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Resumen

Se ha descrito el comportamiento del ciclo celular en raices de Arabidopsis, basdndose en la
presencia de algunas proteinas que participan en este proceso y en el contenido de ADN en las
diferentes zonas de la raiz. Sin embargo, una descripcion similar no se ha realizado en el eje
embrionario de maiz, que es la parte de la semilla que contiene la informacién para desarrollar
una nueva planta.

Por otro lado, se sabe que la disponibilidad de nutrimentos importantes como la sacarosa y la
glucosa modifican la regulacién de varios procesos moleculares, como el ciclo celular en diferentes
especies de plantas. En ejes embrionarios completos de maiz la presencia de estos azucares
aumenta la proliferacion celular e incrementa la sintesis de novo de ADN.

En el presente trabajo se estudié la regulacion del ciclo celular en dos regiones de la radicula del
eje embrionario de maiz una de las cuales incluyd a la regién meristematica, mientras que la
segunda incluyd en su mayoria a las células de elongacién y diferenciacién; evaluando proteinas
del ciclo celular y el contenido de ADN como marcadores, y se determiné el efecto de la presencia

de la sacarosa o la glucosa en el medio de imbibicion.

Los resultados mostraron que dos diferentes regiones de la radicula del eje embrionario de maiz
tienen un comportamiento diferencial en su capacidad proliferativa y en los niveles proteicos de la
ciclina B1;2 y la cinasa dependiente de ciclina B1;1 (CDKB1;1). La presencia de sacarosa y glucosa
en el medio de imbibicién modifican la proliferacidn celular especialmente en la zona que incluye a
la regidon meristematica, asi como la abundancia proteica de la ciclina B1;2 y la CDKB1;1, ademas
de la formacidon de complejos entre las ZmCycD3;1 y ZmCycB1;2 con las CDKs, sugiriendo que la
presencia de sacarosa y glucosa afecta principalmente a las proteinas tipicas de las fases G2 y M.



1. Introduccion

1.1. El maiz

El maiz (Zea mays L.) es la especie vegetal mas importante de México; su domesticacién, iniciada
hace miles de anos, la convirtio en una planta apta para proporcionar a los grupos humanos
granos suficientes para alimentarse, a lo que contribuye la invencién, también milenaria, de los
diferentes modos de prepararlos que sacan provecho de sus bondades nutritivas. Durante la
época prehispanica fue tal su importancia en la dieta, que puede considerarse uno de los factores
que propiciaron el transito de sociedades ndmadas de cazadores-recolectores a otras de
agricultores sedentarios; de hecho, del maiz derivaron gran parte de las caracteristicas
econdmicas, sociales y religiosas de los pueblos mesoamericanos. Hoy en dia sigue siendo el
principal alimento de los mexicanos, ademas de ser materia prima para procesos industriales y
para otros fines. El maiz ocupa, con casi 7 millones de hectdreas, cerca de la mitad de la superficie
cultivada en México, practicamente toda dedicada al consumo interno (Vela, 2011).

Agrondmicamente, Zea mays pertenece a la familia Poaceae (Gramineas), tribu Maydeas, y es la
Unica especie cultivada de este género. Otras especies del género Zea, comunmente llamadas
teocintle y las especies del género Tripsacum conocidas como arrocillo o maicillo son formas
silvestres parientes de Zea mays. Son clasificadas como del Nuevo Mundo porque su centro de
origen esta en América (Paliwal, 2001).

Ademas, el maiz tiene una larga historia de desarrollo en herramientas genéticas y gendmicas y es
considerado uno de los sistemas mas accesibles de plantas superiores. Con su genoma totalmente
secuenciado y el uso de herramientas citogenéticas, el maiz puede ser objeto de estudio para
cuestiones mas alla de la biologia vegetal. Es un sistema modelo cldsico que estad experimentando
un renacimiento en la era molecular (Nannas y Dawe, 2015).

1.2. Anatomia del fruto de maiz
El fruto (cariopside) del maiz estd constituido de las siguientes estructuras principales (Figura 1):

v' Pericarpio o cascara, capa delgada que encierra a la semilla.

v" Endospermo, estructura que contiene parte del material de reserva (en forma de almiddn)
que se moviliza para aportar energia durante la post-germinacién, se utiliza también para
nutrir al embrién en desarrollo.

v' Escutelo, estructura que cubre y protege al eje embrionario y también contiene material
de reserva (de naturaleza lipidica).

v'  Eje embrionario, parte de la semilla que cuenta con la informacién para desarrollar una
nueva planta de maiz. En la semilla madura, el eje embrionario esta formado por la raiz
primaria (radicula), protegido por la coleorriza, y la punta de tallo con cinco o seis
entrenudos cortos y primordios foliares que, en su conjunto, forman la pliumula que esta
rodeada por el coleoptilo (MASISH, 2017).

v' Pedunculo, estructura que sostiene al fruto, uniéndola a la mazorca (Bewley y Black,
1994).
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Figura 1. Representacion del fruto y eje embrionario de maiz. A la izquierda esquema del fruto
formado por varios tejidos y un endospermo que proporciona nutrimentos a los diferentes tejidos.
Esquema adaptado de Scanlon y Takacs, 2009. A la derecha corte longitudinal de un eje
embrionario completo, tefiido con safranina y verde rapido que indica sus estructuras principales.
Amplificacién 10X.

Las semillas son la unidad de reproduccién sexual de las plantas y tienen la funcién de multiplicary
perpetuar la especie a la que pertenecen (Doria, 2010), por tal motivo es de gran interés cientifico
estudiar los diferentes procesos que desencadenan cambios metabdlicos y morfogenéticos que se
llevan a cabo en el eje embrionario como lo es la germinacion.

1.3. Anatomia funcional de las raices de maiz

Aunque el eje embrionario es la estructura que cuenta con la informacidn para crear una nueva
planta y el modelo de estudio en el presente proyecto, la estructura longitudinal de la radicula no
se ha descrito de manera precisa como en las raices; por ello para tener una idea aproximada de la
diferente distribucién celular en la radicula a continuacién se describe la anatomia funcional de la
raiz de maiz.

Tradicionalmente, la estructura longitudinal de la raiz del maiz se describe en términos de varias
zonas parcialmente sobrepuestas especializadas de desarrollo, incluida la cofia, el meristemo
apical de la raiz, la zona distal de elongacion, la zona de elongacién y la de diferenciacién como se
observa en la Figura 2 (Ishikawa y Evans, 1995).

La cofia cubre el dpice de la raiz lo que facilita el movimiento de las raices en crecimiento sobre el
suelo. Proximal a la cofia estd el apéndice subterminal de la raiz, que consiste en el centro
quiescente, una regién mitdticamente activa de 800 * 1200 células (Jiang et al., 2003) y esta
rodeado por los meristemos proximal y distal. Junto al meristemo proximal esta la zona de
elongacion distal en la que las células comienzan a alargarse. La zona de elongamiento distal es
una zona de transicion entre la zona meristematica y la zona donde las células se diferencian



(Hochholdinger et al., 2004b). Esta zona juega un papel importante en la respuesta de las raices
del maiz a una variedad de sefales exdgenas. La zona de elongacién distal se encuentra bordeada
por la zona de elongacién, donde las células no se dividen pero se alargan al maximo. Ademads
proximal a la zona de elongacidn, se encuentra la zona de maduracién donde se diferencian las
células, lugar en que se observan los pelos radiculares (Ishikawa y Evans, 1995).
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Figura 2. Estructura anatémica de la raiz primaria de maiz. Mostrando las posiciones relativas de
los diferentes tipos de células como lo son las células meristematicas que se encuentran en el
centro quiescente y el meristemo proximal. Donde C. Corteza; CA. Caliptrégeno; CC. Cilindro
central; PM. Meristemo proximal; QC. Centro quiescente; RC. Cofia. Zonas longitudinales de
desarrollo se indican en el margen derecho D: divisidon; E: elongacion; Df: diferenciacion.
Modificada de Hochholdinger, 2009.

Estas descripciones anatomicas de raices de maiz, se realizaron utilizando una gran variedad de
mutantes como: Irt1, que impide la formacién de raices laterales; sir1 y slr2, reducen la elongacion
de raices laterales; rth3, impide la formacién de pelos radiculares; sml/, afecta la formacion del
meristemo apical del tallo; y ruml, que afecta la formacién de raices laterales y seminales
(Hochholdinger y Feix, 1998; Hochholdinger et al., 2001; Hochholdinger, 2009).

Sin embargo, también se han identificado sobre tejido de semillas de Zea mays cv. Merit después
de dos dias de germinacion el centro quiescente (CQ) y el meristemo proximal (PM) basandose en
la expresién de algunos genes de regulacion del ciclo celular, genes relacionados a auxinas y
reguladores de la transcripcion, asi como el estado redox, donde indican que el CQ tiene un estado
mas oxidativo y mientras se aleja de éste se vuele mas reductor (Jiang et al., 2003).



1.4. Germinacion
La germinaciéon es un proceso que involucra el reinicio metabdlico de la semilla quiescente o
latente y la reanudacion de los procesos de desarrollo. Las semillas contienen, la informacién
necesaria para recrear morfogenéticamente a la planta.
Como consecuencia de la entrada de agua, las células en los tejidos de la semilla se alargan v,
finalmente, se dividen, un proceso que es concomitante con, o seguido de la protrusion radicular.
Este evento se define como el final del proceso de la germinacién. En general, las células en el
apice de la raiz (meristematicas) son las primeras en ser activadas para entrar en el ciclo celulary
proliferar. El establecimiento exitoso del ciclo celular es un evento esencial para el crecimiento de
la plantula y, por lo tanto, su estudio durante la germinacién es fundamental (Vazquez-Ramos y
Sanchez, 2003).
El proceso germinativo comienza con la imbibicion de la semilla es decir, entrada de agua a la
semilla seca y madura y termina, como ya se menciond, con la protrusion de la radicula (Bewley y
Black, 1994). Durante este tiempo, las células en la semilla reparan su ADN, y las células
meristematicas comienzan el ciclo celular (Vazquez-Ramos y Sanchez, 2003).
En el proceso de germinacion la toma de agua por una semilla madura es trifasica, como se
observa en la Figura 3. Inicia con una absorcidn rapida de agua (Fase 1) seguida de un contenido
constante de agua en la semilla (Fase Il), finalmente un nuevo aumento de la absorcién de agua se
produce solo después de que se ha completado la germinacién, y los ejes embrionarios se alargan
(Fase I11).

Germinacién Postgerminacion

Fasel Fasell Faselll /
V4

Elongacion de células radicula

——

Reparacién de ADN

Sintesis de ADN y division celular

Sintesis de proteinas usando ARNm existente

Sintesis de proteinas usand RNm nuevo

/ Reparacidn mitocondrial

Toma de agua

Sintesis mitocondrial

Comienzo respiracion
y sintesis de proteinas

Escape de solutos

Tiempo
Figura 3. Toma de agua de semillas maduras y secas a través del tiempo. Eventos importantes
asociados a la germinacion como reparacién de ADN, reparacidn mitocondrial, sintesis de
proteinas y el subsecuente crecimiento postgerminativo donde elongan las células de la radicula.
Modificado de Bewley,1997; Bewley y Black,1994.



La entrada de agua en las células de semillas secas durante la Fase | resulta en perturbaciones
estructurales temporales, particularmente en las membranas, que conducen a una fuga inmediata
de solutos y metabolitos de bajo peso molecular. Dentro de un corto tiempo de rehidratacion, las
membranas regresan a su configuracién mas estable, al tiempo en que la fuga de solutos se reduce
(Bewley, 1997); el reactivarse secuencialmente sus funciones, se comienzan a sintetizar proteinas
a partir de ARNm existente, se reanudan los procesos de respiracidn para la produccién de ATP, al
mismo tiempo que comienza a sintetizar nuevos ARN (Ching, 1972). Durante la fase Il disminuyen
los procesos reparativos y se incrementa el nimero de mitocondrias, se lleva a cabo la sintesis de
ADN vy la sintesis de proteinas usando ARN nuevo y por ultimo la fase lll, se relaciona con la
elongacion radicular, ademas, en esta fase se lleva a cabo la movilizacién de reservas de la semilla
provenientes del endospermo (Bewley y Black, 1994; Orsbone, 1983).

Vazquez-Ramos y Sanchez en 2003 han definido a la germinacién como la consecucién exitosa de
la ejecucién de un proceso molecular altamente regulado, el ciclo celular. Que antecede a la
primera ronda de divisidn celular necesario para la proliferacién requerida para el establecimiento
de la plantula (Cruz-Garcia et al., 1998). Sin embargo aunque se lleve a cabo la germinacion de
manera exitosa no asegura el posterior establecimiento de la plantula.

Por su importancia fisioldgica la germinacién es un sistema interesante para el estudio del ciclo
celular en plantas, debido a que la entrada de agua reactiva a las células del eje embrionario de
maiz que se encuentran detenidas en su mayoria en la fase G,, particularmente en las zonas
meristematicas (Sanchez et al., 2005). Ademas de encontrarse claros niveles de todas las proteinas
consideradas tipicas del ciclo celular en las células de los ejes embrionarios sin embeber, como lo
son las ciclinas (Cyc), las cinasas dependientes de ciclinas (CDK), el antigeno nuclear de
proliferaciéon celular (PCNA), DNA polimerasas, DNA ligasas, entre otros (Lara-Nufiez et al., 2008;
Vazquez-Ramos y Sanchez, 2003; Godinez-Palma et al., 2013; Garza-Aguilar et al., 2017).

1.5. Ciclo celular en eucariontes
El ciclo celular es un proceso ordenado, cuyos eventos finalizan con la divisién celular (Arellano et
al., 2008).
Diferentes variaciones en el ciclo celular ocurren en la naturaleza, pero en su forma mas comun el
ciclo celular consiste en cuatro diferentes fases las cuales son: G;, S, G, y M.
Aunque a las fases de la replicacion del ADN (Fase S) y mitosis (Fase M) se les da mayor atencion,
es durante la fase G;, cuando las células monitorean su tamafio y entorno y realizan un
reconocimiento de la acumulacién de materiales celulares y de energia (Arellano et al., 2008) para
asi entrar a la fase S; mientras que una de las tareas realizadas durante la fase G, es asegurar que
la duplicacion del ADN ha sido completada con éxito (De Veylder et al., 2003), para continuar con
la mitosis que es la fase de la reparticidn cromosémica y divisién celular.
En general existe una gran conservacidn evolutiva de los componentes bdsicos de la maquinaria
del ciclo celular. Sin embargo, la evolucién de los mecanismos varian entre células animales y
vegetales en gran parte debido a algunas caracteristicas Unicas del ciclo de divisidn celular en las
plantas (Gutiérrez, 2009). Por ejemplo:



e Algunos genes de ciclo celular son Unicos para células vegetales, algunos de los cuales
participan en procesos especificos de plantas (Vandepoele et al., 2002).

e La citocinesis en plantas es completamente diferente a la citocinesis en células animales.
Las diferencias derivan en gran medida de la necesidad de una nueva pared celular entre
las dos células hijas (Jirgens, 2005).

e En células vegetales es posible el estudio del ciclo de células haploides y diploides de el
mismo organismo (Kim et al., 2008).

e La organogénesis es un proceso post-embrionario que ocurre de manera continua a lo
largo de toda la vida de la planta. Asi, la aparicidn continua de divisiones celulares dentro
de los meristemos de manera iterativa producen células que eventualmente se
diferenciaran en diversos tipos celulares que forman un érgano (Gutiérrez, 2005; Scheres,
2007).

e Muchas células de una planta adulta retienen una capacidad significativa para
desdiferenciarse y adquirir un estado pluripotente, confiriendo plasticidad a la planta
(Grafiy Avivi, 2004).

De igual forma la regulacién de los eventos de proliferacidn en eucariontes se lleva a cabo a todo
lo largo del ciclo celular sin embargo, existen tres puntos muy estrictos de regulacion ampliamente
estudiados: i. La transicién de la fase G; a la fase S, ii. La transicidon de G, a M y iii. La transicion de
metafase a anafase durante la mitosis (Vazquez-Ramos, 2003).

El estudio de las transiciones del ciclo celular tiene principalmente dos enfoques. Uno es estudiar
los mecanismos de accion de los componentes del ciclo celular asi como su regulacion; y otro es
entender la proliferacién celular, el crecimiento y el desarrollo en las plantas. Ambos aspectos son
relevantes para estudiar los mecanismos a través de los cuales las células vegetales experimentan
la diferenciacion y reacciéon de la proliferacion celular en respuesta a sefiales ambientales y estatus
nutricional (Gutiérrez et al., 2002).

1.6. Ciclinas, CDKs y la oscilacion del ciclo celular
El principio bdsico de regulacién del ciclo celular esta determinado por la activacion de las CDKs
gue requieren la union de ciclinas para poder activarse, y asi impulsar transiciones cruciales del
ciclo celular, la entrada de la fase G; a Sy de la fase G, a M (Nieuwland et al., 2007).

En animales, han sido identificadas por lo menos 13 clases de ciclinas (llamadas ciclinaAa Ly T),
mientras que en diversas plantas se han aislado mas de 100 ciclinas. El andlisis del genoma de
Arabidopsis mostré 50 ciclinas potenciales que pueden agruparse en nueve clases (Wang et al.,
2004; Menges et al., 2005), de las cuales cinco no tienen equivalente en animales. Solo se ha
encontrado una evidencia clara del papel de las ciclinas A, B, D y H en el ciclo celular (Nieuwland et
al., 2007).

Los complejos ciclina-CDK regulan (al menos) dos vias acopladas: la inactivacién de la via Rb
(Retinoblastoma), la inactivacion de complejos de pre-replicacion después de la iniciacion de la
replicacion del ADN (Gutiérrez et al., 2002), y regulan la transactivacién de las proteinas MYB,
entre otras (Komaki y Sugimoto, 2012).



En plantas se conocen dos grupos principales de CDK que juegan un papel importante en la
progresion del ciclo celular. Las CDKA, que es homdloga directa de cdc2 de levadura y CDK1 de
mamifero, y conserva la secuencia aminoacidica PSTAIRE en el motivo de unién a ciclina. En este
grupo de CDKs (Planchais et al., 2004), el transcrito y los niveles de proteina no muestran una
expresion preferencial en alguna fase del ciclo celular y ademds son detectadas aunque en bajos
niveles, en tejidos diferenciados (Ferreira et al., 1991). Sin embargo, la evidencia en plantas indica
qgue CDKA se especializa principalmente en la fosforilacidon de la proteina RBR1 (Van Leene et al.,
2011)

Las CDKB son un grupo especifico de CDK de plantas (Planchais et al., 2004) que tienen un motivo
de unidn a ciclina Unico PPTALRE o PPTTLRE, por lo que se han dividido en dos subgrupos CDKB1 y
CDKB2; su actividad es dependiente del ciclo celular y actdan principalmente en la transicién
G,~2>M (Mironov et al., 1999).

Uno de los niveles de regulacién de la actividad de las CDKs es por la asociacion con ciclinas: las
ciclinas tipo D que en términos generales son reguladoras del punto de control de la fase G; en
asociaciéon con CDKA; las ciclinas tipo A que se encuentran involucradas en el control de la
transicion de la fase S a la M vy las ciclinas tipo B que se encuentran involucradas en la transicion
G,~>M y en los controles intramitoticos probablemente en asociacion con CDKA y CDKB (Planchais
et al., 2004).

1.7. Transicion G, S de plantas

El mecanismo que regula la transicién G;—=> S parece estar conservado entre mamiferos y plantas.
El control de esta transicién generalmente representa el punto de compromiso con la divisidn
celular (Pardee, 1989).

En plantas, el paso de G; a S (Figura 4) se inicia mediante la sintesis de novo de las ciclinas tipo D;
cuando se forman complejos CycD/CDK inicia la fosforilacién de la proteina retinoblastoma (RBR)
(De Veylder et al., 2003). La proteina RBR reprime principalmente la transicion G, S del ciclo
celular; directamente, mediante el enmascaramiento del dominio de transactivacion de E2F
(factor transcripcional que controla la expresion de muchos genes requeridos para la entrada e
inicio de la fase S entre los que se encuentran el de la ciclina A, genes de histonas, ORC1, MCM,
entre otros y asi el ciclo celular progrese (Stevens y La Thangue, 2003; Dimova y Dyson, 2005;
Ramirez-Parra et al., 2003)), o indirectamente por el reclutamiento de diferentes complejos
remodeladores de cromatina silenciando asi regiones especificas (Frolov y Dyson, 2004; Cobrinik,
2005). En conjunto, la funcidn de la proteina RBR resulta en la inhibicidn de la expresidn de genes
regulados por E2F en G,, evitando la transicion a la fase S (Sabelli et al., 2005).

La proteina RBR se encuentra unida al factor de transcripcion dimérico E2F/DP (donde DP funciona
en el reconocimiento del promotor mediante un dominio de uniéon al ADN) impidiendo la
transactivacién de sus genes blanco, pero conforme se hiperfosforila la proteina RBR por el
complejo CycD/CDK, pierde afinidad por E2F/DP permitiendo que el heterodimero realice su
actividad de transactivacion de los genes que reconoce (Inzé y De Veylder, 2006), con base a una



secuencia candnica en los promotores (Ramirez-Parra et al.,, 2003), que en general son genes
cuyas proteinas son necesarias durante la fase S (Shen, 2002).
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Figura 4. Vision esquematica de la regulacion de la transicion G, S en plantas. RBR es fosforilada
por el complejo formado por CYCD/CDK perdiendo su afinidad por E2F, la liberacion de RBR
permite la activacidon de genes necesarios para que la célula entre a la fase S. Modificada de De
Veylder et al., 2003.

1.8. Transicion G, M de plantas
Aunque datos recientes han expandido nuestra comprensidn de los eventos moleculares que
controlan la entrada a la fase S en plantas, la regulacién de la entrada en mitosis es todavia poco
conocida (De Veylder et al., 2003). Se sabe que en la transicion G, M participan principalmente
las CDKB en asociacién con ciclinas tipo A o B (Figura 5). La actividad de las CDKs puede regularse
positiva o negativamente por fosforilaciones, localizaciéon celular o la interaccién con otras
proteinas (Dudits et al., 2007).

La actividad de los complejos Cyc-CDK es regulada por la desfosforilacion de los residuos tirosina
15 (Y15) y treonina 14 (T14) en la transicidon G,/M. Los complejos Cyc-CDK formados durante las
fases Sy G, estdn principalmente en su forma inactiva por una fosforilacién inhibitoria debida a
una familia de cinasas muy conservada: WEE1, MIK1 y MYT1 (De Veylder et al., 2003).

Estas fosforilaciones inhibitorias T14/Y15 son removidas por una fosfatasa putativa aun
desconocida en plantas, pero ya identificada y estudiada en otros organismos. Similar a lo que ya
se describié anteriormente, los complejos CYC/Cdk se activan por la fosforilacién en la treonina
160 (T160) de CDK (catalizada por la CAK (cinasa activadora de CDKs), CDKD/CDKF) permitiéndole
asi, la fosforilacion de sus proteinas blanco para entrar a la fase M (Garza-Aguilar et al., 2014).
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Figura 5. Visién esquematica de la regulacion de la transicién G, M en plantas. La asociacion de
las ciclinas tipo A/B con CDKs A/B y su subsecuente desfosforilacion promueve la entrada a
mitosis. Modificada de De Veylder et al., 2003.

1.9. Seiales nutrimentales y el ciclo celular
El estado nutricional juega un papel importante en la germinacion, asi como en el ciclo celular.
Una semilla no puede germinar sin los insumos adecuados de carbono y energia disponibles en
cada tejido.
Entre los nutrimentos, los azlcares son como componentes duales como donantes de carbono y
energia, asi como moléculas de sefializacion. Los azucares solubles podrian tener un impacto
diferencial sobre la activacion o inhibicion de diferentes procesos clave. Por ejemplo, se sabe que
las hexosas como la glucosa en los tejidos de plantas activan la divisién celular, mientras que la
sacarosa favorece la diferenciacién y maduracion (Koch, 2004; Gibson, 2004; Evelan y Jackson,
2011; Wang y Ruan, 2013).
Ademas algunos marcadores relacionados con el ciclo celular pueden ser regulados en diferentes
niveles por azlcares: En células en suspensién de Arabidopsis, la expresién de CycD2 y CycD3 se
estimula por la presencia de sacarosa y glucosa; en presencia de sacarosa, la actividad de cinasa en
complejos de la CycD2 y D3 con CDK aumenta (Rio-Khamlichi et al., 2000). Similarmente, en ejes
embrionarios de maiz la expresién de la CycD2;1 se estimula por la presencia de sacarosa (
Gutiérrez et al., 2005) y en células de tabaco BY-2 la expresion de la CycD2;1, D3,;2 , A3,;2 y B1,2
aumenta en paralelo con la concentracion de glucosa; y la duracidn de las fases S y G, se modifican
por diferentes niveles de glucosa (Hartig, 2005; Hartig y Beck, 2006). Esta regulacién podria
deberse, al menos en parte, a la presencia de elementos de respuesta en la regién promotora de
estos genes del ciclo celular.
Ademas, reportes recientes indican que la cinasa TOR (Target Of Rapamycin) juega un papel crucial
en la sefializacion por glucosa, activando la expresién de diferentes vias biosintéticas (Polyn et al.,



2015), y se encontrd que la sefializacion por glucosa a través de la via TOR, activa la divisién celular
en meristemos de raiz en Arabidopsis. TOR en un regulador maestro que coordina la disponibilidad
de nutrimentos y energia ademas de sefiales ambientales con el crecimiento, desarrollo y
superviviencia (Xiong et al., 2013).

2. Antecedentes

Aunque el ciclo celular estd relativamente bien caracterizado en especies modelo como
Arabidopsis, nuestro conocimiento del control del ciclo celular en cultivos de importancia
econdmica, y en particular en las principales gramineas como el maiz, estd todavia en desarrollo, y
hay una necesidad urgente de identificar los papeles claves, regulacién y funciones de las
proteinas que controlan el ciclo celular en estos organismos (Sabelli et al., 2014); en nuestro caso,
nos interesa particularmente el ciclo durante la germinacion y el desarrollo del eje embrionario,
asi como el efecto que tiene su estatus nutricional como la presencia de sacarosa o glucosa en el
medio de imbibicidn en nuestro modelo de ejes embrionarios extraidos de semilla madura de maiz
desprovistos de escutelo y endospermo.

En 2001 Beeckman y colaboradores describieron el comportamiento del ciclo celular a lo largo de
las raices en Arabidopsis, basandose en la ploidia de las células y la expresidn de algunas proteinas
del ciclo celular, de esta forma pudieron definir cuatro zonas diferentes. La zona A, que incluye la
region meristematica, donde encontraron que en su mayoria las células se encuentran
dividiéndose; en la zona B, solo las capas externas del tejido entran a diferenciacion mientras que
las células del cilindro central contintdan dividiéndose; la zona C en la que se detiene la division
celulary las células se mantienen en la fase G;; y por ultimo, la zona D donde solo las células en los
polos del xilema progresan via fases S 2 G, para iniciar la formacion de la raiz lateral (Beeckman
et al., 2001); de esta forma lograron definir diferentes estadios a lo largo de las raices de
Arabidopsis indicando que en ésta se llevan a cabo diferentes procesos que involucran la
expresion de diferentes genes y la presencia de determinadas proteinas, una descripcion similar
no se ha realizado en la radicula de ejes embrionarios de maiz.

Por otro lado, los carbohidratos o azucares, son esenciales para los procesos fundamentales que
se requieren para el crecimiento vegetal. Por lo tanto, la produccién, metabolismo y uso de
carbohidratos deben ser cuidadosamente coordinados con la fotosintesis, sefiales ambientales y el
calendario de los programas clave de desarrollo (Eveland y Jackson, 2012).

Se sabe que en semillas de tabaco y Arabidopsis la velocidad del ciclo celular puede ser modulada
en funcién de la presencia de azlcares solubles (Gibson, 2000) quienes tienen una funcion
importante en la determinacion del momento en que algunas especies de plantas florecen
(Gibson, 2000).

La evidencia reciente indica que la disponibilidad de nutrimentos también desempefia un papel en
el control del ciclo celular tanto en animales como plantas. Por lo tanto, tal vez no sea
sorprendente que la disponibilidad de nutrimentos importantes, tales como azlcares, ayude a
regular el progreso del ciclo celular (Gibson, 2004). Por ejemplo, la sacarosa y la glucosa ayudan a
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regular la transicion de crecimiento por division celular de células en expansién y acumulacion de
reservas en el desarrollo embrionario de plantas (Borisjuk et al., 2003).

Ademas de afectar la sincronizacidn con la que se producen los eventos de desarrollo, los niveles
de azucares solubles también pueden afectar el numero y la forma de varios drganos. Los altos
niveles de azucar pueden conducir a la formacién de plantas que producen hojas mas grandes y
gruesas, y un mayor numero de tubérculos y raices adventicias (Gibson, 2005).

En ejes embrionarios de maiz desprovistos de escutelo y endospermo la presencia de sacarosa o
glucosa 120 mM (concentracidén que se encuentra dentro de un intervalo fisiolégico de una semilla
en germinacion (Yu et al., 1996; Borisjuk et al., 2003; Lara-Nufiez et al., 2017 ))en el medio de
imbibicién a lo largo del proceso germinativo, promueven un cambio morfélogico en los ejes; en
presencia de glucosa los ejes crecen de manera enrollada, mientras que con sacarosa son mas
alargados comparados con el control (sin carbohidratos) (Garcia-Ayala, 2015), despues de 7 dias
de exposicion a sacarosa muestran una raiz primaria y coleoptilo mas largos y el desarrollo de
numerosas raices seminales, ademas se observan abundantes pelos radiculares. En contraste los
ejes embrionarios embebidos con glucosa conservan la morfologia torcida y no se observa la
formacién de pelos radiculares, en su lugar se observan estructuras parecidas a callos, lo cual
sugeriria que la glucosa esta afectando el proceso de desarrollo normal ( Lara-Nufez et al., 2017).
Estos carbohidratos actian de manera diferencial, aumentando la tasa de proliferacién celular en
las zonas meristematicas (zonas altamente proliferativas); e incrementando la sintesis de novo de
ADN, fendmenos que se ven mas acentuados en presencia de glucosa (Garcia-Ayala, 2015).
Adicionalmente a los procesos antes mencionados, la presencia de sacarosa y glucosa afectan
diferentes marcadores moleculares que participan a lo largo del ciclo celular en Arabidopsis y maiz
(Lara-Nunez et al., 2017).

Asimismo la presencia de azlcares solubles en el medio de imbibicion como la sacarosa y la
glucosa promueven un aumento en la abundancia proteica y un cambio en la localizacién celular
de la ZmCycB1;2 en ejes embrionarios de maiz (Garcia-Ayala, 2015).

Planchais y colaboradores (2004) analizaron la relacion de los niveles proteicos de CycD3;1,
CycD2;1 y CDKA;1 con la disponibilidad de sacarosa y el aumento en la fase G; de células en
suspensidn de Arabidopsis. Sus resultados mostraron que la remocidn de sacarosa resulta en una
rapida caida en la abundancia de las proteinas CycD3;1 y CDKA;1, ademas las células sin sacarosa
completaron la fase S y gradualmente permanecieron en la fase G;, sugiriendo un control mas
estricto en la respuesta a la disponibilidad de sacarosa en la fase G; que en la fase G,.
En presencia de bajos niveles de sacarosa (0.3 %), los niveles de la CycD3;1 se reducen hasta las 24
horas, lo que relaciona con la acumulacién de las células en la fase G;.

Estos resultados sugieren que los niveles proteicos de la CycD3;1 responden rdpidamente a la
disponibilidad de sacarosa, y la abundancia de esta proteina correlaciona con la capacidad de las
células para pasar de la fase G; a S (Planchais et al., 2004).

Por otro lado, la ausencia de sacarosa en el medio de imbibicion en nuestro modelo de

11



investigacion reduce los niveles proteicos de la ZmCycD3;1 (Garza-Aguilar et al.,2017), como

sucede en Arabidopsis.

Lo anterior sugiere que la presencia de sacarosa y glucosa afectan diferentes procesos a nivel
molecular en maiz, los cuales pueden ser diferentes a lo largo de la raiz como sucede en

Arabidopsis.
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3. Justificacion

Se ha descrito el comportamiento del ciclo celular a lo largo de las raices de Arabidopsis
basandose en el contenido de ADN de las células y la presencia de algunas proteinas del ciclo
celular, esto se puede extrapolar a otro modelo vegetal como maiz, ya que en éste aln no se ha
determinado el comportamiento del ciclo celular a lo largo de la radicula, que tiene una
distribucidn anatémica similar a las raices de Arabidopsis.

Ademas, se sabe que la disponibilidad de nutrimentos importantes como la sacarosa y la glucosa
ayudan a regular el progreso del ciclo celular; en maiz la presencia de estos carbohidratos en el
medio de imbibicién aumenta la tasa de proliferacion celular e incrementa la sintesis de novo de
ADN. De esta manera, es importante determinar si la presencia y actividad de algunas proteinas
del ciclo celular a lo largo del eje embrionario se afecta por la presencia de azucares, resultados
que ayudarian a conocer su papel en la regulacion del ciclo celular.

4. Hipotesis
La proliferacion celular serd diferencial en dos regiones de la radicula donde una de ellas incluye a
la region meristematica del eje embrionario de maiz. La presencia de sacarosa o glucosa en el
medio de imbibicion modificaran la proliferacion celular en ambas regiones.

5. Objetivo General
Estudiar la regulacion del ciclo celular en dos zonas de la radicula del eje embrionario de maiz
evaluando proteinas del ciclo celular y el contenido de ADN como marcadores, y determinar el
efecto de la presencia de sacarosa o glucosa en el medio de imbibicién.

5.1 Objetivos particulares

v" Definir diferentes regiones en la zona radicular del eje embrionario

v" Determinar la abundancia de algunas proteinas del ciclo celular como la CycB1;2
(marcador de G,-M), PCNA (marcador preferencial de la fase S), CycD3;1 (marcador de la
fase G;), asi como CDKB1;1 y CDKA en las diferentes zonas previamente definidas del eje
embrionario, en presencia de azucares en el medio de imbibicion.

v" Evaluar la formacién de complejos Cyc/CDK, asi como su actividad de cinasa, entre las
proteinas estudiadas en presencia y ausencia de azucares en el medio de imbibicidn, en las
zonas radiculares definidas.

v" Analizar el contenido de ADN a lo largo de la zona radicular en presencia y ausencia de
azucares a diferentes tiempos de imbibicion.
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6 Materiales y métodos

6.1. Material bioldgico
Se utilizaron semillas secas y maduras de maiz (Zea mays) variedad Chalquefio almacenadas hasta
su uso a4 °C en oscuridad a las que se les extrajo el eje embrionario.

6.2. Imbibicién

Los ejes embrionarios fueron extraidos de semillas secas y se desinfectaron en una solucién de
hipoclorito de sodio 1.7 %, en agitacién constante por 10 minutos y se lavaron con agua destilada
estéril hasta que perdieran el olor a cloro, posteriormente se embebieron, en medio de imbibicién
(Tris-HCI pH 7.4 , KCI 50 mM, MgCl, 10 mM) enriquecido con sacarosa (58 mM o 120 mM) y en
medio enriquecido con glucosa (120 mM) en cajas Petri estériles sobre un papel filtro Whatman
estéril y se incubaron el tiempo necesario (18-96 horas) en la estufa a 25 °C en oscuridad.

6.3. Extraccion de proteinas

Para realizar la extraccidn de proteinas se cortaron las dos zonas de los ejes embrionarios con una
navaja, cada una se homogeneizd en un buffer de extraccidén de proteinas(Tris-HCl 25 mM pH 7.5,
MgCl, 15 mM, KCI 25 mM, Na,EDTA 5 mM, NaCl 250 mM, Triton X-100 0.2 %, DTT 1 mM, NaF 1
mM, Na,VO, 1 mM, glicerol 30 %, B-glicerofosfato 60 mM), usando un instrumento de dispersion
ULTRA-TURRAX, posteriormente los homogenados se centrifugaron a 12000 g por 15 minutos y se
desechd el pellet de cada muestra. El sobrenadante se guardd en alicuotas a -70 °C hasta su uso.
Las proteinas extraidas se cuantificaron por el método de Bradford en una placa de ELISA, usando
albumina sérica bovina como estandar, y se leyd la absorbancia a 595 nm en un espectrémetro
(Epoch, BioTek, VT, USA).

6.4. Electroforesis de proteinas

Para verificar la presencia de proteinas y para los ensayos de Western blot se realizé electroforesis
en gel Tris-glicina desnaturalizante de poliacrilamida al 12 % (SDS-PAGE). El gel se preparé como
se indica en Sambrook et al., 1989 y se corrié a 90 V hasta que el frente de corrida pasara el gel
concentrador, luego a 120 V durante el corrimiento en el gel separador. El amortiguador de
electrodos utilizado fue de Tris-glicina-SDS 1X. Las muestras se prepararon anadiendo buffer de
carga para obtener una concentracion final 1X (SDS 2 %, B-mercaptoetanol 2 mM, glicerol 4 %,
Tris-HCl 40 mM pH 6.8, azul de bromofenol 0.01 %) y desnaturalizando las proteinas a 90 °C por 5
minutos.

6.5. Western Blot

Para los ensayos de Western blot se realizaron geles SDS-PAGE 12 % como se indica en el punto
6.4. y se transfirieron las proteinas a membranas de PVDF Immobilon-PSQ transfer Membrane
(Millipore) en el equipo Mini-PROTEAN Tetra System de BIO-RAD a 350 mA por una hora. Las
membranas fueron bloqueadas con una solucién de leche al 5 % en PBS-Tween 20 al 0.9 % por una
hora y luego incubadas con uno de los siguientes anticuerpos policlonales desarrollados en
nuestro laboratorio: anti-ZmCycD3;1, anti-ZmCycB1;2, anti-ZmCDKA, anti-ZmCDKB1;1 y anti-
ZmPCNA todos a una dilucidn 1:2000 en solucidn de bloqueo a 4 °C en agitacidn toda la noche.
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Terminado el tiempo de incubacién se hicieron tres lavados, el primero y el altimo con PBS 1X por
10 minutos, y el segundo con PBS-Tween 20 al 0.9 % y NaCl 0.5 M por 15 minutos; después se
incubd con el anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con peroxidasa (1:20000) por una hora
en una solucién de leche al 5 % en PBS-Tween 20 al 0.9 % en agitacién. Terminado el tiempo de
incubacién con el anticuerpo secundario se realizaron tres lavados con PBS 1X de 10 minutos cada
uno. El revelado se hizo en el equipo ChemiDoc MP (XRS, Bio-Rad, USA) y la reaccién de peroxidasa
fue detectada por el método ECL (Pierce kit, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), con las
imagenes obtenidas se realizé una densitometria utilizando el software Image Lab 5.2.1.

6.6. Preparacion de muestras para microscopia

Después de embeber los ejes en los tratamientos correspondientes se fijaron inmediatamente en
formaldehido al 4 % en PBS 1X durante una hora a temperatura ambiente y se enjuagaron en PBS
1X cinco veces por 15 minutos cada lavado, posteriormente el tejido se deshidraté en
concentraciones crecientes de etanol de manera gradual (50, 70, 85, 96, 100 %) durante una hora
en cada concentracion, después se impregnaron en paraplast y xilol por 24 horas y después en
paraplast puro por 24 horas, para ser incluidos en bloques. Los bloques se cortaron en el
micrétomo rotatorio a 4-6 um de grosor, los cortes se colocaron en portaobjetos.

Los cortes se desparafinaron colocando el tejido en la estufa a 60 °C por 2 horas, posteriormente
se pasaron por xilol y se hidrataron en una serie de concentraciones graduales de etanol (100, 96,
85, 70, 50, 30 %) durante 15 minutos en cada cambio.

6.7. Tincién de nticleo y pared celular

Los cortes desparafinados se tifieron con safranina durante 24 horas. Una vez transcurrido este
tiempo se lavaron dos veces con agua destilada para quitar el exceso de safranina y se tifieron con
verde rapido, pasando sucesivamente por las siguientes soluciones: etanol 96 % + acido picrico,
etanol 96 % + amoniaco (detiene la accidn del acido picrico), etanol, verde rapido y aceite de
clavo. Una vez pasado por el tren de tincidn las preparaciones se montaron con Entellan.

6.8 Extraccion nuclear

Para realizar la extraccién nuclear, primero se congelé el tejido en nitrégeno liquido y se molié
hasta obtener un polvo muy fino. Este polvo se resuspendié en 2 mL de buffer NIB (sacarosa 500
mM, KCl 100 mM, Tris-HCI 10 mM pH 9.5, EDTA 10 mM, espermidina 4 mM, espermina 1 mM vy [3-
mercaptoetanol 0.1 % v/v) y se filtrd a través de una malla de nylon de 45 um de poro,
posteriormente se centrifugd a 500 g por 5 minutos a 4 °C y se descartd el sobrenadante,
posteriormente se afiadieron 20 volimenes de NIB/B-mercaptoetanol/ Tritdn X-100 al 10 %, se
volvié a centrifugar y se lavd 3 veces durante 5 minutos con 1.5 mL de PBS frio en cada lavado y se
centrifugd desechando el sobrenadante, el pellet final con los nicleos se resuspendié en PBS 1X.

6.9. Analisis del contenido de ADN por citometria de flujo

Una vez extraidos los nucleos previamente fijados, se les adiciond RNAsa a una concentracion final
de 50 pL/mL y se dejaron por 30 minutos en el agitador rotatorio a temperatura ambiente,
posteriormente se realizaron lavados con PBS y se adiciond yoduro de propidio (20 pL/mL) y se

15



dejaron a temperatura ambiente en oscuridad por media hora, transcurrido este tiempo los
nucleos estan listos para pasarse por el citdmetro de flujo (CytoFLEX, Beckman Coulter, IND, USA).

6.10. Inmunoprecipitados con extractos nucleares

Una vez extraidos los nucleos, se sonicaron en buffer de extraccién de proteinas con una amplitud
de 20 % en pulsos de 20 segundos dos veces, posteriormente se adiciond una unidad de
benzonasa (endonucleasa que rompe el ADN en fragmentos <8 pares de bases, disminuyendo asi
la viscosidad de la muestra) y se dejé en el agitador rotatorio a temperatura ambiente por 25
minutos, posteriormente se centrifugd a 14000 g por 15 minutos a 4 °Cy se deseché el pellet, este
extracto se cuantificéd por el método de Bradford.

Para realizar los inmunoprecipitados primero se puso a interaccionar el anticuerpo con la proteina
A/agarosa (Roche) previamente lavada en una dilucién de 2:5, por 1 hora en el agitador rotatorio a
temperatura ambiente. Pasado este tiempo se realizaron tres lavados de 10 minutos cada uno con
PBS; se adiciond el extracto nuclear y se dejd interactuar por 2.5 horas, una vez transcurrido este
tiempo se realizaron 5 lavados con PBS, se adicioné buffer de carga, se desnaturalizaron las
proteinas a 90 °C por 5 minutos y se realizd un Western Blot.

6.11. Actividad de cinasa

Los inmunocomplejos fueron incubados en 10 pL de buffer de cinasa (Tris/HCIl, 70 mM pH 7.5,
MgCl2 10 mM, NacL 150 mM, DTT 1 mM, EGTA 5 mM, ATP 20 mM, y [y-32P]JATP 5 uCi ). Como
sustrato se utilizé Histona H1, recombinante humana y se agregd 1 ug por muestra. La reaccién se
llevd a cabo por una hora a 30 °C y se detuvo adicionando buffer de carga SDS. Después se
calentaron las muestras por 10 minutos a 70 °C, y los productos de la reaccion fueros separados
por un gel SDS-PAGE. Los geles tefiidos con azul de coomassie fueron secados al vacio a 80 °C por
dos horas, posteriormente se dejaron exponiendo en una placa de europio por 24 horas, para
posteriormente digitalizar con el software QuantityOne en el equipo Molecular Imager FX (BioRad,
USA).

6.12. Analisis estadistico

Para determinar las diferencias significativas entre la longitud de las zonas asi como entre los
valores densitométricos en los ensayos de cantidad de proteina, se realizd6 una ANOVA de una via
en cada caso utilizando el programa SigmaPlot 12.5. con un nivel de probabilidad de 5 % y se
realizd un prueba post-hoc Dunnett. Se considerd un valor de P <0.05 como estadisticamente
significativo.
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7. Resultados

Se analizaron tres grupos de ejes embrionarios embebidos en sacarosa 120 mM, glucosa 120 mMy
sacarosa al 2 % (58 mM) que fue considerado un control “fisiolégico” en el que el ciclo celular se
lleva acabo de manera similar a la semilla completa, para que de esta forma el eje embrionario
tenga carbohidratos disponibles durante la imbibicidn, al que de aqui en adelante se le llamo
control.

Aungue es posible definir diferentes zonas a lo largo de todo el eje embrionario, realizar los cortes
sin un instrumento de precision resultaria complicado y poco confiable. Se realizaron cortes
histolégicos longitudinales de la radicula, se tifieron y se midié el diametro celular (de pared a
pared) desde la cofia hasta el mesocétilo, con el software Application Suite 3.0.0; ademas del
didametro celular, se realizé una discriminacién basada en la morfologia diferencial de las células ya
que las células de la regién meristematica y las zonas cercanas a ésta son pequefias, desordenadas
e isodiamétricas; mientras que las células lejanas a esta region aumentan de tamafio, se
distribuyen de manera ordenada son cubicas o rectangulares y forman filas a lo largo del eje
embrionario. Se determinaron dos regiones (Figura 6) las cuales se denominaron: Zona A (zona
meristematica) y Zona B (zona de elongacién/diferenciacién), esto se realizd por triplicados
bioldgicos con tres ejes embrionarios en cada replica en cada uno de los grupos, a los diferentes
tiempos estudiados.

l Zona radiaular

Zona B
(Elongacién/Diferenciacion)

Zona A
(meristematica)

Figura 6. Zonas estudiadas (A y B) del eje embrionario de maiz. A la izquierda un corte longitudinal del eje
embrionario tefiido con safranina y verde rapido. Amplificacion 10 X. A la derecha un eje embrionario
completo, embebido con sacarosa 58 mM (control) durante 28 horas.
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La longitud promedio de la zona A (incluida la cofia y la coleorriza) para los tres grupos a las 18 y
28 horas de imbibicidon es superior a los 2.5 mm, mientras que a las cero horas la distancia es de 2
mm (Figura 7A), por ello para definir como cortar las zonas para realizar los experimentos
planteados se decidid cortar a los ejes embrionarios a los 3 mm, excepto para cero horas en las
que el corte se realizd a los 2 mm. En cuanto a la distancia promedio de la Zona B (Figura 7B), se
observé un comportamiento similar entre los grupos embebidos con carbohidratos en alta
concentracién, pero con diferencia estadisticamente significativa entre estos y el grupo control
solo a las 18 horas.
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Figura 7. Longitud promedio de ambas zonas de la radicula con sacarosa 58 mM (control),
sacarosa 120 mM, y glucosa 120 mM a las 0, 18 y 28 horas. A, Media de la distancia de la zona A +
desviacion estandar. B, Media de la distancia de la zona B * desviacidon estandar. * Indica
diferencia estadisticamente significativa comparado con el grupo control (P <0.05), Los
experimentos se realizaron por triplicado con 3 ejes embrionarios por cada replica, y los datos
fueron analizados por un ANOVA de una via y una prueba post-hoc Dunnett.

Sabiendo que el efecto de la sacarosa y glucosa 120 mM se mantiene al menos hasta los 7 dias
después de imbibicién, se decidié elegir 96 horas de imbibicién como el tiempo mas prolongado a
estudiar, considerando que las células presenten diferencias entre zonas. De igual forma se
confirmé que la morfologia de los ejes embrionarios en los diferentes tratamientos se mantiene
constante de acuerdo a lo reportado; los ejes embebidos en presencia de sacarosa muestran el
inicio de la formacién de pelos radiculares, mientras que los embebidos con glucosa se desarrollan
de manera torcida comparados con el control (Figura 8).
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control sacarosa

glucosa

Figura 8. El cambio morfolégico producido por los azicares se mantiene a las 96 horas. A, Vista
de la raiz de un eje embrionario en condiciones control. B y C, Eje embrionario embebido en
presencia de sacarosa 120 mM. B, Vista de la raiz de eje embrionario en presencia de sacarosa; C,
Amplificacion de la raiz, muestra el inicio de la formaciéon de pelos radiculares. D y E, Eje embebido
en presencia de glucosa 120 mM. D, Vista de la raiz de eje embrionario en presencia de glucosa; E,
Morfologia torcida del eje embrionario. Barra de escala 1 mm.

Una vez que se decidié el tiempo mas prolongado a estudiar, se verificd si la longitud de la zona A
(zona meristematica) mantenia la misma longitud que se habia establecido con anterioridad.

Para ello, se embebieron ejes por 96 horas en los diferentes tratamientos, se deshidrataron,
incluyeron y se realizaron cortes histoldgicos, que se tifieron con safranina y verde rapido, esto por
triplicado bioldgico en cada tratamiento utilizando tres ejes embrionarios por cada replica. La
Figura 9 muestra la zona radicular con diferencias morfoldgicas entre las células de ambas zonas.
Las células mas cercanas al apice de la raiz (meristematicas) son pequeiias, isodiamétricas y
desordenadas. Conforme se alejan del apice se vuelven cubicas o rectangulares y forman filas, lo
cual fue utilizado para determinar la transicion y longitud de las zonas A y B. La longitud de la zona
A en todos los tratamientos fue de 2 mm, coincidiendo con el cambio de coloracién de la punta de
la radicula que luce mas oscura (Figura 8A) posiblemente por la mayor densidad celular en esa
zona.

Por lo que se definié a la Zona A de 2 mm de longitud iniciando desde la punta de la radicula; esta
medida se conservd para el otro tiempo que se decidié analizar (60 horas) para tener un curso
temporal desde las 0 hasta las 96 horas.
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Figura 9. Corte histolégico de eje embrionario mostrando la frontera entre la zona
meristematica (zona A) y la zona de elongacién/diferenciaciéon (zona B). Tincion con safranina y
verde rapido a las 96 horas después de imbibicién en el grupo control. lIzquierda. Donde C, Cofia;
Co, Coleorriza; €Q, Centro quiescente; la linea muestra el area de transicion entre las zonas Ay B
Amplificacion 10X.

El contenido de ADN en las zonas A y B en cada uno de los tratamientos podria permitir relacionar
el estadio del ciclo celular en el que se encuentran la mayoria de los nucleos analizados con Ia
presencia y formacién de complejos entre las proteinas ciclinas y CDKs encontrados y asi atribuir
de ser posible una relacién entre la fase del ciclo celular y el efecto que tengan estos
carbohidratos en las proteinas estudiadas. Lo anterior involucra realizar experimentos por
citometria de flujo.

Para iniciar los experimentos de citometria de flujo se comprobd la linealidad de los laseres del
citémetro, y se analizaron células L929 (tejido conectivo de ratdn) con contenido de ADN diploide
(Apéndice A) esto observar el comportamiento de un ciclo celular normal y uniforme.

Posteriormente se analizaron los nicleos extraidos de las zonas A y B de los ejes embrionarios de
maiz embebidos en cada tratamiento en todos los tiempos estudiados por triplicados biologicos,
cada replica con 25 ejes embrionarios. Antes de analizar la cantidad de yoduro de propidio
incorporado en cada muestra se tiene que realizar una discriminacion inicial de los nucleos que
pasan por el citémetro de flujo, para ello primero se selecciona una poblacion uniforme,
posteriormente se elimina la probabilidad de que estén pasando nucleos pegados a la vez por el
ldser y por ultimo se seleccionan las poblaciones que incorporaron el yoduro de propidio
(Apéndice B).

Estos histogramas muestran una discriminacion adecuada, observando un primer pico y un
segundo pico en el doble de intensidad de fluorescencia relativa del primero, correspondientes a
las fases G; y G, del ciclo celular respectivamente, dejando en medio de éstas a la fase S. Estos
histogramas fueron analizados utilizando el software Flowlo 10, que permite determinar el
porcentaje de nucleos en cada una de las fases Gi, G, y S. Las graficas de las figuras 10 y 11
muestran el porcentaje de los nucleos en cada fase en ambas zonas del eje embrionario a

20



diferentes tiempos en cada uno de los tratamientos, los respectivos histogramas de cada grafica se
encuentran en al apéndice C.

En cuanto a la Zona A (Figura 10), comparando glucosa 120 mM con el grupo control se observa un
cambio en el porcentaje de nucleos desde las 18 horas en las fase Gy, Sy G,, disminuyendo en las
fases G; y S y aumentando la cantidad de nucleos en la fase G,. Y es hasta las 60 horas en las que
se vuelve a observar otra diferencia evidente entre el grupo control y glucosa, ya que con la
presencia de este carbohidrato aumentan los nucleos en la fase S y disminuyen en la fase G,; por
ultimo a las 96 horas después de imbibicidn los nicleos extraidos de ejes embrionarios embebidos
en presencia de glucosa tienen un menor porcentaje de nucleos en la fase G;, mayor en la fase Sy
G, comparado con el grupo control.

Al comparar el grupo de sacarosa 120 mM con el grupo control en la zona A, de igual forma que
con glucosa el porcentaje de nucleos en la fase G, aumenta a las 18 horas y disminuye en la fase S;
de igual forma al otro carbohidrato, es a las 60 horas después de imbibicién en el que se observa
un cambio evidente del comportamiento de los nucleos comparando con el grupo control,
aumentando en la fase G, y S, y disminuyendo en la fase G, Por ultimo, a las 96 horas disminuyen
los nucleos en la fase G; y aumentan de manera considerable en la fase S.
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Figura 10. Porcentaje de nucleos en cada fase del ciclo celular en la zona A en cada tratamiento

desde las 0 hasta las 96 horas. Las graficas muestran la media * desviacidn estandar del
porcentaje de nucleos en cada fase, los experimentos se realizaron por triplicado con 25 ejes
embrionarios por cada replica.

En cuanto a la zona B (Figura 11), a diferencia de la zona A, no se observa tan claramente las
diferencias en el porcentaje de nucleos con los diferentes tratamientos, excepto a las 60 horas
donde los grupos con sacarosa y glucosa 120 mM aumentan el nimero de nucleos en la fase G, y
disminuyen en las fases S y G, comparados con el control. De igual forma a las 96 horas los nucleos
en la fase G; disminuyen con respecto al tiempo anterior; sin embargo, contindan superando a los
observados en el grupo control, en la fase S disminuyen de manera mas evidente respecto al
grupo control y en la fase G, aumentan. Aunque existen estas diferencias en los diferentes
tratamientos, estos muestran un patréon relativamente uniforme en los tiempos analizados a
diferencia de la zona A.
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Figura 11. Porcentaje de nticleos en cada fase del ciclo celular en la zona B en cada tratamiento
desde las 0 hasta las 96 horas. Las gréficas muestran la media + desviacidon estandar del
porcentaje de nucleos en cada fase, los experimentos se realizaron por triplicado con 25 ejes
embrionarios por cada replica.

Para analizar la abundancia proteica en las zonas A y B se realizaron ensayos de western-blot con
extractos proteicos de ejes embrionarios embebidos desde las 0 hasta las 96 horas, por triplicados
bildgicos. Esto para determinar la abundancia proteica en ambas zonas y ser utilizados como
controles para los inmunoprecipitados de la presencia de las proteinas en las condiciones
estudiadas, y determinar si tienen una abundancia preferencial y si esta se modifica por la
presencia de los carbohidratos.

Los resultados muestran que la abundancia de ZmCDKB1;1 de una masa aproximada de 37 KDa
(Figura 12) es semejante entre zonas, y en los diferentes tratamientos de las 0 a las 28 horas,
excepto por una disminucién de esta proteina con sacarosa a las 18 horas en ambas zonas
respecto al control.
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Figura 12. Abundancia de la ZmCDKB1;1 en las diferentes zonas de ejes embrionarios de maiz
con sacarosa 58 mM (control), sacarosa 120 mM, y glucosa 120 mM desde las 0 hasta las 28
horas después de imbibicién. A. Inmunodeteccidn para determinar la abundancia de la proteina
en los diferentes tratamientos, cada uno con su respectivo control de carga CC (tincidon con Rojo
de Ponceau), B. Densitometria respecto a la intensidad de cada banda. Cada barra representa el
promedio * error estandar de tres replicas bioldgicas, utilizando 25 ejes embrionarios por tiempo y
tratamiento para preparar los extractos proteicos. Los asteriscos indican diferencia
estadisticamente significativa comparado con el control al mismo tiempo (*P <0.05, **P <0.01).

A las 60 horas después de imbibicién, la abundancia proteica de la ZmCDKB1;1 (Figura 13A) es
diferencial entre ambas zonas analizadas, ademads de que se modifica por la presencia de azucares.
Mientras que en el control esta CDK es mas abundante en la zona B, con sacarosa y glucosa 120
mM este patron se invierte; a las 96 horas la proteina ZmCDKB1;1 (Figura 13B) muestra de manera
mas evidente el patrén diferencial de acumulacidn entre zonas en los diferentes tratamientos que
a las 60 horas.
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Figura 13. Abundancia de la ZmCDKB1;1 en dos zonas de ejes embrionarios de maiz con sacarosa
58 mM (control), sacarosa 120 mM, y glucosa 120 mM a 60 y 96 horas después de imbibicidn.
Inmunodeteccién para determinar la abundancia de la proteina en los diferentes tratamientos, a
las 60 horas (A) y 96 horas (B) cada uno con su respectivo control de carga (tincién con Rojo de
Ponceau). Las graficas muestran la densitometria respecto a la intensidad de cada banda. Cada
barra representa el promedio + error estdndar de tres replicas bioldgicas, utilizando 25 ejes
embrionarios por tiempo y tratamiento para preparar los extractos proteicos. Los asteriscos
indican diferencia estadisticamente significativa comparado con el control al mismo tiempo (*P
<0.05, **P <0.01).

La inmunodeteccién de la proteina ZmCDKA muestra de una a tres bandas, ya que este anticuerpo
es capaz de detectar tres isoformas de esta proteina de 32, 34 y 36 kDa respectivamente que
pueden o no encontrarse presentes en los diferentes extractos proteicos. Para realizar la
densitometria Unicamente se cuantifico la banda de 36 kDa en todos los tiempos analizados.

La abundancia proteica de la ZmCDKA (Figura 14) mostré un aumento a las 28 horas en ambas
zonas y una disminucion a las 18 horas en la zona B en presencia de sacarosa 120 mM, mientras
que con el resto de los tratamientos esta proteina no muestra diferencia.

25



>
W

oo | W convor | ZONAA
Tiempo [h] 0 18 28 [ sacarosa £%
e B glucosa
Zonas A B A B A B 1%
s
control WB>- - - = 2 i
cc g 3000
2 oo
’ - e e
WB .
sacarosa ﬂ ]
cc
o - -
18

0
Tiempo [horas)

Prass mn e e o

glucosa WB

?

Zona B =

LAl
B | IJ; |

Tiempo [horas)

cc

"
o

Figura 14. Abundancia de la ZmCDKA en las diferentes zonas de ejes embrionarios de maiz con
sacarosa 58 mM (control), sacarosa 120 mM, y glucosa 120 mM desde las 0 hasta las 28 horas
después de imbibicidn. (ver pie de Figura 12 para detalles).

A las 60 horas la proteina ZmCDKA (Figura 15A) la presencia de sacarosa 120 mM promueve un
aumento en la abundancia en ambas zonas comparando con el grupo control; este aumento
producido por la sacarosa 120 mM a las 60 horas en ambas zonas se deja de observar a las 96
horas (Figura 15B), en cambio, a este tiempo el patron de acumulacion entre tratamientos en
ambas zonas es similar, con una disminucidn en la cantidad de proteina en presencia de sacarosa y
glucosa 120 mM comparando con el grupo control, siendo menor la caida en la zona B que en la A.

La glucosa a las 60 horas después de imbibicidn invierte el patron de los niveles proteicos de la
CDKA entre zonas comparando con el grupo control, fendmeno que se invierte a las 96 horas.
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Figura 15. Abundancia de la ZmCDKA en dos zonas de ejes embrionarios de maiz con sacarosa 58
mM (control), sacarosa 120 mM, y glucosa 120 mM a 60 y 96 horas después de imbibicion. (ver
pie de Figura 13 para detalles).

En cuanto al antigeno nuclear de células en proliferacion o PCNA (25 KDa) (Figura 16 y 17), que es
una proteina auxiliar para la ADN polimerasa delta y estimula tanto la actividad de la polimerasa
como su procesividad (Lopez et al., 1997), mostro un patrdn similar en todos los tratamientos, sélo
se observa un aumento con sacarosa 120 mM vy una disminucién en el grupo con glucosa 120 mM
a las 60 horas en ambas zonas.
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Figura 16. Abundancia de ZmPCNA en las diferentes zonas de ejes embrionarios de maiz con
sacarosa 58 mM (control), sacarosa 120 mM, y glucosa 120 mM desde las 0 hasta las 28 horas
después de imbibicidn. (ver pie de Figura 12 para detalles).
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Figura 17. Abundancia de la ZmPCNA en dos zonas de ejes embrionarios de maiz con sacarosa 58
mM (control), sacarosa 120 mM, y glucosa 120 mM a 60 y 96 horas después de imbibicion. (ver
pie de Figura 13 para detalles).

Los niveles proteicos de la ZmCycD3;1 (40 KDa) (Figura 18) no cambian de manera significativa en
las zonas Ay B de las 0 a las 28 horas en los grupos con sacarosa (120 mM) y control (sacarosa 58
mM), Con glucosa disminuye la cantidad de esta proteina en ambas zonas a las 28 horas, respecto
al tiempo anterior del mismo tratamiento y al control. A las 18 horas se observa una diferencia
entre los grupos de azlcares 120 mM respecto al control sin embargo comparando con el tiempo
anterior del mismo tratamiento respectivamente no se observa diferencia.
A las 60 horas (Figura 19A) y 96 horas (Figura 19B) esta ciclina muestra un patrén similar entre

zonas y tratamientos.
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Figura 18. Abundancia de la ZmCycD3;1 en las diferentes zonas de ejes embrionarios de maiz
con sacarosa 58 mM (control), sacarosa 120 mM, y glucosa 120 mM desde las 0 hasta las 28
horas después de imbibicidn. (ver pie de Figura 12 para detalles).
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Figura 19. Abundancia de la ZmCycD3;1 en dos zonas de ejes embrionarios de maiz con sacarosa
58 mM (control), sacarosa 120 mM, y glucosa 120 mM a 60 y 96 horas después de imbibicion.
(ver pie de Figura 13 para detalles).

La proteina ZmCycB1;2 (cuantificando la banda en la masa esperada de 50 KDa) mostro un cambio
en su comportamiento en presencia de sacarosa y glucosa 120 mM. En presencia de glucosa
disminuye la abundancia de esta proteina desde las 18 horas en la zona A respecto al control, pero
aumenta el nivel respecto al tiempo anterior del mismo tratamiento y solo a las 28 horas la
glucosa promueve un aumento en ambas zonas. Por otro lado, con sacarosa se observa una
disminucién a las 18 y 28 horas en ambas zonas (Figura 20).

ZmCycB1;2 muestra un patron diferente entre zonas a las 60 horas después de imbibicién (Figura
21A), y un cambio muy evidente de este patréon se observa en el grupo con glucosa en el que se
invierte esta distribucién comparado tanto con el control como con sacarosa 120 mM. Con
sacarosa 120 mM se mantiene la distribucién pero aumenta la cantidad de la proteina en ambas
zonas. A las 96 horas (Figura 21B) ya no se observa el patrdn invertido en el grupo con glucosa que
se observa en el tiempo anterior, sin embargo se mantiene el patrén diferencial entre zonas con
todos los tratamientos con una disminucion en la cantidad de proteina en la zona A en los grupos
con sacarosa y glucosa 120 mM comparado con el control.
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Figura 20. Abundancia de la ZmCycB1;2 en las diferentes zonas de ejes embrionarios de maiz con
sacarosa 58 mM (control), sacarosa 120 mM, y glucosa 120 mM desde las 0 hasta las 28 horas
después de imbibicidn. (ver pie de Figura 12 para detalles)
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Figura 21. Abundancia de la ZmCycB1;2 en dos zonas de ejes embrionarios de maiz con sacarosa
58 mM (control), sacarosa 120 mM, y glucosa 120 mM a 60 y 96 horas después de imbibicion.
(ver pie de Figura 13 para detalles).

Presencia de complejos Cyc-CDK en extractos nucleares

Para conocer si las ciclinas interaccionan con las CDKs a las 28, 60 y 96 horas, tiempos en los que
se observan evidentes diferencias en la abundancia proteica entre zonas y tratamientos, se
realizaron ensayos de inmunoprecipitacion con extractos nucleares por duplicado.

Para realizar los inmunoprecipitados primero se embebieron los ejes embrionarios en cada
tratamiento el tiempo necesario, se realizd una extraccién nuclear de cada zona definida y una vez
verificada la correcta extraccion (Apéndice D) y cuantificado este extracto por el método de
Bradford se dejo interaccionar 50 pg del extracto con la proteina agarosa que previamente se
incubo ya sea con el anticuerpo anti-ZmCycB1;2 o anti-ZmCycD3;1, se realizaron los lavados
necesarios y posteriormente se realizé un Western blot inmunodetectando con el anticuerpo anti-
ZmCDKA o anti-ZmCDKB1;1.

Como controles negativos para estos experimentos se cargd en el gel para la inmunodeteccién un
inmunoprecipitado sin extracto nuclear, solamente la agarosa mas el anticuerpo (R+a) en el que se
puede observar solamente las inmunoglobulinas de alto peso molecular. Por otro lado se cargd un
inmunoprecipitado en el que solamente se dejo interaccionar la agarosa con el extracto nuclear
(R+E) sin la previa incubacidn con el anticuerpo, esto para descartar interacciones inespecificas. Y
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como control positivo se cargaron 50 pg de extracto nuclear (EN) en el que se puede observar
claramente la presencia de las CDKs.

En cuanto a la interaccién de la ZmCycD3;1 con ZmCDKA (Figura 22), se observa una interaccion
diferencial a las 28 horas en presencia de los sacarosa y glucosa 120 mM. Mientras que con
sacarosa no se observa interaccién, con glucosa se observa interaccidén de igual forma que en el
control, a las 60 y 96 horas existe interaccidn en todos los tratamientos en ambas zonas.

La interaccién de la ZmCycD3;1 con ZmCDKB1;1 (Figura 23), al igual que con ZmCDKA, es
diferencial en presencia de sacarosa y glucosa 120 mM a las 28 horas; mientras que con el primer
carbohidrato no se observa interaccién, con el segundo esta presente la interaccion en ambas
zonas del eje embrionario, comparando con el control que sélo muestra interaccion en la zona A; a
las 96 horas al contrario de las 28, se observa en el grupo control interaccidon de estas proteinas
(CycD3;1-CDKB) en ambas zonas y solo en la zona A del grupo con glucosa,

La interaccidon de la ZmCycB1;2 con ZmCDKA (Figura 24) es similar a lo largo de los tiempos
analizados en todos los tratamientos y en ambas zonas, con excepciéon de glucosa a las 96 horas en
la zona B donde la interaccién no se observd. El inmunocomplejo con la ZmCDKB1;1 muestra
diferencias a las 96 horas (Figura 25); en el grupo control se encuentra presente en ambas zonas,
de igual forma que con glucosa, pero no asi con sacarosa 120 mM.
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Figura 22. Ensayos de Western blot de inmunoprecipitados de la ZmCycD3;1 revelado contra ZmCDKA.
MW. Marcadores de masa molecular; R+a, Resina + anticuerpo ZmCycD3;1 ; R+E, Resina + Extracto nuclear;
EN, Extracto nuclear; R+a+EN, Resina+ anticuerpo ZmCycD3;1+ extractos nucleares, de cada zona en cada
tratamiento C (control sacarosa 58 mM), Sc (sacarosa 120 mM), Glc (Glucosa 120 mM). La figura muestra
una imagen representativa de un duplicado bioldgico, utilizando 100 ejes embrionarios por tiempo y
tratamiento para preparar los extractos nucleares.
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Figura 23. Ensayos de Western blot de inmunoprecipitados de la ZmCycD3;1 revelado contra
ZmCDKB1;1. MW.Marcadores de masa molecular; R+a, Resina + anticuerpo ZmCycD3;1 ; R+E,
Resina + Extracto nuclear; EN, Extracto nuclear; R+a+EN, Resina+ anticuerpo ZmCycD3;1+
extractos nucleares, de cada zona en cada tratamiento C (control sacarosa 58 mM), Sc (sacarosa 120
mM), Glc (Glucosa 120 mM).
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Figura 24. Ensayos de Western blot preliminar de inmunoprecipitado de la ZmCycB1;2 revelado contra
ZmCDKA. MW. Marcadores de masa molecular; R+a, Resina + anticuerpo ZmCycB1;2; R+E, Resina +
Extracto nuclear; EN, Extracto nuclear; R+a+EN, Resina+ anticuerpo ZmCycB1;2 + extractos nucleares, de
cada zona en cada tratamiento C (control sacarosa 58 mM), Sc (sacarosa 120 mM), Glc (Glucosa 120 mM).
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Figura 25. Ensayos de Western blot preliminar de inmunoprecipitado de la ZmCycB1;2 revelado
contra ZmCDKB1;1. MW. Marcadores de masa molecular; R+a, Resina + anticuerpo ZmCycB1;2;
R+E, Resina + Extracto nuclear; EN, Extracto nuclear; R+a+EN, Resina+ anticuerpo ZmCycB1;2 +
extractos nucleares, de cada zona en cada tratamiento C (control sacarosa 58 mM), Sc (sacarosa
120mM), Glc (Glucosa 120mM).
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Mas alla de la interaccién que pueda existir en presencia de sacarosa 58 y 120 mM vy glucosa 120
mM, resulta importante saber si los complejos de la ZmCycD3;1 y de la ZmCycB1;2 con CDKs son
activos. Para ello se realizé el ensayo de actividad de cinasa asociada a los inmunoprecipitados de
cada una de las ciclinas usando como sustrato histona H1 por duplicado utilizando 100 ejes
embrionarios embebidos por 96 horas en cada tratamiento para preparar el extracto nuclear, ya
gue a este tiempo se observa una gran diferencia tanto en los niveles de las diferentes proteinas
por zona y tratamiento, como en la formacidn de complejos ciclina-CDK presentes.

Para realizar estos experimentos se realizd un inmunoprecipitado tanto de la ZmCycD3;1, como de
la ZmCycB1;2 como se menciona en el punto 6.11, utilizando como controles negativos la agarosa
mas el anticuerpo, y la agarosa mas el extracto nuclear en los que no se observa la fosforilacién del
sustrato, esto porque no hay presentes complejos activos sobre histona H1 descartando asi
interacciones inespecificas. Como control positivo se utilizé un complejo recombinante de la
CycD2;2/CDKB que se sabe es activo sobre este sustrato (Lopéz-Hernandez, datos sin publicar,
2016). En la Figura 26 se observa que los inmunoprecipitados de ambas ciclinas son activos en
todos los tratamientos en ambas zonas a las 96 horas fosforilando a la histona H1, aunque se
observan dos bandas fosforiladas una de ellas es una fosforilacidn inespecifica que se encontraba
presente en los extractos.
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Figura 26. Actividad de cinasa asociada a las ciclinas B1;2 y D3;1 sobre Histona H1 a las 96 horas.
Inmunoprecipitados de la CycB1;2 (Izquierda) y de la CycD3;1 (Derecha). A y B, Actividad de cinasa asociada
a CycB1;2 y CycD3;1, en el recuadro se observa la fosforilacién de H1 (25KDa); C y D, Gel tefiido con azul de
Coomassie como control de carga. MW, Marcadores de masa molecular; R+a, Resina + anticuerpo; R+E,

Resina + Extracto nuclear; R+a+EN, Resina+ anticuerpo + extractos nucleares, de cada zona en cada
tratamiento C (control sacarosa 58 mM), Sc (sacarosa 120 mM), Glc (Glucosa 120 mM); CycD2;2/CDKB,
complejo recombinante utilizado como control positivo; Cabeza de flecha. Indica la fosforilacién de la
histona H1.
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8. Discusion

Se lograron definir dos zonas en la radicula del eje embrionario de maiz desde las 0 hasta las 96
horas después de imbibicién basdndose en la morfologia de las células, al realizar esta
discriminacién en el que una de las zonas (zona A) incluyera a la regién meristematica y el centro
quiescente indica que especialmente esta zona tiene una proliferacién mayor a la zona que se
aleja del apice de la radicula (zona B) que incluiria en su mayoria a las células de elongacion y
diferenciacidn en el que las células aumentan de tamafo para su posterior diferenciacién pero no
proliferan. Ademas, considerando las referencias de Hochholdinger, 2009 vy lJiang et al., 2003
sobre la ubicacién del centro quiescente y el meristemo proximal en dos variedades de maiz en
diferentes tiempos de germinacién, y las mediciones realizadas para determinar la longitud de la
zona A en este proyecto, se podria decir que la aproximaciéon para esta zona desde el apice del eje
embrionario resulta bastante adecuada.

Por otro lado Lara-Nuiez y colaboradores en 2017 reportaron que la presencia de sacarosa y
glucosa 120 mM en el medio de imbibicion aumentan el numero de células en el meristemo
radicular de ejes embrionarios de maiz desde las 12 horas después de imbibicién, a la vez que
disminuye el tamafio de las células en esta regién. Lo que sugiere que las células adquieren una
disposicion ordenada y mas compacta en las zonas meristematicas cuando los ejes embrionarios
son embebidos en presencia de estos azlcares, fendmeno que se observa de manera mas
evidente con glucosa. Por lo tanto, se podria prever que la glucosa podria desencadenar un
aumento en el nUmero de células a través de eventos mas rdpidos de division celular.

Lo anterior correlaciona con la distancia determinada para la zona A desde las 0 a las 28 horas
como se observa en la Figura 7, la longitud de esta zona es mayor en el grupo con glucosa, seguido
del grupo con sacarosa 120 mM comparandolos con el grupo control. Que la longitud sea mayor
podria deberse a este aumento en el nimero de las células en la region meristematica radicular
debido a la presencia de los carbohidratos. De igual forma este patron de longitud se mantuvo
para los tiempos posteriores en los que también se observé que la longitud de la zona A de ejes
embrionarios embebidos con sacarosa y glucosa 120 mM tienen una longitud ligeramente mayor
respecto al control (datos no mostrados).

Poder definir dos zonas con diferentes capacidades proliferativas y que a su vez se modifican (al
menos la zona A (Lara-Nuiez et al., 2017; Garcia-Ayala, 2015)) por la presencia de carbohidratos,
nos da un modelo en el que se podria esperar una regulacion diferente del ciclo celular
modificando el contenido de ADN de las células en cada regién y observar diferentes patrones de
abundancia de algunas proteinas que participan en el ciclo celular.

En cuanto al contenido de ADN, se ha hipotetizado que la activacion del ciclo celular
(particularmente la fase G;) es requerida para el avance de la germinacién y posterior desarrollo
de la plantula (Cruz-Garcia et al., 1998; de Castro et al., 2000; Sanchez et al., 2005; Vazquez-Ramos
y Sanchez, 2003). Aunque el metabolismo de las semillas varia enormemente, dependiendo de las
especies, algunos resultados sostienen la hipdtesis: (i) Las células embebidas de semillas latentes,
aunque metabdlicamente activas, se mantienen en la fase G, hasta que la latencia se termina (de
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Castro et al., 2001); (ii) las células meristematicas en semillas osmoacondicionadas tienden a
mantenerse en la fase G, por varios dias o incluso semanas (Lanteri et al., 1994; Cruz-Garcia et al.,
1995; Liu et al., 1996; Sanchez-Jiménez et al., 1997; Gurusinghe et al., 1999; de Castro et al.,
2000); después de remover el agente osmoético y embeber las semillas en agua aumenta la sintesis
de ADN y el avance del ciclo celular es rapidamente desencadenado (Cruz-Garcia et al., 1995; de
Castro et al., 2000) y (iii) En una semilla deteriorada o con baja viabilidad, el inicio de la fase S en
las células meristematicas asi como la protrusion de la radicula pueden retrasarse notablemente
en comparacion con los tiempos que toma a las células de semillas altamente viables. (Sen y
Osborne, 1974; Elder et al., 1987; Gutiérrez et al ., 1993)

Mientras que el inicio de la actividad del ciclo celular normalmente acompaiia a la germinacién, la
entrada del ciclo celular no es absolutamente necesaria para la expansién temprana del embridn
asociada con la germinacién. Pero la proliferacién celular es absolutamente necesaria para
continuar con el crecimiento y el establecimiento de la plantula (Sanchez et al., 2005) en el caso de
los ejes embrionarios embebidos ex situ no forman una plantula ya que al incubarse en oscuridad
el desarrollo del vastago no sucede de manera normal sin embargo continua el crecimiento.

La cantidad de nucleos en ejes embrionarios secos con contenido de ADN 2C (fase G,) en la zona A
es de 70.86 % y en la zona B es de 72.64 %; los nucleos en la fase G, con un contenido de ADN 4C
(fase G;) es de 19.15 y 21.81 % respectivamente (Figura 10). Estos resultados concuerdan con los
reportados por Sanchez y colaboradores (2005) en apices de raiz de ejes de semilla seca de maiz,
con un 82 % de nucleos en G, y 17 % en G,. Por lo tanto, no existe diferencia con ejes embrionarios
secos quiza porque las células en ambas regiones se encuentran en un estado similar de latencia.

El establecimiento de la fase G, del ciclo celular es un proceso temprano en la germinacién de ejes
embrionarios de maiz, sin embargo se necesita tener presente que las células en la radicula del eje
embrionario de maiz son asincrdnicas.

La glucosa puede acelerar la germinacion en ejes embrionarios de maiz, en parte, por la
estimulacién de la progresion del ciclo celular, mientras que la sacarosa tiene un efecto similar
afectando la progresion del ciclo celular, pero en menor medida comparada con la glucosa como
se observa en el aumento en la sintesis de novo de ADN en la radicula de ejes embrionarios (Lara-
Nufez et al., 2017); esta estimulaciéon producida por los carbohidratos se ve reflejada en el
porcentaje de nucleos en cada fase del ciclo celular en cada tiempo analizado, lo cual indica que
estos carbohidratos modulan la progresion del ciclo celular.

Nuestros resultados indican que a las 18 horas en todos los tratamientos en la zona A disminuye el
porcentaje de nucleos en la fase G; comparado con 0 horas, lo que muestra que el ciclo celular
esta progresando. Al analizar el aumento del porcentaje de nucleos tanto en la fase S como G,,
observamos que a partir de esta hora la progresién del ciclo celular se modifica por la presencia de
la sacarosa y la glucosa 120 mM. En el grupo control aumentan los nicleos en la fase S hasta el
15.43 %, sugiriendo que en esta zona atraviesan especialmente por esta fase, que correlaciona con
lo reportado previamente en maiz, donde mencionan que el inicio de la replicacion de ADN
comienza entre las 12-15 horas (Baiza et al., 1989; Sanchez et al., 2005), lo que indicaria que el
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grupo control se encuentra principalmente en la fase S; mientras que en el grupo con glucosa
disminuyen en mayor medida los nucleos en la fase G;, aumentando los nucleos en la fase G,
hasta el 53.04 %, lo que podria sugerir que la glucosa esta acelerando el ciclo celular comparado
con el control, promoviendo la entrada de los nucleos a la siguiente fase G,.

A las 28 horas la fase G, aumenta hasta el 30 % en los nucleos en el grupo control, sugiriendo que
el ciclo celular progresa hacia las fases G, M, lo que concuerda por lo reportado por Baiza et al.,
1989, quienes observaron las primeras figuras mitéticas en ejes embrionarios de maiz a las 24
horas. En presencia de glucosa disminuye la cantidad de nucleos que se encontraban en la fase G,
a las 18 horas del 53.04 al 33.47 % a las 28 horas, aumentando de nuevo los nlcleos en la fase G;
al 58.48 %, lo que sugeriria que el ciclo celular continua progresando a la siguiente fase y no se
mantienen estos nucleos detenidos entre G, y M; mientras que con sacarosa contindan
aumentando los nucleos en la fase de sintesis.

Lo anterior sugiere que la glucosa afecta el avance del ciclo celular acelerdandolo de manera
evidente, mientras que la sacarosa de igual forma afecta la progresion de éste aunque en menor
escala, compardndolos con el grupo control.

A las 60 horas, se continla observando un patrén diferencial en el avance del ciclo celular con los
diferentes tratamientos en la zona A, pero a este tiempo no se podria asegurar cuantos ciclos
completos se han llevado a cabo desde las 28 horas; sin embargo se observa que aun mantienen
un estadio diferente en el avance del ciclo celular entre los tres tratamientos, aumentando
considerablemente los nucleos en la fase G, del grupo control, aumentando los ntcleos en la fase
G; en presencia de sacarosa, y con glucosa se visualiza un aumento en la fase de sintesis,
comparando con el tiempo anterior, indicando de nuevo que estos azuUcares estan acelerando
diferencialmente el ciclo celular a este tiempo de imbibicidn.

De igual forma a las 96 horas no se podria asegurar cuantos ciclos celulares se han completado,
pero si se podria decir que el ciclo celular continua progresando en la zona A, ya que de nuevo
existe un cambio en los porcentajes de nucleos en cada fase en todos los tratamientos (Apéndice
E), indicando que los carbohidratos no detienen el ciclo celular y que ademas contindan afectando
de manera diferencial esta zona.

En cuanto a la zona B (Figura 11) a las 18 horas se puede observar una disminucion de los nucleos
en la fase G, en todos los tratamientos, indicando la activacién del ciclo celular. Sin embargo, entre
los tratamientos no existe un patron diferencial evidente (Figura 26). Analizando los tiempos
posteriores se observa un cambio en la cantidad de nucleos en cada fase, indicando que el ciclo
celular progresa pero en ninguno de los tiempos analizados se observa una diferencia clara
producida por los carbohidratos como sucede en la zona meristematica.

Este andlisis podria sugerir que la presencia de la sacarosa o la glucosa afecta principalmente a la
zona meristematica (zona A) del eje embrionario desde tiempos tempranos, hasta al menos 96
horas después en presencia de carbohidratos, modificando la tasa de proliferacion celular, por lo
tanto modificando la velocidad en la que se realizan los ciclos celulares y posiblemente
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disminuyendo la duracién de la fase G; como sucede en presencia de benziladenina, que regula de
manera positiva el ciclo celular y la germinacién, disminuyendo la fase G; en puntas de raiz de
maiz (Sanchez et al., 2005).

Que exista una diferencia en el estadio de proliferacién podria sugerir que estos azucares afectan
la regulacién de diferentes proteinas que participan en el ciclo celular.

Observamos que la ZmCDKB1;1 en los tiempos tempranos (0-28 horas) solo muestra una
disminucién a las 18 horas con sacarosa 120 mM (Figura 12), mientras que en tiempos posteriores
(60-96 horas) muestra un patrén diferencial entre zonas y ademas este se invierte por la presencia
de sacarosa y glucosa aumentando la presencia de esta proteina en la Zona A (Figura 13),
posiblemente indicando que estos carbohidratos promueven un cambio en el ciclo celular
haciendo mayormente necesaria la presencia de esta proteina tipica de las fases G,-M en la zona
A, zona que incluye la regidon meristematica, lo que podria sugerir que estos azlicares aumentan la
proliferacién celular en esta zona por lo que la células realizan mas ciclos mitdticos por ello
requiriendo una mayor presencia de esta proteina.

La abundancia de la ZmCDKA muestra un aumento a las 28 y 60 horas en ambas zonas en
presencia de sacarosa 120 mM (Figuras 14 y 15A), la presencia de sacarosa no modifica los niveles
proteicos de ZmCDKA en extractos de ejes embrionarios de maiz completos en las primeras 24
horas de germinacion (Garza-Aguilar et al., 2017). Lo aqui reportado sugeriria que la presencia de
sacarosa afecta al eje embrionario después de las 24 horas promoviendo un aumento en sus
niveles proteicos, de manera similar a lo reportado por Planchais y colaboradores (2004) en células
de Arabidopsis, sin embargo no muestra un patrén diferencial de acumulacidn entre zonas hasta
las 28 horas sugiriendo que no tiene una regulacién muy estricta entre estas, aunque también es
necesario recordar que esta proteina a pesar de tener principalmente una funcién en las fases G, y
S, también se encuentra presente en G, y M.

Mientras que a las 96 horas (Figura 15B) se observa un patron de acumulacion entre tratamientos
en ambas zonas similar, con una disminuciéon en la cantidad de proteina en presencia de
carbohidratos 120 mM afiadidos comparando con el grupo control, siendo menor la caida en la
zona B que en la A. Lo que sugiere que, la regulacién de esta proteina no se afecta
diferencialmente por la presencia de azlcares a este tiempo comparando con el grupo control, sin
embargo la sacarosa y la glucosa tienen un efecto diferencial sobre esta proteina en cada regién
de la radicula.

En cuanto a la ZmCycD3;1 los niveles proteicos no cambian de manera significativa en las zonas Ay
B en los tiempos tempranos (Figura 18) en los grupos con sacarosa (120 mM) y control (sacarosa
58 mM), esto concuerda con los resultados de Planchais (2004) que analizé los niveles proteicos
de la CycD3;1 en Arabidopsis, en presencia de sacarosa 0.3, 3 % y en ausencia de ésta, y sus
resultados mostraron que la presencia de sacarosa evita una rdpida caida en la abundancia
proteica de esta ciclina. Con glucosa disminuye la cantidad de esta proteina en ambas zonas
comparando con la cantidad a las 18 horas del mismo tratamiento y respecto al grupo control,
pero esto sucede a las 28 horas. Esta disminucion a las 28 horas bajo ambos tratamientos coincide
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con lo reportado por Garza-Aguilar y colaboradores (2017), donde observa una disminucion en la
abundancia de esta proteina hacia las 24 horas de imbibicion; este es un patréon similar al
mostrado por la mayoria de las otras ciclinas tipo D de maiz estudiadas durante el proceso de
germinacion (Lara-Nunez et al., 2008, Godinez-Palma et al., 2013). En cuanto a las 60 y 96 horas
no se observa una diferencia evidente entre zonas o tratamientos, sugiriendo que los
carbohidratos no afectan la regulacidn de esta proteina a lo largo de la radicula en estos tiempos.

La ZmCycB1;2 al igual que la ZmCycD3;1 muestra un cambio en su comportamiento en presencia
de sacarosa y glucosa 120 mM. En presencia de glucosa aumenta la abundancia de esta proteina
desde las 18 horas en la zona Ay solo a las 28 horas en ambas zonas (Figura 20).Por otro lado, con
sacarosa se observa una disminucién a las 28 horas en ambas zonas; sugiriendo que estos
carbohidratos tienen un efecto diferencial en la regulacidn de esta proteina en los tiempos
estudiados, lo que podria correlacionar con el aumento en el porcentaje de nucleos en la fase G,,
en cada zona a las 18 y 28 horas cabe recordar que esta proteina es tipica de las fases G,-M, lo que
podria sugerir que el aumento de esta proteina por la presencia de glucosa sugeriria que este
carbohidrato esta modificando el estado fisioldgico del ciclo celular de la radicula comparado con
el grupo control.

A las 60 horas después de imbibicidon la ZmCycB1;2 muestra un patrén diferente entre zonas
(Figura 21A), y un cambio muy evidente de este patrén se observa en el grupo con glucosa en el
gue se invierte esta distribucién comparado tanto con el control como con sacarosa. Con sacarosa
se mantiene la distribucién pero aumenta la cantidad de la proteina en ambas zonas, lo que
sugiere que sacarosa y glucosa (120 mM) tienen efectos diferentes en la regulacidon de esta
proteina, modificando su distribucidon a lo largo de la zona radicular (glucosa) asi como su
abundancia (sacarosa). Mientras que a las 96 horas (Figura 21B) cambia en presencia de glucosa
comparado con el patrén que se observd a las 60 horas, lo que indica que la glucosa afecta de una
manera diferente en este tiempo, modificando los procesos metabdlicos llevados a cabo en las
diferentes zonas, manteniendo la sintesis o disminuyendo su degradacién para aumentar los
niveles de esta proteina en ambas zonas.

ZmPCNA (Figuras 16 y 17) no muestra ningun cambio en su patrén de abundancia ni por zona ni
por tratamientos a las 0, 18, 28 y 96 horas lo que podria indicar que su regulacion no estd mediada
por carbohidratos o quiza su regulacidn es tan estricta que la presencia de éstos no la modifica a
estos tiempos en los diferentes tejidos. En cuanto a las 60 horas se observa un aumento con
sacarosa 120 mM, aunque este aumento también se observa con ZmCDKA y ZmCycB1;2 en ambas
zonas, cada una de estas proteinas modificadas por la presencia de este carbohidrato a las 60
horas son tipicas de diferentes fases del ciclo celular, PCNA de la fase S, CDKA de las fases G;-S y
CycB1;2 de G,-M, lo que indicaria que a este tiempo la sacarosa produce un gran cambio en la
regulacién del ciclo celular, no solo favoreciendo la acumulacién de proteinas de una sola fase.

En cuanto a la interaccién de la ZmCycD3;1 con ZmCDKA (Figura 22), se observa una interaccion
diferencial a las 28 horas en presencia de los carbohidratos. Mientras que con sacarosa no se
observa interaccién, con glucosa se observa interaccién de igual forma que en el control,
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sugiriendo que estos carbohidratos regulan de manera diferencial la formaciéon de complejos a
este tiempo. A las 60 y 96 horas se observa interaccidn en todos los tratamientos en ambas zonas,
sugiriendo que el efecto que pudieran tener la sacarosa y la glucosa en la formacién de este
complejo es diferencial sélo a tiempos mas tempranos.

La interaccion de la ZmCycD3;1 con ZmCDKB1;1 (Figura 23), al igual que con ZmCDKA, es
diferencial en presencia de sacarosa y glucosa a las 28 horas. Mientras que con el primer
carbohidrato no se observa interaccion, con el segundo estd presente la interaccion en ambas
zonas del eje embrionario, comparando con el control que sélo muestra interaccion en la zona A,
lo anterior sugeriria que la formacidn de complejos es afectada por la presencia de la glucosa, y
gue ademads ésta estimula especialmente a la zona B favoreciendo la formacién de este complejo,
lo que podria sugerir que estos carbohidratos modifican el estado de proliferacién celular en cada
region del eje embrionario modificando la formacién de complejos ciclinas-CDK que impulsan
transiciones cruciales del ciclo celular.

A las 96 horas al contrario de las 28, se observa en el grupo control interaccién de estas proteinas
en ambas zonas y sélo en la zona A del grupo con glucosa, lo que sugiere que este complejo tipico
de las fases G, y S se requiere en diferentes regiones dependiendo del tiempo de imbibicion y del
estadio celular en el que se encuentre el eje embrionario; mientras que en tiempos tempranos en
el grupo control sélo es necesario en la zona meristematica, a las 96 horas tambien es requerido
en la zona de crecimiento, indicando que la formacién y posiblemente el uso de este complejo
varia con el tiempo y del estado fisiologico de cada tejido. Con glucosa a las 96 horas, sélo se
observa interaccién en la zona A, sugiriendo que la glucosa afecta principalmente la dindmica de
estas proteinas en la zona de crecimiento en tiempos prolongados.

Se ha reportado que el gen de la CycD3;1 en Arabidopsis se expresa sélo en el estado post-
germinativo y no parece promover la activacién del meristemo de la raiz (Masubelele et al., 2005);
en nuestros experimentos se observa que la presencia de glucosa afecta a la formacion de
complejos con esta ciclina en la zona meristematica de maiz.

Ademas, cabe mencionar que la expresion de algunas ciclinas (incluida la ciclina D3;1) es modulada
por citocininas, auxinas, y ABA (Quiroz-Figueroa y Vazquez-Ramos 2006). Mientras que la adicion
de acido indolacético (IAA) estimula la sintesis de ADN e induce la expresion de varios genes de
ciclinas D, entre los que se encuentran el de la ZmCycD3;1, éstos no se ven afectados por la
presencia de sacarosa o glucosa. Como se menciond anteriormente, la sacarosa y la glucosa
también estimulan la sintesis de ADN, sin embargo no afectan la expresion génica de la ZmCycD3;1
como lo hace el IAA, pero estos azlcares inducen de manera importante la expresiéon de
ZmCDKA1;1 a las 24 horas (Lara-Nufiez et al., 2017). Aunque no existan reportes de que la
presencia de sacarosa o glucosa afecten la expresidn génica de esta ciclina, podemos observar que
afecta la formacion de complejos en dos zonas del eje embrionario de maiz.

La interaccion de la ZmCycB1;2 con ZmCDKA (Figura 24) es similar a lo largo de los tiempos
analizados en todos los tratamientos y en ambas zonas, con excepcién de glucosa a las 96 horas en
la zona B, donde la interaccién no se observa, indicando que este carbohidrato esta afectando de
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manera diferencial entre regiones de la zona radicular. EI inmunocomplejo con la ZmCDKB1;1
muestra diferencias a las 96 horas (Figura 25); en el grupo control se encuentra presente en ambas
zonas, de igual forma que con glucosa, lo que sugiere que la sacarosa es el carbohidrato que mas
afecta la dinamica de estas proteinas en ambas zonas, haciendo innecesaria la presencia de este
complejo, debido posiblemente a un cambio en la regulacion de este complejo tipico de las fases
G,”>M.

Se podria decir que la presencia de sacarosa y glucosa 120 mM modifica la formaciéon de
complejos con ciclina D, principalmente a las 28 horas con ambas CDKs, mientras que con la ciclina
B lo hace a las 96 horas. Se ha reportado que ambas ciclinas forman complejos con ambas CDKs a
lo largo de la germinacidn (Ayub-Miranda 2015; Garza-Aguilar et al., 2017) en condiciones control.

La diferencia en la formacidon de complejos podria sugerir que los carbohidratos promueven un
uso diferencial de ciclinas entre zonas, dependiendo del tiempo analizado y del carbohidrato en el
qgue se embeban los ejes embrionarios de maiz. Otras posibles hipdtesis sobre la formacion
diferencial de complejos que se observa en presencia de carbohidratos son: i) los carbohidratos
promueven una asociacion rapida entre las Cyc-CDK y por ello no se observa la presencia del
inmunocomplejo en determinados tiempos; ii) la interaccion Cyc-CDK podria estar restringida por
una diferencia en los compartimientos (nucleo o citoplasma) en el que se encuentre cada una de
las proteinas, lo que podria evitar la presencia del complejo en los extractos nucleares, como
podria suceder con la ZmCycB1;2 que se ha reportado que la presencia de sacarosa y glucosa 120
mM promueven un cambio de localizacidén de esta proteina en ejes embrionarios de maiz (Garcia-
Ayala, 2015) o iii) los carbohidratos afectan la regulacidon de estas proteinas promoviendo una
rapida degradacion de las ciclinas.

La ausencia de complejos en el grupo con sacarosa 120 mM (CycD3;1-CDKA a las 28 horas ,
CycD3;1-CDKB a las 28 y 96 horas; CycB1;2-CDKB a las 96 horas) sugeriria que el efecto que tiene
este azlcar cambia a una concentraciéon de 60 y 120 mM , esto fendmeno podria ser un efecto
dependiente de la concentracion, ya que si se observa la formacidon de complejos en el grupo
control (sacarosa 58 mM); otra posible explicacion a la ausencia de estos complejos es que la
presencia de estas proteinas en extractos nucleares es minima y por ello no se logra observar en la
inmunodeteccién. El efecto dosis-dependiente de la sacarosa se ha reportado en diferentes
sistemas, por ejemplo Feng Xu y colaboradores (2010) determinaron que el efecto en semillas de
Brassica napus embebidas en medio suplementado con sacarosa es dependiente de la
concentracién, ya que una concentracién de 167 mM retrasa la germinacién de las semillas,
ademads de inhibir el desarrollo del hipocdtilo; a una concentraciéon de 333 mM de sacarosa no
modificé la tasa de germinacion ni el desarrollo de las plantulas, lo que indica que con sacarosa es
necesario superar un determinado umbral de concentracién dependiendo el modelo de
investigacion para las respuestas producidas (Tognetti et al., 2013).

El efecto que tiene la glucosa tanto en los niveles proteicos como en la formacién de complejos
Cyc-CDK en las diferentes regiones de la radicula puede deberse a la sefalizacion que desencadena
esta molécula. Algunas de las vias por las que se median las respuestas de azlcares que se han
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identificado en plantas: son la via de la hexocinasa (HXC), la via de la trehalosa 6 fosfato (T6P), y la
via de TOR (target of rapamycin) (Smeekens et al., 2010).

Se sabe que la cinasa TOR se activa por sefalizacidon de glucosa y puede promover la salida de
quiescencia de los meristemos de raiz, ademas de activar muchos genes tipicos de la transicién G-
S como lo son los blancos putativos del factor transcripcional E2F1 en Arabidopsis (Vandepoele et
al., 2005; de Jager et al., 2009; Naouar et al., 2009; Xiong et al., 2013).

La fosforilacién directa de E2Fa por la cinasa TOR es esencial para la activacién de los genes de la
fase S. Este descubrimiento sugiere una funcién de TOR en la regulacion transcripcional del ciclo
celular y proporciona un nuevo mecanismo convincente de como la seializacién inducida por
glucosa de la via mediada por TOR controla la transcripciéon de los genes en la fase S y el ciclo
celular para promover la activacién y crecimiento de los meristemos radiculares. Este mecanismo
molecular de la sefalizacién TOR-E2Fa es distinto de las funciones convencionales de TOR en
estimular la traduccién de proteinas implicadas en la progresion del ciclo celular a través de S6k1y
4E-BP en mamiferos (Dowling et al., 2010; Xiong et al. 2013; Xiong y Sheen 2013; Yuan et al. 2013;
Xiong y Sheen 2014).

Los estudios realizados en Arabidopsis sobre la sefializacién de TOR por glucosa ilustran cdmo la
proliferacién es activada a través de la coordinacién de nutrientes entre los tejidos para controlar
la transicion del desarrollo y crecimiento (Xiong et al., 2013, Xiong y Sheen 2013, Xiong y Sheen
2014).

Conociendo los procesos metabdlicos que induce la sefializacién por glucosa en plantas no resulta
extrafia la evidente modificacion que sufre la radicula del eje embrionario de maiz afectando
principalmente la formacidon de complejos en la zona de crecimiento (Zona B), asi como los
diferentes niveles de las proteinas estudiadas.

La funcidon de la sacarosa como molécula de sefializacién en plantas fue descrita hace varias
décadas por Potis en 1978 y mas recientemente por Koch y Wind (Koch 2004, Wind 2010). Sin
embargo, ha habido un largo debate sobre si la sacarosa realmente merece tal estatus, a
diferencia de la glucosa que se ha reconocido como molécula de sefializacién en plantas durante
mucho tiempo, especialmente en relacién con las vias anteriormente mencionadas.

El papel de la sacarosa como tal ha sido poco estudiado, se ha argumentado que la razén para no
dar a la sacarosa un papel como molécula sefializadora es porque se metaboliza rapidamente, y
por lo tanto es incierto si las repuestas de las plantas son atribuibles a la molécula por si misma o
al producto de su degradacidn, es decir la glucosa (Hummel et al., 2009).

Sin embargo, la situacidn ha cambiado ultimamente ya que la evidencia acumulada indica que
muchos ARNm y enzimas se sintetizan de novo cuando el nivel de este disacarido excede cierto
umbral (Pollock et al., 2003). El papel dual de la sacarosa se ha evidenciado mas claramente en
experimentos con la adicion directa de sacarosa a plantas en las que las respuestas no pueden ser
imitadas por la adicién de hexosas (Tognetti et al., 2013), fendmeno que también se observa con
el cambio en la morfologia, asi como en la modificacién en sintesis de novo de ADN en la radicula
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de ejes embrionarios de maiz extraidos de semilla madura embebidos en un medio enriquecido
con sacarosa 120 mM (Lara-Nufiez et al., 2017; Garcia-Ayala, 2015).

Al analizar la actividad de cinasa asociada a los inmunocomplejos de la ZmCycD3;1 y ZmCycB1;2
con las CDKs a las 96 horas (Figura 26) se observa que en ambas zonas en todos los tratamientoss
son activos, aunque anteriormente se mostré que a este tiempo no se observa interaccion Cyc-
CDK en algunos tratamientos, dado que al inmunoprecipitar a las ciclinas cualquiera de las cinasas
puede estar presente, no se puede determinar a cudl de ellas corresponde la actividad, por lo que
este experimento no nos brinda informacién para conocer si los carbohidratos ademds de
modificar la formacién de complejos modifica la actividad de estos. Por esta razdn resultaria muy
conveniente realizar inmunoprecipitados secuenciales en el cual inicialmente se realizaria un
inmunoprecipitado con el anticuerpo anti-ZmCycD3;1 o anti-ZmCycB1;2, seguido de una segunda
inmunoprecipitacién con el anticuerpo anti-ZmCDKB1;1. Luego el sobrenadante seria
inmunoprecipitado con el anticuerpo anti-ZmCDKA y de esta forma al realizar los experimentos de
actividad de cinasa, se podria saber con certeza que complejos se encuentran presentes asi como
su actividad.

Este cambio en la dindmica del ciclo celular sugiere que los carbohidratos modifican una gran
variedad de procesos realizados en el eje embrionario de maiz durante la germinacién y en etapas
posteriores a ésta, modificando no solo la distribuciéon y abundancia de diferentes proteinas
involucradas en la regulaciéon del ciclo celular, sino también en la posible formacidon de complejos
entre éstas. Estos fendmenos se pueden relacionar con el cambio producido por los azlcares en la
proliferacién celular (contenido de ADN) en cada regidn en los diferentes tiempos de imbibicidn
analizados, sugiriendo que estos modifican la velocidad en la que se llevan a cabo las diferentes
fases del ciclo celular.
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9. Conclusion

v" Dos zonas de la radicula del eje embrionario de maiz mostraron diferencias en su
capacidad proliferativa (contenido de ADN) y en los niveles proteicos de la ZmCycB1;2,
ZmCDKB1;1 y ZmCDKA, sugiriendo que a lo largo de la radicula la regulacién del ciclo
celular es diferencial.

v" La presencia de sacarosa y glucosa (120 mM) modifican la proliferaciéon celular
especialmente en la zona que incluye a la regiéon meristematica. Asimismo modifican Ila
abundancia de la ZmCycB1;2 y la ZmCDKB1;1, y la formacién de complejos entre las
ZmCycD3;1 y ZmCycB1;2 con las CDKs en ambas zonas, sugiriendo que estos azlcares
afectan principalmente la regulacion de las proteinas tipicas de las fases G2 y M.
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10. Perspectivas

e Realizar ensayos de actividad de cinasa asociada a inmunoprecipitados secuenciales, para
determinar si la actividad de los complejos es diferencial, dependiendo de la CDK a la que
se encuentre asociada la ciclina, en ambas regiones del eje embrionario.

e Verificar la localizaciéon de los complejos proteicos en nucleos, por citometria de flujo
utilizando anticuerpos acoplados a un flourdéforo.

e Realizar citometria de flujo para determinar el contenido de ADN en intervalos de tiempos
menores, para determinar con precision como se modifica el ciclo celular.

e Utilizando el citometro de flujo verificar la sintesis de novo de ADN en nucleos aislados
utilizando 5-etinil-2’-desoxiuridina (EDU), un andlogo de la timidina, para determinar en
qué medida los carbohidratos afectan la sintesis y si lo hacen de igual manera en ambas
zonas.

e Utilizar otros marcadores tipicos de ciclo celular (Otras CycD, KRPs, E2F, entre otros) para
determinar si se modifican por los carbohidratos y si estos tienen una presencia
preferencial en alguna zona del eje embrionario.
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Apéndice A

Se comprobd la linealidad del citdmetro; para ello se hicieron pasar eritrocitos de pollo, ya que es
una muestra con un contenido de ADN conocido (Figura 33), en el cual la presencia de un pico
agudo corrobora la linealidad del equipo.
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Figura 28. Histograma del contenido de ADN de eritrocitos de pollo. El histograma muestra en el
eje de las abscisas la fluorescencia relativa del yoduro de propidio (IP) unido al ADN, y en eje de las
ordenadas el nimero de eventos cuantificados.

Asimismo se analizaron células L929 (tejido conectivo de ratén) con contenido de ADN diploide
(Figura 34A). En este caso la presencia de dos picos agudos, el segundo al doble del primero
indican la fase G; del ciclo celular (2C) y la fase G, (4C) respectivamente; al agregar nocodazol que
impide la polimerizacion de los microtibulos, se observa (Figura 34B) el arresto producido en la
fase G,/M, aumentando el segundo pico en el histograma. Esto indica que con el equipo podemos
observar el comportamiento del ciclo celular.
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Figura 29. Histogramas de citometria de flujo de células L929 con diferente contenido relativo de ADN. A.
Ciclo celular normal de células L929 tefiidas con yoduro de propidio; B. Arresto de las células L929 en la fase
G,, al adicionar nocodazol. El histograma muestra en el eje de las abscisas la fluorescencia relativa del
yoduro de propidio (IP) unido al ADN, y en eje de las ordenadas el nUmero de eventos cuantificados.
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Apéndice B
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Figura 30. Discriminacion de ntcleos para analisis de contenido de ADN. A. Histograma de
tamafio (Forward) contra granularidad (Side) para seleccionar una poblacién de nucleos; B.
Discriminacién de dobletes; C. Histograma de tamafo contra fluorescencia relativa del yoduro de
propidio (IP) unido al ADN; D. Histograma de granularidad contra fluorescencia relativa del yoduro
de propidio (IP) unido al ADN.
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Apéndice C
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Figura 31. Histogramas de citometria de flujo de nimero de ntcleos con diferente contenido
relativo de ADN de eje embrionario de maiz seco. A. zona meristemdtica; B. zona de cecimiento.
El primer pico en cada histograma representa nucleos 2C (Fase G;), mientras que el segundo
aumento representa nucleos 4C (G,).
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Figura 32. Histogramas de citometria de flujo de nimero de nucleos de ejes embrionarios de
maiz con diferente contenido relativo de ADN a las 18 horas de imbibiciéon. Derecha. Zona
meristematica lzquierda. Zona crecimiento, en cada tratamiento C (control),Sc (sacarosa 120 mM),
Glc (Glucosa 120 mM).El primer pico en cada histograma representa nucleos 2C (Fase G,),
mientras que el Segundo pico representa nucleos 4C (G,).
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Figura 33. Histogramas de citometria de flujo de nimero de nucleos de ejes embrionarios de
maiz con diferente contenido relativo de ADN a las 28 horas de imbibicion. A. zona
meristematica; B. zona de elongacién/diferenciaciéon, en cada tratamiento C(control),Sc (sacarosa
120 mM), Glc (Glucosa 120 mM).El primer pico en cada histograma representa ntcleos 2C ( Fase
G,), mientras que el Segundo pico representa nucleos 4C (G,).

60



Zona meristematica Zona de crecimiento

C
a8
S
L= ]
z
Sc o
-
o
a
=
o}
=z
2
g |
Glc |
2

0 40

EL an

Contenido de ADN Contenido de ADN

Figura 34. Histogramas de citometria de flujo de nimero de ntcleos de ejes embrionarios de
maiz con diferente contenido relativo de ADN a las 60 horas de imbibiciéon. A. zona
meristematica; B. zona de elongacién/diferenciacion, en cada tratamiento C(control),Sc (sacarosa
120 mM), Glc (Glucosa 120 mM).El primer pico en cada histograma representa ntcleos 2C ( Fase
G,), mientras que el Segundo pico representa nucleos 4C (G,).
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Figura 35. Histogramas de citometria de flujo de nimero de nicleos de ejes embrionarios de
maiz con diferente contenido relativo de ADN a las 96 horas de imbibicion. A. zona meritematica;
B. zona de elongacién/diferenciacién, en cada tratamiento C(control),Sc (sacarosa 120 mM), Glc
(Glucosa 120 mM).El primer pico en cada histograma representa nucleos 2C ( Fase G;), mientras
que el Segundo pico representa nucleos 4C (G,).
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Apéndice D

Al realizar los inmunoprecipitados es necesario verificar que la extraccion nuclear se haya
realizado de manera correcta. Lo que se muestra en la Figura 27 son ensayos de Western blots de
los extractos nucleares de ejes embrionarios del grupo control a los tiempos estudiados en cada
zona y de extracto total usando anticuerpos contra histona H3, proteina que se encuentra
presente en el ndcleo, o contra GADPH, proteina presente en el citoplasma; la extraccion
adecuada se corrobora cuando no hay seial de GADPH en los extractos nucleares.
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Figura 27. Control de extraccion nuclear de ejes embrionarios. Del lado izquierdo,
Inmunodeteccion del anticuerpo anti-Histona H3 (17 KDa), el resto de las bandas observadas son
resultado de interacciones inespecificas. A la derecha, Inmunodetecciéon del anticuerpo anti-
GADPH (36 kDa). MW, Marcadores de masa molecular; ET, Extracto total; extractos nucleares de
las zonas Ay B de cada tiempo analizado.
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Apéndice E

Tabla 1. Porcentaje de nticleos en cada fase del ciclo celular en la zona A del eje embrionario de

maiz

Zona A (meristematica)

Tiempo de | Tratamiento G, (%) S (%) G; (%)
imbibicion
(horas)
0 72.64 £ 3.07 5.85+0.17 21.81+2.45
18 Control 59.39 +2.18 | 15.43+3.65 | 25.18£0.23
Sacarosa 59.42 +3.45 8.56 + 2.56 37.02+1.67
Glucosa 42.15+2.76 4.81+1.89 53.04 +2.13
28 Control 59.82£4.14 8.17 £3.89 32.01+1.23
Sacarosa 57.6 £2.34 13.54+2.66 | 28.86+1.11
Glucosa 58.48 +0.14 8.05+1.87 33.47 £ 2,09
60 Control 50.49 +3.15 7.44 +0.26 42.07 +1.87
Sacarosa 72.18 +3.02 | 10.19+0.67 | 17.62+2.34
Glucosa 53.95+£292 | 12.53+1.12 | 33.52+2.37
96 Control 61.62 £3.56 | 17.15+2.67 | 21.23+0.87
Sacarosa 42,59 £2.67 | 32.01+0.56 254 +1.45
Glucosa 46.34+1.89 | 27.18+1.34 | 26.48+0.86

Tabla 2. Porcentaje de nticleos en cada fase del ciclo celular en la zona B del eje embrionario de

maiz

Zona B (crecimiento)

Tiempo de Tratamiento G, (%) S (%) G, (%)
imbibicion
(horas)
0 70.86+2.87 |9.99+0.28 19.115+2.01
18 Control 51.82+1.65 |10.34+3.89 |37.84+2.78
Sacarosa 52.53+1.89 |6.4212.67 41.05+2.55
Glucosa 57.62 £2.09 10.68 £2.05 | 31.37+0.56
28 Control 59.22 +2.98 12.14+1.34 | 28.64+3.78
Sacarosa 60.45+0.67 | 10.23+£2.2 29.32+3.45
Glucosa 52.49+498 |13.97+1.77 | 33.54+1.78
60 Control 55.65+2.56 |14.57+1.78 | 29.78 £0.87
Sacarosa 70.3+2.34 8.71+1.09 20.99+2.34
Glucosa 64.53+465 |11.51+1.11 | 23.96+3.67
96 Control 48.29+0.83 | 31.36+2.34 | 20.35+3.55
Sacarosa 52.53+1.1 18.76 £2.99 | 28.71+4.78
Glucosa 59.38+1.89 | 11.67+3.78 | 28.95+3.21
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