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Resumen

Abordado desde el punto de vista molecular, podemos decir que la germinacion
inicia con la entrada de agua (imbibicién) a la semilla quiescente, que desencadena
un conjunto de procesos bioquimicos que permiten al embridn estar en condiciones
de reiniciar la primera ronda de divisiones celulares exitosas (proliferacién) en las
zonas meristematicas. Esta definicidbn involucra necesariamente el proceso
mediante el cual una célula da origen a dos células genéticamente iguales, es
decir, el ciclo celular. La progresion del ciclo celular es regulada por la formacion y
activacion de complejos proteinicos de las Cinasas Dependientes de Ciclina (Cdks)
con sus subunidades reguladoras, las ciclinas. Las ciclinas tipo D actian
principalmente durante la fase G1 y en la transicion hacia la fase S mediante la via
de RB, y constituyen un sensor de las condiciones extracelulares que permitan la
proliferacion celular. Sin embargo, gran parte de lo que sabemos acerca de los
mecanismos de regulacion del ciclo celular ha sido descrito en modelos animales
y, a pesar de que dichos mecanismos son conservados en otros eucariontes, es
necesario estudiarlos especificamente en el modelo de interés, ya que existen
diferencias notables de una especie a otra. En plantas, la familia de ciclinas tipo D
es considerablemente mas numerosa que en mamiferos; por ejemplo, en nuestro
grupo hemos reportado la expresion transcripcional de 15 de los 17 genes que
conforman la familia de ciclinas D de maiz. Sin embargo, los patrones de expresion
transcripcional de un gen no reflejan necesariamente su comportamiento a nivel de

proteina.

En el laboratorio estamos interesados en analizar los mecanismos moleculares
involucrados en la transicion de la fase G1 a S durante la germinacion de ejes
embrionarios de maiz. Para estudiar el papel que las ciclinas D de maiz juegan en
la regulacion del ciclo celular y saber si son redundantes o no, es necesario contar
con anticuerpos policlonales especificos que nos permitan identificar las proteinas
mediante western-blot. Aqui se presenta el proceso de obtencién de anticuerpos
policlonales especificos que reconocen a la ciclina CycD6;1 de maiz asi como su

perfil de expresion proteinica durante la germinacion de ejes embrionarios.



ABREVIATURAS

Abreviatura

Significado

aa

Aminoacido (s)

Arath Arabidopsis thaliana

BLAST Basic Local Alignment Search Tool
BSA Albumina sérica bovina

Cdk Cinasa dependiente de ciclina
cDNA DNA complementario

Cks Subunidad de Cdk

Cyc Ciclina

CycD Ciclina tipo D

DNA Acido desoxirribonucleico

GST Glutatién S-Transferasa

h Horas

Ick Inhibidor de Cdk

IPTG Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido
KDa Kilodaltones

Krp Kip related protein

Krpm 1000x revoluciones por minuto

LB Luria-Bertani

LB100 LB con ampicilina 100mM

MRNA RNA mensajero

nt Nucleétidos

pb Pares de bases

PCR Reaccién en cadena de la polimerasa
PVDF Difluoruro de polivinildeno

RNA Acido ribonucleico

RT-PCR Transcripcion reversa acoplada a PCR
tRNA RNA de transferencia

Zeama Zea mays
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1. INTRODUCCION

1.1. El Maiz

Hace aproximadamente 30 mil afios el territorio mexicano fue habitado por
primera vez por grupos nomadas de cazadores-recolectores; sin embargo, una de
las primeras muestras de domesticacion del teocinte (Zea mays ssp. parviglumis),
el cual, por su cercania filogenética se cree que es el ancestro silvestre del maiz
actual (Zea mays), data de alrededor del afio 3500 a.C. La constante seleccion de
plantas de teocinte con mejores caracteristicas por parte de estos grupos nomadas
conllevdé una rapidisima evoluciébn produciendo asi una nueva especie que
morfologicamente difiere enormemente pero genéticamente es muy similar
(Piperno et al., 2009; Vela, 2011).

El maiz constituye, junto con otros elementos de la vida cotidiana, el centro de
la cosmovisibn mesoamericana como lo demuestra su papel fundamental en mitos
de origen, donde se explica que el ser humano esta hecho de maiz o procede de
esta planta (Carrillo, 2009), y esto no es de extrafiar si tomamos en cuenta la total
dependencia mutua que existia entre la sociedad mesoamericana y el maiz, y por
lo tanto, la expresion “Los hombres de Maiz” dista de ser unicamente una metafora

popular proveniente de la mitologia mesoamericana (Perales, 2009).

La amplia extensiéon del cultivo de maiz en diversas culturas esta
principalmente dada por su importancia como alimento, la cual se ve reflejada en
las representaciones del maiz que podemos encontrar en los registros de restos de
ceramica y pinturas pertenecientes a estas culturas, especialmente en México, y en

el centro y sur del continente Americano.

Al igual que otros integrantes de la familia de las gramineas o Poaceae (Tabla
1), el maiz se compone principalmente por follaje. El tallo, similar al bambu, es
delgado y segmentado por juntas o articulaciones llamadas nodos, y el espacio
entre ellos se denomina internodo. De cada nodo sale una hoja en direccion
opuesta a la que sale del nodo contiguo. El maiz, a diferencia de la mayoria de las
gramineas, posee flores unisexuales, es decir, la inflorescencia masculina esta

separada de la inflorescencia femenina.



Tabla 1. Clasificacion taxonémica del maiz. (Departamento de Agricultura, USA)
(http://plants.usda.gov/java/profile?symbol=ZEMA)

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

La semilla madura, también llamada cariopsis, posee tres partes principales:
el pericarpio, el endospermo y el embrion. Estas difieren considerablemente en su
composicién quimica (Tabla 2). El pericarpio es la capa dura y transparente exterior
de la semilla. El endospermo y el embridn representan genéticamente a la siguiente
generacion ya que poseen material genético de las lineas paterna y materna, a
diferencia del pericarpio que, por derivar de la pared del ovario, es genéticamente
idéntica a la planta madre. ElI endospermo representa aproximadamente 85% del
peso total del grano y sirve de fuente de energia (en forma de granulos de almidon
y cuerpos proteicos) para el embrion durante varios dias posteriores a la

germinacion.

El embrion posee un eje central (eje embrionario) el cual contiene en su
extremo basal a la radicula, que dara origen a la raiz primaria, y en su extremo
apical contiene una estructura que dara origen al tallo. Esta estructura esta dividida
en 5 o 6 nodos de los cuales crecera una hoja en cada uno durante el desarrollo de
la planta. Del primer nodo (nodo escutelar) surge el escutelo y este da origen al

cotiledoén.

El escutelo no se convierte en tejido foliar pero sirve para absorber y digerir al
endospermo durante el crecimiento del embrion. Del siguiente nodo (nodo
coleoptilar) surge el coleoptilo, el cual se convertird en una cubierta que protege al
primer brote que emerge de la semilla hacia la superficie del suelo. El espacio
comprendido entre el nodo escutelar y el nodo coleoptilar se denomina mesocotilo.
El mesocotilo se alarga rapidamente durante la germinacion para propiciar que el

coleoptilo emerja del suelo y junto con él, las hojas. La radicula por su parte se


http://plants.usda.gov/java/profile?symbol=ZEMA

encuentra cubierta por la coleorriza, estructura que sirve de proteccion a la raiz
primaria durante la germinacion (Vincent, 2002). Ver figura 2.

Figura 1. Secciones verticales de la semilla de maiz madura vista 1) de frente y 2) perfil. a)
cubierta del estilo, b) pericarpio, c) aleurona, d)endospermo, e)escutelo, f) capa granular del
escutelo, g) coleoptilo, h) plumula, i) primer internodo, j) primordio de raiz lateral adventicia, k)
nodo escutelar, 1) radicula, m) coleorriza, n) células conductoras basales del endospermo, 0)
capa de absicion, p) pedunculo. Tomado de Kiesselbach, 1999)

Por su gran importancia en diversos ambitos de la sociedad mundial actual,
asi como por la amplisima disponibilidad de informacion y estudios acerca de su
biologia, el maiz representa una excelente planta modelo para la ciencia basica y
aplicada, asi como para la vinculacion de estas con otros sectores de la sociedad
como son el agricola e industrial en general. Es por esto que el maiz, a diferencia
de otras plantas modelo como Arabidopsis thaliana, puede representar tanto el
modelo como el objeto de estudio en si. En nuestro grupo de trabajo hemos
adoptado al maiz, particularmente la germinacion de semillas, como nuestro
modelo para el estudio del ciclo celular.



Tabla 2. Composicién quimica de las partes principales de la semilla de maiz expresado en
porcentaje segun datos de la FAO. (http://www.fao.org/docrep/T0395S/T0395S03.htm)

Componente quimico | Pericarpio | Endospermo | Germen
Proteinas 3.7 8.0 18.4
Extracto etéreo 1.0 0.8 33.2
Fibra cruda 86.7 2.7 8.8
Cenizas 0.8 0.3 10.5
Almidén 7.3 87.6 8.3
AzUcar 0.34 0.62 10.8

1.2. Germinacion

La germinacion es un proceso que generalmente tiene como resultado el
establecimiento de una nueva planta en desarrollo a partir de una semilla madura,
aunque esto ultimo no depende de la germinacion per se, sino de procesos de
desarrollo ulteriores. Sin embargo, es dificil dar una definicion concisa del concepto
“germinacion”, ya que el limite que divide el proceso germinativo del desarrollo de
la planta es bastante confuso. A pesar de esto, delimitar la definicibn de
germinacion se vuelve crucial para poder realizar un trabajo cientifico al respecto.
De este modo, es probable que la mejor manera de conciliar el problema de las
variadas definiciones y confusiones sobre el proceso de germinacion sea
proporcionar no una definicion universal, sino particular y en contexto con la
perspectiva de quien necesita dicha definicién para dirigir su estudio. Por ello, en el
ambito agrondémico se tiene por término de la germinacién el momento en que la
plantula emerge de la superficie del suelo, mientras que desde el punto de vista de
la fisiologia vegetal, la germinacion comprende Unicamente hasta la elongacién del
eje embrionario, generalmente el extremo radicular, lo cual se hace visible cuando
este atraviesa la cubierta de la semilla. Los procesos posteriores a la protrusién
radicular o apical (cualquiera que ocurriera primero) no son, para el fisi6logo
vegetal, parte de la germinacion, sino del crecimiento y desarrollo de la planta. Es
preciso apuntar que segun esta definicion de la fisiologia vegetal, una semilla
puede completar el proceso germinativo y detener su crecimiento para no emerger
nunca del suelo, lo cual es absolutamente contradictorio para el enfoque

agronomico (Bewley and Black, 1985).

Ya que en nuestro grupo de trabajo nos hemos enfocado a estudiar el ciclo
celular durante la germinacién del maiz, nos es preciso adoptar una definicién de la

germinacion distinta a la de agronomos Yy fisidlogos, puesto que nuestro campo de


http://www.fao.org/docrep/T0395S/T0395S03.htm#Capitulo 2 Composición química y valor nutritivo del maíz

estudio pertenece a la biologia molecular. Asi pues, desde nuestro punto de vista,
definimos a la germinacion como la serie de eventos bioquimicos que llevan a la
célula a la consecucion del primer ciclo celular completo y a la multiplicacion celular
restante (Vazquez Ramos, 1990). Dichos procesos incluyen la hidratacion de
membranas y demas estructuras celulares, reactivacion de proteinas y ribosomas,
aumento de la actividad respiratoria, sintesis de macromoléculas, elongacion
celular, es decir, aquellos involucrados en el paso desde una semilla quiescente,
casi totalmente deshidratada y con un metabolismo casi nulo, a una semilla con
metabolismo muy activo que resulta en el crecimiento del embrion. (Vazquez
Ramos, 1990; Bewley and Black, 1985). La definicion anterior sugiere que una vez
que las células de una semilla reactivan el metabolismo celular y completan la
primera ronda de divisiones celulares, la semilla puede continuar los procesos de
proliferacion y crecimiento durante el desarrollo segun su propio programa genético

y asi dar lugar a la planta.

Primera hoja de la plimula

Coleoptilo Raiz adventicia subterranea

- Mesocotilo

~ Raices adventicias

Coleorriza

Smm

Raiz primaria

- Raices laterales

Figura 2. Esquema del brote de semilla de maiz germinada. Se observan etapas tempranas
del desarrollo de varios tipos de raiz y de la hoja. Modificado de Freeling y Walbot, 1994,
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Cabe seialar que si bien el término de la germinacion es confuso y por ello
podemos darnos la libertad de delimitarlo segun nuestro enfoque, el inicio de la
germinacion es siempre la entrada de agua a la semilla quiescente, puesto que se
sabe que bajo condiciones adecuadas de temperatura y oxigeno, la toma de agua
es suficiente y necesaria para que la germinacion comience (Mayer y Poljakoff,
1975).

g Fase FASE Il Fasem/
i ngn.h.z.?&igg de reg(rvas
g% Elongacién radiculr
ole ____Replicacién del DNA /
g 2 Reparacion del DNA / Division celular
g§ Sintesis d ' SRNAmM
l'- E S4 einas a partir de RNAmM almacenados durante la maduracién de la semiila
3 aracion de mitocondrias

intesis de nuevas mitocondrias

Tiempo

Figura 3. Procesos celulares asociados a la germinacion. El esquema relaciona procesos
de la célula en relacion al tiempo y a la entrada de agua a la semilla.

Con base en la definiciébn bioguimica de germinacion, el ciclo celular toma un
papel trascendental en la regulacién de este proceso, puesto que se sabe que la
reactivacion del ciclo celular en el meristemo radicular precede a la protrusién de la
radicula. Dicha reactivacion del ciclo celular esta dada principalmente por la
expresion de los genes de ciclinas D, y por lo tanto, estos genes son reguladores

importantisimos de la velocidad de germinacion (Masubelele et al., 2005).

En semillas secas de Arabidopsis, las células del embrién quedan arrestadas
en la fase G1 del ciclo celular (Bewley y Black, 1994). De igual manera, la mayoria
de las células embrionarias de maiz quedan arrestadas en G1 durante su
maduraciéon (Deltour y Jacgmard, 1974), y nuestro grupo ha reportado que el ciclo
celular se reactiva estando aun en esta fase durante las primeras 6 horas
posteriores a la imbibicion, mientras que a fase S comienza cerca de las 12 horas y

alrededor de las 28 a 32 horas después de la imbibicion su observan células en
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fase M, coincidiendo esto con la protrusion de la radicula (Baiza et al., 1989; Reyes
et al., 1991; Herrera et al., 2000).

Como se ha visto, la germinacion de semillas proporciona un modelo
fisiolégico excelente para el estudio de la reactivacion de la proliferacion ya que en
semillas secas la mayoria de las células, si no es que todas, se encuentran
detenidas en la fase G1, particularmente las que estan en las zonas
meristematicas. La toma de agua por parte de la semilla seca activa el metabolismo
gradualmente (fig. 3) asi como el ciclo celular. Las células de ejes embrionarios
secos poseen niveles visibles de todas las proteinas analizadas que son
consideradas propias del ciclo celular como son las ciclinas, las cinasas
dependientes de ciclina (Cdks), PCNA, DNA polimerasas, DNA ligasas, entre otras
(Lara-Nufiez et al., 2008). Incluso, algunas de ellas no sufren modificaciones en
dichos niveles a lo largo del proceso germinativo, como por ejemplo las DNA
polimerasas y las Cdks, aunque si se observan cambios en su actividad (Vazquez-
Ramos and Sanchez, 2003). Las ciclinas por su parte muestran un comportamiento
fluctuante durante la germinacién, con una correlacion parcial con su actividad de
cinasa asociada (Quiroz-Figueroa and Vazquez-Ramos, 2006; Lara-Nufez et al.,
2008).

1.3. Ciclo Celular.

Todos los seres vivos, desde las bacterias hasta los mamiferos, son producto
de repetidas rondas de crecimiento y divisién celular. En el caso de los organismos
unicelulares, una sola ronda de crecimiento y divisibn resulta en un nuevo
individuo, pero para organismos multicelulares son requeridas secuencias largas y

complejas de estos procesos para poder originar un organismo funcional.

Todas las células se reproducen llevando a cabo una secuencia unidireccional
de eventos ordenados durante los cuales el material celular se divide de manera
aproximadamente equitativa en dos nuevas células. Sin embargo, dentro de este
material celular, el DNA debe ser estrictamente duplicado y repartido de manera
exacta en las dos células, de modo que cada una cuente con una copia completa

del genoma de la especie, puesto que es este el que contiene codificada la
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informacion necesaria para el desarrollo de un nuevo individuo. Esta serie
ordenada de eventos de duplicacion (replicacion) del material genético y su
posterior segregacion, junto con el material celular restante, en las células nuevas
se denomina ciclo celular, y en él recae la principal funcién de todo ser vivo: la

reproduccion.

G1 : Fase S

Interfase

Células que
no se dividen
G1

Telofase Profase

Anafase Metafase

Figura 4. Representacién esquematica del ciclo celular (Klug y Cummings, 1999)

Metabolicamente, el ciclo celular puede verse como una sucesion de la fase
de replicacion y crecimiento celular (interfase), y la fase de segregacion equitativa
del DNA (mitosis). Sin embargo, en realidad el ciclo celular comprende una serie de
procesos cuya organizacion va mas alla de lo que hemos dicho. Esto se hace
patente en las células eucariontes, las cuales poseen un sistema de regulacion del
ciclo celular mucho mas complejo y fino que el de las células procariontes. La
caracterizacion y estudio de este sistema de regulacibn ha permitido la
identificacion de tres fases previas a la separacion de los cromosomas, las cuales
constituyen la interfase (fig. 4). Estas tres fases tienen distintos propdsitos, como
son la percepciéon de que las condiciones extra e intra celulares sean 6ptimas para
poder inicial y concluir el ciclo celular (fase G1) ya que una vez que la célula entra a
este proceso debe concluirlo pues de lo contrario puede quedar arrestada a mitad
del ciclo o incluso entrar en apoptosis. Una vez que se ha percibido estas
condiciones Optimas, el material genético debe replicarse, lo cual ocurre durante la
fase de sintesis o fase S. Concluida esta, durante la fase G2 se asegura la
integridad y duplicidad del genoma para que, durante la fase M (mitosis) pueda

repartirse en dos nucleos que formaran parte cada uno de una de las dos células

13



hijas. Cuando el material genético queda repartido en ambos ndcleos, unicamente
queda la fase de citocinesis, donde las células hijas se separan fisicamente
(Vazquez Ramos, 2003; Alberts et al., 2002).

La organizacion basica del ciclo celular y su sistema de control son
esencialmente los mismos en todas las células eucariontes, lo cual nunca significa
que sean exactamente iguales, puesto que existen caracteristicas como el tiempo
de duracién de cada fase que pueden variar no solo de una especie a otra, sino de
un tipo celular a otro dentro de un mismo organismo, es por esto que podemos
estudiar el proceso del ciclo celular de manera global en muchos modelos celulares
diferentes, pero debemos ser cautelosos con los resultados derivados de dicho
estudio, pues pueden ser especificos del modelo que se utilice.

1.3.1 Regulacién y reguladores del ciclo celular.

El ciclo celular es un proceso importantisimo en el desarrollo de cualquier
organismo Yy, por lo tanto, es comprensible que la evolucién se haya encargado de
imponer sobre €l un muy estricto control de moléculas cataliticas cuya actividad es
regulada muy finamente. El control y regulacién de los eventos de proliferacion en
eucariontes se llevan a cabo a todo lo largo del ciclo celular; sin embargo, existen
tres puntos de regulacion muy estrictos, ampliamente estudiados y bien referidos
en la literatura. Estos son: 1) la transicion de la fase G1 hacia la fase S (la cual se
analizara con detalle mas adelante), 2) la transicion de G2 a M y 3) el alineamiento
de los cromosomas condensados en el centro de la célula durante la metafase en

la mitosis.

Grosso modo, la progresion del ciclo celular estd determinada por distintas
protein-cinasas de serina y treonina que requieren la union de una subunidad
regulatoria llamada ciclina para poder activarse, y por lo tanto son denominadas
Cinasas dependientes de ciclina (Cdks). Uno de los sustratos mas conocidos de
estas Cdks que es fosforilado en una fase especifica del ciclo celular es la histona
H1 en cromosomas mitéticos. Otra proteina blanco de los complejos ciclina-cinasa
bien caracterizada durante el ciclo celular es la proteina de retinoblastoma (Rb),

cuya fosforilacion juega un importante papel en la transicion G1/S. En otros casos,

14



la fosforilacion mediada por Cdks sirve para la eliminacion de componentes
especificos del ciclo celular, ya que el reconocimiento de proteinas blanco para
protedlisis mediada por ubiquitinacion normalmente requiere de fosforilaciones
previas. En este contexto, es necesario sefialar que estas degradaciones mediadas
por la actividad de ciertas Cdks se dan en tiempos especificos sobre componentes
necesarios de la fase que concluyd, de manera que la célula no puede regresar a
dicha fase y, por lo tanto, el ciclo adquiere una secuencia unidireccional de sus
fases (King et al., 1996).

1.3.1.1. Las Cdks y su regulacién.

Las Cdks actuan diferencialmente en las distintas etapas del ciclo celular.
Como ejemplo tenemos que en Arabidopsis thaliana, los niveles de mMRNA de CdkA
no varian a lo largo del ciclo celular, pero su actividad de cinasa aumenta en la fase
G1 y permanece alta durante la fase S. Por otra parte, en células BY-2 de tabaco,
la actividad de cinasa de CdkA permanece alta durante G2, mientras que en
células de Arabidopsis hay una reduccion en esta actividad durante G2 y aparece
un segundo pico de actividad en la transicién hacia la fase M. Las Cdks de tipo B
son Unicas de plantas y su expresion transcripcional esta regulada por la
progresion del ciclo celular, lo cual no se ha observado en ningun otro tipo de Cdk
en ninguna otra especie. Las CdkB1 se expresan desde el inicio de la fase S hasta
la fase M en la mayoria de las especies examinadas (revisado en Dewitte y Murray,
2003).

Las Cdks poseen sitios de union a ATP y a su sustrato dentro de la regién
catalitica, la cual se encuentra entre los l6bulos formados por los extremos N-
terminal y C-terminal. La unién de la respectiva ciclina estabiliza al sitio catalitico
(revisado por Joubés et al., 2000). Sin embargo, a pesar de la unién de la ciclina, el
sitio activo de la Cdk permanece restringido por una estructura de asa llamada
‘loop T”, la cual al ser fosforilada en un residuo conservado de treonina (T160)
cambia su conformacion para permitir la correcta union del sustrato y el acceso al
grupo y-fosfato del ATP unido al sitio activo. Esta fosforilacion activadora en T160
es llevada a cabo por una Cinasa Activadora de Cdk (Cak) (revisado por Dewite,
2003).

15



Ademas de la union con ciclinas y la fosforilacion por Cak, existe una
regulacion de la actividad de Cdk dada por fosforilacion inhibitoria en los residuos
T14 y Y15 catalizada por la cinasa Weel. Esta regulacion ya ha sido reportada
tanto en Arabidopsis como en maiz (Sun et al. 1999; Sorrell et al., 2002).

Fosforilacidon
inhibitoria

CKS

Fosforilacidn
activadora

CDK

| cve |Gl

Destruccion mediada
por ubiguitinacion

Unidn de
inhibidores

Figura 5. Regulacién de la actividad de CDK. Modificado de Dewitte y Murray, 2003.

Para que la Cdk pueda ser activada entonces, es necesario que estas
fosforilaciones en T14 y Y15 sean removidas. En lavadura y en mamiferos, esta
fosfatasa se denomina Cdc25, y aunque aln no se conoce algun homologo directo
en plantas, es probable la existencia de un equivalente funcional (Dewitte y Murray,
2003).

Asi como las ciclinas son proteinas que promueven la actividad de las Cdks,
existe otro tipo de proteinas que se unen a los complejos ciclina-cinasa para
regularlos negativamente, estas son denominadas inhibidores de Cdk (Ick) y a
pesar de poseer una funcion regulatoria esencial en el ciclo celular, la conservacion
de secuencia entre los Ick de animales (Kip) y los de plantas (Kip Related Proteins
o Krp) es muy limitada; sin embargo, las Kip y Krp poseen homologia de funcién
(Wang et al., 1999). Otro regulador del complejo ciclina-cinasa es la subunidad de
Cdk (Cks) que puede actuar como inhibidor o activador de la actividad de CDK y
aparentemente su funcion es importante para el correcto andamiaje del complejo

ciclina-Cdk con sus respectivos sustratos (Bourne et al., 1996).

Cabe mencionar que las Cdks pueden funcionar también fuera del ciclo
celular y regular otros procesos. Por ejemplo, CdkA, ademas de su funcién

regulatoria en la interfase, juega un papel importante en el control de la dinamica
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de los microtubulos y por lo tanto, en la progresion de la mitosis (Steinborn et al.,
2002). Ademaés de ello, se le ha asociado una funcion critica en la reprogramacion
de células diferenciadas que, adyacentes a un dafo tisular en gametoforos,
regresan a un estado proliferativo desdiferenciado en Physcomitrella patens
(Ishikawa et al., 2011). Otro caso es el de CdkB1;1, cuya supresion reduce el
crecimiento de plantulas de Arabidopsis principalmente mediante la inhibicion de la
elongacion, independientemente de la division celular o la endorreduplicacion
(Yoshizumi et al., 1999).

1.3.1.2. Ciclinas.

Las primeras ciclinas se identificaron en huevos de erizo de mar como unas
proteinas cuyos niveles de acumulacion fluctuaban durante el ciclo celular y es a
ello que deben su nombre, es decir, a su aparicion transitoria y ciclica (Evans et al.,
1983). Estas proteinas constituyen el mecanismo principal de control de la actividad
de Cdk, ya que sin la union de la ciclina, la subunidad Cdk es inactiva (revisado por
Dewitte y Murray, 2003).

Las ciclinas son una superfamilia de proteinas con homologia relativamente
baja, pero que comparten una regién poco conservada de aproximadamente 250
residuos de aminoacidos denominada centro de ciclina, el cual a su vez esta
constituido por dos dominios, el dominio ciclina amino y ciclina carboxilo. (Nugent et
al., 1991; Noble, et al., 1997)

El dominio ciclina amino es el que define a las ciclinas por ser el mas
conservado entre ellas, ademas de poseer 5 aminoacidos no contiguos altamente
conservados que se saben esenciales para la funcién de las ciclinas mitéticas
(ciclinas tipo A y B) y que estan presentes igualmente en las ciclinas D (Menges et
al., 2007). El dominio ciclina carboxilo es menos conservado y esta presente en
muchas pero no todas las ciclinas, lo cual sugiere que pueda tener una funcion

especifica pero no critica (Wang et al., 2004).

La acumulacién de las ciclinas depende ampliamente tanto de la regulacion
transcripcional, como del recambio proteico dado por un balance especifico entre la

traduccion de mensajeros y la degradacion de las proteinas. Las ciclinas de tipo Ay
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B poseen un motivo llamado “caja de destruccion” que las identifica para ser
removidas por el complejo promotor de anafase (APC), mientras que las ciclinas D
poseen cajas PEST para su ubiquitinacion y posterior degradacion via proteasoma

(revisado por Dewitte y Murray, 2003).

Existen muy diversos tipos de ciclinas en los organismos eucariontes, y
algunos de ellos estan conservados entre animales y plantas; sin embargo, también
existen familias de ciclinas particulares a algunas especies. Por ejemplo, sabemos
que en el genoma humano existen 22 genes de ciclinas que se agrupan con base
en el andlisis de su funcién y secuencia de aminoacidos (Nakamura et al., 1995;
Pines, 1995). Estos grupos son A, B, C, D, E, F, G, H, I, K, L, T Y UNG2, y solo 5
de ellos (A, B, C, H, L) estan presentes en plantas, aunque el grupo C solo se ha
encontrado en Arabidopsis thaliana (Wang et al., 2004). Por otro lado, existen tipos
de ciclinas que solo se encuentran en plantas, como son las ciclinas tipo D que
aunque se denominan igual que las ciclinas D de animales, forman un grupo
distinto y no muestran homologia de secuencia con ellas, aunque si poseen
funciones similares. Lo mismo ocurre con las ciclinas T y F, que en plantas fueron
nombradas asi porgque son similares en secuencia a las ciclinas T y F de
mamiferos, pero aunque las T estan relacionadas igualmente a las T, Hy L de
humanos, no son ortdlogos y forman un grupo aparte, lo mismo que las F, las
cuales aparentemente son particulares de monocotiledéneas (Wang et al., 2004; La
et al., 2006). También son especificas de plantas las ciclinas SDS que participan
en la meiosis (Azumi et al., 2002) y la ciclina J18 que aparentemente solo esta
presente en Arabidopsis. Las ciclinas U tampoco estan presentes en mamiferos,
pero en el 2004 Wang et al. mostraron que estan filogenéticamente agrupadas con
al menos tres genes de protistas.

Las ciclinas A y B participan en la transicion G2/M, mientras que las ciclinas
D actuan durante la fase G1 y en la transicion hacia la fase S. Las tres familias de
ciclinas (A, B y D) son considerablemente mas numerosas en plantas que en
animales, por lo que es de esperar que posean mas de una funcion o estén
asociadas a otros procesos independientemente de su participacion en el ciclo
celular, o bien, también cabe la posibilidad de que algunos paralogos sean

redundantes.
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1.3.1.2.1. Las ciclinas D y la transicion G1/S.

Como vimos, los complejos ciclina-cinasa actuan fosforilando sustratos
especificos, lo cual provoca, junto con los procesos de degradacion de proteinas, la
progresion ordenada y unidireccional de las fases del ciclo celular. En nuestro
grupo de trabajo hemos enfocado nuestra atencion en uno de los principales
puntos de regulacion del ciclo celular y tiene relacion justamente con esta actividad
de los complejos Cyc/Cdk: la transicion de la fase G1 a la fase S. Durante este
proceso, tanto en animales como en plantas, estan involucradas principalmente las

ciclinas de tipo D.

Estructuralmente, todas las ciclinas D poseen el dominio ciclina amino pero el
ciclina carboxilo esta solo en algunas. Todas poseen también los 5 amino&cidos no
contiguos que son esenciales para la estructura de ciclina. Ademas, todas excepto
la CycD6;1, poseen el motivo LXCXE hacia el extremo amino. Este dltimo esta muy
conservado en todas las ciclinas D (plantas y animales) y es esencial para la unién
a la proteina Rb (Ewen et al., 1993; Soni et al., 1995) pues se ha demostrado que,
in vitro, las ciclinas D de plantas que tienen mutado este motivo son incapaces de
unirse a la proteina RBR. (Ach et al., 1997; Huntley et al., 1998)

El papel fundamental de las ciclinas tipo D es integrar las sefiales
extracelulares con la maquinaria del ciclo celular (Sherr, 1995). La fase G1 esta
involucrada en la percepcion y respuesta a sefiales de crecimiento, de desarrollo y
ambientales (Oakenfull et al., 2002) que permitiran a la célula progresar
apropiadamente a lo largo de cada una de las demas fases hasta completar
exitosamente el ciclo celular. Cuando existen las condiciones favorables para que
la célula prolifere, las ciclinas D forman complejos con una Cdk, que en el caso de
animales puede ser Cdk4 o Cdk6 y una vez ensamblado el complejo, Cdk4 debe
fosforilarse en la treonina 172 (T172) para adquirir actividad de cinasa. Esta
fosforilacion en T172 se debe al complejo de una Cak con ciclina H (Sherr, 1994).

En plantas, las ciclinas D forman complejos con la CdkA durante la fase G1
(Oakenfull et al., 2002) y se ha visto que, analégicamente al mecanismo de

activacion por Cak, existe un residuo de treonina fosforilable (T191) necesario para
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la actividad del complejo y su importacion al nacleo (Nakagami et al., 2002). Por
otra parte, se ha visto que si no existen condiciones favorables para la proliferacion,
como fuentes de carbono y sefiales hormonales, el complejo esta unido a un Ick
qgue puede ser de la familia Ink4 o de tipo kip (Krp en plantas) (Toyoshima y Hunter,
1994; Lee et al., 1995; Wang et al., 1997).

:
P
G1/S
CDKA ’ —————— Transcription ON
: £2F-sile
: E2F targat genes

Figura 6. Representacion esquematica de la transicion G1/S.

Una vez que el complejo cycD-Cdk es activo, puede entonces fosforilar a la
proteina Rb (llamada asi por habérsele descubierto en células de retinoblastoma)
en multiples sitios ubicados principalmente en el extremo carboxilo de esta
(Nakagami et al., 2002). En estado hipofosforilado, la proteina Rb se encuentra
unida al factor de transcripcion E2F, impidiendo que este se una a los promotores
de sus genes blanco; pero conforme Rb pasa a un estado hiperfosforilado, se
desprende de E2F y este puede entonces unirse a una secuencia candnica en los

promotores de genes que reconoce (revisado en Inzé y De Veylder, 2006), y que
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en general, son genes cuyas proteinas seran necesarias para el comienzo y la

progresion de la fase S (fig. 6).

Aparentemente E2F no controla Unicamente la transcripcion de genes
relacionados con el ciclo celular, pues un estudio del genoma de Arabidopsis
mostré que cerca de 6 mil genes son potencialmente regulados por E2F, de los
cuales, apenas una tercera parte se relacionan al ciclo celular (Ramirez-Parra et
al.,, 2003). Sin embargo, por medio de microarreglos y herramientas
bioinforméaticas, fue posible identificar 70 genes blanco de E2F putativos que se
conservan entre Arabidopsis y arroz. Estos genes codifican para proteinas
involucradas en la regulacion del ciclo celular, replicacién del DNA y en la dinamica

de la cromatina (Vandepoele et al., 2005).
1.3.1.2.1.1. Ciclina D6;1.

En maiz hay al menos un gen de ciclina de cada uno de los 7 subgrupos en
los que esté dividida la familia de ciclinas D de plantas. Algunas de las ciclinas D
poseen cajas PEST, lo cual sugiere que pueden degradarse via proteasoma
(Buendia-Monreal et al., 2011), tal como sucede con la CycD3;1 de Arabidopsis.
(Planchais et al., 2004).

En particular, cycD6;1 es el anico miembro del subgrupo de genes cycD6 en
maiz y gendmicamente tiene una organizacion tipica de las ciclinas D que consiste
de 6 exones y 5 intrones. Por otra parte, una caracteristica de CycD6;1 que la
distingue de todas las demas ciclinas D es que carece del motivo de union a RBR
(LXCxE). Al igual que otras CycDs, Zeama;CycD6;1 es regulada por fitohormonas
al menos a nivel de mRNA durante la germinacién de ejes embrionarios, pues
cuando esta se produce en presencia de benciladenina, el nivel de transcrito
decrece al inicio, pero se recupera a niveles normales hacia las 16 horas
postimbibicion. No pasa lo mismo con acido abscisico, pues con esta condicion la
expresion se inhibe significativamente durante el proceso germinativo (Buendia-
Monreal et al., 2011).

En cuanto a la funcion especifica que CycD6;1 pueda tener, solo se sabe que

en plantulas participa importantemente en el proceso de formacion de patrones
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celulares mediante divisiones formativas asimétricas de células madre de raiz
conocidas como células iniciales de corteza y endodermis (cortex/endodermis initial
cells; CEl), y en plantas adultas, en la formacion de primordios que daran origen a
raices laterales, pero no es importante para las divisiones proliferativas. El gen
cycD6;1 es regulado directamente por los factores transcripcionales Shortroot y
Scarecrow. Asi mismo, se ha visto que semillas de Arabidopsis mutantes en el gen
de cycD6;1 no se ven afectadas significativamente en el proceso de germinacion
(Sozzani et al., 2010).
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2. ANTECEDENTES

. Los distintos patrones de expresion de CycDs de maiz sugieren que no son
redundantes, sino que pueden tener funciones importantes en distintas fases del
ciclo celular asi como en diferentes tejidos de la planta (Buendia-Monreal et al.,
2011).

. En general, la acumulacién de transcrito de CycDs de maiz aumenta o es
méxima a tiempos tardios de germinacion (18 y 24 h postimbibicion), y existe
evidencia de que las CycDs estan presentes y activas en la fase G2 (Kono et al.,

2003), lo cual indica que no estan restringidas a una sola fase del ciclo celular.

. A nivel de proteina, Zeama;CycD5;3 y Zeama;CycD4;2 incrementan sus
niveles a lo largo de la germinacion con un maximo de acumulacion a las 18 h, lo
cual concuerda con la reactivacion del metabolismo por la entrada de agua y por

tanto, con la reactivacion del ciclo celular (Lara-Nufiez et al., 2008).

. La proteina CycD2;2 de maiz puede formar complejos con otras proteinas
del ciclo celular como CdkA y PCNA, presentandose estos en distintos tiempos de

la germinacién (Gutierrez et al., 2005).

. En células en proliferacion se presentan diferentes combinaciones de las
distintas CycDs unidas a diferentes Cdks, sugiriendo que sus funciones no son
redundantes y probablemente regulan la progresién de la fase G1 respondiendo

diferencialmente a sefales extracelulares (Sherr, 1995).

. La sacarosa es un factor nutricional que regula la expresion de diversos
genes y proteinas del ciclo celular. RBR y E2F de plantas son sometidas a
degradacion via proteasoma cuanto no hay sacarosa en el medio de cultivo (Hirano
et al.,, 2011). La expresion de CycD2 de Arabidopsis es inducida mediante la
adicion de sacarosa en el medio de cultivo (Riou-Khamlichi et al., 1999), mientras
que la induccion de la expresion del gen Zeama;CycD2;2 por citocininas se lleva a

cabo solo en presencia de sacarosa.
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. A nivel de transcrito, Zeama;CycD6;1 no estéd presente durante las primeas
horas de germinacion, pero su expresion aumenta hacia las 24 h postimbibicién,
correlacionando con el aumento en la actividad metabdlica que se observa durante
la germinacion a partir de la entrada de agua. Respecto a los tejidos analizados
(mesocotilo, raiz y hoja), el mMRNA de Zeama;CycD6;1 se acumula
mayoritariamente en la raiz, la cual posee una alta actividad proliferativa y
concuerda con la localizacion de la proteina homdloga de Arabidopsis,
Arath;CycD6;1 (Sozzani et al., 2010; Buendia-Monreal et al., 2011).
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3. JUSTIFICACION

Debido a que la expresion transcripcional de un gen no refleja la acumulacion de la
proteina y que la funcion recae sobre esta, es necesario contar con anticuerpos
capaces de reconocer a la proteina de interés, en este caso la CycD6;1, para

estudiar su patron de acumulacién y, posteriormente, inferir una posible funcion.

4. HIPOTESIS

La proteina CycD6;1 estara presente en semillas secas de maiz y su patrén
de acumulacion durante la germinacion sera modificado cuando esta se lleve a

cabo en inanicidon de sacarosa.

5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general.

Evaluar la acumulacién de la proteina Zeama;CycD6;1 durante la germinacién

tanto en condiciones normales (sacarosa al 2%) como en inanicion de sacarosa.

5.2 Objetivos particulares.

» Obtener anticuerpos policlonales especificos contra la proteina CycD6;1.

» Determinar el patron de acumulacion de la proteina Zeama;CycD6;1 durante

la germinacién de ejes embrionarios de maiz.

» Determinar el patron de acumulacion de la proteina Zeama;CycD6;1 durante

la germinacién de ejes embrionarios de maiz en inanicion de sacarosa.
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6. MATERIALES Y METODOLGIA
6.1 Material biolégico
6.1.1. Semillas de maiz

Para los ensayos de germinacion se utilizaron ejes embrionarios de semillas
secas de maiz (Zea mays var. Chalquefio) extraidos con escalpelo y lavados con

solucion de hipoclorito de sodio al 0.5% y agua desionizada estéril.
6.1.2. Cepas

Las cepa utilizada para la clonacion en los plasmidos de clonacién y
expresion fue E. coli DH5-a, mientras que para la expresiéon de la proteina

recombinante se uso la cepa E. coli BL21-CodonPlus-RIL.
6.1.3. Conejos
Para la inmunizacién se utilizaron conejos macho cepa Nueva Zelanda.
6.1.4. Plasmidos

Los plasmidos utilizados para la clonacion del segmento de DNA codificante
para el péptido inmunogénico y para la expresion de la proteina recombinante
fueron pGem-T Easy (Promega) y pGex-4T2 (GE Healthcare) respectivamente.
Este ultimo cuenta con un promotor inducible por IPTG que permite expresar una
proteina de fusibn con GST (Glutation S-transferasa) en el extremo amino y el
péptido de interés en el extremo carboxilo. Ambos tienen un gen de resistencia a

ampicilina para la seleccion de colonias de células transformantes (apéndice 2).
6.1.5. Cultivos bacterianos

Los cultivos liquidos de bacterias se realizaron en medio Luria-Bertani con
ampicilina 100ug/mL (LB100) a 37°C en agitacion constante (excepto en la
preparacion de células competentes, donde se utiliz6 medio LB). Los cultivos de
volumenes pequefios (£5mL) fueron contenidos en tubos de ensayo, mientras que

para volumenes grandes (250mL) se emplearon matraces Erlenmeyer de al menos
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el doble de capacidad que el volumen a contener para permitir una buena
oxigenacion del cultivo y favorecer asi el crecimiento de las bacterias. Los cultivos
solidos se hicieron en agar LB100 contenido en cajas Petri. Tanto el medio LB
como el agar LB se esterilizaron en autoclave y cuando la temperatura hubo

descendido a =40°C, se afadio la ampicilina necesaria para obtener LB100.
6.2. Técnicas generales
6.2.1. Electroforesis de DNA

Para verificar todas las transformaciones de células competentes, las
reacciones de amplificacion y las de digestion de DNA, se realizaron electroforesis
en gel de agarosa al 1.5% preparado con solucién amortiguadora TAE 1x (Tris
50mM, acetato de sodio 1mM, EDTA 2mM) pH 8.5 tefiido con bromuro de etidio y
se observo en un transiluminador (UV-Transilluminator, UVP inc). Las fotografias
de geles presentadas se obtuvieron con los equipos Fluor-S Multiimager (Bio-Rad)

y Digital science Image Station 440CF! (Kodak).
6.2.2. Purificacion de DNA a partir de gel de agarosa

La purificacion de productos de amplificacion o digestion de DNA se realiz6
con el Kit comercial GenElute Gel Extraction Kit (SIGMA-ALDRICH) siguiendo las
instrucciones del proveedor (niumero de catalogo: NA1111).

6.2.3. Purificacion de DNA plasmidico

La purificacion de plasmidos (vectores de clonacion y de expresion) se realizo
con el kit comercial illustra plasmidPrep Mini Spin (GE Healthcare) siguiendo las

instrucciones del proveedor (cédigo de producto: 28-9042-69).
6.2.4. Preparacion de células competentes

Para preparar células competentes de las cepas utlizadas de E. coli, se
inocularon 3mL de medio LB con la cepa correspondiente y se incubaron 12 h a
37°C en agitacion constante. De este cultivo se tomaron 0.3mL para inocular 250
mL de medio LB contenido en un matraz Erlenmeyer y se incubé 3 h a 37°C en
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agitacion constante. Pasadas las 3 h, se trasvaso el cultivo a tubos falcon y se
colocaron en hielo durante 15 minutos para posteriormente empastillar las células
a 4 Krpm por 10 minutos. Las pastillas se lavaron con agitacion muy suave con un
total de 20mL de cloruro de calcio 0.1M y se volvieron a incubar en hielo 20
minutos. Se centrifugaron los tubos a 4 Krpm por 10 minutos nuevamente y se
lavaron las pastillas por agitacion muy suave con 1.5mL en total de cloruro de
calcio 0.1M. Se repartio el volumen final en alicuotas de 100uL en tubos de
microcentrifuga de 1.5 mL de capacidad y se incubd en hielo 1 h. Las células

fueron almacenadas a -70°C.
6.2.5. Transformacién de células competentes

Para realizar la transformacién de células competentes con productos de
ligacion, se utilizaron 10uL de esta reaccion. Para transformar con plasmido
purificado por miniprep, se utilizaron 2uL del eluato. Se agregdé el volumen
correspondiente de DNA (de ligacion o plasmido purificado) a 100uL de células
competentes y se incubaron en hielo durante 45 minutos. Pasados los 45 minutos,
se aplicé un choque térmico a 42°C por 2 minutos y se regreso al hielo por 5
minutos mas. Se afiadié 1mL de medio LB y se incubd 1 h a 37°C en agitacion. En
caso de haber transformado con productos de ligacion, se centrifugaron las
bacterias 1minuto a 5Krpm, se deseché el exceso de medio LB y las células se
resuspendieron en el medio restante para luego plaquear con todo el volumen en
cajas Petri con agar LB100. Si la transformacion se realizé con plasmido purificado,
se tomaron 200pL de medio con bacterias sin empastillar y se plaquearon en agar
LB100. Las cajas Petri inoculadas se incubaron toda la noche a 37°C para poder

observar la formacién de colonias.
6.2.6. Electroforesis de proteinas

Para verificar la presencia de proteinas y para los ensayos de western blot se
realizaron 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 85 volts hasta que el frente de corrida pasara el gel concentrador, luego a

107 volts durante el corrimiento en el gel separador. EI amortiguador de electrodos
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utilizado fue de Tris-glicina-SDS 1X (Sambrook et al., 1989). Las muestras se
prepararon afiadiendo buffer de carga 1x (SDS 2%, 3-mercaptoetanol 2mM, glicerol
4%, Tris-HCI pH 6.8 40mM, azul de bromofenol 0.01%) y calentando a 85°C por 7

minutos.
6.2.7. Western blot

Para los ensayos de western blot se realizaron SDS-PAGE y se transfirieron
las proteinas a membranas de PVDF Immobilon-PSQ Transfer Membrane
(Millipore) en el equipo Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad) a 2.5 Ay 25V
por 14 minutos. Las membranas fueron blogueadas con una disolucion al 10% de
leche en PBS-Tween20 0.1% por 2 h y luego incubadas con el anticuerpo primario
correspondiente diluido en una disolucion al 5% de leche en PBS-Tween20 0.1%
durante 12 h a 4°C en agitacion. Terminado el tiempo de incubacién se hicieron
tres lavados de 15 minutos con PBS-Tween20 0.1%, se incubaron con un
anticuerpo anti-conejo acoplado a una peroxidasa durante 1 h a temperatura
ambiente en agitacion y se repitieron los tres lavados de 15 minutos.
Posteriormente se bafiaron las membranas con 0.5mL de la solucion de deteccion
por quimioluminiscencia Western Blotting Detection Reagent (Millipore). El revelado
se hizo en placas fotograficas Hiperfilm ECL 18x24cm (Kodak) utilizando la
disolucion de revelado GBX developer (Kodak) y de fijacion GBX fixer (Kodak).

6.2.8. Inmunoprecipitacion

En tubos de microcentrifuga de 0.6mL se incub6 15uL de agarosa
magnetizada-proteina A (Millipore) con 6uL de suero inmune por 2 h a temperatura
ambiente y en agitacion. Se adicionaron 150ug de proteina (cuantificada en
extractos proteicos) y se incubaron toda la noche en agitacion a 4°C. Al dia
siguiente se colocaron los tubos en la base imantada del kit (Millipore) para retirar
el sobrenadante y se lavd la agarosa 3 veces con 200upL del buffer A (del
proveedor) y se cargaron los 15uL de agarosa en un SDS-PAGE para realizar el

ensayo de western blot.

6.2.9. Restauracion de membranas
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Para identificar proteinas en una membrana usada, esta se tratd0 con la
Restore PLUS Western Blot Stripping Buffer (Thermo SCIENTIFIC) por 30min en
agitacion. Antes y después de este tratamiento las membranas se lavaron 3 veces

por 10 minutos con PBS-Tween20 0.1%
6.3. Obtencion de Anticuerpos a-CycD6;1

Para obtener anticuerpos policlonales especificos contra la proteina CycD6;1
se escogié una secuencia de aminoacidos que satisficiera dos criterios
fundamentales: 1) que fuera potencialmente inmunogénica; y 2) que fuera

diferencial respecto a las demas ciclinas D de maiz.

6.3.1. Analisis in silico de la secuencia de nucleétidos y aminoacidos de
Zeama;CycD6;1

Para predecir la inmunogenicidad del péptido se utilizaron programas
computacionales. El primero, EMBOSS: Antigenic (Kolaskar, 1990), predice
regiones antigénicas a partir de la secuencia de aminoacidos de la proteina
completa. Después se analizo la secuencia de aa en el programa NetSurfP ver. 1.1
- Protein Surface Accessibility and Secondary Structure Predictions (Petersen,
2009. nttp://expasy.org/tools/) que predice la accesibilidad de la superficie de la
proteina y su estructura secundaria con un valor de confianza denominado Z-score
relacionado a la prediccion de superficie. Para comparar la secuencia de todas las
ciclinas D de maiz y escoger un péptido que difiriera entre todas, se hizo un
alineamiento y una matriz de identidad con el programa BioEdit Sequence
Alignment Editor v. 7.1.3.0 (Hall, 1999) asi como un BLAST en MaizeSequence

(http://www.maizesequence.org/index.html)

6.3.2. Amplificacion de cDNA

Para la amplificacion de cDNA se disefiaron oligonucledtidos (apéndice 3) en
el programa AmpliFX v.1.5.3 (http://ifrjr.nord.univ-mrs.fr/AmplifX-Home-page). A los primers
se les agreg6 secuencias de reconocimiento de enzimas de restriccion (BamHI en
el forward y EcoRI en el reverse) para la posterior clonacion en el vector de

expresion, ademas de tres adeninas en el extremo 5 para un mejor
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posicionamiento de las enzimas de restriccion. Los oligos fueron sintetizados en la
Unidad de Sintesis y Secuenciacion del IBT-UNAM. La amplificacion de cDNA se
realiz a partir de RNA total de ejes embrionarios de maiz embebidos por 24 horas
mediante una RT-PCR utilizando el kit comercial OneStep RT-PCR (QIAGEN) y
siguiendo las instrucciones del proveedor. Las condiciones de reaccion se

especifican en el apéndice 3.
6.3.3. Ligacion en el vector de clonacion.

El cDNA de Zeama;CycD6;1 apmlificado y purificado se ligo en el vector de
clonacion pGem-T Easy (Promega) utilizando una relacién molar inserto:vector de
3:1. La mezcla de reaccion se realizd siguiendo las instrucciones del proveedor

(numero de catalogo: A1360) y la reaccion se incubd 12 h a 4°C.
6.3.4. Clonacion en el vector de expresion

Después de purificar el plasmido pGem-T Easy con el inserto de DNA
codificante para el péptido inmunogénico, se hizo una reaccion de digestion con las
enzimas BamHI y Notl (Invitrogen) a 37°C por 2 h. El fragmento escindido se
separd por electroforesis en gel de agarosa al 1.5% y se purifico a partir de la
banda del gel. ElI fragmento purificado (inserto) se ligb al vector pGex-4T2
previamente digerido con las mismas enzimas poniendo en la reaccion el inserto y
el vector en una relacion 3:1 e incubando toda la noche a 4°C con la enzima T4
DNA ligase (Promega). Los productos de ligacibn se usaron para transformar
células competentes DH5-a. Al dia siguiente se inoculé 3mL de LB100 con una

colonia de células transformantes y se incub6 12 h a 37°C para purificar plasmido.
6.3.5. Expresién y purificacion de la proteina recombinante

El plasmido pGex-4T2 con el inserto se utilizé para transformar células
competentes E. coli BL21 RIL. Una vez seleccionadas con ampicilina, se purificd
plasmido para verificar por PCR y doble digestion (BamHI / Notl) que el plasmido
contuviera el inserto de longitud esperada. Hecho esto se envié a la Unidad de
Sintesis y Secuenciacion del IBT-UNAM para validar que el pladsmido tuviera, en el

correcto marco de lectura, la secuencia codificante para la proteina de fusién GST-
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CycD6;1. Para la secuenciacion, se utilizd el oligonucledtido Reverse
pPGEX_3_primer recomendado por el proveedor. El resultado de la secuenciacion
de DNA se tradujo en el marco de lectura adecuado con la herramienta Translate
de ExXPASYy Bioinformatics Resource Portal (http:/expasy.org/tools/) y la secuencia de
aminoacidos se comparé con la tedrica en un alineamiento multiple ClustalW en
BioEdit. La expresion de la proteina recombinante se indujo adicionando IPTG a
una concentracion final de 0.2 mM a un cultivo bacteriano de E. coli BL21RIL con
una densidad Optica de 0.4 leida a 600nm. Después de la adicion de IPTG se dejo
incubando por 2 h a 37°C en agitacion constante, se pusieron en hielo 10 minutos y
luego se centrifugaron las células a 5Krpm por 15 minutos a 4°C. La expresion de
la proteina recombinante se verificO con un SDS-PAGE tefido con azul de
coomassie. Las células empastilladas se resuspendieron en PBS-triton 1% y se
lisaron por sonicacién. El lisado bacteriano se centrifugd a 12Krpm por 15 minutos
a 4°C vy la fraccion soluble se filtré con un tamafio de poro de 0.45um. El filtrado se
hizo pasar por una resina de glutation-sefarosa (SIGMA-Aldrich) previamente
equilibrada con PBS 1x para separar a la proteina recombinante por cromatografia
de afinidad. La resina con la recombinante unida se lavo con PBS-tritobn 1% a 4°C y
posteriormente se eluyd la proteina con 3mL de una disolucion de glutation
reducido 10mM en 50mM de Tris-HCL pH 9.5 a 4°C. Todas las fracciones

resultantes se monitorizaron en un SDS-PAGE tefido con azul de coomassie.
6.3.6. Inmunizacién de conejos y obtencion del suero inmune

La inmunizacion de conejos se realiz6 en el bioterio de la Facultad de
Quimica de la UNAM. Al finalizar el esquema de inmunizacion (apéndice 4), se
obtuvo la sangre del conejo por puncion cardiaca a blanco y se separ6 el suero del
paquete celular para lo cual se dejé coagular la sangre y se centrifugé 15 min a

SKrpm.
6.3.7. Ensayo de competencia

Se corrieron 0, 5, 20 y 100 ug de la proteina recombinante asi como 100ug de
BSA en un SDS-PAGE vy se transfirieron a una membrana de PFVD que, posterior

al bloqueo, se corté en 5 fragmentos para separar los carriles con las distintas
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cantidades de proteina recombinante y BSA. Cada fragmento de membrana se
incub6 por separado con el suero inmune a una dilucion de 1:4000 en PBS-
Tweenl1%- leche al 5% por 12 h. Al dia siguiente, estas mismas disoluciones del
suero se volvieron a utilizar para un ensayo de western blot donde cada disolucion
se usoO para inmunodetectar a la CycD6;1 en 50ug de proteina de extracto proteico
total de ejes embrionarios secos. El anticuerpo anti-conejo acoplado a peroxidasa
se utiliz6 en una dilucion de 1:35000.

6.4. Ensayos de germinacion

Los ejes embrionarios lavados (apartado 61.1.) se colocaron en lotes de 10 en
cajas Petri de vidrio con un papel filtro cubriendo el fondo de la caja, se bafiaron
con 1mL de disolucién de imbibicion (Tris-HCL 50mM pH 7.4, KCI 50 mM, MgCl,
10mM, sacarosa 2%) y se incubaron a 25°C por 6, 12, 18 y 24 h. Finalizado el
tiempo correspondiente de germinacion, cada lote se congelé con nitrégeno liquido
y se homogenizé en morteros de porcelana adicionando 1 mL de disolucién de
extraccion de proteinas (70mM Tris—HCI pH 7.5, 1mM MgCI2, 75 mM NacCl, 25 mM
KCIl, 5 mM EDTA pH 8.0, 1 mM ditiotreitol (DTT), 0.1% Triton X-100, 0.25 mM
sacarosa, una tableta de coctel inhibidor de proteasas y una de inhibidor de
fosfatasas). La muestra se centrifugé a 12Krpm por 1 h, la fraccién soluble fue
separada y cuantificada por el método de Bradford. En el caso de los ensayos de
germinacion en inaniciéon de sacarosa, la disolucion de imbibicién se prepar6 sin
sacarosa. Todo el material y disoluciones se usaron estériles. Los patrones de
acumulacion de la proteina ZmCycD6;1 se determinaron por western blot y sus
respectivas densitometrias realizadas en el programa ImageJ: Image Processing
and Analysis in Java (http://rsb.info.nih.gov/ij/) fueron normalizadas con
Zeama;CycA como control de carga. Las intensidades normalizadas de las bandas
se expresan en unidades de densidad relativa (UDR) respecto al tiempo 0. Los
ensayos se hicieron por triplicado y el analisis estadistico se hizo mediante una
ANOVA de una via seguido de prueba de Dunnet utilizando | programa GraphPad

Prism ver. 5.0 (www.graphpad.com).
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7. RESULTADOS
7.1. Anticuerpos policlonales anti-CycD6;1.

De manera global, la estrategia que se siguié para obtener los anticuerpos
fue: elegir un fragmento de la proteina potencialmente inmunogénico para luego
inducir su expresion en forma de una proteina de fusion con GST en el extremo

amino y con esta proteina purificada, inmunizar conejos.
7.1.1. Eleccién del péptido utilizado para inmunizar conejos.

Por medio del programa EMBOSS: Antigenic se obtuvieron 11 posibles
epitopos en la proteina (apéndice 1, tab. Al.1), y el andlisis de la secuencia de
CycD6;1 con el programa NetSurfP arrojé la probabilidad, para cada uno de los
aminoacidos, de que se encontraran ya sea expuestos en la superficie o hacia el
interior de la proteina, y ademas la probabilidad de que estuvieran formando parte
de una estructura de a-hélice, de hoja B, o ninguna de las anteriores (apéndice 1,
tab. Al1.2).

De esta manera, se denominaron como regiones potencialmente
inmunogénicas aquellas que contuvieran al menos una secuencia que el programa
EMBOSS: Antigenic predijera como antigénicas y que tuviera la mayoria de sus
aminoacidos expuestos en la superficie segun el programa NetSurfP. Ademas, las
regiones candidatas contienen prediccion de estructura secundaria tanto de a-
hélice como de “coil”, que refiere a toda estructura que no sea a-hélice ni hoja 3, es
decir, podria corresponder a estructuras desordenadas 0 asas que unen otras
estructuras; esto con el objeto de tener probables epitopos tanto secuenciales
como conformacionales, ya que se requeria que los anticuerpos pudieran
reconocer tanto a la proteina desnaturalizada en los ensayos de western blot, como
en su conformacién nativa en los inmunoprecipitados y en ensayos de

inmunolocalizacién que se plantean en las perspectivas de este trabajo.

De las regiones identificadas como potencialmente inmunogénicas, se eligié

aguella que fuera menos conservada entre las ciclinas D de maiz (fig. 7 A). Para
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esto se realiz6 un alineamiento multiple con ClustalW de todas las ciclinas tipo D de
maiz reportadas en el trabajo de Buendia-Monreal et al. de 2011, utilizando el
programa BioEdit Sequence Alignment Editor. En la figura A1.3 del apéndicel se
muestra el alineamiento de las 17 ciclinas D de maiz indicando su conservacion de
secuencia. La Fig A1.2 muestra el alineamiento del péptido con el correspondiente

de la CycD2;3, que es con el que tiene mayor identidad (Tabla A1.3.)

Zm;cycD6;1 A

CDS
ATGGCGACGGAGGAGTGGGAGCTGCGGGAGGAGGACGCCTACGCCTACGAGTTCGAGTTCGACCTCGAGAACCCCTTCACCAGCCCCGCCGACGAGCCGA
TCGCCAGTCTCCTCGACGCCGAGGGCCACCACGCGCCCTCTATCTCCGCCGCGGCCTCGGCCACCCGCCGCGCCGCCGCCGCCTTCATCTCCAAGGTGCG
TTTCGGCGGCGAGCTCGCCGTGCACCCGCGCGTCGCCTACCTCGCGCTCAACTACGTGGATCGCTTCCTCTCCAAGAGGCAATTGGCGTGCGAGCAGCAG
CCGTGGGCGCCGCGCCTGCTCGCCATCAGCTGCCTCTCCCTCGCCGCCAAGATGCAGCGCGTCGCAACATTCTCCACCGCCGACATTCAGAGGGACGAAG
ACTTCATGTTCGACGCGGTGACCATCCGTCGCATGGAGCGGGTGGTGCTTGGCGCGCTTGAGTGGCGCGCGCGCTCCGTCACGCCGCTCGCCTTCCTCGG
CTTCTTCCTCTCCGCATGCTATCCGCCGCCGCAGCACCCCCCACAGGTAGCCGCTGTCAAGGCGCGCGCCGTCGACCTCCTTCTCCACGCTCAGCCTGAG
GTGAAGATGGCGGAGTTCTCACCCTCCGTGGTGGCGGCGGCAGCGCTGCTGGCCGCCGCCGGAGAGGTCGCCGCCGCGAACCTCCACGCGTTCCAAGCCA

[clounielelslelelelsiNeli CCCTTTGTAAATAGCGAGAAGCTGCGGGAGTGCGGTGAGGTGCTGGCAGCGGCGGGCGGCGTCGGGCGGGGGCGA
IGCCGCTCCGAGCGCGGACACGCCTGTGACGGTGCTCGGTCACCAGCGCAGCGCCAGCTCCGCCTCGGAGACCGACTGGATTAACGES

GGCGACGCGAAGAAACGCTGCATGGGCCCACCATCGCAATGGGGGTAG
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Figura 7. Péptido inmunogénico A) Secuencia codificante para la proteina (CDS) ZmCycD6;1.
Sombreado, secuencia codificante para el péptido inmunogénico. En la secuencia de aminoacidos
esta sombreado el péptido inmunogénico. B) Alineamiento del péptido inmunogénico con las
regiones homologas de las otras 16 CycDs de maiz. La conservacién de los aminoacidos en cada
posicion se expresa graficamente en una escala de grises donde el negro corresponde a los
aminodcidos totalmente conservados, y el gris mas claro a los aminoacidos nada conservados.
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7.1.2. Amplificacion de cDNA del péptido inmunogénico.

Para obtener la secuencia codificante del péptido inmunogénico, se realizo
una RT-PCR con los oligonucledtidos disefiados (apéndice 3, tab. A3.1) a partir de
RNA total extraido de ejes embrionarios de maiz embebidos durante 24 h. El
fragmento amplificado debe tener una longitud total de 178 nucleétidos (fig. 8),
dada por la suma de 160 nucledétidos correspondientes a la secuencia codificante
mas 9 nucledtidos (6 del sitio de restriccion y 3 adeninas para el posicionamiento

de la enzima de restriccion) que se agregaron a cada oligo.

Figura 8. Amplificacién de cDNA de CycD6;1 por RT-PCR. Carril 1, marcador de tamafio DNA.
Carriles 2-4, RT-PCR con distintas temperaturas de alineamiento (57, 59 y 61 °C). El recuadro
blanco muestra la banda de tamafio esperado. La amplificacion se realizé a partir de RNA total
de de eies embrionarios embebidos 24 h.

7.1.3. Clonacién del cDNA en el vector de clonacion pGem-T Easy.
1 2 3 4 5 6

2000

300

200

100—»

Figura 9. Doble digestion de clonas candidatas de pGem-T Easy a tener el inserto. Carril 1,
marcador de tamafio de DNA. Carriles 2-6, clonas candidatas digeridas. En el recuadro blanco se
encierran las bandas correspondientes al inserto.
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El producto de la amplificacion de cDNA se ligd en el vector pGem-T Easy
(Promega) y se verificé la clonacion mediante una doble digestion con las enzimas
BamHI y Notl para verificar que el inserto estuviera en el vector. El fragmento
esperado de la digestion era de 191 pb. En la figura 9 se muestra el gel de la doble
digestion que se hizo al plasmido proveniente de 5 colonias diferentes, y se

observa que las ultimas tres contienen el inserto.

7.1.4. Clonacion en el vector de expresion pGex-4T2.

Proteina recombinante GST-cycD6;1

CDS
ATGTCCCCTATACTAGGTTATTGGAAAATTAAGGGCCTTGTGCAACCCACTCGACTTCTTTTGGAATATCTTGAAGAAAAATATGAA
GAGCATTTGTATGAGCGCGATGAAGGTGATAAATGGCGAAACAAAAAGTTTGAATTGGGTTTGGAGTTTCCCAATCTTCCTTATTAT
ATTGATGGTGATGTTAAATTAACACAGTCTATGGCCATCATACGTTATATAGCTGACAAGCACAACATGTTGGGTGGTTGTCCAAAA
GAGCGTGCAGAGATTTCAATGCTTGAAGGAGCGGTTTTGGATATTAGATACGGTGTTTCGAGAATTGCATATAGTAAAGACTTTGAA
ACTCTCAAAGTTGATTTTCTTAGCAAGCTACCTGAAATGCTGAAAATGTTCGAAGATCGTTTATGTCATAAAACATATTTAAATGGT
GATCATGTAACCCATCCTGACTTCATGTTGTATGACGCTCTTGATGTTGTTTTATACATGGACCCAATGTGCCTGGATGCGTTCCCA
AAATTAGTTTGTTTTAAAAAACGTATTGAAGCTATCCCACAAATTGATAAGTACTTGAAATCCAGCAAGTATATAGCATGGCCTTTG
CAGGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTGGTGGCGACCATCCTCCAAAATCGGATCTGGTTCCGCGTGGATCClololoiywiesv.v:V.\uy:\e eles.\
AAGCTGCGGGAGTGCGGTGAGGTGCTGGCAGCGGCGGGCGGCGTCGGGCGGGGGCGAGCCGCTCCGAGCGCGGACACGCCTGTGAC
[eliyeleyyelelel o) Yooy Ne oleler.Nelolelofel.Yeloy yolele oloy yoleler Ny Yololer Yoy fele) Mgy V.\ele GAATTCTTTATCACTAGTGAATTCGCGGCCGC
ATCGTGA

Proteina recombinante

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYYIDGDVKLTQSMAIIRY IADKHNMLGGCPK

ERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFP

KLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKY IAWPLOGWQATFGGGDHPPKSDLV PRG SN SRS A RNV Xele el e -V VN I Nopy o
GHQORSASSASETDWINEIIRE:ES

Figura 10. Secuencia codificante tedrica para la proteina recombinante (CDS) GST-CycD6;1.
Sombreado en negro esta la secuencia que codifica para el péptido inmunogénico; sombreado en
gris, los sitios BamHI y Notl; subrayado, el codén de paro en marco de lectura; en negritas sin
sombrear, el codén de paro indicado por el proveedor. En la secuencia de aminoacidos de la
proteina esta sombreado el péptido inmunogénico.

Una vez que se tuvo clonado el inserto de la secuencia codificante en el
vector de clonacidn, este se cortd con las enzimas de restriccion BamHI y Notl para
poder hacer una clonacion dirigida en el plasmido pGex-4T2, el cual también se
corté en los mismos sitios, de modo que al ligarlos resulté la secuencia codificante
para la proteina recombinante GST-CycD6;1 (fig. 10). Después de la reaccion de
ligacion y la transformacion de células competentes, se picaron varias colonias

para inocular en medio de cultivo y sacar plasmido.
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Figura 11. Verificacion de la clonacion en el vector de expresion. A) Doble digestion (BamHI /
Notl) de pGex-4T2 conteniendo el inserto de CycD6;1 (Carril 2),carril 1, marcador de longitud (pb).
Fragmento esperado, 191pb. B) PCR (35 ciclos) de clonas positivas para la prueba de doble
digestion (carriles 1, 2 y 3); carril 4, marcador de longitud; carril 5, control + (inserto clonado en
pGem-T Easy); carril 6, control — (pGex-4T2 sin inserto). Fragmento esperado, 178pb. Las flechas
verticales punteadas indican la misma clona positiva para ambas pruebas. Geles de agarosa 1.5%

Se verificé la clonacion en pGex-4T2 por doble digestiébn con las enzimas
BamHI y Notl. El fragmento que se escinde se esperaba que fuera de 191 pb. Las
clonas que resultaron positivas para la doble digestion se confirmaron con PCR
(iProof High-Fidelity PCR Kit. Bio-Rad), donde se esperaba un fragmento de 178
nucleétidos. Una vez que una sola clona candidata diera ambos resultados
positivos (fig. 11), se envié a secuenciar para demostrar que la clonacion se realiz6

con éxito (fig. 12).

El resultado de la secuenciacion se tradujo a aminoacidos y se compar6 con
la secuencia tedrica de la proteina recombinante (ver apartado 6.3.5). En la figura
12 se muestra el alineamiento de la secuencia tedrica con la del resultado de la
secuenciacion y se observa claramente que son idénticas excepto por los ultimos
dos aminoacidos de la tedrica. En esta figura también se resalta en azul la regiéon
de la proteina de fusion correspondiente a GST, y en rojo, la correspondiente al
péptido de la CycD6;1. Con este resultado se verifica que la clonacion del inserto
de CycD6;1 quedo en el marco de lectura adecuado para producir la proteina de

fusion deseada.
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Figura 12. Alineamiento con ClustalW entre la secuencia de aminoacidos tedrica y la resultante
de la secuenciacion. La secuencia de GST esta subrayada en azul y la del péptido de CycD6;1, en
rojo.

7.1.5. Expresion y purificacién de la proteina recombinante.

FNA L E I
5 B
. |75KDa
W[50k Da
37KDa s
| Em—
-
- |25KDa
20KDa ~
-

Figura 13. A) Induccién de la proteina recombinante GST-CycD6;1. Carrill, control+ (induccién
del vector sin inserto). Los carriles 2, 3 y 4 corresponden a los tiempos de induccion de 0, 1y 2 h
respectivamente. Carril 5, marcador de masa molecular. La flecha roja indica la banda que
corresponde a la proteina recombinante inducida; la flecha naranja indica la banda de GST
inducida a partir del vector vacio. B) Purificacién de la proteina recombinante GST-CycD6;1. Se
muestran la (FNA) Fraccién no adsorbida a la columna, (L) fraccion de lavado, (E) fraccion eluida,
y () fraccion insoluble. A y B, SDS-PAGE tefiido con azul de coomassie.
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Una vez clonado el inserto de CycD6;1 en el vector de expresion, se indujo la
expresion de la proteina de fusion que contiene a GST en el extremo amino, y al
inserto en el extremo carboxilo. La induccion de esta proteina se realizé en un
cultivo de bacterias E. coli BL21-RIL. Esta cepa esta suplementada con genes para
tRNAs que poseen anticodones que reconocen codones de poco uso en E. coli y
que codifican para los aminoacidos arginina (R), isoleucina (1) y leucina (L) (Carsten
et al., 2001). Cuando el cultivo llegd a 0.4 de densidad Optica (leida a 600nm) se

adicion6 IPTG a 0.2 mM final y se dej6 crecer 2 h mas.

Para tener un control positivo se indujo la expresion del vector vacio que
codifica para la proteina GST. La prediccion en el programa PeptideMass (Expasy)
para la masa molecular de la proteina codificada por el vector vacio es de 27.3
KDa. La prediccion de masa molecular para la proteina recombinante tedrica es de
32.3 KDa, mientras que para la proteina resultante de la secuenciacion es de 31.9
KDa. La expresion de la proteina se monitorizé en SDS-PAGE (fig. 13 A) y luego se
purificd por cromatografia de afinidad en una columna de glutation-sefarosa (fig. 13
B). De la purificacion de la proteina se analizaron las fracciones resultantes que
fueron: fraccibn no adsorbida a la columna, fracciébn de lavado de la columna,
fraccion eluida, y fraccion insoluble resultante de la lisis celular (pellet).

Aparentemente la purificacién fue completa.

7.1.6. Obtencion y validacién de anticuerpos policlonales anti-CycD6;1
(a-CycD6;1).

La figura 15 muestra que conforme la misma cantidad de anticuerpo es
incubada con mayores cantidades de proteina recombinante, se va perdiendo la
intensidad en el reconocimiento de la banda que, por el resultado de la prediccion
de masa molecular (32.9 KDa), corresponde a la ciclina CycD6;1. En este ensayo,
la mayor cantidad de proteina recombinante con que se incubd el suero inmune
fueron 100 pg (carril 4), y como control, se utilizé la misma cantidad de BSA para
verificar que lo que causa la disminucion de la intensidad en la banda es la union al

antigeno contra el que estan hechos los anticuerpos y no con cualquier otro. El
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suero preinmune solo reconoce muy débilmente a una banda menor a 25 KDa (Fig.

14) ya que el tiempo de exposicidn de la placa para esta figura fue de 10 minutos.
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37

25

Figura 14. Suero preinmune. Western blot con el suero preinmune sobre extracto proteico de ejes
embrionarios embemidos por 0, 12 y 24 h.
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Figura 15. Validacion de anticuerpos a-CycD6;1 mediante ensayo de competencia. Western blot
sobre extractos proteicos de ejes embrionarios secos. Para la inmunodeteccién se utilizé suero
inmune preincubado con 0, 5, 20 y 100ug de proteina recombinante (carriles 1-4). Como
competidor negativo se utilizé 100ug de BSA (carril 5). Diluciones de los anticuerpos: a-CycD6;1,
1:4000; a-conejo-peroxidasa, 1:35000.

Asimismo, era de esperar que siendo la proteina de interés una ciclina D,
tuviera interacciéon con CdkA, y por lo tanto, se realiz6 un ensayo cruzado de
inmunoprecipitacion, es decir, se inmunoprecipit6 a CdkA y a CycD6;1 y se
realizaron los western blots con los anticuerpos anti-CycD6;1 y anti-CdkA a cada
uno de los inmunoprecipitados y a sus respectivos sobrenadantes para verificar
qgue hubiera tal interaccién (fig. 16). De esta manera se comprobé 1) la interaccién
entre CdkA y CycD6;1, y 2) que los anticuerpos a-CycD6;1 sirven para

inmunoprecipitar a la proteina.
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Figura 16. Interacion CycD6;1 con CDKA. Inmunoprecipitaciones cruzadas. En A y B se muestra
la inmunoprecipitaciéon (IP) con a-CycD6;1 y con a-CDKA ademas de sus respectivos
sobrenadantes (sn). Como control se utilizéextracto protéico de ejes embrionarios (E.P.). Los
western blots se hicieron con A) a-CDKA y con B) a-CycD6;1.

7.2. Expresion de CycD6;1 durante la germinacion.

Habiendo obtenido y validado los anticuerpos a-CycD6;1, se realiz6 la
inmunodeteccion de la proteina por triplicado en extractos proteicos de ejes
embrionarios embebidos durante 0, 6, 12, 18 y 24 horas. En la figura 17 panel A,
se muestra el resultado del western blot y se observa la banda que corresponde a

la proteina CycD6;1.

En el panel B se muestra la grafica de las densitometrias resultantes de
normalizar la intensidad de la banda de CycD6;1 con el control de carga (CycA).
Las intensidades normalizadas fueron comparadas con el tiempo cero (ejes
embrionarios sin germinar) y por ello se expresan en unidades de densidad relativa

(UDR) al tiempo de 0 h, es decir, semila seca.

El patron de acumulacion de la proteina indica que hay una disminucion
aparente después de las 6 h, la cual solo es estadisticamente significativa a las 18
y 24 h. La grafica y su estadistica representan el promedio de tres ensayos

bioldgicos independientes y su error estandar, respectivamente.
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Figura 17. Acumulacion de CycD6;1 durante la germinacién. A) Inmunodeteccioén por western blot
en extractos proteicos de ejes embrionarios embebidos por 0, 6, 12 18 y 24 h. B) Densitometria
expresada en unidades de densidad relativa (UDR) respecto a 0 h. Los asteriscos indican cambios
estadisticamente significativos y el error estdndar se indica con barras de error (n=3).

7.2.1. Expresion de CycD6;1 durante la germinacién en inanicion de
sacarosa.

Se sabe que las ciclinas D estan involucradas en la percepcién y respuesta a
factores ambientales que son decisivos en la activacion del ciclo celular como
pueden ser las fitohormonas, el estrés y la fuente de carbono, es por esto que
también se estudi6 la acumulacion de la proteina durante la germinacion en
ausencia de la fuente de carbono (inanicién de sacarosa). Nuevamente los ejes
fueron embebidos por 0, 6, 12, 18 y 24 h, pero esta vez la disolucién de imbibicion

se prepar6 sin adicionar sacarosa, qgue en condiciones normales estaria al 2%.

En la figura 18 panel A, se observa que la intensidad de la banda disminuye
drasticamente a partir de las 6 h de germinacion. Esta disminucion es
estadisticamente significativa (panel B) y los niveles de proteina se mantienen

bajos hasta las 24 h. La normalizacién de la intensidad de las bandas se hizo igual
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que para la figura 16. La grafica y su estadistica representan el promedio de tres

ensayos biolégicos independientes y su error estandar, respectivamente.
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Figura 18. Acumulacion de CycD6;1 durante la germinacién en inanicién de sacarosa. A) western
blot en extractos proteicos de ejes embrionarios embebidos sin sacarosa por 0, 6, 12 18 y 24 h. B)
Densitometria en unidades de densidad relativa (UDR) respecto a 0 h. Los asteriscos indican
cambios estadisticamente significativos y el error estandar se indica con barras de error (n=3).

En la figura 19 se muestra una gréfica que contiene el resultado de la
densitometria de los niveles de la proteina durante la germinacién en presencia de
sacarosa al 2 % (barras negras), y en inanicion de sacarosa (barras blancas). Se
observa que cuando los ejes se embeben sin sacarosa, la proteina CycD6;1
disminuye mas tempranamente que en condiciones normales (sacarosa al 2%). Sin
embargo, a las 18 y 24 h ya no existe diferencia estadisticamente significativa

cuando los ejes se embeben con o sin sacarosa.
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Figura 19. Comparacion de CycD6;1 durante la germinacién en presencia y ausencia
de sacarosa. A) Acumulacion de CycD6;1 en semilla seca (DS) y durante la
germinacién con y sin sacarosa. Grafica comparativa de la acumulacion de CycD6;1
durante la germinacion en condiciones normales (barras negras) y en inanicion de
sacarosa (barras blancas). Los asteriscos indican cambios estadisticamente
significativos entre las dos barras de cada tiempo (n=3).
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8. DISCUSION DE RESULTADOS
8.1. Eleccion del péptido inmunogeénico.

Uno de los principales objetivos de obtener anticuerpos, fue poder distinguir a
la CycD6;1 de entre las demas ciclinas, ya que con la reciente identificacion en
nuestro laboratorio de 17 genes codificantes para ciclinas D, es importante poder
estudiarlas individualmente, puesto que los patrones de acumulacion de otras
ciclinas durante la germinacion sugieren que no son redundantes (Gutiérrez et al,
2005; Quiroz-Figueroa y Vazquez-Ramos, 2006; Godinez, 2010) y por lo tanto,
seria un error adjudicar una unica funcion a todas las ciclinas D o bien, adjudicar
una serie de funciones distintas a solo una ciclina si los anticuerpos reconocen a
mas de una. Por lo anterior, la eleccion del péptido que sirvi6 como inmundgeno

fue un paso critico de este trabajo.

El analisis de la secuencia completa de la ciclina D6;1 arrojé como resultado
una serie de posibles fragmentos de la proteina que pudieron utilizarse para
obtener los anticuerpos que permitieran identificarla; por otro lado, el alineamiento

de las 17 ciclinas fue el factor decisivo para elegir uno de estos fragmentos.

En el alineamiento del apéndice 1 se muestra en una escala de grises la
conservacion de aminoacidos entre las 17 CycDs de maiz, siendo el negro
representativo de la mayor conservacion, y el gris mas claro, de conservacién nula.
Se observa que hay una gran conservacion a partir de la posicion 120 del
alineamiento (que de la CycD6;1 corresponde al aminoacido 53) y hasta la 300
(222 de CycD6;1), regiobn que corresponderia practicamente al dominio ciclina
amino completo de todas las ciclinas y la parte inicial del ciclina carboxilo (Buendia,
2011), lo cual representa la regiébn de maxima conservacion entre la superfamilia de
ciclinas, y mas aun entre la subfamilia de ciclinas D. Por esta razon, solo habia
opcion de elegir entre la region previa a la posicion 53 de CycD6;1 o la posterior al
aminoacido 222. Ambas regiones son poco conservadas, aunque la region del
extremo amino contiene mas aminoacidos contiguos conservados que la del

extremo carboxilo y por lo tanto, estos aminoacidos contiguos podrian funcionar
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como epitopos compartidos entre la CycD6;1 y algunas otras. Por esta razon, se

descarto la region del extremo amino.

De la region del extremo carboxilo, se procurd que el péptido inmunogénico
contuviera tanto aminoacidos que estuvieran formando estructura secundaria como
otros que no, para asi poder tener anticuerpos en el suero inmune que
reconocieran a la proteina tanto en forma desnaturalizada como en conformacion
nativa, pues la proteina fue identificada de ambas formas en western-blot y en

inmunoprecipitado, respectivamente.

El péptido inmunogénico se delimitd con las consideraciones anteriores y el
criterio que termino por definir su longitud y secuencia exactas fue el disefio de los
primers, ya que para ello hubo que tomar en cuenta que el programa AmpliFX
predijera la correcta amplificacion del fragmento deseado. Ademas de estar
compuestos por las secuencias que flanquean la secuencia codificante para el
péptido inmunogénico, hubo que afadirles los sitios de restriccion para la
clonacion. Una vez disefiados los primers, la secuencia de aminoacidos del péptido
quedo definida, empezando en la prolina 239 y terminando en la asparagina 291.
Con esta secuencia y las de los fragmentos de las otras 16 CycDs que se alinean
con ella (Figura 7 B), se realizé una matriz de identidad, de la cual tenemos que la
mayor identidad que el péptido tiene con el fragmento homdlogo de otra ciclina
(CycD2,3) es de 15.6%, valor relativamente bajo que sugiere que la eleccion del

péptido fue correcta.

Por ultimo, se hizo un BLAST en la base de datos del genoma de maiz
MaizeSequence  (http://www.maizesequence.org/index.html)  usando  al péptido
inmunogénico como secuencia “query” y unicamente se obtuvo como resultado el

namero de acceso que corresponde al gen Zeama;cycD6;1.
8.2. Obtencion y validacion del suero inmune.

Como se mencion6 en el apartado anterior, es importante tener un suero
inmune gue reconozca a la proteina desnaturalizada y en conformacion nativa. Por
esta razon, en el esquema de inmunizaciéon hubo administraciones del inmundgeno

en ambas formas. Las primeras inmunizaciones se realizaron via subcutanea con
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una suspension conteniendo a la proteina recombinante desnaturalizada en SDS-

PAGE vy posteriormente se administrd en disolucion sin desnaturalizar.

Al término del esquema de inmunizacion hubo que realizar el paso mas critico
de este trabajo, que es la validacion de los anticuerpos. Para ello, se realizé un
ensayo de competencia entre la proteina recombinante y la CycD6;1 de extractos
proteicos de ejes embrionarios de maiz. El fundamento de esta prueba es que
conforme los anticuerpos son incubados con cantidades mayores de proteina
recombinante, hay menos paratopos disponibles para reconocer a los epitopos de
la proteina que esta presente en los extractos de ejes embrionarios, y esto se ve
reflejado en un ensayo de western blot sobre extractos proteicos, habiendo una
disminucién de la intensidad de la banda que corresponde a la proteina de interés.

La metodologia que se siguié para este ensayo de competencia (apartado
6.3.7) permiti6 que los epitopos involucrados en reconocimiento de la CycD6;l
fueran los mismos que los anticuerpos preincubados con la recombinante
reconocieron en un paso previo de la prueba, pues de haber incubado con la
proteina recombinante en conformacion nativa, cabria la posibilidad de que los
anticuerpos que se quedaran unidos a esta fueran mayoritariamente los
conformacionales sobre los secuenciales, es decir, que quedaran libres siempre
aquellos que reconocen especificamente a la proteina desnaturalizada, y por esta
razon, sin importar la cantidad de recombinante con que se preincubara el suero,
no se veria la disminucién tan marcada en la banda correspondiente a la CycD6;1

de los extractos.

En la figura 15 se muestra el resultado del ensayo de competencia para
validar el suero inmune. La maxima cantidad de proteina recombinante utilizada fue
100pg, y se usé la misma cantidad de BSA como un control que demuestra que la
disminucion de la intensidad de la banda estd dada por el reconocimiento
especifico de los epitopos de la CycD6;1, pues la albumina al ser una proteina tan
grande, posee una gran cantidad de epitopos cuyo reconocimiento inespecifico
hubiera causado el mismo efecto que en el caso de la preincubacién con la
recombinante GST-CycD6;1. Se observa en esta figura que la banda del peso
esperado para CycD6;1 disminuye su intensidad conforme se aumenta la cantidad
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de recombinante con que se incubO el suero. Con este resultado quedaron

validados los anticuerpos a—CycD6;1.
8.3. CycD6;1 interacciona con CdKA.

En este trabajo, supusimos que siendo la proteina de interés una ciclina D,
deberia tener interaccion con CdkA y por ello, demostrar esta interaccion fue un
resultado para confirmar la validacion del suero; sin embargo, ya que la CycD6;1 no
posee el motivo de unién a RBR, cabe la posibilidad de que su funcién no sea
tipica de una ciclina D y actle en procesos y con mecanismos diferentes a las
demas ciclinas D. Asi, ademas de confirmar la validacién de los anticuerpos, la
interaccidn con CdKA indica que el complejo CycD6;1-CdkA existe in vivo y debiera
tener una actividad de cinasa sobre algun sustrato especifico que, a diferencia de
las demas ciclinas D, podria no ser RBR, y por lo tanto, estar funcionando en otro
aspecto de la regulacion del ciclo celular o incluso fuera de él. Por esto es
importante  evaluar su interaccion con CdkB mediante ensayos de
inmunoprecipitacion, asi como su actividad de cinasa asociada sobre RBR. Sin
embargo hay que tener en cuenta que en Arabidopsis, las ciclinas D4;1 y D5;1 no
tienen el motivo LXCXE canénico en su secuencia, sino un motivo divergente
(Menges et. Al. 2007). A pesar de esto, la ciclina D4;2 tiene efectos similares a
otras ciclinas cuando se sobreexpresa (Kono et al., 2006). No se sabe aun si los
motivos relacionados como LXSXE y LxxSxD en Cyc4;2 pueden estar involucrados

en la unién a RBR, pero no deja de ser una posibilidad factible.

Por otra parte, se ha reportado que en Arabidopsis, CycD6;1 esta presente
Unicamente en células proliferativas que se dividen periclinalmente para
diferenciarse en determinados tipos celulares de la raiz (corteza y endodermis) en
plantulas, y que ademas esta regulado por dos factores transcripcionales conocidos
como Shortroot y Scarecrow, que se sabe, son importantes para la formacion de
estos patrones celulares (Sozzani et al., 2011). Sabemos también que el inicio de la
diferenciacion a partir de una célula proliferativa indiferenciada, como en el caso
anterior, requiere de una modificaciébn de la expresion génica para permitir la
activacion de programas de desarrollo que, en una célula indiferenciada, se

encuentran reprimidos (Boyer et al., 2005; Bernstein et al., 2006). Por otro lado, se
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ha visto que CdkA participa importantemente en el proceso de reprogramacion
celular de una célula diferenciada que regresa a un estado menos diferenciado y
muy proliferativo (Ishikawa et al., 2011). Conociendo ademas su interaccion con
Cdks, y buscando un posible nuevo sustrato del complejo CycD6;1-CdkA, es
probable que lleguemos a descubrir una nueva funcion para el subgrupo de CycD6
de plantas, y que esta funcion pueda estar méas relacionada a la diferenciacién que
a la proliferacion.

8.4. CycD6;1 durante la germinacion.

La activacion de la division celular es un factor clave en la germinacién y las
cicinas D de plantas tienen importantes efectos aditivos en el control de la
velocidad de activacion del ciclo celular, lo que contribuye directamente al control
de la velocidad de germinacién (Masubelele et al., 2005). Los ensayos de western
blot realizados en este trabajo muestran que la acumulacion de CycD6;1 varia a lo
largo de la germinacién, disminuyendo después de las 6 h después de la
imbibicion, aunque como se observa en la figura 16, esta disminucion sélo es
significativa a las 18 y 24 h; sin embargo, seria un error pensar que esto refleja la
dindmica de la proteina, pues la acumulacion es el resultado del balance entre los
procesos de degradacion y sintesis que probablemente estan sucediendo con
CycD6;1. Para tener un panorama mas claro de lo que sucede con esta proteina,
se podria inhibir la sintesis de proteinas para saber si hay sintesis de novo una vez
gue comienza el proceso germinativo, o0 bien, estd habiendo Unicamente
degradacion, lo cual podria sugerir que esta ciclina participa solo muy
tempranamente en la reactivacion del ciclo celular al iniciar el proceso germinativo,
o bien, que no participa en este, sino al final de la maduracion de la semilla y al
reactivarse el metabolismo en la germinacion, la proteina remanente es degradada.
Lo anterior se apoya en el hecho de que Sozzani et al. (2011) observaron que no
hay diferencia en la velocidad de germinacion entre semillas tipo silvestre de
Arabidopsis y mutantes en cycD6;1. Aunque quepa la posibilidad de redundancia
con otra ciclina D que supla la funcion de CycD6;1 mutada, esto es poco probable,
ya que estructuralmente esta ciclina es diferente de las demas y mas bien cabria

esperar que no hubiera redundancia.
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Como se ha mencionado antes, recientemente se reporté que la proteina
Atrath;CycD6;1 se localiza en la raiz y particularmente en las células iniciales de
corteza y endodermis en plantulas asi como en primordios durante etapas
posteriores del desarrollo (Sozzani et al., 2011); en este reporte utilizaron una
fusion de CycD6;1 con GFP para ver a la proteina por microscopia confocal. En
contraste con lo anterior, en el presente trabajo estamos reportando la presencia de
la proteina enddgena en semilla madura de maiz. Esto es un punto importante,
porque tomando en cuenta el reporte de la localizacibn en Arabidopsis y los
resultados de este trabajo, podriamos sugerir que CycD6;1 no tiene Unicamente la
funciébnque Sozzani et al. reportan, sino alguna mas que no ha sido caracterizada a
la fecha. Por lo anterior, resulta fundamental evaluar el proceso de maduracion de

semillas mutantes en cycD6;1 en comparacion con la tipo silvestre.

Por otro lado, si tomamos en cuenta que los niveles de transcrito de CycD6;1
comienzan a aparecer en los ultimos tiempos de la germinacién (Buendia-Monreal
et al., 2011), es probable que la proteina que se sintetiza de novo sea utilizada
después de la germinacion, por ejemplo, durante las divisiones en la zona
meristematica que propician la protrusion radicular y durante el desarrollo ulterior

de la raiz.
8.4.1. CycD6;1 durante la germinacion en inanicion de sacarosa.

Se sabe que las ciclinas D de plantas son las responsables de la respuesta
tanto a citocininas exdgenas como a sacarosa (Riou-Khamlichi et al., 1999) y que
estos dos factores pueden alterar significativamente los patrones de expresion de
algunas ciclinas D solo cuando se combinan y no lo hacen por separado, aunque
no es el caso de todas, lo cual indica que cada ciclina D responde diferencialmente
a los factores ambientales (Riou-Khamlichi et al. 2000; Healy et al. 2001; Gutiérrez
et al., 2005). Es por esto que se planted la posibilidad de que CycD6;1 pudiera
responder a la inanicion de sacarosa, pues existe el antecedente de que
Arath;CycD3;1 es altamente inestable y es sometida a degradacién via proteasoma
cuando la fuente de carbono se agota (Planchais et al. 2004). Asi mismo, otras
proteinas involucradas en la transicion G1 a S sufren degradacion en inanicion de
sacarosa como E2F y RBR (Hirano et al., 2008; Hirano et al., 2011)
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De la misma forma, en este trabajo observamos que CycD6;1 también es
sensible a la inanicion de sacarosa, pues en condiciones normales, a pesar de que
la tendencia de la disminucion aparece desde las 12 h, solo es significativa a las 18
y 24 h (figl6, panel B), y cuando la germinacion se lleva a cabo en inanicién de
sacarosa, los niveles de la proteina disminuyen significativamente desde las 6 h
(fig. 17).

La aceleraciéon en la disminucién de CycD6;1 en inanicion de sacarosa podria
ser el resultado de un aumento en la velocidad de degradacién, o bien, una
inhibicion de la sintesis. Sin embargo, el hecho de que la tendencia de la proteina
sea siempre a disminuir, sugiere que aun habiendo sintesis de novo al reactivarse
el metabolismo celular, el proceso de degradacién es predominante, si no es que el
anico, pero se da hasta pasadas las 6 h después de la imbibicion. Por lo tanto, es
probable que la inanicién de sacarosa, de alguin modo, acelera la reactivacion de
los procesos de degradacién en la célula, pues al no haber condiciones 6ptimas
para la proliferacion, es necesario detener el ciclo celular, y esto se lograria
degradando a las proteinas responsables de la progresion de este, como son las
ciclinas y Cdks. Si esto fuese cierto, cabria esperar que al poner semillas a
germinar en presencia de un inhibidor de la degradacion de proteinas, los niveles
de la CycD6;1 permanecieran constantes a pesar de estar bajo la inanicién de

sacarosa.

En la figura 18, se observa que a las 6 h, los niveles de proteina en inanicién
de sacarosa son menores a la mitad de aquellos en condiciones normales de
germinaciéon. Lo mismo ocurre a las 12, pero a las 18 y 24 h ya no hay cambio
significativo. Esto indica que la inanicion de sacarosa acelera el inicio de la
degradacion de la proteina, pero de manera global, no hay mayor degradacién
durante las primeras 24 h que cuando hay sacarosa en la disolucion de imbibicion,
ya que a los ultimos tiempos de germinacion, los niveles de proteina son

estadisticamente iguales.
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9. CONCLUSIONES

La estrategia de analisis in silico para elegir el inmunégeno fue adecuada.

Se obtuvieron anticuerpos policlonales que reconocen a la CycD6;1.

Se demostro la interaccion de la CycD6;1 con CDKA.

La CycD6;1 esté presente en semillas secas y sus niveles de acumulacion
se modifican durante la germinacion, habiendo una disminucién

estadisticamente significativa a partir de las 18 h.

La inanicion de sacarosa durante la germinacion provoca una disminucién
prematura en los niveles de CycD6;1. A pesar de lo anterior, la disminucién
total de la proteina durante las primeras 24 h posteriores a la imbibicion es,
estadisticamente, la misma tanto en condiciones normales como en
inanicion de sacarosa, es decir, la degradacion comienza antes, pero no es

mayor.
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10. PERSPECTIVAS

o En el presente trabajo se obtuvieron anticuerpos capaces de identificar a la
CycD6;1, y los patrones de acumulacién durante la germinacién es solo el inicio de
un amplio estudio de que puede ser objeto esta ciclina D. Como primera
perspectiva, consideramos necesario purificar a los anticuerpos que reconocen

especificamente a la CycD6;1 para evitar inespecificidad debida a los antiGST.

o Ademas de su respuesta a sacarosa, es posible que pueda modificarse su
expresion por otros factores como las fitohormonas (auxinas, citocininas, ABA,
brasinosteroides, etc.) o el estrés (hidrico, osmético, calérico, biético, etc.). Por lo
tanto, los estudios sobre su acumulacion deberan hacerse en otras condiciones
ademas de las trabajadas en este estudio para determinar qué factores y como

regulan a esta ciclina.

o Por otra parte, se sabe que la CycD6;1 de Arabidopsis se ha visto solo en
ciertas células y participando en el control de la formacién de patrones celulares
especificos de la raiz (Sozzani et al., 2010) por lo tanto, cabria esperar que en maiz
ocurra algo similar, aunque debido a la complejidad de su raiz, no seria extrafio
encontrarla en otras células de la raiz y/o realizando otras funciones. Ademas,
también seria interesante encontrar a la CycD6;1 en otros tejidos y no limitarnos
Unicamente a la germinacién y a la raiz, que es donde ya se ha visto. Al respecto,
se podrian purificar los anticuerpos del suero inmune y hacer ensayos de

inmunolocalizacion por fluorescencia en diferentes tejidos de la planta.

o La mayor peculiaridad de las CycD6 en general es que carecen del motivo
de uniébn a RBR (LXCxE), asi que, aunque ya existen estudios in vitro donde
demuestran que cuando una ciclina D es mutada en este motivo no puede
interactuar con RBR, seria ideal demostrar que efectivamente, una ciclina D que de
manera natural no posee el motivo de union, es incapaz de unirse con RBR in vivo,
lo cual puede hacerse evaluando la actividad de cinasa de inmunoprecipitados de

CycD6;1 sobre RBR. Las técnicas para determinar interaccion proteina-proteina
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pueden ser inadecuadas a este respecto, pues aunque los complejos de CycD-Cdk
fosforilen a RBR y se hable de un motivo de union a esta proteina, esta interaccion
entre una CycD y RBR es transitoria.

o Con el antecedente de que CycD6;1 de Arabidopsis se ha reportado antes
solo en determinadas células de la raiz y posterior a la determinacion de la
interaccion con RBR, sera necesario saber como se regula su expresion para
hacerla especifica de dichas células y lo que es mas importante, a quién y como
esta regulando, pues probablemente esto constituya una de las claves en los
patrones de diferenciacion celular. Al respecto, ahora que sabemos que CycD6;1
es sensible a la inanicion de sacarosa, también seria interesante estudiar esta
condicion en la formacion de dichos patrones celulares y determinar si cualquier

afectacion en ellos es causada por la respuesta de CycD6;1.

o Ya que comprobamos mediante ensayos cruzados de inmunoprecipitacion
que CdKA interactia con CycD6;1, podemos ahora seguir el comportamiento de
este complejo durante la germinacion, y en los tejidos donde se encuentre la
proteina. Ademas, es necesario comprobar que estos complejos sean activos y
cOmo esta regulada esta actividad, asi que para ello deben realizarse ensayos de
actividad de cinasa asociada a la ciclina asi como estudiar su regulacién por
fosforilaciones tanto activadoras como inhibitorias o bien, por la unién de
inhibidores como Krp. Todo lo anterior es aplicable también a un posible complejo
de CycD6;1 con CDKB, lo cual esta pendiente de determinar y por lo tanto es

también una perspectiva més de este estudio.
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Apéndice 1. Analisis in silico de la secuencia de aminoacidos de ZmCycD6;1

Tabla Al.1. Epitopos de ZmCycD6;1 predichos por EMBOSS: Antigenic . El péptido
inmunogénico contiene los epitopos 10 y 11.

Epitopo | Secuencia Posicién
1 ADEPIASLLDA 30-40
2 GHHAPSISAAA 42-52
3 AAAAFISKV 58-66
4 GELAVHPRVAYLALNYVDR 70-88
5 LSKRQLACEQ 90-99
6 WAPRLLAISCLSLAAKM 102-118
7 MERVVLGA 145-152
8 ARSVTPLAFLGFFLSACYPPPQHPPQVAAVKARAVDLLLHAQPE | 157200
9 FSPSVVAAAALLAAAGEVAAANLHAFQASLAACPFVNS 206-243
10 KLRECGEVLAAAG 245-257
11 AAPSADTPVTVLGH 264-277

Figura Al1.1. Resumen grafico de la prediccién de la estructura secundaria. H=a-hélice, C=otra

cont: JANEEDanRERNEaoSo000Eao0n0EnEnRNERENNNE!
Pred: £ 3 £7

s
Fred: CCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHCCCCCCHHHHHHHEHHEN
AR: MATEEWELREEDAYAYEFEFDLENPFTSPADEPIASLLOA

10 20 30 40
cont: JOER-ENNnEo o NRNRRRRRNRRNDoo0o_-0nooR RN
Pred: :_(._J } £3

Pred: HAACCCCCCCCCHHHHHHHHAHHHHAAHHACCCCCHHHHR
Ah: EGHHAPSISAAASATRRAAAAFISKVRFGGELAVHFRVAY

50 &0 70 80
con - JANNNNNNAR:0NDDs333- 0N RN RN NRRNRRRINNci
g — )

Fred: HHHHHHHHHHCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHEC
Ahk: LALNYVDRFLSKRQLACEQQFWAFRLLAISCLS LAAKMQR

20 1lo0 1lo 120
cont: JNDNNNENRRRRNEDERRNERNRRRRRINNNND 0N 00N
Fred: £ ) £y | S—

Pred: CCCCCHHHHHHHHCCCCCHHHHHHHHAHHHHHCCCCCCCC
Af: VATFSTADIQRDEDFMEDAYTIRRMERVVLGALEWRARSY

130 140 150 160

cons: NNNNNNRRNNR:200NR0SUONRRNRRRRRNNNNND ;S|
R E—

Pred: CHHHHHHHHHHHHCCCCCCCHHHHHHHHHHHAHHAAHAHA
Ah: TPLAFLGFFLSACYFFPOHFFQVAAVEARAVDLLLHAQFE

170 180 1920 200

cont : }202-NNNNNNNNNNNNNRNR nORR 00NN RRNRE
R . E— s E—

FPred: HCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCHHHHHHHHC
AR: VEMAEFSPSVVAARALLARAAGEVAARNLHAFQASLAACEF

210 220 230 240

cons: NNNNNNRNNNNRNNR >0 0nn0neNRRNDRz000s=!
iy — e "

FPred: CCHHHAHHHHAHAHHAHAHHACCCCCCCCCCCCCCHHHAHHC
AR: VHSERLRECGEVLARAGEVGRGRAAPSADTEVTVLGHQRS

250 260 270 280

estructura (diferente de a-hélice y hoja B). El nivel de confianza de la predicciéon para cada
aminodcido (aa) se muestra graficamente con barras.
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Tabla Al1.2. Prediccién de accesibilidad de los aminoacidos en la superficie de la proteina y de la
estructura secundaria (NetSurfP v. 1.1). El péptido inmunogénico va de la posicién 239 a la 291.

Columna Valor

1 Expuesto (E) o Escondido (B)

2 Aminoacido

3 Proteina

4 Posicion

5 Accesibilidad de superficie relativa

6 Accesibilidad de superficie absoluta

7 Valor Z

8 Probabilidad de a-hélice

9 Probabilidad de hoja B

10 Probabilidad de otra estructura
E M CycD6_ 1 1 0.649 129.905 -1.661 0.003 0.003 0.994
E A CycD6_1 2 0.621 68.445 -1.397 0.018 0.047 0.935
E T CycD6_ 1 3 0.511 70.890 -0.921 0.053 0.043 0.903
E E CycD6_ 1 4 0.614 107.336 -0.372 0.113 0.043 0.844
E E CycD6_ 1 5 0.604 105.571 -0.243 0.113 0.043 0.844
E W CycD6_ 1 6 0.449 107.960 0.164 0.113 0.087 0.800
E E CycD6_1 7 0.648 113.223 -0.018 0.113 0.087 0.800
E L CycD6_ 1 8 0.287 52.641 0.022 0.113 0.043 0.844
E R CycD6_1 9 0.486 111.248 0.502 0.115 0.016 0.868
E E CycD6_1 10 0.638 111.406 0.068 0.181 0.016 0.803
E E CycD6_1 11 0.671 117.241 -0.204 0.184 0.043 0.773
ED CycD6_1 12 0.426 61.401 0.094 0.191 0.086 0.723
E A CycD6_1 13 0.322 35.495 -0.175 0.199 0.152 0.649
E Y CycD6_1 14 0.433 92.511 0.324 0.199 0.152 0.649
E A CycD6_1 15 0.262 28.850 -0.232 0.307 0.165 0.527
E Y CycD6_1 16 0.347 74.175 0.574 0.428 0.171 0.402
E E CycD6_1 17 0.558 97.465 -0.057 0.502 0.102 0.396
B F CycD6_1 18 0.237 47.526 0.695 0.561 0.047 0.393
E E CycD6_1 19 0.512 89.464 -0.285 0.561 0.047 0.393
E F CycD6_1 20 0.510 102.277 -0.116 0.430 0.016 0.555
ED CycD6_1 21 0.574 82.685 -0.960 0.339 0.016 0.645
B L CycD6_1 22 0.191 35.045 -0.306 0.339 0.016 0.645
E E CycD6_1 23 0.476 83.175 -0.891 0.339 0.016 0.645
E N CycD6_1 24 0.539 78.910 -0.457 0.257 0.016 0.727
E P CycD6_1 25 0.348 49.410 -0.439 0.257 0.016 0.727
B F CycD6_1 26 0.140 28.198 0.136 0.257 0.016 0.727
E T CycD6_1 27 0.308 42.733 -0.070 0.257 0.016 0.727
E S CycD6_1 28 0.440 51.580 -0.396 0.455 0.046 0.498
B P CycD6_1 29 0.272 38.554 0.216 0.660 0.049 0.291
B A CycD6_1 30 0.124 13.698 -0.360 0.938 0.007 0.055
E D CycD6_1 31 0.517 74.485 0.074 0.970 0.001 0.030
E E CycD6_1 32 0.436 76.134 0.635 0.970 0.001 0.030
B P CycD6_1 33 0.055 7.833 0.796 0.970 0.001 0.030
B I CycD6_ 1 34 0.085 15.743 1.100 0.970 0.001 0.030
E A CycD6_1 35 0.458 50.450 1.720 0.970 0.001 0.030
E S CycD6_1 36 0.307 35.992 0.710 0.970 0.001 0.030
B L CycD6_1 37 0.037 6.793 0.349 0.988 0.000 0.012
B L CycD6_1 38 0.225 41.143 0.846 0.970 0.001 0.030
ED CycD6_1 39 0.622 89.645 1.165 0.970 0.001 0.030
E A CycD6_1 40 0.263 28.939 0.987 0.970 0.001 0.030
B E CycD6_1 41 0.068 11.827 -1.020 0.923 0.002 0.076
E G CycD6_1 42 0.535 42.128 -0.004 0.858 0.002 0.139
E H CycD6_1 43 0.686 124.783 0.496 0.782 0.003 0.216
E H CycD6_1 44 0.281 51.150 -0.311 0.502 0.002 0.495
B A CycD6_1 45 0.276 30.404 -0.431 0.109 0.005 0.886
E P CycD6_1 46 0.600 85.154 -1.744 0.053 0.005 0.942
E S CycD6_1 47 0.585 68.585 -1.142 0.016 0.005 0.979
B I CycD6_1 48 0.284 52.614 -0.165 0.053 0.005 0.942
E S CycD6_1 49 0.695 81.407 -0.658 0.176 0.004 0.820
E A CycD6_1 50 0.476 52.444 -0.525 0.246 0.004 0.750
B A CycD6_1 51 0.093 10.282 -0.485 0.246 0.004 0.750
E A CycD6_1 52 0.347 38.261 0.809 0.246 0.004 0.750
E S CycD6_1 53 0.485 56.795 -0.309 0.923 0.002 0.076
E A CycD6_1 54 0.534 58.814 0.762 0.923 0.002 0.076
B T CycD6_ 1 55 0.074 10.333 0.109 0.970 0.001 0.030
B R CycD6_1 56 0.057 13.099 0.820 0.988 0.000 0.012
E R CycD6_1 57 0.290 66.502 0.396 0.988 0.000 0.012
B A CycD6_1 58 0.158 17.412 1.303 0.988 0.000 0.012
B A CycD6_1 59 0.020 2.171 1.095 0.988 0.000 0.012
B A CycD6_1 60 0.021 2.292 1.258 0.970 0.001 0.030
E A CycD6_1 61 0.265 29.192 0.782 0.970 0.001 0.030
B F CycD6_1 62 0.054 10.778 0.887 0.988 0.000 0.012
B I CycD6_1 63 0.020 3.681 1.034 0.988 0.000 0.012
B S CycD6_1 64 0.111 12.986 0.470 0.988 0.000 0.012
E K CycD6_1 65 0.254 52.268 0.762 0.988 0.000 0.012
B V CycD6_1 66 0.029 4.396 0.561 0.988 0.000 0.012
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Tabla A1.3. Porcentaje de identidad entre el péptido inmunogénico y los
fragmentos que de las deméas CycDs que corresponden a la misma posicién en el
alineamiento.

Fragmento | CycD6;1
CycD1;1 8.9%
CycD2;1 10.4%

CycD2;2A 9.8%

CycD2;2B 11.2%
CycD2;3 15.6%

CycD4;1A | 13.7%

CycD4;1B | 12.5%
CycD4;2 7.7%

CycD3;1A 8.6%

CycD3;1B 10.0%
CycD5;1 11.7%

CycD5;2A 9.5%

CycD5;2B 5.9%

CycD5;3A 5.1%

CycD5;3B 7.2%
CycDe6;1 1D
CycD7;1 5.0%

L T TR T T T T T T T T T O O O A R A I O O O R AR T DR U U BT B N IR B |

10 20 30 A0 50 &0
CycD2; 3 NILVNEENVRRCHEALOEVGLVEEKTDY SASPSRVLEASCEFSFETDDNQTAGS SQSCANN
CvcD6; 1 —FEVNSEKLRECGEVIARAGGVGRG-——-RAAPS——-ADTPVIVLGHQRSASSASETDWIN-

Figura Al1.2. Alineamiento del péptido inmunogénico con la Cyc2;3. Los aminoécidos
idénticos estdn sombreados en gris.
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Apéndice 2. Esquemas de los vectores de clonacion (pGem-T Easy) y de
expresion (pGex-4T2).

wmnl 2005
7l |
o start
scal 1880 Mael 2707 Apal 14
. Aatll 20
1 ori Sphl 25
BetZl | 2
Meal a7
e BstZl | 43
mp Hatl 43
pGEM=-T Easy  jacz Sacll | 49
Vector T EcoRl | 52
(30150p) .
Spal &4
EccHI 7o
Ml i
Bsifl I
Psil B5
ori Sall a0
Mdal a7
Sacl 1009
B=ixl | 115
Msil 127
144
T SPE
lacZ_a lac_promoler
HIA_plC_fad_priner W13 pliC_rev_peimer
H13_faruard2]_prinar M=cI 485
H13_reverse_priner GET
H13_plUC_rev_primer E:t?IEgSEE
Lac_promoter A ’C:::? pEEX_S pr-imer
i BamHI 530
EceRI 34D
Sfal 4310 ¥mal 45
MarT 4303 RF Smal 247
Ezsl 4308 Zall 550
Hoal 4175 Reel S51
EcofY 4113 Hhel 355
EssHIT 4080 Matl 251
Foal 3580 {' Eagl 251
FsplHl 3E76 [ FEEX_I_pr imer
laz1 pOEX-4T2 BstII 1245
A5 bp
Mlul 3555 &
FmpR_promater
Ergicillin
pBRAZZ _arigin Ps1l 1223
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Apéndice 3. Primers disefiados para amplificar y clonar CycD6;1y
condiciones de amplificacion.

Tabla A3.1. Primers.

Ciclina Secuencia (5’-3’) Fra@(’p”gsmo
cveDe 1 LEW  AAAGGATCCCCCTTTGTAAATAGCGAGAAGCTG 178
YeUo PRV AAAGAATTCCGTTAATCCAGTCGGTCTCC

Tabala A3.2. Condiciones de amplificién de CycD6;1 por RT-PCR y PCR.

Reaccion Condiciones
30 min a 50°C, 15 min a 95°C
O”e(S‘Qti'ioaR;;)P CR 35 ciclos (50 s a 94°C, 50 s a 61°C, 45 s a 72°C)
9 10 mina 72°C
30sa98°C

PCR (iProof High-Fidelity
PCR Kit. Bio-Rad)

35 ciclos (5 sa98°C, 20 s a 61°C, 20 s a 72°C)

5mina72°C
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Apéndice 4. Esquema de inmunizacion.

Dia Recombinante Via de
administrada administracion
1 2 mg con PAy AlIF Subcuténea
7 0.5 mg con PAy AlF Subcutanea
20 1.5mg con AIF Subcutanea
27 4 mg en SSI Intraperitoneal
46 0.5mg en SSI Intravenosa
50 Sangria de cosecha Puncion cardiaca

PA: Poliacrilamida

AIF: Adyuvante incompleto de Freund

SSI: Solucién Salina Isoténica
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