mencionado, posteriormente se centrifugd a 3000 rpm y se eliminé el
sobrenadante, este paso se repitid6 2 veces mas. La proteina unida a la resina
conjugada con GST-OsCKS1 se despegd agregando 40 uL de buffer de carga
para proteinas (Tris-HCI 50 mM pH 6.8, DTT 100 mM, SDS 2%, glicerol 10%, azul
de bromofenol 0.2 mg/mL) y calentando a 95 °C durante 5 min. Posteriormente las
proteinas se aislaron en una electroforesis desnaturalizante en gel de
poliacrilamida al 14% y posteriormente se transfirieron a una membrana de
immobilon P5® para hacer los ensayos de inmunodeteccién de CDKAs, CDKB1 y

ciclina A1.
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8.0 RESULTADOS
8.1 IDENTIFICACION DE GENES CODIFICANTES DE CKS DE MAIz
EN BANCOS DE DATOS

Al inicio del presente proyecto (Junio del 2008) no se tenia ningun reporte de CKS
de maiz en las bases de datos del genoma de maiz (ZmDB
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/sites/entrez); a la fecha se tienen 26 reportes de cDNAs
de maiz, los cuales provienen de diferentes tejidos de la planta, al realizar el
alineamiento de los aminoéacidos (predichos a partir de los cDNAs con el programa
Translate Tool) y obtener el porcentaje de identidad entre una y otra (Clustal W), nos
podemos dar cuenta de que son dos diferentes CKS en maiz las cuales estan
codificadas por dos genes distintos, por lo cual se nombraron ZmCKS1 y ZmCKS2
(ver figura 8). En hongos como S. pombe y S. cerevisiae, s6lo se encuentra un gen
que codifica para CKS, en organismos multicelulares (por ejemplo, Arabidopsis
thalianay Homo sapiens) se encuentran 2 genes.

La secuencia de las 2 proteinas CKS de maiz (ZmCKS1 vs ZmCKS2,) es muy

parecida, encontrandose una identidad de 85% (ver figura 8 y tabla 2).

ZmCKS1 MGQIQYSEKYFDDTYEYRHVVLPPEVAKLLPKNRLLSENEWRATGVQQSRGWVHYATHRP
ZmCKS2 MEQIQYSEKYYDDTYEYRHVVLPPEVAKLLPRNILLSEKQWRLVGVQQSRGWVHYATHRP

I R B P e e R R R e R
ZmCKS1 EPHIMLFRRPLNFQQOQOQEAAAS—————— 82

ZmCKS2 EPHIMLFRRPINYQQQQEEAAAAHVLPK 88

hkkhkk khkhkkhkhkhkkhkhkeokeokhkkhhk Kk

Figura 8. Comparacioén de las secuencias primarias deducidas de cDNA de ZmCKS1
y ZmCKS2.
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Tabla 2.- Determinacion de identidad entre ZmCKS1 y 2.

SecA Nombre Tam(aa) SecB Nombre Tam(aa)Identidad

1 ZmCKS1 83 2 ZmCKS2 88 85

Cuando se comparan las secuencias primarias de ZmCKS1 y 2 vs OsCKS1, se
puede observar que la ZmCKS1 es 98% idéntica a OsCKS1, mientras que

ZmCKS2, tiene un 81% identidad (ver figura 9 y tabla 3).

OsCKS1 MGQIQYSEKYFDDTYEYRHVVLPPEVAKLLPKNRLLSENEWRAIGVQQSRGWVHYATIHRP 60
ZmCKS1 MGQIQYSEKYFDDTYEYRHVVLPPEVAKLLPKNRLLSENEWRAIGVQQSRGWVHYATIHRP 60
ZmCKS2 MEQIQYSEKYYDDTYEYRHVVLPPEVAKLLPRNILLSEKQWRLVGVQQSRGWVHYATIHRP 60

k Ahkkhkhkhkhkkhkkhoekhkhkhhkhhkhkhkhkhkhhkkhhkhhkhkhhkek  ,hkhkooknk e khkkhkhkkhkk Kk hkkhkhkhhkhxx

OsCKS1 EPHIMLFRRPLNFQQQQOEAAAAAAAQMLPK 90
ZmCKS1 EPHIMLFRRPLNFQQQQEAAAS———————— 82
ZmCKS2 EPHIMLFRRPINYQQQQOEEAAA--AHVLPK 88

hkkhkk khkkhkkhkhkhkkhkkeokokhkkhkhkhkh Kk

Figura 9. Comparacioén de las secuencias primarias deducidas de cDNA de ZmCKS1
y ZmCKS2 Vs OsCKSH1.

Tabla 3.- Determinacion de identidad entre ZmCKS1 y 2 vs OsCKS1.

SecA Nombre Tam(aa) SecB Nombre Tam(aa)Identidad

1 OsCKs1 90 2 ZmCKS1 83 98
1 OsCKs1 90 3 ZmCKS2 88 81
2 ZmCKS1 83 3 ZmCKS2 88 85

El maiz y el arroz son monocotiledéneas, y son muy cercanas en cuanto a la
divergencia evolutiva; cuando se compara la secuencia primaria de CKSs de
monocotiledéneas vs dicotiledoneas, se observa que también estan altamente

conservadas (ver figura 10 y tabla 4).






OsCKS1
ZmCKS1
AtCKS1
GmCKS

VvCKS

AtCKS2
ZmCKS2

OsCKS1
ZmCKS1
AtCKS1
GmCKS

VvCKS

AtCKS2
ZmCKS2

MGOIQYSEKYFDDTYEYRHVVLPPEVAKLLPKNRLLSENEWRATIGVQQSRGWVHYATHRP
MGOIQYSEKYFDDTYEYRHVVLPPEVAKLLPKNRLLSENEWRATIGVQQSRGWVHYATHRP
MGOIQYSEKYFDDTFEYRHVVLPPEVAKLLPKNRLLSENEWRATIGVQQSRGWVHYAVHRP
MGOIQYSEKYFDDTYEYRHVVLPPEVAKLLPKNRLLSENEWRATIGVQQSRGWVHYATHRP
MGOIQYSEKYFDDTYEYRHVVLPPEVAKLLOKNRLLSENEWRATIGVQQSRGWVHYATHRP
MGOIQYSDKYFDDTFEYRHVVLPPEVAKLLPKNRILSESEWRATIGVQQSRGWVHYATHRP

MEQIQYSEKYYDDTYEYRHVVLPPEVAKLLPRNILLSEKQWRLVGVQOSRGWVHYATIHRP

* *****:**:***:*************** :* :***.:** :************:***
EPHIMLFRRPLNFQQQQEAAAAAAAQMLPK————— 90
EPHIMLFRRPLNFQQQQEAAAS————————————— 32
EPHIMLFRRPLNYQQQQEN——QAQ-NMLVK————— 87
EPHIMLFRRPLNYQQQQEN——QAQQSMLVK————— 88
EPHIMLFRRPLNYQQQQEN——QAQQGLLAK————— 88
EPHIMLFRRPLNYQQEHQA——————— QIAK————— 83
EPHIMLFRRPINYQQQQEE——AAAAHVLPK————— 88

KhkAhkAhkhkhkhkkhhkeokhkokhkhooo

Figura 10. Comparacién de las secuencias primarias deducidos de cDNA de
monocotileddneas vs dicotiledoneas. Os (Oriza sativa), Zm (Zea mays 1y 2), At

(Arabidopsis thaliana 1y 2), Gm (Glycine max)y Vv (Vitis Vinifera).

Tabla 4. Porcentaje de ldentidad de CKSs de monocotiledoneas vs dicotiledéneas.

SecA Nombre Tam(aa) SecB Nombre Tam(aa)Identidad

1 OsCKs1 90 2 ZmCKS1 83 98
1 OsCKs1 90 3 ZmCKS2 88 81
1 OsCKs1 90 4 AtCKSl 90 90
1 OsCKs1 90 5 AtCKS2 90 86
1 OsCKs1 90 6 VvCKS 90 89
1 OsCKs1 90 7 GmCKS 91 92
2 ZmCKsS1 83 3 ZmCKS2 88 85
2 ZmCKS1 83 4 AtCKS1 90 91
2 ZmCKS1 83 5 AtCKS2 90 86
2 ZmCKS1 83 6 VvCKS 90 92
2 ZmCKS1 83 7 GmCKS 91 93
3 ZmCKS2 88 4 AtCKS1 90 78
3 ZmCKS2 88 5 AtCKS2 90 75
3 ZmCKS2 88 6 VvCKS 90 78
3 ZmCKS2 88 7 GmCKS 91 79
4 AtCKs1 90 5 AtCKS2 90 86
4 AtCKs1 90 6 VvCKS 90 93
4 AtCKs1 90 7 GmCKS 91 96
5 AtCKS2 90 6 VvCKS 90 85
5 AtCKS2 90 7 GmCKS 91 86
6 VvCKS 90 7 GmCKS 91 95
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En la figura 11 se observa la relacion mas estrecha entre la CKS1 de maiz con
CKS1 de arroz, en comparacién con la CKS2 de maiz, (ambas monocotileddneas),
estas proteinas se encuentran mas alejadas evolutivamente hablando a CKS de
dicotiledéneas como lo son Arabidopsis, Glycine maxy Vitis vinifera.

En este tipo de arboles la longitud de las ramas representa el grado de divergencia

entre las secuencias.

— 0sCks1

mCks1

— {mCks2
AtCks?

——Wilks
——fitCks1
—— GmCks

Figura 11. Arbol filogenético obtenido con el programa ClustaW?2 de
ZmCKS 1y 2, OsCKS1, AtCKS1y 2, VvCKS y GmCKS.

Cuando se comparan las secuencias de CKS1 y 2 de maiz con las CKS1 y 2 de
humano, podemos observar que la identidad entre las CKS de estos organismos
tan divergentes evolutivamente, también estd altamente conservada. En la figura
12 se puede observar que el porcentaje de identidad entre las CKS1 y 2 de maiz
vs CKS1 y 2 de humano esta por arriba del 56% (ver tabla 5). Debido a la
identidad que se comparte entre CKSs de maiz vs humano, esto se puede
explotar debido a que existen anticuerpos comerciales (Santa Cruz biotechnology)
que estan disponibles y que se utilizaron en el presente trabajo para validar a los

anticuerpos que se obtuvieron contra la CKS de arroz.
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HsCKS2
HsCKS1
ZmCKS1
ZmCKS2

HsCKS2
HsCKS1
ZmCKS1
ZmCKS2

MAHKQIYYSDKYFDEHYEYRHVMLPRELSKQVPKTHLMSEEEWRRLGVQOSLGWVHYMIH
MSHKQIYYSDKYDDEEFEYRHVMLPKDIAKLVPKTHLMSESEWRNLGVQOSQGWVHYMIH

——-MGOIQYSEKYEFDDTYEYRHVVLPPEVAKLLPKNRLLSENEWRAIGVOQOSRGWVHYATIH
——-MEQIQYSEKYYDDTYEYRHVVLPPEVAKLLPRNILLSEKQWRLVGVQQOSRGWVHYATIH
* x **:** *: :*****:** :::* :*:. *:**.:** :***** Kk kKK Kk
EPEPHILLFRRPLPKDOQOK——————————— 79
EPEPHILLFRRPLPKKPKK——————————— 79
RPEPHIMLFRRPLNFQOOQEAAAS—————— 82

RPEPHIMLFRRPINYQQQQEEAAAAHVLPK 88

KAk Kk ke hkkhkkkhko .

Figura 12. Comparacién de las secuencias primarias deducidas de cDNAs de

ZmCKS1, ZmCKS2, HsCKS1 HsCKS2.

Tabla 5.- Determinacion de identidad entre ZmCKS1 y 2 vs HsCKS1 y 2.

SecA Nombre Tam(aa) SecB Nombre Tam(aa)Identidad

1 ZmCKsS1 83 2 ZmCKS2 88 85
1 ZmCKsS1 83 3 HsCKS2 79 64
1 ZmCKS1 83 4 HsCKs1 79 60
2 ZmCKS2 88 3 HsCKS2 79 59
2 ZmCKS2 88 4 HsCKsS1 79 56
3 HsCKS2 79 4 HsCKS1 79 81

8.2 AMPLIFICACION DEL cDNA DE OsCKS1

A partir de la secuencia de cDNA de OsCKS1, obtenida de la base de datos del

National Center for Biotechnology Information (GenBank: AY583319.1) se

disefiaron oligonucléotidos especificos con el programa OligoPerfect Design de

Invitrogen (figura 13).
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5-atgggccagatccagtactccgagaagtacttcgacgacacctacgagtacaggcacgtegtecttccg

ccggaggtcgecaagcetectccccaagaategectictctccgagaacgagtggegegegatcggagtg

cagcagagccgegggtgggtgcactacgegatccaccggeccggagecgeacatcatgetgticecgecg

cccgctcaactticcagcagcagcaggaggceagecgeggetgcageggegecagatgetgeccaagtga-3
v OSCKS1Fwd 5 aaaggatccatgggccagatccagtactcc

v OSCKS1Rev 5 aaagcggccgccttgggcagcatctge

Figura 13. Secuencia nucleotidica del cDNA codificante de la CKS de arroz y
oligonucléotidos utilizados para amplificar dicha secuencia.

8.3 CALIDAD E INTEGRIDAD DEL RNA TOTAL DE ARROZ

El RNA total de arroz (figura 14) se obtuvo como se describe en material y
métodos, y a partir de éste se realizé la reaccién de transcripcion reversa.

La integridad del RNA se comprobd al efectuar una electroforesis en gel de
agarosa, visualizando las bandas del RNA ribosomal (figura 14, carril 2) .La pureza
se determind por espectrofotometria Agso/Azso NM teniendo un valor muy cercano
a 2 y la concentracion se determind considerando 1 unidad Agsy de ssRNA= 40
ug/mL. Para tener una buena calidad, este valor debe oscilar entre 1.8-2.0

unidades. Este resultado nos indica la buena calidad de nuestro RNA.
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1000 pb = '
650 pb e

400 pb m—
200 pb™—

100 Pb m—

Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa 1.5% de RNA total de arroz a partir de
2.5 mL de células en suspension de arroz (aproximadamente 25 mg en peso
fresco. Carril 1- marcadores, carril 2- 10 ug de RNA.

8.4 OBTENCION Y AMPLIFICACION DEL cDNA DE OsCKS1 POR
PCR Y LIGACION EN LOS VECTORES DE EXPRESION pGEX 4T2

Y pProEx HTb

El cDNA DE OsCKS1 se amplificé por PCR y la banda del tamano esperado (270
pb, ver figura 15) se purific6 como se describe en materiales y métodos. El
producto de PCR fue ligado al vector de clonacién pGEM-T Easy de acuerdo a las
instrucciones del proveedor (Promega). Posteriormente se realizd Ia
transformacion por choque térmico en células competentes E. coli DH5a. A las
células transformadas se les extrajo plasmido y posteriormente éste se digirié con

las enzimas de restriccion BamH1/Not1 (ver material y en métodos), se hizo una
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electroforesis en gel de agarosa 1.5% y la banda de 270 pb (cortada del gel) se
purificé con el kit ILLUSTRA™ GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE

Healthcare, figura 16)

650 pb m—

400 pb m—
300 phm—

200 phym— ‘ ¢ 270 pb

100 pb m—

Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa 1.5%.
Carril 1- marcadores de DNA, carril 2- amplificacion del cDNA de OsCKS1 por
PCR.
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270 pb

Figura 16. Electroforesis en gel de agarosa 1.5%.
Carril 1- marcadores de DNA, carril 2- purificacién con kit ILLUSTRA™ GFX™
PCR DNA and Gel Band Purification Kit.
El inserto se mezcld con los vectores pGEX 4T2 y pProEx HTb (por separado),
efectuandose la reaccién de ligacion y posteriormente se efectué la transformacién
de células competentes E. coli BL21-RIL. Se extrajeron los plasmidos y se
mandaron a secuenciar tanto en direccion 5-3° como 3°-5 utilizando los
oligonucleotidos OsCKS1Fwd y OsCKS1Rev respectivamente. El resultado
obtenido de la secuenciacién (no mostrado), indica que se cloné la secuencia del
cDNA de OsCKS reportada en el banco de datos del genoma de arroz en marco
de lectura, paralelamente a esto, se realiz6 una digestién del plasmido pGEX 4T2
con las enzimas de restriccion BamH1/Not1. El producto de la digestidén se aplic6 a

una electroforesis en gel de agarosa 1.5% y se visualizaron tanto la banda
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correspondiente al vector, como la de la banda de 270 pb, tamafo esperado de la

OsCKS1 (figura 17).

P
300 pb 270 pb

Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa 1.5%. Carril 1. Marcadores de pb
Carril 2. Digestion del plasmido pGEX 4T-2 con las enzimas de restriccion BamH1
y Not1.

8.5 SOBREEXPRESION Y PURIFICACION DE LAS PROTEINAS

RECOMBINANTES GST-OsCKS1 e Hist-OsCKS1

Una vez que se comprobé la induccion de las proteinas recombinantes, éstas se
purificaron mediante cromatografia de afinidad. Los carriles 8, 9 y 10 de las figuras
18 y 19 muestran la purificacion de OsCKS1 fusionada a GST (36 KDa, Figura 18)
y purificacion de OsCKS1 con cola de histidinas (15 KDa, Figura 19). En el perfil
de sobreexpresion de las proteinas recombinantes OsCKS1-GST y OsCKS-1-Hist
se observa claramente la diferencia con las células no inducidas (carril 2 en figura
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18 y 19 respectivamente). También se observa que la mejor purificacién se
obtiene con la resina de gtlutation-sefarosa, ya que no se observan proteinas
contaminantes en el paso de elucién, debido a ello y a partir de este punto, el
trabajo se continué Unicamente con la proteina fusionada a Glutation S-

Transferasa (GST).

2 3 4 5 7 8 9 10
ge—
.
- o
20 KD —
37 KDa - s — <«——36 KDa
B —
—
25 KD .

20 KD pGEX 4T-2

15 KD

10 KDa gy

Figura 18. Purificacion de OsCKS1-GST en una resina de Glutathione Sepharose.
Las proteinas obtenidas de los diferentes pasos de purificaciéon fueron aisladas en
una electroforesis en gel de poliacrilamida 14% vy tefidas con azul Coomassie.
Carril 2- extracto crudo de células transformadas sin inducir, carril 3- extracto
crudo de células transformadas e inducidas con IPTG, carriles 4 y 5- fraccidon
proteica no adsorbida a la resina, carril 7- lavado con PBS 1X, carriles 8, 9 y 10-
elucion de proteinas adsorbidas a la resina con glutation reducido.
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Figura 19. Purificacién de Hist-OsCKS1-GST en una resina de Ni-NTA. Las
proteinas obtenidas de los diferentes pasos de purificacion fueron aisladas en una
electroforesis en gel de poliacrilamida 14% y tefidas con azul Coomassie. Carril
2- sin inducir, carril 3- proteina Inducida con IPTG, carril 4- fraccion no adsorbida,

carril 6- lavado con PBS 1X, carriles 8, 9 y 10- elucién de Hist-OsCKS1 con

imidazol 0.25 M.

Se diseid un esquema de inmunizacién donde se inocularon dos conejos de la
raza Nueva Zelanda. Ambos conejos se inmunizaron con proteina pura GST-
OsCKS1. Para la primera dosis se prepard una emulsién con 200 uL de adyuvante
completo de Freund (Sigma Aldrich) y 200 ug de proteina para cada conejo por via
subcutanea. Para la siguiente muestra se preparé una emulsion 1:1 con adyuvante
incompleto de Freund (Sigma Aldrich). En las siguientes dosis se inyectaron 200
uL (1ug/ul), sin adyuvante, por ganglio popliteo, esperando obtener una mejor
respuesta inmunolégica, esto se realizé una vez por semana hasta completar los 2
meses de tratamiento.

Se hizo una sangria de prueba para ver si habia un titulo adecuado de

anticuerpos, obteniéndose resultados positivos (figura 20).
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37 KDa

= 25 KDa

Figura 20. Inmunodeteccién de OsCKS1 (10 ug) con el anticuerpo anti GST-
OsCKS. Carril 1- dilucién 1:1000, carril 2- 1:750, carril 3- 1:500, Ac 2° 1:20000.

8.6 VALIDACION DEL ANTICUERPO anti-GSTOsCKS1

La validacion del anticuerpo anti-GSTOsCKS1; se realiz6 efectuando un ensayo
de competencia, donde el anticuerpo anti GSTOsCKS1 en una dilucion 1:1000 se
incubd 12 h con la proteina recombinante OsCKS1 (50 ug) y se llevé a un volumen
de 100 puL con PBS 1X. Esta solucion se utilizd como primer anticuerpo para la

realizacion del ensayo tipo Western Blot para observar el efecto de competencia

(figura 21).
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Figura 21. Validacion del anticuerpo anti GSTOsCKS1. A; Utilizando el anticuerpo
anti OsCKS1. B; Anticuerpo dirigido contra CKS1/2 de Homo sapiens, C. Igual que
que A, pero preincubando 12 h con 50 ug de GST-OsCKS1. Carril 1- extracto
crudo de ejes embrionarios de maiz de 24 h de imbibicion, carril 2- proteina
recombinante OsCKS1.

Con este ensayo de competencia (figura 21 C), nos podemos dar cuenta que el
anticuerpo generado en los conejos reconoce tanto a la proteina OsCKS1 como a
ZmCKS. Tenemos como controles tanto al anticuerpo comercial anti HsCKS1/2
(figura 21 B) y al anticuerpo generado anti OsCKS1 (figura 21 A), pero esta sin
incubacion con antigeno. Al preincubar el anticuerpo con el antigeno y realizar el

ensayo de Western Blot no se detecta ninguna senal en las placas de revelado, ya
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que este anticuerpo tiene sus sitios de reconocimiento ocupados con la proteina
recombinante.

8.7 INMUNORRECONOCIMIENTO DE ZmCKSs CON

ANTICUERPOS ANTI OsCKS1

Después de haber validado el anticuerpo anti OsCKS1, se procedié a estudiar
mediante ensayos de Western Blot el nivel de presencia de ZmCKSs. En la figura
22 A se tiene una electroforesis en condiciones desnaturalizantes en gel de
poliacrilamida al 14%, teniendo extractos crudos de maiz imbibidos a diferentes
tiempos. En la figura 22 B se puede observar mediante un ensayo de Western
Blot, que el anticuerpo reconoce una banda de aproximadamente 11 KDa
(ZmCKS1 y 2 tienen un peso molecular predicho con el programa ProtParam tool
(http://www.expasy.ch/tools/protparam.html) de; 10.4 y 10.6 kDa respectivamente).
ZmCKS 1/2 se encuentra en semilla seca, mostrando una disminucion a las 6 h de
imbibicién, teniendo posteriormente un incremento gradual para llegar a un
maximo a las 18 h, disminuyendo ligeramente a las 24 h de imbibicién. El
inmunoreconocimiento de ZmCKS con el anticuerpo OsCKS1 era de esperarse,
debido a su alta identidad (arriba del 81%), lo cual nos hace ver que en este tipo
de ensayos se pueden usar para detectar proteinas homélogas en organismos
diferentes de aquellos de donde se obtuvo la proteina antigénica, tanto de
mamiferos como de plantas, debido a que son proteinas muy conservadas a lo
largo de la evolucion. Ademas de tener una estimacion visual del control de carga
en todos los carriles (ver figura 22A), se utilizé el anticuerpo anti ZmCDKA

(desarrollado en nuestro laboratorio) para realizar la inmunodeteccién con este, ya
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que resultados previos mostraron que la cantidad de ZmCDKA no varia durante la
germinacion (manuscrito en preparacion), lo cual también observamos en una

membrana con el mismo control de cargado (ver figura 22C).

Horas de imbibicion
AOh ~ 6h 12h 18h 24h

Horas de imbibicion
Oh 6h 12h 18h 24h

B

15 KDa
10 KDa
Horas de imbibicién
Oh 6h 12h 18h 24h
C = 37 KDa
=== 34 KDa

Figura 22. Inmunodeteccion de ZmCKS con el anticuerpo OsCKS1
(A) Electroforesis de extractos crudos de maiz (50 pg) a diferentes tiempos de
imbibicion en gel de poliacrilamida 14% tefido con azul de coomassie.
(B) Western Blot antiOsCKS1 Ac. 12 1:1000, Ac. 2° 1:7500. (C) Western blot
AntiCDKA (Control de carga).
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8.7.1 INMUNORRECONOCIMIENTO DE ZmCKS CON
ANTICUERPOS ANTI CKS 1Y 2 DE HUMANO

Para tener una herramienta mas en la identificacion de ZmCKS se decidié hacer el
inmunoreconocimiento con el anticuerpo comercial dirigido contra las CKS1 y 2 de
humano (Santa Cruz Biotechnology). El Anticuerpo anti CKS 1/2 de humano
reconocié de manera especifica una banda de aproximadamente 11 kDa, en un
patrén semejante al que se obtuvo utilizando el anticuerpo anti-OsCKS1 (figura

23B).

Horas de imbibicion
AOh 6h 12h 18h_24h

Horas de imbibicién
BOh 6h 12h 18h 24h

15 KDa
10 KDa
Figura 23. Inmunodeteccion de ZmCKS con anticuerpos antiCKS 1y 2 de
humano. (A). Electroforesis de extractos crudos de maiz (50 ug) a diferentes
tiempos de imbibicidn en gel de poliacrilamida 14% tefido con azul de Coomassie.

(B) Western Blot AntiHsCKS1/2 (Santa Cruz) Ac 12 1:2000 Ac 22 1:20000.
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8.8 ENSAYOS DE PULL-DOWN DE CDKs

Uno de los principales objetivos del presente trabajo consistié en utilizar a GST-
OsCKS1 como “anzuelo” para aislar CDKs, por lo cual, después de haber
conjugado GST-OsCKS1 a la resina de glutathione-sepharose e incubarla con los
extractos proteicos de ejes embrionarios de maiz como se indica en materiales y
métodos, se procedié a determinar si esta resina de afinidad podia unir a las CDKs
tipo A y/o tipo B y a Ciclina A1. En figura 24A se observa la membrana PVDF
tefiida con rojo de ponceau, la cual nos sirve como patrén de cargado. En las
figuras 24B y 24C se observa que, tanto CDKs tipo A como tipo B
respectivamente, provenientes de extractos crudos de maiz, se asocian a GST-
OsCKS1 y que el nivel de asociacion (cantidad de CDK asociada a GST-
OsCKS1), no varia significativamente durante las primeras 24 h de imbibicion;
aunado a ello, se puede observar que la ciclina A se encuentra presente en los
complejos de CDKs y que el nivel de asociacidon de esta no varia durante las
primeras 24 h de imbibicion de los ejes embrionarios (figura 24D).

Este resultado sugiere fuertemente que la hipétesis propuesta no es aceptable ya
que los niveles observados, tanto de la asociacion a CDKA y B, asi como a ciclina
A1 no presenta una variacion notable durante las primeras 24 h de imbibicién., sin
embargo, algo que resulta muy interesante, y ahora factible de hacer, consistira en
determinar la actividad de cinasa en las fracciones que se obtienen del ensayo de

pull-down.
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Horas de imbibicion
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Horas de imbibicion

0 6 12 18 24 PM

Figura 24. Ensayo de pull-down de CDKA (B), CDKB1 (C) y Ciclina A1 (D). 200 ug
de extracto crudo de maiz de 0, 6, 12, 18 y 24 h imbibicién fueron incubados con
10 uL de Glutathione sepharose conjugada con GST-OsCKS1. La
inmunodeteccién de CDKA se efectu6 con el anticuerpo anti-CDKA (1:1000)
desarrollado en nuestro grupo de trabajo y la inmundeteccién de CDKB1 se
efectud con el anticuerpo anti CDKB1 (1:1000, donado amablemente por Masaaki
Umeda) y Ciclina A1 (1:5000, desarrollado también en nuestro grupo), (A)
membrana de immobilon-P tefida con rojo de ponceau. C+: Extracto crudo de
yema floral de Arabidopsis thaliana donada amablemente por el M.C. Gregorio
Orozco de la Facultad de Quimica, UNAM.
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9.0 ANALISIS DE RESULTADOS Y DISCUSION

Un homologo de CKS en plantas, AtCKS1, se ha aislado a través del uso de un
sistema de dos hibridos utilizando AtCDC2a como anzuelo (De Veylder et al.,
1997b). El gen AtCKS1 es funcional en levaduras, y el producto del gen se asocia
con CDKA y B de Arabidopsis in vivo (en levadura) e in vitro. En el andlisis de
hibridacion in situ (Jacgmard et al., 1999) se revela aun mas que AtCKS1, junto
con AtCDC2a y AtCDC2b, es fuertemente transcrita en tejidos en divisién activa, lo
que sugiere que estas proteinas pueden interactuar también en las plantas. La
expresion de AtCKS1 en una serie de tejidos poliploides, donde los transcritos de
AtCDC2a y AtCDC2b estan presentes en niveles muy bajos o estan ausentes
(Jacgmard et al., 1999), indica que AtCKS1 puede desempefiar un papel en el
endociclo. Es concebible que AtCKS1 sea necesaria para el funcionamiento de
una CDK aun no identificada en Arabidopsis, presumiblemente una que esta

involucrada en el proceso de la endorreduplicacion (Mironov et al., 1999).

Al inicio de este trabajo no se tenia ningun reporte de CKS en maiz, por lo cual se
inicio el presente trabajo clonando el cDNA de la CKS de arroz, considerando que
el arroz y maiz son monocotiledéneas y que proteinas con funciones esenciales
tiene una identidad muy alta entre estos sistemas (por ejemplo, la DNA polimerasa
delta tiene una identidad mayor al 90% (maiz vs arroz), Garcia et al., 2006). Se
generaron anticuerpos anti OsCKS1 con la confianza de que iban a reconocer a
ZmCKS. A la fecha se han reportado 26 secuencias de cDNAs completos de

CKSs de maiz en la base de datos del NCBI; al hacer la traduccién de las mismas
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se observan 2 proteinas diferentes (ver figura 8), a las cuales nombramos
ZmCKS1 y ZmCKS2. Cuando se compara la secuencia primaria de estas
proteinas, se observa que tienen una identidad de 85%. Aunque a la fecha los 3
reportes de cDNAs de CKS de arroz liberados en el banco de datos del NCBI
coinciden en una sola proteina, no seria de sorprender que pronto se reporte la
presencia de una segunda CKS de arroz, ya que todos los sistemas eucariotes
multicelulares estudiados hasta ahora presentan 2 genes diferentes. Actualmente
poco se sabe de las funciones diferenciales de una y otra en plantas y, debido a
que tienen una alta identidad en cuanto a secuencia primaria, es casi imposible
diferenciarlas por ensayos de Western Blot; por lo tanto, lo que se visualiza en los
ensayos de Western blot es (muy probablemente), la suma de la presencia de
ambas proteinas. Cuando se comparan las secuencias de las CKSs de maiz con
otras CKSs de plantas tanto monocotiledéneas como dicotiledéneas, se puede
observar que las CKSs son muy conservadas, observandose una identidad mayor
a 78% con plantas dicotiledéneas. ZmCKS 1 y 2 tienen una identidad por arriba
del 56% con respecto a las HsCKS 1 y 2 de humano, lo que permitié utilizar
exitosamente los anticuerpos comerciales anti CKS 1 y 2 de humano, que
reconocieron en los extractos proteicos de ejes embrionarios de maiz una banda
de aproximadamente 11 kDa, el tamario esperado.

La proteina ZmCKS se encuentra en ejes embrionarios de semilla seca
presentando una disminucion a las 6 h para posteriormente aumentar
gradualmente hasta las 18 h de imbibicidn, presentando una disminucién a las 24
h de imbibicién. La presencia de CKS en semilla seca podria deberse a que la

proteina tuvo una funcionalidad durante la maduracién de la semilla y/o a que se
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sintetiz6 durante dicha etapa para la utilizacién inmediata durante el inicio de la
germinacion.

Otro de los objetivos del presente trabajo consistié en clonar y sobreexpresar a
GST-OsCKS1 con el fin de inmovilizarla a una resina de glutathione-sepharose,
para posteriormente determinar si es que las CDKs tipo A y/o tipo B se le asocian.
El resultado obtenido (figura 24) muestra que tanto las CDKs tipo A como la
CDKB1 se asocian y el nivel de asociacion no varia significativamente durante las
primeras 24 h de imbibicidén. Se sabe que los niveles de la proteina CDKA no
varian durante el ciclo celular; sin embargo, el nivel de las CDKB1 si varia, siendo
el nivel muy bajo en la fase G1 y teniendo un maximo en la transicién G2/M. La
cantidad de CDKB1 asociada a CKS durante la germinacién de maiz, al igual que
con la CDKA, no varia significativamente, lo cual se podria explicar debido a que
el eje embrionario es un organismo cuyos tejidos tienen células que estan en
diferente estadio del ciclo celular. Aunado a y en concordancia con lo anterior, se
puede observar el patrén de expresidon de la ciclina A1, proteina que se presenta
principalmente en las fases S y G2 y tampoco varia durante dicho periodo, por lo
tanto la hipdtesis propuesta no puede ser aceptada hasta medir los niveles de

asociacion con CDKs.
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10.0 CONCLUSIONES

v CKS es una proteina muy conservada a lo largo de la evolucion.

v ZmCKS se encuentra presente en semilla seca, teniendo un incremento
hacia las 18 h de imbibicidn, decayendo a las 24 h.

v OsCKS1 recombinante une tanto a CDKA como a CDKB1 y a Ciclina A a lo
largo de la germinacion.

v El anticuerpo generado en este trabajo servird como una herramienta en la
deteccidbn de posibles interacciones de CDKs con otras proteinas
involucradas en el ciclo celular, proporcionando con esto una alternativa

mas para futuros ensayos.

11.0 PERSPECTIVAS

Inmovilizar a OsCKS1-GST en la resina de glutathione-sepharose para estudiar la
asociacion de CDK con proteinas que participan en el ciclo celular.

Medir los niveles de asociacibn CKS-CDKs y CKS-Ciclina A1 a lo largo de la
germinacion, esto mediante ensayos de inmunoprecipitacion utilizando el
anticuerpo anti-CDKA, y posterior a esto un ensayo de inmunorreconocimiento con
el anticuerpo anti-CKS, esperando con esto un incremento en los niveles de

asociacion CDK-CKS.
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