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. RESUMEN

Las ciclinas son proteinas que, asociadas a CDKs (Cyclin Dependent Kinases), tienen un
papel fundamental en el control del ciclo celular; cuando se unen forman complejos
activos que permiten la progresion del ciclo celular. Las ciclinas tipo D son importantes
en la percepcién de sefiales mitogénicas externas y en el control de la fase G1.

Se encontré que en el genoma de maiz existen al menos 17 genes que codifican
para ciclinas tipo D, los cuales estan distribuidos en los grupos D1 — D7 descritos
previamente en otras plantas. El andlisis de sus secuencias proteicas confirma la
existencia de dominios caracteristicos de ciclinas.

También se observaron similitudes en organizacion gendémica con sus genes
ortélogos de Arabidopsis y arroz, la mayoria de los cuales tienen una estructura de 6
exones y 5 intrones.

Finalmente, se estudiaron los niveles de transcrito de dichos genes en semillas en
germinacion, en condiciones normales y en presencia de hormonas, asi como en
diferentes tejidos (mesocotilo, puntas de raiz y primera hoja) de plantulas de una
semana. Se detecto la presencia de 15 de las 17 ciclinas en semillas en germinacion y al
menos en uno de los tejidos probados. Casi todas las ciclinas detectadas muestran
patrones de acumulacion de mRNA en semillas embebidas por 24 horas. La mayoria
estd presente en los 3 tejidos probados, aunque en mayor cantidad en raiz;
interesantemente, Zeama;CycD3;1a tiene mayores niveles de transcrito en tejidos con
menor proliferacién que raiz. Los niveles de transcrito no variaron en gran medida con la
adicién de auxinas y citocininas al medio de imbibicién de las semillas; por el contrario, la

adicién de acido abscisico disminuy6 la expresion de casi la mitad de las ciclinas.



ABREVIATURAS

aa
ABA
Arath
BA
BLAST
CDK
CKI
CKS
Cyc
CycD
FW

IAA

JA
MRNA
nt
Orysa
pb
Phypa
Pro-DKin
RNA
RT-PCR

RV
UTR
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Acido abscisico
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Basic Local Alignment Search Tool
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Inhibidor de CDK
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Acido ribonucleico
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[Il. INTRODUCCION

[ll.I El Maiz (Zea mays)
El maiz es una de las plantas de mayor importancia cultural y comercial en el mundo.
Constituye uno de los tres cereales, junto con el arroz y el trigo, de mayor produccion
mundial y mayor area de cultivo (Tabla 1).

Tablal. Estadisticas de la produccion mundial de maiz, trigo y

arroz (Datos de 2009 de la FAO, ONU).

Area cultivada Produccién de maiz  Rendimiento
Pais de maiz (ha) (Mmt) (Mt/ha)
Mundial 159,531,007 817,110,509 5.12
E.U.A. 32,209,277 333,010,910 10.34
China 30,478,998 163,118,097 5.35
Brasil 13,791,219 51,232,447 3.71
India 8,400,000 17,300,000 2.06
México 7,200,000 20,202,600 2.81
Argentina 2,337,175 13,121,380 5.61
Area cultivada Produccién de trigo  Rendimiento
Pais de trigo (ha) (Mt) (Mt/ha)
Mundial 225,437,694 681,915,838 3.02
China 24,210,075 114,950,296 4.75
India 28,400,000 80,680,000 2.84
Rusia 26,632,900 61,739,750 2.32
E.U.A. 20,181,081 60,314,290 2.99
Australia 13,507,000 21,656,000 1.6
Francia 5,146,600 38,324,700 7.45
Area cultivada Produccién de arroz  Rendimiento
Pais de arroz (ha) (Mt) (Mt/ha)
Mundial 161,420,743 678,688,289 4.2
India 44,100,000 131,274,000 2.98
China 29,932,292 197,257,175 6.59
Indonesia 12,883,576 64,398,890 5
Bangladesh 11,500,000 45,075,000 3.92
Tailandia 10,963,126 31,462,886 2.87
Viet Nam 7,440,100 38,895,500 5.23

El desarrollo de las culturas mesoamericanas esta intimamente ligado a la
domesticacién del maiz. Asi como el maiz necesit6 la intervencion del ser humano para
desarrollarse, también los antiguos pobladores necesitaron de la planta para sobrevivir.

La idea de que los hombres fueron creados a partir del maiz reforz6 esta union.



El maiz tuvo su centro de origen en Mesoamérica. Los registros fosiles més
antiguos datan de hace 8700 afios y se encontraron en el valle del rio Balsas en México
(Piperno et al., 2009). La teoria méas aceptada acerca del origen del maiz implica varias
etapas de domesticacion a partir de una planta muy distinta en su morfologia, pero muy
cercana en su informacion genética, el teosinte (Zea mays ssp. parviglumis).

Ademas de su importancia y diversidad en la alimentacion humana, el maiz forma
parte de la alimentacion animal por si mismo o como ingrediente en la composicién de
piensos para aves, cerdos y vacas. Por otra parte, las hojas de maiz, una vez separada
la mazorca, son utilizados como forraje (Paliwal et al., 2001). El maiz también se utiliza
en la fabricacion de otros productos como biocombustible (etanol), aceite comestible,
almidon, jarabe, dextrosa y jarabe de alta fructosa.

El maiz ha sido utilizado como organismo modelo en estudios bioldgicos,
bioguimicos y genéticos. El ejemplo mas notable es el de Barbara McClintock (Premio
Nobel 1983 en Fisiologia y Medicina), quien confirmé su teoria de recombinacion
genética por entrecruzamiento de los cromosomas durante la meiosis y descubrio la
transposicion genética utilizando maiz como modelo de estudio. Por otra parte, ha sido
importante en el estudio de las propiedades de los telébmeros, el silenciamiento
epigenético y el origen del nucléolo. Otros estudios han sido fructiferos en el area de
evolucion y domesticacion, un ejemplo de esto son las cruzas entre maiz y teosinte.
También se han utilizado mutantes de maiz para definir genes importantes en ciclo

celular y desarrollo de inflorescencia (Coe, 2001; Candela y Hake, 2008).

lll.I.I. Morfologia y fisiologia del maiz
El maiz es una planta herbacea, monocotiledénea y anual de la familia de las poéaceas,
anteriormente llamadas gramineas (Tabla 2). La planta estd compuesta mayoritariamente
por tejido foliar; las hojas forman una vaina larga arrollada intimamente al tallo, del cual
nacen 2 6 3 espigas 0 mazorcas envueltas en espatas. En cada mazorca existen filas de
granos, cuyo numero puede variar de 8 a 30 y su color desde amarillo claro hasta verde
pardo. En el extremo del tallo se encuentran pequefias inflorescencias con flores
masculinas que se vuelven secas y pardas cuando se dispersa el polen (Paliwal et al.,
2001).

Mientras que la mayoria de las gramineas tiene flores bisexuales, en el maiz

existe una separacion fisica entre las flores masculinas y femeninas, lo cual permite la



polinizacion cruzada. Gracias a la distribucion de sus hojas, el maiz es capaz de

aprovechar la luz del sol mejor que otras gramineas.

Tabla 2. Clasificacion taxondémica del maiz segun la base
de datos de plantas del Departamento de Agricultura de
Estados Unidos (USDA).

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Superdivision | Spermatophyta
Divisiéon Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Subclase Commelinidae
Orden Cyperales
Familia Poaceae
Género Zea
Especie Zea mays

La semilla madura (cariopsis) de maiz esta constituida por el pericarpio, el
endospermo y el embrién (Figura 1). El pericarpio es la capa externa del grano y se
deriva de la pared del ovario, por lo que es genéticamente idéntico a la planta madre. El
embrién y el endospermo estan rodeados y sujetados por el pericarpio. El endospermo y
el embrién contienen material genético proveniente del padre y de la madre, por lo que
representan al individuo de la siguiente generacion. El endospermo representa alrededor
del 85 % del peso de la semilla y es la fuente de energia que nutre al embridén por varios
dias durante la germinacion; se almacena en el grano en forma de granulos
intracelulares de almidén y como cuerpos proteicos. La capa mas externa del
endospermo consiste de una capa de células especializadas llamada aleurona; durante
la germinacion, las giberelinas producidas en el embrién permiten que las células de la
aleurona liberen amilasas para hidrolizar el almidén y proveer de azlcares, los cuales
son requeridos para iniciar el crecimiento. El embrion se encuentra en el lado del grano
que da hacia la mazorca. El eje embrionario esta constituido en su parte basal por la
radicula, que dara origen a la raiz primaria, y en su parte apical por la plumula, que dara
origen al tallo. La plumula comprende cinco o seis pequefios internodos y lleva lo que
sera una hoja en cada nodo. El escutelo surge del primer nodo y da lugar al cotiledén, el
cual digiere y absorbe el endospermo en las primeras etapas del crecimiento. El

coleoptilo surge del segundo nodo y deriva en una cubierta protectora para la plumula. El



primer internodo de la columna del tallo (entre el nodo escutelar y el nodo coleoptilar) es
llamado mesocotilo, el cual se alarga rapidamente durante la germinacion permitiendo
gue el coleoptilo (conteniendo las primeras hojas) se eleve hacia la superficie de la tierra.
La radicula esta protegida por una estructura de vaina llamada coleorriza. Ademas de la
raiz primaria, usualmente surgen dos 0 mas raices adventicias en la base del primer
internodo del tallo (Vincent, 2002).

Figura 1. Secciones verticales de un grano maduro de maiz dentado visto de frente (1) y de lado
(2). a) Cubierta del estilo, b) pericarpio, c) aleurona, d) endospermo, e) escutelo, f) capa glandular
del escutelo, g) coleoptilo, h) brote de plimula y hojas embrionarias, i) primer inernodo, )
primordio de raiz adventicia, k) nodo escutelar, ) radicula (raiz primaria embrionaria), m)
coleorriza, n) células conductoras basales del endospermo, 0) capa de abscision, p) pedunculo.
Tomado de Vincent, 2002.

[.I.LI. Germinacién de maiz
Puesto que la germinacién se ha estudiado desde distintos enfoques, se han generado
distintos conceptos para definirla. Para la agronomia, la germinacién culmina cuando la
plantula emerge de la superficie del suelo; para la fisiologia vegetal, la germinacion
termina cuando protruye la radicula, ain cuando no haya comenzado la divisién celular
ya que el crecimiento temprano de las células radiculares se debe a la elongacién inicial.



De hecho, se ha observado que hay semillas que pueden desarrollar protrusion de la
radicula sin ser semillas viables.

Desde un punto de vista mas molecular, la germinacion requiere restablecer
condiciones aptas para el reinicio de la proliferacion celular; es por ello que en nuestro
grupo de trabajo hemos adoptado una definicion de germinacion en la cual una serie de
procesos bioquimicos y moleculares comienzan con la entrada de agua a la semilla y

culminan con la conclusion de la primera ronda de un ciclo celular exitoso.

A
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Figura 2. Fases de la germinacién de semillas en relacién con la toma de agua

La Unica condicion que se requiere para el establecimiento de la germinacion en
semillas ortodoxas es la entrada de agua (Mayer y Poljakoff, 1975). Este proceso consta
de tres fases llamadas comunmente como fases de hidratacién, germinacion y
crecimiento (Figura 2). La Fase | es rapida, mecéanica e independiente del estado
metabdlico de la semilla, incluso ocurre en semillas muertas; se producen rupturas en las
membranas internas por el cambio estructural de los lipidos de la membrana debido a las
fuerzas de hidratacion de los tejidos embrionarios, de las paredes celulares y de los
organelos. Al reactivarse secuencialmente sus funciones; comienza la sintesis de
proteinas a partir de mMRNA preexistente y la sintesis de nuevos mRNAs, tRNAs y rRNAs;
el incremento en la absorcion de agua también estd acompafado de un aumento

proporcional en la actividad respiratoria (Ching, 1972). La fase Il es lenta y acompafa los



procesos metabolicos descritos anteriormente; durante esta fase se observa una
reduccion casi total en la entrada de agua a la semilla, se disminuyen los procesos
reparativos y se incrementa el nimero de mitocondrias, comienza la replicacion de DNA
y normalmente en esta fase comienza la protrusion de la radicula. La fase Ill se
considera como un evento tardio; es una fase rapida que se relaciona con el proceso de
elongacion celular previo a la division celular y ya hay movilizacién de reservas de la
semilla; en esta fase comienza el crecimiento de la planta, por lo tanto depende también
de factores externos como la temperatura (Bewley y Black, 1994; Osborne, 1983).

La emergencia de la radicula se debe inicialmente a la elongacién celular y
posteriormente a la proliferacion celular. Durante la germinacién ocurre el crecimiento de
las células y su posterior division. Para que las células puedan dividirse y asi formar
parte de los tejidos que constituyen una planta madura, deben ocurrir una serie de pasos
que se conocen como ciclo celular. Se ha reportado que durante la maduracién de las
semillas, la mayoria de las células del embrién quedan detenidas en la fase G1 del ciclo
celular (Deltour y Jacgmard, 1974, Masubelele et al., 2005). La sintesis replicativa
nuclear del DNA en embriones de maiz comienza entre las 12 y 15 horas de imbibicion,
teniendo un maximo de actividad después de las 30 horas (Vazquez-Ramos y Osborne,
1986; Georgieva et al., 1991).

ll.1.1l. El genoma de maiz
La disponibilidad de la secuencia del genoma de maiz ha permitido estudiar familias
génicas de una manera mas amplia. En 2005, el Proyecto de Secuenciacion del Genoma
de Maiz comenz6 la secuenciacion de la variedad B73 basandose en clonas de fésmidos
y BACs derivados de la integracion de un mapa fisico y genético (Wei et al. 2007, 2009) y
de comparaciones con un mapa optico (Zhou et al. 2009). En 2008 se completé la
primera version del genoma de maiz, la cual ha estado actualizandose gracias a la
disponibilidad de datos nuevos (Schnable et al. 2009). La pagina web del Proyecto de
Secuenciacion del Genoma de Maiz (maizesequence.org) permite obtener bastante
informacion acerca del genoma.

El genoma de maiz consta de 10 cromosomas y tiene un tamafio mediano (2500
Mb), similar al del genoma humano. Es de un tamafio mayor al de Arabidopsis y arroz,
pero es pequefio en comparacién con el genoma de trigo (15000 Mb) y de lilidceas
(Lilium longiflorum, 90000 Mb). Se han predicho alrededor de 32 000 genes presentes en



el genoma de maiz, el cual estd compuesto en su gran mayoria (85%) por cientos de
familias de transposones, responsables de la amplificacion de fragmentos génicos
(Schnable et al., 2009).

El genoma de maiz ha experimentado varias rondas de duplicacion, incluyendo
aguella del ancestro paleopoliploide hace alrededor de 70 millones de afios (Paterson et
al., 2004) y un evento adicional de duplicacion de genoma completo hace unos 5 - 12
millones de afios (Blanc y Wolfe, 2004), la cual distingue al maiz de su pariente mas
cercano cuyo genoma se conoce, el sorgo 6 Sorghum bicolor (Paterson et al., 2009). El
tamafio del genoma de maiz se ha expandido hasta 2,3 gigabases durante los ultimos 3
millones de afios debido a la proliferacion de retrotransposones (San Miguel et al.,
1998); de hecho, la abundancia de retrotransposones en plantas fue descubierta en maiz
(Kumar y Bennetzen, 1999). Aunque el 89 % del genoma de maiz muestra sintenia con
los genomas de arroz y sorgo, solo alrededor de 30 % de los genes de maiz tienen
ortélogos en dichas plantas debido a mdltiples eventos de pérdida individual de genes
(Schnable et al., 2009).

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

El ciclo celular es una serie de eventos ordenados que conducen a la proliferacion
celular, la cual es necesaria para la culminacion de la germinacion de la semilla y el
establecimiento de la plantula; es decir, la formacién de un nuevo organismo, y debe
coordinarse de manera continua con la diferenciacién celular durante el crecimiento de la
planta.

La division celular esta controlada por la progresion del ciclo celular, el cual consta
de cuatro fases: la interfase post-mitética (G1), la fase de sintesis de DNA (S), la fase
post-sintética (G2) y la fase mitética (M) (Figura 3). Existen 3 puntos de control
principales en la progresion del ciclo: 1) en la transicion G1-S la célula registra que el
entorno sea favorable para comenzar a dividirse, 2) en la transicion G2-M la célula
examina que la sintesis de DNA ha concluido correctamente y que no han ocurrido dafios
en el DNA sintetizado, y 3) en la transicion metafase-anafase, dentro de la fase M, la

célula verifica que todos los cromosomas estén unidos correctamente a los microtubulos



del huso mitdtico y estén alineados en el plano de metafase. Durante la mitosis la célula
se divide, posteriormente cada una de las células hijas comienza un nuevo ciclo.

La maquinaria basica encargada del progreso y regulacion del ciclo celular esta
comprendida, como en otros organismos eucariotes, por cinasas dependientes de ciclina
(CDKs) que, junto con diferentes ciclinas (Cyc), forman complejos CDK-Cyc encargados
de fosforilar una gran variedad de sustratos en los puntos de control G1-S y G2-M (Pines,
1995; Huntley y Murray, 1999), conduciendo al inicio de la replicacion del DNA y la
mitosis, respectivamente. La subunidad catalitca CDK es la encargada del
reconocimiento del motivo blanco de fosforilacion presente en la proteina sustrato,
mientras que la subunidad reguladora Cyc juega el papel de discriminar distintas
proteinas como sustratos (Jackman et al., 2003; Inzé y De Veylder, 2006).

Punto de con
La célt

Decisién de volver 9 l
a entrar en | |
el ciclo celular

Decision de salir 7

del ciclo celular G2 Punto de control G2/M

La célula examina la sintesis

y el dano del DNA

Figura 3. Representacion gréafica del ciclo celular, indicando cada una de sus fases y puntos de
control (Klug y Cummings, 1999).

Los estudios sobre ciclo celular en plantas han involucrado fundamentalmente
especies dicotiledéneas, principalmente Arabidopsis thaliana. Se conoce muy poco sobre
la regulacion del ciclo celular en monocotiledéneas aunque el trabajo en arroz y maiz se
ha enriquecido desde la publicacion de la secuencia de sus genomas.

En el genoma de Arabidopsis se han identificado mas de 90 genes que regulan la
progresion del ciclo celular, los cuales pertenecen a siete familias génicas: CDK, Cyc,
CKS, CKI, E2F/DP, RB y Wee, siendo las familias de CDKs y ciclinas las que



comprenden mas genes (Vandepoele et al., 2002; Wang et al., 2004; Torres-Acosta et
al., 2004; Menges et al., 2005). Por su cercania filogenética con genes ortélogos de otras
especies, las ciclinas de Arabidopsis se han clasificado en los tipos A, B, C,D, H, L, T, P,
SDS y J18, mientras que las CDKs se han clasificado en los tipos A, B, C, D, E, F, Gy
CKL (por CDK-like) (Wang et al., 2004; Menges et al., 2005). Asi mismo, en el genoma
de arroz se han identificado 90 genes pertenecientes a dichas familias génicas, que
podrian estar involucradas en el control de su ciclo celular (La et al., 2006; Guo et al.,
2007).

Para que se lleve a cabo el proceso de germinacién y la reanudacion del
desarrollo, se requiere que la division celular sea reactivada. En Arabidopsis, se
distinguen cuatro fases de activacion del ciclo celular durante germinacion: en la fase |, la
expansion celular dirige el cecimiento del embrion; en la fase Il se activa la division
celular en el &pice de la raiz y posteriormente protruye la radicula; en la fase Ill se activa
la proliferacion en los cotiledones y en el meristemo apical del tallo, y culmina con la
emergencia de los cotiledones; finalmente, en la fase IV terminan las divisiones mitoticas
y comienza la formacion de primordios de hoja y de raices laterales (Masubelele et al.,
2005).

El grupo de trabajo del Dr. Vazquez-Ramos de la Facultad de Quimica de la
UNAM ha estado involucrado en estudios del ciclo celular en maiz, particularmente
durante el proceso de germinacion de la semilla (Gutiérrez et al., 2005; Quiroz-Figueroa y
Vazquez-Ramos, 2006; Lara-Nufez et al., 2008). En los ultimos afios se han dirigido los
esfuerzos a caracterizar ciclinas D, debido a que, como reguladoras fundamentales de la
fase G1 del ciclo, creemos que tienen una importancia fundamental en el establecimiento

y avance de la germinacion de semillas.

lILILI Ciclinas
Las ciclinas son proteinas que se acumulan en momentos especificos del ciclo celular y
luego son degradadas rapidamente. Se sabe que juegan un papel critico en el control de
la progresion del ciclo celular en eucariotes puesto que regulan la actividad de las CDKs.
La mayor parte de los organismos cuenta con diferentes grupos de ciclinas, las
cuales tienen funciones especializadas. Por ejemplo, en células animales las ciclinas tipo
B estan implicadas en la entrada a mitosis (Minshull et al., 1989) mientras que las ciclinas

tipo D tienen un rol especial en la reentrada al ciclo celular en respuesta a sefales



extracelulares (Sherr, 1994) y las ciclinas tipo E promueven la entrada a fase S (Geng et
al., 2003). En el genoma humano se han identificado al menos 22 ciclinas, que han sido
divididas en 13 tipos: A, B, C, D, E, F, G, H, I, K, L, Ty UNG2 de acuerdo a similitud en
secuencia y funcién (Nakamura et al., 1995).

De acuerdo a su similitud con las ciclinas de animales, las ciclinas de plantas se
han clasificado como tipos A, B, C, D, F, H, L, P, T, SDS y J18. Las ciclinas tipo C y J18
s6lo se han encontrado en Arabidopsis y las ciclinas tipo F s6lo se han encontrado en
arroz (Barroco et al., 2003, Wang et al., 2004; La et al., 2006).

El analisis de la familia de ciclinas en el genoma completo de arroz mostré6 que
esta especie contiene 49 genes de ciclinas, las cuales se agrupan en 9 tipos: A, B, D, F,
SDS, H, L, Py T, siendo el tipo D el gue comprende un mayor nimero de ciclinas con 14
miembros (La et al., 2006).

Las ciclinas tipo A y B son conocidas como ciclinas mit6ticas y participan en la
transicion G2-M (Burssens et al., 2000b), ambos tipos de ciclinas comprenden mas
miembros en plantas que en animales y se ha sugerido que en plantas tienen funciones
mas diversas. Por ejemplo, la ciclina Nicta;CycA3;2 de tabaco cumple con la funcion de
ciclina E en animales y la ciclina Medsa; CycA2;2 de alfalfa se expresa en todas las fases
del ciclo celular (Yu et al., 2003; Roudier et al., 2000). Las ciclinas tipo D se expresan
mayoritariamente en G1 y algunas funcionan como mediadores de los estimulos internos
con los estimulos ambientales para conducir la divisién celular (Riou-Khamlichi et al.,
1999). Las ciclinas tipo F son especificas de monocotiledéneas y estan relacionadas
filogenéticamente con las ciclinas tipo A, B y D, por lo que se ha sugerido que cumplen
funciones similares, sin embargo aun no se les atribuye una funcion fisiologica (La et al.,
2006). Las ciclinas tipo H tienen la funcion de subunidad reguladora de las CAKs
(cinasas activadoras de CDKSs), las cuales controlan positivamente la actividad de cinasa
de las CDKs (Yamaguchi et al., 2000; Shimotohno et al., 2006). Las ciclinas tipo P estan
relacionadas con la ciclina PHO80 de Saccharomyces cerevisiae, la cual esta
involucrada en la sefializacion de fosfato, y se ha postulado que integran el ciclo celular
con el estado nutricional de la célula (Torres-Acosta et al., 2004). Adicionalmente se han
identificado otros tipos de ciclinas, con un 20 — 30 % de identidad al resto de las ciclinas,
que han sido poco caracterizadas: la ciclina CycJ18 de Arabidopsis es capaz de
complementar ciclinas G1 de Saccharomyces cerevisiae, mientras que la ciclina SDS es

especifica de meiosis (Abrahams et al., 2001; Azumi et al., 2002)



Mediante el andlisis del genoma completo de Arabidopsis se identificaron diez
genes de ciclinas tipo D, los cuales se clasifican en seis grupos (Oakenfull et al., 2002;
Vandepoele et al., 2002). De ellas, Arath;CycD2 y Arath;CycD3 son las ciclinas méas
estudiadas (De Veylder et al., 1999; Riou-Khamlichi et al., 1999; Cockcroft et al., 2000;
Swaminatan et al., 2000; Dewitte et al., 2003).

Las plantas poseen menos tipos de ciclinas que los animales, pero la mayoria de
esos tipos comprende mas miembros. Por ejemplo, en Arabidopsis existen 10 diferentes
genes de ciclinas tipo D y en arroz existen 14 genes (Renaudin et al., 1996; Vandepoele
et al., 2002; Wang et al., 2004), mientras que en células de humano solo existen 3 genes
(Sherr, 1995). Es probable que existan rutas reguladoras de la division celular
especificas de plantas.

No es clara la razon de la existencia de tantas ciclinas tipo D, aunque se puede
especular que cada una tiene un tiempo especifico de accion, o bien un tejido especifico
o principal de accién; es posible que cada una sea activada o reprimida por sefales
intra/extracelulares especificas pero también existe la posibilidad de que tengan

funciones redundantes.

[I.11.1.I Ciclinas tipo D
Las ciclinas tipo D tienen una funcién especial en el control de la reentrada al ciclo celular
al percibir sefiales externas y del desarrollo y acoplarlas a las sefiales de proliferacién
(Inzé y De Veylder, 2006).

En animales, las ciclinas tipo D forman complejos con actividad de cinasa con
CDK4 y CDKB6, los cuales fosforilan a la proteina retinoblastoma (pRB) e inactivan la
funciébn de supresor de ésta sobre el factor de transcripcion E2F, permitiendo la
progresion de G1 hacia S (Harbour y Dean, 2000). Las sefales mitogénicas regulan, a
niveles transcripcional y traduccional, a los complejos CDK-CycD y controlan la
estabilidad de las proteinas y el ensamblaje e importe de los complejos hacia el nucleo
(Sherr y Roberts, 2004). Subsecuentemente, los complejos activos de CDK-CycD
promueven la progresion de la fase G1 a S para llevar a cabo la proliferacion celular.

Estudios recientes han revelado que en plantas se encuentra un patron similar al
de la via ciclinas/pRB presente en animales (Grafi et al. 1996, Xie et al. 1996; Ramirez-
Parra et al., 1999). Las ciclinas tipo D controlan la ruta en la que estan involucrados la

proteina retinoblastoma (RB, en animales) o proteinas parecidas a RB (RBR, en plantas)



y los factores de transcripcion E2F/DP (Figura 4). En células que no estan en division, el
factor E2F/DP esta unido a la proteina RBR, la cual recluta desacetilasas de histonas
que impiden la expresion de algunos genes. Cuando RBR es fosforilada por los
complejos CycD-CDK se libera el complejo E2F/DP, que funciona como activador
transcripcional permitiendo la expresion de genes requeridos para la transicion de la fase
G1 a S (Dyson, 1998; Sekine et al., 1999; Uemukai et al., 2005; Inzé y De Veylder, 2006).
Las ciclinas D de plantas muestran una baja similitud en su secuencia proteica cuando se
comparan con las de animales, sin embargo comparten atributos claves como su

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

Transcription OFF

E2F target genes

———p Transcription ON

E2F target genes

Figura 4. Modelo general de la regulacion en la interfase G1-S de ciclo celular en eucariotes
(Oakentfull et al., 2002).

La transcripcién de los genes blanco de E2F esta blogueada en GO por la union de RBR al
dimero E2F-DP; cuando el complejo CYCD-CDK polifosforila a RBR, en la fase G1, se libera
E2F permitiendo la expresion de genes de fase S y la progresion del ciclo celular



Las secuencias proteicas de las ciclinas tipo D de plantas, al igual que las de otros
eucariotes, muestran una misma organizacion estructural tipica (Figura 5), con una
region conservada de 250 aminoacidos que es llamada centro de ciclina, el cual consiste
de dos dominios llamados amino (N) terminal y carboxilo (C) terminal (Nugent, 1991;
Wang et al., 2004; La et al., 2006; Menges et al., 2007). El dominio amino terminal tiene
una longitud aproximada de 130 aminoacidos y dentro de esta region se encuentra la
secuencia conservada de ocho aminoéacidos llamada caja ciclina, que sirve como sitio de
unién a CDK. El dominio carboxilo terminal esta presente en muchas pero no en todas
las ciclinas, lo que sugiere que provee una funcion especifica o adicional, pero quiza no
critica. Otra caracteristica de las ciclinas es la presencia del motivo LXCXE de unién a la
proteina RB, el cual se encuentra cercano al extremo N terminal y esta presente en casi
todas las secuencias de ciclinas tipo D. Algunas ciclinas tipo D de plantas también
poseen cajas PEST que permiten su degradacién por ubiquitinacion; sin embargo
ninguna de las cuatro CycDs reportadas de maiz cuenta con esta secuencia.
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Figura 5. Representacion esquematica de los dominios caracteristicos de ciclinas tipo D.

= | Dominio ciclina-N-terminal, IID] Dominio ciclina-C-terminal, = Caja ciclina, H LxCxE.
Escala en numero de amino&cidos. Modificado de Bravo-Alberto y Buendia-Monreal, 2008.

La funcion de las ciclinas tipo D en la reactivacion del ciclo celular durante
germinacion ha sido poco estudiada. En Arabidopsis, la transcripcion de las ciclinas tipo
D se dispara en diferentes momentos de la germinacion, siendo las ciclinas CycD3;2,
CycD3;3 y CycD4;1 las que son activadas mas tempranamente; la protrusion de la
radicula se promueve en plantas que sobreexpresan estas ciclinas y se retrasa en
aguellas plantas que las tienen mutadas, lo cual no ocurre con ciclinas activadas
tardiamente como CycD3;1 (Masubelele et al., 2005).

En el genoma humano sélo existen 3 genes que codifican ciclinas tipo D., sin
embargo esta familia génica se ha diversificado en plantas. Las ciclinas tipo D de plantas
se han clasificado en 7 grupos (D1-D7) de acuerdo a analisis filogenéticos realizados con
miembros de esta familia génica presentes en varias especies de plantas. El genoma de
Arabidopsis contiene 10 genes y el de arroz contiene 14 genes que codifican ciclinas tipo



D, teniendo al menos un gen dentro de cada uno de los 7 grupos (Wang et al., 2004; La
et al., 2006). En maiz s6lo se han reportado 4 genes que codifican ciclinas D (Quiroz-
Figueroa y Vazquez-Ramos, 2006) pero no se ha realizado una busqueda de genes de
esta familia en el genoma completo.

Existe un acuerdo para la nomenclatura de ciclinas de plantas, definido por
Renaudin et al., (1996): el nombre formal de cada gen esta dado por la especie y la clase
o tipo al que pertenece asi como el nUmero de miembro, y debe seguir las siguientes
reglas:

e La notacion de la especie debe estar en la forma de la abreviatura de Swissprot,
por ejemplo, Arabidopsis thaliana = Arath, Zea mays = Zeama.
e La clase o tipo de ciclina estd definida por su homologia con las ciclinas

reportadas en animales. Por ejemplo, ciclinas tipo A, B 6 D.

e En plantas se reconocen 7 grupos de ciclinas D, llamados CycD1 — CycD?7,
definidos también por homologia en secuencia.
e El nimero de miembro distingue multiples genes dentro de un mismo grupo.
e El nombre del gen debe seguir la forma:
Especie-Cyc-Clase o tipo-Grupo-Num. de miembro, por ejemplo, Arath; CycD1;1
e Se permite la introducciéon de subgrupos para secuencias con alto porcentaje de
homologia o funciones equivalentes. El subgrupo debe estar indicado por una letra

minuscula al final del nombre.

lII.1Il. Hormonas vegetales

Las fitohormonas u hormonas vegetales son moléculas sefal que las plantas producen
en concentraciones muy bajas y que regulan su crecimiento y metabolismo. Cada célula
es capaz de producir dichas hormonas y éstas pueden ser transportadas a otros tejidos a
través del tejido vascular. Existen distintos tipos de fitohormonas; cada uno de ellos tiene
un efecto fisiologico distinto y se requiere en un lugar y tiempo especifico en el desarrollo
de una planta. Los tipos de fitohormonas mas estudiados son las giberelinas, auxinas,
citocininas, etileno y el acido abscisico (ABA) (Figura 6).

Las auxinas fueron la primera clase de reguladores de crecimiento descubierta;

constituyen uno de los factores principales en la integracion de la division celular con la



diferenciacion celular, favorecen la elongacion celular alterando la plasticidad de la pared
celular, promueven la iniciacion de la raiz y el desarrollo de raices laterales y adventicias
(De Veylder et al., 2007). También promueven la dominancia apical inhibiendo la
formacion de brotes laterales. Su distribucion diferencial en tejidos se debe a la actividad
de diferentes transportadores de auxinas (Petrasek y Friml, 2009). La auxina mas comun

en las plantas es el 4cido indolacético (IAA).
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Figura 6. Los cinco grupos de fitohormonas mejor estudiados. Se muestra un ejemplo de auxina
(acido indol acético, IAA), citocinina (benziladenina, BA), acido abscisico (ABA), giberelina (A1) y
etileno.

Las citocininas fueron originalmente aisladas de células de levadura y fueron
llamadas cininas (Miller et al., 1956). Promueven la division celular, retardan el
envejecimiento de tejidos y regulan el transporte de auxinas a lo largo de la planta (Van
Staden, 1983). La relacion auxinas/citocininas afecta una gran variedad de procesos en
el crecimiento de la planta, muchas veces actuando en sinergismo. En presencia de
auxinas se estimula la formacién de tallos, raices y frutos. En contraste con las auxinas,
las citocininas estimulan el crecimiento de brotes laterales inhibiendo el crecimiento
apical.

Las giberelinas fueron descubiertas como compuestos producidos por el hongo
Gibberella fujikuroi que ocasionaban crecimiento anormal en plantas de arroz. Durante la
germinacion se producen giberelinas que son transportadas a la aleurona, donde inducen

enzimas hidroliticas permitiendo la movilizacion de reservas. También promueven



division celular y floracion y revierten el efecto de ABA en la induccion de dormancia y la
inhibicion del crecimiento del tallo (Tsai et al., 1997).

El acido abscisico (ABA) debe su nombre a que fue descubierto como un
compuesto que se encuentra en altas concentraciones en hojas recién caidas (de
reciente abscisidn). Se produce principalmente en hojas expuestas a stress y se asocia
con la inhibicion del crecimiento y la induccion de la dormancia (Feurtado et al., 2004).
Los niveles de ABA aumentan durante la embriogénesis y disminuyen durante la
germinacion y el crecimiento temprano; cuando la planta comienza a producir tallo y
hojas, los niveles de ABA se incrementan de nuevo. También previene el estrés hidrico
provocando el cierre de estomas (Yan et al., 2007).

El etileno se forma a partir de la metionina en el ciclo de Yang, el cual ocurre en
todas las células. Es el responsable de la maduracién de frutos climatéricos (tomate,
manzana, aguacate, etc) y de otros tejidos como las hojas, tallos y flores. También
acelera la senescencia de los tejidos vegetales, estimula la germinacion de semillas y
esta asociado con todas las situaciones de stress de la planta (temperaturas extremas,
heridas, patégenos).

Ademéas de estos cinco tipos de hormonas, existen otros reguladores del
crecimiento vegetal como los brasinoesteroides, el &cido jasmaénico, el acido salicilico, el

oxido nitrico, las estrigolactonas y las poliaminas.

[II.III.I. Efecto de algunas fitohormonas sobre la expresion de genes de ciclo

celular
En la naturaleza, las plantas estdn expuestas constantemente a cambios ambientales a
los cuales deben adaptarse para sobrevivir y producir una progenie sana.

La percepcion de sefales de stress bidtico y abidtico activa cascadas de
sefalizacion que catalizan flujos i6nicos, cascadas de fosforilacion, generacion de
especies reactivas de oxigeno y acumulacion de hormonas antimitogénicas como ABA y
acido jasmonico (JA).

En células BY-2 de tabaco (Nicotiana tabacum), la aplicacién de JA y ABA antes
de la transicion G1-S inhibe la sintesis de DNA manteniendo las células en fase G1.
Cuando JA es aplicado durante la fase S, la entrada a mitosis se inhibe; dicho efecto no
se observa con la aplicacion de ABA (Swiatek et al., 2002).



El ABA es considerado un inhibidor de crecimiento en respuesta a factores de
estrés como sequia (Cutler et al., 2010). La adicion de ABA a callos embriogénicos de
maiz inhibe la progresion a fase S (Dudits et al., 2011); en hojas de alfalfa, la actividad de
CDK es reprimida por ABA, incluso en presencia de auxina y citocinina (Mészéaros et al.,
2000). En contraparte, ABA activa distintos KRPs en Arabidopsis y alfalfa (Wang et al.,
2008; Pettko-Szandtner et al., 2006).

Por otra parte existe evidencia de regulacién positiva de division celular por
algunas fitohormonas. La aplicacidbn exdgena de citocininas en cultivos celulares de
Arabidopsis ocasiona la acumulacién de transcritos de ciclina Al (Burssens et al.,
2000b) y Ciclina D3 (Riou-Khamlichi et al., 2000). La expresion constitutiva de CycD3 fue
capaz de inducir formacion de callos en ausencia de citocininas, lo cual sugiere que la
induccion de ciclo celular por citocininas involucra un aumento en la expresion de CycD3,
aumento que es dependiente de la presencia de sacarosa (Riou-Khamlichi et al., 1999);
sin embargo, los niveles de CycD2 son independientes de la adicion o remocién de
citocininas (Oakenfull et al, 2002).

Plantulas de Arabidopsis tratadas con citocininas mostraron incremento en la
expresion de CDKA, CYCD1;1 y CYCD2;1 e inhibicibn de KRP4 (Cho et al., 2010). Por
otra parte, las citocininas son necesarias para la progresion hacia la fase S y para la
actividad de CDKA1;1 en cultivos celulares de alfalfa (Pasternak et al., 2007). Aunque se
ha reportado que CDKB1;1 de alfalfa, especifica d G2-M, es funcional en ausencia de
citocinina, esta hormona es esencial para la progresion G2-M en tabaco (Laureys et al.,
1998; Pasternak et al., 2007).

La adicion de &cido naftalenacético, una auxina, incrementa los niveles de
transcrito de CycA2 de Arabidopsis (Burssens et al.,, 2000b) e incrementa la division
celular en petunia (Petunia hybrida) en un efecto combinado con citocininas, que no se
observa cuando sélo se aplican citocininas (Trehin et al., 1998).

En Arabidopsis, las auxinas promueven la formacion de raices laterales mediante
la induccién de la entrada a ciclo celular. Las raices tratadas con auxinas muestran un
rapido incremento en la expresion de genes de fase G1 como E2Fa y CycD3;1, seguido
de un incremento en genes de G2-M como las CDKs tipo B; paralelamente, los niveles
de KRPs, inhibidores de CDKs, son reprimidos (Himanen et al., 2002); estas respuestas
trascripcionales sugieren la activacion de los complejos CYCD-CDKA y CYCA-CDKA,
gue a su vez, podrian mediar la degradacién de E2Fc, la inactivacion de Rb y la

activacion de los genes blanco de E2Fa provocando el paso de la fase G1 a la fase S.



Por otra parte, la induccién de CDKB y CycB podria promover el paso de la gase G2 a la
fase M (De Veylder et al., 2007). Se ha reportado que en bajos niveles de auxina, KRP2
inhibe la formacion de raices laterales; el incremento de auxina reduce los niveles de
KRP2 y activa CYCDZ2;1, la cual es limitante en la formacién de raices laterales (Sanz et
al., 2011). También se ha observado que auxina se une directamente a una proteina de
caja F, SKP2A (S-phase Kinase-Associated Protein 2A), induciendo su degradacion
dependiente de ubiquitina; la unibn de auxina a SKP2A también promueve la
degradacion de E2Fc y la induccion de la division celular en meristemos de raiz de
Arabidopsis, lo cual sefiala a SKP2A como un conector de la respuesta a auxina con el
ciclo celular (Jurado et al., 2010).

Los niveles de expresion de CycD3 también aumentan con la adicion de
brasinoesteroides en Arabidopsis (Hu et al., 2000).

La adicién de giberelinas incrementa la expresiéon de la histona H3 y de la ciclina
mitotica CycOs1 en arroz (Sauter, 1997).

En maiz se ha observado que la adicibn de auxinas o citocininas induce
diferencialmente la expresién de algunas ciclinas tipo D a nivel de transcrito (Quiroz-

Figueroa y Vazquez-Ramos, 2006).



IV. HIPOTESIS
El genoma de maiz debe contener un nimero de genes de CycDs similar al contenido en
los genomas de otras especies cercanas. Es probable que esta riqueza en ciclinas se
deba a que algunas de ellas tengan un tiempo y/o lugar especifico de accion y/o que

respondan de manera diferente a las sefiales intra- o extracelulares.

V. OBJETIVOS

V.l. OBJETIVO GENERAL
Caracterizar la familia de ciclinas tipo D de maiz en cuanto al nUmero de genes,

filogenia, expresion génica y respuesta a algunos reguladores de ciclo celular.

V.Il. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Identificar a los genes que codifican ciclinas tipo D en el genoma de maiz.

2. Comparar sus secuencias proteicas y estructuras génicas con las de sus
respectivos homaologos en secuencia de otras plantas.

3. Conocer sus perfiles de expresiéon génica durante germinaciéon y en diferentes
tejidos.

4. Determinar el efecto de la adicion de algunas fitohormonas sobre sus perfiles de

expresion.



VI. DESARROLLO DEL PROYECTO

1. Identificacion de genes que codifican ciclinas D en el genoma de maiz y

comparacion de secuencias con sus ortdlogos respectivos

1.1. Antecedentes

1.1.1. Ciclinas tipo D identificadas previamente en maiz y en otras plantas
A partir de la publicacion de los genomas de Arabidopsis y arroz (Arabidopsis Genome
Initiative, 2000; Goff et al., 2002; Yu et al., 2002), ha sido posible estudiar de manera
extensa la familia de ciclinas en estas plantas. Los genomas de plantas contienen un
mayor numero de genes que codifican para ciclinas que los genomas de animales,
incluso el genoma tan pequefio de Arabidopsis thaliana codifica 10 CycAs, 11 CycBs y
10 CycDs (Nieuwland et al., 2007).

En 2004, Wang et al. realizaron un estudio filogenético en el que compararon las
10 CycDs de Arabidopsis thaliana con las CycDs de otras plantas; de esta manera,
clasificaron a todas las CycDs de plantas en 6 grupos: CycD1, CycD2/CYCD4, CycD3,
CycD5, CycD6 y CycD7. En el mismo trabajo se identificaron algunas CycDs de otras
plantas mediante busquedas BLAST en el NCBI con la informacién disponible en ese
momento; ademas de identificar las 14 CycDs presentes en el genoma de arroz,
encontraron una CycD1 y dos CycD3 de Antirrhinum majus, una CycD2 y una CycD3 de
Chenopodium rubrum, una CycD2 de Daucus carota, una CycD1 y una CycD3 de
Helianthus tuberosus, dos CycD3 de Lagenaria siceraria, tres CycD3 de Lycopersicon
esculentum, dos CycD3 de Medicago sativa, una CycD2 y tres CycD3 de Nicotiana
tabacum, una CycD3 de Pisum sativum, una CycD1l de Physcomitrella patens, una
CycD3 de Populus alba, una CycD3 de Populus tremula x Populus tremuloides, una
CycD2 de Triticum aestivum y tres CycDs de Zea mays: Zeama;CycD2;1,
Zeama;CycD4;1 y Zeama;CycD5;1.

Posteriormente se identific6 en maiz un gen que codifica para una proteina con
75% de identidad a Zeama;CycD5;1, por lo que fue nombrado Zeama;CycD5;2 (Quiroz-
Figueroa y Vazquez-Ramos, 2006). En el transcurso de la elaboracién del presente
proyecto, se publicé un estudio sobre ciclinas de maiz en el que se identificaron 59
ciclinas, de las cuales 21 pertenecen al tipo D (Hu et al., 2010); sin embargo este estudio

presenta algunas inconsistencias, las cuales seran discutidas mas adelante.



1.2. Metodologia

1.2.1. Recopilacion de datos
Las secuencias de los 10 genes de CycDs de Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) y de los
14 genes de CycDs de arroz (Oryza sativa) fueron obtenidas de The Institute for
Genomic Research [(http://www.tigr.org/tdb/e2k1/athl/, TIGR Annotation Version 5.0) y
(http://www.tigr.org/tdb/e2kl/osal/, TIGR Rice Genome Annotation - Release 5),
respectivamente]. Las secuencias de los 4 genes de CycDs de maiz (Zea mays)
reportados previamente, asi como la del gen de CycD de Physcomitrella patens fueron
obtenidas del GenBank en la pagina web de National Center for Biotechnology
Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Los nimeros de acceso se muestran en el
Anexo 1. La nomenclatura de los genes corresponde con la de Wang et al. (2004) y

Menges et al. (2007), que difiere en algunos casos con la propuesta por La et al. (2006).

1.2.2. Obtencidn de las secuencias de las ciclinas tipo D de maiz
Para conocer la totalidad de genes que codifican ciclinas tipo D en el genoma de maiz,
se realizd una busqueda mediante BLAST en la base de datos del genoma de maiz
(http://www.maizesequence.org) utilizando las secuencias proteicas de cada una de las
ciclinas tipo D de arroz y Arabidopsis como secuencias query. De los resultados
encontrados se escogieron aquellos con mayor porcentaje de identidad; el nUmero de
acceso correspondiente a cada gen de ciclina tipo D se muestra en el Anexo 2. Se
consideraron sélo las variantes de splice que corresponden al transcrito mas largo y se
verificd que cada variante considerada tuviera un codén de inicio y un codon de término
de la traduccion. La ubicacion cromosomal y la organizacion gendmica de cada gen

también fue obtenida de dicha base de datos.

1.2.3. Identificacién de dominios
Para encontrar dominios especificos de ciclina y otro tipo de dominios como motivos
LXCXE y motivos de unidn a CDK, las secuencias proteicas fueron analizadas en los
sitios web Functional Site Prediction for the Eukaryotic Linear Motif database

(http://elm.eu.org/) y en PFAM 22.0 (http://pfam.janelia.org/hmmsearch.shtml); la
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presencia de regiones PEST fue detectada usando PESTfind Analysis Web-tool
(https://embl.bcc.univie.ac.at/toolbox/pestfind/pestfind-analysis-webtool.htm); los sitios
de fosforilacidon putativos S/TP fueron encontrados utilizando BioEdit Sequence
Alignment Editor v7.0.8 (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/BioEdit.html).

1.2.4. Comparacion con ciclinas de otras especies. Andlisis filogenético
Se realiz6 un alineamiento codon-wise de las secuencias proteicas de todas las ciclinas
tipo D de maiz, arroz, Arabidopsis y P. patens utilizando Clustal W Multiple Alignment
(Thompson et al., 1994) en BioEdit; estos alineamientos multiples de secuencias, en
formato fasta, fueron importados en MEGA4.0 (http://en.bio-soft.net/tree/MEGA.html) y
analizados con el método Neighbor - Joining utilizando las condiciones default, es decir,
el modelo de substitucion de correccion de Poisson, Pairwise deletion y 500 réplicas de
andlisis Bootstrap para obtener arboles filogenéticos. Posteriormente se utilizé el
programa FigTree v1.3.1 [http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/] para modificar la
apariencia del arbol filogenético.

La matriz de identidad de secuencias fue obtenida utilizando BioEdit y luego

transformada a porcentajes.

1.3. Resultados

1.3.1. Identificacion de genes, comparacién con sus respectivos ortélogos y nueva
nomenclatura

La busqueda de genes de maiz homologos en secuencia a los genes de ciclinas D de
arroz indicé la presencia de 17 ciclinas tipo D de maiz (Tabla 3). De estos 17 genes, 4
corresponden a las ciclinas reportadas previamente (Zeama;CycD2;1, Zeama;CycD4;1,
Zeama;CycD5;1 y Zeama;CycD5;2; Quiroz-Figueroa y Vazquez-Ramos, 2006) aunque el
porcentaje de identidad y el analisis filogenético realizado sugirié que la nomenclatura de
estas ciclinas deberia ser modificada.

Estos 17 genes de ciclinas tipo D de maiz pueden ser agrupados en los diferentes
grupos de ciclinas D reportados para los ortdlogos respectivos en Arabidopsis y arroz:
CycD1, CycD2/CycD4, CycD3, CycD5, CycD6 y CycD7 (Figura 7). La presencia de al
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menos un gen de cada subgrupo de ciclinas D esta muy conservada (Oakenfull et al.,
2002; Vandepoele et al., 2002; Wang et al.,, 2004; La et al.,, 2006; Guo et al., 2007;
Menges et al., 2007), lo que sugiere una funcion especifica para cada subgrupo.

Al igual que en Arabidopsis y en arroz, existen soélo una ciclina CycD6 y una ciclina
CycD7, el numero de miembros dentro de los otros subgrupos varia entre especies: en
maiz, existe una ciclina CycD1, siete ciclinas CycD2/D4, dos ciclinas CycD3 y cinco

ciclinas CycD5.

Tabla 3. Numero de genes de cada grupo de ciclinas
tipo D presentes en maiz, arroz y Arabidopsis.

Arabidopsis Oryza
IEUETE sativa
D1
D2/D4 3 5 7
D3 3 1 2
D5 1 3 5
D6 1 1 1
D7 1 1 1
Total 10 14 17

Las nuevas ciclinas fueron denominadas de acuerdo a las reglas propuestas por
Renaudin, et al. (1996) pero usando la similitud en secuencia y el resultado del andlisis
filogenético como criterio principal. De esta manera, la ciclina Zeama;CycD1;1 fue
llamada asi debido a que se agrupa con las ciclinas CycD1 de otras especies; en los
casos en los que hay mas de un miembro dentro de un subgrupo, el segundo nimero no
corresponde al orden en que fueron identificados, como propone Renaudin et al. sino a la
similitud con las ciclinas de otras especies, por ejemplo, la ciclina anteriormente llamada
Zeama;CycD2;1 presenta mayor similitud a la ciclina CycD2;2 que a la CycD2;1 de arroz,
mientras que una de las “nuevas” ciclinas es mas cercana a la CycD2;1 que a la CycD2;2
de arroz, por ello el cambio de nomenclatura; de igual manera, las ciclinas anteriormente

llamadas Zeama;CycD4;1, Zeama;CycD5;1 y Zeama;CycD5;2 corresponden a las



ciclinas Zeama;CycD4,;2, Zeama;CycD5;3A y Zeama;CycD5;3B, respectivamente, en la
nueva nomenclatura.
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Figura 7. Arbol filogenético de las ciclinas tipo D de Arabidopsis, arroz y maiz enraizados con la
ciclina tipo D de P. patens. Cada grupo de ciclinas tipo D esta indicado con un color distinto.



La introduccién de subgrupos en la nomenclatura de genes de CycDs fue
necesaria en los casos de pares de genes de CycDs de maiz con alta identidad entre si
(>75%) y con so6lo un gen ortdlogo en arroz. Las ciclinas CycD2;2a y CycD2;2b fueron
llamadas asi debido a que tienen un alto porcentaje de identidad entre si (94%) y ambas
son muy semejantes a la ciclina CycD2;2 de arroz (60.1% de identidad). De la misma
forma, los genes de CycDs de maiz ortélogos a Orysa;CycD3;1, Orysa;CycD4;1,
Orysa;CycD5;2 y Orysa;CycD5;3 fueron llamados Zeama;CycD3;1a y Zeama;CycD3;1b
(80% de identidad), Zeama;CycD4;la y Zeama;CycD4;1b (82% de identidad),
Zeama;CycD5;2a y Zeama;CycD5;2b (75% de identidad) y Zeama;CycD5;3a vy
Zeama;CycD5;3b (78% de identidad) (ver Figura 7 y Anexo 3). Estos Ultimos casos
sugieren que los genes CycD2;2, CycD4;1, CycD3;1, CycD5;2 y CycD5;3 sufrieron
duplicaciones en el genoma de maiz después de la divergencia de los genomas de arroz
y maiz.

Con el fin de distinguir si cada CycD de maiz proviene de un gen distinto o
representan variedades alélicas, se obtuvo la ubicacion cromosomal de cada gen.
Aunque Zeama;CycD2;2a y Zeama;CycD2;2b tiene 94% de identidad en secuencia
proteica, su ubicacion en cromosomas distintos es evidencia de que se trata de dos
genes distintos. Lo mismo sucede con los otros pares de genes producto de
duplicaciones recientes (Figura 8).

Los genes de ciclinas tipo D de maiz estan distribuidos en 7 de los 10
cromosomas aungue la mayoria se encuentra en los cromosomas 1y 7. Posteriormente
a la divergencia entre los genomas de arroz y maiz ha habido 5 duplicaciones
intercromosomales de genes de ciclinas D de maiz; no hay evidencia de duplicaciones
intracromosomales.

El andlisis filogenético con las ciclinas tipo D de maiz concuerda con analisis
previos (Huntley y Murray, 1999; Oakenfull et al., 2002; Wang et al., 2004) en
Arabidopsis y arroz que sugieren que las ciclinas CycD2 y CycD4 pertenecen al mismo
subgrupo. No hay evidencia de ortdlogos distintivos entre monocotiledéneas vy
dicotiledoneas dentro del subgrupo CycD2/CycD4, lo que sugiere la existencia de solo
seis ancestros comunes de genes de ciclinas antes de la separacion entre mono- y
dicotiledoneas (Wang et al., 2004; Menges et al., 2007).
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Figura 8. Ubicacion cromosomal de los 17 genes de CycDs en el genoma de maiz. Se muestran
lineas de union entre las ciclinas D que son producto de duplicaciones recientes. Los nimeros
indican el nimero de cromosoma.

Como ya se habia mostrado antes (Menges et al., 2007), la ciclina tipo D del

musgo Physcomitrella patens (Phypa;CycD, AJ488282), cuyo linaje divergido del de

plantas vasculares hace unos 450 — 500 millones de afios, muestra gran similitud con las

ciclinas tipo D de angiospermas, lo que sugiere que su estructura podria corresponder

con la del gen ancestro de plantas.



1.3.2. Analisis de secuencias proteicas: dominios y motivos
Las ciclinas en plantas, al igual que en otros eucariotes, poseen una region conservada
llamada nucleo de ciclina, que comprende un dominio de ciclina cercano al extremo
amino y otro cercano al extremo carboxilo, llamados ciclina_N y ciclina_C,
respectivamente (Nugent et al., 1991). El dominio ciclina_N es una regién de alrededor
de 130 aminoacidos y esta presente en todas las ciclinas extendiéndose desde el primer
exon hasta el cuarto exon (Figura 9A, Tabla 4 y Anexo 1); este dominio es necesario
para que las ciclinas sean activas ya que al principio de esa region se encuentra la caja
ciclina, que es un sitio de ocho aminoacidos mediante el cual las ciclinas se unen a las
proteinas CDKs (Wang et al., 2004; Nieuwland et al., 2007). Las 17 ciclinas tipo D de
maiz contienen el dominio ciclina_N, asi como la caja ciclina al inicio de tal dominio
(Figura 9A, Tabla 4 y Anexo 1). Por otro lado, el dominio ciclina_C esta presente en la
mayoria de las CycDs de maiz, arroz, Arabidopsis y Physcomitrella patens, pero no se
encuentra en 11 de las 42 CycDs, especialmente en los subgrupos CycD3 y CycD5
(Orysa;CycD1;1, Zeama;CycD3;1la, Zeama;CycD3;1b, Orysa;CycD3;1, Arath;CycD3;1,
Arath;CycD3;2, Zeama;CycD5;3a, Zeama;CycD5;3b, Orysa;CycD5;3, Arath;CycD5;1 y
Zeama;CycD7;1), lo que sugiere que este dominio no es esencial para la actividad de las
ciclinas pero podria tener una funcién especifica (Wang et al., 2004).

En estudios previos se ha mostrado que existen cinco aminoacidos en el dominio
ciclina_N, en los exones 1, 2, 3 y 4 que son esenciales para la actividad de ciclinas
mitéticas; tales aminoacidos estan conservados también en las ciclinas tipo D. Esos 5
aminoacidos son una arginina (R) que se encuentra antes del inicio del dominio ciclina_N
y que corresponde a la hélice 1 (H1) de la estructura de la proteina ciclina A; un acido
aspartico (D) como parte de un motivo DRF correspondiente a la hélice H2; una leucina
(L) como parte de un motivo QL y una lisina (K) como parte de un motivo K(V/M)EE
correspondientes a la hélice H3; y un acido glutamico (E) correspondiente a la hélice H5
(Jeffrey et al., 1995; Renaudin et al., 1996). Las secuencias proteicas de las ciclinas de
maiz aqui reportadas también poseen los aminoacidos conservados en las otras ciclinas
(Figura 9A y Anexo 4).
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Figura 9. Dominios proteicos y organizacién genémica de las ciclinas tipo D de maiz.

(A) Dominios y motivos caracteristicos de ciclinas encontrados en las CycDs de maiz: motivo
LXCxXE de unién a RB (rectangulo naranja), caja ciclina (rectangulo purpura), dominio ciclina_N
terminal (rectangulo azul), dominio ciclina_C terminal (rectangulo amarillo), aminoacidos
esenciales para estructura de ciclinas (triangulo verde), sitio de fosforilacién equivalente al T191
de la ciclina Nicta;CycD3;3 (estrella roja); (B) organizacién gendmica mostrando exones (barras
verdes), intrones (lineas verdes) y UTRs (barras blancas).

Las ciclinas tipo D de animales y casi todas las ciclinas tipo D de plantas contienen
un motivo de unidn a la proteina RB que consiste en una secuencia consenso LXCxE
cercana al extremo amino (Ewen et al., 1993; Soni et al., 1995). Algunos estudios en
plantas han demostrado que las CycDs se unen a la proteina RBR (Ach et al., 1997;
Huntley et al., 1998; Nakagami et al., 1999, 2002; Boniotti y Gutiérrez, 2001; Koroleva et
al., 2004; Kawamura et al., 2006).

Todas las ciclinas tipo D de maiz poseen la secuencia LXCXE excepto
Zeama;CycD6;1 (Figura 9A y Tabla 4). Interesantemente, las CycD6 de arroz, de
Arabidopsis y de alamo (Populus trichocarpa) tampoco poseen tal secuencia, o que
sugiere que esto puede ser una caracteristica especial para este subgrupo (Menges et



al., 2007). Es probable que las CycD6 actien en una via distinta a la de RBR — E2F. En

este contexto, es interesante la observacion de que la ciclina CycD6;1 de Arabidopsis

estd mas implicada en establecer patrones celulares en raiz que en proliferacion celular
(Sozzani et al., 2010).

Tabla 4. Dominios y motivos especificos de ciclinas encontrados en las secuencias proteicas de
las ciclinas tipo D de maiz. Los sitios de fosforilacion equivalentes a T191 de Nicta;CycD3;3 estan
en negritas; los sitios conservados entre las ciclinas CycD2/CycD4 y CycD3 estan en italicas; los
sitios que se encuentran en regiones PEST estan subrayados; los sitios consenso de fosforilacién
por CDK (S/TPXR/K) estan entre paréntesis.

Ciclina_ | Ciclina_C| LXxCxE Caja PEST PEST Sitios de fosforilacién por CDK
N (aa, (aa, valor| (aa) ciclina potencial | pobre putativos
valor E) |E) (aa) (aa, valor | (aa, valor
E) E)
Zeama;CycD1;1 45-178 180-299 LLCAE ILKVQEYY --—- S57, T181, T240, S247, S311, S321
(1.5e-28) | (4.2e-09) | (8-12) (83-90)
Zeama;CycD2;1 54-186 188-292 LLCGE | ICKVHSYY ———- T189, S291, S297, S343
(1.8e-27) | (2.1e-07) | (12-16) | (93-100)
Zeama;CycD2;2a 69-204 206-313 LLCAE | IWKVIEHY ---- (T38), S317, S339
(2.4e-30) | (5.8e-07) | (12-16) | (111-118)
Zeama;CycD2;2b 64-199 201-306 LLCAE | IWKVIEHY - (T35), S312, S334
(2.2e-29) | (8e-07) | (12-16) | (106-113)
Zeama;CycD2;3 52-193 195-309 LLCEE | IKKAQAYH - T196, (S298), S336
(8e-24) | (1.2e-05) | (12-16) | (94 —101)
Zeama;CycD4;la 53-185 187-305 LLCAE | IWKVHTCY | 335-349 T188, S307
(2.3e-30) | (7e-05) | (13-17) (92-99) (+10.68)
Zeama;CycD4;1b 57-189 191-311 LLCGE | IWKVHAYY ---- 1-40 T192, S311, S349
(1.4e-29) | (1.8e-06) | (13-17) (96-103) (+1.76), 342
— 355
(+0.98)
Zeama;CycD4;2 60-193 195-309 LLCAE | IWKAYTHH - S42, T196, S307, S314, S357
(1.1e-28) | (3.2e-05) | (13-17) (99-106)
Zeama;CycD3;l1a 72-190 - LYCPE | ASRAAARL -—-- 328 — 357 T193, S300, S304, S351
(4.4e-15) (11-15) (86-93) (+1.34)
Zeama;CycD3;1b 68-183 - LYCPE |VSRAAARL ---- T186, S297, S301, S341
(1.4e-17) (11-15) (83-90)
Zeama;CycD5;1 78-193 195-326 LTCEE | ILETRGCF | 57-91 13-57 T196, S272
(2.1e-20) | (1.1e-07) | (17-21) | (101-108) | (+11.39) (+0.39)
Zeama;CycD5;2a 75-202 204-329 LMCLE | VLETRAYF ---- S71, S75, T205, T277, S300,
(1.5e-23) | (3.7e-05) | (18-22) | (109-116) (T302)
Zeama;CycD5;2b 83-209 211-328 LTCLE | VFETQAYF ---- 324 — 357 S70, S77, 7212, S285, (T311),
(1.5e-24) | (1.2e-05) | (18-22) | (116-123) (+4.75), 73 S$333
— 106
(+4.02)
Zeama;CycD5;3a 75-188 -—-- LICLE IIKTTAMF - 313 - 346 T16, T191, T249, S287, S314,
(5.5e-25) (21-25) (95-102) (+0.52) S316, (S349)
Zeama;CycD5;3b 63-188 -—-- LICLE IIKTTAMF ---- 73-91 T18, T191, T250, S288, S309,
(4.8e-22) (23-27) (97-104) (+3.81), S311, 1325, (S341)
295 -333
(+3.51),
160 - 178
(+0.21)
Zeama;CycD6;1 39-158 160-259 -——- ISKVRFGG ---- 9-43 S28, T161, S207, T270
(6.1e-18) | (1.2e-05) (63-70) (+4.03)
Zeama;CycD7;1 74-202 -—-- LYCDE IIYAFGRL | 403 — 426 84 -105 |T19, T205, T216, T321, S339, S415
(3.9e-19) (7-11) | (108-115) | (+5.83), (+4.85)
1-52

(+5.04)




Se cree que las ciclinas son proteinas que se acumulan en tiempos especificos del
ciclo celular y luego son degradadas. Se ha visto que Arath;CycD3;1 es degradada por
una ruta dependiente del proteasoma (Planchais et al., 2004); por su parte, las ciclinas D
de humano son degradadas por protedlisis mediada por ubiquitinacién, un mecanismo en
el que la glucogeno sintetasa cinasa 3B (GSK3p) fosforila el residuo Thr-286 localizado
en un dominio PEST (una regién hidrofilica rica en Pro [P], Glu [E], Ser [S] y Thr [T]), esta
fosforilacién también es importante para que CycD1 sea exportada al citoplasma (Diehl y
Sherr, 1997; Diehl et al., 1997, 1998; Germain et al., 2000). En Arabidopsis, todas las
ciclinas tipo D, con excepcion de Arath;CycD4;2, poseen al menos un dominio PEST
pobre (PESTfind score =0) (Wang et al., 2004; Menges et al., 2006, 2007); sin embargo 3
de las 14 CycDs de arroz y 8 de las 17 CycDs de maiz no presentan ni una regiéon PEST
pobre, ademas de que sélo 4 CycDs en Arabidopsis, 6 en arroz y 3 en maiz poseen
regiones PEST potenciales (Tabla 4), lo que sugiere que algunas ciclinas pueden ser
degradadas por la via de proteasoma mientras que otras podrian ser degradadas por

otras rutas o su regulacién podria depender de otros mecanismos.

Tabla 5. Ubicacién de los motivos D-box en las ciclinas tipo D de maiz

Ciclina Posicién E Referencia

CycD1;1 272-281 | 0.83 | CYCA
CycD2;2b | 311-319 | 0.62 | Securina

CycD2;3 171-178 | 0.47 | Geminina
277-284 | 0.58 | Geminina
CycD4;1la | 266-273 | 0.37 | Geminina
CycD4;1b | 270-277 | 0.38 | Geminina
CycD5;2a | 188-197 | 0.40 | CYCA

CycD5;2b | 354-363 | 0.56 | CYCA

CycD5;3a | 344-351 | 0.28 | Geminina
CycD5;3b | 336-343 | 0.28 | Geminina

CycD6;1 147-156 | 0.026 | CYCA
147-155 | 0.85 | CYCB

Existe otro tipo de motivos llamados D-box (Destruction-box) que son
ubiquitinados y reconocidos por APC/C ocasionando la degradacion de las proteinas que
los contienen; sin embargo, APC/C es activo sélo en etapas tardias del ciclo celular,
entonces so6lo puede degradar proteinas que estén presentes en mitosis, como se ha
observado con las ciclinas tipo B (Eloy et al., 2006; van Zon et al., 2010). Puesto que el
analisis de las secuencias proteicas de las ciclinas tipo D de maiz indicé que 10 de ellas

poseen al menos un motivo D-box (Tabla 5) y se ha observado presencia de proteina de



algunas ciclinas tipo D en etapas tardias del ciclo celular (Kono et al., 2003), existe la
posibilidad de que puedan ser degradadas por APC/C.

En tabaco, la fosforilacion de la Thr-191 de CycD3;3 es importante para la
actividad de cinasa del complejo CycD/CDK y para importe nuclear (Nakagami et al.,
2002). También se ha probado que la Ser-343 de Arath;CycD3;1 es fosforilada bajo
varios estados de crecimiento; este es uno de cinco sitios putativos de fosforilacion por
cinasas dirigidas por prolina (Pro-DKin) —basados en el motivo conservado S/TP— en esa
ciclina, de los cuales tres se encuentran en regiones PEST (Menges et al., 2006). En la
Tabla 4 se muestran los sitios putativos de fosforilacion Pro-DKin en las CycDs de maiz,
casi todos (64/76) se encuentran del inicio del dominio ciclina_C hacia el extremo
carboxilo.

El sitio de fosforilacion mas conservado es el equivalente a la Thr-191 de
Nicta;CycD3;3 que se encuentra al inicio del dominio ciclina_C; esta presente en todas
las ciclinas de maiz, Arabidopsis, arroz y P. patens excepto en Zeama;CycD2;2a,
Zeama;CycD2;2b, Orysa;CycD2;2 y Arath;CycD7;1, estas cuatro ciclinas tienen el
residuo Thr pero carecen de la prolina que los expondria a la fosforilacion. Existe un
motivo SP alrededor de la posicion 300 que esta conservado en las CycD2/CycD4 y
CycD3 de maiz, el cual podria ser un sitio de fosforilacion especifico para estos
subgrupos. Sélo Zeama;CycD2;2a, Zeama;CycD2;2b, Zeama;CycD2;3,
Zeama;CycD5;2a, Zeama;CycD5;3a y Zeama;CycD5;3b tienen un sitio de fosforilacion
consenso por CDK pero se ha probado que en algunas proteinas basta con los
dipéptidos minimos S/TP para ser fosforilados por CDK (Nash et al., 2001; Moses et al.,
2007). Asi mismo, s6lo 6 de las 17 ciclinas de maiz poseen sitios putativos de
fosforilacién Pro-DKin dentro de regiones PEST. La ausencia de cajas PEST en muchas
de las ciclinas D de maiz indica que quiza no sean degradadas necesariamente durante
la transicion G1/S; su regulacion podria depender mas de su asociacion con su CDK
correspondiente o de la presencia de inhibidores de CycD/CDKs.

1.3.3. Organizacion genomica
La organizacion exon — intron de las ciclinas tipo D de maiz, incluyendo a las nuevas
agui reportadas, corresponde con la estructura altamente conservada en las CycDs de
angiospermas y musgos (Figura 9B, Anexos 5y 6). La distribucién y longitud de exones e

intrones estd conservada entre monocotiledéneas (arroz y maiz) y dicotiledéneas



(Arabidopsis), asi como con el gen Phypa;CycD del musgo Physcomitrella patens. En
2007, Menges et al. mostraron que esta estructura no esta conservada en los genes
CycD de algas, por lo que propusieron que la estructura del gen Phypa;CycD representa
la del gen ancestro de ciclinas tipo D en plantas.

El gen Phypa;CycD comprende seis exones (1, 276 pb; 2, 87 pb; 3, 99 pb; 4, 202
pb; 5, 128 pb; 6, 291 pb); esta estructura estd conservada en casi todos los miembros
de los subgrupos CycD1, CycD2/4 y CycD6 de angiospermas, con excepcion de dos
ciclinas tipo D de arroz, Orysa;CycD1;1 y Orysa;CycD2;3. La primera es de menor
tamafio y su secuencia proteica termina cerca del final del cuarto exén, en tanto que
Orysa;CycD2;3 parece haber incorporado 3 exones y 3 intrones antes de su Ultimo exoén,
resultando en una estructura de 9 exones y un tamafio mayor.

El analisis de Menges et al. (2007) sobre las CycD3 muestra que todos los
miembros de ese grupo en Arabidopsis y alamo (Populus trichocarpa) tienen 4 exones
con una longitud conservada de los exones centrales (2, 202 pb; 3, 131 pb) y que el exdn
1 representa los exones 1 — 3 de la estructura ancestral sugiriendo la fusion de dichos
exones cuando aparecio el gen CycD3 original en angiospermas; con este analisis
extendido a las ciclinas de maiz, se muestra que los exones 1 — 3 se fusionaron con el
exon 4 cuando aparecio el gen CycD3 original en monocotiledoneas. Asi mismo, la fusion
de los exones 3 y 4 de los genes CycD5 también se observa en los cinco genes CycD5
de maiz, resultando en una estructura génica de cinco exones.

La estructura gendémica de las ciclinas CycD7 es caracteristica para cada una de
las 3 especies: Arath;CycD7;1 tiene sOlo 4 exones, Orysa;CycD7;1 tiene 5 exones y
Zeama;CycD7;1 tiene 6 exones. La ciclina de Arabidopsis parece haber fusionado a lo
largo de la evolucion sus exones 3-4 y 5-6, por ello tiene menos exones que la estructura
del gen ancestro pero un tamafio de proteina parecido; de igual manera, la ciclina de
arroz perdi6 su cuarto intron resultando en la fusion de sus exones 4 y 5. Por otra parte,
la ciclina de maiz también fusioné los exones 3-4 de la estructura original pero parece
haber incorporado un sexto intrén y un séptimo exon, por ello el tamafio de la proteina es
mayor.

Existen dos caracteristicas conservadas en casi todas las estructuras genomicas
de las ciclinas analizadas: (1) en todos los genes, excepto en los del subgrupo CycD3, el
primer exon termina en una posicidbn constante que se encuentra dentro de la caja

ciclina, necesaria para unirse a CDK, y (2) el dominio ciclina_N termina a la mitad del



cuarto exén en todos los genes, y poco mas adelante comienza el dominio ciclina_C en

aquellos donde esté presente.

2. Expresion génica bajo diferentes condiciones ambientales

2.1. Antecedentes
Aunque el conocimiento acerca de la regulacion de los genes que participan en ciclo
celular en plantas es extenso, los estudios se han enfocado s6lo a conocer los efectos de
un solo tipo de stress en varios genes o al efecto de varios tipos de stress sobre uno o
pocos genes. No existen trabajos que caractericen una familia de genes, como las
ciclinas tipo D, en cuanto a su expresion diferencial y regulacion diferencial en respuesta

a factores ambientales.

2.1.1. Regulacion del ciclo celular de plantas por factores ambientales
Las sefales exdgenas afectan tanto las tasas de crecimiento como la division vy
expansion celular. Por ejemplo, en plantulas de trigo (Triticum aestivum) expuestas a
déficit de agua, la elongacion de la hoja es menor y la actividad mitética en células del
mesofilo de la primera hoja también estd reducida (Schuppler et al., 1998). Otros
estudios en raices de maiz (Zea mays; Sacks et al., 1997) y girasol (Helianthus annuus;
Robertson et al.,, 1990) expuestas a stress por déficit de agua encontraron efectos
similares y una participacion de acido abscisico (ABA) en la inhibicion del ciclo celular.
En maiz, el déficit de agua prolonga la duracién del ciclo celular como resultado de
reduccion en la actividad de CDK (Granier et al., 2000).

El stress salino, el cual también puede estar mediado por ABA, ocasiona plantas
de menor tamafio con menos raices laterales. A nivel molecular, redujo los niveles de
expresion de algunos genes de ciclo celular en Arabidopsis, particularmente de las
ciclinas A2;1 y B1;1 y redujo el nimero de células en division en los meristemos de raiz
(Burssens et al., 2000a; West et al., 2004).



La generacion artificial de stress oxidativo, por aplicacién de menadion, en cultivos
celulares BY-2 y plantas de tabaco interrumpe la replicacion y retrasa la entrada a mitosis
(Reichheld et al., 1999).

En células de perejil (Petroselinum crispum), la luz UV reduce la expresion de los
genes CDKA, ciclina B, e histonas H1, H2, H3 y H4 (Logemann et al., 1995).

En cultivos celulares de tabaco y perejil tratados con elicitores flngicos, la
actividad de ciclo celular también esta inhibida (Logemann et al., 1995; Kadota et al.,
2004). El elicitor criptogeina interrumpe el ciclo celular en las fases G1 6 G2 provocando
muerte celular.

En hojas de girasol, el alargamiento del ciclo celular debido a envejecimiento
celular esta ligado a un arresto de nucleos en la fase G1 del ciclo celular sin cambios en
la duracion de las fases G2, S y M (Granier y Tardieu, 1998). En contraste, la
temperatura afecta la duracion de todas las fases del ciclo celular, sin acumulacion
preferencial de nucleos en ninguna fase (Tardieu y Granier, 2000).

Distintos tipos de estrés inducen la expresion de EL2 y SIM, los cuales son
inhibidores de CDKs homdélogos en arroz y Arabidopsis, respectivamente (Peres et al.,
2007). Se ha propuesto que estos inhibidores conectan la progresion del ciclo celular con
la percepcién de estrés.

La sacarosa también es una molécula importante en la regulacién de los genes
involucrados en ciclo celular. La adicién de sacarosa a cultivos celulares de Arabidopsis
induce la expresion de CycD2 y CycD4 (Soni et al., 1995; De Veylder et al., 1999). En
cultivos de células en estado quiescente, a los que se les afladié sacarosa, los niveles de
MRNA de CycD2 se incrementaron en la fase G1 temprana mientras que los de CycD3
se incrementaron en la interfase G1-S (Riou-Khamlichi et al., 2000).

En células animales, la progresién del ciclo celular requiere la sefalizacion de
Ca?*, esta sefializacion se ve alterada en cancer (Roderick y Cook, 2008). En células de
tabaco, un incremento en la concentracién de Ca?* puede regular la progresion del ciclo
celular en respuesta a estrés oxidativo o estrés hipoosmatico (Sano et al., 2006; Dudits et
al., 2011)

Ademas de los diferentes tipos de stress y de la disponibilidad de azucares, el
ciclo celular también esta regulado por la sefalizacion de diferentes fitohormonas (ver
seccion lILIILI. Efecto de algunas fitohormonas sobre la expresion de genes de ciclo

celular).



2.1.2. Expresion génica de ciclinas tipo D de maiz

Durante la germinacion de maiz, la mayoria de las células entran a la fase G1 en las
primeras horas y comienzan a entrar a la fase S después de las 12 - 15 h, tiempo en el
cual se incrementa la sintesis de DNA (Baiza et al., 1989, Reyes et al., 1991) y se elevan
las cantidades de PCNA (Herrera et al., 2000); las células en fase M son visibles
después de 28 h, cuando protruye la radicula (Baiza et al., 1989).

Como parte de los trabajos anteriores, se han clonado cuatro diferentes ciclinas D
de maiz, que fueron nombradas CycD2;1, CycD4;1, CycD5;1 y CycD5;2, las cuales
hemos llamado CycD2;2a, CycD4;2, CycD5;3a y CycD5;3b respectivamente, en el
presente trabajo (ver seccién 1). Las cuatro CycDs mostraron niveles de mRNA
diferentes durante la germinacion y en diferentes tejidos de plantulas de 8 dias,
sugiriendo que no actian de manera redundante (Figura 10). La adicion por separado de
una citocinina y una auxina (BA e IAA, respectivamente) durante germinacion
incrementd, en algunos casos drasticamente, sus niveles de mRNA (Quiroz-Figueroa y
Vazquez-Ramos, 2006).

Los estudios se han ampliado a la observacion de la conducta de las
correspondientes proteinas ciclinas durante la germinacién, tanto en condiciones control
como en presencia de BA e IAA exdgenos. Para nuestra sorpresa, la adicion de
fitorreguladores no modifica significativamente los niveles de proteina de ninguna de las
ciclinas, y por el contrario, algunas muestran una ligera reduccion de niveles (Gutiérrez et
al., 2005; Lara-Nufiez et al., 2008). Por lo tanto, no existe correlacion entre el nivel de
MRNA vy la cantidad de proteina observable para ninguna de estas ciclinas.
Interesantemente, la actividad de cinasa asociada a los complejos CDK-CycD si
responde positivamente a la adicion de fitorreguladores, por lo que podemos concluir
que, al menos en esas cuatro ciclinas, los fitorreguladores actidan tanto a nivel de
expresion génica en las ciclinas como a nivel de activacion de los complejos CDK—CycD
(Lara-Nuiiez et al., 2008).
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Figura 10. Patron de expresion de las cuatro CycDs de maiz reportadas previamente.

RT-PCR de las CycDs de maiz usando (A) RNA de ejes embrionarios embebidos por diferentes
tiempos, (B) RNA de diferentes tejidos de plantulas de 8 dias, (C) RNA de ejes embrionarios
embebidos por diferentes tiempos adicionados con BA 1 uM y (D) RNA de ejes embrionarios
embebidos por diferentes tiempos adicionados con IAA 0.1 uM. Se muestran los productos
amplificados de 18S rRNA y el RNA utilizado como controles. Modificado de Quiroz-Figueroa y
Vazquez-Ramos, 2006.
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2.2. Metodologia

2.2.1. Material vegetal y extraccion de RNA
Se utilizaron lotes de 15 ejes embrionarios extraidos de semillas de maiz var. Chalquefio;
cada lote fue lavado con hipoclorito de sodio al 0.5% y luego lavado con agua estéril.
Posteriormente, cada lote fue puesto en una caja Petri con 1.5 mL de buffer de imbibicion
(50 mM Tris-HCI pH 6.2, 2% sacarosa, 10 mM MgCl,) e incubado por diferentes tiempos

(0, 8, 16 y 24 h) a 25 °C. Para probar el efecto de las fitohormonas, se afiadi6



benziladenina (BA) al 1 uM o al 10 yM, acido indolacético (IAA) al 0.1 uM o al 1 pM, 6
acido abscisico (ABA) al 50 uM al buffer de imbibicion.

Para conocer la expresion en tejidos, se pusieron a germinar 50 semillas de maiz
var. Chalquefio con agua, luz constante y a 25 °C; después de 8 dias se cortaron
diferentes tejidos (mesocotilos, puntas de raiz y puntas de primeras hojas) de plantulas
sanas.

El RNA total de cada lote de ejes y de cada tejido cortado fue obtenido utilizando

el reactivo Trizol, siguiendo las instrucciones del proveedor (Invitrogen).

2.2.2. Busqueda de elementos de respuesta a fitohormonas en los promotores
Se obtuvieron secuencias de 2000 nt, upstream del sitio de inicio de la transcripcion de
cada una de las ciclinas tipo D de maiz, segun la base de datos Maize Sequence;
posteriormente se efectué una busqueda de cada uno de los elementos de respuesta a
auxinas, a citocininas y a ABA, reportados en PLACE Database (Higo et al., 1999), en

cada una de las regiones promotoras.

2.2.3. Ensayo de incorporacion de la timidina
Se incubaron lotes de 10 ejes embrionarios en buffer de imbibicién, conteniendo alguna
de las hormonas y *H-Timidina (50 pCi/mL buffer), por 15 h a 25 °C. Posteriormente, los
ejes fueron lavados con agua desionizada y homogenizados en un mortero a 4 °C con 1
mL de solucién de lisis (NaCl 0.15 M, EDTA 0.1M, SDS 0.5%). El homogenizado se pasé
a un tubo de ensayo, se le afiadié 1 mL de TCA 20% y se dejé a 4 °C por una hora;
transcurrido dicho tiempo, se filtraron los homogenizados y se lavaron cuatro veces con
TCA 5 % y dos veces con etanol 90 %. Los filtros se secaron a 60 °C por una hora, en
seguida, se introdujeron a frascos viales, se agregd 5 mL de solucion de centelleo (POP

0.1 g/L) y se cuantifico la incorporacion de timidina en un contador de centelleo.

2.2.4. RT-PCR
Para estudiar los niveles de expresion de cada gen de ciclina de forma comparativa, se
realizaron experimentos RT-PCR utilizando el kit OneStep RT-PCR de QIAGEN. Se
utilizaron 100 ng de RNA total para cada reaccion. Los primers y las condiciones de



reaccion utilizados para amplificar cada gen se muestran en el Anexo 7. Los productos
de reaccion se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 1.2%. La toma de
imagenes y densitometria se realizaron usando el programa Quantity One en el equipo
Fluor-S Multilmager (Bio-Rad). Se hicieron 3 réplicas para cada ensayo; se muestran
solo los resultados del Ultimo ensayo por ser el mas representativo.

Para el analisis estadistico de los experimentos con hormonas, los valores de
cada muestra se calcularon como unidades relativas tomando en cuenta el valor de
densitometria de la muestra embebida por 8 h sin hormonas (Control 8 = C8) como 1.0.
Se realiz6 un ANOVA de una via seguido de correcciones de Bonferroni para comparar
pares de muestras (C8 vs BA8, C8 vs IAA8, C8 vs ABA8, C16 vs BA16, C16 vs IAA16
and C16 vs ABA16). El analisis estadistico se realiz6 con el programa GraphPad Prism
version 5.00 para Windows, GraphPad Software, San Diego California USA,

www.graphpad.com.

2.3.Resultados

2.3.1. Patrones de expresion de ciclinas tipo D en germinacion y en tejidos

Los patrones de expresion de las 4 CycDs de maiz previamente descritas fueron
publicados en 2006 por Quiroz-Figueroa y Vazquez-Ramos (Figura 10). En el presente
trabajo se estudiaron los niveles de transcrito de los 13 genes de ciclinas tipo D de maiz
restantes durante el proceso de germinacién, asi como en diferentes tejidos de plantula;
para esto se disefiaron primers especificos para cada ciclina (Anexo 7) y se llevaron a
cabo experimentos RT-PCR. También se estudié el perfil de expresién del gen de
CycD2;2a de maiz (previamente descrito como CycD2;1) como control adicional. Cada
ensayo de analisis de expresion fue normalizado utilizando el gen de r18S como control
de carga.

Se detectd la presencia de mRNA de 11 de las 13 ciclinas tipo D aqui estudiadas
en ejes embrionarios de maiz en germinacion y al menos en uno de los tejidos de
plantula; sus perfiles de expresion y las cantidades de transcrito fueron diferentes para

cada una, lo que sugiere que no son redundantes, al menos en su totalidad (Figura 11A).
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Figura 11. Perfiles de expresion de los genes CycD de maiz.

(A) Patrones de expresion obtenidos de experimentos de RT-PCR semicuantitativos en ejes
embrionarios de maiz embebidos por 0, 8, 16 y 24 h. (B) Patrones de expresion obtenidos de
experimentos de RT-PCR semicuantitativos en mesocotilo (M), puntas de raiz (R) y primera hoja
(L) de plantulas de una semana. Se muestran las imagenes mas representativas de tres réplicas
biologicas independientes.

Las once ciclinas que fueron detectadas estuvieron presentes en semilla seca,
aunque CycD1;1, CycD2;2h, CycD4;1a, CycD5;1 y CycD6;1 estuvieron presentes en muy
bajos (o casi indetectables) niveles. Los niveles de transcrito de la gran mayoria de las
ciclinas incrementaron con la imbibiciébn aunque con diferente cinética siendo visibles
claramente después de 8 h 0 16 h de imbibicién, lo cual concuerda con un incremento en
la actividad metabdlica y con el establecimiento del ciclo celular (Baiza et al., 1989).

Los experimentos RT-PCR en germinacién indicaron que ocho de las once CycDs
detectadas mostraron un patron de acumulacién de transcrito, mientras que las otras tres



mostraron fluctuacion o no mostraron cambios significativos (Figura 11A). La ciclina
CycD2;2a fue incluida como control y mostré un patron similar al reportado previamente
(Quiroz-Figueroa y Vazquez-Ramos, 2006). De manera paralela, la Dra. llenia Renteria
realizd6 experimentos de PCR tiempo real de algunas ciclinas con patrones de
acumulacion y patrones de no acumulacion y los resultados fueron similares a los
obtenidos por RT-PCR semicuantitativo, corroborando estos resultados (Anexo 8).

Por otra parte, se estudio la expresion de las ciclinas en tres diferentes tejidos de
plantula: meristemos de raiz (~5 mm desde la punta), mesocotilos y primeras hojas
verdaderas. Al igual que en germinacion, se detectd la presencia de las mismas diez
ciclinas, mientras que CycD5;2b y CycD7;1 no fueron detectadas en ninguno de los
tejidos (Figura 11B).

El patron de expresion en tejidos de cada ciclina fue diferente. Como se esperaba,
la gran mayoria mostrd niveles altos de transcrito en tejidos proliferativamente activos
como las puntas de raiz y bajos niveles en hoja. Interesantemente, la ciclina CycD3;1a
mostré exactamente el patrén opuesto. Los experimentos de PCR en tiempo real
confirmaron el patron de esta y otras cuatro ciclinas (Anexo 8).

Aungue la funcionalidad de los primers para las ciclinas CycD5;2b y CycD7;1 fue
demostrada con la amplificacion de los fragmentos de DNA gendmico correspondientes;
sus transcritos no fueron detectados en ninguno de los tejidos analizados. Los
fragmentos de DNA gendmico esperados con los primers para CycD5;2b y CycD7;1, de
1114 pb y 714 pb respectivamente, fueron amplificados por PCR en DNA gendmico. Sin
embargo, los fragmentos de mRNA esperados, de 666 pb y 533 pb respectivamente, no
pudieron ser obtenidos; en el caso de la ciclina CycD7;1, se observa una banda de ~400
nt, amplificada por RT-PCR, que no corresponde con la Unica forma de splice reportada
para este gen (Figura 12). Lo anterior puede deberse a que ambas ciclinas estén
presentes en niveles muy bajos, que estén presentes en otros tejidos no analizados, que
sean transcritos s6lo bajo ciertas condiciones ambientales o del desarrollo de la planta o
que sean pseudogenes.

Los perfiles de expresiéon observados para todas las ciclinas tipo D de maiz nos
permiten establecer que no existe una correlacion entre los 6 grupos de CycDs de

plantas con un perfil de expresion especifico bajo las condiciones estudiadas.
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Figura 12. Funcionalidad de los primers para CycD5;2b y CycD7;1.

(A) PCR de CycD7;1 (carril 1, 714 pb) y CycD5;2b (carril 2, 1114 pb) en DNA gendémico. (B) RT-
PCR de CycD5;2b (carriles 3 y 4, 666 pb) y CycD7;1 (carriles 5 y 6, 533 pb) utilizando 60 C
(carriles 3y 6), 62 C (carril 4) y 58 C (carril 5) como temperatura de alineamiento y 41 ciclos de
reaccion en RNA de 24h de germinacion.

2.3.2. Efecto de la adiciébn de hormonas sobre la expresion de ciclinas tipo D

Una probable explicacion a la existencia de tantos genes que codifican para
ciclinas tipo D en plantas es que respondan de manera diferencial a distintas condiciones
ambientales, por ejemplo, diversos tipos de stress o a la variacion en los niveles de
fitohormonas. Como una primera aproximacion a la posible respuesta de las ciclinas tipo
D a la adicion de hormonas, detectamos que la presencia de elementos de respuesta a
auxinas, citocininas y ABA en los promotores de dichos genes es diferencial. En la Figura
13 se muestra la distribucion de elementos de respuesta a lo largo de la region
promotora de cada ciclina.

Se puede observar que algunas ciclinas como CycD4;1b y CycD5;3a poseen
muchos elementos de respuesta a dichas fitohormonas, mientras que otras ciclinas como
CycD2;2b, CycD2;3 y CycD4;1a poseen muy pocos. Con base en la presencia de estos
elementos, puede suponerse gue las auxinas incrementarian los niveles de transcripcién
de algunas ciclinas: CycD1;1, CycD2;1, CycD4;1b, CycD4;2, CycD5;2 ay b, y CycD5;3 a
y b; las citocininas aumentarian la expresion de CycD5;2b, CycD5;3b y CycD6;1,
mientras que ABA afectaria la transcripcion de CycD3;1b, CycD4;1b y de CycD5;1. Cabe

mencionar que la presencia de estos elementos de respuesta no implica que estos sean



necesariamente funcionales; por otro lado, podria haber elementos de respuesta aun no
reportados en las bases de datos.
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Figura 13. Presencia de elementos de respuesta a fitohormonas en los promotores de las ciclinas D

de maiz. ¥ Auxin response factor, Y/ respuesta a citocininas, V¥ respuesta a ABA, ¥ otros
elementos de respuesta a auxinas

Para poder comenzar a estudiar el efecto de las hormonas, primero analizamos si
cada una de éstas tenia un efecto sobre la sintesis de DNA, en las concentraciones
utilizadas: benziladenina (BA, 1 uM), acido indolacético (IAA, 0.1 uM) y acido abscisico
(ABA, 50 puM). Se sabe que auxinas y citocininas inducen la sintesis de DNA, mientras
gue ABA la reprime. Los promedios de 3 ensayos de timidina indican que BA e IAA



incrementaron en 1.36 y 1.37 veces, respectivamente, la sintesis de DNA, mientras que

ABA la disminuy6 a un 86 % tomando la muestra control como 100 % (Figura 14).
Después de probar que las hormonas que utilizamos son funcionales en esas

concentraciones, analizamos el efecto de dichas hormonas en la expresion de las

ciclinas tipo D.
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Figura 14. Efecto de benziladenina (BA, 1 uM), acido indolacético (IAA, 0.1 uM) y é&cido
abscisico (ABA, 50 uM) sobre la sintesis de DNA en ejes embrionarios de maiz embebidos por 15
horas. Las barras de error representan la desviacion estandar de tres réplicas.

Se estudio el patrén de expresion de las ciclinas en ejes embrionarios embebidos
por 8 y 16 h con buffer de imbibicion afiadido con benziladenina, acido indolacético o
acido abscisico y se compararon estos resultados con aquellos en los que no se
afiadieron hormonas. En los primeros dos ensayos se utilizo BA 1 uM e 1AA 0.1 uM; para
el tercer ensayo se aumentd la concentraciéon de hormona afiadida a 10 uM y 1 uM
respectivamente, pero el efecto de ambas concentraciones fue esencialmente el mismo.
La concentracion de ABA fue 50 uM en los tres ensayos.

Se tomo el gen r18S como control de carga para calibrar las curvas de expresion
ya que sus niveles de transcrito no se han visto afectados por hormonas en trabajos
anteriores (Quiroz-Figueroa y Vazquez-Ramos, 2006). Posteriormente se normalizé el
valor de densitometria de cada muestra en relacion al valor de densitometria de 8 h de
imbibicion sin hormonas, el cual fue tomado como unidad de referencia.

Los niveles de transcrito de la mayoria de las ciclinas tipo D en ejes embebidos en

presencia de BA o IAA fueron muy similares a los de ejes embebidos en ausencia de



estas hormonas. Los Unicos cambios observados con la adicion de estas dos hormonas
fueron los siguientes: la adicién de BA incremento los niveles de las ciclinas CycD3;1b y
CycD4;1b, mientras que el IAA sélo indujo la expresion de CycD3;1a y CycD4;1b (Figura
15). Por otro lado, la adicion de acido abscisico redujo los niveles de transcrito de
muchas de las ciclinas analizadas: CycD1;1, CycD2;2b, CycD3;1a, CycD4;1a, CycD5;1,
CycD5;2a y CycD6;1.

Las ciclinas que no fueron detectadas en germinacion ni en tejidos (CycD5;2b y
CycD7;1) tampoco fueron detectadas en presencia de ninguna de las fitohormonas
utilizadas (Datos no mostrados).

No se observo una clara correlacion entre los efectos observados de la adicion de
hormonas y la presencia de elementos de respuesta en los promotores de los genes de
CycDs. Al parecer, la mayoria de los elementos de respuesta encontrados en la base de
datos PLACE no son funcionales en estos genes, al menos en ejes embrionarios en
germinaciéon. Por otro lado, los promotores de las ciclinas D de maiz podrian tener
elementos de respuesta a hormonas que no estan reportados en PLACE; dicha base de
datos contiene pocos elementos particularmente para ABA y los reportados tienen una
secuencia muy estricta, por lo que podrian ser especificos de algunos genes o de

algunas plantas.
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Figura 15. Respuesta de los genes CycDs de maiz al tratamiento con fitohormonas.

Niveles de transcrito relativos de los genes de CycDs de maiz en ejes embrionarios embebidos
por 8 y 16 h sin hormonas (verdes), con una citocinina (BA 10 uM, amarillo), una auxina (IAA 1
UM, azul) o acido abscisico (ABA 50 pM, rojo). Los valores de densitometria se obtuvieron
tomando en cuenta el valor de 8h sin hormonas como uno. Se realizé un andlisis ANOVA de una
via seguido de correcciones de Bonferroni para comparar pares de columnas (C8 vs BA8, C8 vs
IAA8, C8 vs ABAS, C16 vs BA16, C16 vs IAA16 and C16 vs ABAL6). Asteriscos muestran
diferencia estadisticamente significativa después de aplicar la correccién de Bonferroni:

*** = valor P <0.001, ** = valor P de 0.001 a 0.01, * = valor P de 0.01 a 0.05.

Las barras de error representan la desviacion estandar de 3 réplicas biolégicas independientes.



VIl.  DISCUSION DE RESULTADOS

El genoma de maiz cuenta con al menos 17 ciclinas tipo D

Se reportd la existencia de 17 genes que codifican para ciclinas tipo D en el genoma de
maiz; cuatro de ellos corresponden a las ciclinas previamente reportadas como
Zeama;CycD2;1, Zeama;CycD4;1, Zeama;CycD5;1 y Zeama;CycD5;2 (Quiroz-Figueroa y
Vazquez-Ramos, 2006). Tal rigueza en genes de ciclinas tipo D es comun en plantas (10
genes en Arabidopsis y 14 en arroz) aungue resalta que Arabidopsis tiene menos genes
CycDs, lo cual concuerda con el pequefio tamafio de su genoma. Por otra parte, el
genoma de maiz es el que tiene mayor cantidad de genes CycDs debido, quiz4, a
eventos de duplicacion génica mediados por transposones, lo cual es comun en maiz.

El analisis filogenético indicé que los genes de CycDs de maiz, al igual que los de
otras angiospermas, se pueden clasificar en los grupos CycD1, CycD2/D4, CycD3,
CycD5, CycD6 y CycD7. Independientemente del total de genes de CycDs en cada
especie, existe al menos un gen de cada grupo en Arabidopsis, arroz y maiz, lo que
sugiere que el gen ancestro derivd originalmente en seis genes y posiblemente éstos

conservan funciones especificas.

La familia génica completa de ciclinas tipo D de maiz fue nombrada de acuerdo a
sus afinidades filogenéticas

La ciclina de maiz CycD1;1 (llamada asi por ser la primera reportada) debié cambiar su
nombre a CycD5;1 debido a su afinidad filogenética con las ciclinas del grupo CycD5 de
otras plantas (Wang et al., 2004). De la misma forma, en este trabajo se propone una
nomenclatura para la familia completa de ciclinas tipo D de maiz a partir del analisis
filogenético realizado y los porcentajes de identidad con los genes ortélogos en
Arabidopsis y arroz, utilizando las reglas de nomenclatura de ciclinas propuestas con
anterioridad (Renaudin et al., 1996). El andlisis filogenético hizo necesario el cambio de
nomenclatura de las ciclinas tipo D descritas previamente en maiz, asi como la
introduccién de subgrupos en los casos de pares de genes de maiz con alta identidad
entre si y con so6lo un gen ortologo en el genoma de arroz; en este caso, la existencia de
subgrupos obedece estrictamente a la cercania filogenética y no a funciones similares o
redundantes. Dado que el genoma de la variedad de maiz B73 esta secuenciado y
anotado casi en su totalidad, se espera que la nomenclatura propuesta en este trabajo no

sufra mayores modificaciones. En el futuro, con la disponibilidad de la secuencia de los



genomas de otras variedades de maiz y/o de otras especies del género Zea, serda
interesante investigar si esta nomenclatura también se cumple para ellas; muy
probablemente, cada especie o variedad de maiz contendra al menos un gen de cada
grupo de ciclinas tipo D y la identidad con sus ortélogos entre variedades sera muy alta,
pero puede ser que algunas variedades contengan mas 6 menos genes debido a mas 6
menos eventos de duplicacion génica.

Recientemente se reporto la existencia de 21 ciclinas tipo D en el genoma de maiz
(Hu et al., 2010); sin embargo, este trabajo considera diversas formas de splicing, o
MRNAs incompletos, como diferentes genes, ademéas de que no considera algunos de
los genes reportados en el presente trabajo que evidentemente corresponden con genes
de CycDs (ver Anexo 9).

Las secuencias de las ciclinas tipo D en maiz se obtuvieron originalmente de la
version 3b.50 de la base de datos Maize Sequence. En la version 4a.53 de dicha base de
datos, existe también otro gen que contiene todas las caracteristicas particulares de una
ciclina tipo D, este gen se localiza en el cromosoma 2 y parece ser producto de una
duplicacién intercromosomal reciente del gen que codifica la ciclina CycD4;1, ya que
ambos genes tienen una identidad de 82% (Anexo 3). Por lo tanto, el gen reportado en la
version mas reciente de Maize Sequence fue llamado Zeama;CycD4;1b mientras que el
gen reportado desde versiones anteriores fue llamado Zeama;CycD4;1a. Los genes de
las ciclinas CycD2;2, CycD3;1, CycD5;2 y CycD5;3 también parecen haberse duplicado
después de la divergencia de los genomas de maiz y arroz. A pesar de ser productos de
duplicaciones recientes y de tener porcentajes de identidad tan altos, este trabajo
muestra que su expresion no es redundante, por ejemplo, CycD2;2a y CycD2;2b son
94% idénticos, sin embargo CycD2;2a presenta una cinética de expresion fluctuante
durante germinacién y no se ve afectada por hormonas mientras que CycD2;2b presenta
una cinética de expresion acumulativa durante germinacion y su expresion es reprimida
por ABA. Es probable que pares de proteinas tan parecidas realicen la misma funcién

pero en distintos momentos del desarrollo o bajo ciertas condiciones ambientales.

Las ciclinas tipo D de maiz poseen dominios proteicos y organizacion gendémica
caracteristicas de ciclinas tipo D de plantas

En cuanto a la presencia de dominios y motivos proteicos en las secuencias de
aminoacidos, cada una de las CycDs encontradas posee caracteristicas generales de

ciclina y marcas especificas de ciclina tipo D, como la secuencia de union a CDK, la



secuencia de unién a RB y algunos sitios de fosforilacion. Todas poseen el dominio
ciclina_N terminal pero 5 ciclinas carecen del dominio ciclina_C terminal, lo cual podria
implicar una funcién distinta para estas ultimas. La ciclina Zeama;CycD6;1, al igual que
las ciclinas CycD6 de arroz y de Arabidopsis, carece del motivo de union a RB, esto
concuerda con hallazgos recientes que muestran que la ciclina CycD6;1 de Arabidopsis
participa en la formacion de patrones celulares en raiz y no tiene una funcion especifica
en proliferacion celular (Sozzani et al. 2010). Interesantemente, la mayoria de ciclinas
tipo D de maiz carece de cajas PEST, lo que sugiere que serian proteinas estables; sin
embargo, la regulacion podria depender de su asociacion con la CDK correspondiente o
de la presencia de inhibidores de los complejos CycD-CDK més que de su degradacion.
La organizacién gendmica de seis exones y cinco intrones, que corresponde con
la estructura del gen ancestro de ciclinas tipo D de angiospermas (Menges et al., 2007)
esta conservada en los grupos CycD1, CycD2/D4 y CycD6. Por su parte, los grupos de
ciclinas CycD3 y CycD5 han perdido intrones a lo largo de su evolucién, resultando en
estructuras de tres exones y cinco exones, respectivamente. Se desconoce si esta
pérdida de intrones tiene algun significado funcional, como seria la pérdida de regiones

reguladoras de la expresion.

Al menos 15 ciclinas tipo D de maiz se expresan en los tejidos analizados

Se detecto la presencia de transcrito de 11 de las 13 ciclinas tipo D aqui estudiadas, en
ejes embrionarios en germinacion y al menos en un tejido de plantulas de una semana.
Ademas de estas once ciclinas, ya se habia demostrado la expresion de otras cuatro
ciclinas: CycD2;2a, CycD4;2, CycD5;3a y CycD5;3b (Quiroz-Figueroa y Vazquez-Ramos,
2006). El hecho de no haber detectado transcritos de las ciclinas CycD5;2b y CycD7;1
podria deberse a que sus niveles son extremadamente bajos, o0 inestables, que sean
transcritos en otros tejidos no analizados en este trabajo o que sean transcritos solo bajo
ciertas condiciones ambientales. Ambos genes presentan todas las caracteristicas de
genes que codifican para proteinas, es decir, tienen codon de inicio y de término de la
traduccion, sitios donadores y aceptores de splicing conservados, regiones 5 -UTR y 3"-
UTR y regiones promotoras; ademas presentan una estructura exon-intron similar a la de
sus homologos en secuencia mas cercanos, por lo que la posibilidad de que este par de
genes sean pseudogenes es baja. Sin embargo, en la versibn mas reciente del genoma
de maiz (5b.60), aparece solo una forma de splice del gen de la ciclina CycD5;2b, la cual

tiene un cambio en el marco de lectura a partir del segundo exon, resultando en una



proteina hipotética de tamafio similar pero completamente distinta en secuencia hacia el
extremo carboxilo; esta informacion, junto con la nula expresiéon de este gen en los
tejidos analizados, sugiere que el gen CycD5;2b podria ser efectivamente un pseudogen.

De acuerdo con la version mas reciente (5b.60) del genoma de maiz, 9 de las 17
ciclinas tipo D presentan mas de una variante de splice: CycD1;1, CycD2;2a, CycD4;1a,
CycD4;1b, CycD4;2, CycD3;1b, CycD5;3a, CycD5;3b y CycD6:1. Los primers utilizados
en este trabajo no permiten distinguir cual(es) de las variantes de splice esta(n) siendo
transcrita(s), por lo que la expresion observada podria ser el resultado de la suma de la
expresion de méas de una variante (ver Anexo 10). En el futuro sera interesante probar la
existencia de diferentes formas de splice de ciclinas tipo D, asi como investigar si la
existencia de determinada variante estd determinada por etapas del desarrollo de la
planta o por condiciones ambientales, lo cual representaria una manera mas fina de

regular la expresion de estos genes.

Los transcritos de la mayoria de las ciclinas tipo D de maiz se acumulan en
tiempos tardios de germinacion y en tejidos altamente proliferatiivos

Durante la germinacion de maiz, la fase S del ciclo celular comienza alrededor de
las 12 horas de imbibicion, tiempo en el que se observa un incremento en la cantidad de
DNA nuclear marcado y una acumulacién de PCNA (Baiza et al. 1989; Reyes et al. 1991;
Herrera et al. 2000); las células entran a la fase M después de 28-32 horas de imbibicion,
lo que coincide con la protrusion de la radicula (Baiza et al. 1989). En el presente trabajo
se muestra que casi todas las ciclinas tipo D de maiz estuvieron presentes en semilla
seca aungue algunas en muy bajos niveles; no obstante, todas fueron claramente
detectables desde 8 horas de imbibicion, lo que coincide con la fase G1. Aunque se sabe
gue la cantidad de transcrito no siempre correlaciona con la cantidad de proteina, el
aumento en los niveles de transcrito de la mayoria de las ciclinas D concuerda con
reportes previos que indican la presencia y activacion de ciclinas tipo D en la transicion
G1-S durante la germinacion de maiz (Gutiérrez et al. 2005, Lara-Nufez et al. 2008). De
la misma manera, la acumulacion de transcrito hacia las 24 horas de imbibicion que se
observa en la mayoria de las ciclinas tipo D apoya reportes previos que afirman la
presencia y actividad de complejos CycD-CDK en fase G2 (Schnittger et al. 2002; Kono
et al. 2003).

Se esperaba que las ciclinas tipo D estuvieran presentes predominantemente en

tejidos altamente proliferativos, como los meristemos de raiz, y en menor medida en



tejidos con mayor diferenciacion y, en general, este fue el resultado obtenido. Sin
embargo, también se detectd transcrito de casi todas las ciclinas en hoja, aunque en
niveles menores, esto puede tener distintas explicaciones: (1) posiblemente los
transcritos de ciclinas observados en hoja sean remanentes de procesos de desarrollo
previos, (2) las ciclinas sOlo estan presentes en zonas de division celular activa, y la
proporciébn de estas zonas en hoja es mas pequefia, 6 (3) que algunas ciclinas
efectivamente estén involucradas en procesos de diferenciacion. En este contexto, la
ciclina CycD3;1a constituye una interesante excepcion al haber mostrado el perfil de
expresion opuesto, es decir, acumulacion de transcrito en mesocotilo y hoja y niveles
bajos en meristemos de raiz y contrasta con la expresion de CycD3;1 de Arabidopsis, la
cual esta asociada con tejidos proliferativos y no con tejidos diferenciados (Dewitte et al.,
2003).

La expresiéon a nivel de transcrito de las ciclinas tipo D de maiz esta regulada de
manera diferencial por fitohormonas
En trabajos anteriores se ha mostrado que las regiones promotoras de los cuatro genes
de CycDs de maiz descritos previamente contienen elementos cis-reguladores de
respuesta a hormonas como auxinas, citocininas, giberelinas, ABA y etileno, y que su
distribucion es diferencial (Bravo Alberto y Buendia Monreal, 2008). En el presente
trabajo, se obtuvieron 2000 nt de region promotora de cada gen CycD de maiz y se
observo la presencia de algunos elementos de respuesta a auxinas, citocininas y ABA.
La distribucion de elementos cis-reguladores fue diferencial incluso entre pares de genes
gue codifican proteinas con alto porcentaje de identidad entre si, lo cual apoya la
hipétesis de que no hay redundancia dentro de esta familia génica. Sin embargo, no se
encontré una clara correlacion entre la presencia de elementos de respuesta a hormonas
con su induccion o inhibicion experimental. Es muy probable que algunos de los
elementos de respuesta encontrados no sean funcionales y que existan elementos de
respuesta no reportados en las bases de datos de motivos reguladores en plantas,
particularmente en relacion a la respuesta a ABA, puesto que los pocos elementos
reportados son muy estrictos en secuencia y podrian ser especificos de Arabidopsis.

En nuestro grupo de trabajo se ha demostrado previamente que la adicion de una
auxina estimula claramente la expresion de las ciclinas CycD4;2, CycD5;3a y CycD5;3b
(ver Figura 10). El presente estudio muestra que, de las ciclinas tipo D restantes, sélo las

ciclinas CycD3;1a y CycD4;1b responden positivamente a la adicion de la auxina.



También se sabia que una citocinina estimula claramente la expresion de
CycD5;3b (Figura 10). Aqui se demostrd que las ciclinas CycD3;1b y CycD4;1b también
incrementan su expresion a nivel de transcrito en presencia de la misma citocinina.

Por otra parte, la adicion de ABA redujo claramente la expresion de siete ciclinas
durante germinacion. El papel que juega el acido abscisico en inhibir la proliferacion
celular parece estar bien establecido (Swiatek et al. 2002; Da Silva et al. 2008) aunque
no se habia reportado inhibicién de la expresion a nivel de transcrito en ciclinas tipo D de

maiz (Gutiérrez et al., 2005).

ACIDO ABSCISICO (ABA)

ACIDO INDOLACETICO (IAA)

D11 D5;1 auxina
D2:2B D5:2A
D4:1A D6:1
D3:1A
D4:1B rh
; D4:2
D3:1B D5:3B D5:3A

BENZILADENINA (BA)
citocinina

Figura 16. Resumen del efecto inductor o represor que ejercen algunas fitohormonas sobre la
transcripcion de CycDs de maiz durante germinacion. Se observa que IAA induce la expresion de
cinco ciclinas, BA induce la expresion de tres ciclinas y ABA inhibe la expresion de otras seis
ciclinas distintas.

En la Figura 16 se muestra un esquema que resume los efectos observados al
afadir diversas fitohormonas durante germinacién, tomando en cuenta los efectos
observados en trabajos anteriores (Gutiérrez et al., 2005; Quiroz-Figueroa y Vazquez-
Ramos, 2006). Se puede ver que de las 15 ciclinas tipo D de maiz que han sido
detectadas experimentalmente, 13 son reguladas al menos por una fitohormona. Sélo las
ciclinas CycD2;1 y CycD2;3 no presentaron una clara induccion o represion en presencia
de hormonas. En cuanto a aquellas que si son reguladas por hormonas, la mitad son

reprimidas por ABA y la otra mitad son estimuladas por BA y/o IAA, influyendo esta



tltima en mas ciclinas que la citocinina. Es interesante resaltar que en general aquellas
ciclinas que son reprimidas por ABA no son inducidas por auxinas o citocininas vy
viceversa, con excepcion de la ciclina CycD3;1a, que es inducida por auxina y reprimida
por ABA.

El efecto inductor o inhibidor de las fitohormonas sobre las ciclinas estudiadas
podria ser resultado de una influencia directa sobre el promotor de las ciclinas 6 podria
ser un efecto indirecto producto de la accion directa de las fitohormoonas sobre factores

de transcripcion y su posterior sefializacion.

Consideraciones finales

Ademas de la funcién que desempefan las ciclinas tipo D durante la germinacion,
también participan en otros momentos del desarrollo de la planta, como en la induccion
de proliferacion celular en las zonas meristematicas de la raiz y del tallo, y en la
formacion de primordios de raices laterales (Dewitte et al., 2007; Qi y John, 2007,
Nieuwland et al., 2009, Sanz et al., 2011). Se sabe muy poco acerca de la funcion de
cada ciclina tipo D en estos procesos pero se ha visto que en Arabidopsis tienen
funciones distintas y que responden selectivamente a diferentes hormonas.

Los patrones diferenciales de expresion sugieren que la riqueza en ciclinas tipo D
de maiz no es solo una cuestion redundante, sino que su presencia podria ser importante
para diferentes fases del ciclo celular y/o para diferentes etapas del desarrollo de la
planta. Es probable que algunas ciclinas tipo D estén involucradas en otros procesos,
como la ciclina CycD6;1, que controla la formacién de patrones celulares en la raiz de
Arabidopsis (Sozzani et al. 2010).

En el futuro serd fundamental determinar si la regulacion diferencial de las ciclinas
tipo D también se da a nivel de proteina, de localizacién intracelular, de modificaciones

postraduccionales y de interaccion con otras proteinas.



VIII.

CONCLUSIONES

El genoma de maiz contiene al menos 17 genes que codifican para ciclinas tipo D.

Proponemos una nomenclatura de la familia génica completa a partir del analisis

filogenético realizado.

Las secuencias proteicas de las ciclinas tipo D de maiz poseen motivos y dominios

caracteristicos de ciclinas.

La organizacion genémica de las ciclinas tipo D de maiz esta muy conservada con
la de sus ortélogos en otras plantas, particularmente dentro de cada grupo de

ciclinas.

Al menos 15 de las 17 ciclinas tipo D se expresan durante germinacién y en
diferentes tejidos de plantula.

La mayoria de las ciclinas estudiadas en este trabajo presentan acumulacion de
transcritos hacia tiempos tardios de germinacién y en tejidos con altos niveles de

proliferacion.

La adicién de acido abscisico inhibié la expresion de diversas ciclinas durante
germinacion mientras que la adicion de benziladenina o acido indolacético indujo

la expresion de otras.



IX. PERSPECTIVAS

La identificacion de la familia completa de genes que codifican para ciclinas tipo D en
maiz abre un panorama mucho méas complicado de la regulacion del ciclo celular en
maiz.

En el presente trabajo se estudio la influencia de algunas fitohormonas sobre la
expresion de las ciclinas; sin embargo es importante conocer si la expresion de las
ciclinas también estd determinada por otras condiciones ambientales, tales como
distintos tipos de stress, y si esta regulacién también es diferencial.

Las ciclinas también podrian ser especificas de ciertos tipos celulares, por lo que
sera interesante investigar su presencia mediante ensayos de hibridacion in situ.

En la base de datos del genoma de maiz estan reportadas variantes de splice de
algunas de las CycDs. Sera importante verificar experimentalmente dichas formas de
splice alternativo e investigar si cada variante tiene una expresion diferencial, lo cual
consituiria una manera de regulacién adicional que no ha sido reportada en ciclinas.

Otra manera de buscar especificidad en la funcién de las CycDs es estudiar sus
regiones promotoras mediante la busqueda in silico de elementos cis reguladores y su
posterior confirmacion experimental.

En los siguientes trabajos sera necesario conocer la regulacion de dichas ciclinas
a nivel de proteina, de actividad de los complejos CycD-CDK y de interaccién con otras

proteinas.
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XI. Anexos

Anexo 1. Numeros de acceso de las ciclinas tipo D reportadas de Physcomitrella patens (NCBI,

http://www.ncbi.nim.nih.gov/),
annotation version 5.0, Junio 2007),
annotation release 5, Junio 2007).

Arabidopsis

arroz (http://www.tigr.org/tdb/e2k1/osal/,

Grupo de
ciclinas Ciclina NUumero de acceso

Phypa;CycD AJ488282

Arath;CycD1;1 At1g70210
CveD1 Orysa;CycD1;1 0s09g21450
y Orysa;CycD1;2 0s06g12980
Orysa;CycD1;3 0s089g32540

Arath;CycD2;1 At2g22490
Orysa;CycD2;1 0s07g42860
Orysa;CycD2;2 0s06g11410
Orysa;CycD2;3 0s03g27420

CyeD2/4 ™ A rath:CycDa:1 At5g65420

Arath;CycD4;2 At5g10440
Orysa;CycD4;1 0s09g29100
Orysa;CycD4;2 0s08g37390

Arath;CycD3;1 At4g34160

Arath;CycD3;2 At5g67260

Cyeb3 Arath:CycD3:3 At3g50070
Orysa;CycD3;1 0s09g02360

Arath;CycD5;1 At4g37630
CycD5 Orysa;CycD5;1 0s12g39830
Orysa;CycD5;2 0s03g42070
Orysa;CycD5;3 0s03g10650

CycD6 Arath;CycD6;1 At4g03270
Orysa;CycD6;1 0Os07g37010

CycD7 Arath;CycD7;1 At5g02110
Orysa;CycD7;1 0s11g47950

TIGR

thaliana (http://www.tigr.org/tdb/e2kl/athl/ TIGR

rice



Anexo 2. Niameros de acceso en Maize Sequence Database que corresponden a cada ciclina tipo D de maiz.

Versién(es) de Maize

Ciclina Nume_ro de acceso en Sequence en la(s) Clona Ubicacion Longitud
Maize Sequence (aa)
gue aparece
CycD1:1 Cromosoma 7: 105,364,656-
' GRMZM2G476685 P01 |Desde 4a.53 Contig AC196414.3-Contig25 105,369,473 reverse strand 325
CycD2;:1 Cromosoma 7: 166,159,039-
' GRMZM2G079629 P01 |Todas las versiones | Contig AC201907.4-Contig20 166,161,537 forward strand 345
CycD2;2a Cromosoma 4: 179,624,889-
' GRMZM2G075117 P02 |Todas las versiones | Contig AC190640.4-Contig68 179,627,427 forward strand 360
Cromosoma 5 Clona AC195795.3:
CycD2;2b GRMZM2G000021_ P01 |De 3b.50 a 4a.53 Contig AC195795.3-Contig41 158,063-160,610 forward strand 355
AC204669.3_FGP029 Contig AC204669.3-Contig36 | cromosoma 1 Clona AC204669.3 en
. . 125,031-127,807 346
CycD2;3 Sélo en 3b.50 c LCl AC205676.3
AC205676.3_FGP029 Contig AC205676.3-Contig41 romosoma 1 L1one = en
- g g 174,040-176,816 346
CycD4:1a Cromosoma 7: 127,890,301-
' GRMZM2G140633 P01 |Todas las versiones | Contig AC196112.3-Contig45 127,892,874 forward strand 356
Cromosoma 2: 187,441,540-
CycD4;1b GRMZM2G178229 P01 |Desde 4a.53 Contig AC211560.3-Contig51 187,443,834 forward strand 361
CycD4;2 Cromosoma 1: 200,723,661-
’ GRMZM2G133413 P01 |Todas las versiones | Contig AC193997.3-Contig140 | 200,726,940 forward strand 388
CycD3:1a Cromosoma 7: 49,732,339-49,734,473
' GRMZM2G107377 P01 |Todas las versiones | Contig AC198888.4-Contig59 forward strand 387
CycD3:1b Cromosoma 2: 163,317,827-
' GRMZM2G161382 P02 |Todas las versiones | Contig AC202407.3-Contig26 163,320,224 forward strand 391
Cromosoma 3: 113,346,729-
CycD5;1 GRMZM2G047637_P01 |Todas las versiones | Contig AC185252.4-Contig78 113,349,009 reverse strand 349
Cromosoma 1: 254,688,533
CycD5;2a GRMZM2G056303 P01 |Todas las versiones | Contig AC186339.3-Contig38 254,690,378 forward strand 349
CycD5;2b Cromosoma 5 Clona AC208417.3 en
' GRMZM2G078192 P01 |Sdlo en 3b.50 Contig AC208417.3-Contig36 58,371-59,916 365



http://www.maizesequence.org/Zea_mays2/contigview?region=AC204669.3-Contig36
http://www.maizesequence.org/Zea_mays2/contigview?region=AC205676.3-Contig41
http://www.maizesequence.org/Zea_mays2/contigview?l=AC205676.3:174040-176816
http://www.maizesequence.org/Zea_mays2/contigview?l=AC205676.3:174040-176816

Cromosoma 9: 147,800,047-

CycD5;3a GRMZM2G006721 P02 |Todas las versiones | Contig AC194035.3-Contig71 147,802,265 forward strand 353
CycD5;3b Cromosoma 1: 22,373,476-22,376,079
' GRMZM2G007130 P01 |Todas las versiones |Contig AC200137.4-Contig62 forward strand 345
Cromosoma 7: 156,667,098-
CycD6;1 GRMZM2G050933 P01 |Todas las versiones | Contig AC187282.3-Contig141 | 156,669,547 reverse strand 307
Cromosoma 4: 764,403-766,798
CycD7;1 GRMZM2G058410 P01 |Todas las versiones | Contig AC211224.3-Contig46 forward strand 431




Anexo 3. Matriz de identidad entre las secuencias proteicas de las CycDs de maiz y las CycDs de Arabidopsis, arroz y P. patens.
En rojo se resalta la identidad de cada CycD de maiz con su ortélogo respectivo en arroz.

Los numeros negros representan la identidad entre cada Cy

cD de maiz con sus respectivos paralogos

ZmD1;1

ZmD2;1

ZmD2;2a

ZmD2;2b

ZmD2;3

ZmD4;1a

ZmD4;1b

ZmD4;2

ZmD3;1a

ZmD3;1b

ZmD5;1

ZmD5;2a

ZmD5;2b

ZmD5;3a

ZmD5;3b

ZmD6;1

ZmD7;1

Phypa;CycD

Zeama;CycD1;1

Orysa;CycD1;1

49.4%

Orysa;CycD1;2

Orysa;CycD1;3

Arath;CycD1;1

Zeama;CycD2;1

Zeama;CycD2;2a

40.1%

Zeama;CycD2;2b

40.7%

94.4%

Zeama;CycD2;3

45.0%

30.3%

31.0%

Orysa;CycD2;1

63.7%

Orysa;CycD2;2

60.1%

60.1%

Orysa;CycD2;3

42.0%

Arath;CycD2;1

Zeama;CycD4;1a

Zeama;CycD4;1b

81.8%

Zeama;CycD4;2

50.2%

51.7%

Orysa;CycD4;1

64.0%

62.7%

Orysa;CycD4;2

50.9%

Arath;CycD4;1

Arath;CycD4;2

Zeama;CycD3;1a

Zeama;CycD3;1b

80.2%

Orysa;CycD3;1

60.9%

60.2%

Arath;CycD3;1

Arath;CycD3;2

Arath;CycD3;3

Zeama;CycD5;1

Zeama;CycD5;2a

44.8%

Zeama;CycD5;2b

47.1%

74.6%

Zeama;CycD5;3a

29.0%

27.9%

29.3%




Zeama;CycD5;3b 29.9% 31.1% 31.8% 78.3%
Orysa;CycD5;1 70.3%
Orysa;CycD5;2 59.2% 59.2%

53.5% 54.6%

Orysa;CycD5;3

Arath;CycD5;1

Zeama;CycD6;1

Orysa;CycD6;1

72.5%

Arath;CycD6;1

Zeama;CycD7;1

Orysa;CycD7;1

36.6%

Arath;CycD7;1




Anexo 4. Dominios y motivos presentes en las secuencias proteicas de las ciclinas tipo D de maiz. Se muestran los dominios ciclina_N en sombra verde y
ciclina_C en sombra azul, el sitio LXCxXE de unién a RBR, la caja ciclina, los cinco aminoacidos (R, D, L ,K, E) esenciales para estructura de ciclina, el sitio de
fosforilacidn equivalente a T191 de Nicta;CycD3;3 (*). Cajas PEST potenciales estan indicadas en letras rojas.

LxCxE caja ciclina
20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170

————— MPGDAYDLLC DDSAAAAAASTAELIGGEAQ

[RELSLHRLP! -DG 118

Zeama;CycD1;1 -

DAAGSALLCTTDDDDGCCSAVE---- —-YSPRPD-YPDRLRSRSIDP- Y

Zeama;CycD2;1 - -MGILCLGASSTLLC RNNVLGLGCGNELVEVGSGHDGLDSVVG---=-====-====—-—= AVFPVDTDEAVRALLEKETD YYRFGPLSLYLAVNMLRFLSSYDLP! -KP 128
Zeama;CycD2;2a - MVPG-YDCAASVLLC INAAILGLDDDGEESSWAAAATPPRDTVAAAAAAATGVAVDGILTEFPLLSDDCVATLVEKEVE HYNFAPLTAVLSVNMLIRFLSTYEFPE -RA 146
Zeama;CycD2;2b - MVPG-YDCAASVLLC INAAVLGLDD---ESSWAAAATPPRDTVVAAAAAG--VAVDGFLTEFPLLSDDCVAALVEKEVE- HY SFAPLTAVLSVNMLEBRFLSTYDFPEG---RA 141
Zeama;CycD2;3 - ~MGFRCGRASSSLLCE@DVAGMFGCN-GHDDEEVGLLVLGMDTTF--~ YHDFGPLSAYLAVNMLIRVLSTNQVPRADADHQP 132
Zeama;CycD4;la - MAPSSYEVAASILLC SSSILDLEA---EAEEEALLARSGEPGG- CYGFGPLTACLAVNMLBRFLSLYQLPEG---KA 127
Zeama;CycD4;1b - MAPSSYEMAASTLLC SSSILDLEAGGQEEEEEVLLARSRTRGEP-- YYGFGPLTACLAVNMLIRFLSLYQLP!

Zeama;CycD4;2 - MAPSCYDAAASMLLC HSSILWYDE--EEEELEAVGRRRGRSPGYGDDFG- HHRFRPLTAYLAVNMLRFLSLSEVPPC---KD 134
Zeama;CycD3;la - --MAAFAALFDPLYCPREHLDLYHEGPVEVVDEQWQDQRGQQQPAALDDELP- RLGFSALTSALSAAMIRCFLPGGALRLG-DQP 123
Zeama;CycD3;1b -- --MAAFAALFDPLYCPREHLDLYRDEPGEGADEQWPGQHGQQEPAVLDDELP- RAA--RLGFSALTAALAAAMIBRCFLPGGALRLG-DQP 120
Zeama;CycD5; 1 MMPVAAVDD-----WSER-GFSLTCERDCADLGNGV----— VDDDEFLPLYNAGEEEEEE-- —-YLEQLVFKETSLCSS-SDSAAD- CFGFGHRTAYLAIAMFIBSFLLRRRVDRE--AMP 137

Zeama;CycD5;2a MGERGAEED----- GSGGSSLSLMCL
Zeama;CycD5;2b MGEAEERCS----- AGAGCSFSLTCL
Zeama;CycD5;3a MGDAAAAAA--STSAPTTPTSILICL

GADLDAGG-SAESADDGEPAVVAHSDAGEDQEEE-—
GADLDTGGSAAESADGGKLAASLYGDAEEDQE--—
GSDLLADADDGAG-TDLVVARDERLLVVDQDEE--

--YMDYLVSKESSFCCSPSSSPVS— [RA--YFGFSHRAAYLAVSKMIS
[QA--YFGFSHRTAYLAVSMMS

[TA--MFRFGGKTAYVAVNM

[RFCLRRCMDYS--VMP 145
[RECLHRCMDRS--VMP 152
IRFLAQRRVNRE--HA- 130

—-YVALLLSKESASGGGGGPVEEM

Zeama;CycD5;3b MGDAAAAAATASTSAPATPTSILICLIDGSDLLSDAYDGAGATDFVVARDEHLLVEDQDEE-------~— YVALLLSKESAAVCAP-AEEET [TA--MFGFGGKTAYVAVTMLERFLVORRVNRG--NE- 132
Zeama;CycD6;1  ———————-————————— MATEEWEL DAYAYEFEFDLEN PFTSPADEPIASLLDAEGH----—-————-—————————— RFGGELAVHPRVAYLALNMVIERFLSKRQLAFEQ--QP 101
Zeama;CycD7;1  ——-—---———--—-—---- MDDSSLLYCDPPLVVSTTPPPQLASNSYTLLAPQQQAASDDAEEE----— RFG--RLGLTVATVENAVNMLBRFLSINCHLRW---EA 143

primer exén segundo exén D
tercer exén ciclina C
190 200 210 50 60 70 80 300 310 0 0
eleeeeloealefeelenael. | e Y P o o R PP PSPPI | el
Zeama;CycD1;1 BMEETLVPSLLDLQV}------- JAAAVLCAIGETPSLESVSPGAAVS---- --CIGLAI 269
Zeama;CycD2; 1 WMEETVLPLPVDL--{- I\ PFTFISYFLDKFNGGK---PPSLALASRCTDIIIGTLKGS --EVPINK 275
Zeama;CycD2; 2a WIEETFVPLPLDLO-| ---VAEAKF b7 CSEVEYFLHKLSDHG---APSLLARSRSSDLVLSTAKGA| Al --CKYLDK 292
Zeama;CycD2; 2b WIEETFVPLPLDLQ-[--------VAEAKF' b7 CSEVEYFLHKLSDHG---APSLLARSRSSDLVLSTAKGA| e TWASVALAAIGECSSSV-IERAATS - --CNYLDK 287
Zeama;CycD2; 3 \AMMEETVVPRRLDIHQl - - -~ -NQVLSEKY. M\ PFSYINYFVDKETDGK---PLSCGFISRCTEIILGSLEAT | --NILVNK 282
Zeama;CycD4; la IMEETYVPSSLDLOQH --AGDARY BIPL.SYVDYFLHRLRGGA---APSRRAVLRSAELILCIARGT i ThY --HRVHK 272
Zeama;CycD4; 1b IMEETYVPPSLDLO-| --VGDARY PP SYIDYFLHRLKDGG---APSRRAVLRSAELILRVARGT 275
Zeama;CycD4;2 INMEETAVPQCLDLQEf————--— VGDARY B\ DFSYVDYFLNKLNNGGST-APRSCWLLQSAELILRAARGT 282
Zeama;CycD3; la IWVEETRVPLLLDLQL{CAAASSDADAADAD! --LIN----APE 268
Zeama;CycD3; 1b IWVEETRVPPLLDLQLYY --DAADPY --LIN----APE 266
Zeama;CycD5; 1 INMEECQVPALSEF-— --HAG-GY --LSPSC-LIEK 288
Zeama;CycD5; 2a INMEEYRAPALSEF--| --RAHDDY --LTPSC-LLDK 293
Zeama;CycD5; 2b IMEEYRAPALPEF--| --RADDEY --LSPSS-LLDK 301
Zeama;CycD5; 3a WLEEQHAPRLSELP-- --LDACEF. --LGSSFPQLDT 279
Zeama;CycD5; 3b WLEEEHAPRLSEFP-- --LDEDE--] y --LGSSCPQLDT 280
Zeama;CycD6; 1 IMORVATFSTADIQ-| ---RDEDF. y IAAAATLLAAAGEVAAANLHAFQASLA---—-= ACP---FVNS 252
Zeama;CycD7;1 IWLDEVNIPSLHHLOM- ) 3 ACIPY SELLPLLNT PPHTA-—————~ BV IMSSALRCVALQDHRHHHENTTTTDYGSCIISRLVRPDGADD 298
K * cuarto exén quinto exén
350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470
BIEIIRN I I IR PN PP IS P ISP ISP IS PRSP INPISI IS I B T I R B I I e IR IIPI I
Zeama;CycDl;1  MORLVIGN------------ VRTRVAS—————————————- TTTITMAAVNLCCSDEALSSHSSATSSP——————————— PPAKRRKRSPTAT 325
Zeama;CycD2;1  LQEQALVR --KTGHVNGS---PSVPQSPIGVLDAT-CFSFRSED---ARLVSSQSNNISS-----SSSNDNQVSKRRRLSISPT 345
Zeama;CycD2;2a IQEKITAGSIVL-------KSAGSSIS----SVPQSPIGVLDAAACLSQQS---DDATVGSPAVCYHSS----------— STSKRRRITRRLL 360
Zeama;CycD2;2b TQEKIAVGSIVL-------KSAGSSIS----SVPRSPIGVLDAAACLSQQS---DDATVGSPAVCYHSS—=------=== STSKRRRITRRLL 355
Zeama;CycD2;3  LQEVGLVK --KKTDYSAS---PSR-----— VLDAS-CEFSFKTDDNQTAGSSQSQANNNGN-----YNQAYSPASKRTRLDI 346
Zeama;CycD4;1la IQQATATMALPQPLKSEGPSSSGRRASSSSATVPRSPTGVLDAG-CLSYRR---AAAAAASHASSSWRD--EDDDDCPPAVCSKRRKISR 356
Zeama;CycD4;1b IQATVALLAPAQPLKAEGPSSGRSRASSSSATVPRSPTGVLDAG-CLSYRSDDAAAAAAASHASSAWRD--EDGD-CSPAVCSKRRKTSR 361
Zeama;CycD4;2  IGSMASSAAIDDATVP--PKSARRRSS--PVPVPQSPVGVLDAAPCLSYRSEEAATATATATSAASHGAPGSSSSSSTSPVTSKRRKLASRCDGSCSDRSKRAPAQWTKE 388
Zeama;CycD3;1la ISEVTGMSFLVCDVGGMIAGNKRKHAAARMYSPPLSPSGVIGALSCFSCESSLSATADSRTLATTAAGVGPWAPSAPVSVSSSPEPPGRAPKRAAAAG-——=-==—====-~= VPHPLPPDEESRDAWPSTCAA--—-— 387
Zeama;CycD3;1b ISEVTGMSFLACDVG-VSAGNKRKHAAAQLYSPPPSPSGVIGALSCFSCESSTSATA-———==- MAAAVGPWAPSASVSVSSSPEPPGRAPKRAAAASASASASAGVAPPVQVPHOLPPDEESRDAWPSTCAA--—-— 391
Zeama;CycD5;1  MVG-DNNRRG------- SKRSLPCSVSNE----------— IATSTYHSVLVDDVTDTAAAFATAVSA-————--—-===-— RNKRIR-LELTGIS 349
Zeama;CycD5;2a MLS-ESSSPT-------PSK-LADKRPPP-- --555GS----MTYESADAASS-FAATAG-- --RSKRAR-LEMPSIGP 349
Zeama;CycD5;2b MMLNESSSAT-------PSKLLAAKRPAP-- --SASGSTGAGSPYESVDADSSSFAAAAD-- --SNKRARLVELPAVGR 365
Zeama;CycD5;3a MIREDDKSPT-------QSTSTSTGVASSGVSVARHAGGSGSPSPPGASVSVGANNAAGTAPPATTD -~~~ ----NRNKRRRLRSPQRQ 353
Zeama;CycD5;3b MIREDDKSPT-------HSTST--GVASSGVSVA----GNGSPSP------- GANNAAGSGPPATPDSH-- - -KHNHNQRRRLRSPQRQ 345
Zeama;CycD6;1  LAAAGGVG SADTPVTVLGHQRSASSASETDWINGGD------------~ AKKRCMGPPSQWG 307

Zeama;CycD7;1 MKTLCDDDASCS-----SSADQLRIGGTPIVTSSTCMSSDEQLRRSPSVSVIIRRRSCLGLKTAGGGGSRRINSSRSAVISRRRRRLFGSSASAQAQAPAPQAEGKDSDDDTTNNTLVPVDSPIGTNIKFLVTVQDIN 431

sexto exén



Anexo 5. Alineamiento de las secuencias proteicas de las ciclinas tipo D de Physcomitrella patens, maiz, arroz y Arabidopsis mostrando su organizacion
gendmica. Cada exén estd sombreado con un color distinto.

Caja ciclina ciclina N« pciclina C
50 60 100 110 150 16t 70 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 -
- bl el bl Lo JUSEPURRE S BOTOT BURRT ROt ST PUSRE S SR SUSET SR IS ol
Phypa;CycD 196
iCyeD1;1 191
Orysa;CycD1;1 195
Orysa;CycD1;2 237
Orysa;Cycdl;3 228
Arath;CycD1;1 195
iCyeD2;1 199
Zeama;CycD2;2a 217
iCs i2b 212
Zeama;CycD2;3 INYEVD 206
iCs i1 208
Orysa;CycD2;2 203
orysa;Cycb2;3 219
Arath;CycD2;1 210
Zeama;CycDd;1a 199
Zeama;CycD4;1b 202
Zeama;CycD4 ;2 206
Orysa;CycDd;1 216
Orysa;CycDa ;2 b IDYFIR 223
Arath;CycD4;1 191
Arath;CycD4;2 182
Zeama;CycD3;1a 203
Zeama;CycD3;1b 196
Orysa;CycD3;1 199
Arath;CycD3;1 DHIIR 200
Arath;CycD3;2 209
Arath;CycD3;3 FFDHIIR 199
Zeama;CycD5;1 206
Zeama;CycD5;2a 215
Zeama;CycD5;2b 222
Zeama;CycD5; 3a ISCFAA 201
Zeama;CycD5; 3b I FAA 201
Orysa;CycD5;1 213
Orysa;CycD5;2 225
Orysa;CycD5;3 209
Arath;CycD5;1 186
Zeama;CycD6;1 171
Orysa;CycD6;1 171
Arath;CycD6;1 LKLI! 167
Zeama;CycD7;1 215
Orysa;CycD7;1 195
Arath;CycD7;1 I 191
290 300 310 380 390 100 10 a20 130 440 1s0 150 a10 180 150 500 s10 520 530 sa0
Phypa;CycD 360
Zeama;CycD1;1 325
Orysa;CycD1;1 229
Orysa;CycD1;2 - 363
Orysa;CycD1;3 354
Arath;CycDl;1  -K: 339
Zeama;CycD2;1 345
Zeama;CycD2;2a 0! 360
Zeama;CycD2;2b 355
Zeama;CycD2;3  -KFT-DGK--PLSCG-— 346
Orysa;CycD2;1 356
Orysa;CycD2;2 PKSPIGVLDAAA- 342
Orysa;CycD2;3  -K: 405
Arath;CycD2;1  -KIS-GHV-SEN-- AVPASPVGVLI 361
Zeama;CycD4;la 356
Zeama;CycD4;1b 361
Zeama;CycD4;2 388
Orysa;CycD4;1 356
Orysa;CycDd;2 383
Arath;CycDd;1 Q- 308
Arath;CycD4;2 K 298
Zeama;CycD3;1a ETAECAKIT: 387
Zeama;CycD3;1b 391
Orysa;CycD3;1 EMAECAKIT. 364
Arath;CycD3;1 376
Arath;CycD3;2 367
Arath;CycD3;3 361
Zeama;CycD5;1 349
Zeama;CycD5;2a 349
Zeama;CycD5;2b 365
Zeama;CycD5; 3a 353
Zeama ;CycD5; 3b 345
Orysa;CycD5;1 365
Orysa;CycD5;2 367
Orysa;CycD5;3 MO: 345
Arath;CycDs;1 323
Zeama;CycD6;1 307
Orysa;CycD6;1 320
Arath;CycD6;1 302
Zeama;Cycd7;1 431
Orysa;CycD7;1 -HLLLNRLIHPFSQTDH ISV 320
Arath;CycD7;1 301

Exones 1 2 3 4




Anexo 6. Longitud de proteinas y numero y longitud de exones e intrones.
UTRs no estan consideradas en la longitud de exones.

Ciclina Pr?atl;na Exones Longitud exones-intrones
Phypa;CycD 360 6 (617-196-87-103-99-103-202-108-128-101-595)
Zeama;CycD1;1 325 6 (679-273-87-1662-99-144-208-117-131-115-1220)
Orysa;CycD1;1 229 4 (273-295-87-1205-99-97-231)

Orysa;CycD1;2 363 6 (402-97-87-1367-96-83-202-1069-143-150-162)
Orysa;CycD1;3 354 6 (375-216-87-2768-96-535-202-230-134-141-171)
Arath;CycD1;1 339 6 (424-152-87-526-99-95-202-89-137-84-1071)
Zeama;CycD2;1 345 6 (471-266-87-102-99-91-202-96-125-96-864)
Zeama;CycD2;2a 360 6 (659-188-87-85-99-102-202-109-122-157-729)
Zeama;CycD2;2b 355 6 (638-197-87-85-99-97-202-109-122-158-754)
Zeama;CycD2;3 346 6 (288-251-87-1209-117-84-202-128-125-64-222)
Orysa;CycD2;1 356 6 (312-298-87-103-99-91-202-109-125-90-246)
Orysa;CycD2;2 342 6 (297-189-87-110-99-96-202-104-122-178-222)
Orysa;CycD2;3 405 9 (339-414-93-152-99-120-202-111-128-85-76-1357-57-494-31-931-193)
Arath;CycD2;1 361 6 (586-240-87-82-99-102-196-117-128-90-612)
Zeama;CycD4;1a 356 6 (467-107-87-157-99-123-202-128-116-272-783)
Zeama;CycD4;2 388 6 (706-502-87-90-102-108-208-155-119-315-888)
Orysa;CycD4;1 356 6 (336-105-87-382-99-137-202-102-98-217-249)
Orysa;CycD4;2 383 6 (357-622-87-108-99-93-202-112-122-251-285)
Arath;CycD4;1 308 6 (504-306-87-102-99-91-205-136-128-596-268)
Arath;CycD4;2 298 6 (303-142-87-75-99-82-204-141-116-394-251)
Zeama;CycD3;l1a 387 3 (967-101-113-103-851)

Zeama;CycD3;1b 391 3 (1014-105-128-88-1109)

Orysa;CycD3;1 364 3 (655-91-125-83-315)

Arath;CycD3;1 376 4 (739-89-202-109-131-73-575)

Arath;CycD3;2 367 4 (666-90-202-78-131-81-416)

Arath;CycD3;3 361 4 (582-78-202-86-131-98-470)

Zeama;CycD5;1 349 5 (503-81-87-90-304-125-137-145-809)
Zeama;CycD5;2a 349 5 (474-98-87-103-298-89-134-125-438)
Zeama;CycD5;2b 365 5 (491-101-87-85-301-139-134-123-235)
Zeama;CycD5;3a 353 5 (580-75-87-105-295-98-137-139-703)
Zeama;CycD5;3b 345 5 (525-90-87-153-289-74-140-141-823)
Orysa;CycD5;1 365 5 (327-100-87-107-334-143-137-299-213)
Orysa;CycD5;2 367 5 (354-96-87-100-307-90-134-88-222)
Orysa;CycD5;3 345 5 (327-144-87-132-283-78-134-111-207)
Arath;CycD5;1 323 5 (461-80-87-84-310-75-149-81-597)
Zeama;CycD6;1 307 6 (376-105-93-98-102-100-208-129-131-383-725)
Orysa;CycD6;1 320 6 (195-110-93-90-102-115-208-90-131-357-234)
Arath;CycD6;1 302 6 (201-98-84-73-96-81-208-70-131-86-189)
Zeama;CycD7;1 431 6 (339-112-87-103-292-78-143-148-369-650-75)
Orysa;CycD7;1 320 5 (282-238-87-100-99-143-294-731-201)
Arath;CycD7;1 341 4 (326-252-87-93-295-96-496)




Anexo 7. Primers utilizados para amplificar cada CycD de maiz y sus correspondientes condiciones de reaccion.
Los primers en negritas fueron utilizados en experimentos RT-PCR semicuantitativo y PCR tiempo real.

Secuencia del primer (5°- 3")

Fragmento

Condiciones de reaccién para

Condiciones de reaccién para

Condiciones de reaccién para
germinacion y tejidos en PCR

(Pb) germinacién tejidos de plantula tiempo real
FW GGG TTT CTT CCA TTG ACA GC 30mina54C,15mina9%4C 30minab54C,15mina94C
Zeama;CycD1;1 291 34 ciclos (50 seg a 94 C, 50 35 ciclos (40 sega 94 C, 40
RV GAA GTC GAC GAA GGT GAA GG segab6lC,45sega72C) segab6lC,35sega72C)
10mina72C 10mina72C
FW CCA CAC GAT AAG CCT TGG AT 30mina54 C,15mina94C 30mina54 C,15mina94C
Zeama;CycD2;1 308 30 ciclos (40 seg a 94 C, 40 30 ciclos (40 seg a 94 C, 40
RV GAG CCTTTG AGT GTG CCA AT sega60C,35sega72C) sega6C,35sega72C)
10mina72C 10mina72C
FW TTACAATTT CGC ACC GTT GA 30mina54C,15mina94C 30minab54C,15mina94C
Zeama;CycD2;2a 622 32 ciclos (50 seg a 94 C, 50 29 ciclos (50 seg a 94 C, 50
RV CAG CGT CCAGGA CAC CTATT sega60C,45sega72C) sega60C,45sega72C)
10mina72C 10mina72C
FW GCA AGC GCA AGA CAC TAG AG 30mina54C,15mina9%4 C 30mina54C,15mina9%4 C 10 mina 95 C
Zeama;CycD2;2b 104 31 ciclos (50 seg a 94 C, 50 |29 ciclos (50 seg a 94 C, 50 40 ciclos (15 seg a 95 C, 60 seg
RV ACA AAATGG TAC GAG AGA GC sega60C,45sega72C) sega60C,45sega72C) a 60 C)
10mina72C 10mina72C
FW GTA AGG AGA TGC CAT GAA GC 30mina54 C,15mina94 C 30minab54C,15mina94C 10mina95C
Zeama;CycD2;3 130 29 ciclos (35sega 94 C, 35 34 ciclos (35 sega 94 C, 35 40 ciclos (15 seg a 95 C, 60 seg
RVCGG CTG TCT GGT TAT CGT CA seg a 60 C, 20 seg a 72 C) seg a 60 C, 20 sega 72 C) a 60 C)
10mina72C 10mina72C
FW GGG GAG GGG AAG AAG AGG AG 30minab54 C,15mina9%4 C 30mina54C,15mina9%4 C 10 mina 95 C
Zeama;CycD4;1a 105 38 ciclos (40 seg a 94 C, 40 34 ciclos (35sega 94 C, 35 40 ciclos (15 seg a 95 C, 60 seg

RV GAT TTT GGT AAC CTG GTG CG

sega65C,35sega72C)

sega64C,20sega72C)

a 60 C)

10mina72C

10mina72C




FW TCT GCA CGC CGG TTC ATA CAA A

30mina54 C,15mina94 C

30mina54C,15mina94 C

Zeama;CycD4;1b 205 38 ciclos (35sega 94 C, 35 38 ciclos (35sega 94 C, 35
RV GTA ATC TGG TGC CCG AAC GGT AAT sega6lC,15sega72C) sega6lC,15sega72C)
10mina72C 10mina72C
FW GTA GAA GCC GCA GCC GCA GC 30minat54 C,15mina94C |30mina54C,15mina9%4C 10mina9C
Zeama;CycD3;1a 111 38 ciclos (35sega 94 C, 35 41 ciclos (35sega 94 C, 35 40 ciclos (15 seg a 95 C, 60 seg
RV AAG CAATGC CAA GAA CCAAC seg a 64 C, 20 seg a 72 C) seg a 64 C, 20 seg a 72 C) a 60 C)
10mina72C 10mina72C
FW AAA GGA TCC GGA AAT AAG CGT AAG CAC 30mina54C,15mina94C 30mina54C,15mina94 C
Zeama;CycD3;1b 182 41 ciclos (50 seg a 94 C, 50 42 ciclos (35sega 94 C, 35
RV AAA CTT AAG TGG CTC TGG AGA GGA CGA CA sega 61 C, 45 seg a 72 C) sega 61 C, 20 seg a 72 C)
10mina72C 10mina72C
FW GTT CCT CCC GCT CTA CAATG 30mina54C,15mina9%4 C 30mina54C,15mina9%4C
Zeama;CycD5;1 662 37 ciclos (50 seg a 94 C, 50 38 ciclos (50 seg a 94 C, 50
RVCCATAG GTT GCA GCC AAG AT sega6lC,45sega72QC) sega6l1C,45sega720C)
10mina72C 10mina72C
FW GTC CTG TGC TGT GCG GCT GT 30mina54C,15mina94C 30mina54C,15mina94 C 10mina9 C
Zeama;CycD5;2a 148 38 ciclos (35sega 94 C, 35 38 ciclos (35sega 94 C, 35 40 ciclos (15 seg a 95 C, 60 seg
RV CGT CAC CGT TTC TCC AGC AG sega 62 C, 20 seg a 72 C) sega 62 C, 20 seg a 72 C) a 60 C)
10mina72C 10mina72C
FW TTC GAG ACG CAG GCTTACTT 30minab54 C,15mina9%4 C 30minab54 C,15mina94C
Zeama;CycD5;2b 666 39 ciclos (60 seg a 94 C, 60 40 ciclos (60 seg a 94 C, 60
RV GAC GGA CTC GTA TGG ACT GC segab0C,45sega72C) segab4C,45sega72C)
10mina72C 10 mina72C
FW TTC ATC TCC AAG GTG CGT TT 30mina54 C,15mina94C 30mina54C,15mina94C
Zeama;CycD6;1 339 37 ciclos (40 seg a 94 C, 40 40 ciclos (40 seg a 94 C, 40

RV GAT AGC ATG CGG AGA GGA AG

sega60C,35sega72QC)

sega60C,35sega72QC)

10mina72C

10mina72C




FW CTATGC GTT TGG TAG GCT

30mina54C,15mina94C

30mina54C,15mina94C

Zeama;CycD7;1 533 39 ciclos (60 seg a 94 C, 60 40 ciclos (60 seg a 94 C, 60
RV CTC CGT CAG GAC GAA CAA segab0C,45sega72C) segab4C,45sega72C)
10mina72C 10mina72C
FW GGA AAC TTA CCA GGT CCA GAC ATAG 30mina54C,15mina94C |30mina54C,15mina%94C |10mina9%C
ri8s 180 18 ciclos (50 seg a 94 C, 50

RV GTG GCC TAA ACG GCCATAGTCCCTC

segab8C,45sega72C)

16 ciclos (50 seg a 94 C, 50
sega6lC,45sega72C)

40 ciclos (15 seg a 95 C, 60 seg
a60C)

10 mina72C

10 ina72C




Anexo 8. Perfiles de expresion de 5 CycDs de maiz obtenidos mediante RT-PCR en tiempo

real
(Trabajo realizado por la Dra. llenia Renteria Canett como parte de una estancia posdoctoral)

METODOLOGIA. Para los andlisis de RT-PCR en tiempo real (QRT-PCR), el RNA total fue
tratado con DNasa | (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se utiliz6 1 pg de RNA tratado con DNasa para generar el cDNA usando el kit
High Capacity RNA-to-cDNA (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Las reacciones
gRT-PCR se llevaron a cabo en placas oOpticas de 96 pozos en un equipo de PCR tiempo
real ABI 7500 (Applied Biosystems). En cada reaccion se afiadio 6.25 pL de 2X SYBR Green
Master Mix (Applied Biosystems), 1 uL de cDNA y 200 nM de cada primer en un volumen de
reaccion de 12.5 pL. Los primers Yy las condiciones de reaccion utilizados se muestran en el

28C (Livak y

anexo 7. Los niveles de expresion relativa fueron calculados usando el método
Schmittgen, 2001) y normalizados usando el gen r18S. Se realizaron tres réplicas biolégicas

en cada experimento.
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Anexo 9. Comparacidn entre la nomenclatura propuesta por Hu et al., 2010 y la nomenclatura propuesta en este trabajo.
La nomenclatura de este trabajo esta basada en un anélisis filogenético explicado a detalle en el texto.

Nomenclatura de

Hu et al.

NUmero de acceso
Maize Sequence

Nomenclatura de este

trabajo

Observaciones

Zeama;CycD1;1

GRMZM2G476685_P01

Zeama;CycD1;1

Zeama;CycD2;1

GRMZM2G075117_P02

Zeama;CycD2;2a

Zeama;CycD2;2

GRMZM2G079629_P01

Zeama;CycD2;1

Zeama;CycD3;1

GRMZM2G161382_P01

Zeama;CycD3;2

GRMZM2G161382_P02

Zeama;CycD3;1b

Hu et al. toman en cuenta las formas de splice como genes distintos

Zeama;CycD4;1

GRMZM2G133413_P01

Zeama;CycD4;2

GRMZM2G133413_P02

Zeama;CycD4;3

GRMZM2G133413_P03

Zeama;CycD4;2

Hu et al. toman en cuenta las formas de splice como genes distintos

Zeama;CycD4;4

GRMZM2G178229_P01

Zeama;CycD4;5

GRMZM2G178229_P02

Zeama;CycD4;6

GRMZM2G178229_P03

Zeama;CycD4;1b

Hu et al. toman en cuenta las formas de splice como genes distintos

Zeama;CycD4;7

GRMZM2G140633_P01

Zeama;CycD4;8

GRMZM2G140633_P02

Zeama;CycD4;9

GRMZM2G140633_P03

Zeama;CycD4;10

GRMZM2G140633_P05

Zeama;CycD4;1a

Hu et al. toman en cuenta las formas de splice como genes distintos

Zeama;CycD5;1

GRMZM2G006721_P02

Zeama;CycD5;3a

Zeama;CycD5;2

GRMZM2G007130_P01

Zeama;CycD5;3b

Zeama;CycD5;3

GRMZM2G047637_P01

Zeama,;CycD5;1

Zeama;CycD5;4

GRMZM2G056303_P01

Zeama;CycD5;2a

Zeama;CycD6;1

GRMZM2G050933_P01

Zeama;CycD6;1

Zeama;CycD7;1

GRMZM2G058410_P01

Zeama;CycD7;1

Zeama;CycD2;2b

Zeama;CycD2;3

Zeama;CycD3;1a

Zeama;CycD5;2b

Hu et al. no reportan estos cuatro genes que, evidentemente, codifican para
ciclinas tipo D




Anexo 10. Diferentes formas de splice de los genes de ciclinas tipo D de maiz!
Ciclina NUmero de acceso Variantes Longitud de Longitud de Organizacion gendmica ¢Amplifica con los
de splice transcrito (nt) | proteina (aa) primers utilizados??
CycD1;1 | GRMZM2G476685 1 2507 325 [ o | (8 B8 Si
2 2388 324 - ImEN Si
3 808 177 o No
CchZ;l GRMZM2G079629 1 1848 345 ] B N N N 1
CycD2;2a | GRMZM2G075117 1 1884 331 - e . No
2 1898 360 -, s = Si
CycD2;2b | GRMZM2G000021 1 1902 355 | _Sm 8 8 = W | Si
CycD2;3 | AC204669.3_FGP029 1 1041 346 - N EEEm Si
CycD4;la | GRMZM2G140633 1 1790 356 I __ Si
2 1335 274 - = .. Si
3 1458 158 W Si
4 1754 355 IElE R B EmE . Si
5 1462 348 N § = —— Si
6 895 218 — — No
CycD4;1b | GRMZM2G178229 1 1571 361 IS N - Si
2 1569 290 ImE E B EmE = Si
3 1387 291 S E - Si
CycD4;2 | GRMZM2G133413 1 2086 388 — " E_= === Si
2 1467 253 . - Si
3 1002 187 N — No
CycD3;la | GRMZM2G107377 1 1931 387 I Si
CycD3;1b | GRMZM2G161382 1 2280 270 I - Si°
2 1899 391 e — Si
CyCDS;l GRMZM2G047637 1 1840 349 I Si
CycD5;2a | GRMZM2G056303 1 1431 349 I E S . Si
CycD5;2b | GRMZM2G078192 1 1248 365 10 BN Si
CycD5;3a | GRMZM2G006721 1 1802 353 — TR B Si
2 1723 354 N . - Si
CycD5;3b | GRMZM2G007130 1 1864 345 EEE EEE = Si
2 1649 345 Nl EEE . Si
CycD6;1 | GRMZM2G050933 1 1635 307 | S 8N N [ Si




2 1626 304 = A 00 0 W Si
3 1379 190 01 0 e = Si®
4 905 91 . No
CycD7;1 | GRMZM2G058410 1 1305 431 — B R T =& ] n Si

' En negritas se muestra la variante de splice que origina el transcrito y la proteina mas larga para cada gen, y que corresponde con la estructura

de una ciclina.
2 Para los genes no estudiados en este trabajo (CycD4:2, CycD5;3a y CycD5;3b) se tomaron en cuenta los primers utilizados en el trabajo de

Quiroz-Figueroa et al, (2006).
3 Amplifica la variante de splice correspondiente pero con un diferente tamafio al esperado para la variante de splice canénica, lo cual permite

diferenciar entre ambas formas.
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